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Resumen.

Clostridium perfringens es una bacteria anaerdbica, Gram-positiva, formadora de
esporas, responsable de la produccion de severas enfermedades histotoxicas y
gastrointestinales en humanos y animales. C. perfringens es capaz de producir varias
toxinas, dos de las cuales son las principales implicadas en la patologia conocida como
gangrena gaseosa. Debido a que esta bacteria posee un metabolismo sacarolitico-
fermentativo y porque la regulacion catabdlica por carbono estd implicada en el control
de diferentes comportamientos bacterianos, este trabajo investigd los efectos de la
glucosa y otros carbohidratos rapidamente metabolizables sobre la movilidad tipo
gliding y la produccion de las toxinas fosfolipasa C (PLC) y la perfringolisina O (PFO),
fundamentales para el dasarrollo de la gangrena gaseosa. Los resultados obtenidos
demuestran que la regulacién catabdlica por carbono constituye un importante
mecanismo regulatorio fisioldgico que reduce la capacidad de movilizarse por gliding
de la cepa de C. perfringens causante de la gangrena gaseosa (Cepa 13), asi como de un
gran namero de aislados patogénicos de esta bacteria derivados de humanos y animales.
La inhibicion del gliding en presencia de glucosa fue debida, al menos en parte, a la
represion de genes involucrados en la biosintesis y funcionalidad del pili tipo 1V (T4P),
el cual es requerido para la movilidad tipo gliding. El efecto inhibitorio de la glucosa
sobre los genes del T4P pilT y pilD se encuentra bajo el control de la proteina
regulatoria CcpA (catabolite control protein A). La deficiencia en CcpA en la cepa de C.
perfringens mutante en ccpA restaura la expresion de pilT y pilD en presencia de
concentraciones represivas de glucosa. La expresion de PLC y PFO en cultivos de la
cepa productora de la gangrena gaseosa, Cepa 13, también es reprimida catabdlicamente
por carbono. La glucosa produce una fuerte inhibicion dosis-dependiente del gliding y
una reduccion de més del 50 % en la produccion de las histotoxinas PLC y PFO sin
afectar el crecimiento vegetativo del patégeno. La represion de los genes plc y pfoA
dependi6é también de CcpA, ya que una cepa deficiente en este regulador no presenta
inhibicidn de la expresion de PLC en presencia de glucosa 2 %. Ademas, se observaron
dos fendmenos novedosos, por un lado se descubrio que CcpA tiene un rol positivo en
la expresion de pilT, pilD y la capacidad de moverse por gliding en ausencia de
regulacién catabdlica. El otro fendmeno fue el efecto negativo que ejerce CcpA sobre la
produccion de toxinas, debido a que en la cepa deficiente en CcpA, PLC y PFO se

expresan en un nivel superior al observado en la cepa salvaje en ausencia de regulacion
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catabolica. CcpA actuaria, de acuerdo a las condiciones experimentales y fisioldgicas de
la célula, como un regulador positivo y negativo (en ausencia y presencia de catabolitos,
respectivamente) del gliding, siendo un represor de la produccion de toxinas en

condiciones de regulacion catabdlica por carbono.
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1. Introduccion.

Todo microorganismo en el planeta tiene como objetivo sobrevivir y multiplicarse
para preservarse en el tiempo. Es por esto, que a lo largo de la evolucion, las bacterias
han colonizado y se han adaptado eficientemente a diversos nichos planetarios. Dentro
de la plétora de bacterias, encontramos a las que son patdgenas para otros seres Vivos
como ser plantas, animales y/o para el hombre. Dentro de este conjunto de
microorganismos, hay bacterias que no solo poseen la capacidad de sobrevivir vy,
muchos de ellas, de multiplicarse en nichos abioticos sino que también tienen la
habilidad de colonizar y reproducirse en ambientes bidticos ricos en nutrientes (plantas,
animales, seres humanos). Para poder establecerse en los distintos hospedadores, las
bacterias patogenas poseen estrategias evolutivamente perfeccionadas destinadas a
contrarrestar los distintos sistemas de defensa propios de cada blanco bioldgico, asi
como para obtener nutrientes a partir de componentes celulares y estructurales del
hospedador infectado. Las distintas estrategias de patogenia pueden agruparse
tentativamente dentro de las siguientes categorias: las relacionadas con la adherencia del
patdgeno, las de evasion de los sistemas inmunes, las de obtencion de nutrientes y
crecimiento, las de colonizacién, las involucras en la movilidad bacteriana y las de
persistencia a largo plazo en el hospedador.

Muchas bacterias patdgenas tienen la capacidad de adherirse a los tejidos de los
hospedadores a quienes infectan. Esta propiedad es muy importante en las etapas
iniciales de las infecciones causadas por los microorganismos que presentan esta
cualidad. La importancia radica en el hecho de que al adherirse estas bacterias pueden
permanecer en el lugar determinado donde pueden prosperar. Luego de esta primera
etapa de adherencia tienen lugar distintos mecanismos para asegurar la persistencia en
este nicho bioldgico. Entre ellos encontramos las estrategias para evadir el sistema
inmune del hospedador (inhibicion de la respuesta inmune, biofilm, cambio de
determinantes antigénicos, entrada en el citosol celular, persistencia en macréfagos).
Ademés, mecanismos involucrados en la obtencion de los nutrientes del medio
circundante para asegurar la proliferacion y persistencia bacteriana (toxinas, proteasas y
otras enzimas que degradan componentes de matriz extracelular y celulares).

Si el microorganismo patdgeno logra superar las biodefensas y es capaz de crecer
en el medioambiente bioldgico del hospedador, puede entonces establecerse y de esta

manera colonizar el sitio de la infeccion. El paso siguiente es la diseminacion a otros
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tejidos y Organos, en este proceso cobra importancia las propiedades de desplazamiento
bacteriano. Como altimo objetivo, principalemente para aquellos microorganismos que
no son capaces de proliferar en otros ambientes distintos al del organismo que infectan,
la persistencia a largo plazo en el hospedador asegura la supervivencia por tiempos
prolongados. De no ser asi deben ser capaces de sobrevivir en el medio abidtico lo
suficiente para poder contactar con otro hospedador y asi poder dividirse e incrementar

su numero para asi persistir.

1.1. Factores de patogenicidad bacteriana.
1.1.1. Capsula.

Algunas bacterias sobreproducen y secretan grandes cantidades de polisacaridos de
alto peso molecular, llamados exopolisacaridos (EPS). Esta capa de azucares
extracelulares es Ilamada capsula. La produccién de capsula es uno de los principales
factores de virulencia utilizado por las bacterias para evadir la erradicacion desde el
sitio de la infeccion. Especialmente, la cdpsula otorga a la bacteria proteccion del
sistema inmune del hospedador asi como de los antibiGticos (Figura 1A). Algunas
capsulas han mostrado tener efecto inmuno modulador; otras protegen a la bacteria de la
fagocitosis evitando que los anticuerpos opsonizantes sean reconocidos por las células
defensivas del hospedador (por ejemplo, macréfagos y neutrofilos). Esta fagocitosis
frustrada promueve la respuesta inflamatoria ya que los macrofagos y los neutrofilos
producen mas citoquinas inflamatorias destinadas a eliminar la bacteria. EI incremento
de la respuesta inflamatoria conduce a un incremento del dafio del tejido a medida que
mas neutréfilos y macréfagos son reclutados en el sitio de infeccion (Wilson, J. M. et
al., 2002).

Las especies de bacterias productoras de capsula mas notorias son Streptococcus
pneumoniae (Pneumococcus), Neisseria meningitidis (Meningococcus) y Pseudomonas
aeruginosa. La capsula de Pneumococcus es uno de sus factores de virulencia
primarios, utilizando 24 genes para su biosintesis. Hay al menos 90 tipos diferentes de
capsulas, aunque solo un subgrupo de 23 tipos causan mas del 90% de las enfermedades
invasivas alrededor del mundo. Las diferencias en la estructura quimica del polisacarido
capsular determinan los serogrupos de Meningococcus. Los serogrupos B, C, Y y W-

135 expresan capsulas compuestas enteramente de &cido polisidlico y acido sialico
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unido a glucosa y galactosa, mientras que la capsula del serogrupo A esta compuesto de
N-acetilmanosamina-1-fosfato. La cdpsula de P. aeruginosa esta compuesta de alginato
(&cido manurdnico y gulurénico acetilado). Las proteinas biosintéticas para alginato han
sido elucidados, muchas de las cuales estan involucrados en la regulacion genica de
produccién de alginato. La caracteristica unica de las cepas de P. aeruginosa es que
todas tienen la capacidad génica de producir alginato pero se encuentra mas
frecuentemente en los aislados de fibrosis quistica. Aunque estas cépsulas tienen
diferentes composiciones quimicas y efectos inmuno moduladores, todas sirven para
proteger a la bacteria de la respuesta inflamatoria del hospedador, como ser la
activacion del complemento y la muerte mediada por fagocitos (Wilson, J. M. et al.,
2002).

1.1.2. Pared celular.

Las bacterias pueden dividirse en dos grupos principales basados en las diferencias
en la estructura de la pared celular: Gram-positivas y Gram-negativas (Figura 1B y 1C).
Las pared celular de ambos tipos de bacterias contiene componentes toxicos que son
factores de virulencia potentes y tiene un rol central en la patogénesis de bacterias que
producen shock séptico (condicion frecuentemente letal que involucra el colapso del
sistema circulatorio y puede resultar en la falla de multiples érganos). A diferencia de
las toxinas convencionales descriptas mas adelante, las cuales son producidas por la
bacteria y secretadas al medio circundante (exotoxinas), los componentes toxicos de la
pared celular de procariotas son las distintas estructuras que no son liberadas
apreciablemente al medio extracelular sino hasta que la célula muere y se lisa la
bacteria. Ironicamente, los antibioticos usados en el tratamiento de las sepsis pueden
incrementar la cantidad de componentes toxicos de pared celular liberados, y por lo
tanto impacta negativamente en la recuperacion del hospedador. Se cree, que las
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas podrian activar vias comunes que conducen
al shock séptico (Wilson, J. M. et al., 2002).

El shock séptico es el resultado de la accién combinadas de citoquinas, de
componentes del complemento y de elementos de la cascada de coagulacion. Un evento
que gatilla el shock séptico es la liberacion de lipopolisacaridos (LPS) u otros

componentes toxicos de la pared celular bacteriana en la circulacion. El LPS bacteriano
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(también conocido como endotoxina) es una molécula anfifilica embebida en la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas y se la considera generalmente como
el principal componente responsable de la induccion del shock séptico, el cual
frecuentemente acomparia a infecciones severas con estos microbios. El receptor
primario del LPS en el hospedador es CD14, un marcador celular superficial de los
macrdfagos. El lipido A, la porcion toxica de la molécula de LPS, causa la liberacion de
numerosas citoquinas pro-inflamatorias y activa las cascadas de complemento y
coagulaciéon. Estudios recientes sugieren que receptores tipo Toll, citoquinas
inflamatorias, eicosaniodes, radicales libres, el factor inhibitorio de la migracion del
macrofago, protein quinasas de sefial y factores de transcripcion, todos juegan un rol
importante en la patologia del shock séptico mediado por Gram-negativas (Wilson, J.
M. et al., 2002).

Mientras que la endotoxina media eventos claramente importantes en la reaccién
del hospedador durante las infecciones por Gram-negativas, las Gram-positivas pueden
producir también el shock séptico y se las considera como las principales responsables
de las sepsis nosocomiales. Las bacterias Gram-positivas no tienen endotoxina, pero la
sola presencia de estas bacterias en los tejidos y en el sistema circulatorio provoca una
respuesta inflamatoria y shock séptico similar a la generada por el LPS de Gram-
negativas, siendo liberadas las mismas citoquinas elicitadas por el LPS. Esto se debe, en
parte, a que los fragmentos de peptidoglicano y los acidos teicoicos que se encuentran
en la pared celular de las bacterias Gram-positivas elicitan muchas de las respuestas
fisiologicas inducidas por el LPS en el hospedador infectado. El peptidoglicano y los
acidos teicoicos (polimeros de azlcares alchool fosfato) son los principales
potenciadores del shock séptico. Los componentes toxicos de la pared celular de Gram-
negativas y Gram-positivas actlan principalmente a través de la activaciéon de la
respuesta inflamtoria mediante la estimulacion de monocitos y macrofagos, y la
subsecuente liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, especialmente del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la interleuquina-1. Ademas, tanto la endotoxina
como el peptidoglicano pueden activar la cascada de complemento, la cual induce la
liberacion de TNF-o a partir de monocitos y estimula la agregacion de netrofilos
polimorfonucleares y la vasoconstriccion pulmonar. Por lo tanto, independientemente
de si la infeccién es causada por una bacteria Gram-positiva 6 Gram-negativa, los

signos y sintomas son similares (Wilson, J. M. et al., 2002).
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Las bacterias que frecuentemente estan implicadas en el shock séptico incluyen los
microorganismos Gram-negativos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy
Meningococo; y los Gram-positivos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis y Streptococco (Wilson, J. M. et al., 2002).
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Figura 1: Estructuras generales en bacterias. A) Estructuras microbianas y toxinas implicadas
en la patogenia bacteriana. B) Esquema del corte transversal de la pared y membrana celular
de bacterias Gram-positivas. C) Esquema del corte transversal de la pared y membrana celular

de bacterias Gram-negativas.
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1.1.3. Toxinas.

Las toxinas son anélogas a las armas bioldgicas, son moléculas proteindceas o no,
producidas por las bacterias para destruir o dafiar las células del hospedador. Ejemplos
de toxinas no proteicas son el LPS (endotoxina) y el &cido teicoico. Las toxinas
protéicas (exotoxinas) son generalmente enzimas que son secretadas hacia las células
eucariotas por dos métodos diferentes: secrecion en el medioambiente circundante
(Figura 1A) o inyeccidn directa en el citoplasma a través de sistemas de secrecion tipo
Il u otros mecanismos. La exotoxinas bacterianas pueden ser categorizadas dentro de
cuatro tipos principales basados en su composicion de aminoacidos y funcion: toxinas
A-B, toxinas proteoliticas, toxinas formadoras de poros y otras toxinas (Wilson, J. M. et
al., 2002).

Varias especies diferentes de bacterias contienen toxinas A-B, incluyendo P.
aeruginosa, E. coli, Vibrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae y Bordetella
pertussis. Las toxinas A-B tienen dos componentes: la subunidad A que posee la
actividad enzimatica, y la subunidad B la cual es responsable de la unién y la liberacion
de la toxina dentro de la célula del hospedador. La actividad enzimatica de la porcion A
va desde la proteolitica (por ejemplo, tétano y botulismo) a ADP-ribosilante (por
ejemplo, célera, pertusis, difteria y la exotoxina A de P. aeruginosa). A pesar del rango
de actividades enzimaéticas de las porciones A de numerosas toxinas A-B, hay un
dinucleotido adenina nicotinamida conservado uniendo porciones en la subunidad A,
sugiriendo que podria haber un ancestro evolutivo comdn (Wilson, J. M. et al., 2002).

Las toxinas proteoliticas destruyen proteinas del hospedador especificas, dando
algunas de las manifestaciones clinicas caracteristicas de la enfermedad. Ejemplos de
toxinas proteoliticas incluyen: toxina tetanica de Clostridium tetani (Marvaud, J. et al.,
1998), la toxina botulinica de Clostridium botulinum (Marvaud, J., Gilbert, K. et al.,
1998), la elastasa y proteasa IV de P. aeruginosa. Los blancos para las toxinas tetanica
y botulinica son las sinaptobrevinas que previenen la liberacion de neurotransmisores,
resultando en diferentes tipos de paréalisis. Estas dos toxinas también difieren en sus
sitios de afeccion, el botulismo se da por ingestion y causa la paralisis flaccida en
nervios periféricos, mientras el tétano se produce por heridas profundas y resulta en
paralisis espastica a través del sistema nervioso central. La elastasa y proteasa IV de P.
aeruginosa destruyen las proteinas de matriz extracelular permitiendo la diseminacién

de la infeccion. La elastasa es un importante factor de virulencia en pneumonia por P.
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aeruginosa, mientras que la proteasa IV es importante en las infecciones corneales
(Wilson, J. M. et al., 2002).

Las toxinas que desestabilizan membranas se encuentran en numerosas especies de
bacterias y son capaces de formar un poro en la membrana celular del hospedador, lo
cual lleva finalmente a la lisis celular. Hay un namero creciente de toxinas formadoras
de poro incluidas en la familia RTX (repeticidn en toxinas, tipicamente un nonapéptido
rico en glicina y aspartato que uniria iones Ca**, Linhartov4, | et al., 2010) encontrada
en muchos patdgenos Gram-negativos. Aungue el mecanismo general de la formacién
del poro y las secuencias son conservadas en la familia RTX, la especificidad por la
célula blanco varia. Las toxinas de la familia RTX, ademas, comparten al sistema de
secrecion tipo | como método comun por el cual son liberadas. Muchas bacterias Gram-
positivas contienen citolisinas con un sulfidrilo activado. La mejor caracterizada entre
estas citolisinas de Gram-positivas es la listeriolisina O, la cual es necesaria para el
escape de Listeria monocytogenes del macréfago (Wilson, J. M. et al., 2002).

Ademas de las toxinas A-B, otras incluyen: proteinas tipo inmunoglobulina A (IgA)
proteasas, toxinas estables al calor que activan la guanilato ciclasa, y toxinas que
modifican el citoesqueleto de la célula hospedadora. Las bacterias son capaces de
utilizar muchos métodos diferentes para interferir en las vias de sefalizacion y la
integridad estructural de la célula hospedadora para conseguir el establecimiento y

mantenimiento de la infeccion (Wilson, J. M. et al., 2002).

1.1.4. Adhesinas.

Un paso clave en la interaccion patégeno-hospedador es la adherencia del patdgeno
a la superficie del hospedador. Estas superficies incluyen: piel, membranas mucosas
(cavidad oral, nasofaringea, tracto urogenital), y tejidos profundos (tejido linfoide,
epitelio gastrico e intestinal, cerco alveolar, tejido endotelial). Numerosas fuerzas
mecanicas producidas por el hospedador actuan para remover los microbios de estas
superficies: secrecion de saliva, toz, estornudos, movimiento de mucus, peristalsis y el
flujo sanguineo. Un aspecto comdn de los patdégenos microbianos es la expresion de
factores de unidén a moléculas sobre distintas células del tejido hospedador que le
otorgan al microorganismo la capacidad de resistir a los mecanismos de remocion. Una

vez unido o adherido a la superficie de una célula hospedadora especifica, el patdgeno
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es capaz de iniciar sus procesos bioquimicos especificas como ser proliferacion,
secrecién de toxinas, invasion de la célula hospedadora y activacion de las cascadas de
sefializacion celular, que darén lugar a la enfermedad (Wilson, J. M. et al., 2002).

Los factores de adherencia microbianos son llamados adhesinas y pueden ser
polipéptidos (proteinas) o polisacaridos (carbohidratos y azucares). Las adhesinas
proteicas son separadas en dos grupos: las fimbriales y las afimbriales. Las fimbrias
(también conocidas como pili) son apéndices que protruyen como estructuras similares
a cabello desde la superficie bacteriana y estdn compuestas de proteinas que son
empaquetadas apretadamente en un arreglo semejante a un cilindro helicoidal. Una
simple proteina sirve generalmente como la principal subunidad fimbrial, sin embargo,
otras proteinas también tienen roles estructurales en la punta y en la base de la fimbria.
Frecuentemente, la punta fimbrial sirve para unir al receptor celular del hospedador. Los
patdgenos Gram-negativos, en particular, dependen de fimbrias para adherirse. Los
ejemplos incluyen E. coli (para infecciones del tracto urinario y gastroenteritis) V.
cholerae, P. aeruginosa y Neisseria spp. Las adhesinas afimbriales hacen referencia a
proteinas que sirven como factores de adherencia, pero que no forman una estructura
larga y polimérica tipo fimbria. Estas adhesinas no fimbriadas generalmente median
mas un contacto intimo entre el patdgeno y la célula del hospedador que el llevado a
cabo por fimbrias. Las Gram-negativas (Yersinia pseudotuberculosis, E. coli
enteropatogénica y Neisseria spp), las Gram-positivas (Staphylococcus spp,
Streptococcus spp) y patdgenos mycobacteriales expresan adhesinas afimbriales. Las
adhesinas constituidas por polisacaridos son generalmente componentes de la
membrana celular, la pared celular o la capsula bacteriana. Los acidos teicoicos hallados
en las envolturas celulares de bacterias Gram-positivas sirven como adhesinas para
Staphylococcus spp y Streptococcus spp. Los polisacaridos encontrados en la capsula de
Mycobacterias (glucanos y mananos) son también reconocidos por receptores celulares
del hospedador (receptor 3 del complemento y receptor de manosa) y promueven la
adhesion (Wilson, J. M. et al., 2002).

Aungue las interacciones receptor-ligando durante la adherencia pueden dividirse
en dos grupos, proteina-proteina y proteina-carbohidrato, es importante contemplar la
diversidad de blancos que los microorganismos usan como receptores del hospedador.
Las moléculas que sirven como receptores para bacterias incluyen proteinas que
atraviesan la membrana celular, inmunoglobulinas de superficie, glicolipidos,

glicoproteinas y proteinas de matriz extracelular (tal como fibronectina y colageno). En
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al menos un caso (E. coli enteropatogénica), el patdgeno inyecta su propia proteina
receptora en la célula del hospedador. Una vez que se encuentra en la membrana, el
receptor une luego a una adhesina afimbrial sobre la superficie de la bacteria. Es
importante tener en cuenta que un simple patdgeno expresa y utiliza mas de una
adhesina. Esta estrategia se observa en todos los tipos y especies bacterianas, Gram-
negativas, Gram-positivas y Mycobacterias. Dada la importancia de la adherencia en los
procesos infecciosos, actualmente gran parte de la investigacion en terapias
antimicrobianas esta focalizada en el desarrollo de vacunas o drogas que bloqueen la

etapa de adherencia en el ciclo de la infeccion (Wilson, J. M. et al., 2002).

1.1.5. Invasion.

Una vez unidos a la superficie del hospedador, algunos patdgenos ganan un acceso
mas profundo dentro del hospedador para perpetuar el ciclo de infeccion. Este proceso
patogénico, denominado invasion, se puede dividir en dos tipos, extracelular y
intracelular. La invasion extracelular tiene lugar cuando el microbio sobrepasa las
barreras de un tejido para diseminarse en el hospedador mientras permanece fuera de las
células del organismo infectado. Esta es una estrategia usada por el grupo A de
Streptococcos B-hemolitico y S. aureus. Estas especies secretan varias enzimas que
degradan las moléculas celulares del hospedador: hialuronidasas (cortan proteoglicanos
en el tejido conectivo), streptoquinasa y staphyloquinasa (destruyen coagulos de
fibrina), lipasas (degradan grasas del hospedador acumuladas) y nucleasa (digieren
ARN y ADN libre). La hemdlisis producida por estas especies lisa no solo los eritrositos
sino también otros tipos de células y puede contribuir a la diseminacién por los tejidos
de hospedador. P. aeruginosa secreta una enzima, elastasa, la cual degrada moléculas
extracelulares y permite la invasion de tejido ocacionando queratitis, necrosis tisular y
fibrosis quistica. Las invasiones extracelulares permiten a estos patdgenos acceder a
nichos en tejidos donde son capaces de proliferar, expresar toxinas, iniciar respuestas
inflamatorias y diseminarse a otros lugares del cuerpo. Hay evidencia creciente que
sugiere que los patégenos de invasion extracelular podrian ingresar en las células del
hospedador y por lo tanto usar las dos vias de invasion, la extracelular y la intracelular.

La invasién intracelular tiene lugar cuando el microorganismo realmente penetra en

las células del tejido del hospedador y sobrevive dentro de este medioambiente. Varios
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patdgenos Gram-negativos, Gram-positivos y Mycobacterias han demostrado tener la
habilidad de ingresas a células tanto fagociticas como no fagociticas. Algunos
patdgenos tienen un ciclo de vida intracelular obligado con requerimientos absolutos de
las células de mamiferos para crecer; como ser Chlamydia spp, Rickettsia spp y
Mycobacterium leprae. Otros patdgenos son intracelulares facultativos, usando su
habilidad para ingresar y sobrevivir dentro de las células como un medio para su
proliferacion y diseminacion a otros tejidos. Un gran avance en el estudio de la
patogénesis bacteriana en los ultimos afios ha sido la identificacion de los genes que
permiten al patégeno invadir células no fagociticas del hospedador. Notoriamente, se
encontrd que estos genes de invasion, presentes en varios patdgenos, codifican proteinas
de sistemas de secrecion tipo Ill relacionadas evolutivamente, las cuales sirven para
inyectar proteinas de sefializacion desde la bacteria hacia la célula hospedadora. Las
proteinas inyectadas luego activan las vias de sefializacion propias de la célula
hospedadora que hacen que la misma internalice el microbio. Los mecanismos de
entrada han sido bien caracterizados en Salmonella spp y Shigella spp. Una
particularidad comun de la sefializacion inducida por los sistemas de secrecion-
inyeccidn tipo 111 es que provocan un re-arreglo de la actina de la célula hospedadora, lo
cual hace que el citoesqueleto celular sea reclutado para engullir al microorganismo
invasor. Tanto Salmonella como Shigella activan las proteinas regulatorias de actina,
Ilamadas GTPasas Rho, gatillando las vias de re-arreglo de actina para formar nodos de
actina por debajo del patégeno invasor. Este tipo de interaccion pone de relieve el
fendmeno bioquimico del diadlogo entre el hospedador y el patégeno que es esencial
para la penetracion de la célula hospedadora (Wilson, J. M. et al., 2002).

1.1.6. Modos de vida intracelulares.

Varios patégenos han evolucionado para sobrevivir y poder reproducirse dentro de
las células del hospedador. El rango de células del hospedador en las cuales los
patogenos pueden sobrevivir incluyen células no fagociticas (epiteliales y endoteliales)
y células fagociticas profesionales (macréfagos y neutréfilos). La habilidad de
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células fagociticas es de remarcar ya que éstas
poseen mecanismos destinados a destruir las bacterias ingeridas. Estos mecanismos de

muerte incluyen la produccion de intermediarios oxidativos reactivos, la reduccion del
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pH del interior de las vacuolas conteniendo las bacterias y la activacion de proteasas
degradadoras. Las estrategias que las bacterias usan para evitar su destruccion a través
de estas vias estan siendo bien caracterizadas (Wilson, J. M. et al., 2002).

Hay tres nichos intracelulares generales en los cuales los patdgenos residen: dentro
de vacuolas fagolisosomales acidicas e hidroliticamente competentes, dentro de
vacuolas sin fusionarse a lisosomas, y en el citosol de la célula hospedadora. Coxiella
burnettis es un ejemplo de un patégeno que es capaz de sobrevivir en el ambiente toxico
de una vacuola fagolisosomal, y se ha demostrado que son necesarios pH bajos para
iniciar su replicacion intracelular. Mycobacterium spp, Samonella spp, Legionella
pneumophila y Chlamydia trachomatis son parte del grupo de patégenos que reside en
vacuolas no lisosomales. Las vacuolas ocupadas por estas bacterias son conocidas como
“especializadas” o “remodeladas” debido a que generalmente son morfologicamente
diferentes de otras vacuolas y contienen una combinacion de marcadores de superficie
caracteristicos. Shigella flexneri, L. monocytogenes y Rickettsia rickettsii son patdgenos
que residen en el citosol. Estas bacterias comparten una estrategia comun de
degradacion enzimatica de la vacuola que las contiene y se diseminan intracelularmente
empleando el citoesqueleto celular (Wilson, J. M. et al., 2002).

Las bacterias que sobreviven intracelularmente pueden replicarse y desimanarse
dentro de las células en el area local de infeccion o migrar a otras zonas del cuerpo.
Chlamydia y Rickettsia lisan la membrana de la célula hospedadora, liberando las
bacterias infectivas que atacan e invaden células adyacentes. Ademas de la lisis de la
célula del hospedador, Shigella y Listeria utilizan una via de diseminacion célula-célula
la cual conlleva a la infeccion de la célula adyacente. Las bacterias que residen en
macrofagos y neutrofilos pueden usar a estas células como vehiculos para dispersarse
sistémicamente a través del sistema circulatorio sanguineo y linfatico. Salmonella typhi,
Yersinia spp y Brucella spp se mueven entre distintos tejidos de esta manera. Las
bacterias de vida intracelular son particularmente problematicas en ciertas
enfermedades. Algunas infecciones intracelulares pueden persistir por afios y requieren
una terapia con antibioticos muy extensa, la infeccion por Mycobacterium tuberculosis
es un ejemplo clasico. La investigacion actual esta focalizada en la identificacion y
caracterizacion de los factores de virulencia moleculares que las bacterias intracelulares

emplean para ocupar este nicho (Wilson, J. M. et al., 2002).
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1.1.7. Regulacién de los factores de virulencia.

El éxito de un microbio durante la patogénesis recae en su habilidad para censar y
responder a la miriada de medioambientes a los que se enfrenta durante la infeccion del
hospedador. Esto requiere el uso de un repertorio de funciones génicas de parte del
microorganismo que son independientemente reguladas en respuesta a las sefiales
medioambientelas halladas dentro del hospedador infectado. La regulacion de la
expresion de los factores de virulencia es muy importante para muchas bacterias
patogénicas. Al ir encontrando diferentes microambientes durante el curso normal de la
infeccion, los patégenos deben adaptase rapidamente a los nuevos medioambientes para
de esta manera lograr colonizar, sobrevivir y crecer dentro del hospedador. Las bacterias
Ilevan a cabo una intrincada regulacién de los factores de virulencia mediante el uso de
estrategias comunes como ser los factores sigma alternativos y la regulacion coordinada
de los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (Wilson, J. M. et al.,
2002).

1.1.7.1. Factores sigma.

Los factores sigma son subunidades proteicas de la ARN-polimerasa que controlan
la iniciacion de la transcripcion en la secuencia promotora. Los factores sigma son los
principales reguladores de la expresion geénica en procariotas. Las bacterias usan
diferentes factores sigma para controlar la iniciacién especifica de la transcripcion
génica en diferentes promotores, incluyendo aquellos cuyos genes codifican factores de
virulencia. En particular, el factor sigma RpoS (™) ha mostrado regular la expresion de
genes en respuesta a los cambios durante la fase estacionaria de crecimiento, deplecién
de nutrientes, estrés oxidativo y osmatico. Estas condiciones medioambientales son
fisiolégicamente similares a las encontradas por muchos microorganismos patdgenos
durante el curso de una infeccién. El factor sigma RpoS es importante para la patogenia
de un gran nimero de bacterias, incluyendo Salmonella typhimurium, E. coli, P.
aeruginosa y L. pneumophila (Wilson, J. M. et al., 2002).

Otros factores sigma involucrados en la regulacién de los genes relacionados con

virulencia procariota, son: RpoE (c**), el cual responde a estrés periplasmatico y ha

demostrado ser importante para la virulencia de S. typhimurium; RpoN (%) y Algu
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quienes regulan el fenotipo mucoso de P. aeruginosa; RpoH (%), factor sigma de
estrés termico el cual es relevante en la regulacion de la virulencia de Vibrio cholerae; y
sigma F, el cual afecta la expresion flagelar en el patdégeno respiratorio Bordetella
bronchiseptica (Wilson, J. M. et al., 2002).

1.1.7.2. Sistemas de dos componentes.

Los sistemas regulatorios de dos componentes consisten de dos proteinas
involucradas en la regulacion de la expresion, en este caso, de determinantes de
virulencia. Tipicamente, estos sistemas estdn compuestos de: una proteina censora
embebida en la membrana bacteriana, la cual censa diferentes condiciones
medioambientales y fisioldgicas de la bacteria; y por un regulador de respuesta, el cual
generalmente se une a la region promotora de un gen para activar o reprimir su
transcripcion (Figura 2). Este tipo de sistemas es responsable del control de muchas
funciones diferentes implicadas en la virulencia bacteriana. Se han identificado muchos
sistemas regulatorios de dos componentes en bacterias, los cuales estan involucrados,
por nombrar algunos procesos, en la regulacion de la homeostasis del hierro, fosfato,
nitrogeno y carbono, produccion de cépsula y en la movilidad flagelar. La fraccién
censora de un sistema de dos componentes generalmente contiene una histidin quinasa
que se autofosforila luego de la interaccién con la molécula sefial. El fosfato derivado
del ATP en la quinasa es luego transferido al regulador de respuesta, induciendo en este
un cambio conformacional que lleva a la activacion del mismo, pudiendo éste unirse o
liberarse del ADN promotor. El regulador de respuesta puede interaccionar con la ARN-
polimerasa para incrementar la transcripcion o se puede unir a la region promotora para
prevenir que la polimerasa transcriba el gen debajo. Los factores de virulencia que son
regulados por sistemas de dos componentes incluyen por ejemplo: la toxina pertusi de
B. pertussis (BvgA/BvgS), la formacion del pili y produccién de toxina en V. cholerae
(ToxR/ToxS), la supervivencia de Salmonella en macréfagos (PhoP/PhoQ), regulacion
de las porinas de membrana externa en Salmonella y E. coli, la produccion de alginato
en P. aeruginosa (FimS(AlgZ)/AlgR), las proteinas Yops de Yersinia pestis, y la
regulacién del hierro en Salmonella y Pseudomonas (Fur). La sefial extracelular que es
censada por la bacteria a través de estos sistemas es desconocida en muchos casos. Las

similaridades entre estos diferentes sistemas de dos componentes podria ser utilizada
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para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos que puedan interferir e inhibir el

proceso de transduccion de la sefial (Wilson, J. M. et al., 2002).
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Figura 2: Representaciones esquematicas de dos sistemas de transduccion de sefales de dos
componentes involucrados en la patogenia microbiana. A) Sistema PhoP/PhoQ de Salmonella
media respuestas a cambios del entorno y en la sobrevida en el interior de macréfagos. PhoP
es la quinasa sensora de membrana que fosforila a PhoQ que es el regulador de respuesta, el
cual una vez activo dirije la expresién de diversos genes. B) Sistema ToxR/ToxS de Vibrio
cholerae involucrado en la produccién de toxinas y pili. ToxS es la quinasa sensora unida a
membrana que recibe la sefial y activa mediante fosforilacion al regulador de respuesta ToxR,
el cual se encuentra en la membrana adyacente a ToxS (DiRita, V. J., 1992; Spectora, M. P. y
Kenyonb, W. J., 2012; http://2010.igem.org/Team:Tsinghua/project/outline/m2).

1.1.8. Pili tipo IV.

El pili tipo IV (T4P, type four pili) es un filamento extremadamente fino y muy
resistente, ensamblado sobre las superficies celulares de eubacterias y de arqueas. Esta
gran estructura constituida por una variedad de proteinas esta involucrada en diversos
procesos celulares, incluyendo movilidad, conjugacion, adherencia, incorporacion de
ADN exo6geno y formacion de biofilm (Rakotoarivonina, H. et al., 2002; Averhoff, B. y
Friedrich, A, 2003; Klausen, M. et al., 2003: Jurcisek, J. A. y Bakaletz, L. O., 2007
Brown, D. R. et al., 2010). EI T4P es el unico pili que ha sido identificado en especies

Gram-negativas, Gram-positivas y arqueas, lo cual sugiere un origen muy antiguo
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(Imam, S. et al., 2011). Esta estructura bacteriana posee funciones esenciales en la
patogénesis de varios patdgenos humanos. El T4P es altamente dindmico y experimenta
ciclos de expansion y contraccion. Estas oscilaciones son centrales para las diferentes
funciones del T4P. EIl pili tipo IV es un filamento de 5 a 8 nm de espesor y varios
micrones de longitud, tipicamente solo compuesto de la subunidad de pilina PilA. Los
sistemas de T4P comparten un core central de 10 proteinas que formarian un complejo
proteico que atraviesa la membrana bacteriana, con componentes en el citoplasma, la
membrana interna, el periplasma y la membrana externa (en bacterias Gram-negativas)
(Figura 3) (Burrows, L. L., 2005; Ramboarina, S. et al., 2005; Iman, S. et al., 2011). La
elongacion del T4P involucra la incorporacién de subunidades de pilina desde la base
del pili a partir de un reservorio en la membrana interna. La retraccion tiene lugar a
través de la remocion y transferencia de las subunidades de pilina desde la base del pili
hacia la membrana interna (Bulyha, 1. et al., 2009). La biosintesis del T4P ha sido més
extensamente estudiada en bacterias Gram-negativas, donde su ensamblado involucra
un set de proteinas bien conservadas, codificadas generalmente por el operon pil. El
ensamblado de esta estructura requiere de una proteina de membrana politépica (PilC)
la cual provee la base para el armado del pili, y una ATPasa similar a VirB11l de
Agrobacterium tumefaciens (PilB) que cataliza la polimerizacion de las subunidades de
pilina. Los operones conteniendo los genes que codifican para este core proteico pueden
contener, ademas, genes para proteinas adicionales, como ser el caso de PilM y PilN,
involucradas en la formacion del complejo de membrana interna para la secrecién de
proteinas, asi como PilQ, la cual forma un poro en la membrana externa de
microorganismos Gram-negativos a través del cual las proteinas son transportadas.
Anadlisis de la estrucutra cuaternaria de PilQ muestra que estas proteinas forman un
complejo dodecamérico con forma de toroide cuyo didmetro de cavidad interno es de
53°A y 65°A en P. aeruginosa, y de 52°A y 60°A en N. meningitidis (Figura 3)
(Mattick, J., 2002). Los operones conteniendo los componentes del pili tipo 1V también
poseen, comunmente, los genes codificantes para las pre-pilinas, las cuales contienen un
péptido sefial amino-terminal tripartita (extremo N-terminal cargado, dominio central
hidrofobico y el extremo C-terminal hidrofilico) responsable de dirigir estas proteinas al
sistema de translocasion Sec para ser secretadas a traves de la membrana citoplasmatica.
En contraste a los peptidos sefial Sec, los péptidos sefial de las pre-pilinas son
procesados por PilD, una peptidasa de pre-pilinas que corta una glicina o alanina que
precede al tramo hidrofébico. El resultado de esto es un N-terminal hidrofébico,
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usualmente conteniendo glutamato o aspartato en la posicion +5, formando parte del
andamiaje que media el ensamblado del pili (Mattick, J., 2002; Imam, S. et al., 2011).
Anélisis genéticos en P. aerugimosa también han revelado la existencia de genes que
codifican proteinas menores similares a pilinas como ser: PilE, PilV, PilW, PilX, FimT
y FimU, que contienen la region helicoidal amino-terminal hidrofébica encontrada en
las pilinas principales, las cuales (excepto FimT, que puede ser sustituida por FimU) son
requeridas para el ensamblado del pili, la movilidad twitching (ver anglisismos pagina
VI al inicio) y la infeccion por fagos especificos de pili, aparentemente en una
estequiometria correcta. PilV, W y X formarian la estructura de la base del pili a nivel
de la membrana interna. PilX funcionaria como ancla o terminador del pili (Mattick, J.,
2002). La regulacion de las oscilaciones de extension y contraccion de T4P dependen
de dos proteinas motoras, PilB y PilT, las cuales son miembros de la superfamilia de
ATPasas de secrecion (Figura 3). Las ATPasas de secrecion son proteinas hexameéricas
y dindmicas que usan la energia de la hidrolisis del ATP para la translocacion de
proteinas y/o ADN a través de membranas. Con la excepcion de PilT, todas las
proteinas del T4P son necesarias para la extension del mismo; consecuentemente PilT es
solo necesaria para la contraccion. La evidencia indica que PilB y PilT funcionan
antagonistamente siendo la energia para el trabajo mecéanico de la extension provista por
la hidrdlisis del ATP en PilB y la de retraccion por la hidrdlisis del ATP en el motor
PilT. PilT promueve no solo la movilidad tipo “twitching” (ver mas adelante), sino que
esta retraccion mediada por PilT del T4P afecta muchos de los aspectos de la biologia
de este pili. En las especies de Neisseria, por ejemplo, un mutante pilT no es competente
para la trasformacién por ADN vy es incapaz de progresar desde una etapa inicial de
adherencia localizada hacia la etapa posterior de adherencia difusa. Ademas, un mutante
en pilT muestra una agregacion bacteriana incrementada, lo cual indica que la retraccién
del pili funcionaria a veces como una fuerza de dispersion (Brown, D. et al., 2010). Un
aspecto interesante de la retraccion del pili, dependiente de PilT, durante la interaccion
de N. gonorrhoeae con las células del hospedador, es que la retraccion del pili cuando
las bacterias estan adheridas a la superficie celular, distorsiona y fuerza la membrana
celular, estimulando vias mecano-sensitivas que promueve la expresién de genes de
estrés y activa la sefiales cito-protectivas de la célula hospedadora bajo ataque (Howie,
H. L. et al., 2005). En Neisseria no solo PilT es importante en la dinamica de sintesis y
retraccion del pili, sino que el nivel de piliacion estaria bajo el control de PilE a nivel
transcripcional y por PilC. Las proteinas PilC tienen un rol clave en la regulacion de la
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piliacion previniendo que el pili se retraiga. El modelo propuesto para la actividad de
PilC en la dinamica de extension-retraccion del pili contempla que durante la extension
las subunidades de pilina maduras son instaladas en la membrana, luego de ser
procesadas por la peptidasa de prepilinas PilD. La fibra creciente es luego traslocada a
la superficie bacteriana a través de la membrana externa por la secretina PilQ. La
retraccion conducida por PilT es prevenida por suficiente cantidad de PilC expresada, la
cual actuaria como un clip sobre el pili, debido a la capacidad de esta proteina de unirse
al pili. Esto causa un impedimento estérico que evita que la fibra se retraiga. Otra
posibilidad que no puede descartarse es que PilC regule la funcionalidad de la secretina
de membrana externa PilQ. Durante la retraccion del pili, la reducida cantidad de PilC
no puede prevenir la accion de PilT (Morand, P. C. et al., 2004).

La movilidad dependiente de T4P, denominada como “twitching” (ver mas
adelante) en Neisseria spp y P. aeruginosa, como movilidad S en Myxococcus xanthus,
tiene lugar cuando las células bacterianas se encuentran en una superficie e involucra
tres pasos: extencion del T4P, adhesion a la superficie y retraccion. Mientras que la
extencion no genera fuerza suficiente para mover la célula bacteriana, la retraccion de
TA4P genera 100 pN, fuerza suficiente para mover la bacteria hacia adelante. Los T4P se
retraen independientemente unos de los otros (Bulyha, 1. et al., 2009).

El patégeno humano Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC, entero toxigenic E.
coli) tiene la capacidad de sintetizar un T4P. Este patdgeno es una importante causa de
diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, causa de diarrea en viajeros, siendo
actualemente un patégeno re-emergente causante de diarrea en Estados Unidos. El pili
tipo IV de ETEC es unos de los apéndices de colonizacién que emplea este patdégeno
para colonizar el intestino delgado, mostrando estar implicado en las etapas de
adherencia temprana a receptores especificos distribuidos en las células epiteliales del
intestino delgado. Por otro lado, el pili de tipo IV de ETEC es necesario para la
movilidad del tipo “twitching” la cual contribuye a la patogenia de esta bacteria
(Mazariego-Espinosa, K. et al., 2010).

Los mecanismos moleculares de la biogénesis y las funciones asociadas al T4P
permanecen pobremente comprendidos a pesar de los vastos estudios realizados en
distintos microorganismos. La primera y probablemente principal razon de esto es la
complejidad de este sistema bioldgico. Desde 10 proteinas (en V. cholerae) hasta 18 (en
P. aeruginosa) son necesarias para la biosintesis del pili. Ademas, proteinas que no son
indispensables para la biogénesis del pili, cuyo nimero exacto se desconoce, son actores
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claves para la biologia del T4P, siendo PilT un ejemplo de esto, debido a que no es
necesaria para la biosintesis del pili. La segunda, a veces paraddjica, razén para la
comprension fragmentada de la biologia del T4P es el hecho de que estos pili han sido
estudiados en muchas especies de bacterias. Por lo tanto, fenotipos diferentes y
dificilmente compatibles han sido asignados a mutantes con mutaciones en genes con
alta conservacion de secuencia e idéntica organizacion gendmica. Por ejemplo, mutantes
pilU de P. aeruginosa son hiperpiliados y no se mueven por “twitching”, en cambio un
mutante en pilU de N. gonorrhoeae presenta una cantidad de pili similar a la cepa
salvaje y puede desplazarse por “twitching”, pero tiene alterada la agregacion Yy
adherencia a células humanas (Brown, D. et al., 2010).

En contraste con las bacterias Gram-negativas, la mayoria de los pili en especies
Gram-positivas hacen uso de la via de la sortasa, la cual reconoce y corta un extremo C-
terminal con la secuencia LPXTG, y polimeriza las subunidades de pilina en complejos
macromoleculares que son unidos a la pared celular de peptidoglicano. La primera
indicacion de que las bacterias Gram-positivas poseian estructuras similares a la del T4P
fue provista por el sistema Com de Bacillus subtilis, en el cual los péptidos sefial de las
pre-pilinas son procesados por un homélogo a PilD denominado ComC, produciendo
una estructura de superficie de alto peso molecular para la unién de ADN. Ademas de la
principal subunidad estructural ComGC (codificada por el oper6n com), la biosintesis
del T4P requiere de ComGA y ComGB (homdlogos a PilB y PilC, respectivamente)
(Figura 3), pero no hay otros homologos a componentes Pil. A pesar de la importancia
de los T4P tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, la identificacion de
las pilinas puede ser todo un desafio, debido a que los genes codificantes exhiben poca
conservacién de secuencia a excepcion de los motivos minimos descriptos arriba, y la
caracterizacion estructural se ve restringida por su baja solubilidad. Muchas de las
proteinas tipo pilina de T4P han sido identificadas basandose en su asociacién con los
genes biosintéticos de los operones pil y com, en conjuncion con un posible sitio de
corte para peptidasas clase Ill. Sin embargo, las pilinas del T4P no necesariamente
tienen que estar codificadas en el mismo operdn que los genes para la biosintesis del pili
(Imam, S. et al., 2011).

Se han identificado posibles homologos de proteinas biosintéticas de T4P altamente
conservadas en genomas de bacterias Gram-positivas, usando dos ATPasas tipo VirB11

verificadas experimentalmente (ComGA de B. subtilis y PilB de C. perfringens) y dos
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proteinas politopicas de membrana verificadas experimentalmente (ComGB de B.
subtilis y PilC de C. perfringens) (Imam, S. et al., 2011).
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Figura 3: Esquemas de las estructuras de los T4P. A) Pili tipo IV de bacterias Gram-negativas,
modelado del pili de Neisseria gonorrhoeae. B) Pili tipo IV de bacterias Gram-positivas,
modelado del pili de Bacillus sp. NRRL B-14911 (ver Figura 4; Imam, S. et al., 2011). C)
Estructura superficial tipo T4P de arquea Sulfolobus solfataricus donde UpsE es paralogo a
PilB y UpsA es la pilina. (Sonja-Verena, A. y Pohlschrdder, M., 2009).

Se han identificado genes codificantes para probables T4P pilinas en los genomas
de 15 especies de bacterias Gram-positivas basado en su asociacion con los operones
que codifican proteinas biosintéticas del pili (Figura 4). Dentro de estos operones, los
genes que podrian codificar para pilinas son identificados comprobando la presencia del
arreglo candnico del péptido sefial (A/G)X4(D/E). Se han obtenido manualmente 58
pilinas de esta manera, basandose en la proximidad de la secuencia aminoacidica del
péptido sefial antes descripta al N-terminal, seguida debajo por un segmento de
aminoacidos hidrofébicos (Imam, S. et al., 2011). En el caso de arqueas, analisis
recientes han conducido a un mayor entendimiento de la diversidad y biosintesis de
estructuras similares a pili tipo IV en estos microorganismos extremofilos. En
Geobacter sulfurreducens el T4P, ademas de sus roles funcionales tipicos de adherencia

a superficies y agregacioén celular, le permite a esta bacteria capturar una significante
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cantidad de aceptores de electrones poco disponibles mediante la extencion del area
superficial de la célula. Las arqueas son unicas en el uso de estructuras que recuerdan al
pili tipo IV para llevar a cabo el nado. La exposicion a radiacion UV induce las
interacciones celula-célula en Sulfolobus solfataricus, siendo esta agregacion
draméaticamente reducida en mutantes que carecen de las pilinas inducidas por UV,
UpsA y UpsB, sugiriendo que estructuras semejantes al pili tipo IV estan involucradas
en las asociaciones célula-célula como ocurre en procariotas (Figura 3) (Sonja-Verena,
A.y Pohlschrdder, M., 2009).

Operones pil
Gram-negativa

Burkholderia pseudomallei K96243
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Figura 4: Mapa fisico del locus de T4P en bacterias Gram-positivas. Los extremos en punta de
los genes representados muestra la orientacion relativa de los marcos abiertos de lentura
(ORF). Los ORFs con el mismo tono o degradado corresponden a genes con funciones
similares, en blanco con bordes en linea punteada estan los OFRs no definidos. Los genes
estan anotados basandose en los resultados obtenidos por BLAST o Pfam comparados con los
homologos experimentalmente verificados. Los genes principales coloreados por funciones
codifican para las proteinas PilB y PilT (ATPasas); PilC (proteina transmembrana); PilD
(peptidasa); PilQ (secretina); PilA y PilS (principales pilinas); PilV (pilina minoritaria). Se utilizd
como modelo de operén pil el de Burkholderia pseudonallei por su complejidad y componentes

verificados experimentalmente (Imam, S. et al., 2011).
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1.1.9. Biofilms bacterianos.

Los biofilms bacterianos son comunidades de bacterias adheridas a superficies
bidticas o abioticas que se encuentran comunmente en la naturaleza, siendo estos un
ejemplo de multicelularidad en microorganismos. Los biofilms se hallan ampliamente
distribuidos desde tuberias de agua a catéteres en pacientes de hospitales. La capacidad
de formar biofilms por P. aeruginosa es un aspecto fundamental para la patogenia de
esta bacteria durante el establecimiento y persistencia de la Fibrosis Quistica (FQ),
convirtiéndose P. aeruginosa en uno de los organismos modelo para el estudio de la
formacion de biofilm y de la socio-microbiologia (Shrout, J. et al., 2006). Debido a la
importancia que conllevan estas estructuras bacterianas en su interaccion con los seres
humanos, se ha incrementado con el tiempo los estudios destinados a comprender los
mecanismos moleculares y regulatorios que conducen a las bacterias a formar biofilms,
asi como la ultraestructura de los mismos. La capacidad de formar biofilms fue
considerada en el pasado como dominio de unos pocos microorganismos, sin embargo
se sabe actualmente que es un atributo casi universal. A pesar de esta universalidad, los
mecanismos utilizados por las bacterias para construir biofilms son ampliamente
diversos, siendo muy distintos entre especies diferentes y bajo diferentes condiciones
medioambientales. Hay, sin embargo, varios aspectos comunes en los distintos biofilms
analizados hasta la fecha. Uno de ellos es que las células son mantenidas juntas dentro
de estas estructuras tridimensionales mediante una matriz extracelular compuesta de
expolisacéridos (EPS), proteinas y a veces acidos nucleicos. Otro tiene que ver con el
inicio del desarrollo del biofilm, ya que generalmente la formacién del mismo se debe
generalmente a sefiales extracelulares, de origen medioambiental, o producidas por los
mismos microorganismos que daran origen al biofilm. Finalmente, otra caracteristica
compartida por los biofilms es que le otorgan a las bacterias contenidas en ellos
proteccion contra una amplia variedad de agreciones ambientales, contra diversos
antibidticos, predadores y contra el sistema inmune humano (Lemon, K. et al., 2008;
Lopez, D. et al., 2009).

La formacién de un biofilm es un proceso de desarrollo coordinado en el cual la
bacteria experimenta un cambio en su estilo de vida desde un estado unicelular nOmade
a un estado sedentario multicelular, donde un crecimiento subsecuente en el sitio de

adherencia resulta en comunidades estructuradas y con diferenciacion celular evidente.
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Se ha intentado elaborar un modelo general de formacion de biofilms que pueda ser
util para comprender este fendmeno en diferentes especies de bacterias. Este modelo se
ajusta a dos modos de vida unicelulares: movil y no movil. En el caso de las especies no
moviles, cuando las condiciones son propicias para la formacion de biofilm, las células
individuales incrementan la expresion de adhesinas sobre sus superficies, lo cual
promueve la adhrencia célula-célula y célula-superficie. Por ejemplo, en el caso de
algunas especies de Staphylococcus, las proteinas Bap promueven la interaccion célula-
célula y contribuyen a la matriz extracelular. Muchas otras especies, no mdviles como
moviles poseen homélogos de Bap, pero con longitud variable. Las especies no moviles
también producen exopolisacaridos (EPS) que forman una parte integral de la matriz
extracelular. En las bacterias no maviles, los combios en las proteinas de superficies,
conjuntamente con la produccién de EPS, juega un rol critico en la iniciacion de la
formacion de biofilm. Para el caso de las bacterias mdviles, cuando las condiciones
favorecen la formacion de un biofilm las células individuales cambian su estilo de vida
draméticamente. La movilidad se pierde y las bacterias comienzan a producir una matriz
extracelular que mantiene a las células unidas. Para un nUmero considerable de
organismos maviles, el rol dominante del flagelo en la iniciacion del biofilm es proveer
la movilidad necesaria para vencer las fuerzas repulsivas y alcanzar la superficie.
Inicialmente, el encuentro con la superficie generalmente conduce a una adherencia
transciente. Esta adherencia transciente puede resultar en una asociacion estable a la
superficie, y un subsecuente cambio hacia el desarrollo de un biofilm, o en un retorno a
la existencia plantonica. Los primeros resultados importantes en el entendimiento de los
mecanismos moleculares de la formacion de biofilm fueron obtenidos en
Proteobacterias Gram-negativas, especialmente Vibrio cholerae, Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa (bioensayos de adherencia a
superficies). La formacion de biofilm puede dividirse en cinco etapas distintas: unién
inicial a superficie, formacion de monocapa, migracion para formar microcolias
multicapa, produccion de matriz extracelular y finalmente maduracién del biofilm con
arquitectura tridimensional caracteriatica. La secrecion de EPS esta bajo el control del
guérum-sensing en numerosos sistemas bacterianos modelo. Muchas especies,
incluyendo el patdgeno P. aeruginosa, activa la produccion de EPS cuando alcanza una
densidad celular alta, secretando este polimero solo en el estado de biofilm, donde le
confiere ventajas competitivas. Inesperadamente, otras especies tienen un

comportamiento muy diferente. El patdgeno entérico humano, V. cholerae comienza la
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secrecion de EPS después de unirse a superficie y perder la actividad flagelar, terminado
la sintesis de EPS a altas densidades celulares, opuestamente al caso de P. aeruginosa
(Lemon, K. et al., 2008; Nadell, C. et al., 2008). Mientras la unidn inicial a la superficie
es dependiente de la movilidad mediada por flagelo en una gran variedad de bacterias
moviles, en algunas bacterias Gram-negativas, la formacion de microcolonias y la
arquitectura final tridimensional son también dependientes de una movilidad asociada a
superficie dependiente del pili tipo IV, como es el caso de P. aeruginosa donde el T4P
es importante en la formacion de biofilms. Tanto el flagelo, como el T4P han mostrado
estar involucrados en la union a superficies. Sin embargo, el T4P esta notablemente
ausente en Gram-positivas, a excepcion de Clostridia spp. (Lemon, K. et al., 2008;
Shrout, J. et al., 2006; Varga, J. J. et al., 2006).

Usando como modelo a la bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis, se ha observado
que el regulador maestro SpoOA se fosforila en condiciones de limitacion nutricional, y
directa o indirectamente regula la transcripcién de genes involucrados en la produccién
de matriz extracelular, movilidad y esporulacion. Los biofilms de B. subtilis se
desarrollan sobre la superficie de agar como colonias arquitectonicamente complejas.
Los biofilm maduros forman proyecciones aéreas descriptas como semejantes a cuerpos
de frutificacion, ya que estos sitios sirven como sitios preferenciales de esporulacion en
este microorganismo. Teniendo en cuenta estas observaciones, se ha propuesto que los
biofilm comprenden una poblacion heterogénea de células individuales que han seguido
diferentes caminos de diferenciacion, similar a lo que ocurre en los Organos de
organismos superiores. Usando fotografias por microscopia a diferentes tiempos, se
observd que las células de B. subtilis parecen seguir un linaje definido a medida que le
biofilm se desarrolla. Las células moviles se convierten en productoras de matriz
extracelular y finalmente se diferencian en células esporulantes. Se ha demostrado que
se necesita una matriz extracelular particular para que se produzca la esporulacion,
indicando que la esporulacion estd de alguna manera ligada a la formacion de
comunidades de arquitectura compleja (Figura 5). Este acoplamiento de la esporulacién
con un desarrollo multicelular también ha sido observado en otros microorganismos.
Por ejemplo, Myxococcus xanthus es una bacteria multicelular que esporula cuando es
hambreada, pero esta esporulacion solo tiene lugar luego de que las células se han
agregado en cuerpos de fructificacion macroscopicos (Jelsbak, L. y Sogaard-Andersen,
L., 2003). De igual manera, la bacteria filamentosa Streptomyces coelicolor produce

esporas en estructuras elevadas conocidas como micelio aéreo, y la formacion de
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esporas es normalmente dependiente de la formacién de proyecciones hifales
ascendentes (Vlamakis, H. et al., 2008; Lopez, D. et al., 2009).

Biofilms generados por cepas de B. subtilis

Figura 5: Biofilms producidos por distintas cepas de B. subtilis en la interface aire-liquido de
cultivo estacionarios (Grau, R. R. y Mendez, M.). Puede observarse la complejidad estructural
de los biofilms en los cuatro posillos inferiores comparados con los superiores, donde los dos
primeros (extermo superior izquierdo) muestran solo una delagada capa superficial sin
estructura tridimensional apreciable, y los dos segundos (extremo superior derecho) exiben un

biofilm rugoso y uniforme.

1.1.10. Movilidad bacteriana.

Inicialmente se pensaba en la movilidad bacteriana como en la capacidad de nado
de las células impulsadas por la rotacion de un flagelo, un fenémeno que ocurria en
medio liquido o fluido. Consecuencia de esta idea, durante treinta afios, los estudios
estuvieron enfocados a la movilidad mediante flagelo, el funcionamiento del motor
flagelar, la transduccion de sefiales y el sistema secretor tipo Il bacteriano. Sin
embargo, las bacterias no limitaron sus dominios a la fase acuosa, habitando
medioambientes con poco contenido de agua y de humedad cambiante como ser:
biofilms, suelo y colchones estratificados microbianos, donde la exploracion de nuevas

fuentes de alimento requiere de otras capacidades de movilidad no relacionadas con el
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nado (“swimming”). Muchas bacterias pueden arrastrase y deslizarce sobre sustratos
solidos. La capacidad de lomocion bacteriana sobre superficies estd involucrada en
muchos aspectos de la microbiologia, incluyendo morfogénesis, formacion de biofilm e
interacciones microbio-hospedador (Spormann, A., 1999; Merz, A. y Forest, K., 2002;
Bardy, S. L. et al., 2003). Los microorganismos que se desplazan sobre superficies
tienen el desafio de moverse sobre unas pocas capas de moléculas de agua. Una
soluciéon empleada por algunas de las bacterias que hacen swimming es producir gran
cantidad de flagelos laterales que les permiten dispersarse como un enjambre (“swarm”
sobre una fina capa de fluido en una superficie sélida (Figura 6). ElI swarming se
caracteriza por un movimiento multicelular de las bacterias que migran sobre sustatos
solidos en grupos de células unidas estrechamente (Pelling, A. E. et al., 2006). Este tipo
de locomocidn es estrictamente dependiente de la habilidad de las bacterias adheridas de
sufrir un proceso de diferenciacion caracterizado por la produccién de células
especializadas, mas largas y mas flageladas que las plantonicas. Las células del
enjambre pueden revertir en células cortas oligoflageladas nadadoras cuando el frente
de avance del movimiento swarming detiene su migracién. El swarming, por lo tanto, es
considerado como un comportamiento en respuesta a superficies, el cual provee a las
bacterias flageladas con la habilidad de actuar como una poblacion multicelular que
rdpidamente coloniza sustratos sélidos ricos en nutrientes. Se han descripto el swarming
de muchas bacterias diferentes: Serratia, Vibrio y Samonella (Gram-negativas); y
Bacillus y Clostridium (Gram-positivas) habitantes del suelo (Kearns, D. B. y Losick,
R., 2003). En Clostridia, el swarming se da en Clostridium tetani, C. sporogenes, C.
bifermentans y C. septicum. La formacion de células de enjambre en Proteus mirabilis
estd directamente relacionada con la virulencia. En C. septicum la capacidad de
diferenciarse en células hiperflageladas que realizan swarming le permite migraciones
poblacionales rapidas y concertadas sobre superficies, siendo observado este fenomeno
en tejido necrotico de intestino grueso; sugiriendo que la patogenicidad de este
microorganismo puede estar asociada a esta capacidad de desplazamiento. Se han
descripto varias sefiales que afectan la transicion de células nadadoras a células del
enjambre en diversas especias de bacterias (Daniels, R. et al., 2004). La diferenciacién
colectiva de la movilidad swiming a swarming ha mostrado depender criticamente de la
densidad celular, y se ha propuesto que los surfactantes tendrian un rol en la
diferenciacion, ya que son secretados por las bacterias en respuesta a sefiales de
densidad de la poblacion celular. Sin embargo, a pesar de que las células de enjambre
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que se mueven inicialmente estdn frecuentemente encapsuladas dentro de matriz
himeda viscosa de composicion diversa, los surfactantes parecen en realidad facilitar la
migracion de las células del enjambre mas que inducir la diferenciancion hacia la
movilidad swarming. El requerimiento escencial para la inciacion de la diferenciacion
hacia el swarming en todas las bacterias estudiadas hasta la fecha es el contacto de las
bacterias con la superficie. Poco se sabe del mecanismo mediante el cual las bacterias
persiven la superficie. En Vibrio parahaemolyticus, la inhibicion de la rotacion del
flagelo parece actuar como una sefial mecanosensora de la presencia de una superficie
(Spormann, A., 1999; MacFarlane, S. et al., 2001; Bardy, S. L. et al., 2003; Calvio, C. et
al., 2005).

Ademas del swarming, otros procariotas emplean uno de otros dos modos de
desplazamiento activo celular sobre superficies sélidas: conocidos como deslizamiento
(“gliding”) y el avance mediante sacudones (“twitching”) (Figura 6). Historicamente, el
gliding ha sido definido como el movimiento de células no flageladas en la direccion de
su eje mayor sobre una superficie. Esta amplia definicién, la cual no especifica el
aparato molecular o el modo de generacién de fuerza, ha sido por lo tanto utilizada para
describir el desplazamiento de muchas bacterias filogenéticamente no relacionadas. La
movilidad tipo gliding puede ser generada por mecanismos moleculares
fundamentalmente diferentes que pueden operar simultdneamente ain sobre un simple
microorganismo (Margolin, W., 2006). Varios modelos de gliding han sido propuestos
para diferentes microorganismos para explicar el movimiento aparentemente suave de
las células sobre superficies solidas. Estos modelos incluyen la participacion de
elementos retractiles, la propagacion direccional de ondas a lo largo de la superficie
celular, la extrucion direccional de mucus (gel de polielectrolitos compuesto de
carbohidratos complejos), motores rotatorios, la liberacion controlada de surfactantes
desde los polos de las células, y el movimiento de los sitios de adhesion en la membrana
externa a traves de guias fijas al peptidoglicano de la pared celular (Figura 6) (Bardy, S.
L. et al., 2003). Se ha usado el gliding de células simples de Myxococcus xanthus,
Flavobacterium y Cytophaga cepa U67, asi como el organismo filamentoso Flexibacter
polymorphus como modelo para el estudio del gliding. En M. xanthus la movilidad es
controlada por dos sistemas multigénicos: el sistema A (aventurero), el cual controla la
movilidad gliding de células individuales aisladas, y el sistema S (social), el cual es
esencial para el movimiento grupal, durante la agregacion y formacion del cuerpo

fructifero. La movilidad A es un gliding independiente de pili y la movilidad S es
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dependiente de pili (Spormann, A., 1999; Merz, A. et al., 2002). EI gliding aventurero A
resulta de las fuerzas compresivas generadas por la hidratacion, espancion y extrucion
hacia atras de mucus de polielectrolitos. Este gel de carbohidratos se comporta como un
resorte supramolecular, guardando energia potencial que es convertida en energia
cinética cuando el mucus se hincha en la boca de la camara donde se ensabla en mucus.
La hidratacion de este mucus proveeria la fuerza suficiente para mover las células hacia
adelante a las velocidades observadas. La movilidad social S, denominada gliding social
o0 twitching es debida a fuerzas de tension generadas a través de la union y retraccion de
un pili tipo IV (seccion 1.1.8.). (Merz, A. et al., 2002). Ha habido un debate por
décadas respecto a si la movilidad social gliding y el twitching son equivalentes. Para
evitar posibles confusiones y en concordancia con otros autores (Mattick, J., 2002), los
cuales consideran que la diferencia seria solo semantica, de aqui en adelante se usara el
término gliding para describir desplazamientos generales mediados o no por T4P y el
término twitching para los que dependen exclusivamente del T4P (Figura 6).

Una propiedad fascinante que distingue al T4P de muchos otros tipos de fimbrias
bacterianas es la habilidad de poder retraerse a través de la pared celular mientras la
punta del pili permanece firmemente adherida a superficies de diferentes tipos
(incluyendo superficies inertes, células bacterianes y eucariotas), permitiéndole al pili
actuar como una cafia de pescar o gancho para trepar durante la traslocacion del cuerpo
celular (Mattick, J., 2002; Burrows, L., 2005 y 2012). Estudios de microscopia
electronica, inhibicién por unién de anticuerpos o fagos, videomicroscopias Opticas y de
fluorescencia, asi como pinzas laser, realizados en P. aeruginosa, M. xanthus y células
de Neisseria, han confirmado que el T4P puede acortarse, llevando el cuerpo celular
mas cerca del punto de union distal del pili, pudiendo en algunos casos medir la fuerza
generada durante este proceso. Se ha estimado que las fuerzas generadas durante la
retraccion del pili puden ser de hasta 140 pN, colocando al motor del pili como una de
las maquinas moleculares mas fuertes reportadas hasta ahora. Estos pili pueden retraerse
independientemente uno del otro permitiéndole a la bacteria tirar a través de muchos
vectores tangenciales a lo largo del eje de la célula, dependiendo de donde se enlazo el
extremo del pili. El agarre de mdltiples pilis incrementara la posibilidad de que el
cuerpo celular sea llevado cerca de la superficie. La movilidad tipo twitching le permite

a la bacteria desplazarse a través de la superficie a velocidades de entre 0,5a 1 pm s™.
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Movilidad bacteriana
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Figura 6: Movilidad bacteriana. Dependiente de flagelo: swiming, nado libre dependiente de

flagelo (se representa un flagelo polar pero puede ser uno o mas flagelos polares, lofétricos o

perétricos); swarming, movimiento en enjambre, en grupo, de células alargadas hiperflageladas

sobre superficies. Independiente de flagelo y de pili tipo IV: movilidad gliding, deslizamiento
subre superficies dependiente de multiples estrategias. Los modelos de gliding contemplan la
participacion de elementos retractiles, la propagacion direccional de ondas a lo largo de la
superficie celular, motores rotatorios, la liberacién controlada de surfactantes desde los polos
de las células. Se muestra la dependiente de fuerzas compresivas generadas por la extrucion,
hidratacion y espansion hacia atrds de mucus de polielectrolitos, y el movimiento de los sitios
de adhesion en la membrana externa a través de guias fijas al peptidoglicano de la pared

celular. Dependiente de pili tipo IV: twitching, desplazamiento a los sacudones o tirones debido

al acortamiento por despolimerizacion del T4P; gliding dependiente de pili tipo IV en el cual se
convina la retraccion del T4P con la produccién de mucus (u otro tipo de locomocion). El

término gliding es mas general dependiendo la fuerza motris del T4P o no.
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La movilidad tipo twitching otorga a la células piliadas la capacidad de trepar por
sobre sus isogénicas no piliadas llegando a la cima de las macrocolonias de morfologia
similar a hongos; siendo también importante en la patogenia. Mutantes de P. aeruginosa
que poseen T4P pero no pueden retraerlo y desplazarse por twitching, fallan en
diseminarse a otros 6rganos del animal infectado. La extension y retraccion del pili
serian  extremadamente  répidas (1500  subunidades s') siendo la
asociaciacion/disociacion de la subunidades de pilina en la base del pili dependiemente
de ATP. Para que pueda llevarse a cabo la movilidad tipo twitching, la punta del pili
debe adherirse firmemente a una superficie para proveer un anclaje donde el motor del
pili pueda ejercer su fuerza. T4P puede promover la unién, y luego la movilidad
twitching sobre una amplia variedad de materiales incluyendo tejidos, vidrio, plasticos y
metales, siendo la unién y movilidad etapas claves en la formacion de un biofilm.
Durante el twitching, las interacciones dindmicas entre las fuerzas de retraccién
mediada por el pili y la subsecuente pérdida de contactos superficiales parece ser
responsable, en parte, de la naturaleza sobresaltada frecuentemente reportada de esta
movilidad. Las investigaciones cristalograficas de las pilinas tipo IV de Neisseria,
Pseudomonas y V. cholerae han mostrado que las subunidades consisten de una region
alfa-hélice hidrofébica N-terminal altamente conservada, seguida por un dominio C-
ternimal globular conteniendo laminas beta. Las subunidades de pilina se ensamblan de
manera que las alfa-hélices hidrofébicas N-terminal forman el core de la fibra del pili,
mientras que los dominios C-terminales decoran la superficie. La region N-terminal
parece servir para retener las subunidades en la membrana interna para el procesado por
la peptidasa/N-metilasa PilD (Seccién 1.1.8.) y, en algunas cepas, para modificaciones
post-transcripcionales con glicanos, alfa-glicerofosfato, fosfocolina, fosfoetanolamina y
fosfato. Muchos pilis bacterianos tienen subunidades principales estructurales y
subunidades menores adhesivas separadas, ubicandose estas ultimas en el extremo distal
del pili para promover la adhrencia. En algunos casos, la subunidad adhesiva ha
mostrado estar involucrada en la adherencia especifica a receptores y en la no
especifica. Algunos experimentos en P. aeruginosa sugieren que la pilina PilA por si
misma actla como subunidad estructural y adhesina. En cambio, en Neisseria la
adherencia mediada por T4P depende de una proteina adicional, PilC (correspondiente a
PilY1 en Pseudomonas). PilC estd también involucrada en el antagonismo de la
retraccion del pili, y por esta razon influenciaria el twitching. Estudios genéticos de P.
aeruginosa y Neisseria han demostrado que las ATPasas PilB (PilF en Neisseria), PilT
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y PilU son necesarios para la movilidad tipo twitching; PilB esta involucrada en la
polimerizacion de las subunidades para formar el pili mientras que PilT y PilU
intervienen en la despolimerizacion, como se menciond anteriormente (Seccién 1.1.8.).
PilB y PilT se encuentran ampliamente conservadas entre las bacterias que expresan
T4P, sin embargo PilU (a veces llamada PilT2) esta menos distribuida. PilB y PilT
jugarian un rol antagonista, donde PilB promueve la asociacion del pili y la formacion
de la fibra, y PilT provoca la retraccion a través del desensamblaje del pili. El rol de
PilU es menos claro. Estudios recientes han demostrados que en Neisseria PilC (PilY1
en P. aeruginosa) se localiza en la membrana externa y actia como un clip sobre el pili
contrarestando la retraccion mediada por PilT. Si bien es claro que se necesitan de
proteinas motoras para la extension-retraccion del pili y que estas utilizan la hidrolisis
del ATP para llevar a cabo estos eventos, el mecanismo real por el cual ocurre la
polimerizacion y despolimerizacion de la pilina permanece elusivo. La vision global del
proceso sugiere que PilT retraeria cualquier pili que no tenga uno o mas de los
componentes necesarios, como por ejemplo PilC. (Mattick, J., 2002; Burrows, L.,
2005).

El anclaje del T4P a la pared celular es muy importante al momento de soportar las
fuerzas de traccion durante el desplazamiento del cuerpo celular en twitching. El
peptidoglicano brindaria el andamiaje que cumpliria la funcion de refuerzo cuando se
retrae el pili. Mediante mutagénesis de P. aeruginosa se lleg6 a identificar a PilM y
FimV como proteinas potencialmente involucradas en las interacciones entre T4P y la
pared celular. PilM, cuyo gen es el primero de un grupo que codifica de PilM a PilQ,
tiene homologia con las proteinas tipo actina MreB y FtsA. Intrigantemente, MreB ha
mostrado recientemente participar en el posicionamiento bipolar de proteinas. PilN y
PilO parecerian ser proteinas de membrana interna, PilP es una lipoproteina localizada
en la membrana externa y PilQ es un poro de secrecion dodecamérico de membrana

externa a través del cual el pili es extruido (Burrows, L., 2005).

1.1.10.1. Regulacion de los desplazamientos bacterianos dependientes de
T4P.

La movilidad twitching esta altamente regulada en P. aeruginosa. chpA, B, C, D, E,

pilS, R, rpoN, fimS, algR, algU y vfr estan involucrados en la regulacion transcripcional
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y las vias quimiosensoras que controlan la expresion o actividad del sistema. La
transcripcion de PilA en P. aeruginosa esta finamente controlada por un clésico sistema
de dos componentes, RpoN dependiente, PilS/PilR. PilS es una proteina transmembrana
sensora localizada en el polo de la célula. El twitching en P. aeruginosa es también
controlada por un par sensor-regulador atipico FimS/AlgR. FIimS y AlgR no afectan la
expresion de PilA por lo que estarian regulando alguno de otros aspectos del sistema. Se
ha determinado que la movilidad tipo twitching esta controlada por Vfr, un homoélogo
de la proteina represora por catabolito, Crp, en P. aeruginosa. Vfr puede unir los
nucledtidos cAMP y cGMP, actuando estos como reguladores. En M. xanthus, los genes
que codifican los dos sistemas de dos componentes, pilS/pilR y pilS2/pilR2 estan
localizados en los operones de genes pil. La expresion de PilA requiere de PilR pero no
de PilS, la cual parece tener una funcion regulatoria negativa mas que positiva. PilS2 no
es tampoco necesaria para la movilidad twitching y también parece ser un regulador
negativo. En M. xanthus la movilidad también requiere de un grupo de tres genes
codificantes para transportadores ABC (pilG, H y J), los cuales estan localizados dentro
de los operones pil. Tanto en M. xanthus como en P. aeruginosa el twitching es también
controlado por los sistemas de transduccion de sefiales de fosfotransferasas
quimiosensoras, frz en M. xanthus y chp en P. aeruginosa; los cuales son similares, pero
mas complejos, que el sistema quimiotéctico che. El sistema frz controla la frecuencia
con la cual las células se dan vuelta, y de esta forma la direccion y el patron de la
movilidad twitching, tanto en crecimiento vegetativo como durante la formacion del
cuerpo fructifiero. EI conjunto de genes chp en P. aeruginosa es similar al de frz, siendo
su funcion igualmente similar. ChpA contiene ocho dominios con histidinas
fosfotransferasas, integrando de esta manera multiples sefiales, siendo de las mas
complejas de la naturaleza. Las sefiales medioambientales que controlan el twitching no
son bien comprendidas. Hay evidencia que indica que la movilidad bacteriana es
influenciada por el estatus nutricional, la densidad celular y las sefiales intercelulares
durante el swarming vegetativo, el desarrollo de microcolonias y cuerpos fructiferos.
Por ejemplo, en el microorganismo Synechocystis sp. PCC 6803, la luz mostrd controlar
la movilidad y la produccién de un pili extracelular tipo IV a través de un conjunto de
genes fototacticos, donde la sefializacion esta ligada a dominios fotoreceptores que unen
cromoforos. En contrate, N. gonorrhoeae y N. meningitidis son patdgenos obligados y
no tienen ningln sistema quimiotéctico codificado en sus genomas. Se sabe que la

expresion de la pilina PilE (llamamda asi en estos microorganismos) y PilC es
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influenciada por dos genes, pilB y pilA, que codificarian un sistema de dos componentes
inusual que responde a GTP (Mattick, J., 2002).

1.1.10.2. Funciones bacterianas dependientes de la movilidad twitching.

La movilidad twitching esta involucrada en la rapida colonizacion expedicionaria
de superficies durante el crecimiento vegetativo, asi como en la formacion de
extracturas de colonia complejas en biofilms y cuerpos fructiferos. El twitching es
requerido para la colonizacion de hospedadores y la patogénesis. Ademas, el T4P
participa en otros procesos celulares no menos importantes como ser, la transformacion
mediante la incorporacion de ADN exdgeno, la conjugacion y la infeccion por
bacteriéfagos (Mattick, J., 2002).

1.2. Metabolismo bacteriano y patogenia.

Desde el punto de vista egocéntrista del hombre, los microorganismos patégenos
han desarrollado a lo largo de la evolucidén un gran nimero de estrategias para causar
enfermedades. A estas estrategias las Ilamamos factores de patogenicidad o de
virulencia. Pero si se tiene en cuenta un punto de vista mas amplio, menos
reduccionista, podemos ver que las bacterias patdgenas solo estan tratando de
sobrevivir, de perdurar, y para lograr este objetivo deben ser capaces de obtener
nutrientes de su entorno y de colonizar nichos con gran cantidad de alimento. Para las
bacterias, el hombre, los animales y las plantas no somos méas que fuentes de nutrientes
extremadamente ricas. Los tejidos animales contienen una gran diversidad de nutrientes,
como ser azucares, aminoacidos y compuestos nitrogenados simples tal como urea y
amonio. La interaccién de las bacterias patdgenas con sus hospedadores se distingue de
las interacciones del hospedador con la microbiota hallada, por ejemplo, en las mucosas,
ya que la primera resulta en el dafio del hospedador. Las interacciones patdgeno-
hospedador resultan en la induccién y liberacidn de factores de virulencia especificos
que manipulan los procesos celulares del hospedador y causan una respuesta

succecuente del hospedador, incluyendo, por ejemplo, la produccion de factores
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antimicrobianos por los sistemas de defensa inmune innatos de los mamiferos (Rohmer,
L.etal., 2011).

1.2.1. Competencia por el alimento.

En muchos hébitats, una amplia diversidad de bacterias compiten por el espacio y
los recursos disponibles. En condiciones de nutrientes limitantes, las especies que
extraigan y procesen los nutrientes de manera mas eficiente pueden prevalecer al resto.
En muchos casos (por ejemplo el intestino humano), los patégenos tienen que invadir
nichos que se encuentran ampliamente ocupados por muchas bacterias residentes
perfectamente adaptadas. Estos residentes han desarrollado maneras de procesar los
nutrientes disponibles eficientemente y de proteger su medioambiente de especies
bacterianas competidoras. Sobre la piel, la especie aerébica predominante
Staphylococcus epidermidis produce péptidos antimicrobianos que son téxicos para el
patogénico Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. En el tracto digestivo, la
microbiota residente forma un vasto y heterogéneo ecosistema microbiano que

comprende hasta 10'* bacterias de mas de 400 especies (Rohmer, L. et al., 2011).

1.2.2. Desafios medioambientales dentro de los hospedadores.

Los patdgenos que invaden hospedadores animales colonizan distintos
medioambientes, que a su vez son cambiantes. El pH dentro del cuerpo humano es casi
neutro (7,4), pero puede ir de 1,0 en el estomago a 8,0 en la orina. Mediambientes
dramaticamente diferentes son también encontrados por el patdgeno cuando este se
mueve desde las mucosas superficiales a la profundo de los tejidos del hospedador, por
ejemplo cuando transita desde el lumen del estdmago a través del mucus multicapas
hasta las células epiteliales del estbmago. Muchos ambientes encontrados por la bacteria
luego de la invacion van desde las superficies mucosas animales bien oxigenadas hasta
areas con baja tensiéon de oxigeno como ser la cavidad oral, el intestino grueso, el tracto
genital femenino, absesos, tejido dafiado y vias aéreas de pacientes con fibrosis quistica.

El sitio de la infeccion que la bacteria puede encontrar o colonizar puede ser

subdividido en numerosos mediambientes fisiologicamente especializados. Los
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patdgenos deben moverse a través de multiples y divesos ambientes durante su ciclo de
vida, lo cual requiere regulacion, coordinacion y la utilizacion de vias metabdlicas

multiples por parte del microorganismo invasor (Rohmer, L. et al., 2011).

1.2.3. Interacciones metabdlicas dinamicas entre hospedadores vy

patégenos.

Las modulaciones metabolicas dentro de los tejidos del hospedador pueden también
ser usadas por el patdgeno para regular coordinadamente la expresion de sus factores de
virulencia. La represion por catabolito de carbono disparada en respuesta a la
disponibilidad de una fuente de carbono influencia la virulencia en diversos patdgenos
Gram-negativos y Gram-positivos. Los cambios en la disponibilidad de nutrientes,
incluyendo limitaciones en aminoacido o acidos grasos, también pueden conducir a la
activacion de factores de virulencia a través de la denominada respuesta astringente
mediada por (p)ppGpp. La disponibilidad de nutrientes no es constante. Por ejemplo, el
hierro disponible es inclusive menor durante el curso de una infeccion ya que el
hospedador produce proteinas que interaccionan con el metabolismo del hierro. Muchas
bacterias interpretan esta deplecion del hierro como una sefial de que se encuentran
dentro de un hospedador vertebrado y subsecuentemente modulan la produccion de sus
factores de virulencia. Para poder perdurar en el hospedador, las bacterias patégenas
deben, ademaés, competir con la flora residente por lugar y nutrientes. Desde una
perspectiva evolutiva, los genes implicados en metabolismos han sido adquiridos por
los patogenos de la misma manera que los genes de virulencia clasicos (Rohmer, L. et
al., 2011).

1.2.4. Los genes metabolicos ayudan a las bacterias patdogenas a

colonizar nuevos territorios.

Se ha observado que los microorganismos patdgenos adquieren factores de
virulencia que le permiten establecerse en nuevos nichos. Para establecerse en estos
nuevos nichos, los patdgenos también requieren de nuevas vias metabdlicas, o de la
adaptacion de las que ya poseen, para poder explotar las fuentes de alimento

disponibles. Se ha observado que las cepas menos virulentas de algunas bacterias
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patdgenas no poseen los genes que estarian implicados, directa o indirectamente, en
rutas metabolicas especificas (Rohmer, L. et al., 2011).

La adquisicion de islas gendmicas codificantes de factores de virulencia,
denominadas islas de patogenicidad, son esenciales para la colonizacién de nuevos
nichos en hospedadores. Estas islas patogénicas a veces contienen genes que codifican
rutas metabolicas especificas. Un reciente estudio demostro que la respiracion de
tetrationato le confiere a Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium una
ventaja en crecimiento cuando se encuentra en el lumen de un intestino humano
inflamado. Las bacterias del colon producen grandes cantidades de sulfuro de hidrégeno
(H,S) altamente toxico que la mucosa caecal convierte en tiosulfato (S,05%) para
protegerse a si misma. La inflamacién intestinal inducida por los factores de virulencia
de S. typhimurium resulta en la produccién de grandes cantidades de radicales éxido
nitrico y especies reactivas del oxigeno en el lumen del intestino. Bajo estas condiciones
el tiosulfato es oxidado a tetrationato (SsO06>), el cual selectivamente inhibe coliformes.
En contraste, S. typhimurium puede respirar el tetrationato para utilizar la etanolamina o
el 1,2-propanodiol como fuentes de carbono para crecimiento anaerébico en el lumen
intestinal. Los cinco genes responsables de la utilizacion del tetrationato forman el
operon ttrABCRS localizado en la isla de patogenicidad SPI2, la cual es critica para la
proliferacion de S. typhimurium. Estos genes codifican los componentes estructurales de
la tetrationato reductasa anaerdbica (ttrABC) y a dos componentes del sistema
regulatorio (ttrRS) necesarios para la regulacién de los genes estructurales. La fijacion
de SPI2 conteniendo los genes ttr dentro del genoma de S. typhimurium podria haber
sido el resultado directo del éxito de las cepas que poseian ttrABCRS por sobre el resto.
En este caso, los genes metabdlicos y de virulencia esta localizados en la misma isla de
patogenicidad (SPI12) y ambos contribuyen a la invacion y colonizacion (Rohmer, L. et
al., 2011).

Otro ejemplo de gen “metabdlico” asociado a procesos infecciosos se observa en
Vibrio cholerae. La isla de patogenicidad de Vibrio (VPI2) se encuentra exclusivamente
en las cepas toxigénicas y codifica para un neuraminidasa que convierte los
polisialogangliosidos de la superficie del hospedador en GM1 monogangliésidos (unen
especificamente la toxina colérica), mediante la liberacion de acido sialico unido a los
polisialogangliésidos. La neuraminidasa podria por lo tanto proveer especificamente
una fuente de energia (acido sialico) a las cepas de V. cholerae llevando VPI2. De
hecho, ademas de la neuraminidasa, VPI2 posee un conjunto de genes posiblemente
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involucrados en el catabolismo del acido sidlico (hanA, nank, nanK y nagA). La
inactivacion de esta via catabolica reduce la habilidad de V. cholerae de colonizar
ratones en modelo animal. Por lo tanto, la presencia de la ruta de utilizacién de &cido
sialico en VPI2 seria muy importante para una infeccion exitosa del intestino humano
por V. cholerae. Interesantemente, el conjunto de genes nan, el cual permite la
utilizacion del &cido sidlico como fuente de carbono, es hallado casi exclusivamente en
especies bacterianas intimamente asociadas con mamiferos, muchas de las cuales son
patdgenas, como ser E. coli, Shigella spp, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus y
Clostidium spp. En estas especies los genes nan muestran muchos signos de
transferencia horizontal, como ser: incongruente filogenia o contenido de G+C,
asociacion con elementos mdviles y diversidad de estructura de operén (Rohmer, L. et
al., 2011).

1.2.5. Las bacterias patdogenas pueden experimentar adaptaciones

metabolicas.

El ciclo de vida de un patdgeno puede involucrar diferentes hospedadores y
distintos nichos dentro de un mismo hospedador, los cuales tienen diferentes
disponibilidades de nutrientes, demandando de la bacteria cierta versatilidad metabdlica.
Esta versatilidad es necesaria para que un patdgeno pueda circular entre disitintos
nichos y/o en diferentes hospedadores. Para un dado patégeno, el requerimiento
metabdlico depende principalmente del hospedador infectado y de la ruta de
inoculacion. Por lo tanto, los genes “metabodlicos” encontrados en el genoma de un
patdgeno deberian ser conservados a pesar de que no sean necesarios cuando el
patdgeno se encuentre en un nicho 6ptimo. En algunas circunstancias, sin embargo, las
capacidades metabdlicas de un patdgeno pueden ser alteradas después de la perdida de
funcién debido a mutaciones, confiriéndole una ventaja dentro de un determinado nicho
(Rohmer, L. et al., 2011). Cuando un patdgeno evoluciona para colonizar establemente
un nuevo nicho que ofrece mejores fuentes nuctricionales, puede perder vias
metabolicas innecesarias 0 poco utilizadas. Esta hipdtesis ha sido comprobada para
muchos patdgenos en los cuales estd ocurriendo una reduccién del genoma. En
particular, genomas de patdgenos intracelulares especializados tienden a contener

muchos pseudogenes, lo cual podria ser debido a que la abundancia de nutrientes dentro
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de las células del hospedador hace gque estos genes sean no utilizados (Rohmer, L. et al.,
2011).

1.3. Represién catabélica.

En eubacterias, el sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS,
phosphoenolpyruvate-dependent phophotransferase system) es el principal sistema de
toma de carbohidrato y, ademads, juega un rol importante en la regulacion de la
expresion de operones y genes catabodlicos. El sistema es tipico de eubacterias y no se
encuentra en otros dominios, Arquea y Eucaria. Las bacterias han desarrollado un
sofisticado mecanismo para adaptarse a los cambios medioambientales. Por ejemplo, la
represion por catabolito de carbono (CCR, carbon catabolite repression) permite a las
bacterias la asimilacion de fuentes de carbono rapidamente metabolizables cuando estan
expuestas a mas de un carbohidrato. CCR es un mecanismo complejo extensamente
estudiado en Enterobacteriaceae y Firmicutes (Schaeffer, P. et al., 1965; Zomer, A. et
al., 2007; Singh, K. D. et al., 2008; Fujita, Y., 2009; Marciniak, B. C. et al., 2012;
Vinuselvi, P. et al., 2012). Interesantemente, los mecanismos principales de CCR son
bastante diferentes en estos dos tipos de bacterias, pero ambos son mediados por
componentes del PTS (Figura 7). Mecanismos de CCR independientes de PTS se
encuentran en proteobacterias no entéricas y Streptomycetes. Los componentes del PTS
forman una cascada de fosforilacion proteica que usa fosfoenolpiruvato (PEP,
phosphoenolpyruvate) como donor de fosfato. Muchos de los mecanismos de CCR
mediados por PTS responden al nivel de fosforilacion de una proteina PTS, lo cual es
controlado por el estado metabolico de la célula. La proteina glucoespecifica EIIA
(ENA®") es el regulador central del metabolismo de carbono en Enterobacteriaceae,
mientras que en Firmicutes, HPr cumple este rol (Figura 7) (Warner, J. B. y Lolkema, J.
S., 2003; Gorke, B. y Stilke, J., 2008; Deutscher, J., 2008; Fujita, Y., 2009; Vinuselvi,
P.etal., 2012).

En enterobacterias la incorporacion de azlcares rapidamente metabolizables PTS
incrementan los niveles de ENA®" desfosforilada. Solo EIIA®", pero no P-ENA®Y,
interacciona con varias proteinas de los sistemas de transporte de azlcares no PTS
(lactosa, maltosa, melibiosa) e inhibe su actividad. Debido a que el azlcar no PTS

transportado frecuentemente funciona como inductor del operon catabolico
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correspondiente, este mecanismo de regulacion fue apodado exclusion de inductor. El
regulador génico final de esta cadena de sefializacién es CRP (Figura 7A), el cual es
activado por cCAMP y se une a las rigiones promotoras de los genes que regula.

En Firmicutes, HPr tiene un rol central en CCR, ademas de transferir el fosfato del
PEP a EIIA, Figura 7B (intermediario HPr-His-P como ocurre en enterobacterias). La
exclusion de inductor en Firmicutes es mediada a través de una de las formas
fosforiladas de HPr. La incorporacion de fuentes de carbono preferidas cambia la
concentracion de metabolitos (incremento de fructosa-1,6-bifosfato (FBP), ATP, PPi;
pérdida de Pi), lo cual estimula la actividad quinasa de la enzima bifuncional HPr
quinasa/fosforilasa (HprK/P). Esta cataliza la fosforilacion ATP dependiente de HPr en
Ser-46 y la desfosforilacion de P-Ser-HPr (Figura 7). El transportador ABC para
maltosa en Lactobacillus casei, y para maltosa y ribosa en Lactococcus lactis son
instantaneamente inhibido cuando la glucosa u otra fuente de carbono esté disponible.
Se ha propuesto que P-Ser-HPr interactUa directamente con una de las proteinas de los
transportadores ABC (Warner, J. B. y Lolkema, J. S., 2003; Gorke, B. y Stulke, J.,
2008; Deutscher, J., 2008; Vinuselvi, P. et al., 2012). El principal regulador global de
CCR en Firmicutes es CcpA (catabolite control protein A), un regulador transcripcional
pleiotrépico perteneciente a la familia Lacl/GalR de factores de transcripcién. Para
unirse efectivamente al ADN, en secuencias de nucledtidos denominadas CRE
(catabolite response elements), CcpA necesita interaccionar con dos tipos de co-
represores: P-Ser-HPr [en bacilo existe un paradlogo P-Ser-Crh. (Lorca, G. L. et al,
2005)] vy intermediarios glicoliticos, tales como FBP y glucosa-6-P. Los cambios
estructurales inducidos por P-Ser-HPr son similares en presencia y ausencia de ADN.
En contraste, las estructuras CcpA/P-Ser-HPr/CRE y CcpA/P-Ser-Crh/CRE muestran
diferencias significativas, lo cual podria ser debido a las caracteristicas de unién a CRE
diferentes observadas con los dos co-represores. Se encontré que la FBP y la glucosa-6-
P refuerzan las interacciones entre CcpA y P-Ser-HPr, favoreciendo las conformaciones
propicias de union a sitios CRE inducidas sobre CcpA por P-Ser-HPr (Warner, J. B. y
Lolkema, J. S., 2003; Gorke, B. y Stiilke, J., 2008; Deutscher, J., 2008; Fujita, Y., 2009;
Marciniak, B. C. et al., 2012; Vinuselvi, P. et al., 2012).
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Figura 7: Representacion esquematica del control por catabolito carbonado. A) Dependiente de
CRP, se muestra sistema PTS para transporte de glucosa en organismo modelo E. coli (Gram-
negativa). B) Dependiente de CcpA, se muestra sistema PTS para transporte de glucosa en
organismo modelo B. subtilis, (Firmicutes, Gram-positivo). La proteina transportadora de
fosfatos, HPr es fosforilada en un residuo de histidina por la enzima El a expensas de
fosfoenolpirubato (PEP). El grupo fosforil es transferido a EllA, la cual es citosolica en E. coli
(A) o parte de un complejo multidominio EIABC en B. subtilis (B). Desde EIIA el fosfato es
transferido a EIIB, un dominio unido al transportador integral de membrana, EIIC. La molécula
de glucosa es transportada dentro de la célula al mismo tiempo que es fosforilada por EIIB,
generando glucosa-6-fosfato en la célula. Los reguladores transcripcionales CRP (A) y CcpA
(B) se muestran en negro. En (A) el grado de fosforilacion de EIIA determina la actividad de la
enzima adenilato ciclasa (AC), consecuentemente la cantidad de cAMP en la célula. La
formacion del complejo CRP-cAMP resulta en la activacion transcripcional de los genes blanco
(regulacion positiva). En (B) la fructosa-1,6-bifosfato producida a partir de la glucosa-6-fosfato
durante la glicdlisis, activa HPrK que fosforila HPr en el residuo serina. La unién de HPr-Ser-P a
CcpA conduce a la formacion de un complejo que es capas de reconocer secuncias CRE
(catabolite responsive element, elemento de repuesta a catabolito) presentes en las regiones

promotoras de los genes regulados por CcpA (regulacién positiva o0 negativa).
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B. subtilis posee otros reguladores globales de CCR. CcpB controla la expresion de
algunos genes catabolicos. Es también miembro de la familia de represores Lacl/GalR,
pero carece de las secuencias de aminoacidos especificas para la union de P-Ser-HPr.
CcpB podria ser solo regulada por catabolitos represores de bajo peso molecular. CcpC
fue estudiado en B. subtilis y Listeria monocytogenes, es un miembro de la familia
LysR que regula la expresion de citB, (aconitasa) y citZ (citrato sintasa), dos genes
también controlados por CcpA. En L.monocytogenes CcpC ademés regula el gen
codificante del transportador de glutationa. Finalmente, CcpN (anteriormente Y(qzB) en
B. subtilis no solo media CCR de genes gluconeogénicos, sino que también controla la
sintesis de SR1, un ARN pequefio no traducido (Deutscher, J., 2008).

La proteina bifuncional HprK/P, la cual controla los niveles de P-Ser-HPr en
respuesta al estado metabdlico celular, puede ser considerada como la principal enzima
de transduccion de sefiales en CCR en Firmicutes. En B. subtilis la desfosforilacion de
P-Ser-HPr parace ser catalizada principalmente por HprK/P. Esto seria distinto en
Mycoplasma pneumoniae, el cual posee una HprK/P con baja actividad fosforilasa,
siendo PrpC la encargada de desfosforilar la P-Ser (Deutscher, J., 2008; Fujita, Y.,
2009; Marciniak, B. C. et al., 2012; Vinuselvi, P. et al., 2012).

1.3.1. Represion catabdlica por carbono mediada por reguladores

especificos.

Los reguladores transcripcionales que median CCR de operones especificos
generalmente contienen: dos dominos de regulacion por PTS, PRDs (PTS regulation
domains) y son anti-terminadores de unién a ARN (LicT o SacY en B. subtilis), o un
dominio ENIIB®® y un dominio EIIA como los activadores de transcripcién por union a
ADN tal como LevR en B. subtilis. EI dominio EIIA puede ser de la familia manosa
PTS o manitol/fructosa PTS. Estos reguladores de transcripcién se encuentran
principalmente en Firmicutes, pero aparecen también en Enterobactericeae y
Actinobacteria. Ellos controlan la expresion de operones codificantes de componentes
del PTS azucar especificacos y su actividad es regulada a través de la fosforilacidn
catalizada por el PTS. La fosforilacion en los PRDs (antiterminadores) o en los
dominios EIIA (activadores de transcripcion) dependiente de P-EIIB inhibe la actividad

de estos reguladores transcripcionales. Si el sustrato correspondiente del PTS esta
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presente, P-EIIB transferira su grupo fosforil principalmente al carbohidrato y no
inactivara mas el regulador transcripcional. Este mecanismo es usado para la induccion
del operon correspondiente. Para ser completamente activo, algunos reguladores
transcripcionales conteniendo PDRs necesitan ser fosforilados en uno de sus PDRs por
P-His-HPr. Esta fosforilacion activante es prevenida cuando una fuente de carbono
rdpidamente metabolizable, tal como glucosa, esta presente y este mecanismo es usado
para CCR. Los antiterminadores activados se unen a estructuras en el ARN y previenen
la formacion de un terminador adyacente (Deutscher, J., 2008; Vinuselvi, P. et al.,
2012).

1.3.2. Mecanismos de CCR en otras bacterias.

Muchas bacterias no poseen CcpA, ni CRP/CyaA, ni PTS funcionales, pero sin
embargo muestran CCR. Aunque algunas Pseudomonas poseen una proteina similar a
CRP y un PTS para glucosa. P. putida carece de estas proteinas y su principal regulador
de CCR es una unica proteina de control de la represion catabodlica Crc (catabolite
repression control). CCR mediado por Crc controla la expression de los genes alkS y
benR en P. putida, los cuales codifican activadores de transcripcién de los genes para la
degradacion de alcanos y las vias de conversion de benzoato/catecol, respectivamente.
Crc se une a los mARNSs de alkS y benR inhibiendo su traduccion. Esta regulacion es
muy compleja e involucra también PtsN, una EIIA de la familia de PTS para
fructosa/manitol (Deutscher, J., 2008). En P. aeruginosa la actividad de Crc es regulada
por un ARN pequefio (CrcZ), el cual, al estar presente, secuestra a Crc evitando que
puede ejercer su efecto represor. Cuando P. aeruginosa crece en succinato, una fuente
de carbono preferida, resulta en represion catabdlica de la expresion de amiE
(codificante de una amidasa alifatica) y otros genes regulados por Crc. En cambio,
cuando la fuente de carbono es pobre, como ser manitol, aumentan los niveles de CrcZ
y se librera la represion catabdlica. Cuando esta bacteria crece en glucosa los niveles de
CrcZ y de expresion de amiE son intermedios. La expresion de crcZ en P. aeruginosa
depende del sistema de dos componentes CrcA/CrcB, permitiendole el sistema CrcA-
CrcB-CrcZ-Crc adaptarse diferencialmente a distintas fuentes de carbono (O’Toole, G.
A, etal., 2000; Sonnleitner, E. et al., 2009).
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En Streptomycetes, CCR es llevada a cabo a través de la glucoquinasa (GIKk), la cual
no solo tiene un rol catalitico sino que, también, regulatorio. La evidencia propone que
GIk se encuentra asociada a membrana cuando las células crecen en glucosa o cuando la
glucosa permeasa GIcP es sobreproducida. Se cree que las modificaciones post-
traduccionales harian que Glk funcione como enzima (interaccionando con GIcP) o

como regulador, interaccionando con factores de transcripcion (Deutscher, J., 2008).

1.3.3. CCR regula comportamientos sociales y patogenia en bacterias.

En B. subtilis la formacion de comunidades microbianas, biofilms, responde a
sefiales medioambientales. Uno de los fendmenos que regula la produccién de biofilm
es CCR, observandose que ante la presencia de carbohidratos réapidamente
metabolizables (por ejemplo glucosa) reduce marcadamente la generacion de biofilm.
Esta inhibicion por CCR depende de la proteina reguladora CcpA, ya que una cepa
mutante en ccpA no responde a glucosa y produce un biofilm similar al observado en la
cepa salvaje isogénica en ausencia de CCR por glucosa (Stanly, N. R. et al, 2003).

Para el caso del Firmicutes, Streptococcus pneumoniae, CcpA controla la expresion
de varios factores de virulencia en respuesta a la disponibilidad de nutrientes. La
produccién de la streptolisina S es reprimida por glucosa de manera CcpA dependiente
(Gorke, B. y Stulke, J., 2008; Kinkel, T. L. y Mclver, K. S., 2008).

La expresion de los genes necesarios para la entrada en la célula del hospedador, la
liberacion hacia el citosol a partir del fagosoma y para la movilidad intra e intercelular
en Listeria monocitogenes son controlados por el activador transcripcional PrfA. La
actividad de PrfA es fuertemente inhibida por glucosa u otros sustratos del PTS (CCR).
Sin embargo, esta represion no depende de los componentes clasicos CcpA, HPrK y
HPr-Ser-P (Gorke, B. y Stiilke, J, 2008).

En el caso de P. aeruginosa la forma de los biofilms que esta bacteria produce
depende estrechamente de la fuente de carbono presente en el medio circundante. De
acuerdo a las observaciones y estudios realizados, se ha propuesto el siguiente modelo
que relaciona la movilidad sobre superficies con las primeras etapas de formacion del
biofilm. Bajo condiciones que promueven la movilidad tipo swarming, las células estan
en constante movimiento, se multiplican y continGan moviéndose, por lo que forman

biofilm chatos y uniformes. En cambio cuando el swarming es limitado, tal como ocurre

45



Introducciéon. Méndez, 2013.

cuando la bacteria es crecida en presencia de glucosa, se producen biofilms con
agregados celulares. Por lo tanto, el proceso de CCR reprime el swarming en P.
aeruginosa e indirectamente afecta la forma de las comunidades sociales que forma este
microorganismo (Shrout, J. D. et al., 2006).

En E. coli uropatogenica cepa 536WT, la formacién de la fimbria S es esencial para
la adherencia a las moléculas receptoras eucariotas conteniendo acido sidlico. La
expresion del gen fimbrial correspondiente sfaA esta sujeto a CCR y depende de la
activacion por CAMP-CRP (Gorke, B. y Stilke, J, 2008).

1.4. Clostridium perfringens.

El género Clostridium (Firmicutes) consiste de un grupo de bacterias Gram-
positivas, anaerdébicas y formadoras de esporas. Muchas de estas bacterias son
patdgenas para humanos y animales, siendo las enfermedades resultantes, como tétano,
botulismo, gangrena gaseosa Yy colitis pseudomembranosa, resultado de la produccion de
potentes toxinas extracelulares (Dupuy, B. y Matamouros, S., 2006).

Clostridium perfringens es considerado el patégeno mas ubicuo y ampliamente
distribuido de la naturaleza (Shimizu, T. et al., 2002; Myers, G. S. et al., 2006). Las
especies de este microorganismo han sido divididas en cinco tipos distintos que van del
A al E (Tabla 1). Dentro de estos subgrupos, C. perfringens tipo A causa la mayoria de
las infecciones en humanos. Aunque es clasificado como anaerobio, C. perfringens
posee cierta tolerancia al oxigeno (aerotolerante). Bajo condiciones optimas, el tiempo
de generacion puede ser de tan solo 8 a 10 minutos, y su crecimiento es acompafiado
por una gran produccién de gas (Figura 8) (Stevens, D. L. y Bryant, A. E., 2002). Dos
factores clave que han permitido la amplia distribucion y patogenicidad de C.
perfringens son su habilidad de producir numerosos factores relacionados a virulencia y
su capacidad de formar esporas durmientes altamente resistentes (Shimizu, T. et al.,
2002; Philippe, V. A. et al., 2006). Aislados virulentos de C. perfringens producen hasta
trece toxinas proteicas diferentes (Shimizu, T. et al., 2002; Myers, G. S. et al., 2006;
Philippe, V. A. et al., 2006) y un numero similar de otras proteinas relacionadas a
virulencia, como ser por ejemplo proteinas de union a matriz extracelular (Shimizu, T.
et al., 2002; Shimizu, T., Yaguchi, H. et al., 2002), las cuales son importantes para el

desarrollo de las diferentes enfermedades (intoxicaciones alimentarias, diarrea asociada
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al uso de antibidticos y gangrenas gaseosas fatales) producidas por este patogeno (Tabla
1) (Stevens, D. L. y Bryant, A. E., 2002; Myers, G. S. et al., 2006).

C. perfringens es uno de los agentes causantes mas comunes de intoxicaciones por
alimentos contaminados con esta bacteria, superado solo por Salmonella y
Staphylococcus en frecuencia de enfermedades relacionadas a alimentos contaminados
de etiologia conocida en Estados Unidos. Los sintomas asociados con la intoxicacion
alimentaria por C. perfringens son causados por una enterotoxina denominada CPE
(Clostidium perfringens enterotoxin) compuesta de un simple polipéptido de 36 kDa. La
proteina CPE se une a un receptor localizado en la superficie de las células epiteliales de
mamiferos, insertdndose luego en la membrana. Una vez insertada, en asociacion con
polipéptidos de membrana propios del hospedador de 50 y 70 kDa, esta toxina forma un
canal. Como resultado la membrana se hace permeable a electrolitos, llevando a la
muerte celular y a los sintomas de la enterotoxemia, calambres intestinales y diarrea
(Melville, S. B. et al., 1994).

Figura 8: Foto ilustrativa de la generacion
de gases durante el crecimiento de C.
perfringens. Puede observarse la gran
cantidad de espuma superficial producida
por los gases biosintetizados en tubo de
ensayo estatico con medio de cultivo FTG
(seccion 3.2.). Puede visualizarse, ademas,
la coagulacién del caldo. Esta gran
produccion de gases favorece la
generacion rapida de anoxia en el medio
circundante de este patégeno, ya que el
oxigeno es expulsado del medio de cultivo.
Este fendmeno se produce en el tejido del
hospedador infectado y da nombre a la
patologia necrética provocada por C.

perfringens, gangrena “gaseosa”.
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Tabla 1: Principales toxinas producidas por C. perfringens.

Toxina C. perfringens

Tipo

Actividad biolégica y modo de accion

Toxina alfa Fosfolipasa C vy esfengomielasa. Citolitica, A B CD,E
(PLC) dermonecrotica, letal. Promueve la agregacion

plaquetaria, generando anoxia por obturacion de

vasos sanguineos durante la gangrena gaseosa.
Toxina beta Citolitica, dermonecrética y provoca necrosis B, C
(Beta-hemolisina) hemorragicas letales en la mucosa del intestino.

Formacion de poros y posible disrupcién de

membranas celulares.
Toxina delta Actividad contra eritrocitos, GM2 especifica. B, D
Toxina épsilon Alteracion de la permeabilidad de membrana E

celular. Provoca edema en varios érganos: higado,

rifidn y sistema nervioso central. Dermonecrética

y letal.
Toxina theta Citotdxica para macréfagos. Importante en los B, C
(PFO) estadios iniciales de la infeccién. Involucrada en el

escape de C. perfringens al fagosoma del

macroéfago.
Toxina iota Compuesta de dos proteinas separadas, 1a (ADP- A, B,CD,E

ribosilacion de G-actina) y tb componente de

unién a receptor.
Tonina kappa Degradacion de colageno. Destruccion de tejido y A, B CD,E
(Colagenasa) avance de la infeccion.
Toxina lambda Metaloproteasa. Degrada proteinas del B,D,E

hospedador y activa proteoliticamente a las

toxinas épsilon e iota.
Toxina mu Endo-beta-N-acetilglucosaminidasa. Capaz de A B,CD
(Hialuronidasa) actuar sobre tejido conectivo. Permitiria avance

de la infeccién.
Toxina nu Desoxiribonucleasa A B,CD,E
Neuraminidasa Remueve acido siadlico de un gran numero de A B,CD,E
(Sialidasa) glicoproteinas, glicolipidos y oligosacaridos.

Estaria involucrada en la patogenia y nutricion de

Clostridium.
CPE Citotdxica, eritematosa, provoca pérdida de agua A B,CD,E
(Enterotoxina) e iones por enterocitos, diarréa. Forma poros en

las membranas de las células epiteliales de

intestino.

Referencias: Rood, J. I. y Cole, S. T., 1991; Cavalcanti, M. T. H. et al., 2004.

1.4.1. Pili tipo IV, movilidad y formacion de biofilms en C. perfringens.

C. perfringens habia sido descripto inicialmente como una bacteria no movil

(Bergey, D. H. et al., 1986). Sin embargo, la secuenciacion gendémica de tres cepas
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diferentes de C. perfringens: Cepa 13, ATCC13124 y SM101, arrojo datos que pondrian
en duda esta afirmacion. A pesar de que no presentan proteinas con homologia a las
necesarias para la sintesis de flagelo y para quimiotéxis, las tres contienen genes que
codifican para los componentes del pili tipo 1V, como ser pilA, pilB, pilC, pilD, pilM,
pilN, pilO y pilT (Figura 9). Los genes para la sintesis del T4P no se restringe solo a C.
perfringens; un analisis por BLAST, utilizando las proteinas PilB, PilC, PilD y PilT,
indico que otros clostridios como C. beijerinchii, C. tetani, C. botulinum, C.
acetobutylicum y C. difficile tendrian genes y arreglos de genes codificantes para
componentes del T4P. C. perfringens y C. beijerinchii utilizan los T4P para desplazarse
mediante la movilidad tipo gliding. Todas las cepas de Clostridia secuenciadas tendrian
la capacidad de sintesizar pili tipo 1V, siendo posiblemente capaces de desplazarse por
gliding (Varga, J. J. et al., 2006).

sigH pilT pilB pilC  pilA3

SM101
pilAl pilD  pilB2  pilC2  pilA2  pilM  pilN  pilO
sigH pilT pilB  pilC  pilA3

Cepal3
pilAl pilD  pilB2  pilC2  pilA2  pilM  pilN  pilO
sigh  pilT pilB  pilC  pilAS

ATCC13124

pilAl pilD pilB2  pilC2 pilA2 pilA3  pilAd pilM  pilN  pilO

Figura 9: Genes involucrados en la sintesis y funcion del T4P en C. perfringens. Se muestra el
arreglo génico de los genes pil (gris) en los cromosomas de tres cepas de este patégeno. sigH

(blanco) codifica el factor sigma H alternativo de la ARN polimerasa (Varga, J. J. et al., 2006).
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C. perfringens tiene una forma inusual de desplazarse a partir de la colonia: las
bacterias estan contenidas en una proyeccion o erupcion empacada apretadamente, la
cual, al tener una forma curvilinea, siempre contacta o el borde de la colonia u otra
proyeccion. EI movimiento recuerda a la movilidad S de M. xanthus, pero tiene algunas
diferencias significativas. Si la base de estas proyecciones de células en movimiento son
desacopladas del extremo de la colonia, las células en el punto del corte pueden verse
revirtinedo su direccion de avance, pero siempre como grupo, nunca como células
individuales. Estas caracteriaticas de movilidad le permiten a la bacteria dispersarse a
partir de la colonia establecida, donde los niveles de nutrientes han caido y podrian
haberse acumulado metabolitos toxicos (Varga, J. J. et al., 2006).

El arreglo de los genes codificantes para el pili de tipo IV en las cepas de C.
perfringens indica que tienen varios aspectos en comun con las bacterias Gram-
negativas. Las proteinas centrales involucradas en la sintesis de la pilina y en su
funcion, PilA-D y PilT estan altamente conservadas. Esto sugiere que el ensamblado y
desensamblado de los polimero de PilA podrian funcionar de forma similar a la
propuesta para Gram-negativas. La aparente similaridad en el plegado tridimensional de
PilA en C. perfringens y en bacterias Gram-negativas sugiere un origen y mecanismos
de ensamblado del pili comunes. La ausencia de homélogos a PilQ es de esperarse en
bacterias Gram-positivas ya que carecen de membrana externa. Sin embargo, el pili
debe atravesar una densa capa de peptidoglicano en la pared celular de C. perfringens.
La apertura en la capa de peptidoglicano debe ser mantenida cuando el aparato basal del
pili es sintetizado pero el pili no esta aun extendido, ya que la extencion del pili por si
mismo no parece ser suficientemente fuerte para penetrar la capa de peptidoglicano.
Algunas de los péptidos predichos asociados con los genes del T4P (en la Cepa 13,
CPE1842-CPE1841 o CPE2280-CPE2277) podrian tener un rol en esta funcion. La
proteina PilT ha demostrado estar involucrado en la extencion del pili. El fenotipo de un
mutante pilT de C. perfringens coincide con el un mutante en pilB (PilB esta
involucrado en la extencién del pili); las proteinas PilB y PilT comparten un alto grado
de homologia en otras especies bacterianas. Sin embargo, el producto del gen pilT
contiene motivos que estan altamente conservados en otras proteinas PilT pero estan
ausentes en PilB. La falta de pili en la superficie de una mutante pilT sugiere que PilT
tiene un rol diferente en C. perfringens que la retraccion o ensamblado del pili,

comparado con lo observado en bacterias Gram-negativas (Seccién 1.1.8.), mostrando
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un mecanismo de sensado que previene que la bacteria ensamble un pili no funcional
(Varga, J. J. et al., 2006).

Se ha estudiado el rol del pili de C. perfringens en la virulencia, analizando el
comportamiento de mutantes deficientes en la sintesis del T4P. Se utilizaron mutantes
de la Cepa 13, productora de gangrena gaseosa, en los genes pilT y pilC. En modelo de
infeccion por gangrena en raton, las cepas mutantes en pilT y pilC mostraron un mismo
fenotipo, en el cual el raton moria a dosis similares a las usadas con la cepa isogénica
salvaje de C. perfringens, Cepa 13. A pesar de no haber diferencia en la dosis letal entre
las mutantes en pili y la cepa salvaje, si se observd menores indices de dafio durante el
curso de la infeccion para el caso de las mutantes pilT y pilC (Varga, J. J. et al., 2006).

C. perfringens es capaz de formar biofilms. Las condiciones para en las cuales
forma estas comunidades son cultivos estaticos crecidos en anaerobiosis durante 5 dias.
Los biofilms formados son de 30 a 40 um de espesor donde las bacterias se encuentran
dentro de una denza matriz intercelular. Cepas de C. perfringens mutantes en pili tipo
IV muestran biofilms con menos cantidad de bacterias y matriz intercelular. Debido a la
falta de movilidad en los mutantes en el T4P, y que este pili parece ser un componente
de la matriz del biofilm, la carencia del mismo parece ser la causa de que los biofilms
formados por estos mutantes sean menos densos que los de las cepas salvajes. La matriz
del biofilm esta compuesta por carbohidratos y proteinas del T4P. El biofilm generado
por C. perfringens le conferiria resistencia a las agreciones externas, como ser los
antibioticos. Esto podria explicar las enteritis asociadas al uso de antibioticos que puede
producir este patdgeno. La habilidad de formar estas estructuras multicelulares
(biofilms) le darian la capacidad de persistir en el intestino a pesar de la terapia con
antibidticos. C. perfringens tiende a formar rpidamente biofilms bajos condiciones de
cultivo que asemejan el tejido del hospedador, indicando que es probable que la

produccién de biofilms ocurra in vivo (Varga, J. J. et al., 2008).

1.4.2. Lagangrena gaseosa producida por C. perfringens.

La gangrena gaseosa provocada por Clostridium (mionecrosis clostridial) es una
infeccion aguda y devastadora que se desarrolla luego de la entrada de células
vegetativas o esporas de C. perfringens tipo A en el cuerpo a través de una herida o

enfermedad predisponente (por ejemplo, diabetes o cancer de colon) (Bryant, A. E.,
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2003; O’Brien, D. K. y Melville, S. B., 2004; O’Brien, D. K. et al., 2007). Una vez
establecida en el sitio de infeccion, las células vegetativas de C. perfringens o sus
esporas germinadas crecen rapidamente, resultando en una invasion considerable y en la
destruccion de tejidos sanos circundantes debido a la accién de proteinas extracelulares
toxicas, las cuales causan la necrosis del tejido del hospedador (Stevens, D. L. y Bryant,
A. E., 2002; Bryant, A. E, 2003; Flores-Diaz, M. y Alape-Giron, A., 2003; Hickey, M.
et al., 2008; Kennedy, C. L. et al., 2009). Dos toxinas son esenciales para el
establecimiento y progresion de la gangrena gaseosa clostridial: la toxina alfa, también
denominada PLC, la cual es una exo-enzima con actividad fosfolipasa C y
esfingomielasa (Bryant, A. E., 2003; Flores-Diaz, M. y Alape-Giron, 2003; Hickey, M.
J. et al., 2008), y la toxina theta o perfringolisina O (PFO), una citolisina thiol activada
(Tabla 1) (Stevens, D. L. y Bryant, A. E., 2002; Bryant, A. E., 2003; O"Brien, D. K. y
Melville, S. B., 2004). Ambas toxinas actuarian sinérgicamente para crear un
medioambiente andxico y proveer los nutrientes dentro del tejido del hospedador
infectado a medida que la gangrena gaseosa avanza (varios centimetros por hora), a
pesar de una apropiada terapia antibiotica (Stevens, D. L. y Bryant, A. E., 2002; Flores-
Diaz, M. y Alape-Girén, 2003; O Brien, D. K. y Melville, S. B., 2003; O"Brien, D. K. y
Melville, S. B., 2004; O"Brien, D. K. et al., 2007; Hickey, M. J. et al., 2008).

La primera defensa del hospedador contra C. perfringens en las etapas tempranas
de una infeccion post-traumatica parece ser la de las células fagociticas de la respuesta
inmune innata, principalmente PMNs (polimorfonucleares) y monocitos/macrofagos. En
las etapas maés tardias de la infeccion, cuando las bacterias se han multiplicado y
extendido haciendo la gangrena gaseosa clinicamente evidente, hay una importante
carencia de fagocitos en la vecindad inmediata de las bacterias. Las infecciones por C.
perfringens comienzan generalmente en tejidos hipoxicos, sin embargo la carencia de
oxigeno no es una barrera para las funciones bactericidas dependientes de PMNs y
macrofagos, ya que esta bien documentado que ambos tipos de células retienen sus
actividades bactericidas en condiciones de anaerobiosis. Por lo tanto, la resistencia a la
muerte mediada por los fagocitos parece ser un factor importante en el curso de una
infeccion gangrenosa. EI nimero inicial de bacterias es probablemente bajo al principio,
pero el crecimiento bacteriano en los tejidos isquémicos conduce al desarrollo del caso
clinico de gangrena. EI mecanismo de resistencia a la muerte mediada por PMNSs es aun
desconocida, aunque PFO y PLC han mostrado ser citotdxicas y deshabilitar la
quimiotaxis de los PNMs. Ademas de los PMNSs, los monocitos y macréfagos, las otras
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células fagociticas de la respuesta inmune innata, juegan un papel en la inhibicion del
crecimiento de C. perfringens en los tejidos del hospedador. C. perfringens ha mostrado
la capacidad de escapar del fagosoma de macréfagos, pero aun debe determinarse si
puede replicarse dentro del citosol de los macréfagos. Este hallazgo conducen a la
hipétesis de que C. perfringens encuentra tempranamente a las células fagociticas, como
ser los macrofagos, durante el curso de la infeccion en humanos, siendo capaz de resistir
a la muerte mediada por el fagocito y, si el tejido es isquémico, puede crecer y
desarrollar la gangrena gaseosa. Estudios in vitro con macrofagos ha mostrado que PFO
tiene un rol mas importante en el escape del fagosoma de macrofagos peritoneales que
PLC. Estudios in vivo han demostrado que PFO no es necesaria para iniciar la gangrena
cuando la relacién bacterias-fagocitos es alta, mientras que cepas deficientes en PLC
fallan en iniciar la patologia en ratones. Estos resultados sugieren que PFO tiene un rol
mas significativo en el proceso infeccioso cuando el nimero relativo de bacterias, en
relacion a las células fagociticas, es bajo. En contraste a PFO, PLC fue necesaria tanto
para la iniciacion de los sintomas de la gangrena como para la persistencia de C.
perfringens en tejido muscular de raton. Aunque PLC parece tener poco efecto
citotoxico sobre macréfagos, una variedad de otras funciones que son importantes para
la iniciacion y la diseminacion de la infeccion gangrenosa han sido asociadas a PLC.
Estas incluyen: incrementar la produccion de interleuguina 8 y la sobreproduccion de
moléculas de adhesion sobre la superficie de las células endoteliales, incrementar la
coagulacién mediante la activacion de gpliblla en plaquetas, y efectos sobre el estallido
respiratorio de PMNs en respuesta a antigenos (Bryant, A. E., 2003; O’Brien, D. K. y
Melville, S. B., 2004). PLC inicia una cascada de sefiales de afuera hacia adentro de la
célula que comienza con la deplecion de los depdsitos de calcio y culmina con la
activacion funcional de gplibllla. Estudios de neutralizacion con anticuerpos
monoclonales contra PLC sugieren que la activacion de gpllbllla es una consecuencia
directa de la actividad PLC y/o esfingomielasa de la toxina y no por union a receptor.
Estos resultado sugieren que el bloqueo de canales de calcio y/o estrategias terapéuticas
dirijidas contra gpllbllla, tal como aquellas usadas de rutina para tratar infartos de
miocardio agudos, podrian prevenir la oclusién vascular, manteniendo la viabiliad del
tejido, proveyendo una alternativa a la radical amputacion en pacientes con gangrena
gaseosa (Bryant, A. E., 2003).

La gangrena gaseosa es una patologia muy compleja, pero se piensa que es mediada
por la destruccion en la perfusién del tejido, y esta asociada con alteraciones en la
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agregacion plaquetaria y en la marginacion de leucositos. Analisis histologicos de
tejidos infectados de humanos y animales de experimentacion, han revelado un patrén
caracteristico de extensiva mionecrosis, edema, trombosis y restriccion de la infiltracion
leucositaria a la region perivascular en el sitio de la infeccion (Hickey, M. J. et al.,
2008). Los hallazgos indican que las toxinas de C. perfringens inducen una rapida y
severa reduccion del flujo sanguineo, observaciones correlacionadas con la habilidad de
esta bacteria de inducir rdpidamente mionecrosis. La visualizacion de la
microcirculacion indica que el flujo de sangre en los capilares se reduce
draméaticamente. Considerando en rol central de esto capilares en la liberacion de
oxigeno y nutrientes, este efecto podria tener una importante contribucion a la necrosis
que ocurre en el tejido infectado. La reduccion del flujo sanguineo es debida en parte a
que PLC induce la agregacion plaquetaria y de leucositos, la que conduce a la
obturacién de los capilares (el agente anti-trombdtico heparina protege del colapso
vascular inducido por PLC). Leocostasis vacular y la ausencia de neutrofilos es una
caracteristica de los casos clinicos de mionecrosis clostridial, pero los mecanismos de
esta leucostasis y su contribucién al proceso de mionecrosis permanecen desconocidos
(Ellenor, D. H. et al., 1999). En animales tratados con sobrenadantes de una cepa de C.
perfringens no productora de PLC se observa una significativa atenuacion del déficit en
perfuncion que ocaciona normalmente C. perfringens. De manera similar, sobrenadante
de un mutante de C. perfringens que no produce PFO resulta en una completa abolicién
del colapso microvascular que se observa en respuesta a superfunciones con
sobrenadantes de la cepa salvaje de C. perfringens. La ausencia de ambas toxinas
conlleva a una minima reduccion de la perfunsion, comparable con la observada luego
de la superfunsion de caldo de cultivo solo. Cuando se hicieron estudios de
complementacion de la doble mutante en PLC y PFO, se observé que la
complementacion de PLC induce una reduccion de la perfuncion similar a la observada
cuando se utilizd sobrenadante de la cepa salvaje de C. perfringens. En cambio, la
complementacion solo de PFO resultd en una respuesta variable que no fue muy
diferente a la evidenciada con sobrenadante de la cepa doble mutante que no produce ni
PLC ni PFO (Hickey, M. J. et al., 2008).
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1.4.3. Regulacién de la produccion de toxinas en C. perfringens.

C. perfringens es el mas prolifico productor de toxinas dentro del geénero
Clostridium. Se piensa que las toxinas de las distintas cepas de C. pefringens actian de
forma sinérgica en el desarrollo de la patogénesis, mostrando un alto grado de
variabilidad fenoétipica y patogénica. Por lo que el entendimiento del control de la
expresion de los genes de las toxinas es critico en la lucha contra las enfermedades
causadas por este microorganismo (Frandi, A. et al., 2010).

Los patogenos generalmente tienen mecanismos de control precisos para la
produccion de toxinas de tal forma que la expresion tiene lugar solo cuando es
requerida, como ser: cuando la densidad de la poblacién bacteriana llega a cierto
umbral, o cuando la bacteria llega a cierto 6rgano, tejido o tipo de célula (Frandi, A. et
al., 2010). En C. perfringens, Cepa 13 (gangrena gaseosa), el rol principal en la
integracion de las sefiales medioambientales con los componentes de virulencia le
corresponde al sistema de dos componentes VirR/VirS, donde VirR es el regulador de
respuesta y VirS es la proteina sensora anclada en la membrana. El sistema VirR/VirS
interviene en la regulacion global de la produccion de PLC, PFO, la toxina kappa
(colagenasa), una sialidasa, una proteasa y una hemaglutinina en C. perfringens.
VirR/VirS regula los niveles de ARN mensajeros de plc (PLC), pfoA (PFO) y colA
(colagenasa), Figura 10 (Okumura, K. et al., 2008; Cheung, J. K. et al., 2009).

Las secuencias blanco de VirR en las regiones promotoras de los genes regulados
directamente estan formadas por un par de repeticiones directas imperfectas, separadas
por 7 a 8 nucledtidos. Estas repeticiones son conocidas con “VirR box1” (VB1) y “VirR
box2” (VB2) y se encuentran dentro de una region core de aproximadamente 50 pares
de bases, localizada inmediatamente corriente arriba del elemento -35 de los promotores
de los genes regulados por VirR. Tanto VB1 como VB2 son necesarias para mediar la
activacion transcripcional dependiente de VirR, la mutacion de cualquiera de ellos
reduce dramaticamente los niveles de expresion de los genes blanco. Se requiere de la
unién de VirR a estas cajas para que la ARN polimerasa se posicione eficientemente.
Concordante con esto, todos los genes regulados directamente por VirR tienen las dos
cajas en la misma posicion relativa respecto al promotor y estan en la misma cara de la
hélice de ADN. El espaciamiento entre VB1 y VB2 asi como la cara en la que se
encuentran es crucial para la activacion transcripcional. Si se modifica la distancia entre

VB1 y VB2 mediante la adicion o delecién de 5 pares de bases colocando las cajas en
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caras apuestas de la hélice se reduce pronunciadamente los niveles de expresion de los

genes controlados por VirR (Frandi, A. et al., 2010).

o ARN regulador
—_——

%% Cg=> vird mpmmpmpmm) | cgJ-metB-cysK-luxS
%-;% 4 — ptp
§§ > (== vr(VRRWY) — o0
§§ ) )/c (toxina alfa) <«
E‘:‘E — colA (toxina kappa) €—

= U = virX (CPE0546)
%.—Z > CF pfoA (toxina theta) |—

== > CF ccp (alpha-clostripain) ——
= v
== CF} virT

Figura 10: Esquema representando la regulacion de toxinas mediante el sistema de dos

componentes VirR/VirS en C. perfringens Cepa 13 (gangrena gaseosa). Las flechas gruesas
grices representan genes codificantes de ARN reguladores. Las flechas gruesas negras
representan genes codificantes de proteinas. La regulacion positiva se representa con punta de

flecha y la negativa con una pequefa barra perpendicular a la direccién de la linea.

El sistema VirR/VirS, sorprendentemente, regula directamente solo cinco genes en
C. perfringens a través de VirR: pfoA, vrr, virT, ccp y virU (Figura 10). Sin embargo,
este sistema influencia la expresion de muchos otros genes, como ser plc, colA, cpd
(codificante de una fosfodieterasa de nucleétidos 2°, 3’-ciclicos), ptp (codificante de una
proteina tirosina fosfatasa), ycgJ (proteina hipotética), metB (codificante de una
cistationa gamma-liasa), cysK (codificante una cisteina sintasa) y luxS (codificante de la
proteina para la produccion del autoinductor 2, Al-2) (Figura 10). Para plc, colA, cpd,
ptp, y ycgJ-metB-cysK-luxS, es necesario el ARN regulador VR-RNA, codificado por
vrr (bajo control de VirR). Existe, por otro lado, otro ARN regulador, virX, el cual
controla los niveles de los ARN mensajeros de pfoA, plc, y colA independientemente de

la cascada regulatoria de VirR/VirS. Ademas, la sefializacion célula-célula mediada por
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Al-2 (sintetizado por LuxS), juega un importante rol en la produccion de toxinas, siendo
el sistema que media esta regulacion desconocido. El regulon VirR/VirS incluye a otras
dos moléculas de ARN regulatorias virT y virU. Dos genes parecen ser controlados por
virT (pfoA y ccp), mientras que virU es activo en cuanto a la expresion de pfoA, ccp, vrr
y virT (Figura 10). Es claro que VirR/VirS esta en la cima de una cascada regulatoria
donde directamente estimula la transcripcién de varios genes relacionados con la
virulencia de C. perfringens, incluyendo tres ARNSs regulatorios diferentes, que a su vez
son capaces de controlar la expresion de otros genes (Figura 10) (Okumura, K. et al.,
2008; Frandi, A. et al., 2010).

Recientemente fue descubierto otro sistema de dos componentes que regula la
produccion de enzimas extracelulares y virulencia de forma independiente de
VirR/VirS. Este regulador se denomind RevR Yy tienen similaridad de secuencia con
PhoB de Clostridium kluyveri (62 % de identidad de aminoacidos) y con YycF de B.
subtilis (49 % de identidad). Estos dos reguladores generalmente forman parte de
sistemas de transduccion de sefiales de dos componenetes, PhoB/PhoR y YycF/YycG,
respectivamente. Pero a diferencia de estos sistemas, no se pudo identificar un gen que
codificara para la proteina quinasa sensora ni corriente arriba ni corriente abajo de revR.
RevR parece ser un regulador de respuesta huérfano, que seria fosforilado por una
quinasa no identificada. Ort6logos de YycF/G (o WalR/K) han sido identificados en
muchas bacterias Gram-positivas, incluyendo B. subtilis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae (donde se la conoce como
VicK/R). Estas proteinas son esenciales para la supervivencia, controlan funciones
vitales como la biosintesis de mureina y division celular, asi como la expresion de
factores de virulencia en un gran namero de especies bacterianas. Parece ser que RevR
en C. perfringens, y su supuesta histidin quinasa sensora, tendria la misma funcién que
los sistemas YycF/G (WalR/K) y PhoB/R en otras bacterias. La delecion del gen revR
conduce a una morfologia celular similar a la de una mutante en VicKR de
Streptococucus pyogenes, sugiriendo la organizacion genética del gen revR que estaria
involucrado en el metabolismo del fosfato. Ratones inyectados con la cepa de C.
perfringens mutante en revR desarrollan los sintomas de la enfermedad mas tarde que
cuando son inyectados con la cepa salvaje Cepa 13, requiriendo eutanasia luego de 6
horas post-infeccion, comparado con las 3 a 4 horas aproximadamente a las que se lleva
a cabo el sacrificio en ratones infectados con la cepa salvaje por presentar sintomas
severos de la enfermedad. Las curvas Kaplan-Meier de sobrevida de ratones infectados
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mostraron que la cepa mutante revR fue significativamente atenuada comparada con la
cepa salvaje y la cepa mutante en revR complementada con RevR, quién mostré un

comportamiento similar a la cepa salvaje (Hiscox, T. J. etal., 2011).

1.4.4. Regulacién catabdlica de la produccion de toxinas en Clostridium.

De ha observado que para el caso de C. difficile la produccion de las toxinas es
afectada por la presencia de carbohidratos rapidamente metabolizables. Se determiné
que la expresion de fusiones reporteras de los genes de las toxinas ToxA y ToxB (toxA-
gusA y toxB-gusA, repectivamente), asi como de su posible regulador TexR (texR-gusA)
de C. difficile, introducidas en C. perfringens, fue menor en medio de cultivo
conteniendo glucosa que en el mismo medio sin glucosa adicionada. Cuando se midid el
nivel de mMARN para ToxA y ToxB directamente en C. difficile se observéd el mismo
efecto represor de la glucosa adicionada al medio de cultivo. La represion por glucosa
de las toxinas A y B de este patdgeno es dosis dependiente, siendo completamente
inhibida a partir de una concentracion de glucosa de 0,5 %. Se observd, ademas, que el
efector represor de la glucosa sobre la expresion de los genes tox fue general, ya que
cuatro cepas de C. difficile cuya produccion de toxina varia dentro de un rango de 120
veces, mostraron reponder a la glucosa de igual manera. Debido a que la funcion de las
toxinas es destruir células eucariotas para obtener nutrientes y energia, resultaria légico
pensar que la disponibilidad de una fuente de energia y carbono tan buena como la
glucosa u otra azlcar rapidamente metabolizable, redujera la necesidad de producir estas
dos toxinas, por lo que la expresion es reprimida por carbohidratos rapidamente
metabolizables (Dupuy, B. y Sonenshein, A. L., 1998). Recientemente, fue demostrado
que la expresion de las toxinas A (ToxA o TcdA) y B (ToxB o TcdB) es reprimida por
CcpA en respuesta a la disponibilidad de azucares del PTS (Antunes, A. et al., 2011).

1.5. Hipotesis de trabajo de la presente Tesis.

La regulacion de las toxinas PLC y PFO depende de un sistema complejo en el cual
intervienen el sistema de dos componenetes VirR/VirS, ARN pequefios y el regulador

recientemente hallado RevR. Por otro lado, la condicion metabdlica celular, la
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disponibilidad y calidad de nutrientes afectan la expresion de factores de virulencia en
muchos patogenos, llegando a ser consideradas algunas enzimas metabdlicas como
factores de virulencia (seccion 1.2.1). En el caso de C. difficile, la produccion de las
toxinas A y B es reprimida por fuentes de carbono rapidamente metabolizables (Seccidn
1.4.4)). En C. perfringens, la formacion de biofilm es reprimida por glucosa, y este
fendmeno es independiente de CcpA (Varga, J. J. et al., 2008).

El pili tipo IV es fundamental para la movilidad de C. perfringens y muy
importante para la formacion de biofilm por esta bacteria. La regulacion de la
biosintesis de esta estructura no es conocida en C. perfringens. En otros
microorganismos, el T4P, la movilidad y la formacion de biofilm es regulado por la
calidad y cantidad de los nutrientes disponibles. En B. subtilis la formacion de biofilm
es reprimida por glucosa, en P. aeruginosa la movilidad y forma del biofilm dependen
de la fuente de carbono (seccion 1.3.3.). En P. aeruginosa, la forma del biofilm
generado sobre la superficie colonizada también depende del T4P. El biofilm producido
por una mutante en pilA de P. aeruginosa es similar al producida por la cepa salvaje en
presencia de glucosa. Esto se debe a que la reduccion de la movilidad bacteriana en esta
bacteria hace que la misma forme biofilm irregulares y abultados (Klausen, M. et al.,
2003).

C. perfringens provoca patologias infecciosas importantes para la salud humana. La
gangrene gaseosa es una de las principales y méas debastadora. Siendo muy grave en
humanos, llegando a ser fatal o llevando la amputacion o extripacién de las zonas del
cuerpo infectadas. La gangrena gaseosa puede considerarse como un proceso infeccioso
multifactorial, cuyo desarrollo y progreso podria ser dividido en una serie de etapas.
Estas etapas constarian de: ingreso al tejido de células o esporas de C. perfringens
viable a través de una herida o trauma; sobrevida de la células en un ambiente anoxico
generado por la incorrecta irrigacion sanguinea que aporta oxigeno, y sobrevida al
ataque del sistema inmune, donde la adherencia y la supervivencia dentro de
macrofagos serian factores importantes; produccion de toxinas que fomenten la anoxia,
inhiban la estravacion de células fagociticas propias de la respuesta inmune y provean
de nutrientes esenciales para el crecimiento; luego multiplicacion y posible formacién
de biofilm para colonizar el sitio de entrada; posteriormente comenzaria el avance
dentro del tejido infectado fomentado por la produccion de toxinas necrotizantes y
posiblemente favorecido por la capacidad de desplazarse voluntariamente de este
patdgeno (Figura 11).
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Figura 11: Esquema representando las etapas supuestas que seguiria el proceso infeccioso de
la gangrena gaseosa provocada por C. perfringens. Luego de la entrada al tejido este patdgeno
sobreviviria debido a la anoxia del tejido traumatizado y mal irrigado, y a la capacidad de
escapar del fagosoma de macrd6fagos (dependiente de las toxinas producidas por C.
perfringens PLC y PFO), pudiendo ser importante en esta etapa la habilidad de adherirse y
evitar ser removido del sitio de ingreso (el pili de tipo IV podria estar involucrado en este
fenébmeno como ocurre en otros patégenos). Luego de establecerse en el sitio de infecciéon y
resistir el ataque del sistema inmune comenzaria a dividirse y a producir diversas toxinas
destinadas a garantizar el progreso de la gangrena gaseosa. Posterior a la colonizacién se
iniciaria la etapa de diseminacion promovida por la toxinas producidas y secretadas que
proveerian nutrientes e incrementarian el &rea anoxica del tejido en el cual C. perfingens podria
crecer. Tanto la colonizacion como el avance en el tejido dependerian de las toxinas
producidas por este patdgeno asi como del T4P que seria importante en la formacién de biofilm
y le otorgaria la capacidad de desplazarse voluntariamente mediante el gliding (hecho no

demostrado).
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Las toxinas PLC y PFO tienen un rol fundamental en el establecimiento y
progresion de esta enfermedad (Seccidn 1.4.2), participando en diferentes etapas dentro
del proceso gangrenoso (Figura 11). El pili tipo IV mostré ser importante en la
produccién de biofilm y en la capacidad de desplazamiento de C. perfringens sobre
superfcies. Por otro lado, se observo que mutantes de este patdgeno carentes de pili
mostraban menor dafio a los tejidos en modelos de ratén infectados, lo que podria estar
relacionado con una menor movilidad (Seccion 1.4.1.). La relevancia del T4P durante la
gangrena gaseosa solo puede suponerse hasta el momento. Considerando que la
capacidad de formar biofilms y de desplazarse sobre superficies son factores
importantes para la patogenia de muchos microorganismos, podria pensarse que el pili
tipo 1V y la capacidad de llevar a cabo gliding en tejido serian importantes durante el
desarrollo de la grangrena gaseosa (Figura 11).

Por lo expuesto, proponemos que es importante profundizar en el entendimiento de
la regulacion de los factores de patogenicidad relacionados con la gangrena gaseosa
para asi poder desarrollar mejores terapias para el tratamiento de esta afeccién y para
salvar vidas. En este trabajo de tesis se estudié como estan influenciadas y reguladas la
movilidad gliding dependiente del T4P y la produccién de las toxinas fundamentales
para la generacion de la gangrena gaseosa, PLC y PFO. Se investigaron los efectos de la
glucosa y otros carbohidratos rapidamente metabolizables sobre la movilidad social tipo
gliding de una coleccion de cepas patogénicas de C. perfringens aisladas de animales y
humanos, en particular, de la Cepa 13, agente causal de la gangrena gaseosa.
Paralelamente, se exploré la posibilidad de que los azlcares constituyan una sefial
nutricional importante que regule la produccion de T4P y de las toxinas PLC y PFO

relacionadas con la gangrena gaseosa en C. perfringens.
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2. Objetivos.
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2. Objetivos.

El objetivo primario de este trabajo de tesis es estudiar como las condiciones
nutricionales afectan, modifican y regulan factores de patogenicidad de C. perfringens,
como ser la capacidad de desplazarse sobre superficies (gliding) y de producir toxinas
relacionadas con la gangrena gaseosa.

2.1. Objetivos secundarios destinados al cumplimiento del objetivo

principal:

2.1.1. Determinar si la movilidad tipo gliding es afectada por la fuente de carbono

disponible en el medio de cultivo.

2.1.2. Establecer si la expresion del T4P, necesario para la movilidad gliding (Varga J.
J. et al., 2006), experimenta algun tipo de regulacion dependiente de la fuente de

carbono presente.

2.1.3. Analizar si la produccion de las toxinas involucradas en el desarrollo de la
gangrena gaseosa, PLC y PFO, son reguladas por la calidad de fuente de

carbono disponible en el medio de cultivo.

2.1.4. Discernir como se lleva a cabo la regulacion de la expresion del T4P y de las
toxinas PLC y PFO, a nivel de la expresion de los genes para la biosintesis del

pili y de las toxinas.
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3. Materiales y Métodos.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados.

En el estudio realizado se emplearon las cepas y plasmidos listados a continuacion

en la Tabla 2.

Tabla 2: Cepas y plasmido usados en este estudio.

Cepa o plasmido Fuente del aislado o fenotipo

Referencias

Clostridium perfringens

Patégenos de humanos

Cepa 13 Gangrena gaseosa

KO13 Mutante derivada de Cepa 13
NCTC8239 Intoxicacién alimentaria

NCTC10239 Intoxicacién alimentaria

SM101 Intoxicacién alimentaria

191-10 Intoxicacién alimentaria

F4406 Diarrea esporédica

F4969 Diarrea esporadica

F5603 Diarrea esporéadica

B11 Diarrea asociada al uso de antibi6ticos
B41 Diarrea asociada al uso de antibi6ticos
NB16 Diarrea asociada al uso de antibi6ticos

Aislados animales

JGS1807

Diarrea en cerdos

JGS1818 Diarrea en cerdos
294442 Diarrea en perros
317206 Diarrea en perros
AHT327 Diarrea en caballos
AHT2911 Diarrea en caballos

Escherichia coli
DH5a

$80lacZAM15 A(lacZYA)U169 endAl hsdR17 (rx” my)
SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl

Plasmidos

pJIR750 Vector replicativo en C. perfringens-E. coli, resistencia a
Cloranfenicol

pJIR751 Vector replicativo en C. perfringens-E. coli, resistencia a
Eritromicina

pMRS127 sigK-gusA en pJIR751

(Shimizu, 2002)
Este estudio
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)
(Zhao, 1998)
(Sparks, 2001)
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)
(Collie, 1998)

(Waters, 2003)
(Waters, 2003)
R. Carman
R. Carman
(Waters, 2003)
(Waters, 2003)

Stock
laboratorio

(Bannam, 1993)

(Bannam, 1993)

(Raju, 2006)
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Cepa o plasmido Fuente del aislado o fenotipo Referencias

pEJZ2 Promotor pilT (SM101) fusionado con gusA en Este estudio
pMRS127

pPilDgus-127 Promotor pilD (SM101) fusionado con gusA en Este estudio
pMRS127

ppilT-gusA Promotor pilT (Cepa 13) fusionado con gusA en Este estudio
pMRS127

ppilD-gusA Promotor pilD (Cepa 13) fusionado con gusA en Este estudio
pMRS127

pplc-gusA Promotor plc fusionado con gusA en pMRS127 Este estudio

ppfoA-gusA Promotor pfoA fusionado con gusA en pMRS127 Este estudio

pKO1 pUC18 con fragmento interno ccpA 760 pb Este estudio

pKO2 pKO1 con cassette de resistencia a Eritromicina (ermBP) Este estudio

en Hincll. Plasmido mutador de ccpA

pIH100 Copia funcional ccpA en Kpnl/Xbal de pJIR750. Este estudio
Plasmido complementante

3.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimeinto.

Los medios de cultivo empleados para la propagacion de las cepas de C.
perfringens fueron: FTG (Britania), TGY (Czeczulin, J. R. et al., 1996; Sarker, M. et
al., 2000) y Cooked Meat (Oxoid) (Tabla 3). El resto de los medios empleados en este
estudio son listados en la Tabla 3, donde se detalla su composicién. Todos los cultivos
en placa de C. perfringens fueron realizados bajo condiciones de anaerobiosis en jarras
de anaerobiosis (Oxoid) conteniendo sobres GasPack (BD, Difco) y a 37°C. Los
cultivos liquidos se realizaron en tubos de ensayo y se incubaron en estufa a 37°C. La
tripteina de soja y el extracto de levadura son BD, Difco. La glucosa anhidra es Merck.
La infusion cerebro corazon agar (BHIA) es Britania.

Para el caso de E. coli el medio de cultivo utilizado fue LB (BD, Difco) (Tabla 3) y
las incubaciones se realizaron a 37°C en estufa termostatizada o en agitador orbital con

control de temperatura.
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Medio de cultivo.
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Composicion.

Cantidad.

FTG
Caldo tioglicolato fluido, (Fluid thioglycollate).
Extracto de levadura 54qll
Digerido pancreatico de 15 g/l
caseina
Dextrosa (anhidra) 59/
L-cistina 0,54l
Cloruro de sodio 2,54l
Tioglicolato de sodio 0,59/
Resazurina 0,001 g/l
Agar 0,75 g/l
BHIA
Infusién cerebro corazén agar, (Brain Heart Infusién cerebro corazén 8 g/l
Infusion agar). Digerido péptico de tejido
animal 59l
Digerido pancreatico de
caseina 16 g/l
Cloruro de sodio 59/
Glucosa 29l
Fosfato disddico 259/
Agar 70154/
BHIGA
Infusidn cerebro corazén glucosa agar, (Brain Infusion cerebro corazén 8 g/l
Heart Infusion glucose agar). Digerido péptico de tejido
animal 59/
Digerido pancreético de
caseina 16 g/l
Cloruro de sodio 59/
Glucosa 22 g/l
Fosfato disédico 2,59/
Agar 70154/
TGY
Tripteina de soja, glucosa, extracto de levadura  Tripteina de soja 30 g/l
(Triptein soy, glucose, yeast extract). Glucosa 20 g/l
Extracto de levadura 10 g/l
TGYA
Tripteina de soja, glucosa, extracto de Tripteina de soja 309/l
levadura, agar (Triptein soy, glucose, yeast Glucosa 20 g/l
extract, agar). Extracto de levadura 10 g/l
Agar 70154/
TY
Tripteina de soja, extracto de levadura (Triptein  Tripteina de soja 30 g/l
soy, yeast extract). Extracto de levadura 10 g/l
TYA
Tripteina de soja, extracto de levadura, agar Tripteina de soja 30 g/l
(Triptein soy, yeast extract, agar). Extracto de levadura 10 g/l
Agar 70154/

Cooked Meat
Carne cocida desidratada en granallas.

Granallas

10 g/ 10 ml agua

LB
Luria Bertani

Extracto de levadura
Cloruro de sodio
Bacto Peptona

59/l
59/l
10 g/l
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3.3. Mantenimiento de las cepas bacterianas.

Para la preservacion de las cepas de C. perfringens se procedi6 a crecerlas en 10 ml
de medio TGY en tubos de ensayo con los antibidticos correspondientes, de ser
necesario, durante 16 h. Posteriormente se inocul6 300 ul de medio TGY crecido en
tubos de ensayo conteniendo 10 ml de medio Cook Meat con el agregado del antibiotico
apropiado, si correspondiera. Luego se incubo en estufa a 37°C durante 24 a 48 h hasta
que se observo buen crecimiento, se congelaron los tubos en gradillas a -20°C.

Para la preservacion de E. coli se la crecio en medio LB liquido y luego se congel6
en glicerol 20% a -80°C.

3.4. Ensayos de movilidad en placa.

Las cepas de C. perfringens fueron crecidas 16 h en FTG (Tabla 3) a 37° C, luego
de lo cual 300 ul de este cultivo fue inoculado y propagado en TGY (Tabla 3) durante 5
h a la misma temperatura. Posteriormente, 1 ml de cultivo fue centrifugado y
concentrado 2 veces. 5 pl de este concentrado celular fue inoculado en un punto sobre la
placa de Petri con el medio de cultivo correspondiente, previamente secadas en estufa (1
h at 37° C). Los medios de cultivo utilizados para realizar los ensayos de movilidad de
C. perfringens en placas de Petri fueron los siguientes: BHIA, BHIG, TYA y TGYA
(Tabla 3) contiendo en todos los casos 0,7% de agar. Las places inoculadas fueron
incubadas anaerébicamente por 48-96 h a 37° C. Las fotografias de las places fueron
tomadas una camara digital Canon Power Shot SD550 a los tiempos indicados por cada

uno de los experimentos.

3.4.1. Generacion de gradiente de glucosa en placa.

Para generar un gradiente de glucosa en placa de Petri se procedié de la siguiente
manera. Primeramente se prepar6 la placa con TYA, 20 ml aproximadamente para placa
de 10 cm de diametro, luego se que solidificara el medio de cultivo se procedié a cortar
y retirar de la placa un tercio del medio solido de uno de los extremos. El tercio retirado
fue posteriormente reemplazado por 7 ml de TGYA fundido (conteniendo glucosa 2%)
y se dejo solidificar. El gradiente de glucosa se establecio luego de la difusién de las
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moléculas de glucosa desde el tercio conteniendo TGYA hacia la porcion de la placa sin
glucosa (TYA). La placa conteniendo un tercio de TGYA y dos tercios de TYA se seco
en estufa durante 1 h a 37°C. Una vez que la placa estuvo seca se procedié a sembrar las

cepas de C. perfringens como se indica arriba (Seccion 3.4.).

3.5. Plasmidos empleados en este trabajo.

En la Figura 12 se muestra las caracteristicas mas relevantes de algunos de los
plasmidos utilizados en este trabajo de tesis (Tabla 2). pJIR751 es un vector lanzadera
con replicacion en E. coli y en C. perfringens, con expresion de resistencia a
Eritromicina (Em®) en ambos microorganismos (gen ermBP). El plasmido pMRS127
(Figura 13) derriba de pJIR751 (Figura 12) mediante la insercion del fragmento sigK-
gusA (fusion entre el promotor del gen condificante para el factor sigma K, sigK, y el
gen reportero de la B-glucuronidasa, gusA) entre los sitios Sall y Hindlll (Dr. I-Hsiu

Huang).

EcoRl.Sacl.Kpnl.Smal.BamHI.Xbal.Sall. Pstl.Sphl. Hindlll

pJIR751
5.9 kb

Figura 12: Plasmido pJIR751, vector de replicacion en E. coli y en C. perfringens. lacZ’,
fragmento gen de la B-galactosidasa; oriCP, origen de replicacion en C. perfringens; rep, gen
proteina replicacién; ermBP, gen de resistencia a Eritromicina; oriEC, origen de replicacion en

E. coli.
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Hindlll(7930)

Pstl(6087)

Pro

-4
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Sall(5930) _\\._,J
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: pMRS127
7.9kb
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Figura 13: Plasmido reportero pMRS127, vector de replicacion en E. coli y en C. perfringens.
lacZ’, fragmento gen de la B-galactosidasa; oriCP, origen de replicacion en C. perfringens; rep,
gen proteina replicaciéon; ermBP, gen de resistencia a Eritromicina; oriEC, origen de replicacién

en E. coli; T1, sitio de union de ARN polimerasa; sigK-pro, promotor del gen sigK; gusA gen de

la B-glucuronidasa.

3.5.1. Construccion de los plasmidos reporteros gusA.

Los productos de PCR amplificados conteniendo la region corriente arriba de pilD
o pilT fueron primero clonados dentro del vector pCR®-XL-TOPO® usando el kit de
clonado TOPO®-XL (Invitrogen). Brevemente, los fragmentos de ADN llevando la
region promotora de pilD o pilT de las cepas SM101 y Cepa 13, fueron amplificados por
PCR usando los cebadores CPP230/CPP231 y CPP53/CPP55, respectivamente (Tabla
4). El sitio Sall fue incorporado dentro del cebador corriente arriba (forward) y el sitio
Pstl dentro del cebador corriente abajo (reverse) de cada par de celadores. Estos

productos de PCR fueron clonados en el vector pCR®-XL-TOPO®. Los clones
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recombinantes llevando los fragmentos de ADN esperados fueron confirmados por
digestion con enzimas de restriccion, analisis por PCR y luego secuenciando el ADN.
Los fragmentos Sall-Pstl llevando las regions promotoras de pilD o pilT provenientes
de clones pCR®-XL-TOPO® fueron posteriormente sub-clonados en los sitios Sall/Pstl
de pMRS127 (cortesia del Dr. I-hsiu Huang) para crear las fusiones reporteras pilD-
gusA or pilT-gusA derivadas cada una a partir de las cepas SM101 o Cepa 13 (Tabla 2).
Estos plasmidos reporteros fueron introducidos por electroporacion (ver Seccion 3.9.) y
seleccionados los transformantes Em' (Czeczulin et al, 1996). Esto se llevd a cabo para
cada cepa: la salvaje C. perfringens SM101, Cepa 13 y su mutante isogénica derivada
deficiente en CcpA, KO13 (Tabla 2).

Los plasmidos reporteros conteniendo las regiones promotoras de plc y pfoA fueron
construidos amplificando las mismas desde la Cepa 13 de C. perfringens usando las
cebadores Pro-plcup/Pro-plcdw para el promotor del gen plc, y Pro-pfoAup/Pro-pfoAdw
para el promotor del gen pfoA (Tabla 4). Los productos de PCR fueron clonados en
pCR®2.1-TOPO® usando el kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen). El fragmento de
restriccion EcoRI-Pstl de la regién promotora obtenido a partir los pCR®2.1-TOPO®
con insertos de PCR fueron sub-clonados en pMRS127 (Tabla 2). Las construcciones
pplc-gusA y ppfoA-gus fueron introducidos por electroporacion (Seccién 3.9.) vy
seleccionados los transformantes Em" (Czeczulin, J. R. et al., 1996). Esto se llevo a cabo
para cada cepa: la salvaje C. perfringens Cepa 13 y su mutante isogénica derivada
deficiente en CcpA, KO13 (Tabla 2) (Philippe, V. A. et al., 2006).

3.5.2. Construccion del plasmido complementante de CcpA, pIH100.

Un fragmento de 1.539 pb conteniendo el marco abierto de lectura ccpA y su region
corriente arriba de 450 pb se amplificé por PCR usando los cebadores CPP265 y
CPP266 (Tabla 4). Este fragmento fue clonado en pCR-TOPO-XL (Invitrogen) para
generar pCcpA-comp-XL. Posteriormente un fragmento Kpnl/Xbal de 1,5 Kb fue
subclonado en los sitios Kpnl/Xbal del vector pJIR750 (resistencia a Cloranfenicol,

CmR, Tabla 2) para generar el plasmido complementante pIH100 (Dr. I-Hsiu Huang).
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3.6. Ensayos de actividad B-glucuronidasa.

3.6.1. Determinacién cuantitativa.

Para los ensayos cuantitativos de la actividad B-glucuronidasa de cepas portadoras
de fusiones transcripcionales se utiliz6 una modificacion del protocolo propuesto por
Miller (Miller, J. H., 1972), adaptado para bacterias Gram-positivas que utiliza p-
nitrofenil-B-D-glucuronido (PNPG) como sustrato cromogénico (Philippe, V. A. et al.,
2006).

Para ello se crece el cultivo en un medio liquido adecuado, se toman alicuotas en

los tiempos deseados y luego se procesan para determinar la actividad B-glucuronidasa.

3.6.2. Recoleccion de las muestras.

Las cepas portando las fusiones gusA fueron crecidas en FTG a 37°C, luego 150 pl
de estos se inoculdé en medio liquido de cultivo determinado segin el experimento
realizado. Para realizar la curva de crecimiento se tomaron 2,5 ml del cultivo a distintos
tiempos y se colocaron en hielo durante 10 minutos, después se ley6 la densidad éptica
a A=525nm (DOsysnm). Luego dos alicuotas de 1 ml se distribuyeron en tubos de
polipropileno de 1,5 ml (tipo Eppendorf) y se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm para
bajar las células. Se removio el sobrenadante y los precipitados celulares se congelaron

a—20°C para luego utilizarlos en los ensayos de actividad enzimatica.

3.6.3. Medicion de la actividad B-glucuronidasa:
Ensayo piloto: los precipitados celulares obtenidos se resuspendieron en 1 ml de

buffer Z, cuya composicion es la siguiente (Griffith, K. L. y Wolf, R. E. Jr., 2002;
Philippe, V. A. et al., 2006):
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Componente: Cantidad:

NazHPO, 0,06 M

NaH,PO4 0,04 M

KCI 0,01 M

MgSO4 0,001 M
[-mercaptoetanol 0,05 M (stock 1,12 g/ml)

Luego se tomd una alicuota de cada suspension de 230 ul y se lleva a volumen final
de 730 pl con buffer Z. Posteriormente, se agregaron 10 ul de una solucién de lisozima
(10 mg/ml) preparada en el momento y se incubd entre 15 y 30 minutos a 37°C.
Después se afiadio 10 ul de Triton X-100 para completar la lisis celular. Una vez
completados estos pasos, se adicionaron 100 ul de una solucion de PNPG (6 mM) y se
incubd a 37°C durante exactamente 15 minutos. Al cabo de este tiempo se agregaron
150 ul de Na,COs (1,2 M) para cortar la reaccion y se ley6 la densidad Optica a
A=420nm (DOgy) contra un blanco de reaccion (buffer Z sin células procesado de la
misma manera).

Ensayo definitivo: se realiza igual que el ensayo piloto pero en este caso se ajust el

volumen inicial de suspension tomada (antes era de 230 pl) de forma tal que el valor de
D04y se encuentre en el rango lineal de absorvancia, entre 0,15 y 0,6. El valor de DOz
obtenido depende de la densidad celular del cultivo al momento de tomar la muestra,
considerando esto la actividad B-glucuronidasa especifica se calculé segun la formula
modificada de Miller: Unidades Miller, UM=(DOgzonm X 66,7) / (DOszs,m X Ml de la
alicuota) (Lancero, H. et al., 2004).

3.7. Antibidticos.

Los antibidticos empleados fueron preparados segun describe Maniatis y
colaboradores (1982).
Para el caso de E. coli las concentraciones de antibioticos fueron:
Cloranfenicol (Cm) 60 pug/mi
Eritromicina (Em) 150 ug/ml
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Las concentraciones de antibioticos utilizadas para C. perfringens durante los
ensayos, experimentos y seleccion de transformantes, salvo que se aclare lo contrario,
fueron las siguientes:

Cloranfenicol (Cm) 30 ug/ml
Eritromicina (Em) 25 pg/ml

3.8. Determinacion del numero de células vegetativas y esporas.

Para determinar el niamero de células viables por mililitro de cultivo se tomd una
alicuota de 100 ul del mismo y se la diluy6 en un tubo con 0,9 ml de agua estéril, luego
se tomaron 100 pul de la dilucion y se diluyeron nuevamente en 0,9 ml de agua estéril, y
asi sucesivamente (dilucion seriada). Después de realizadas las diluciones, se tomaron
100 pl de cada tubo y se plaquearon con espatula de Drigalski sobre placas de Petri
conteniendo medio s6lido BHIA (Tabla 3) y se incubaron toda la noche a 37°C en jarra
de anaerobiosis. Al dia siguiente se contaron las colonias formadas sobre la placa (el
namero de colonias debe ser mayor a 30 UFC/placa, y no mayor a 500 UFC/placa, para
que el resultado sea estadisticamente significativo y poder contarlas, no deben
superponerse, de lo contrario se puede cometer un error por defecto en el recuento).
Cuando se quiso determinar el nimero de esporas se procedioé de la misma manera que
para el recuento de viables, pero antes de la etapa de plaqueado se sometio a las
distintas diluciones a un tratamiento con calor, 80°C durante 15 minutos, 0 a un
tratamiento con cloroformo al 10 % (v/v) final por 10 minutos; esto tiene por objeto
inactivar irreversiblemente (matar) a las células vegetativas de manera de que sélo las
esporas presentes den colonias en las placas de BHIA. Con este procedimiento se pudo
obtener (antes del tratamiento con calor o CH3Cl) el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro de células viables totales, vegetativas mas esporas, y
determinar (después del tratamiento con calor o CH3Cl) el porcentaje de esporulacién

definido como: (esporas/ml) / (viables totales/ml) x 100 %.

74



Materiales y Métodos. Méndez, 2013.

3.9. Electroporacion de C. perfringens.

Para electroporar C. perfringens se procedi6 de la siguiente manera. Se inocul6 300
ul de la cepa a electroporar en 10 ml de medio FTG en tubo de ensayo desde medio
Cook Meat congelado, y se incubd 16 h a 37°C en estufa. Posteriormente, se tomaron
300 pl a partir del FTG y se inocularon 10 ml de medio TGY en tubo de ensayo
(conteniendo el antibidtico apropiado si corresponde) y se dejo creciendo la cepa en este
medio durante 12 h a 37°C en estufa. Luego se tomaron los 10 ml de TGY con la cepa
crecida y se centrifugaron a 8000 rpm a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en glicerol 15 % (solucién de electroporacion) frio para lavarlo,
luego se centrifugd a 8000 rpm a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 1 ml de glicerol 15 % frio (se mantuvo en hielo). Se tomaron 400 pl de esta
resuspencion y se colocaron en un tubo plastico de 1,5 ml tipo ependorff. Se
adicionaron 8 ul del plasmido a ser incorporado (mantenido en hielo). Esta mezcla se
colocé inmediatamente (para evitar la posible degradacion del ADN por ADNasas que
permanezcan activas) en una cubeta de electroporacién de 4 mm de paso, previamente
enfriada en hielo. Se electropor6 a 2500 volts. Luego de realizado el pulso se transfirio
el contenido de la cubeta de electroporacion inmediatamente a 8 ml de medio TGY
fresco precalentado a 37°C para recuperar las células tratadas. Se dej6 incubando a
37°C en estufa durante 4 a 5 h, luego de esto se centrifugd y se resuspendid el pellet en
100 ml medio TGY vy se plaque6 en placa de BHIA con el antibidtico correspondiente
para realizar la seleccion de los transformantes (Allen, S. y Blaschek, H., 1988; Phillips-
Jones, M. K., 1990; Jiraskova, A. et al., 2005; Philippe, V. A. et al., 2006).

3.10. Transformacion de E. coli.

Para la incorporacion de los plasmidos en E. coli DH5a (Tabla 2) se utilizd el
protocolo de transformacién quimica. Primeramente se realizd un cultivo en medio LB
liquido, 2 ml, de la cepa DH5a y se creci6 toda la noche a 37°C en agitador orbital.
Luego de transcrurrido este tiempo se realizd un subcultivo en medio liquido LB
realizando una dilucion 1/10 colocanado 1 ml de cultivo crecido en 10 ml de LB liquido
fresco. Se incubo el mismo durante 3 h aproximadamente o hasta una densidad Optica

de 0,3 a 0,4 en agitador a 37°C. Posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml y se
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centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y se
resuspendio los pelets con 500 ul de CaCl, 0,1 M, previamente enfriado en hielo, por
cada mililitro centrifugado. Se dejé reposar en hielo las resuspenciones durante 10
minutos, para luego centrifugarlos a 4000 rpm por 10 minutos. Se descartd los
sobrenadantes y los pellets se resuspendieron en 50 ul de CaCl, 0,1 M frio y se mantuvo
en hielo. En este punto se adicon6 8 a 10 ul de ADN plasmidico y se dejo en hielo
durante 15 minutos. Transcurrido este periodo de tiempo se realizd un shock térmico
colocando a las mezclas de DH5a. con el ADN a 42°C durante 45 segundos. Pasado este
tiempo se transfirieron los tubos a hielo para reducir la temperatura durante 1 a 2
minutos. Los tubos con 50 ul de las bacterias transformadas se incorporaron a 1 ml de
LB liquido y se incub6 durante 1 a 1,5 h a 37°C en agitador orbital, para recuperar y
amplificar los transformantes. Cada mililitro de LB conteniendo los transformantes se
centrifugd para concentrar, removiendo 800 ul y resuspendiendo el pellet en los 200 pl
restantes. Se sembraron los concentrados (100 ul) en placas de LB agar conteniendo el

antibiotico correspondiente (ver seccion 3.7.).

3.11. Preparacion de ADN gendmico de C. perfringens.

Para la extraccion del ADN cromosomal se crecidé la cepa de C. perfringens
correspondiente en 10 ml de medio FTG (suplementado con el antibiético adecuado)
durante 16 h a 37°C. Luego se transfirio 300 ul a medio liquido TGY (suplementado
con el antibidtico adecuado) durante 8 h a 37°C. Se obtuvieron las células por
centrifugacion durante 10 minutos a 7000 rpm y 4°C. El precipitado celular obtenido se

resuspende en 2 ml de solucion TE:

Tris-HCI (pH=8) 10 mM
EDTA (pH=8) 1mM

Luego se agregd lisozima a una concentracion final de 5 mg/ml y 8 ul de ARNasa
(10 mg/ml). Se incub6 en un bafio termostatizado a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se adicion0 Pronasa (proteasa) a una concentracion final de 1 mg/ml y

se incuba nuevamente a 37°C por 1 hora. Después se agregaron 200 ul de SDS al 10 %
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y, una vez que se logro la lisis total de la células, se realizaron extracciones sucesivas
con 2 ml de fenol, luego 2 ml de fenol:cloroformo 1:1 (volumen:volumen) y finalmente
dos lavados con 2 ml cloroformo cada uno. Una vez culminado el dltimo lavado se
retird la fase acuosa conteniendo el ADN cromosomal y se le adicion6 4 ml de etanol
absoluto frio para precipitar el ADN. Luego se centrifugd para decantar el ADN
precipitado a 8000 rpm durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante y se colocé el
precipitado de ADN en estufa a 37°C para secarlo. Una vez que el etanol se evaporo, el
ADN obtenido se solubiliz6 en agua destilada o solucion de TE estéril y se congeld a —

20°C hasta su utilizacion.

3.12. Obtencién de ADN plasmidico de E. coli.

El ADN plasmidico se obtuvo usando el sistema de purificacion de ADN comercial
“Wizard® Plus SV Minipreps” de Promega, y se partié de 10 ml de cultivo crecido
durante toda la noche a 37°C en medio LB suplementado con antibidticos. La cepa de E.
coli empleada para la amplificacion de los plasmidos de interés fue
DH5a (¢p80lacZAM15 A(lacZYA)U169 endAl hsdR17 (rk - mk ) SupE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl) (Tabla 2). La extraccion se realizd segun lo indica el protocolo del

fabricante.

3.13. Digestién con enzimas de restriccion.

Los tiempos de incubacidn, la temperatura, las soluciones amortiguadoras y las
demas condiciones de digestion se eligieron de acuerdo a las indicaciones descriptas en
los manuales de los fabricantes (Promega o New England Biolabs). Los volimenes de
reaccion variaron entre 25 a 50 ul. La temperatura utilizada fue de 37°C (u otra
especificada por el fabricante) y los tiempos de incubacion fueron de 2 a 5 horas segun

la enzima.
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3.14. Determinacion de la actividad de las toxinas producidas por C.

perfringens.

Las actividades de los toxinas PLC y PFO de C. perfringens se determinaron a
través de ensayos de actividad lipasa para PLC (Fernandez-Miyakawa, M. R. et al.,
2007) y actividad hemolitica para PFO (O’Brien, D. K. y Melville, S. B., 2004).

3.14.1. Medicidn de la actividad lipasa.

Para determinar la actividad lipasa del sobrenadante de un cultivo de C. perfringens
debido a la toxina PLC, se comenzo inoculando 300 ul en el medio de cultivo a ensayar
a partir de cultivo crecido de FTG (16 h de incubacion). A distintos tiempos se tomaron
alicuotas de 600 pl, una de ellas para determinar la densidad Gptica del cultivo y la otra
para analizar la actividad PLC. Para realizar la medicion de la actividad lipasa se
tomaron los 600 ul y se centrifugaron para asi obtener un sobrenadante libre de células.
A 300 pl de este sobrenadante se le adicion6 300 ul de una solucién de yema de huevo
al 20 %, la cual fue preparada en el momento diluyendo 2 ml de yema en buffer PBS
(buffer fosfato salino), pH 7,4. Luego de esto se incubd la mezcla a 37°C durante 2 h.
Después de la incubacion la muestra se diluyo 1/10 en PBS y se determind la densidad
Optica a 620 nm. EI control se realizé usando 300 ul de el medio de cultivo a ensayar al
cual no se le agregaron células, en lugar de sobrenadante del cultivo (Fernandez-
Miyakawa, M. R. et al., 2007).

3.14.2. Medicién de la actividad hemolitica.

Para determinar la actividad hemolitica del sobrenadante de un cultivo de C.
perfringens debido a la toxina PFO se comenz6 inoculando 300 ul en medio de cultivo a
ensayar a partir de cultivo crecido de FTG (16 h). A distintos tiempos se tomaron
alicuotas de 600 pl, una de ellas para determinar la densidad optica del cultivo y la otra
para analizar la actividad PFO. Para realizar la medicion de la actividad hemolitica se
tomaron los 600 ul y se centrifugaron para asi obtener un sobrenadante libre de células.

A 100 pl de este sobrenadante se le adicion6 200 pl de una solucién de hemolisis.
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Luego de esto se incub6 la mezcla a 37°C durante 2 min y se centrifugd la mezcla a
1500 rpm durante 5 min para separar los globulos rojos no lisados. Se tomo el
sobrenadante y se diluyd 1/10 en H,O destilada y se determind la densidad éptica a 550
nm. La solucién de hemdlisis fue preparada en el momento a partir de glébulos rojos de
sangre humana, obtenidos de sangre total por centrifugacion y posterior descarte del
plasma sobrenadante. Los globulos rojos luego se lavaron con solucion fisioldgica NaCl
156 mM, se centrifugd y se resuspendié en buffer de hemolisis (EDTA 2 mM,
ditiotreitol 20 mM, KH,PO, 64 mM, 156 mM NaCl; pH 6,8). El control se realizo
usando 100 pl del medio de cultivo sin inocular con bacterias en lugar de sobrenadante
del cultivo (O’Brien, D. K. y Melville, S. B., 2004).

3.14.3. Preparacién de medios de cultivo tamponados para estudio de las
toxinas PLC y PFO.

Para regular el pH de los medios de cultivo utilizados, se emple6 Tris-HCIl y MOPS
(morpholinepropanesulfonic acid, &cido morfolinopropanosulfénico) a la concentracion
necesaria para mantener el pH en torno de 7 tanto en caldo suplementado o no con
azlcar durante el crecimiento de C. perfringens (Philippe, V. A. et al., 2006). Para lo
cual se realizaron ensayos con diferentes concentraciones de Tris-HCI o MOPS en las
dos condiciones de cultivo (con o sin carbohidrato adicionado). Tanto el Tris-HCI como
el MOPS fueron adiconados separadamente a los medios de cultivo, seguidamente se
llevé a pH aproximadamente de 7 y luego se esterilizO mediante autoclavado los

distintos caldos de cultivo.

3.15. Estudio de expresion génica mediante evaluacion de ARN

mensajeros especificos.
3.15.1. Extraccion y cuantificacion de ARN de C. perfringens.

La extraccion del ARN total de C. perfringens se comenzd recolectando por
centrifugacion a 16.300 g a 4°C 10 ml de cada uno de los cultivos correspondientes,

crecidos bajo las condiciones especificadas en cada experimento, y descartando los
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sobrenadantes. Los pellets celulares fueron resuspendidos en 1 ml de solucion buffer de
lisis (Tris-HCI 10 mM, sacarosa 0,4 M pH 7,5, lizocima 5 mg/ml) e incubados por 15
minutos a 37 °C, luego de lo cual se colectaron nuevamente las células por
centrifugacion, y el sobrenadante fue removido. EI ARN total fue luego extraido y
purificado usando el reactivo TRIzol (Invitrogen) como describe el fabricante. Para
remover el ADN contaminante, las muestras de ARN fueron tratadas con 1 unidad de
RQ1 ADNasa I libre de ARNasas (Promega) en presencia de 0,1 volumenes de 10X
ADNasa | buffer (Tris-HCI 40 mM pH 7,9, NaCl 10 mM, MgCl, 6 mM, CaCl, 10 mM)
por 1 h a 37 °C. Las muestras tratadas con ADNasa fueron luego re-extraidas con
TRIzol de acuerdo a las instrucciones del fabricante, utilizando solo la mitad de los
volimenes originales de reactivo (Cheung, J. K. y Rood, J. I., 2000). EI ARN total de
cada muestra fue cuantificado espectrofotométricamente usando la absorvancia a 260-
280 nm en un espectrofotometro Genova (Jenway, UK). Se realiz6 una corrida en gel de
agarosa 1 % para determinar la integridad de ARN (revelado con bromuro de etidio).
Para determinar que el ADN fue totalmente digerido se hizo un control mediante PCR
utilizando el ARN total otenido tratado con ADNasa Yy los oligonucle6tidos cebadores a
ser empleados luego en el ensayo de RT-PCR (Tabla 4), no obteniéndose banda de

amplificacion en el ARN tratado.

3.15.2. Transcripcion reversa y amplificacion a partir de ARN total.

La reaccion de transcripcién reversa fue llevada a cabo usando la retrotranscriptasa
M-MLV (Promega). Se procedié de la siguiente manera: 8 ul de ARN total (solucion
0.1 pg/ul) fue mezclado con 6 pl de cada cebador corriente abajo especifico (40 uM)
(Tabla 4), llevando a volumen final de 19 ul. La mezcla fue calentada a 70 °C por 5
minutos, enfriada en hielo y luego se le adicion6 11 pl de la solucion de
retrotranscripcion (M-MLV, dNTPs y buffer de retrotranscripcion). La reaccion fue
Ilevada a cabo en un termociclador Techgene (Techne, USA) por 2 minutos a 42 °C y
55 minutos a 37 °C. Las muestras de ADN complementarios (ADNcs) obtenidas de esta
manera fueron luego almacenadas a -20 °C hasta su posterior uso. La amplificacion por
PCR de los ADNCcs fue realizada usando los cebadores up y dw mostrados en la Tabla 4
(RT-PCR). La mezcla de reaccion de PCR consistio de 10 pl de la reaccion de

transcripcion reversa (ADNc, molde), 2 mM de cada oligonucleétido, 3 ul buffer PCR
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10x (Invitrogen), 1.8 ul de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 3 pl de dNTPs 2.5 mM
(Invitrogen), 1 unidad de Tag ADN polimerasa (Invitrogen) y agua destilada estéril para
un volumen total de 30 pl. Las recacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un
termociclador Techgene (Techne, USA) wusando las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, apareamiento de cebadores a 52 °C durante
90 segundos Yy extension a 72 °C por 2 minutos, repitiéndose estos pasos por 30 ciclos.
ARNr 16S fue usado como control y las reacciones de transcripcion reversa fueron
realizadas en las mismas condiciones que las descriptas mas arriba. Los niveles de

ARNIr 168S fueron determinados usando los cebadores cpl6Sup y cpl16Sdw (Tabla 4).

3.15.3. Determinacion de la intensidad de banda en gel por analisis de

imagen.

Los productos obtenidos a partir de la transcripcién reversa amplificados por PCR
fueron resueltos y visualizados mediante geles electroforéticos de agarosa 1% con
Bromuro de Etidio (1:10000). Luego de la corrida, los geles fueron fotografiados
mediante camara digital montada sobre un transiluminador UV para geles (el Bromuro
de Etidio fluoresce naranja), y las imagenes obtenidas se procesaron mediante el
software de analisis de imagenes GelPro para determinar las intesidades de las bandas
observadas y asi compararlas entre ellas. Como control se tomo la intensidad de las

bandas obtenidas de la amplificacion del ARNr 16S en las mismas condiciones.

3.16. Construccion de la cepa mutante en CcpA.

Para disrumpir el gen ccpA en la Cepa 13, se procedié a la amplificacion de un
fragmento interno de 760 pb del gen ccpA mediante PCR usando los cebadores CCP-F y
CCP-R (Tabla 4). EI fragmento asi obtenido fue clonado en el sitio Smal del plasmido
pUC18 para crear el plasmido mutador pKOL1 (Tabla 2). Luego se insertd un cassette de
resistencia a Eritromicina (ermBP) en el sitio Hincll de pKO1 para poder realizar la
seleccion de transformantes, creando asi el plasmido pKO2 (Tabla 2). pKO2 (el cual no
tiene origen de replicacién en C. perfringens) se introdujo por electroporacion (Seccién
3.9.) y posterior seleccion con Eritromicina (Seccion 3.7.) en la Cepa 13. Una vez

obtenido el clon mutante denominado KO13, este fue analizado para determinar la
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correcta insercion mediante un simple evento de recombinacion homdloga entre el
vector mutador suicida pKO2 y el gen ccpA (Figura 14). La inactivacion insercional del
gen ccpA en KO13 se demostrd primeramente por analisis del ADN de la mutante por
PCR. Se amplifico un fragmento de 1,6 Kb a partir de ADN de KO13 usando los
cebadores P1 y M13F (Figura 14B, calle 2, Tabla 4) y un fragmento de 2,5 kb usando
P2 y M13R (Figura 14B, calle 3, Tabla 4). Sin embargo, no se obtuvo producto de PCR
utilizando los cebadores P1 y M13R o P2 y MI13F (Figura 14B, calles 1 y 4
respectivamente, Tabla 4). Estos resultados de PCR fueron consistentes con una
integracion del plasmido suicida pKO2 dentro del gen ccpA salvaje en KO13. Los
andlisis por Southern blot (Seccién 3.16.1.) mostraron que un fragmento de 2,4 kb de
ADN digerido con Hindlll de la Cepa 13 hibridizé con la sonda especifica ccpA. Por
otro lado, se obtuvieron dos bandas de hibridizacion cuando se utiliz6 ADN-Hindlll de
la cepa KO13, de 2,9 Kb y 4,3 Kb (Figura 14C). Este perfil fue consistente con un
resultado esperado debido a que el plasmido pKO2 insertado tiene un sitio Hindlll,
generando en el cromosoma tres sitios de corte por Hindlll (Figura 14A), los cuales

darian origen a dos bandas luego de la disgestion con esta enzima de restriccion.

3.16.1. Southerm blot de la mutante KO13.

Se amplificd por PCR un fragmento interno de ADN del gen ccpA de 350 pb a
partir de la Cepa 13, usando los cebadores KO-F y KO-R (Tabla 4) marcados con
fosfatasa alcalina empleando el sistema de marcado directo y deteccion Gene Images
AlkPhos (Amershan Bioscience) (Waters, M. et al., 2005; Philippe, V. A. et al., 2006).
La sonda asi obtenida fue usada para determinar la insercién del plasmido mutador
(Figura 14). Las muestras de ADN de las cepas de C. perfringens (Cepa 13 y KO13) se
prepararon como describe Czeczulin, J. R. y colaboradores, 1996, y Sparks, S. G. y
colaboradores, 2001. EI ADN obtenido fue digerido con Hindlll y separado por tamafio
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. EI ADN digerido fue transferido
mediante Southern blotting. El film conteniendo el ADN-Hindlll transferido fue
hibridizado con la sonda ccpA marcada con AlkPhos, realizandose la deteccion de la
sonda hibridada mediante CDPstar chemiluminescence (Amershan Bioscience) (Dr.
Kaori Ohtani).
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Figura 14: Construccion y caracterizacion molecular de la cepa mutante knock-out en ccpA de
C. perfringens (KO13, Tabla 2). (A) Diagrama esquematico mostrando la estrategia utilizada
para construir la cepa mutante ccpA. P1, P2, M-13F y M-13R indican la localizacién de los
cebadores usados para los andlisis por PCR (Tabla 4). H y E indican los sitios Hindlll y EcoRl,
respectivamente. Se muestra la localizacién de la sonda especifica para la porcion
perteneciente al N-terminal de la proteina codificada por ccpA. (B) Analisis por PCR del ADN
aislado de la mutante KO13 usando los cebadores P1 y M13R (calle 1), P1 y M13F (calle 2), P2
y M13R (calle 3) y P2 y M13F (calle 4). Se indica en el gel el peso molecular de las distintas
bandas del marcador en kilobases (Kb). (C) Andlisis por Southern blot de ADN extraido de la
Cepa 13 (salvaje) y de la cepa KO13 (mutante isogénica en ccpA de la Cepa 13) digerido con
Hindlll. El Southern blot fue analizado con la sonda especifica de ccpA de 350 pb marcada con
AlkPhos (Seccion 3.16.1.). S y M indican las calles donde se coloc6 ADN de la Cepa 13
(salvaje) y de la mutante KO13, respectivamente. La migracion segun el peso molecular de las
bandas de hibridizacién deribadas de las dos cepas (Cepa 13 y KO13) se indican a la derecha
del blot (Cortesia del Dr. Kaori Ohtani).
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Tabla 4. Cebadores oligonucleotidos usados en este estudio.

Cebador

Secuencia del cebador®

Posicién®

CPP53 5" GCGTCGACGAGATATGGTCTTTTAGATGG 3’ -333a-312 pilT promotor GUS
CPP55 5’ GCTGCAGCAGATGCTCCTTCTTTAACTG 3’ +28a+48 pilT promotor GUS
CPP230 5 GCGTCGACCTTGAAGATTTAGATAAGCCTC 3’ +19a +41 pilD promotor GUS
CPP231 5" GCTGCAGCCTTCCAATTATTAATCCAAATAA 3’ -361a-341 pilD promotor GUS
Pro-plcup  5’ATAAGTGAATTCTAGGTTAAAACCTG3’ plc promotor GUS
Pro-plcdw  5’ACAAATCTGCAGCTTACAAATCTTTCTTTTC3’ plc promotor GUS
Pro-pfoup 5'TAGTGAATTCAAATTCCATAAATGGAAC3’ pfoA promotor GUS
Pro-pfodw 5'GCCACTGCAGTACTTGCTATTAATTTTG3’ pfoA promotor GUS
CCP-F 5’ AACTAGGATATAGACCTAAT 3’ +172a+192 CCPA PM
CCP-R 5" TGATCCCATATCATACATTG 3’ +876 a + 896 ccpA PM
KO-F 5 CTGGAGTGTCAATAGCAAC 3’ +34a+53 ccpA SONDA
KO-R 5’ TCTCCTAGTGATGAACTCAT 3’ +366 a + 386 CcCpA SONDA
CPP265 5" ATATCCATCAAGTTCATCTATAGAG 3’ -505a-481 ccpA COMP
CPP266 5’ TATGTTACCTAATGATTATGCATT 3’ +1012a+1036 ccpA COMP
P1 5" ATGCTGATTACTCAGAAGCT 3’ -774a-754 ccpA PCR
P2 5’ CTCATAAGCCCTTGATGAAC 3’ + 1461 a+ 1484 ccpA PCR
M13-F 5" GTAAAACGACGGCCAGT 3’ PUC18 vector PCR
M13-R 5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’ PUC18 vector PCR
pilAlup 5 AATGGTTATGGATCCAAATTTTTC 3’ pilAl RT-PCR
pilAldw 5" AAGTATATTTAAGCTTCAGACACTG 3’ pilAl RT-PCR
pilA2up 5’ CAATAGCGGTACCAAATTTCTTGTC 3’ pilA2 RT-PCR
pilA2dw 5 TTGCTGAAGCTTATGTATTTGAAGG 3’ pilA2 RT-PCR
pilTup 5’ GAAAAGTATGATGCTATTGG 3’ pilT RT-PCR
pilTdw 5 AGTTGAAAATACTAAGTGTCC 3’ pilT RT-PCR
plcup 5’CAATTAGGTTCTACTTATCCAG3’ plc RT-PCR
plcdw 5’AGTTAGCTAAAGTTACCTTTGC3’ plc RT-PCR
pfoup 5'CATTACAACTTGCAGATAAAGC3’ pfoA RT-PCR
pfodw 5'TCCATAAGCTACATTTGAAACC3’ pfoA RT-PCR

Control
cpl16Sup 5'TTTCGAAAGGAAGATTAATACC 3’ ARN 165

RT-PCR

Control
cpl6Sdw  5'CAACTTAATGGTAGTAACTAAC3 ARN 165 RT-PCR

En la pagina siguiente se muestran las referencias de esta tabla.
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? Los sitos de restriccién que han sido adicionadas estan subrayados (CTGCAG, Pstl; GAATTC, EcoRl).

®la posicidn de los cebadores dentro de la secuencia respectiva de cada gen comenzando a numerar
desde el primer coddn. (Shimizu, T. et al., 2002).

©GUS, construccidn del plasmido para el ensayo de la B-glucuronidasa (Seccidn 3.5.1.); PM, construccidon
del plasmido matador (Seccién 3.16.); SONDA, construccion de ADN sonda para el andlisis por Southern
blot (Seccion 3.16.1); COMP, construccion del plasmido complementante (Seccién 3.5.2.); PCR
(amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa), chequeo construccion mutante KO13 (Seccién
3.16.); RT-PCR (trasncripcién reversa y amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa),

determinacién niveles de ARNms (Seccién 3.15.2.).

3.17. Analisis de secuencias gendémicas para determinar la presencia de
sitios CRE.

Las regiones promotoras y codificantes de los genes seleccionadas fueron
estudiadas en busca de secuencias tipo CRE utilizando el programa DNAMAN (edicién
libre de prueba). DNAMAN es un paquete de analisis de secuencia que permite entre
otras cosas buscar secuencias consenso determinadas, dentro de las cuales los
nucleotidos pueden ser variables (codificacion: W puede ser Ao T, Y puede ser Co T,
R puede ser A 0 G y N pueder ser cualquiera de las cuatro bases). La busqueda de
secuencias tipo CRE se basd en los consensos reportados en la bibliografia (Tabla 5,
Seccion 6.1.1.). Se comenzo6 emplendo las secuencias consenso completas: WWTGNA
ARCGNWWWCAWW, WTGNAANCGNWWNCA, WTGAAARCGYTTWNN,
WTGNNARCGNWWWCAW, RRGAAANGTTTTCWWW, WTGNAANCGNWN
NCW (Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y., 2009; Antunes, A. et al., 2012; Crooke, A. et
al., 2013). Luego se utilizaron fragmentos de las secuencias consenso, para asi poder
encontrar posibles secuencias CRE que no se ajustaran exactamente a ninguno de los

sies consensos usados en el analisis (Tabla 5).
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Resultados.
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4. Capitulo Primero.

Represion catabdlica de la movilidad
tipo gliding en Clostridium perfringens.
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Considerando que la capacidad de desplazarse sobre superficies de C. perfringens
podria ser un factor importante para la diseminacion de este microorganismo patégeno a
distintos tejidos durante la patologia necrética gangrena gaseosa, asi como en otras
enfermedades causadas por esta bacteria. Se desidié analizar la propiedades maviles de
C. perfringens y como éstas son afectadas por el entorno nutricional donde se encuentra,

como ha sido estudiado para otros patdégenos (Shrout, J. D. et al., 2006).

4.1. La glucosareprime la movilidad tipo gliding de cepas salvajes de C.
perfringens aisladas de infecciones humanas y animales.

Un estudio reciente habia demostrado que la movilidad gliding depende del T4P en
tres cepas aisladas de patologias humanas, para las cuales se conoce la secuencia
nucleotidica gendmica (Varga, J. J. et al., 2006). La movilidad tipo gliding dependiente
del T4P constituye un importante comportamiento bacteriano también conocido como
twitching (Henrichsen, J., 1972; McBride, M., 2001; Harshey, R., 2003). Teniendo en
cuenta que en el estudio referido (Varga, J. J. et al., 2006) solo se analizaron cepas de
tres aislados humanos, cuando existen una gran diversidad de C. perfringens causantes
de diversas infecciones en humanos y animales (gangrena gaseosa, intoxicaciones
alimentarias, diarrea asociada al uso de antibi6ticos y diarrea esporadica), se considero
importante y relevante evaluar si la movilidad del tipo gliding es una propiedad
intrinseca y general de los aislados salvajes de C. perfringens. Para ello se realizaron
analisis de movilidad gliding de 17 cepas derivadas de patologias humanas y animales
causadas por C. perfringens, incluidas aquellas cepas previamente analizadas en el
trabajo publicado antes mencionado (Varga, J. J. et al., 2006; Tabla 2, Seccién 3.1.). En
nuestro estudio la movilidad es definida como la habilidad de las células de diseminarse
a partir del punto de inoculacion en al menos 4 mm después de 72 h de incubacion a
37°C. Bajo estas condiciones se estudio primeramente el gliding de la Cepa 13, SM101
y NCTC82309; las dos primeras cepas analizadas previamente (Varga, J. J. et al., 2006) y
NCTC8239 (intoxicaciones alimentarias, al igual que SM101) cuyas capacidades de
movilidad sobre superficies no eran conocidas. Primeramente se traté de reproducir la
movilidad reportada por Varga, J. J. y colaboradores. Alicuotas de cultivos de estas tres
cepas se colocaron en placas de agar 0,7 % de distintos medios de cultivo cominmente

usados para la propagacion de C. perfringens (Seccion 3.2.). Cuando las bacterias
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fueron colocadas en placas de BHIA o TYA estas fueron capaz de desplazarse a partir
del punto de inoculacion de forma similar a la reportada (Varga, J. J. et al., 2006),
mostrando un patron de desplazamiento distintivo. Interesantemente, cuando la Cepa
13, SM101 y NCTC8239 fueron inoculadas en los medios BHIGA y TGYA (los cuales
contienen glucosa al 2 %) éstas fueron incapaces de moverse a partir del sitio de
siembra, indicando que el gliding fue inhibido. Ademas, cabe destacar que el grado de
movilidad fue més evidente en TYA que en BHIA el cual habia sido empleado en el
trabajo publicado (Varga, J. J. et al., 2006) (Figura 15 y dato no mostrado). Por lo tanto,
se decidid que todos los experimentos de movilidad se realizaran usando placas de TYA
0 TYA suplementado con azUcar.

Cuando los ensayos de movilidad gliding fueron realizados sobre la coleccion
completa de aislados de C. perfringens (Tabla 2, Seccién 3.1.), todas las cepas
presentaron la capacidad de moverse a partir del sitio de inoculacion mediante una
movilidad del tipo gliding en placas de TYA. Contrariamente el gliding fue
completamente inhibido en presencia de glucosa 2 % (Figura 16 y dato no mostrado).
Por lo tanto, teniendo en cuenta que la glucosa es un inhibidor conocido de otros
comportamientos sociales bacterianos, tal como esporulacion (Philippe, V. A. et al.,
2006; Raju, D. et al., 2006), formacién de biofilms (Stanley, N. R. et al., 2003) y
movilidad (Shrout, J. D. et al., 2006) se concluyd que la glucosa adicionada al BHIA y
al TYA, dando BHIGA y TGYA, respectivamente, fue responsable del efecto represivo

de las movilidades tipo gliding de todas las cepas de C. perfringens analizadas.
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Cepal3 SM101 NCTC8239

Figura 15: La glucosa reprime la movilidad gliding de C. perfringens. Fenotipos de movilidad
gliding de tres cepas de C. perfringens patégenas humanas, Cepa 13, SM101 y NCTC8239. El
gliding se desarroll6 después de la incubacion de una gota de 5 pl de un cultivo concentrado en
fase logarimica media de crecimiento de cada cepa sobre los medios BHIA o TYA con o sin
suplementacién con glucosa 2 % (Seccién 3.4.). Todas las fotos fueron tomadas después de 72
h de incubacién anaerébica a 37°C. BHIA y TYA medios sin glucosa; BHIGA y TGYA, medio
suplementado con glucosa 2 %. Los circulos punteados negros muestran los diametros de los

puntos de inoculacion iniciales.
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TGYA

Figura 16: La glucosa reprime la movilidad gliding de distintas cepas de C. perfringens aisladas
de diferentes patologias y hospedadores. Fenotipos de gliding de una coleccién de cepas de C.
perfringens patogénas de humanos y animales: 1, NB16 (diarrea asociada al uso antibioticos);
2, JGS1818 (diarrea en cerdos); 3, 294442 (diarrea en perros); 4, NCTC10239 (intoxicacion
alimenticia); 5, 317206 (diarrea en perros); 6, AHT327 (diarrea en caballos); 7, B11 (diarrea
asociada al uso antibidticos); 8, B41 (diarrea asociada al uso antibidticos); 9, F5603 (diarrea
esporadica); 10, F4969 (diarrea esporadica); y 11, AHT2911 (diarrea en caballos). Ver Tabla 2,

Seccioén 3.1. para mas detalle.
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Para determinar como la movilidad del tipo gliding es afectada por diferentes
niveles de glucosa, un gardiente de glucosa fue generado en una placa de TYA (Seccion
3.4.1.)). Se inocularon 5 ul de un cultivo concentrado de la cepa contaminante de
alimentos SM101 en diferentes posiciones distribuidas a lo largo del gradiente de
concentracion de glucosa generado en la placa. Se utilizd esta cepa debido a que el
gliding desarrollado por ésta no es muy extenso y permite hacer inoculaciones paralelas
seguidas y adyacentes en placa de Petri. Como se observa en la Figura 17, la extencion
del gliding mostrado por esta cepa patdégena de humanos fue inversamente proporcional
a la concentracion de glucosa; cuando la concentracién de glucosa disminuye se

incrementa la movilidad gliding a partir del punto de siembra.

SM101 Movilidad

_ 5mm
Gradiente glucosa —

Figura 17: Efecto represivo dosis respuesta de la glucosa (Glu) sobre la capacidad de movilidad
gliding de C. perfringens. Efecto de gradiente de glucosa sobre la movilidad gliding de la cepa
enterotoxigénica cpe” contaminante de alimentos SM101 (Tabla 2). Un tercio de una placa TYA
se cortd y se reemplazé con TGYA fundido, el cual contiene 2% de glucosa. Después de la
solidificaciéon del TGYA adicionado, se generé un gradiente natural de glucosa (como se
muestra de izquierda a derecha) debido a la difusion de moléculas de glucosa desde la seccion
de TGYA (la cual contiene 2% de glucosa adicionada) hacia la porcién de TYA de la placa (la
cual no contiene glucosa adicionada) (Seccion 3.4.1.). Toda las fotos fueron tomadas a las 72 h

de incubacion de las placas en condiciones anaerébicas a 37°C.

92



Resultados: Capitulo Primero. Méndez, 2013.

Para establecer la concentracion minima de glucosa requerida para inhibir la
movilidad gliding, cinco concentraciones de glucosa fueron independientemente
ensayadas: 0,1 %, 0,25 %, 0,5 %, 1 % y 2 %. Las cepas usadas para este estudio de
inhibicidn del gliding dosis respuesta fueron la Cepa 13 y NCTC8239. La Cepa 13 de C.
perfringens es un aislado natural que es capaz de causar gangrene gaseosa experimental,
puede ser manipulada genéticamente, la secuencia de su genoma estd completa y
publicada, y es ampliamente utilizada como cepa de referencia de C. perfringens para
estudios de investigacion alrededor del mundo (Shimizu, T. et al., 2002; Shimizu, T.,
Yaguchi, H. et al., 2002; Ohtani, K. et al., 2002). Por lo cual es importante determinar
como su movilidad es afectada por distintas concentraciones de glucosa. La cepa
NCTC8239 se uso en paralelo debido a la gran extencion del gliding que realiza en
superficie, lo que permitiria ver modificaciones sutilis dependientes de la adicién de
glucosa sobre el desplazamiento en placa. Como se muestra en la Figura 18, a una
concentracion de glucosa del 1 %, no se observa movilidad del tipo gliding tanto en la
cepa productora de la gangrena gaseosa Cepa 13, como en la cepa aislada de
intoxicaciones alimentarias NCTC8239. En contraste, estas dos cepas son capaces de
desplazarse escasmente mediante gliding en placas de TYA suplementadas con 0,5 %
de glucosa. Cuando las placas de TYA fueron suplementadas con 0,25 % y 0,1 % no se
observd inhibicién del gliding (Figura 18). Por lo tanto, la represion de la movilidad
social tipo gliding en C. perfingens causante de la patologia necroética de tejido,
gangrena gaseosa, es concentracion dependiente y se hace efectiva a una concentracién

de glucosa del 0,5 %.
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NCTC8239

0.25% Glu

0.5% Glu

1% Glu

Figura 18: Evaluacién de la concentracion minima de glucosa requerida para inhibir el
desarrollo del gliding de C. perfringens. Las cepas utilizadas fueron NCTC8239 y Cepa 13,
productora de intoxicaciones alimentarias y gangrena gaseosa, respectivamente. Las cepas
fueron crecidas en placas de TYA y TYA suplementado con concentraciones crecientes de
glucosa (Glu) como se indica. Toda las fotos fueron tomadas a las 72 h de incubacién de las

placas en condiciones anaerébicas a 37°C.
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4.2. Represion catabdlica por carbono de la movilidad gliding de C.

perfringens.

Para tratar de establecer si el efecto inhibitorio observado de la glucosa sobre la
movilidad gliding es un fendmeno general de regulacion catabolica por carbono
(represion), se ensayaron otros carbohidratos rapidamente metabolizables, tal como
galactosa, fructosa, lactosa y sacarosa. El gliding de la Cepa 13 (gangrena gaseosa) y de
la cepa NCTC8239 (contaminante de alimentos, gliding extenso) fue inhibido cuando se
crecieron en placas con 2 % de fructosa, galactosa, lactosa, o sacarosa (Figura 19). La
Cepa 13 muestra un gliding insipiente con galactosa 2 % (Figura 19, izquierda). A
continuacidn se analiz6 el efecto sobre la movilidad tipo gliding de carbohidratos mas
complejos, como ser rafinosa y almidén, los cuales son lentamente metabolizables.
Estos dos carbohidratos son necesarios para una eficiente esporulacion de C.
perfringens y para la produccion de la enterotoxina CPE (C. perfringens enterotoxin).
Cuando se adiciona 2 % de rafinosa a las placas de TYA no se observa inhibicion de la
movilidad gliding (Figura 19). Con 2 % de almiddn, la extension del desplazamiento de
ambas cepas se vio disminuida pero no inhibida, aunque a una concetracion de almidén
del 0,4 % (concentracion comunmente usada en medios de esporulacion de C.
perfringens; Sacks, L. E., 1983) el gliding no se vio6 afectado (Figura 19). Cuando este
ensayo fue realizado con el resto de las cepas de C. perfringens provenientes de
disitintos aislados, listadas en la Tabla 2, Seccién 3.1., no ser observo movilidad gliding
para ninguna de todas las cepas testeadas cuando fueron crecidas en placas de TYA
suplementadas con 2 % de fructosa, galactosa, lactosa, 0 sacarosa; mientras que el
gliding no fue afectado cuando se suplement6 con 2 % de rafinosa. Sin embargo, en
placas de TYA suplementadas con 2 % de almiddn, todas las cepas analizadas fueron no
moviles sobre la superficie del agar, con la exepcién de las cepas NCTC10239
(intoxicaciones alimentarias), la cual excibio una movilidad gliding parcial, y JGS1807
(diarrea en cerdos) la cual fue altamente movil ain en presencia de almidon 2 % (datos

no mostrados).
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NCTC8239

2% Lac

2% Sac

2% Raf

2% Alm

0.4% Alm

Figura 19: Efecto de carbohidratos simples y complejos sobre la movilidad gliding de C.
perfringens. Carbohidratos rapidamente metabolizables (Fru, fructosa; Gal, galactosa; Lac,
lactosa; Sac, sacarosa) y carbohidratos complejos (Raf, rafinosa; Alm, almidén), cominmente
usados para incrementar la esporulacién y produccion de CPE en cepas de C. perfringens,
fueron ensayados por su habilidad de afectar la movilidad gliding. Se muestran los fenotipos de
gliding de la Cepa 13 productora de gangrena gaseosa y la cepa NCTC8239 contaminante de
alimentos. Las fotos fueron tomadas después de 96 h de incubacién anaerébica a 37°C sobre

placas de TYA suplementadas con los distintos carbohidratos segun se indica.
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Los resultados generales indican que los carbohidratos complejos rafinosa y
almidon no afectan la movilidad tipo gliding a concentraciones rutinariamente usadas (2
% y 0,4 %, respectivamente) para la formacién de esporas y produccion de CPE en C.
perfringens (Labbe, R. G. et al., 1976; Labbe, R. G. et al., 1979; Philippe, V. A. et al.,
2006). Lo mas importante de estos ensayos es que demuestran que la movilidad gliding
estd sujeta a represion catabolica por carbono, siendo un fenémeno general y que
modifica la capacidad de desplazarse sobre superficies del patégeno causante de la

gangrena gaseosa, C. perfringens Cepa 13.

4.3. Cinética de la movilidad tipo gliding dependiente de T4P en C.
perfringens.

La capacidad de la movilidad asociada a superficie es una importante caracteristicas
de muchos patogenos humanos y animales (Davey, M. E. y O’Toole, G. A., 2000;
Macfarlane, S. et al., 2001; McBride, M., 2001; Harshey, R., 2003; Bakaletz, L. O. et
al., 2005). En los casos de virulencia y capacidad de invadir de los aislados de C.
perfirngens, un eficiente mecanismo de traslacién sobre superficies solidas y
semisolidas puede ser favorable para el escape de las defensas del hospedador y para la
rapida diseminacion de la infeccion. Para el caso de la Cepa 13, agente causal de la
gangrena gaseosa, la capacidad de desplazarse rapidamente por los tejidos favoreceria
una rapida dispersion y colonizacién (una gangrena gaseosa agresiva puede avanzar a
una velocidad de hasta 1 cm h™). Se caracteriz6 la cinética y eficiencia de la movilidad
gliding de la Cepa 13 sobre placas semisélidas de TYA en ausencia y presencia de
glucosa adicionada. Como se observa en la Figura 20, hay dos fases claras de
crecimiento y expansién de la colonia. Inicialmente, la expansion de la colonia en
crecimiento sobre la superficie de TYA, a partir del punto de in6culo, fue a una
velocidad comparable a la esperada para una colonia bacteriana en crecimiento, que no
se mueve por swiming o swarming. Durante las primeras 20 h de incubacidn, el tamafio
de la colonia en crecimiento se incremento6 por un factor de 1,75 como consecuencia de
la division celular, alcanzando una velocidad de expansién de 125 um h™ (Figura 20 y
dato no mostrado). Después de esta etapa inicial de expansion de la colonia, un notorio
cambio ocurre: se inicia el gliding social por un grupo de células localizadas en el borde

de la colonia (ver las células emergentes en la Figura 20 al tiempo de desarrollo de 20 h,
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flechas blancas). Después de la aparicion de este primer signo de movilidad superficial
activa tipo gliding (la aparicion de células emergentes a partir de los sitios puntuales en
el borde de la colonia), un gliding robusto y uniforme es fuertemente inducido, llegando
a una velocidad maxima de 600 a 700 um h™ (Figura 20), un valor de velocidad de
gliding comprable con los valores promedio (200 pm h™* a 1.000 um h™) para
velocidades de gliding y twitching social previamente reportados para otros
microorganismos (Davey, M. E. y O’Toole G. A., 2000; McBride, M., 2001; Harshey,
R., 2003).

Interesantemente, en presencia de glucosa 2 %, no se aprecia movilidad del tipo
gliding adn luego de largos periodos de incubacion (Figura 20 y dato no mostrado). La
morfologia de la colonia de C. perfringens desarrollada en placas de TYA
suplementadas con glucosa (fenotipo deficiente en movilidad gliding) fue muy similar a
la observada para las colonias desarrolladas en placa de TYA no suplementadas con
glucosa, justo antes de mostrar una movilidad activa. En la Figura 20 se observa,
ademas, que la morfologia de las colonias cuyo desplazamiento por gliding esta
inhibido por la glucosa es similar a la de la parte central de las colonias maduras que se
han movilizado por gliding durante mas de 40 h en placa de TYA sin glucosa (Figura 20
y dato no mostrado). Esta observacion indica que la glucosa asi como otros azlcares
rapidamente metobolizables (dato no mostrado) no afectan la fase inicial de
diseminacion vegetativa de la colonia. Sin embargo, los experimentos anteriores
mostraron que los carbohidratos rdpidamente metabolizables bloquean completamente
(represion catabdlica por carbono) la puesta en marcha de la segunda fase de traslacion

sobre la superficie, la cual conlleva al desarrollo de una activa movilidad gliding.
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68 h

Gliding (mm)

5 mm
—

20h 38h
Tiempo (h)

Figura 20: Cinética del desarrollo del gliding de la Cepa 13 de C. perfringens productora de
gangrena gaseosa en ausencia y presencia de glucosa. 5 ul de un cultivo concentrado de fase
logaritmica de la Cepa 13 crecida en medio TY fue inoculado en el centro de una placa de Petri
de 100 mm de diametro, conteniendo medio TYA con o sin suplementaciéon con glucosa 2 %.
Las placas de Petri inoculadas fueron incubadas anaerébicamente a 37°C, y el desarrollo del
gliding fue registrado a diferentes tiempos, midiendo la distancia avanzada (en mm) desde el
punto inicial de inoculacion (circulo punteado negro) hasta al extremo de la colonia en
expansion (circulo punteado blanco). Los simbolos blancos y negros representan los
experimentos realizados en presencia y ausencia de 2 % de glucosa adiconada,
respectivamente. Las flechas blancas indican el comienzo del desarrollo del gliding. El
comienzo de la movilidad gliding solo se observo en las placas de TYA sin suplementacién con
glucosa, mientras que en presencia de glucosa, el gliding no se inicié nunca. Las fotografias
son representativas de cinco experimentos independientes, y los valores graficados son el

promedio de esos experimentos.
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4.4. Efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes pilT y pilD en

cepa de C. perfringens productora de la gangrena gaseosa.

El reciente estudio de Varga y colaboradores demostré que la movilidad gliding de
la Cepa 13 de C. perfringens depende de los productos de los genes pilT y pilC, los
cuales son requeridos para el ensamblado y funcionalidad del T4P, como ya se
menciond en la introduccion (Varga, J. J. et al., 2006). La Cepa 13 mutante en pilT no
es capaz de desplazarse a partir del punto de inoculacién a diferencia de la Cepa 13
salvaje, no observandose pili en la superficie de esta mutante mediante microscopia de
emisién de campo electrénica de barrido (Varga, J. J. et al., 2006). Ya que la glucosa asi
como otros carbohidratos rapidamente metabolizables suprimen completamente la
movilidad tipo gliding en todas las cepas de C. perfringens (Tabla 2, Seccion 3.1.)
analizadas es este trabajo (Figuras 15 a 19 y datos no mostrados), se consider6 un
escenario donde los genes pil para la biosintesis del T4P podrian ser afectados por
represion catabdlica por carbono. Por lo tanto, para testear esta hipotesis, se midié la
expresion de dos genes necesarios para el ensamblado y funcionalidad del T4P, pilD y
pilT, en medio liquido TY con y sin el agregado de glucosa. La eleccion de estos dos
genes para estudiar se basé en el hecho de que pilD se encuentra situado en el primer
lugar de un conjunto de genes destinados a la sintesis del T4P que posiblemente
conformarian un operén (Figura 9). Por otro lado, la eleccion de pilT radica en que este
gen se sabe necesario para el gliding, como lo desmostrara VVarga y colaboradores. Las
fusiones reporteras B-glucoronidasa pilD-gusA y pilT-gusA fueron introducidas
separadamente en las Cepa 13 (gangrena gaseosa) y SM101 mediante electroporacién
con los plasmidos ppilD-gusA, ppilT-gusA y pPilDgus-127, pEJZ2 respectivamente
(Tabla 2, Seccién 3.1.); luego de lo cual se ensayo la actividad B-glucuronidasa de las
fusiones mencionadas, como se detalla en las Secciones 3.5. y 3.6. En este estudio se
utilizé la cepa SM101 (intoxicacion alimentaria) como contrapartida, debido a que
produce un gliding con menor extencion que la Cepa 13 en placa de TYA; siendo
ademas considerada en el estudio de Varga, J. J. y colaboradores del 2006. No se
observo diferencias significativas en el crecimiento de las cepas llevando las fusiones
pil-gusA en medios con y sin glucosa adicionada (dato no mostrado), aunque el
rendimiento celular fue un poco superior en medio TY suplementado con glucosa que

en el no suplementado (dato no mostrado). Interesantemente, en presencia de 1 % de
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glucosa, hubo una dramaética reduccion de la actividad de los promotores de los genes

pilD y pilT en ambas cepas de C. pefringens analizadas (Figura 21).

pilT-gusA pilD-gusA
; i lalln
Glucosa - + o + o + - 4
< Glucosa | N Glucosa

Figura 21: La glucosa reprime la transcripcion de pilT y pilD en cepas de C. perfringens
productoras de la gangrena gaseosa y contaminacion de alimentos. Transcripcion de los
promotores de pilT (A) y pilD (B) medidos mediante el ensayo B-glucuronidasa de la Cepa 13y
SM101 llevando las fusiones reporteras transcripcionales pilT-gusA (A) y pilD-gusA (B). Las
cepas fueron crecidas en medio TY liquido con y sin la adicién de glucosa 1% como se indica
en la figura (+ o — respectivamente). La actividad B-glucuronidasa acumulada fue medida luego
de 30 h de crecimiento (Philippe, V. A. et al., 2006). Se muestra un resultado representativo de
tres experimentos independientes. En la parte inferior de la figura, se muestra el arreglo génico
de las regiones cromosomales de pilT (A) y pilD (B) en la Cepa 13 y SM101 de C. perfringens,

indicandose el efecto represivo de la glucosa sobre la transcripcion génica.

Los niveles de expresién de pilT se redujeron en un 60 % en la cepa causante de la
gangrena gaseosa Cepa 13, y en un 75 % en la cepa SM101 productora de
intoxicaciones alimentarias cuando estas cepas fueron crecidas en presencia de 1 % de
glucosa (Figura 21). Similarmente, una significativa reduccion de la expresion de pilD-
gusA se observé en los cultivos de la Cepa 13 (~80 % de reduccién) y SM101 (~75 %
de reduccién) cuando estas cepas fueron incubadas en medio con glucosa 1 % en

101



Resultados: Capitulo Primero. Méndez, 2013.

comparacion en comparacion con los niveles observados en ausencia de glucosa (Figura
21). Estos resultados demostraron que la glucosa regula negativamente la expresion de
los genes pilD y pilT en C. perfringens causante de la gangrena gaseosa.

Se decidio extender el estudio a otros genes implicados en la biosintesis del T4P,
tanto en la Cepa 13 como en la SM101. Esto se relizd a través de la determinacion
semicuantitativa de los niveles de mensajeros por RT-PCR de los genes pilAl, pilA2 y
pilT (Figura 22). Las celulas fueron crecidas en medio TY y TGY hasta fase
estacionaria de crecimiento (16h de incubacion a 37°C). Como control de las reacciones
de transcripcion reversa y PCR se uso el ARNr 16S. Como puede observarse en la
Figura 22, la cantidad de transcripto de los genes pilAl, pilA2 y pilT es mayor en medio
sin glucosa, con la excepcion de pilAl para el caso de la Cepa 13, cuya cantidad de

mensajero parece no ser disminuida por la presencia de glucosa en el medio de cultivo.

pilA1 pilA2 pilT
4
7
SM101 2,5
1 1 ’
+Glu +Glu +Glu
- - - ——
1
6
Cepa 13 2
epa 1 ;
+Glu +Glu +Glu

Figura 22: Medicién por RT-PCR de la expresion de genes para la biosintesis del pili Tipo IV en
C. perfringens. RT-PCR realizada sobre ARN total, extraido de células de cultivos en medios
TY con y sin glucosa 2 % (glu) adicionada, amplificado con cebadores especificos para los
transcriptos de los genes pilAl, pilA2 y pilT (Masayama, A. et al., 2006). EI ARN total fue
extraido en fase estacionaria de crecimiento (16 h). Los valores del eje Y corresponde a
intensidades relativas obtenidas con el programa GelPro (unidades arbitrarias) normalizados a
la intensidad de banda del control realizado con ARNr 16S. Se define como 1 (una) unidad a la
intensidad de la banda de amplificacién obtenida para cada ARNm en medio con glucosa

adicionada.
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Todo esto sugiere que el efecto inhibitorio de la regulacion catabdlica por carbono
sobre la movilidad tipo gliding tiene lugar, al menos en parte, a nivel de la expresion de
genes implicados en la biosintesis y funcionalidad del T4P.

4.5. Rol dual de la proteina reguladora CcpA en la movilidad gliding de C.
perfringens.

Como se detall6 en la introduccidn, la proteina de control por catabolito CcpA
(catabolite control protein) juega un papel crucial en bacterias Gram-positivas de bajo
contenido de G+C, interconectando el metabolismo del carbono con varias respuestas
celulares, tales como virulencia, formacion de esporas y desarrollo de biofilms (Stanley,
N. R et al., 2003; Warner, J. B. y Lolkema, 1., 2003; Shrout, J. D. et al., 2006). En C.
perfringens, CcpA es necesario para la eficiente esporulacién y expresion de la
enterotoxina (CPE), la cual es responsable por los sintomas observados en las
intoxicaciones alimentarias y en las diarreas tanto en humanos como animales (Varga, J.
J. et al., 2004). Se ha determinado recientemente que CcpA es también necesaria para
una eficiente formacion de biofilms en este patdgeno (Varga, J. J. et al., 2008). Debido
al efecto represor ejercido por la glucosa sobre los niveles de expresion de los genes pil
(Figuras 21 y 22), los cuales son esenciales para que C. perfringens se desplaze sobre
sustratos solidos (Varga, J. J. et al., 2006), se considero6 analizar si CcpA tiene un rol en
la represion catabolica por carbono de la movilidad de C. perfringens causante de la
infeccion necrotizante gangrena gaseosa. Para explorar esta posibilidad, se utiliz6 una
cepa mutante en ccpA (KO13, Tabla 2, Seccion 3.1.) para ensayar los fenotipos de
movilidad gliding y la actividad de los genes para el T4P (pilD y pilT). Las cepas
isogénicas de C. perfringens ccpA™ y ccpA fueron crecidas en presencia y ausencia de
glucosa. Cuando se analizo la capacidad de desplazarse mediante gliding en presencia
de 1y 2 % de glucosa, la cepa CcpA™ Cepa 13 fue incapaz de moverse a las dos
concentraciones de azucar, como ya se habia observado anteriormente, permaneciendo
en el lugar de inoculacion. En contraste, la mutante isogénica derivada KO13, deficiente
en la produccion de CcpA, incubada en las mismas placas fue capaz de retener mas del
50 % de su habilidad de moverse en 1 % de glucosa y mostrd un pequefio pero
perceptible nivel de movilidad gliding en placas TYA suplementadas con 2 % de
glucosa (Figura 23A). Bajo similares condiciones, no se observé movilidad tipo gliding
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en presencia de 1 % de glucosa cuando la mutante CcpA complementada con el
plasmido pIH100, el cual posee una copia funcional del gen ccpA (Tabla 2, Seccién 3.1.
y dato no mostrado). Lo observado sugiere que se necesita de CcpA funcional para la

represion catabdlica por carbono del gliding en C. perfringens.

A Cepa 13

CCpA™ CCpA” CCpA™

pilT-gusA pilD-gusA

Actividad p-glucuronidasa
(Unidades Miller)
n
3

m_ i
0 -

Glucosa - + + = + +

Genotipo ccpAJr ccpAJr CCpA” ccpA+ ccpAJr CCpA™

Figura 23: CcpA media la represion por catabolito de carbono del gliding en C. perfringens. A)
Fenotipos de movilidad gliding de la Cepa 13 (ccpA’) y su mutante isogénica derivada
deficiente en CcpA (KO13). El ensayo de movilidad se realizé como se detallo anteriormente.
Las fotografias fueron tomadas luego de 40 h de incubacién anaerdbica sobre placas de TYA
suplementadas o no con glucosa segun se detallé en la Seccion 3.4. B) Expresién de la
fusiones reporteras pilT-gusA y pilD-gusA en cultivos de las cepas de C. perfringens ccpA™ y su
mutante ccpA isogénica, KO13. Los cultivos se crecieron por 30 h en TY en ausencia (-) 0
presencia (+) de 1 % de glucosa. La actividad B-glucuronidasa acumulada fue medida luego de
30 h de crecimiento (Philippe, V. A. et al.,, 2006). Se muestra un set representativo de los

resultados obtenidos de cinco experimentos independientes.
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Para confirmar el rol de CcpA en la represion catabélica de la movilidad gliding de
C. perfringens, se compararon los niveles de expresion de pilT y pilD en cultivos
crecidos en TY con y sin glucosa 1 % de cepas de C. perfringens isogénicas que
expresan 0 no CcpA. Como se muestra en la Figura 23B, los cultivos deficientes en
CcpA, pero no los cultivos que expresan CcpA, mostraron una activa expresion de los
genes pilT y pilD en presencia de glucosa en un nivel similar al observado para los
cultivos de la cepa salvaje crecidos en ausencia de glucosa. Este fendmeno fue
corroborado cuando se realizo la determinacion semicuantitativa a través de RT-PCR de
los mensajeros para las genes pilAl, pilA2 y pilT. Como se observa en la Figura 24, en
la cepa mutante KO13 la glucosa no ejerce su accion represora sobre la expresion de
genes involucrados en la biosintesis del T4P. Colectivamente, estos resultados
demuestran que CcpA esta activamente involucrada en la represion catabolica por
carbono de la movilidad gliding de C. perfringens y que induce una regulacion negativa

de los genes para la biosintesis del T4P.

pilA1 pilA2 pilT
14 _ 1 - 1
0,84 -
KO13 Wt
(ccpA)
+Glu +Glu +Glu
- o - -

Figura 24: RT-PCR para los niveles de transcriptos de pilAl, pilA2 y pilT en la cepa mutante
ccpA. El ARN total fue extraido en fase estacionaria de crecimiento (16 h) en medios de cultivo
TY con y sin glucosa 2 % (glu) adicionada (Masayama, A. et al., 2006). Los valores del eje Y
corresponde a intensidades obtenidas con el programa GelPro (unidades arbitrarias)
normalizados a la intensidad de banda del control realizado con ARNr 16S. Se define como 1
(una) unidad a la intensidad de la banda de amplificacion obtenida para cada ARNm en medio

con glucosa adicionada.
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Una observacion intrigante fue que la habilidad moverse por gliding de la cepa de
C. perfringens KO13, deficiente en CcpA, crecida en ausencia de suplementacion con
azlcar presentd un retraso comparada con la Cepa 13 (ccpA™) (observar panel derecho,
sin agregado de glucosa, en la Figura 23A). Esta observacion puso de manifiesto un
requerimiento positivo independiente de la fuente de carbono adicional, e inesperado, de
CcpA para que se lleve a cabo una movilidad gliding completa en C. perfringens. Es
importante indicar que este pequefio, pero reproducible, efecto positivo de CcpA,
independiente del catabolito, sobre comportamientos sociales ha sido anteriormente
documentado durante la formacion de biofilms en B. subtilis (Stanley, N. R. et al.,
2003), y en el desarrollo de la espora y formacion de biofilm en C. perfringens (Varga,
J. J. etal., 2004; Varga, J. J. et al., 2008). En estas bacterias, la ausencia de la actividad
de CcpA se vio reflejada en un bajo nivel de produccién de biofilm y formacién de
esporas en comparacion con las habilidades de las cepas salvajes (CcpA™).

Se confirmé esta hipotesis (rol positivo de CcpA en la movilidad) cuantificando el
gliding desarrollado por la cepa ccpA™ (Cepa 13) y su mutante isogénica en ccpA
(KO13) sobre placas de TYA en ausencia de agregado de glucosa. Previamente, se
determind que la introduccion de la mutacion en ccpA en la Cepa 13 no afectd su
habilidad para crecer y ni el rendimiento celular final alcanzado en medio liquido TY
(Figura 25A). A diferencia de lo observado durante el crecimiento, donde los cultivos
de la cepa salvaje y la mutante deficiente en CcpA fueron iguales; se observo claras
diferencias en la velocidad y en la cinética de la movilidad gliding entre las cepas ccpA*
y ccpA. La movilidad gliding de la cepa mutante en ccpA mostr6 una velocidad menor
comparada con la velocidad de gliding de la cepa salvaje (Cepa 13), siendo de 250 um
h™y 670 um h™ para la cepa deficiente en CcpA y la CcpA*, respectivamente (Figura
25B). Esta diferencia en velocidad da como resultado que el gliding de la cepa ccpA
mutante alcance una menor extension que el de la cepa salvaje (Figura 23A, derecha y
Figura 25B). Esta observacion sugiere fuertemente un nuevo y superpuesto rol positivo
de CcpA sobre la eficacia de la movilidad tipo gliding de C. perfingens en ausencia de
suplementacion con azucar. Para confirmar esta conclusion, se midieron los niveles de
expresion de pilD y pilT (cuyos productos serian esenciales para la movilidad gliding
dependiente de T4P) en cultivos de C. perfringens salvaje (Cepa 13) y mutante en ccpA

(cepa KO13) crecidos en medio liquido TY sin suplementar con glucosa.

106



Resultados: Capitulo Primero. Méndez, 2013.

1,8 40
1,6 1 354
1,4 1 E 30 4
E 124 = 251
g M g 20 4
o 08 2 -
O 056 s
0.4 | 5 10
0.2 O 5
0 ; ; ; ;
0 5 10 15 200 25 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h) Tiempo (h)
© pilT-gusA pilD-gusA
o 450 o 450
_g @
_ =
= T = ;
58 400 53 400
= =
S = 3 = 350
= J 0
o L 350 4 =
1 T O
A @ &% 300 -
T Z T T
= ° 2
z 5 30 < 5 250 -
z= S =
45 o)
< 250 : : : 2 200 : : :
0 10 20 30 0 10 20 30
Tiempo (h) Tiempo (h)
B ccpAr

[ ] mutante ccpA

Figura 25: CcpA tiene un nuevo rol positivo independiente de catabolito en la movilidad gliding
de C. perfringens. (A) Curva de crecimiento de la Cepa 13 ccpA’ y su mutante ccpA isogénica,
KO13. Los dos cultivos se crecieron en TY a 37°C. Cuadrados negros, Cepa 13, cuadrados
blancos, cepa KO13. (B) Cinética de la movilidad gliding de la Cepa 13 (salvaje) y su mutante
isogénecia deficiente en CcpA KO13 (mutante ccpA) desarrollado en placas de TYA sin
suplememtacion con azucar. El gliding fue registrado como se describié anteriormente (Figura
20). Se graficaron los valores promedios obtenidos de cinco experimentos independientes. (C)
Requerimiento de la actividad de CcpA para la expresion completa de los genes pilT y pilD en
la Cepa 13 de C. perfringens creciendo en TY liquido sin suplementacion con glucosa. Se
muestra las actividades B-glucuronidasa obtenidas en cultivos del C. perfringens ccpA’ y
mutante en ccpA (Cepa 13 y KO13, respectivamente), llevando las fusiones pilT-gusA
(izquierda) y pilD-gusA (derecha). Los cuatro cultivos fueron crecidos en TY liquido sin la
adicién de glucosa; la actividad B-glucuronidasa acumulada fue medida a los tiempos indicados
en la figura (Philippe, V. A. et al., 2006). Los simbolos negros representan a la cepa salvaje
(con actividad CcpA) y los simbolos blancos a la cepa isogénica deficiente en CcpA. Se

muestra un set de cinco experimentos representativos independientes.
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Como se observa en la Figura 25C, hay una regulacion negativa de la expresion de
pilD y pilT en cultivos deficientes en la produccion de CcpA. Este rol positivo de CcpA
en la expresion de genes importantes en la biosintesis del T4P (Figura 25C) y en la
eficiencia del gliding social (Figura 23A y 25B ) en ausencia de agregado de azucar, y
su efecto opuesto (negativo) sobre el mismo comportamiento social (movilidad gliding)
bajo condiciones de represion catabdlica por carbono (Figura 23A, en presencia de
glucosa), sugieren un nuevo rol dual para CcpA en la regulacién de la movilidad tipo
gliding en el patdgeno causante de la gangrena gaseosa, C. perfingens (Figura 23).

Colectivamente se observo que la movilidad tipo gliding de C. perfringens
gangrenogénico, Cepa 13 (asi como en otras cepas patdgenas), es reprimida por glucosa
y otros azucares rapidamente metabolizables. Esto podria se debido, en parte, a una
inhibicién dependiente de CcpA (rol represor) de los genes para la biosintesis y
funcionalidad del pili tipo IV. Por otro lado, CcpA también mostro ser necesaria para un
eficiente gliding de C. perfringens, cumpliendo de esta manera un rol positivo en el

desarrollo de la movilidad sobre superficies solidas.
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5. Capitulo Segundo.

Los carbohidratos inhiben la
produccion de toxinas esenciales para
la iniciacion y establecimiento de la
gangrena gaseosa.
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A pesar de la importancia clinica y la relevancia sanitaria de la infeccidén por
gangrena gaseosa humana, nuestro conocimiento de las sefiales que afectan la
produccion de toxinas en el proceso de la gangrena gaseosa es escaso. Muchas bacterias
regulan la expresion de los genes de virulencia en respuesta a la densidad poblacional,
mediante un fenomeno producido como censado del quérum (QS, quorum sensing), y
sefiales medioambientales (Xavier, K. B. y Bassler, B. L., 2003; Lombardia, E. et al.,
2006; Gobbetti, M. et al., 2007). Estudios recientes han demostrado el rol clave de los
diferentes mecanismos de QS en la produccién de toxinas en la Cepa 13 de C.
perfringens causantes de gangrena gaseosa en humanos. (Shimizu, T., Yaguchi, H. et
al., 2002; Ohtani, K. et al., 2002; Okumura, K. et al., 2008; Cheung, J. K. et al., 2009;
Ohtani, K. et al., 2009). De forma intrigante, estos sistemas regulatorios de QS actlan
positivamente en la produccion de toxinas en C. perfringens mientras que la naturaleza
de posibles sefiales negativas permanece completamente desconocida.

Una red regulatoria global inexplorada que podria regular la homeostasis de la
produccion de toxinas relacionadas con la gangrena gaseosa es la disponibilidad de
carbono (Gorke, B. y Stilke, J., 2008). Efectivamente el azUcar y sustancias
relacionadas (por ejemplo melazas y miel) han sido usadas desde tiempos milenarios
para promover el sanado de heridas y prevenir infecciones (Forrest, R., 1982; Forrest,
R., 1982; Beading, L., 1997; Keith, J. F. y Knodel L., 1988; Cooper, R. et al., 2002;
Lisle, J., 2002). La explicacion del rol de los azucares en el tratamiento de heridas para
prevenir infecciones y acelerar el curado es complejo y tal vez imposible de reducir a un
simple mecanismo. En el capitulo anterior se demostré que los carbohidratos
rapidamente metabolizables como la glucosa, sacarosa y otros median la represion
catabolica por carbono, CCR, de la movilidad tipo gliding en C. perfringens, un
comportamiento social que tendria un significante rol durante la dispersion de la
gangrena a través de los tejidos. En C. difficile la glucosa, asi como otros carbohidratos
rapidamente metabolizables, reducen la expresion de los genes de las toxinas toxA y
toxB (Seccion 1.4.4.). Considerando que la produccion de toxinas, particularmente PLC
y PFO, es crucial para el desarrollo de la gangrena gaseosa por C. perfringens, se
decidié explorar la posibilidad de que los azlcares también puedan constituir una sefial
nutricional importante (CCR) que regulara la produccion de toxinas necesarias para el
establecimiento de la gangrena gaseosa en C. perfringens.
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5.1. La producciéon de toxina alfa y toxina theta es inhibida por la

presencia de azucares en C. perfringens.

Para determinar el efecto de la presencia de azlcar sobre la produccion de las
toxinas PLC y PFO. Primeramente se examind el efecto de diferentes concentraciones
de carbohidratos rapidamente metabolizables por C. perfringens Cepa 13 como la
sacarosa Yy glucosa en un rango desde 0,25 % a 3 %, (Shimizu, T. et al., 2002; Capitulo
primero). La sacarosa o la glucosa fue afadida al principio de cada experimento al
medio de cultivo TY, caldo que contiene concentraciones de azUcares libres menores a
0,1 % (Seccion 3.2.). Las actividades de PLC y PFO fueron medidas usando los
sobrenadantes filtrados de cultivos de la Cepa 13 suplementados o no con azlcar, a
diferentes tiempos durante el crecimiento. La habilidad de estos sobrenadantes de
degradar yema de huevo (actividad PLC) y de lisar glébulos rojos humanos (actividad
PFO) fue determinada como se describe en la Seccion 3.14. En la Figura 26 se muestra
que la produccion de PLC y PFO, medida titulando las actividades enzimaéticas, no
fueron significativamente afectadas por la adicion de 0,25 % de glucosa (Figura 26A y
26B) 0 0,25 % de sacarosa (Figura 26C y 26D) a cultivos de C. perfringens crecidos en
TY. Sin embargo, concentraciones de azucar superiores, en el rango de 0,5 % a 3 %,
producen una significante y reproducible regulacién negativa dosis dependiente de la
produccion de PLC y PFO a lo largo del ciclo de crecimiento de C. perfringens Cepa 13
(Figura 26). La produccion de PLC y PFO fue reducida en un 30 %, 50 % y 80 %
cuando C. perfringens Cepa 13 fue crecida en la presencia de 0,5 %, 1 % y 2 % de
glucosa (o sacarosa) respectivamente, en comparacion con los niveles de toxina
producida en ausencia de azucar (Figura 26). El ciclo de crecimiento no fue afectado
significativamente, siendo las velocidades de crecimiento de la Cepa 13 practicamente
iguales tanto en medio TY como en medio TY suplementado con glucosa o sacarosa

(dato no mostrado).
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Figura 26: Los azUcares regulan la produccion de PLC y PFO en C. perfringens. Respuestas
dosis dependientes de la actividad fosfolipasa de PLC (toxina alfa) (A y C) y actividad
hemolitica de PFO (toxina theta) (B y D) de sobrenadantes de cultivos de la Cepa 13 de C.
perfringens crecidos en TY con (simbolos blancos) o sin (simbolos negros) suplementacion con
glucosa (A y B) o sacarosa (C y D). Las concentraciones de azlcar ensayadas son las
siguientes: 0,25 % (cuadrado), 0,5 % (triangulo), 1 % (cruz), 2 % (rombo) y 3 % (circulo). Las
muestras fueron tomadas a los tiempos indicados y la reaccién enzimética fue llevada a cabo
como se menciona en la Seccién 3.14. (O'Brien, D. K. y Melville, S. B., 2004 y Fernandez-
Miyakawa, M. et al., 2007). La adicion de glucosa o sacarosa, a las diferentes concentraciones,
no afecto el crecimiento vegetativo mientras que el rendimiento celular final de los cultivos de la
Cepa 13 de C. perfringens en presencia de azlcar fueron escasamente superiores. Ty
representa el final de la fase de crecimiento exponencial. Se muestra un set de resultados

obtenidos de tres experimentos independientes.
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Para distinguir si los efectos observados sobre la produccién de las toxinas PLC y
PFO fue debido a la presencia del azlcar (regulacion por carbono) o la variacion de pH
(fermentacion del azdcar), se analizd el efecto de la glucosa y la sacarosa sobre la
produccién de las toxinas PLC y PFO en sobrenadantes libres de células derivados de
cultivos de C. perfringens crecidos en presencia de azlcar y diferentes concentraciones
de los buffer Tris-HCI o MOPS para regular el pH del medio de cultivo (Seccion
3.14.3.) (Philippe, V. A. et al., 2006). Bajo estas condiciones experimentales
(crecimiento en TY-Tris 0 TY-MOPS), la suplementacién con 2 % o 3 % de glucosa o
sacarosa produce esencialmente el mismo efecto de reduccién de las actividades de PLC
y PFO mostrados en la Figura 26 (datos no mostrados). Por lo tanto, los catabolitos de
carbono, y no el pH, regula la capacidad de C. perfringens Cepa 13 para producir las
toxinas PLC y PFO. Un resultado similar se obtuvo cuando la glucosa y la sacarosa fue
reemplazada por fructosa, otro carbohidrato rapidamente metabolizable (Stilke, J. y
Hillen, W., 2000; Gorke, B. y Stilke, J., 2008; Capitulo Primero), pero no cuando se
utilizaron carbohidratos complejos (datos no mostrados). Estos resultados demuestran la
regulacién por catabolito de carbono (azlcar) de las actividades de PLC y PFO en una

cepa de C. perfringens causante de gangrena gaseosa en humanos.

5.2. Laexpresion de los genes codificantes de las toxinas PLC y PFO es

reprimida por azucares.

Se analiz6 si la disminucién en las actividades fosfolipasa C y hemolitica debida a
PLC y PFO de los cultivos de C. perfringens crecidos en presencia de azlcares (glucosa
0 sacarosa) se debia a una represion transcripcional mediada por el carbohidrato
adicionado sobre la expresién de los genes de las toxinas (CCR). Para ello, se estudio la
expresion de plc y pfoA, codificantes para PLC y PFO respectivamente, en cultivos de
C. perfringens crecidos en presencia y ausencia de azUcares catabolitos, usando dos
estrategias. Primeramente, se construyeron fusiones reporteras transcripcionales del gen
sin promotor gusA, el cual codifica para la enzima B-glucuronidasa, a la regién
promotora de plc y pfoA (Seccion 3.5.). Las fusiones reporteras B-glucuronidasa plc-
gusA y pfoA-gusA fueron introducidas separadamente en la Cepa 13 de C. perfringens a

través de electroporacion con ADN (Seccion 3.9.) (Philippe, V. A. et al., 2006). Los
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cultivos de la Cepa 13 llevando plc-gusA y pfoA-gusA fueron crecidos separadamente en
medio TY con o sin suplementacién con azUcar, y las actividades B-glucuronidasa de
los reporteros fue ensayada como se describe en la Seccion 3.6. Para este andlisis se
escogio la concentracion de azucar del 2 % ya que produce un claro efecto inhibitorio
sobre la produccion de toxina (Figura 26) y ademas, esta concentracion de azlcar inhibe
completamente la movilidad tipo gliding dependiente de T4P de C. perfringens Cepa
13, como se describio en el Capitulo Primero. Interesantemente, en los cultivos de C.
perfringens Cepa 13 crecidos en presencia de glucosa adicionada (o sacarosa, dato no
mostrado), hubo una sustancial y reproducible regulacién negativa (dos a tres veces) de
las actividades de los promotores plc y pfoA durante todo el ciclo de crecimiento (Figura
27A 'y 27B, respectivamente). Este efecto observado de CCR sobre la expresion de los
genes relacionados con la gangrena gaseosa (Figura 27A y 27B) fue confirmado por
RT-PCR cualitativa especifica para los transcriptos (ARNm) de plc y pfoA obtenidos de
cultivos de la Cepa 13 de C. pefringens en presencia y en ausencia de suplementacién
con azUcar. Como se muestra en la Figura 27C, el agregado de glucosa al medio de
cultivo (o sacarosa, dato no mostrado) produce una significativa reduccion de ARNmpc
y ARNmMya (dos y cinco veces respectivamente). Estos resultados confirman que el
efecto inhibitorio producido por catabolitos carbonados sobre la generacion de toxinas
relacionadas con la gangrena gaseosa en C. perfringens histotdxico tiene lugar a nivel

transcripcional.
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Figura 27: Los azUcares producen represion por catabolito de carbono de la expresion de los
genes plc y pfoA en C. perfringens causante de gangrena gaseosa. (A y B) Actividad B-
glucuronidasa de los fusiones transcripcionales reporteras plc-gusA (A) y pfoA-gusA (B) en
cultivos de la Cepa 13 crecida en TY, con (triangulo negro) o sin (triangulo blanco) 2 % de
glucosa adicionada al medio de cultivo. A los tiempos indicados se tomaron muestras y se
procesaron para medir la actividad B-glucuronidasa. Resultados similares se obtuvieron cuando
la glucosa 2 % fue reemplazada por sacarosa 2 % (dato no mostrado). Un set representativo de
cinco experimentos independientes es mostrado. (C) RT-PCR semi-cuantitativa de ARNm para
plc y pfoA en presencia o ausencia de glucosa adicionada al caldo de cultivo. Los cultivos de
C. perfringens Cepa 13 fueron crecidos en TY con o sin la suplementacion de 2 % de glucosa
(indicado en la figura por el signo “mas” y el signo “menos” respectivamente). Las muestras
para la extraccion del ARN fueron tomadas al final de la fase de crecimiento exponencial (To) y
procesadas para la amplificacion por RT-PCR y posterior semi-cuantificacion (Masayama, A. et
al., 2006). Las cantidades relativas de los ARNms especificos detectados fueron normalizadas
a la intensidad de banda de amplificacibn de ARNr 16S determinada a partir del gel por
densitometria o6ptica (Seccion 3.17.3.). Un set representativo de cinco experimentos

independientes es mostrado.

115



Resultados: Capitulo Segundo. Méndez, 2013.

5.3. Larepresion por catabolito de carbono de la toxina alfa y la toxina

theta estéa bajo el control de CcpA en C. perfringens.

La proteina de control por catabolito de carbono, CcpA, juega un rol clave en las
bacterias Gram-positivas con bajo contenido de G+C conectando el metabolismo del
carbono con varias respuestas celulares (Gorke, B. y Stilke, J., 2008; Fujita Y., 2009).
Evidencia creciente sobre diversos patdgenos, incluyendo Streptococcos patogénicos
(Abranches, J. et al., 2008; Gorke, B. y Stiilke, J., 2008; Kinkel, T. L. y Mclver, K. S.,
2008), sugieren que CcpA juega un importante rol en la expresion de los genes
asociados a virulencia. En C. perfringens, CcpA regula la esporulacion, la produccion
de la enterotoxina CPE, la formacion de biofilm y, como se describe en el Capitulo
Primero, la movilidad tipo gliding (Varga, J. J., et al., 2004; Varga, J. J., et al., 2008;
Capitulo Primero). Considerando el efecto represivo observado sobre la expresion de los
genes plc y pfoA (Figura 27), se estudié si CcpA tenia un rol en la CCR mediada por
azlcares de la produccién de toxinas relacionadas con la gangrena gaseosa (PLC y
PFO) en C. perfringens. Para ello se compard las actividades y los niveles de expresion
de las toxinas PLC y PFO en cultivos de la Cepa 13, salvaje, y su mutante isogénica
ccpA derivada KO13 (Capitulo Primero), crecidas en presencia y ausencia de azlcar
afiadida. Como se esperaba, cuando la actividad PLC fue evaluada en la Cepa 13 la cual
expresa CcpA, cultivada en presencia de glucosa 2 % o sacarosa 2 %, se detectaron
bajos niveles de actividad PLC (Figura 28A, arriba). En contraste, la mutante en ccpA
KO13 retenia el 100 % de su actividad PLC en presencia de glucosa o sacarosa 2 %
(Figura 28A, abajo). Para confirmar si el rol de CcpA sobre la CCR mediada por azucar
de la toxina alfa (PLC) en C. perfringens se lleva a cabo a través de la regulacion de la
transcripcion génica, se compard los niveles de expresion del promotor plc. Para lo cual
se medio la actividad B-glucuronidasa de una fusion reportera transcripcinal plc-gusA en
cultivos de la cepa CcpA™ y en la cepa deficiente en CcpA (CcpA’) crecidas en medio
TY con o sin glucosa 2 % o sacarosa 2 %. Como puede observarse en la Figura 28B, en
los cultivos deficientes en CcpA (abajo), pero no en los que expresan CcpA (arriba), la
transcripcion de plc no fue inhibida por la adicién de glucosa o sacarosa al caldo de
cultivo. Este resultado fue confirmado a través de RT-PCR cualitativa, analizando los
niveles relativos de ARNmyc en la cultivos de C. perfringens deficientes en CcpA (cepa

KO13) crecidos en medio TY con suplementacion de azlcar. Se observd que no hay
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diferencia en los niveles relativos de ARNmy; tanto en cultivos con y sin azucar
adicionada (dato no mostrado).

Similarmente a PLC, no hubo una significante reduccion en la actividad PFO, o la
actividad B-glucuronidasa conducida por el promotor pfoA, en cultivos de C.
perfringens CcpA’ crecidos en presencia de azUcares adicionados (Figura 28C y 28D,
parte inferior), comparado con la regulacion negativa observada sobre la actividad y
expresion de PFO en cultivos de la cepa CcpA* de C. perfringens en las mismas
condiciones de crecimiento (Figura 28C y 28D, parte superior, respectivamente). Los
analisis por RT-PCR de los niveles relativos de ARNmga también confirman la
completa ausencia de regulacién sobre la expresion de pfoA en células de la cepa de C.
perfringens KO13 deficiente en CcpA (dato no mostrado). Ya que la Unica diferencia
entre la Cepa 13 y la cepa KO13 es la habilidad de producir una CcpA funcional
(Seccién 3.16. y Capitulo Primero), es posible concluir que CcpA es la principal, o
Unica, proteina regulatoria involucrada en la regulacién por catabolito de carbono
(CCR) mediada por azucar de la produccion de las toxinas PLC y PFO en C.
perfringens.

Un resultado inesperado pero no menos interesante fue, que en ausencia de
suplementacion con carbohidratos rapidamente metabolizables, los cultivos de C.
perfringens deficientes en CcpA (cepa KO13) mostraron un significante incremento en
las actividades de PLC y PFO, asi como una pronunciada induccion (tres a cinco veces)
de la expresién de plc y pfoA, comparado con la actividad y los niveles de expresion
PLC/PFO de cultivos isogénicos productores de CcpA (Cepa 13, salvaje), crecidos en
condiciones similares (comparar las barras sin suplementacion con azucar entre la Cepa
13 y la KO13 en la Figura 28). En concordancia con lo observado, como se muestra en
la Figura 29, hay una clara y reproducible regulacion positiva de la sintesis de los
ARNmMs especificos para plc y pfo (tres y cinco veces respectivamente) en la cepa
mutante ccpA KO13 comparado con los niveles de ARNmyc y ARNmMypa producidos
por la cepa salvaje isogénica Cepa 13, crecidas, ambas, bajo las mismas condiciones de

ausencia en suplementacion con azucar.
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Figura 29: CcpA juega un rol clave sobre la produccién de toxinas relacionadas con la
gangrena gaseosa en C. perfringens. RT-PCR semi-cuantitativo de los ARNms de plc y pfoA en
ausencia de azlcar afiadida. Los cultivos de C. perfringens Cepa 13 y KO13 capaz e incapaz
de sintetizar CcpA, respectivamente, fueron crecidos en TY sin el agregado de azlcar. Las
muestras para la extraccion de ARN fueron tomadas al final de la fase exponencial de
crecimiento (T,) para la amplificacién por RT-PCR y semi-cuantificacién (Masayama, A. et al.,
2006). La cantidad relativa de cada ARNm especifico producido fue normalizada a la intensidad
de la banda de amplificacién de ARNr 16S, determinada a partir de gel por densitometria 6ptica

(Seccién 3.17.3.). Se muestra un set representativo de tres experimentos independientes.
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6. Capitulo Tercero.

Regulacion de los genes de las toxinas
PLC, PFO y del T4P por CcpA en C.
perfringens.
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6.1. Regulacion de los genes plc y pfoA, codificantes de las
toxinas desencadenantes de la gangrena gaseosa.

En C. perfringens las principales toxinas implicadas en la patologia conocida como
gangrena gaseosa son PLC y PFO. La expresion de los genes plc y pfoA es regulada
positivamente por el sistema de dos componentes VirR/VirS (Ba-thein, W. et al., 1996;
Banu, S. et al., 2000; Shimizu, T. et al., 2002). En este sistema de dos componentes,
VirS en la proteina histidin quinasa sensora y VirR el regulador de respuesta. VirS se
autofosforila en un residuo de histidina luego de recibir un estimulo ambiental,
transfiriendo luego éste fosfato al regulador de respuesta VirR. Una vez que VirR es
activado por fosforilacién se une a las regiones promotoras de los genes en los cuales
regula su expresion. Del analisis del genoma completo de C. perfringens Cepa 13 se
encontré que solo cinco genes, incluyendo a pfoA y VR-RNA (Vrr), tienen sitios de
union para VirR en sus regiones promotoras (Figura 30) (Shimizu, T. et al., 2002). VR-
ARN es un ARN pequefio que regula la transcripcion de plc (Shimizu, T, Yaguchi, H. et
al., 2002). C. perfringens posee muchos genes que codifican para toxinas y enzimas con
la capacidad de degradar el tejido del hospedador, mientras que carece de muchos genes
relacionados con la sintesis de aminoacidos. Por lo tanto, cuando C. perfringens
produce una infeccion secretaria este arsenal de toxinas y enzimas degradadoras de
tejido con la finalidad de obtener aminoacidos necesarios para su supervivencia en el
nicho bioldgico del hospedador. De esto se desprende que el sistema VirR/VirS seria
muy importante para la activacién de la produccién de toxinas y la sobrevida de C.
perfringens cuando este patdgeno se encuentra dentro del hospedador infectado. Sin
embargo, hasta ahora no se ha determinado la naturaleza de la sefial que es sensada por
VirS y como este sistema de sefializacion activa efectivamente la produccion de toxinas
(Ohtani, K. et al., 2009).

Muchas bacterias regulan la expresion génica en respuesta a la densidad de la
poblacion celular, un fenémeno conocida como “sensado del quérum” (Fuqua, W, C. et
al.,, 1994). El sensado de quérum involucra la produccion de moléculas sefal
extracelulares denominadas autoinductores. En general, muchos autoinductores
conocidos en bacterias Gram-positivas son péptidos secretados que son procesados a
partir de péptidos mas largos. Estos autoinductores peptidicos funcionan como ligandos
para receptores histidin quinasa de los sistemas de dos componentes sensores (Fuqua,
W. C. et al., 1994). En bacterias Gram-negativas, las N-acetilhomoserina lactonas
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(AHLs) son autoinductores bien caracterizados (Miller, M. B. y Bassler, B. L., 2001).
Estas moléculas difunden libremente dentro y fuera de las células e interaccionan
directamente con proteinas reguladoras intracelulares. Cuando la concentracion
intracelular de AHL alcanza cierto umbral, AHL puede regular eficientemente la
expresion de muchos genes. Existe otro autoinductor, denominado autoinductor 2 (Al-
2) (Xavier, K. B. y Bassler, B. L., 2003) el cual es producido por el producto del gen
luxS. Se han encontrado homoélogos altamente conservados de luxS tanto en bacterias
Gram-positivas como Gram-negativas. Este sistema de sefializacion dependiente de Al-
2 juega un importante rol en la regulacion de factores de virulencia y durante la
formacion biofilms en distintas bacterias patogénicas (Xavier, K. B. y Bassler, B. L.,
2003; Carter, G. P. et al., 2005; Waters, C. M. y Bassler, B. L., 2005; Gobbetti, M. et
al., 2007).

En C. perfringens se ha sugerido la existencia de sefializacion célula-célula
involucrada en la activacion de la produccién de toxinas (Higashi, Y. et al., 1973).
Cuando dos cepas no productoras de toxinas fueron estriadas juntas en una placa de
agar-sangre una de las cepas recupero la capacidad de producir toxinas en el punto de
contacto entre ambas (Higashi, Y. et al., 1973; Imagawa, T. et al., 1981). Estas
observaciones soportan el modelo de la existencia de una sefial difusible (llamada
sustancia A) que estimula la produccion de toxina en las células circundantes. Varios
afios después, en el afio 2002, Ohtani y colaboradores, reportaron la existencia de una
sefializacion intercelular mediada por el producto de luxS, concluyéndose que la sefial
producida regulaba la transcripcion de los genes de las toxinas. Sin embargo, la cepa
mutante en luxS continta produciendo toxinas; por lo tanto, se establecié que el sistema
de sefializacion mediado por luxS seria diferente del mediado por la sustancia A,
habiendo entonces un sistema sistema diferente de sefializacion célula-célula en C.
perfringens (Figura 30) (Ohtani, K. et al., 2002).

En las bacterias Gram-positivas, un péptido secretado regula la expresion génica en
una manera de sensado de quérum como se describio anteriormente (Novick, R. P. y
Muir, T. W., 1999). En el caso de Staphylococcus aureus, el propeptido autoinductor
(AIP) actua como una sefial que estimula la expresion génica. Este péptido contiene un
anillo tiolactona intramolecular. EI gen agrD es el gen que codifica para AIP y AgrB es
la proteina que es requerida para la modificacion del propéptido AgrD. En el genoma de
S. aureus, los genes para el sistema de dos componentes que sensan este AIP, argA y
argC, se encuentran junto a agrBD. AgrA es el regulador de respuesta y AgrC es la
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histidin quinasa sensora. El AIP sintetizado por AgrD es secretado y acumulado en el
sobrenadante. Una vez que AIP alcanza una concentracion determinada, AIP activa su
receptor, AgrC, la cual activa AgrA por fosforilacion. Finalmente AgrA activa la
transcripcion de un ARN regulatorio, ARN 11, el cual regula la expresion de distintos
genes de virulencia de S. aureus (Novick, R. P. y Muir, T. W., 1999; Muir, T. W., 2003;
George, E. A. y Muir T. W., 2007). Este sistema de sefializacion estid altamente
conservado entre muchas bacterias Gram-positivas (Nakayama, J. et al., 2003; Lyon, G.
J. y Novick, R. P., 2004; Rieu, A. et al., 2007).

Clostridium perfringens

| @
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Figura 30: Regulacion de las toxinas PLC y PFO en C. perfringens Cepa 13. La expresion de
plc es regulada positivamente por VirR/S a través de Vrr (VR-RNA) y por VirX. pfoA es activado
por VirR/S directamente y por el ARN regulatorio VirU, siendo reprimida su transcripcion por
VirT (dependiente de VirR/S). La expresion de plc y pfoA dependen del sistema AgrB/D
mediado por un péptido corto de posible secuencia TSACLWFT, que seria sensado por el
sistema VIirR/S (Ohtani et al, 2009). El autoinductor tipo 2 (Al-2) también modularia la

produccion de toxinas por una via desconocida (Ohtani, K. et al., 2002).
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En un trabajo reciente (Ohtani, K. et al., 2009) se identifico el sistema agrBD en C.
perfringens (agrBDcp) que es homologo al par génico agrBD de S. aureus (agrBDs,). El
analisis genetico funcional reveldo que agrBDc, esta involucrado en la regulacion
positiva de los genes para la alfa-, theta-, y kappa-toxinas (PLC, PFO y colagenasa,
respectivamente; Tabla 1, Seccion 1.4.) a través de un mecanismo de sefalizacion
célula-célula que involucraria al sistema de dos componentes VirR/VirS (Figura 30)
(Ohtani, K. et al., 2009).

6.1.1. Regulacion de la produccién de PFO por catabolito de
carbono.

El gen codificante de la toxina PFO se encuentra, en C. perfringens, bajo el control
directo del sistema VirR/S (Cheung, J. y Rood, J., 2000; Okumura, K. et al., 2008),
siendo ademas regulado positivamente por el ARN regulador VirU, el cual a su vez es
activado por VirR. Paralelamente, pfoA, es reprimido por otro ARN regulador, VirT;
cuya expresion es también regulada por el sistema de dos componentes VirR/S (Figura
30). El promotor de pfoA posee sitios de union para VirR activado por fosforilacion
dependiente de VirS (Figura 30) (Cheung, J. y Rood, J., 2000; Okumura, K. et al.,
2008). Se determin6 ademas que la transcripcion de pfoA no depende del gen corriente
arriba denominado pfoR, ya que la mutacion del mismo no afecta los niveles de PFO
determinados por ensayo hemolitico (Awad, M. y Rood, J., 2002).

Considerando entonces la dependencia de la expresion de pfoA del sistema VirR/S,
de VirU y VirT, se desidio analizar si la CCR observada sobre PFO dependiente de
CcpA era directa o si dependia de alguno de estos tres reguladores. Siendo que CcpA
modula la transcipcion de sus genes blanco a través de la union a secuencias de ADN
conocidas como CRE (Seccion 1.3.), se estudid si estas secuencias CRE estaban
presentes en las regiones promotoras de pfoA, virR, virU y virT (programa DNAMAN,
Seccion 3.17.). Primeramente se procedio a explorar las secuencias consenso CRE
reportadas hasta la fecha en Firmicutes. En la Tabla 5 se muestra las secuencias

consenso CRE para B. subtilis y C. difficile.
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Tabla 5: Secuencias CRE reportadas en la bibliografia y secuencias halladas por

andlisis informatico en C. perfringens Cepa 13.

Microorganismo Secuencia consenso reportadas Referencia

B. subtilis W W T N A AR C N WWWUZC A WW W:AoT Abdou, 2008

B. subtilis W T N A ANC N W W N C A Y:CoT Fujita, 2009

B. subtilis W T A A AR C Y T T W N N R:AoG Fujita, 2009

B. subtilis W T N N AR C N W WWC A W N:AT,CoG Antunes, 2012

C. difficile R R A A A AN T T T T € W W Antunes, 2012

B. subtilis W TEKEN A AN C EAEN W N N cC w Crooke, 2013
Microorganismo Secuencias CRE Gen Regulacién Posicion (i)
C. difficile G A A A AAG AT T T C T A virS No (a) 92

C. difficile A A A A A AA T T T T € A T nankE No (a) -72

C. difficile G A A AAAT T T T A C A A prdA Activacion (a) -293

C. cellulolyticum T G T TACGC T T T ATATT cipC Represion (b)  -55 (-248)
C. acetobutylicum T TAAAC A A A A CA lacR Represion (c) -1
Staphylococcus aureus T T AAAG C T T A CA pckA Represion (d) -36
Staphylococcus aureus T T AAGSG T T T T C A rocD Represion (d) -143
Staphylococcus aureus AT TAATC T A T A C A Idh1 No (e)

B. subtilis A A A A G C C AT A CA ccpB Represion (h) -100

B. subtilis T G A A AAC cC T T T C A siglL Represion (h) +572

B. subtilis TTGAAAT A AT CGT T cydA Represion (h) -215

B. subtilis T A A A G C Cc T T TAT acoR Represion (f) -27

B. subtilis T A A AAC cC T T TAT acuA Represion (f) -26

B. subtilis T TAAGC T T T T A A gmuB Represion (f) +6

B. subtilis T TAAAGSC cC T T T C A yvfK Represion (f) +5

B. subtilis T A AAAC C T T A AC levD Represion (f) -45

B. subtilis T A AAGC T T T TAG mleN Represion (f) +21
Microorganismo Secuencias CRE posibles Gen Regulacion Posicion (i)
C. perfringensCepal3 A A ' T E A AAAT T T T A CT T pfoA Represion (g) +169 (-131)
C. perfringens Cepa 13 T GTTAATC T T A T C A A plc Represion (g)  +14 (-53)
C perfringensCepa13 T T T A A A AlcC AT CCAGT T virX nd <450
CperfringensCepa13 A T TERA A A A cflT T 7 6 T A G A virT nd 27

C. perfringensCepal3 T A T T A T A C|C H AT T CG T T T virl nd +114

C. perfringens Cepa 13 T GATATCAC E c c T TTTT virl nd -92

C. perfringens Cepa 13 G A A ATAC AT A CA T C pilT Represion (g) +207

C. perfringens Cepa 13 T A AT TAC AT A C C C A pilD Represion (g) +343

C. perfringens Cepa 13 T G A AAAA T T T TTOCT pilB Represion (g) +245

C. perfringens Cepa 13 T G AT A A A T T T TAA AT CPE1563 nd +31

En negro se marca a los nucleétidos de guanina (G) altamente conservados en la secuencias CRE de distintos
microorganismo y en las secuencias consenso obtenidas de andlisis de secuencias. En gris se muestran los
nucleétidos conservados en menor extencion entre las distintas secuencias reportadas y halladas en este trabajo, pero
que son considerados como conservadas en las secuencias consenso CRE.

(@) Antunes, 2012.

(b) Abdou, 2008.

(¢) Yu, 2007.

(d) Li, 2010.

(e) Crooke, 2013.

(f) Marciniak, 2012.

(g) Este trabajo.

(h) Fuijita, 2009.

(i) Posicién contada desde el sitio de inicio de la transcripcién o desde el primer nucleétido del codén de inicio
(nimero en negrita) hasta la G conservada central de la secuencia CRE.

nd, no determinado.
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Las cajas CRE son pseudo-palindromes altamente degenerados con nucleétidos
altamente conservados (Miwa, Y. et al., 2000; Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y., 2009,
Antunes, A. et al., 2012; Marciniak, B. et al., 2012; Crooke, A. K. et al., 2013). Se
observa que en las secuencias consenso CRE reportadas para B. subtilis y C. difficile,
existen dos guaninas (G) conservadas, una hacia el extremo 5’ y otra central (en negro,
Tabla 5). Para el caso de las secuencias consenso de B. subtilis (CREgs) ademas, estan
altamente conservados: una timina (T) 5’ de la G conservada 5°, una citosina (C) 5’ de
la G central y una C en el extremo 3’ (en gris, Tabla 5). Para el caso de la secuencias
consenso de C. difficile (CREcp) ademas de las G conservadas, se mantiene la C del
extremo 3’ (en gris, Tabla 5). A pesar de lo mencionado CREcp tiene un limitada
similaridad a CREgs. Estas diferencias podrian explicarse por el hecho de que el
dominio hélice-curva-hélice (hélix-turn-helix, HTH) de CcpA de C. difficile tiene una
homologia de solo el 47% comporado con el de B. subtilis (Antunes, A. et al., 2012). Se
muestra en la Tabla 5 que para el caso de B. subtilis, asi como para otros Firmicutes: C.
acetobutylicum, C. cellulolyticum, C. difficile y Staphylococcus aureus, existen
secuenicas regulatorias CRE que no poseen algunos de los nucledtidos conservados; si
bien la G central se conserva en todas las secuencias analizadas. La posicion en la que
se encuentran las secuencias CRE es variable en los distintos genes y se ha reportado
que las diferentes secuencias tienen distinta afinidad por CcpA en el caso B. subtilis
(Marciniak, B. et al., 2012).

Cuando se analizé la regién promotora de pfoA, se encontrd una secuencia posible
CRE (ATGAAAATGTTTACTT) ubicada 169 pares de bases corriente abajo del sitio
de inicio de la transcripcion (Tabla 5 y Figura 31). La cual difiere de la secuencia
consenso CREcp en las bases subrayadas y de la secuencia CREgs en la base T en
itdlica (T en lugar de G, ver Tabla 5). Antunes y colaboradores (2012) mencionan el
hallazgo de una secuencia tipo CREcp en la region regulatoria de pfoA de C.
perfringens, si bien no detallan la secuencia (Antunes, A et al., 2012). Si se analiza la
ubicacion de esta posible secuencia CRE, se puede concluir que de unir CcpA, este
regulador estaria inhibiendo la expresion de pfoA debido a que se ubica entre el sitio de
inicio de la transcripcion y delante del codén de inicio de la traduccién (ATG, -131,
Tabla 5 y Figura 31).

Se estudio también las regiones promotoras de los genes virR, virU y virT, ya que
los productos de estos genes regulan la actividad de pfoA. Para el caso de virU, se

encontrd solo una secuencia con similaridad a consensos CRE ubicada en la posicion
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114 a partir del sitio de inicio de la transcripcidn. Se encuentra dentro de la region
codificante como es el caso de la secuencia CRE de sigL de B. subtilis (Tabla 5). Posee
la secuencia ATTATACCGATTCGTT la cual discrepa de las secuencias consenso por
no poseer la G conservada en el extremo 5’ y la C conservada del extremo 3’ (se
subraya el core CG conservado en B. subtilis). Sin embargo, si consideramos el caso de
cydA de B. subtilis (Tabla 5), la secuencia CRE reguladora solo posse conservada la G
central y posee el arreglo CG a 3 bases a la derecha de la G conservada como se observa
para el caso de CRE,y (Tabla 5 y Figura 31). virU podria estar regulado por CcpA a
través de un bloqueo de la transcripcion una vez iniciada (Figura 31) (Choi, S. K. y
Saier, M. H., 2005). virT presenta la secuencia TTGAAAACGTTTGTAGA (Tabla 5),
la cual presenta las regiones mas conservadas TG 5’ y CG central (subrayadas)
encontradas en CREgs, pero no presenta la C 3’ conservada; sin embargo, hay
secuencias CRE que no poseen esta C, como ser la de los genes: acoR, acuA, gmuB,
levD y mleN de B. subtilis, y cipC de C. cellulolyticum. Esta secuencia se posiciona en
la region regulatoria de virT solapandose en su extremo 5’ con la secuencia -35 del gen
(Figura 31). De lo expuesto es provable que virT sea regulado por CcpA, y la regulacion
seria negativa por la ubicacién de la secuencia CRE. virR no present6 secuencia similar
a las consenso CRE utilizadas para el estudio (Tabla 5).

La regulacion de PFO por CcpA seria entonces directa a través de inhibicion de la
expresion de pfoA e indirecta actuando, posiblemente, sobre la transcripcion de virT y
virU. VirU es un ARN activador de pfoA, por lo que la represion de virU por CcpA (en
CCR) disminuiria la expresion de pfoA (Capitulo Segundo). Por otro lado, VirT es un
regulador negativo de pfoA, por lo que la represion de VirT por CcpA tenderia a
aumentar la transcripcién de pfoA. Sin embargo, como pfoA es directamente inhibido
por CcpA e indirectamente a través de VirU, en presencia de glucosa u otra fuente de
carbono rapidamente metabolizable, la expresion de PFO seria disminuida, explicando
el efecto observado en condiciones de CCR y descripto en el Capitulo Segundo. Este
escenario cambia en el caso de la mutante en CcpA (KO13), la cual expresa una mayor
cantidad de toxina PFO aun en presencia de glucosa comparado con la cepa salvaje
(Cepa 13) (Capitulo Segundo). Esto podria explicarse suponiendo que CcpA podria
unirse debilmente a las secuencias tipo CRE aun en su forma inactiva, en ausencia de
azucares. En la cepa KO13, al no estar CcpA, pfoA y virU (activador de pfoA) no serian
influenciados negativamente por una union “inespecifica” de CcpA, lo que podria

explicar el aumento de la expresion de pfoA. Por otro lado, en la mutante ccpA KO13
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virT aumentaria su expresion al no estar presente CcpA, lo que plantearia una
incongruencia ya que VirT regula negativamente a pfoA. Sin embargo, no se puede
concluir sobre la actividad del sistema VirR/S en condiciones de CCR en la cepa salvaje
y que ocurre con este sistema en la cepa mutante en CcpA tanto en CCR como en

ausencia de la misma.

pfoA

GAAAAAAATTTAGTGGATTCAAATTCCATAAATGGAACTCATATTATAATTGGAATCCCAGTTATTCACGATT

ATATTAAGTGAATATTTTCTGAACTGAATTTTAACTTTAGAGAGAGTTTAGGGAAAAGAAAAAATTAGAGTTT
ATTTAAGCTATGTTTACTCAAAAAATAATGTTCTTAAGATAACCTTAACTCTTAAGATTTACTAAAAAGTTAA
ATGAAAATGTTTACTTGAAGTTCAAAATAATAAGTCTTTTAAACCCTATTAAGTTTTTAAAGTTTAAAAGCAG
TATAAAGTTTTTAGGATTTATGAGCTTAATAAATGAGGGGAAAATTAAAARAAGGGGGATTTATATTATGATA

viru

ATATTTAATAACCTTAAAGAAAAGGAGCTTTGATATGAAAGACGAAAATATTAATATAAAATACCAAAATAAA
+1

GTTAATTTAATTTTTATCATATTAGTAACAATATCATTTTTATTATACCGATTCGTTTTTGATAGAAATGGTA

ATCTATTATCCTTAAACTACATATTAATATATTTTGTAGTT

virT

TATTTAAAACATATATGATT

+1

Figura 31: Secuencia de las regiones promotoras de los genes pfoA, virU y virT de C.
perfringens Cepa 13 (gangrena gaseosa). Con una linea ondulada y en negrita se indican las
secuencias tipo CRE identificadas por andlisis de secuencia con el programa DNAMAN. En
negrita y con lineas de puntos se marca las cajas para la union de VirR. Con recuadros se
muestran los sitios -35 y -10. En mayor tamafio y negrita se resalta el nucleétido +1
correspondiente al sitio de inicio de la transcripcion. Para pfoA se sefiala subrayado el sitio de

union a ribosoma (RBS) y el coddn de inicio de la traduccion ATG (en gris).
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6.1.2. Regulacion de la expresion de plc por CcpA.

El gen plc es regulado por el sistema VirR/S a travez de Vrr y de manera
independiente de VirR/S mediante VirX (Figura 30). Debido a que la represion de plc
por fuentes de carbono rapidamente metabolizables depende de CcpA, se realizé una
bdsqueda de secuencias tipo CRE en las regiones promotoras de los genes: plc, vrr y
virX (virR no presenta secuencia tipo CRE, ver Seccion anterior). Se procedio de igual
manera que para el caso de la perfringolisina O (Seccién 6.1.1). plc presenta en su
region promotora, en la posicion 14 a partir del sitio de inicio de la transcripcion, una
secuencia similar a CRE (TGTTAATCGTTATCA) (Tabla 5 y Figura 32). Conserva la
CG central y C 3’ (subrayadas) comparado con las secuencias consenso CRE reportadas
(Tabla 5), ademas presenta porciones palindrémicas en su secuencia (Figura 32,
flechas). Sin embargo, no posee la G conservada en la posicion consenso en el extremo
5’(corrida una base a la izquierda). Los genes yviK y cydA de B. subtilis que son
reprimidos por CcpA tienen secuencias CRE regulatorias (TTAAAGCGCTTTCA vy
TTGAAATGAATCGTT, respectivamente) que también carecen de la G 5’conservada
en la posicién consenso, mostrado en italica en las secuencias (se subraya nucleétidos
conservados) (Marciniak, B. et al.,, 2012). Considerando la posicion en la regién
promotora y el grado de similitud de esta secuencia CRE propuesta con las reportadas
en la bibliografia (Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y., 2009, Antunes, A. et al., 2012;
Marciniak, B. et al., 2012; Crooke, A. K. et al., 2013), seria posible que plc fuera
regulado por CcpA. El gen vrr no presentd secuencia consenso CRE que pueda
evidenciarse empleando los consensos conocidos. En el caso de virX, este muestra una
secuencia tipo CRE (TTGAAAACGATCCAGTT), la cual cumple con el consenso
propuesto por Crooke y colaboradores (2013) a excepcion de los nucledtidos en itélica
los cuales deberian ser CT o CA en lugar de AG (Tabla 5); subrayado se indica las
bases conservadas. Esta secuencia se encuentra dentro de la region codificante de virX a
mas de 50 pares de base del sitio de inicio de la transcripcion. VirX regula varios genes
de toxinas incluyendo plc, podria ser factible que sea regulado por CcpA a partir de la
secuencia CRE propuesta (Tabla 5) u otra no identificada. De ser posible, plc también
seria reprimida por CcpA de manera indirecta, al ser inihibido VirX. Por lo tanto, la
represion catabolica por carbono de PLC podria deberse a la inhibicién de la expresion
de plc por CcpA (Figura 32) de forma directa 0 mediada por la inhibicion de virX, de

acuerdo con las secuencias posibles CRE halladas.
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plc
TTAAATTAAAAAACAAGATTTAACTTATTATAGCACTAATAATTGTAAATTTTCATATTAAAAATAAGTTTAA

CAATTTAGAGTGGGTAAGGTTAGATGTGTTTAATTGAAATTTGAATTGTATTCAAAAATATTTTAAAAAATAT

TCAAAAATTTAGTGAGGTTATGGTAATTATATGETATAAT TTCAGTGCAAGTGTTAATCGTTATCAAAAAAGG

" 3T <«

GGAGATTAATACTTGAAAAAAAATAACGGGGGATATAAAAATGAAAAGAAAGATTTGTAAG

Figura 32: Region promotora de plc de C. perfringens Cepa 13. Con una linea ondulada y en
negrita se indica la secuencia tipo CRE identificada por andlisis de secuencia con el programa
DNAMAN. Con recuadros se muestran los sitios -35 y -10. En mayor tamafio y en negrita se
resalta el nucledtido +1 correspondiente al sitio de inicio de la transcripcion. Se sefiala
subrayado el sitio de unién a ribosoma (RBS) y el coddn de inicio de la traduccién ATG (en

gris). Con flechas se marcan las regiones palindromicas.

6.1.3. Control por CcpA de reguladores globales de Ila
produccion de toxinas dependientes de l|la densidad
celular en C. perfringens.

Los sistemas de sensado de la densidad celular mediados por la acumulacién de
péptido regulatorio (secuencia amioacidica madura deducida TSACLWFT) y Al-2,
dependiente de los productos de los genes agrBD y luxS, respectivamente, son
importantes para la produccién de las toxinas PLC y PFO en C. perfringens (Ohtani, K.
et al., 2002; Ohtani, K. et al., 2009). Se estudié entonces si estos sistemas podrian ser
regulados por CcpA y de esta manera mediar el efecto represor de los azlcares sobre la
expresion de los genes plc y pfoA. Para ello se realizo la basqueda de secuencia tipo
CRE (Tabla 5) en las regiones génicas que contienen a agrB, agrD y luxS en C.
perfringens Cepa 13. De este andlisis surgid la secuencia TGGATAAAGTTTTAAT
(subrayado se muestra las G conservadas), la cual es similar al consenso CRE reportado
para C. difficile con la discrepancia de que carece de la C en el extremo 3’ y donde
deberia haber una adenina (A) hay una timina (T), mostrado en italica en la secuencia
anterior (Tabla 5). Esta posible CRE se encuentra al inicio del gen CPE1563, cuyo
promotor dirige la expresion de agrB y agrD. La union de CcpA afectaria la

transcripcion del operon CPE1563-CPE1562-agrB-agrD, ya que la secuencia tipo CRE
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se encuentra a 31 pares de bases del sitio de inicio de la traduccién de CPE1563,
interfiriendo con el avance de ARN polimerasa y evitando la expresion completa del
operdn (Choi, S. K. y Saier, M. H., 2005). De esta manera CcpA podria mediar la
represion de plc y pfoA mediante la inhibicion del sistema AgrBD (Ohtani, K. et al.,
2009). Para el caso de LuxS no se encontraron secuencias tipo CRE que pudieran
sugerir una regulacién directa de luxS o del operén que contiene a este gen (Seccion
1.4.3., Figura 10).

6.2. Regulacion de los genes para la biosintesis del T4P.

Tanto la biosintesis como la funcionalidad del pili tipo IV es altamente y
complejamente regulada en los diversos microorganismos que utilizan este pili. En el
caso de P. aeruginosa, asi como en el de muchos otras bacterias que expresan T4P, la
trancripcion de la principal pilina, PilA, es finamente controlada por un clasico sistema
de dos componentes, dependiente del factor sigma alternativo RpoN (%), PilS/PilR.
PilS es una proteina con un dominio transembrana que se encuentra localizada en ambos
polos de la célula. La autofosforilacion de PilS y la posterior fosforilacion del regulador
de respuesta PilR aumentan la transcripcién de pilA (Figura 33A). La sefial sensada por
PilS no ha sido determinada de manera inequiboca, pero podria ser la misma PilA. Esto
se deduce de experimentos donde se modifica la concentracion de PilA en la membrana
interna. En una mutante en PilB, PilA se acumula debido a que no puede polimerizarse,
observandose una reduccion en la transcripcién de pilA. En una cepa mutante en PilT,
donde las reservas de PilA son agotadas ya que no hay despolimerizacion que se oponga
a la accion de PilB, la expresion de pilA es activada. La habilidad de PilS de responder a
los cambios en los niveles de PilA, podria deberse a su capacidad de interaccionar
directamente con PilA. Esta interaccion proteina-proteina se daria entre la region
hidrofébica N-terminal muy conservada embebida en la membrana de PilA y los
segmentos transmembrana de PilS. Esta hipotesis se sustenta en el hecho de que
idénticas proteinas PilS de cepas divergentes de P. aeruginosa, controlan pilinas con
extremos C-terminales muy diferentes. Los genes pilS y pilR se encuentran dentro de un
locus que comprenden un gran numero de genes pil (Figura 34). Por otro lado, la
movilidad tipo twitching dependiente de T4P es también controlada por un sistema

atipico de sensor-regulador FimS/AlgR. FimS seria la quinasa sensora, pero carece de
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dominio de autofosforilacion, y AlgR seria el regulador de respuesta. FimS (AlgZ) y
AlgR no afectan la expresion de PilA, pero estarian regulando en algin punto la
funcionalidad del pili ya que tanto una mutante en FimS como en AlgR carecen de T4P
extracelular (Figura 33A). La fosforilacion de AlgR conduce a la activacion directa del
operon fimU-pilVWXY1Y2E, el cual es necesario para el ensamblado y la exportacion de
un T4P funcional (Figura 34) (Belete, B. et al., 2008). El factor sigma alternativo AlgU
(6%%) que controla la sintesis de alginato, también modula la movilidad tipo twitching
indirectamente. AlgU regula la expresion de la lectina LecB, la cual es requerida para la
expresion de PilJ (Figura 34), y PilJ controla la biogénesis del pili. FimS parece ser
incapaz de autofosforilarse debido a que no cuenta con un dominio de autofosforilacion,
por lo que podria ser fosforilada por una via de sefializacién superior, o podria ser que
su funcion sea desfosforilar a AlgR, el cual seria fosforilado por otra via (Mattick, J. S.,
2002; Burrows, L. L., 2012). Si bien la regulacion directa de la transcripcion de la
principal pilina es un hecho relativamente esperable que controlaria la sintesis del T4P,
la regulacién del ensamblado es mucho méas compleja, comprendiendo un gran nimero
de componentes. En investigaciones tempranas sobre la biosintesis del pili en P.
aeruginosa, se identifico un sistema quimiotéctico especifico para el T4P (Pil-Chp)
compuesto por proteinas que compartian similitudes con aquellas del sistema
quimiotactico flagelar de E. coli. Aunque el sistema Pil-Chp tiene homdlogos
identificables a muchas proteinas Che, el mecanismo de extencion-retraccion del motor
del pili es claramente diferente del motor rotacional del flagelo. El sistema Pil-Chp tiene
solo una proteina quimiotactica aceptora de metilos (metil-accepting chemotaxis
protein, MCP), PilJ (Figura 34), localizada en ambos polos celulares. Pill es un
homologo de CheW y ChpA (PilL) es uno de los més complejos homélogos de CheA
hasta la actualidad descriptos, conteniendo un dominio histidin quinasa, 8 posibles sitios
de fosfotransferencia (His, Ser y Thr) y un dominio receptor tipo CheY en su extremo
C-terminal. Hay dos reguladores tipo CheY, PilG y PilH, pero no hay homdlogo a
CheZ. pilK y chpB codificarian homologos de CheR y CheB, respectivamente. ChpC
seria un segundo homélogo de CheW que podria unir otras MCPs a ChpA (Figura 34)
(Whitchurck, C. B. et al., 2004). Similares sistemas quimiotacticos pueden ser
identificados en muchas otras bacterias del suelo, agua y asociadas a plantas que tienen
T4P, tal como Myxococcus, Xylella, Xanthomonas y Ralstonia, Sin embargo, no todas
las bacterias que expresan pili tipo IV codifican para este sistema. Patdgenos como

Neisseria, Legionella y Vibrio carecen de sistemas Pil-Chp. Un modelo propone que
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ChpA actuaria fosforilando a PilG y/o PilH. PilG-P modularia a PilB haciendo que se
produzca la extencion del pili por polimerizacion. PilH-P regularia a PilT provocando la
retraccion (Figura 33). Esta hipdtesis es atractiva pero parece ser mas compleja la
regulacién (Bertrand, J. J. et al., 2010; Burrows, L. L., 2012).

En P. aeruginosa el T4P asi como otros factores de virulencia, es controlado en
parte por una proteina que une AMP ciclico (CAMP) llamada Vfr (virulence factor
regulator). EI cAMP es sintetizado por dos adenilato ciclasas, CyaA y CyaB, siendo
CyaB la que contribuye de manera principal al pool de CAMP celular. Se observé que
mutaciones que afectaban la biosintesis del pili (pilG, pill, pild, chpA, fimL, fimV)
reducen los niveles celulares de cAMP, de manera similar a lo observado en dobles
mutantes en las adenilato ciclasa CyaA y CyaB, ain cuando los niveles de CyaB no
eran afectados. En contraste, mutantes en pilH, pilK y chpB tienen altos niveles de
cAMP conjuntamente con mayores niveles de pili superficial comparado con la cepa
salvaje. A partir de este dato se propuso que PilG y PilH modularian la actividad de
CyaB y por lo tanto la expresién de los genes dependientes de Vfr dentro de los cuales
estan pilMNOPQ (Figura 33A). Sin embargo, es aparente que el sistema Pil-Chp tiene
efectos sobre la funcion del pili que son independientes del CAMP. FimV parece tener
un rol dual en la biosintesis del T4P consistente con su estructura de dos dominios. El
N-terminal periplasmatico se une al peptidoglicano y promueve la formacion de la
secretina PilQ en la membrana externa, y el C-terminal citoplasmatico regula
positivamente la funcién de CyaB (Whitchurck, C. B. et al., 2005; Burrows, L. L.,
2012).

La regulacion de la biosintesis y funcionalidad del pili tipo IV en P. aeruginosa
depende ademas de la proteinas PilZ y FimX involucradas en el metabolismo de
diguanilatos monofosfatos ciclicos (c-di-GMP). PilZ en P. aeruginosa no une c-di-GMP
a pesar de pertenecer a una familia de proteinas con dominio adaptador de union a c-di-
GMP; ortdlogos a PilZ en otros sistemas T4P tienen diferencias estructurales criticas en
sus N-terminales que a diferencia de PilZ les permiten unir c-di-GMP. Un estudio en
Xanthomonas sugirié que PilZ junto a FimX podrian regular a PilB de forma
dependiente de c-di-GMP. En P. aeruginosa, FimX es una fosfodiesterasa que une e
hidroliza c-di-GMP. FimX posee un dominio tipo Che-Y, un dominio PAS-PAC como
los que se encuentran en las proteinas involucradas en sefializacion, y dos dominios que
intervienen en el metabolismo de c-di-GMP, lo cual hace suponer que FimX sensaria e

intergraria sefiales medioambientales relevantes a la movilidad twitching influenciando
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la funcion del T4P (Figura 33A). FimX une c-di-GMP en su extremo C-terminal
induciendo un cambio conformacional que se transmite al domino N-terminal REC
conduciendo esto a la ubicacion polar de FimX (Jain, R. et al., 2012; Burrows, L. L.,
2012). Los resultados sugieren que FimX permite el ensamblado del pili bajo
condiciones de baja concentracion intracelular de c-di-GMP. Sin embargo, FimX no
seria necesaria en condiciones de altos niveles de c-di-GMP. La bacteria en biofilms
(estado caracterizado por alto c-di-GMP), tambiém parece no necesitar de FimX para
ensamblar el T4P. Si el pili tipo IV puede ser ensamblado en ausencia de FimX, en que
condicion es importante esta proteina. Aparentemente FimX seria necesario durante la
transicion liquido-superficie cuando el pili se ubica polarmente. Cuando P. aeruginosa
crece en medio liquido, la concentracion de c-di-GMP es muy baja pero se incrementa
cuando la bacteria se cultiva en superficie. FimX uniria c-di-GMP en medio liquido
localizandose en un polo de la célula donde el T4P media activamente el twitching
(Figura 33A). Por lo que FimX permitiria la ubicacion espacio-temporal del pili en el
polo celular (Jain, R. et al., 2012).

En el caso de M. xanthus, la expresion de PilA es negativamente regulada por la
acumulacién de pilina intracelular en el extremo final de la célula, lo cual seria sensado
por el sistema de dos componentes PilS/PilR. Cuando se detecta que no hay pilina sin
ensamblar, PilS aumenta la actividad de PilR fosforilandolo, incrementando este
regulador de respuesta la expresion de pilA (Figura 33B). PilS reconoceria directamente
el extremo N-terminal de PilA como en el caso de P. aeruginosa, ya que mutaciones
puntuales en el N-terminal conservado, las cuales no afectan la estabilidad de la pilina,
desregulan la expresion de pilA (Jelsbak, L. y Kaiser, D., 2005; Burrows, L. L., 2012).
En el genoma de M. xanthus, pilA se encuentra dentro de un grupo de 14 genes pil
(Figura 34). Dentro de este conjunto de genes se encuentran dos sistemas de dos
componentes, pilS/pilR y pilS2/pilR2 (Figura 34). Poco se sabe de estos reguladores
excepto que pilR es necesario para la expresion de pilA y un mutante knockout en pilR2

es incapas de desplazarse por swarming (Jelsbak, L. y Kaiser, D., 2005).
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Pseudomonas aeruginosa

PilS/R B Expresion de pilA

FimS(AlgZ)/AlgR | —s-  Produccion 142y

Fosforilacian

ChpA | ——» PilG-P —» PilB —»

A/
Fosforilacidn

il CyaB — Produccién de cAMP

Extencion
T4P

PilH-P —— PilT — Retraccion T4P

. . Ensamblado T4P en
FiImX |+ c-di-GMP —» bajo c-di-GMP

Vfr |+ cAMP —— Expresion de piMNOPQ

Myxococcus xanthus

PilS/R B Expression de pilA

Figura 33: Regulacion de la biosintesis y funcionalidad del T4P. A) Sistemas regulatorios de la
biosintesis y funcionalidad del pili tipo IV en P. aeruginosa. PilS/R es un sistema de dos
componentes que modula la expresion de pilA. FimS(AlgZ)/AlgR es un sistema de dos
componentes que regula la polimerizacion de PilA, afectando la produccion de T4P y la
movilidad tipo twitching. ChpA influencia mediante fosforilacion las actividades de PilG y PilH,
quienes regulan finalmente la funcion de PilB y PilT, respectivamente. PilB polimeriza PilA
extendiendo el pili y PilT conduce la despolimerizacion de la pilina dando lugar a la retraccion
del T4P. Se postula que PilG y PilH modularian la actividad de la adenilato ciclasa CyaB (PilG-
P activaria y PilH-P reprimiria). Vfr une cAMP y regula la expresién de varios genes para la
biosintesis del pili (pIMNOPOQ). B) En M. xanthus, la expresion de pilA esta regulada por el

sistema de dos componentes PilR/S.
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Pseudomonas aeruginosa PAO1

PA4543  luD PA4548
~13 Kb .

pilA pilB pilC pilD clpB comL pilS pilR fimT fimU pilV pilw pilX pilYl pilY2 pilE
chpD
pilT pilu pilG pilH pill pild pilK chpA chpBchpC chpE

e

pilM pilN pilO pilP pilQ

Myxococcus xanthus DK 1622

MXAN_5782 MXAN_5780 MXAN_5773

pilB  piT pilC piS piR pilA pilH gspO pilS2 pilR2  pilM  pilN pilO pilG

Figura 34: Locus génico para la biosintesis del T4P en P. aeruginosa y M. xanthus. En gris
oscuro se muestra los genes para la produccién del pili tipo 1V; con rayas diagonales los genes
pilS y pilR que regulan la sintesis de pilA. En gris claro estan los genes asociados a los
operones pil (P. aeruginosa) pero que carecen de fenotipos asociados al pili. En blanco estan
los genes no caracterizados o no relacionados con la sintesis del pili. El tamafio de las flechas
no representa exactamente la relacion de tamafos de los genes. Solo se muestra
esquematicamente el arreglo de genes y su orientacién, no se grafica la distancia entre ellos
(en P. aeruginosa PAOLl se esquematizan las regiones que separan los grupos de genes
involucrados en la sintesis del pili)). Datos obtenidos de P. aeruginosa PAO1 NCBI Reference
Sequence  NC _002516.2  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/187?project_id=57945 vy
Burrows, L. L., 2012); y M. xanthus DK1622, NCBI Reference Sequence NC_008095.1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1120?project_id=58003).

La biosintesis del pili esta regulada principlamente a dos niveles, la produccién de
la pilina y la polimerizacion de la misma (Mattick, J. S., 2002; Jelsbak, L. y Kaiser, D.,
2005; Bertrand, J. J. et al., 2010; Jain, R. et al., 2012; Burrows, L. L., 2012). Para
explorar la regulacion del T4P por CcpA en el patdogeno causante de la gangrena
gaseosa, C. perfringens, se estudié que ocurre con la expresion de pilA y con la
polimerizacion y despolimerizacion de la pilina PilA en condiciones de CCR. En el caso
de C. perfringens no parece haber sistema de dos componentes asociado a las operones
que codifican para los genes pil. Por otro lado, C. perfringens no posee aparentemente
sistemas quimiotacticos homdlogos a Che de acuerdo con los datos arrojados de la

secuenciacion de distintas cepas de este microorgamismo (Figura 9, Myers, G. S. et al.,
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2006; Varga, J. J. et al., 2006). Por lo que una regulacion del tipo PilS/R (P. aeruginosa
y M. xanthus, Figura 33) y quimiotactica tipo Chp (P. aeruginosa, Figura 33) no
tendrian sus correpondientes en C. perfringens. Sin embargo, se realizé una bdsqueda
informéatica de homologos a PilS y a PilR mediante la realizacion de un BLASTP,
obteniéndose homologias a cajas de quinasa sensoras de proteinas presumiblemente
pertenecientes a sistemas de dos componentes en la Cepa 13 de C. perfringens, pero
ninguno de ellos en particular podria suponerse, a priori, ser responsable de la
regulacién del pili tipo IV. PilS de M. xanthus presenta su mayor homologia (43 %) con
el gen CPE1757 de C. pefringens Cepa 13, no encontrdndose asociado un gen con
homologia a regulador de respuesta. En cuanto a PilS de P. aeruginosa presenta
homogia (51 %) a virJ (CPE2098), perteneciente a sistema de dos componentes
designado Virl/J, al cual se describe como un novedoso sistema de dos componentes
involucrado con el apagado de la producciébn de toxinas extracelulares
(EMBL/GenBank/DDBJ databases: BAA78773.1 and BAA78774.1; Connan, C. et al.,
2012). PilR tanto de M. xanthus como de P. aeruginosa presentan homologias del 60y
64 %, repectivamente, a CPE2358, que estd clasificado como un regulador
transcripcional dependiente de sigma L en C. perfringens Cepa 13. CPE2358 no posee
un gen codificante de una quinasa sensora adyacente, sin embargo, CPE2363 codificaria
para una quinasa sensora si bien su orientacion de transcripcion es opuesta. CPE2358 no
se encuentra cerca de operones para la biosintesis de T4P. Se busc6 también homologias
a PilG y PilH de P. aeruginosa, encontrandose homologia con muchos reguladores de
respuesta. De nuestro analisis se identifico a CPE0119, CPE0236, CPE0642, CPE1193,
CPE1925, CPE2099 (virl), CPE2332, CPE2487, CPE2488, para el caso de PilG; y a
CPE0119, CPE0236, CPE0457, CPE0642, CPE0840, CPE0895, CPE1925, CPE2099
(virl), CPE 2488, para el caso de PilH. La mayoria de ellos forman parte de un sistema
de dos componentes, sin embargo no hay indicios en la literatura de asociacion con el
pili tipo 1V. Se analiz6 ademas, para el caso de FimX (Figura 33) de P. aeruginosa, si
existen homélogos en C. perfringens, encontrandose una diguanilato ciclasa, CPE1560,
con una similaridad del 49 %. EIl gen CPE1560 forma parte del operdn que codifica para
el sistema AgrBD. Siendo el comienzo de este gen (CPE1560) el codificante de AgrD,
que luego es procesado por AgrB dando como resultado el péptido regulatorio (Ohtani,
K. etal., 2009; Seccion 6.1.).
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6.2.1. Regulacion por CcpA del pili tipo IV en C. perfringens.

Se procedio a analizar las regiones gendmicas circundantes de los genes pilT, pilB,
pilAl y pilD (Figura 35) para determinar si existian secuencias tipo CRE que pudieran
regular la expresion de algunos de los genes pil mediante CcpA. Para ello se empled el
programa DNAMAN Yy secuencias consenso CRE reportadas en la bibliografia, Tabla 5
(Yu, Y. et al., 2007; Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y., 2009; Li, C. et al., 2010;
Antunes, A. et al., 2012; Marciniak, B. et al., 2012; Crooke, A. K. et al., 2013). Este
grupo de genes se mostro estar regulado por glucosa en la Cepa 13 (pilB es reprimido
por glucosa, dato no mostrado), a excepcion de pilAl quién no mostré cambios en lo
niveles de mensajero (Seccion 4.4) ante el agregado de glucosa. En el caso de pilB y
pilD, estos genes forman parte de operones de genes para la biosintesis del T4P siendo
sus promotores responsables de la transcripcidn de varios genes corriente abajo (Figura
35). Luego de realizado el estudio, se pudo identificar dos posible secuencias CRE: en
pilT (GAGAATACGATACATC, subrayado las bases conservadas en los consensos,
Tabla 5) y en pilD (TAGATTACGATACCCA, subrayado los nucleétidos conservados,
Tabla 5), que podrian ser utilizadas por CcpA para mediar la expresion de genes pil por
fuentes de carbono rapidamente metabolizables. En el caso de CREr la secuencia no
posee conservada la C en el extremo 3’ en la misma posicion. Ademas, se aparta de la
secuencia consenso para C. difficile en que no conserva las poli Ay poli T adyacentes a
la G central (ver Tabla 5). CREpip conserva la C 5°, la CG central y la C 3’
(subrayadas) pero difiere en otros nucleétidos de los consensos reportados: presenta A
en lugar de T adyacente a la G 5° conservada, y la adenina (A) o timina (T) que deberia
encontrarse luego de la C 3° conservada es reemplazada por una C (marcados en italica
en la secuencia arriba). Por otro lado, presenta TT entre la G 5° y la CG central
conservadas en lugar de AA (en negrita en la secuencia arriba) generalmente observa en
las secuencias CRE reportadas (Tabla 5). pilB  muestra una secuencia
(TGGAAAAAGTTTTTCT, subrayadas las G conservadas en los consensos, Tabla 5)
que respeta a CREcp (RRGAAAANGTTTTCWW, donde ResAoGyWesAoT,
Tabla 5) a excepcion de la C conservada en la posicion 3°, en donde se observa una C
corrida una base a la derecha (marcada en italica); y la T inicial (italica) que deberia ser
A o G. Para pilAl, no se encontaron secuencias tipo CRE en su region promotora, ni

dentro del gen.
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sigH pil T pilB  pilC  pilA3

pilAl pilD  pilB2  pilC2 pilA2 pilM  pilN  pilO

Figura 35: Arreglo de genes pil en el cromosoma de C. perfringens Cepa 13 causante de la
gangrena gaseosa. Las flechas negras indican los promotores de los genes y operones de

acuerdo a lo reportado por Varga J. J. y colaboradores, 2006.

Se analizd, ademas, utilizando de programa DNAMAN, la presencia de posibles
secuencias CRE (Yu, Y. et al., 2007; Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y., 2009; Li, C. et
al., 2010; Antunes, A. et al., 2012; Marciniak, B. et al., 2012; Crooke, A. K. et al.,
2013) de los genes: Virl (CPE2099, Cepa 13), homélogo a PilG y PilH de P.
aeruginosa, VirJ (CPE2098, Cepa 13), homdlogo a PilS de P. aeruginosa y CPE1757
homdlogo a PilS de M. xanthus. La busqueda de secuencias tipo CRE en estos genes
resultdé en que solo virl presentaria una secuencia que se ajusta parcialmente a los
consensos CRE reportados (TGATACACGCCTTTTT, se subraya el dinucleétido
central conservado, Tabla 5). Esta secuencia no posee la C conservada 3’ y las bases TG
5’ se encuentran a 5 pares de bases Yy no a 4 de la CG central como se observa en las
secuencias consenso (Tabla 5).

La regulacion de T4P es muy compleja en los microorganismos en los cuales se ha
estudiado con detalle. Esto es debido a que el pili es una estructura que esté involucrada
en muchos procesos y comportamientos bacterianos como movilidad, adherencia,
formcion de biofilms, incorporacion de ADN exdgeno, entre otras (Imam, S. et al,
2011). En C. perfringens podria tener un nivel de complejidad regulatorio similar a
pesar de no contar con sistemas quimitacticos evidentes como en el caso mencionado de
P. aeruginosa (Burrows, L. L., 2012). De lo analizado, solo pilT, pilD y pilB podrian ser
blancos directos de la regulacion por CcpA de acuerdo con la secuencias tipo CRE
identificadas (Tabla 5), lo cual explicaria la reduccion de la expresion de pilD y pilT
observada (Figuras 20 y 21, Seccion 4.4.). Debe realizarse, sin embargo, un estudio

donde se evidencie la interaccion directa de CcpA con estas secuencias CRE propuestas.
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7. Discusion.

La patogenia es un fendmeno que en microorganismos estad estrechamente
relacionado con comportamientos poblacionales determinados. Las conductas
comunitarias en las bacterias patdégenas, como movilidad sobre superficies, formacion
de biofilms, produccion concertada de toxinas, entre otros, estan fuertemente ligadas a
incrementar el éxito de la invasion, la colonizacién y el establecimiento de patégeno en
un hospedador determinado. La formacién de células de enjambre (swarming) en
Proteus mirabilis estad directamente relacionada con la virulencia. En C. septicum la
capacidad de diferenciarse en células hiperflageladas que realizan swarming le permite
migraciones poblacionales rapidas y concertadas sobre superficies, siendo observado
este fendmeno en tejido necrético de intestino grueso; sugiriendo que la patogenicidad
de este microorganismo puede estar asociada a esta capacidad de desplazamiento
(Macfarlane, S. et al., 2001).

El estudio de las condiciones que afectan estos comportamientos sociales en
microorganismos causantes de enfermedades podria conducir al desarrollo de nuevas
terapias para el tratamiento de patologias severas que pueden ser inclusive fatales como
es el caso de la gangrena gaseosa provocada por C. perfringens.

Este trabajo muestra varias contribuciones significativas a través del entendimiento
de la fisiologia y regulacion de la movilidad tipo gliding y de la produccion de toxinas
relacionadas con los procesos gangrenosos en C. perfringens, determinando como estos
fendmenos son influenciados por las condiciones del entorno circundante.
Particularmente se analizé6 como las condiciones nutricionales (fuentes de carbono)
repercuten sobre el gliding y la capacidad de produccién de toxinas en C. perfringens.

Primeramente, se analiz6 la generalidad de la capacidad de desplazarse de un total
de 17 cepas de C. perfringens aisladas de diferentes nichos y patologias (diarrea,
intoxicacion alimentaria por consumo de alimentos contaminados y mionecrosis) no
solo de seres humanos sino también de origen animal (Tabla 1, Seccion 3.1).
Interesantemente, todas las cepas analizadas mostraron la capacidad de desplazarse
sobre placa de agar mediante gliding social (Figuras 15y 16, y dato no mostrado). Estos
resultados consolidan y refuerzan la idea de que el gliding es una propiedad intrinseca
de C. perfringens, independientemente del origen del aislado (Varga, J. J. et al., 2006).

El conocimiento actual de los factores medioambientales y metabolicos que

controlan la locomocion asociada a superficies en bacterias patdgenas en muy limitado.

141



Discusion. Méndez, 2013.

Precisamente, la mayor contribucion de este trabajo de tesis es la demostracion de que
la represién catabdlica por carbono regula la movilidad tipo gliding en C. perfringens.
De hecho, todos los aislados mostraron movilidad social gliding sobre placas de BHIA
(sin complementacion con glucosa), pero no sobre medio TGYA el cual contiene
glucosa al 2 %, sugiriendo que la glucosa es capaz de inhibir el gliding. La remocion de
la glucosa del medio TGYA permite a la células moverse, mientras que la adicion de
glucosa al medio BHIA provoca la inhibicion del gliding, confirmando que la glucosa
tiene un rol crucial en inhibicién de la movilidad gliding (Figura 15 y dato no
mostrado).

Ademaés de la glucosa, la locomocion tipo gliding es también inhibida por otros
azUcares rapidamente metabolizables, tal como fructosa, lactosa, sacarosa y galactosa
(Figura 19). Este hallazgo confirmé que la represion del gliding fue debido a un proceso
de represion catabolica general por carbono (Warner, J. B. y Lolkema, J., 2003).
Interesantemente, dos carbohidratos complejos, la rafinosa y el almidén, se comportan
de manera diferente que los azlcares simples: la rafinosa no inhibi6é la movilidad a
ninguna de las concentraciones ensayadas, y el almidon solo inhibi6o el gliding a
concentraciones de 2 % (Figura 19 y dato no mostrado). Estos resultados son
consistentes con los hallazgos previmente reportados sobre otros comportamientos
sociales, como la esporulacién y la produccion de la enterotoxina CPE, los cuales
también fueron inhibidos por carbohidratos rapidamente metabolizables, tal como
glucosa y lactosa (Varga, J. J. et al., 2004; Philippe, V. A. et al., 2006), mientras que los
carbohidratos complejos rafinosa y almidén mostraron inducir ambos eventos (Labbe,
R. etal., 1976; Labbe, R. y Rey, D., 1979).

Este trabajo demuestra que la represion catabdlica por carbono de la movilidad tipo
gliding en C. perfringens tiene lugar a través de la represion de genes involucrados en la
biosintesis y funcionalidad del T4P. Como se observa en las Figuras 21 y 22, la adicion
de glucosa 1 % a cultivos de la Cepa 13 y SM101, capaces de moverse por gliding,
resulta en una dramatica disminucion de la expresion de pilD-gusA, pilT-gusA, asi como
de los niveles de mensajero de pilAl, pilA2 y pilT (en el caso de la Cepa 13, pilAl
parece no estar reprimido por glucosa). Para el caso de pilD-gusA, pilT-gusA la maxima
reduccion en la transcripcion debida a la glucosa ocurre aproximadamente a las 24 h de
crecimiento, lo cual coincide con la observacion de que la movilidad gliding en placa de
agar comienza solo después de 18 a 20 h de crecimiento (Figura 20 y dato no mostrado).
En bacterias Gram-positivas de bajo contenido de G+C, la regulacion catabdlica por
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carbono esta bajo el control del factor de transcripcion clave CcpA, un miembro de la
familia Lacl-GalR de reguladores transcripcionales (Warner, J. B. y Lolkema, J., 2003).
Como se describid anteriormente (Seccidon 1.3), esta red utiliza transportadores de
azUcares, enzimas glicoliticas, una proteina quinasa ATP-dependiente cuya activacion
depende de metabolito (HprK) y dos proteinas blanco de HprK: la fosfotransferasa Hpr
y la homologa a Hpr, Crh (Warner, J. B. y Lolkema, J., 2003; Schumacher, M. A. et al.,
2007). Sin embargo, el rol central ha sido reservado para CcpA, el cual se une a
secuencias de ADN presentes en las regiones regulatorias de sus genes blanco (Warner,
J. B. y Lolkema, J., 2003; Lorca, G. L. et al., 2005; Puri-Taneja, A. et al., 2006;
Schumacher, M. A. et al., 2007). Para la activacion de la union de CcpA a los elementos
reguladores de la expresion en cis, es necesario, aunque no esencial (Lorca, G. L. et al.,
2005; Puri-Taneja, A. et al., 2006; Schumacher, M. A. et al., 2007), que CcpA se una a
la forma fosforilada de Hpr y/o Crh generadas por HprK (Warner, J. B. y Lolkema, J.,
2003; Schumacher, M. A. et al., 2007). En C. perfringens, se presentan ortélogos de
ccpA, hpr y hprK (pero no crh) en el cromosoma de todas las cepas secuenciadas,
sugiriendo que los elementos basicos para la regulacion catabdlica mediada por CcpA
estdn presentes en este patogeno (Warner, J. B. y Lolkema, J., 2003 y dato no
mostrado). De hecho, este trabajé demostré que la represion del gliding por glucosa en
C. perfringens fue mediada, en gran parte, por la accién de CcpA. Como se observa en
la Figura 23, la inactivacién de ccpA restaura significativamente la capacidad de
desplazarse mediante gliding y la expresién de genes pil (Figuras 23 y 24) en presencia
de glucosa. La reversion del fenotipo no deficiente en gliding de la cepa mutante en
ccpA en presencia de glucosa se obtuvo luego de la introduccion del plasmido pIH100
(Seccién 3.5.2.), conteniendo una copia salvaje de ccpA, lo cual provee evidencia
genética que soporta la relacién entre la expresion de CcpA y la represion de la
movilidad gliding en C. perfringens (dato no mostrado). Estos resultados sugieren que
CcpA podria actuar como un regulador transcripcional de los genes para la biosintesis
del T4P. Por lo tanto, se realizd un estudio informético de las regiones reguladoras de
genes para la biosintesis del pili, surgiendo de este analisis que pilT, pilB y pilD
poseerian secuencias tipo CRE de acuerdo con las secuencias reportadas que unen CcpA
y las consenso CRE (Tabla 5) (Yu, Y. et al., 2007; Abdou, L. et al., 2008; Fujita, Y.,
2009; Li, C. et al., 2010; Antunes, A. et al., 2012; Marciniak, B. et al., 2012; Crooke, A.
K. et al., 2013). Estos hallazgos in silico deberén ser confirmados por ensayos in vitro

como ser: analisis de modificaciones en el desplazamiento electroforético en gel (band
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shift) y proteccion de nucleasas (DNase footprinting) por la union de CcpA al ADN
blanco. Puede indicarse, sin embargo, que por la ubicacion de estas posibles secuencias
CRE en pilT, pilB y pilD, la unién de CcpA podria reprimir la expresion de estos genes,
lo que explicaria la CCR observada sobre la biosintesis del T4P y la movilidad gliding
en C. perfringens gangrenogénico. En un trabajo muy reciente, utilizando mutagéenesis
por insercion de transposon, se hallaron diversos genes necesarios para la movilidad
glididng en C. perfringens Cepa 13 que no estarian relacionados con la biosintesis o
funcionalidad del T4P (Liu, H. et al., 2013). Estos genes estarian involucrados en otras
funciones celulares como ser la particion y reparacion del ADN, la sintesis de
polisacaridos de superficie (genes rfd para la biosintesis y exportacion de rhamnosa a
través de la membrana citoplasmatica) y metabolismo del peptidoglicano (gen sag,
codificante de Sag, la cual cortaria los péptidos que entrecruzan el péptidoglicano de la
pared celular). Se observo que mutantes en sag presentan formas celulares alteradas y
fallan en contactar sus estremos finales con las células vecinas, aspecto que seria
fundamental durante el gliding (Liu, H. et al., 2013). Los genes rfd y sag podrian ser
regulados por CcpA y de esta forma también contribuir al fenotipo de represion
catabolica por observado sobre la movilidad gliding de C. perfringens.

Un hallazgo inesperado de este estudio fue la observacion que, en ausencia de
glucosa adicionada, CcpA tiene un rol positivo en la movilidad gliding. Como se
observa en la Figura 25, en ausencia de glucosa adicionada, la mutante ccpA se desplaza
sobre la placa de agar en menor extension que la cepa salvaje isogénica. La cepa salvaje
alcanza una velocidad maxima de gliding de 630 a 670 um h™, mientras que la derivada
isogénica ccpA (CcpA deficiente) alcanza una velocidad maxima de gliding de 220 a
250 um h™ solamente (Figura 25B). Dos observaciones apoyan fuertemente el rol
positivo para CcpA en el gliding: primero, la mutante en ccpA no muestra ningun
defecto en el crecimiento en medio liquido, llegando esencialmente a la misma densidad
oOptica final (Figura 25A) y numero de células viables que la cepa salvaje (dato no
mostrado); ademas, los resultados para la fase inicial de crecimiento de la colonia en
placa (antes de evidenciarse el gliding) fue muy similar para las cepas ccpA” y ccpA”
(Figura 20 y dato no mostrado). Esta hipdtesis es reforzada por la demostracion de que
CcpA fue requerido para la eficiente expresion de pilT y pilD en medio de crecimiento
sin suplementacion con azucar (Figura 25C). Estas observaciones indican que CcpA
tiene un rol dual en el control de la movilidad gliding en C. perfringens. En presencia de
azUcares rapidamente metabolizables (por ejemplo glucosa), CcpA tiene un rol negativo
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en el desarrollo del gliding, un efecto que es parcialmente mediado a través de la
represion de los genes para la biosintesis del T4P (Figuras 23). En ausencia de agregado
de azUcar, CcpA pasa a tener un rol positivo en el desarrollo del gliding, una novedosa
propiedad que se evidencio por la deficiencia en la movilidad gliding y menor expresion
de los genes pilT y pilD en los cultivos de la cepa mutante deficiente en CcpA en
ausencia de glucosa adicionada (Figura 25C). En concordancia con nuestro hallazgo,
fue previamente reportado para C. perfringens un rol positivo similar de CcpA en la
formacion de esporas y expresion de cpe bajo condiciones de en las que no hay
represion catabdlica (en ausencia de azucar adicionada; Varga, J. J. et al., 2004).
Posteriormente, se report6 que CcpA era también necesaria para una eficiente formacion
de biofims en este microorganismo patégeno (Varga, J. J. et al., 2008).

La necrosis profusa del tejido en el hospedador infectado (mionecrosis) por C.
perfringens, gangrena gaseosa, depende principalmente de dos toxinas, PLC
(fosfolipasa C) y PFO (perfingolisina O). Considerando que la glucosa, asi como otros
hidratos de carbono rapidamente metabolizables, afecta la produccion de las toxinas
ToxA (TcdA) y Tox B (TcdB) en C. difficile (Dupuy, B. y Sonenshein, A. L., 1998) y el
gliding en C. perfringens Cepa 13 (Capitulo Primero). Se analizo si la expresion de los
genes de las toxinas PLC y PFO relacionadas con la gangrena gaseosa era modulada por
la naturaleza de la fuente de carbono en el medio de crecimiento. Cuando se crecié a C.
perfringens en medio TY suplementado con glucosa o sacarosa la produccion de ambas
toxinas PLC y PFO se redujo de manera dosis dependiente, llegando a reducirse la
expresion de ambas toxinas en hasta un 70 a 80 % a concentraciones de azUcar (glucosa
0 sacarosa) del 3 % (Figura 26). Esto se comprobd por la reduccién de la actividad
lipasa y hemolitica de sobrenadantes provenientes de medios con azUcar adicionada.
Esta reduccion en los niveles de las dos toxinas gangrenogénicas (PLC y PFO) estuvo
correlacionada a una menor expresion de los genes codificantes de las mismas plc y
pfoA, lo cual fue comprobado de dos formas diferentes: mediante el uso de las fusiones
reporteras plc-gusA y pfoA-gusA (Figuras 27A y 27B) y a través de la determinacion de
los niveles de transcriptos de estos dos genes (Figura 27C). Esta reduccion de la
expresion de los genes plc y pfoA por carbohidratos rapidamente metabolizables como
la glucosa y la sacarosa podria deberse a una represion por catabolito carbonado (CCR).
Si este fuera el caso, una mutante en ccpA no responderia a la sefial negativa de la
glucosa (sacarosa). Asi encontramos que la mutante que no expresa CcpA en medio con
glucosa muestra niveles de produccion de PLC y PFO comparables con los observados
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en medio sin glucosa adicionada (Figura 28). Se demostrdo que CcpA es el factor
principal responsable de la represion de la expresion de las toxinas mediada por
azucares. Por lo tanto, CcpA vincularia la presencia de azucares con el metabolismo de
carbono y con la virulencia en una cepa de C. perfringens productora de la patologia
gangrena gaseosa. Una vez determinado el efecto represor azlcar dependiente mediado
por CcpA sobre la expresion de plc y pfoA, se analizd informéaticamente si estos genes
podrian ser regulados directamente por CcpA a través de la unién a secuencias CRE. De
este estudio surgio que tanto plc como pfoA presentan secuencias tipo CRE (Tabla 5) en
sus regiones promotoras (Figuras 31 y 32), siendo suceptibles de una regulacion
negativa directa por CcpA. Ademds, se determind que VirX y VirU podrian ser
reprimidos por CcpA debido a que presentan secuencias tipo CRE (Tabla 5) que
impedirian su expresion. Con lo cual PLC y PFO serian, ademas, indirectamente
reprimidos por CcpA de unirse a los sitios CRE propuestos para virX y virl. CcpA
podria incluso regular la biosintesis del péptido sefial AIP (Autoinductor peptidico;
Ohtani, K. et al., 2009), el cual es generado por el sistema AgrBD, ya que se pudo
identificar una posible secuencia CRE (Tabla 5) que podria impedir la transcripcion del
operon agr si CcpA se uniera a la secuencia propuesta.

En Streptococcos del Grupo A (Group A Streptococci, GAS), el operon sag,
codificante para la produccion de streptolisina S, SLS, esta bajo la regulacion de CcpA.
Una cepa GAS mutante en CcpA muestra una mayor actividad hemolitica dependiente
de SLS y un fenotipo mas virulento comparado con la cepa parental en modelo animal.
Estos hallazgos han conducido a suponer que en GAS, CcpA actuaria como un represor
de la produccion de toxinas y virulencia durante la infeccion sistémica. De nuestro
estudio, es también evidente que una mutante de C. perfringens en ccpA produce
mayores niveles de las toxinas PLC y PFO (Figura 29), las cuales son escenciales para
la gangrena gaseosa.

Este trabajo de tesis ha demostrado que los azlcares (carbohidratos rapidamente
metabolizables) inhiben dos factores relacionados con la patogenia de C. perfringens, la
movilidad tipo gliding dependiente de T4P y la produccion de las potentes toxinas PLC
y PFO. Por mucho tiempo los efectos terapéuticas de los azlcares y sustancias
relacionadas (por ejemplo miel y melazas, principalmente constituidas por
glucosa/fructosa y sacarosa/glucosa, respectivamente) para prevenir la infeccion de
heridas y acelerar la sanacion han sido transmitidos sobre la base folcklore o

conocimiento terapéutico popular (Herszage, L. et al., 1980; Forrest, R., 1982; Forrest,
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R., 1982; Chirife, J. et al., 1983; Gordon, H. et al., 1985; Keith, J. F. y Knodel L., 1988;
Beading, L., 1997; Cooper, R. et al., 2002; Lisle, J., 2002; Chong-Ming, S. et al., 2007).
Las tabletas de azucar (azlcar granulada o sacarosa) han sido usadas, con un éxito
mayor al 99 %, para tratar las heridas de evolucion complicada (Figura 36) (Herszage,
L. et al., 1980; Beading, L., 1997; Lisle, J., 2002). Actualmente, hay dos efectos
probados cientificamente de la aplicacion topica de azlcar para acelerar el sanado de
heridas cuténeas y ulceras. El azucar actia como un modulador de queratinositos y
fibroblastos para promover la re-epitelialisacion y formacion de tejido nuevo (Figura
36) (Nakao, H. et al., 2006). El azlcar puro (sacarosa 1 %) ha sido reportado promover
la sintesis de colageno por fibroblastos y la secrecion de activador plasmindgeno tipo
uroquinasa (u-PA), del factor de crecimiento transformante o (TGF-a) e interleuquina
la (IL-1a) a partir de queratinositos, estimulando la expresion de intigrinas a partir de
ambos tipos celulares (Nakao, H. et al., 2006). Entonces la reduccion del gliding y la
produccion de toxinas mediada por azlcares representaria una tercer manera en que
estas moléculas simples (y econémicas) producen su efecto antimicrobiano,
conduciendo a la posibilidad de desarrollar nuevas terapias para reducir o incluso

eliminar los efectos agudos patoldgicos observados durante las infecciones gangrenosas

por C. perfringens (Figuras 36 y 38).

de microorganismos patégenos.
Paralelamente los azlicares promueven la
regeneracion de  tejidos, lo cual
conjuntamente con una virulencia atenuada
(menor severidad y extencion del dafio
tisular, menor avance de la infeccién)
conducen a un sanado de heridas mas
rapido y con menos complicaciones
(Herszage, L. et al.,, 1980; Forrest, R.,
1982; Forrest, R., 1982; Chirife, J. et al.,,
1983; Gordon, H. et al., 1985; Keith, J. F. y

Figura 36: Relevancia de los azUcares en el Knodel L., 1988; Beading, L., 1997;
tratamiento de heridas. Los azlcares Cooper, R. et al.,, 2002; Lisle, J., 2002;
previenen las infecciones de heridas debido Chong-Ming, S. et al., 2007; Capitulo
a que reducen el desarrollo y la virulencia Primero y Segundo de la presente tesis).
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Con los resultados obtenidos de este trabajo de tesis se puede plantear un modelo
regulatorio general en el cual estarian interconectados el metabolismo y la patogenia en
C. perfringens como ocurre en otros microorganismos (Seccion 1.2.). Como ha sido
demostardo, el sistema maestro que regula la produccion de diversas toxinas en este
patdgeno anaerdébico (VirR/S), también modula la expresion de diversos genes
involucrados vias metabolicas alternativas (Figura 37) (Ohtani, K. et al., 2010). La
cascada VirR/S-VR regulada positivamente el gen cpdC codificante para una 2’-
fosfodiesterasa de nucleodtidos 2°,3°-ciclicos. Se piensa que esta enzima conjuntamente
con mucleotidasas relacionadas cumplirian con la importante funcion de recuperar el
fosfato inorgéanico de 3’ fosfonucle6tidos producidos por la accion de las ARNasas
extracelulares. Estas enzimas son relevantes para la adquisicion de fuentes de carbono y
energia mediante la hidrolisis de intermediarios no transformables durante la
degradacion de ARN con ARNasa. Otros genes que son modulados positivamente por
VirR/S-VR son los codificantes de las N-acetilglucosaminidasas: CPE0289, CPE0818 y
CPEO0866. Experimentos de microarreglos mostraron que VIirR/S-VR afecta la
expresion de varios genes de transportadores: CPE0373, CPE0769, CPE1240,
CPE1604, CPE1627-1630, CPE2345 y CPE2496. Ademas, los sistemas posiblementes
relacionados con el PTS (sistema de fosfotransferasas): CPE0196-0199, CPE0317-0327
y CPE1463-1466 son regulados positivamente por la cascada VirR/S-VR. Esto indicaria
que esta cascada regulatoria podria controlar la incorporacion y/o exportacion de
nutrientes en C. perfringens. VirR/S-VR influencia positivamente la expresion de genes
codificantes de proteinas para la transferencia de electrones (CPE0135 y CPE1014). La
transcripcion de genes necesarios para el metabolismo de carbohidratos son también
afectados por el sistema VirR/S-VR (fructosa, CPE1350 y CPE1467; mio-inositol,
CPEQ085-CPE0097 (Kawsar, H. 1. et al, 2004); acido sialico, CPE0184-0185; galactosa
CPEOQ374 y CPEQ771; manosa, CPE0856; fucosa, CPE0317-0327). El operén arcABCD
(CPE0168-0172) para la via de la arginina deiminasa (ADI) es fuertemente controlado
por la cascada VirR/S-VR. La via ADI juega un rol importante en la produccion de
energia en anaerobiosis cuando la glucosa no estd disponible en el medioambiente,
convirtiendo arginina en ornitina, amonio y CO,. La generacion de amonio es relevante
en la defensa contra la acidificacion. Otro gran nimero de genes u operones
involucrados en el metabolismo para la obtencidn de energia también son afectados por

el sistema VirR/S-VR, tal como el operon para la utilizacion de la etanolamina
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(CPE0897-0909), el operon para el metabolismo del citrato (CPE2336-2341) y para la
utilizacion del glicerol (CPE2549-2553) (Ohtani, K. et al., 2010).

QS y otras sefiales Fuentes de carbono
medioambientales preferidas

VerlS ' |—® —_— Bloﬁlms

Nl

Metabolismos alternativos Movilidad

Y

NUTRIENTES

y

SUPERVIVENCIA

Figura 37: Modelo representando la interconexion entre reguladores maestros de virulencia y
metabdlicos: sistema de dos componentes VirR/S y CcpA. Sefiales de densidad poblacional
(Quorum sensing, QS) y otras sefiales del medioambiente bacteriano activarian el sistema
VIirR/S, el cual a su vez induce la produccion de las toxinas PLC y PFO durante el curso de una
infeccion, y activa la expresién de genes metabdlicos destinados a la utilizacion de nutrientes
alternativos como los encontrados dentro del cuerpo de un hospedador infectado. PLC y PFO
por sus actividades enziméticas liberan sustancias nutritivas que son utilizadas por C.
perfringens para su proliferacion y supervivencia. Estos metabolitos liberados por la necrosis de
tejido son catabolizados por enzimas, muchas de ellas activadas por VirR/S (Ohtani, K. et al.,
2010). Ademés, PLC y PFO proveen de un mediambiente andxico que favorece la sobrevida de
este patdgeno luego de la penetracion en el tejido del hospedador. Por otro lado, la presencia
de catabolitos rapidamente metabolizables y preferidos (por ejemplo azlcares: glucosa,
fructosa, sacarosa) activan la proteina reguladora CcpA que reprime la produccion de las
toxinas PLC y PFO, y las vias metabdlicas alternativas, ya que no serian necesarias para
obtener nutrientes. En estas condiciones C. perfingens se encontraria en un entorno nutricional
amigable, suceptible de ser colonizado y generar un establecimiento duradero como un biofilms
(supervivencia a largo plazo), proceso que también requiere de la participacion de CcpA
(Varga, J. J. et al., 2008).
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(Continuacion leyenda Figura 37). CcpA seria importante para una completa expresion de
genes involucrados en la funcionalidad del T4P, como se desmostré en el Capitulo Primero.
CcpA tendria un rol dual en la regulacién del pili tipo IV. Si el T4P fuera necesario para la
formacion y arquitectura del biofilm como ocurre en P. aeruginosa (Klausen, M. et al., 2003), la
regulacion positiva del pili por CcpA estaria involucrada, por ejemplo, en la generacién del
biofilm. T4P es necesario para la movilidad de C. pefringens. Esta movilidad es reprimida por
CcpA a través de la inhibicion del pili, escenario que se presentaria cuando hay nutrientes
disponibles y no es necesario moverse a un nicho nuevo. En el caso de no haber nutrientes
presentes es necesario despalzarse, situacién en que CcpA esta inactivo y de esta manera el
gliding dependiente de T4P no es reprimido. Siendo entonces la movilidad un factor de

supervivencia.

Por otro lado, CcpA no solo regula genes metabdlicos para un mejor
aprovechamiento de los nutrientes disponibles, sino que como se ha desmostrado en este
trabajo y en otros anteriores (Varga, J. J. et al.,, 2008), modula determinantes
patogénicos en C. perfringens (Figura 37) como la formacion de biofilms, la capacidad
de desplazarse en superficies dependiente de T4P (gliding) y la produccion de toxinas
importantes para la gangrena gaseosa ocacionada por la C. perfringens, como ser PLC y
PFO.

VIirR/S y CcpA (mediante el sistema PTS) transducen sefiales medioambientales en
respuestas adecuadas para asegurar la supervivencia de C. perfringens en distintos
ambientes y bajo diferentes condiciones de crecimiento. La coordinacién de estos
sistemas le permite a este patdgeno adecuar rdpidamente su metabolismo y sus
comportamientos poblacionales a los distintos nichos encontrados, fuera o dentro de un
hospedador infectado. Cuando C. perfringens ingresa al lumen intestinal o al tejido del
hospedador se encuentra con un ambiente carente de nutrientes facilmente asimilables.
Por ejemplo, la concentracion luminal de glucosa en el intestino se encuentra en un
rango de 0,006 % a 0,4 % (Ferraris, R. P. et al., 1990), mientras que en la sangre es de
0,72 a 1,45 g/l (0,072 a 0,145 %). Bajo estas condiciones CcpA estaria inactivo, lo cual
permitiria la produccion de toxinas necrotizantes (PLC y PFO) y la movilidad gliding
para asegurarse una provicion de nutrientes que permita la supervivencia (Figura 37).
Paralelamente VirR/S activaria la expresion de PLC Y PFO, asi como genes para
metabolismos alternativos que aseguren la obtencién de nutrientes y energia de
catabolitos como el mio-inositol, arginina, etanolamina, entre otros (Kawsar, H. I. et al.,

2004; Ohtani, K. et al., 2010). Cuando carbohidratos rapidamente metabolizables se
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encuentren presentes en el ambiente circundante, CcpA reprimiria la transcripcion de
plc y pfoA, y el gliding dependiente de T4P. Esto seria esperado en este contexto,
debido a que no seria necesario degradar tejido para obtener carbono y energia, o
desplazarse a otro sitio en busca de fuentes de carbono que catabolizar, fomentandose la
formacion de biofilms para el establecimiento a largo plazo, como ocurre con la cepa
SM101 de C. perfringens (intoxicacion alimentaria) cuyo biofilm se incrementa al
aumentar la concentracion de glucosa, siendo maximo con glucosa 1,8 % (Varga, J. J. et
al., 2008). Ante el agotamiento de nutrientes (fuente de carbono), se dispararia la
movilidad (Seccion 4.3) y la produccidén de toxinas no estaria inhibida por CcpA,
dejando al sistema VirR/S libre para activar la produccion de PLC y PFO de ser
necesarias.

VirR/S 'y CcpA coordinarian sus actividades regulatorias para asegurar la
supervivencia de C. perfringens, siendo los factores de virulencia (toxinas, biofilm y
gliding) factores de supervivencia en realidad.

El metabolismo bacteriano es uno de los aspectos mas fundamentales y menos
comprendido de la virulencia de bacterias patdgenas. Se han identificado nuevas rutas
metabolicas que son Unicas en algunos patégenos o estan asociadas con genes de
virulencia. EIl rol del metabolismo en virulencia debe ser reconocido conforme pase el
tiempo con la misma prioridad con la cual se estudian los factores de virulencia
clasicos. La idea de interferir con el metabolismo bacteriano durante una infeccion es
atractiva, trabajos en este nuevo campo estan focalizados, por ejemplo, en interferir con
la ureasa bacteriana y de esta manera poder lidiar con infecciones gastricas y del tracto
urinario. El acido acetohidroxaminico (inhibidor de ureasa) ya esta disponible en
algunos paises como una terapia adjunta para pacientes con infecciones urinarias
crénicas por microorganismos metabolizantes de urea (Rohmer, L. et al., 2011). Podria
pensarse que a futuro y en funcion de los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis
(inhibicion del gliding y la produccion de toxinas por azucares simples) y otros trabajos
anteriores de nuestro grupo (regulacion del inicio de la esporulacion en C. perfringens
por fosfatos; Philippe, V. A. et al., 2006) podrian desarrollarse medicamentos que
bloqueen la esporulacion, la produccion de toxinas y el gliding de C. perfringens
(Figura 38).
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Figura 38: Esquema que muestra nuestro estudio global de la virulencia de C. perfringens. Se
muestra el ciclo de desarrollo de la movilidad gliding, durante el cual las células vegetativas de
C. perfringens mionecrotico coordinan su comportamiento para asi establecerse en el curso de
una infeccion y producir la patologia gangrena gaseosa mediante la libreracion de las
principales toxinas PFO y PLC (parte izquierda del esquema). Las células vegetativas de cepas
de C. perfringens que causan intoxicaciones alimentarias son capaces de esporular para
generar estructuras de resistencia (esporas) y la potente enterotoxina CPE la cual actda a nivel
del intestino del hospedador provocando diarréa e inflamacién intestinal (parte derecha del
esquema). Los resultados arrojados por este trabajo de tesis y por otros realizados
anteriormente por nuestro grupo de investigacion, asi como por otros investigadores alrededor
del mundo (Philippe, V. A. et al., 2006; Méndez, M. B. et al., 2008 y 2012; Varga, J. J. et al,,
2008) podrian llevar al desarrollo de nuevos medicamentos y terapias dirigidos a bloquear el
gliding, la esporulacion y la produccién de toxinas de este patdgeno (flechas quebradas),
conduciendo a aliviar los sintomas e incluso evitar las enfermedades provocadas por C.
perfringens. Notas periodisticas relacionadas: 2006. La Nacion. Ciencia/Salud. Hallazgo de
investigadores argentinos. Avance contra el tétanos y el botulismo. http://www.lanacion.com.ar/
824707-avance-contra-el-tetanos-y-el-botulismo. 2008. La Nacion. Ciencia/Salud. Hallan el
talébn de Aquiles de la bacteria que produce la gangrena. http://www.lanacion.com.ar/984290-
hallan-el-talon-de-aquiles-de-la-bacteria-que-produce-la-gangrena. 2008 La Capital. La Ciudad.
Un docente de la UNR logré frenar la gangrena. http://www.lacapital.com.ar/la-ciudad/Un-

docente-de-la-UNR-logroacute-frenar-la-gangrena-20080217-0078.html#comentarios.
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8. Conclusion.
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8. Conclusion.

Todo ser vivo en este planeta lucha por sobrevivir, y las bacterias son un ejemplo
de esto, evolucionando diversas estrategias a lo largo de millones de afios para adaptarse
a una plétora de hébitats y nichos terrestres. El ser humano, asi como los animales y las
plantas superiores, no son mas que nichos en donde los nutrientes y la energia abundan,
si bien no estan directamente disponibles. Entonces, lo que en un principio fueron
Ilamados factores de virulencia o patogenicidad en microrganismos que enfermaban a
humanos, animales y plantas, no serian mas que factores de supervivencia. Las bacterias
patdgenas se adaptaron e hicieron uso de estos factores para colonizar medioambientes
bidticos ricos en elementos indispensables para su proliferacion y sobrevida.
Desarrollaron estrategias para vencer las defensas de los sistemas bioldgicos que
atacaban, modificando rapidamente su metabolismo para un mejor aprovechamiento de
las sustancias presentes en los seres vivos. Una muestra de esta interdependencia del
metabolismos celular bacteriano y las necesidades nutricionales con el comportamiento
patogénico se demuestra en este trabajo de tesis, donde los factores de patogenicidad
(superviviencia) PLC, PFO y T4P son reprimidos por fuentes de carbono rapidamente
metabolizables (glucosa, fructosa, sacarosa). Por lo tanto, cuando catabolitos
metabolicamente eficientes estan presentes no es necesario poner en marcha un plan de
supervivencia, con lo cual la patogenicidad se ve atenuada. Cuando C. perfringens
ingresa a un hospedador, los nutrientes disponibles libres son muy escasos (baja
concentracion de glucosa en tejido) y el medio ambiente es muy hostil, por lo que este
patdgeno debe expresar un conjunto de factores destinados a la adaptacidn rapida a esta
nuevas condiciones. Se expresan toxinas que inhiben el sistema de defensa del
hospedador, facilitan la supervivencia a la fagocitosis, reducen la tensién de oxigeno y
destruyen tejido proveyendo de nutrientes para el desarrollo. Por otro lado, se favorece
la movilidad bacteriana para colonizar rapidamente y expandirse a partir del punto de
entrada. El objetivo de C. perfringens no es enfermarnos o matarnos solo sobrevivir sin

importar el costo.
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