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Resumen

Interaccion de Brucella con el hospedador: adhesion y biogénesis de la

envoltura celular

Las bacterias del género Brucella son organismos Gram negativos, patégenos intracelulares
facultativos responsables de una zoonosis denominada Brucelosis. La envoltura de Brucella exhibe
caracteristicas Unicas que hacen que estas bacterias sean patdgenos furtivos y resistentes a
compuestos de defensa del hospedador. Brucella se caracteriza por presentar tropismo a diversos
tejidos y es capaz de replicar en multiples tipos celulares. Previo a la invasion la bacteria debe ser
capaz de adherirse a la célula hospedadora. Mediante estudios filogenéticos en B. suis 1330 se
identificaron diversas proteinas que podrian cumplir una funcién en la adhesion al hospedador. Dentro
de éstas, BmaA y BmaB pertenecen a la familia de autotransportadores (AT) monoméricos. Analisis
bioinformaticos de los ortélogos de BmaA y BmaB en los genomas de numerosas cepas de B. suis,
Brucella abortus y Brucella melitensis mostraron gran variabilidad. Mas adn, BmaA y BmaB serian
pseudogenes en varias cepas de B. abortus y B. melitensis, indicando que estas adhesinas contribuirian
a la preferencia de hospedador o al tropismo a determinados tejidos. Se demostré que BmaA y BmaB
en B. suis son proteinas funcionales que participan en la adhesién a distintos tipos celulares y a
componentes de la matriz extracelular del hospedador. Por inmunofluorescencia se observé que BmaB
se localiza en el polo nuevo generado luego de la divisién asimétrica de Brucella, apoyando la hip6tesis
que en Brucella dicho polo estaria funcionalmente diferenciado para la adhesion.

Otro de los candidatos estudiados, denominado MapB, no tuvo funcion de adhesina, sino que cumpliria
un rol crucial en la integridad de la envoltura celular. En efecto, la resistencia tipica de Brucella tanto a
la lisozima como a polimixina B se redujo marcadamente en la mutante AmapB. MapB resulté ser un
homologo lejano de TamB. Esta proteina junto con TamA forman un complejo que participaria en la
translocacion de ATs a través de la ME. En linea con esta observacion, MapB fue requerida para el
ensamblaje en la ME de BmaB, ya que la mayor parte del AT se acumulé en el periplasma de AmapB.
La evaluacién de otras proteinas de ME (OMPS) indicé que la ausencia de MapB no condujo a una
alteracion generalizada de OMPs, sino a una reduccion en la abundancia de un subconjunto de OMPs,
incluyendo miembros de la familia Omp25/31. Mediante microscopia electrénica se observd que las
células AmapB presentan anomalias en la morfologia celular, lo que indica que la ausencia de MapB
altera la divisién celular. Finalmente, las células AmapB mostraron estar comprometidas en la invasion
0 supervivencia inicial en macréfagos y un fenotipo de virulencia atenuado en el modelo murino. En
conjunto, nuestros resultados indican que el rol de MapB no se limita a la translocacion e insercion de
algunas proteinas en la ME, sino que es esencial para la estabilidad de la ME y participa en la
biogénesis de la envoltura celular, un proceso que esta inherentemente coordinado con la division
celular.

Palabras clave: Brucella - virulencia - autotransportadores - adhesién - TAM - biogénesis de la

envoltura celular - divisién celular



Abstract

Interaction of Brucella with the host: adhesion and biogenesis of the cell envelope

Bacteria of the genus Brucella are gram-negative, facultative, intracellular pathogens responsible for a
zoonosis called Brucellosis. Brucella's cell envelope exhibits unique characteristics that make these
bacteria furtive pathogens and resistant to various host defense compounds. Brucella is characterized
by its tropism to various tissues and is capable of replicating in several cell types. Before invasion the
bacterium must be able to adhere to the host cell. Through phylogenetic studies in B. suis 1330, several
proteins that could play a role in host adhesion were identified. From these candidate proteins, BmaA
and BmaB were found to belong to the family of monomeric autotransporters (AT). Bioinformatic
analyzes of BmaA and BmaB orthologs in the genomes of numerous strains of B. suis, Brucella abortus
and Brucella melitensis showed great variability. Moreover, BmaA and BmaB would be pseudogenes in
several strains of B. abortus and B. melitensis, indicating that these adhesins would contribute to host
preference or tropism to certain tissues. It was demonstrated that BmaA and BmaB in B. suis are
functional proteins that participate in the adhesion to different cell types and components of the host
extracellular matrix. Additionally, BmaB was detected by immunofluorescence at the new pole generated
after the asymmetric division of Brucella. This observation supports the hipothesis that in Brucella this

pole would be functionally differentiated for adhesion.

Another of the candidates studied, called MapB, did not show adhesin function, but appeared to be
crucial for cell envelope integrity. Indeed, the typical resistance of Brucella to both lysozyme and
polymyxin B was markedly reduced in the AmapB mutant. MapB turned out to represent a TamB
ortholog. This last protein, together with TamA, a protein belonging to the Omp85 family, form a complex
that has been proposed to participate in the translocation of AT proteins through the outer membrane
(OM). Accordingly, it was observed that MapB is required for the proper assembly of BmaB in the OM,
as most of the AT accumulated in the mutant cell periplasm. Both assessment of the relative amounts
of other specific outer membrane proteins (OMPs) and a proteomic approach indicated that the absence
of MapB did not lead to an extensive alteration in OMP abundance, but to a reduction in the relative
amounts of a protein subset, including proteins from the Omp25/31 family. Electron microscopy revealed
that AmapB cells exhibit multiple anomalies in cell morphology, indicating that the absence of the TamB
homologue in B. suis severely affects cell division. Finally, AmapB cells were impaired in macrophage
infection and showed an attenuated virulence phenotype in the mouse model. Collectively, our results
indicate that the role of B. suis TamB homologue is not restricted to participate in the translocation of
ATs across the OM but that it is essential for OM stability and protein composition and that it is involved

in cell envelope biogenesis, a process that is inherently coordinated with cell division.

Key words: Brucella - virulence - autotransporters - adhesion - TAM - cell envelope

biogenesis - cell division
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Introduccién

Introduccion

1. Historia

Las bacterias del género Brucella fueron aisladas por primera vez en 1887 por David
Bruce. En la Isla de Malta, Bruce identific6 una enfermedad que causaba altas temperaturas
en los enfermos, que se elevaban a 41 grados centigrados durante la noche y se
estabilizaban durante el dia. Este cuadro febril duraba semanas e incluso meses, y en
ocasiones con desenlaces fatales. Bruce aisl6 un microorganismo de las muestras de bazo,
higados y rifiones de los muertos al cual denomind Micrococcus melitensis. Para probar si
efectivamente este microorganismo era el agente causal de la denominada Fiebre de Malta,
infecté monos con el organismo crecido en cultivo. Siete monos fueron infectados, cuatro
murieron, mientras que los tres restantes sobrevivieron pero tuvieron fiebre ondulante que
imitaba a lo ocurrido en humanos. Bruce luego estudié muestras de tejido de los monos que
murieron y los mismos micrococos crecieron con éxito. El reservorio del agente causal no
fue descubierto hasta 1905, cuando se lo aisl6 de orina y leche de cabras aparentemente
sanas. Cuando se suspendié el consumo de leche cruda de cabra, la incidencia de la
enfermedad descendi6 en forma brusca. La bacteria aislada fue luego rebautizada con el
nombre de Brucella melitensis en honor a su descubridor. El segundo microorganismo del
grupo fue aislado de ganado que padecia de aborto infeccioso por Bang en Dinamarca en
1897 (enfermedad de Bang). Este microorganismo inicialmente se denominé Bacillus
abortus. El tercer miembro del grupo fue cultivado a partir del feto de una cerda expulsado
prematuramente (Bacillus suis) en EE.UU. en 1914. En 1920 Evans reconocié que los tres
microorganismos estaban estrechamente emparentados y los incluyé en un género aparte,

denominado Brucella.

2. Brucelosis en humanos y animales

Las bacterias del género Brucella son cocobacilos Gram negativos, responsables de una
zoonosis denominada Brucelosis, una enfermedad caracterizada por infecciones crénicas,
abortos e infertilidad en animales, ademas de enormes pérdidas econdmicas a nivel
productivo. En los animales, Brucella causa infecciones generalizadas, seguidas por una
localizacién de la bacteria en 6rganos reproductivos y en el sistema reticulo-endotelial. La
fuente de infeccion la constituyen los animales infectados ya que excretan una gran
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Introduccién

cantidad de bacterias junto con los tejidos y productos de los abortos, en la leche, y en
menor medida en las secreciones genitales y orina. De este modo, los animales enfermos
contaminan el ambiente diseminando al microorganismo [1]. Ademas de las especies de
interés econdmico que son susceptibles a la brucelosis, también existen reservorios en
animales salvajes [2]. La incidencia en este ultimo grupo se ha ido incrementando en los
ultimos afos [3], y su relevancia radica en que son una importante fuente de reinfeccion
hacia el ganado [4, 5]. La amplia variedad de hospedadores para cada especie del género
Brucella, asi como la importante diversidad de especies dentro del mismo complica la
erradicacion de esta enfermedad.

En humanos, la infeccién puede deberse al consumo de alimentos contaminados y
crudos (por ejemplo leche y otros derivados de lacteos, no pasteurizados), por exposicion
a animales infectados, muestras de los mismos (por ejemplo sangre, placenta, fetos,
secreciones uterinas, orina), entre otras. Las bacterias pueden ingresar al organismo via
cortes o0 abrasiones, por via oral (por ingestion de alimentos contaminados), por
contaminacién de las conjuntivas con aerosoles o por via respiratoria (por ejemplo por
inhalacién de aerosoles) [6, 7]. La brucelosis en humanos es muy comudn en areas como la
costa del Mediterraneo, Medio Oriente, y Latinoamérica, donde la enfermedad es endémica.
En cambio, en areas del mundo mas desarrolladas en las que las medidas de higiene y
control de alimentos son mas estrictos, la enfermedad se asocia con la actividad laboral,
por lo que se considera una enfermedad profesional (de veterinarios, carniceros, personal
de frigorificos, laboratorios, granjeros y ganaderos) [8]. La infeccién lateral y congénita entre
humanos es muy poco comudn, aunque se han reportado casos esporadicos por ejemplo
por transfusion sanguinea o trasplante de médula [9-13].

La aparicion de esta patologia en humanos se asocia a la enfermedad del ganado.
En particular, en la Argentina la brucelosis humana esta muy relacionada con la infeccion
de cabras en la zona oeste del pais y con ganado bovino y porcino en el este, mientras que
en centros urbanos las mayores fuentes de infeccion son los frigorificos [14]. Los ultimos
registros de aislamientos de cepas en humanos en el pais indican que en un estudio
comprendido entre 1994 y 2017 la cepa de mayor prevalencia es B. suis, con un 48% del
total de aislamientos (informacion cedida por la Dra. Gabriela Escobar, Centro de Referencia
de Brucelosis, INElI — ANLIS Malbran), lo cual probablemente pueda estar dado por la
ausencia de control sanitario y vacunacion en porcinos (ver seccion 2 Introduccion).

Para lograr un adecuado control de la enfermedad en el hombre es fundamental el
desarrollo de programas de vacunacién en el ganado. Asi mismo, la vigilancia
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epidemioldgica en la poblacion expuesta es fundamental, ya que un diagndéstico temprano
permite una rapida mejoria, lo cual evita las complicaciones secundarias asociadas a la
cronicidad de la enfermedad. Ademas, dado que algunos individuos con brucelosis se
muestran asintomaticos, es necesario un diagndéstico preciso, especialmente en areas
endémicas [15]. Las medidas de control se basan en la prevencién de los factores de riesgo.
La vigilancia es entonces un elemento clave para el manejo de los programas de prevencion
y control [16]. Segun la OMS desde mediados de la década de los 70, cada afio se registran
en el mundo medio millon de casos de adquisicion de brucelosis en humanos. Debido a que
los sintomas clinicos suelen confundirse con otras enfermedades y a que no se suelen
realizar los controles de rutina adecuados para su diagndstico, se cree que dicho numero
representaria solo el 4% de los casos reales [17, 18].

La brucelosis provoca en el mundo, incluyendo a la Argentina, pérdidas importantes
en la produccion pecuaria y restricciones sanitarias en el comercio interno y exportaciones,
tanto en la comercializacion de los animales como de sus productos derivados [19-22].
Algunos de los problemas de los animales enfermos que impactan en la economia son
abortos, reduccién en la fertilidad (incluso infertilidad), nacimientos de terneros débiles,
pérdida de peso y merma en la produccion de leche [23, 24]. En particular B. abortus, B.
melitensis y B. suis, son las especies con mayor impacto econdmico del grupo. Las
estimaciones oficiales sobre las pérdidas anuales Unicamente por brucelosis bovina en
Ameérica Latina produce pérdidas millonarias, por ejemplo en Brasil alcanzan los US$ 448
millones [21, 22, 25, 26]. Esta enfermedad junto con la tuberculosis bovina fueron las
principales causas de pérdida de dinero en la ganaderia del siglo XX. Es por esto que
existen regulaciones internacionales que imponen restricciones en el movimiento y

comercio de animales infectados con cualquiera de estas especies [27].

Vacunacion, prevencion y prevalencia
En cuanto a la prevencion, a nivel mundial, existen algunas vacunas aprobadas para uso
animal. Sin embargo, cabe destacar que aun no existen vacunas para todos los
hospedadores, ni paratodas las especies de Brucella. En el caso del ganado bovino, existen
dos vacunas comercializadas, pero su uso no esta aprobado en todo el mundo. Ambas
vacunas utilizan cepas atenuadas de B. abortus. Una de ellas utiliza la cepa 19 de B.
abortus (S19), cuyo uso esta aprobado solo para la vacunacion de terneros de entre 3y 9
meses, mientras que la vacuna con la cepa RB51 puede aplicarse en animales de cualquier
edad. Una ventaja de la cepa RB51 es que no produce anticuerpos contra el antigeno-O
3
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del lipopolisacérido (LPS) ya que es una mutante rugosa (deficiente en el antigeno-O del
LPS, ver seccion 6). Esto permite discriminar entre los animales vacunados con esta cepa,
de los enfermos, ya que en animales enfermos hay un titulo importante de anticuerpos anti-
antigeno-O. Por otra parte, un gran problema de ambas vacunas, es que estas especies
son atenuadas en bovinos pero son capaces de infectar humanos.

En Argentina la vacunaciéon del ganado bovino ha sido intensa; en el afio 1982 se
establecié que la vacunacion de terneras de entre 3 y 8 meses con la cepa S19 de B.
abortus fuese obligatoria en todo el territorio nacional (SENASA Resolucion 73/82). A partir
de 1998 se autorizo el uso de la vacuna B. abortus RB51 en terneros de sexo femenino de
mas de 10 meses y no mas de tres meses de prefiez y ademas se implementd la vacunacion
simultanea contra la brucelosis y la fiebre de aftosa. En ese momento la vacunacion de
terneras con S19 alcanz6 un 95% [28]. Sin embargo, no se combatio la infeccién del ganado
bovino por completo [29], ni la generada por otras especies de Brucella, asi como tampoco
se previno la infeccion de B. abortus a otros hospedadores [8]. En el muestreo realizado en
el aflo 2004 por el SENASA se observaron valores de prevalencia de animales infectados
del 2.15% y de predios positivos para brucelosis del 12.4 %, mientras que en el estudio del
afo 2014 (el altimo disponible) se puede observar que la prevalencia animal obtenida es de
0.81%, lo que indica una disminucién en 10 afios estadisticamente significativa (p<0.05);
sin embargo, la prevalencia de predios se mantuvo en 12,35% con una distribucion similar
[30] (Figura 1). Estos valores son coincidentes con una situacién epidemiolégica donde la
vacunacion sistematica y continua de las terneras a lo largo de los afios puede haber
actuado como factor relacionado a la disminucion de la prevalencia de la enfermedad

aunque la situacién esta lejos de estar completamente controlada en nuestro pais.
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o B I

® Estableamientos positivos.

Figura 1. Mapa que ilustra la distribucion espacial de predios positivos para brucelosis bovina en
Argentina. Los puntos rojos indican los establecimientos muestreados que resultaron positivos para
brucelosis, con al menos un animal confirmado. Tomado del informe del muestreo para determinacion
de prevalencias de brucelosis bovina en la zona de mayor produccién bovina en la Republica Argentina
(SENASA, 2014)[30].

En febrero del corriente afio el SENASA dispuso un nuevo Plan Nacional de Control
y Erradicacién de Brucelosis Bovina (resolucion N°67/2019). El plan exige a los propietarios
de los rodeos donde se realicen actividades de reproduccién, que efectien una
Determinacién Obligatoria de Estatus Sanitario (DOES) de Brucelosis por un médico
veterinario acreditado. La DOES consiste en un diagnostico seroldgico a la totalidad de los
animales susceptibles del establecimiento. Si la totalidad de las muestras resultan negativas
se considerara al establecimiento con un estatus libre de brucelosis bovina, el cual debera
ser mantenido anualmente por un muestreo parcial de animales. Se propone que esta
estrategia permitira mantener un control sanitario de la brucelosis, resguardando la salud
publica y posicionando al pais como uno de los mayores exportadores de carne bovina de
calidad.

En cuanto al ganado caprino, existe la vacuna Revl que consiste en el uso de una
cepa atenuada. Al igual que lo que ocurre con las cepas S19 y RB51 de B. abortus, ésta
cepa también es virulenta para humanos. A pesar de la alta prevalencia de la brucelosis
caprina en el pais, el uso de esta vacuna fue autorizado en Argentina recién a fines del afio
2006 (Resoluciéon 216/2006, SENASA). La Organizacién Mundial de la Sanidad Animal
recomienda el uso de las vacunas B. abortus S19, B. abortus RB51 y B. melitensis Revl
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para el control de ganado [31, 32]. Sin embargo, como se menciond estas cepas son
patogénicas para humanos, suponiendo un riesgo de contraer la enfermedad al momento
de administrarlas [23]. Al momento no existen vacunas aprobadas para porcinos y en el
pais el control de sanidad de estos animales es escaso o practicamente nulo, por lo tanto
tampoco se cuenta con informacién estadistica confiable en cuanto a la incidencia de B.

suis en Argentina.

3. Brucella spp.

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae, la cual se encuentra dentro del
orden Rhizobiales de la clase a-Proteobacteria [33-35]. La clase a-Proteobacteria esta
compuesta por familias de organismos que son patégenos de animales (por €. Brucella
spp., Bartonella spp., Rickettsia spp) o de plantas (por ej. Agrobacterium spp.), simbiontes
(por ej. Rhizobium spp., Sinorhizobium spp. y Bradyrhizobium spp.), u organismos
habitantes del suelo como por ej. Ochrobactrum spp., que es considerado un patégeno

oportunista (Figura 2).

Bartonella henselae
[ Bartonella guintana
—— Ochrobactrum anthropi
L Brucella suis

Rhizohium leguminosarum
{:Sinurhizubium sp.
Agrobacterium tumefaciens
Bradyrhizobium japonicum

Rickettsia rickettsii
Escherichia cali

Figura 2. Arbol filogenético construido en base a la secuencia del ARN 16S, con algunas especies
pertenecientes a las Alphaproteobacterias mencionadas en el texto; se incluye a modo de outgroup
a E. coli (Gammaproteobacteria). Este arbol se construy6 utilizando el RDP [36] en base al método
Neighbor Joining. Adaptado de la tesis de V. Ruiz-Ranwez [37].

En los ultimos afios se ha identificado una serie de especies nuevas dentro del
género Brucella produciéndose una expansion del mismo (Whatmore, 2009).
Actualmente se reconocen 12 especies, cuyos hospedadores de preferencia se indican
a continuacion: B. abortus (bovinos), B. melitensis (cabras), B. suis (cerdos, liebres,
renos), Brucella canis (perros), Brucella ovis (ovejas) y Brucella neotomae (roedores),
Brucella microti (campafioles), Brucella pinnipedialis (pinnipedos), Brucella ceti
(cetaceos), Brucella papionis (papiones), Brucella vulpis (zorros) y Brucella inopinata

(aislada de un implante mamario humano). Las relaciones filogenéticas entre las
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especies del género se representan en la Figura 3. Como fue mencionado en la seccion
anterior, de las especies descriptas anteriormente B. melitensis, B. abortus, y B. suis son
las mas importantes en términos del impacto en la patogénesis de animales y humanos
[38]

B. abortus 2308

0.05 sustituciones/sitio 1

100 B. abortus 519

L B. abortus 9-941

100

B. melitensis 168
100 |

o0 [ B. melitensis 63 9

B. melitensis Ether

LLLY B. canis 23365

1060

100 B. suis 40

100 B. suis GB6
B. suis 1330

100

100

| B. suis 23445

| B. suis Thomsean

B. ovis 25840

Figura 3. Filogenia de las especies clasicas de Brucella spp. Adaptado de Foster et al 2009 [39].

El arbol fue construido usando el método de Neighbor Joining. En cada nodo se muestra el porcentaje
de soporte basado en 1,000 repeticiones. El grupo externo O. anthropi se us6 para enraizar este arbol,
pero no se muestra debido ala larga longitud de la rama.

Las especies pertenecientes a este género poseen genomas muy similares,
presentando una identidad de secuencia mayor al 94%. Poseen dos cromosomas de
aproximadamente 2.1 MB y 1.2 MB con un contenido de GC de aproximadamente el 57%.
Hay entre 3200 — 3400 ORFs en cada genoma. Algunos taxénomos consideran que todas

las especies deberian ser consideradas biovares de una misma especie, sin embargo se
7
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decidio continuar con esta taxonomia dada la frecuencia de aislamientos de cada una de
las especies en los hospedadores.

Es interesante destacar que las diferencias encontradas en los genomas
corresponden en mayor medida a proteinas de la superficie, lo cual indica que sus genes
son los que sufren las principales mutaciones a lo largo de los eventos de especiacion.
Algunas de estas mutaciones parecen inactivar los genes, convirtiéndose éstos en
pseudogenes. Es por ello que el estudio de pseudogenes resulta fundamental a la hora de
comprender las diferencias existentes entre las distintas especies. En este sentido, un
andlisis de las categorias funcionales de los genes inactivados revel6 que la mayor parte
de los mismos corresponden a funciones asociadas a transporte y a la envoltura celular
[40]. Este proceso refleja la adaptacion a un ciclo de vida intracelular, donde el ambiente
local o nicho replicativo provee un suministro constante de nutrientes. Esto sugiere que la
virulencia y las diferencias en la especificidad de hospedador observadas podrian ser el
resultado de la divergencia en los genomas, producida por la acumulacion diferencial de
pseudogenes. Se propone que la inactivacibn de genes, mas que la delecion o la
transferencia horizontal, jugaria un rol mas importante en la especiacion y adaptacion al

hospedador.

4. Replicacion intracelular

Brucella invade y replica en una variedad de células hospedadoras como
macroéfagos, trofoblastos, células dendriticas y epiteliales, dentro de un compartimento
particular derivado del reticulo endoplasmico denominado “Brucelosoma” o BCV (por
Brucella containing vacuole) [41-43]. En la Figura 4 se esquematizan y describen los
principales pasos del tréfico intracelular. Luego de la endocitosis la bacteria se adapta a
condiciones intracelulares y supera las defensas del sistema inmune del hospedador [44-
46]. Por lo tanto, una vez que se alcanzé la etapa crénica es dificil erradicar la bacteria ya
que su estilo de vida intracelular la pone fuera del alcance de la respuesta humoral del
sistema inmune, y de varios antibidticos [45, 47]. Recientemente se ha propuesto que uno
de los reservorios intracelulares son los monocitos que residen dentro de la médula 6sea
que luego al migrar hacia otros tejidos, mediante la circulacion sistémica, funcionan como

“caballo de Troya” diseminando las bacterias por el resto del organismo [48]
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Figura 4. Tréfico intracelular de Brucella. Al ingresar, las BCV recién formadas transitan a lo largo de la
via endocitica, interactuando secuencialmente con los endosomas tempranos (amarillo) y los
endosomas tardios (verde) antes de fusionarse con los lisosomas (rojo). Las BCV que logran evadir la
via degradativa lisosomal, interactian y posteriormente se fusionan con el ER (mostrado en azul)
generando BCV replicativos derivados de ER. Adaptado de Starr et al, 2008 [43].

5. Divisién celular asimétrica

La division celular asimétrica es un mecanismo que genera dos células hijas
funcionalmente diferenciadas. En un estudio publicado en el afio 2004 [49] se demostré que
varias Alphaproteobacterias se dividen asimétricamente. En el caso de Brucella se
generarian dos células hijas de tamafio ligeramente distinto, que presentarian funciones
especificas [49]. Por otro lado, se ha propuesto que el crecimiento unipolar (implicado en la

division asimétrica) seria una caracteristica ancestral conservada dentro del orden
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Rhizobiales, incluyendo a la bacteria mutualista S. meliloti, al patégeno de plantas A.
tumefaciens, al patégeno de animales Brucella, y al patégeno oportunista O. anthropi [50]
En otro estudio se caracterizé a PdhS, una histidina quinasa citoplasmética esencial
en la viabilidad de B. abortus y homéloga a las histidina quinasas PleC y DivJ de
Caulobacter crescentus que presentan distribucién asimétrica. Se determiné que PdhS se
localiza especificamente en el polo viejo de la célula més larga de Brucella y que luego de
la divisidén y crecimiento, la célula mas pequefia adquiere PdhS en su polo viejo. Por lo
tanto, se propuso a PdhS como un marcador de polo viejo (identificada en rojo en la Figura
5). Con el fin de profundizar el analisis en los procesos de diferenciacion de las células hijas,
se han identificado otros marcadores de polo. Recientemente se determiné que la proteina
AidB se localiza especificamente en el polo nuevo de Brucella, y en el sitio de constriccion,
tanto en bacterias en cultivo como en bacterias que se encuentran infectando células HeLa
0 macrofagos. AidB (identificada en azul en la Figura 5) es una acil-CoA-deshidrogenasa

que podria estar involucrada en la destruccién de agentes alquilantes [51] .

7 @®PdhS
D n @ FumC
n @ AidB
@®PleC
. % DivK-P

Figura5. Esquema de lalocalizacién asimétrica de las proteinas marcadoras de polo. En rojo la histidina
quinasa PdhS y en azul la acil-CoA-deshidrogenasa AidB. Adaptado de Van der Henst 2013 [52].

6. Envoltura de Gram negativas y particularidades en Brucella
La envoltura celular bacteriana es el mayor punto de interaccién de los patdgenos y
el hospedador y por lo tanto las moléculas que forman parte de la misma tienen un rol
fundamental en el éxito de la infeccion. En bacterias Gram negativas, la envoltura celular
esta compuesta por la membrana interna (Ml), un espacio periplasmico (conteniendo al
peptidoglicano), la membrana externa (ME) y el lipopolisacéarido (LPS) como se muestra en

la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de la envoltura de Brucella spp.

La MI consiste en una bicapa de fosfolipidos, mientras que la ME es una membrana
asimétrica compuesta por fosfolipidos en la cara interna 'y LPS en la cara externa. En cuanto
al LPS de las cepas lisas esta constituido por el lipido A, el nucleo polisacaridico (core) y el
antigeno-O. En las formas rugosas el LPS carece del antigeno-O, o esta reducido a muy
pocos residuos. Particularmente, en Brucella el lipido A esta conformado por un disacéarido
de diaminoglucosa, el cual se encuentra acetilado con una gran proporcion de &cidos
grasos de cadena muy larga (en la figura indicados como VLCFA, por sus siglas en inglés,
very long chain fatty acid) [53, 54]. Asimismo, dos tipos de proteinas integran la ME, las
lipoproteinas y las proteinas integrales de membrana. Las lipoproteinas estan ancladas a
la ME a través de una cola lipidica presente en el N-terminal (N-acil-diacilglicerilcisteina).

La ME posee caracteristicas Unicas que hacen que estos patdégenos sean
particularmente resistentes a compuestos bactericidas del hospedador. Ademas, numerosa
evidencia indica que la envoltura de Brucella limita el reconocimiento por parte del
hospedador, promueve la evasion del sistema inmune y es crucial para evitar la destruccion

de la bacteria en el medio intracelular [55].
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Debido a su rol en el éxito de la infeccion, la envoltura celular de Brucella es objeto
de numerosos estudios. Por ejemplo se propone que Brucella tiende a formar bicapas
lipidicas muy estables [56, 57]. En particular, esto se debe a la presencia de varias proteinas
de membrana externa (OMPs) que mantienen interacciones hidrofobicas con otros
componentes y/o contienen dominios hidrofilicos que le permite unirse al peptidoglicano.
Como consecuencia, estas caracteristicas contribuirian a la rigidez propia de la célula de
Brucella en comparacion con otras bacterias Gram negativas [57-59]. El LPS de Brucella
es particularmente poco endotoxico. Por un lado, los VLCFA presentes en el lipido A no son
capaces de ser reconocidos por el receptor TLR4 (receptor tipo Toll) como ocurre en otras
bacterias Gram negativas [60, 61]. Una segunda caracteristica anti-inflamatoria del LPS de
Brucella es que genera una pobre activacion del complemento [62]. Por otro lado, el LPS
de Brucella cumple funciones particulares, interviniendo en el control del tréfico intracelular,
en el control de la respuesta inmune de la célula hospedadora e inhibiendo la presentacién
antigénica por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo II (MHCII) con la
consiguiente disminucién en la activacion de linfocitos T [63, 64]. En particular, se ha
observado que el antigeno-O del LPS inhibe la apoptosis de los macréfagos invadidos,
beneficiando a la bacteria [65]. Tanto el lipido A como el core exhiben una menor proporcion
de cargas negativas en comparacion con el LPS de otras bacterias estudiadas [42]. Todas
estas caracteristicas fisicoquimicas particulares resultan en una baja permeabilidad (y por
lo tanto mayor resistencia) de Brucella a compuestos policatiénicos, como la polimixina B y
la lisozima, y una mayor permeabilidad a compuestos hidrofobicos [66-69].

La composicién lipidica de las membranas de Brucella spp. también posee
caracteristicas particulares; el fosfolipido mayoritario es la fosfatidilcolina (PC), un
fosfolipido comin en eucariotas pero poco frecuente en bacterias [70]. Las propiedades
estructurales proporcionadas por la PC son distintas a las de la fosfatidiletanolamina (PE),
fosfolipido mayoritario en muchas otras Gram negativas. En ensayos in vitro, la PC forma
bicapas mas estables [71]. Se ha demostrado que su sintesis ocurre a partir de colina
suministrada por el hospedador y que su presencia es necesaria para la colonizacién de
ratones BALB/c [72]. Las caracteristicas particulares de los lipidos de membrana de
Brucella contribuyen a que la bacteria sea considerablemente permeable a compuestos
hidrofébicos pero poco permeable a péptidos catidnicos [66, 68, 69, 73, 74]. Mas aun, la
baja abundancia de PE (alrededor del 25% en B. melitensis en comparacion con otras
especies como E. coli, donde su contenido se eleva hasta el 80%) y la presencia de la
fosfolipasa BveA, que corta especificamente PE, esta relacionada con la resistencia a

12



Introduccién

polimixina B y la persistencia de la virulencia en ratones [75]. Otros componentes de la ME
de Brucella relevantes en la virulencia son las OMPs [76, 77]. Mutantes en distintas OMPs
(por ejemplo Ompl10 y Ompl9) presentaron un fenotipo de virulencia atenuado en ratén
[78].

7. Biogénesis de la ME en bacterias Gram negativas: sistemas BAM y TAM.

Mientras que la estructura y funcion de la ME ha sido conocida por décadas, su
biogénesis aun no se ha dilucidado completamente. Todos los componentes de la ME se
sintetizan en el citoplasma o en la cara citoplasmatica de la Ml, y deben ser transportados
a través de la Ml y periplasma a fin de alcanzar la ME e incorporarse a ella.

Todas las proteinas destinadas a la ME se sintetizan como precursores con
secuencias sefial en el N-terminal, que son esenciales para la translocacion a través de la
MI. Se han identificado dos maquinarias de translocacién: el sistema Sec, que transporta
las proteinas desplegadas, y la maquinaria Tat (por sus sigla en inglés, Twin-Arginine
Translocase), que conduce las proteinas plegadas a través de la MI. Varias chaperonas
periplasméaticas han sido involucradas en el proceso de biogénesis de la ME [79]. Por
ejemplo, una chaperona descripta es Skp la cual se une directamente a los polipéptidos
una vez que los mismos atraviesan el canal de la maquinaria Sec. Otra de ellas es SurA
involucrada exclusivamente en la unién a proteinas integrales de membrana previniendo el
plegamiento prematuro o la agregacion de los polipéptidos en el periplasma. La insercion
de las proteinas en la ME ha sido durante mucho tiempo enigmatica y se ha considerado
un proceso espontaneo [80]. Sin embargo, diferentes trabajos han identificado maquinarias
proteicas esenciales para este proceso. Una de ellas es la maquinaria BAM la cual asiste a
la insercién de proteinas que contienen barriles 3. EI complejo BAM esta compuesto por la
proteina esencial BamA y proteinas accesorias. BamA pertenece a un subgrupo de la
superfamilia de proteinas Omp85 que se caracteriza por poseer un dominio con estructura
de barril B conservado en el extremo C-terminal insertado en la ME y 5 dominios
periplasmicos en la regién N-terminal denominados POTRA (por sus siglas en inglés,
polypeptide transport associated), cuya funcion propuesta es mediar en la interaccion inicial
del complejo BAM con los sustratos polipeptidicos [81]. Las proteinas accesorias BamB,
BamC, BamD, y BamE son lipoproteinas que estan ancladas a la ME a través del extremo
N-terminal. Todos los componentes son necesarios para el correcto ensamblaje y la
insercion eficiente en la ME de las OMPs que contienen en su estructura un barril 3 [82-84].
En la Figura 7 se esquematizan todos los componentes de la maquinaria BAM.
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Figura 7. Esquema de los componentes principales de la maquinaria BAM y el recorrido en la
translocacion de OMPs a través de la Ml y su insercién en la ME. La OMP naciente se transloca
desplegada por la maquinaria SEC, en el espacio periplasmico chaperonas la mantienen desplegada,
luego interactta con el complejo BAM, hasta que se inserta en la ME.

Otra familia de proteinas a las cuales BAM asiste a su insercién en la ME son los
autotransportadores, cuya estructura consiste en un dominio barril B en el C-terminal (ver
seccion 9 de Introduccion). Antiguamente se creia que estas proteinas contenian toda la
informacién necesaria para su correcta translocacion e insercién a la ME. Sin embargo, hoy
en dia varias evidencias indican que el término "auto" en realidad no contempla el
mecanismo de translocacion de los autotransportadores ya que se requieren otras proteinas
para su correcta secrecion. Se demostré que la maquinaria BAM era necesaria para la
translocacion de varios autotransportadores, particularmente de la insercion del dominio C-
terminal en la ME [82, 85-89]. El sistema BAM junto con otros complejos asociados a la
envoltura celular son cruciales en la biogénesis de la envoltura de bacterias didermas, en
particular del ensamblado de la ME [87].

Mas recientemente, se ha descripto un nuevo sistema llamado Translocation and
Assembly Module (TAM) que seria necesario para la correcta translocacion de
autotransportadores como Ag43 y P1121 en E. coli y Citrobacter rodentium,
respectivamente [90]. El sistema TAM consiste en TamA, otro miembro de la superfamilia
Omp85, que posee estructura de barril B que se embebe en la ME y tres dominios POTRA
gue se orientan hacia el periplasma y a través de los cuales se propone que interactlia con
TamB (Figura 8A). TamB por su parte, es una proteina de gran tamafio (136 kDa en E. coli

K12) que se inserta en la Ml mediante un péptido sefal codificado en el N-terminal que es
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no clivable; el resto de TamB exhibe una extensa estructura (3-helicoidal que estéd inmersa

en el periplasma [90, 91].
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Figura 8. A. Estructura de TamA, en azul se observa el barril B que se inserta en la ME, hacia el
periplasma protruyen los dominios POTRA. Adaptado de Gruss 2013 [92]. B. Modelo de la maquinaria
TAM. En naranja el componente TamA inserto en la ME, la proteina TamB (gris) se ancla a la Ml por un
péptido hidrofébico no clivable. Ambas proteinas interactian en el periplasma a través de los dominios
POTRA.

El sistema TAM resultd no ser esencial en Gammaproteobacterias, pero su ausencia
afecto la virulencia o la colonizacion de C. rodentium y Salmonella enterica en modelos
murinos [90]. TamB tendria un efecto regulador sobre la interaccion del sistema TAM con
sus sustratos [93], ya que recientemente se postul6 que TamB posee una cavidad
hidrofébica denominada “taco B” que podria servir como chaperona para guiar las cadenas
hidrofébicas B de los sustratos del sistema TAM a través del periplasma [91]. Por otro lado,
las proteinas de la familia TamB se encontraron ampliamente distribuidas en la mayoria de
los linajes bacterianos gramnegativos, incluso en numerosos géneros que no albergan
autotransportadores [94]. Esto plantea la pregunta de cual es el papel principal de TamB en
la biogénesis de la envoltura celular bacteriana. Curiosamente, otros estudios sugieren que
los miembros de la familia TamB de Aggregatibacter actinomycetemcomitan
(Gammaproteobacteria), Deinococcus radiodurans (Deinococcus-Thermus phylum) vy
Borrelia burgdorferi (espiroqueta) podrian tener un papel mas general en la biogénesis de
la ME [95-98].

8. Adhesidén al hospedador
La capacidad de los microorganismos de colonizar y multiplicarse en un tejido

especifico del hospedador es un prerrequisito para poder establecer una enfermedad
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infecciosa. La internalizacion a células de mamiferos es una estrategia comun, utilizada por
muchas bacterias patégenas que les permite colonizar al hospedador [99]. Los patégenos
intracelulares deben primero adherirse a la superficie celular, y mantener esa asociacion
con el tejido del hospedador [100]. Esta etapa es critica en el proceso de infeccién ya que
evita la eliminacion de la bacteria de los tejidos, sobre todo para patdgenos como Brucella
spp., Y Yersinia spp. que primero colonizan areas que estan continuamente lavadas por
fluidos, movimientos peristalticos o por accién de cilios presentes en las superficies
mucosas de las vias digestiva y respiratorias. Por otro lado, el recambio de células
epiteliales de estas superficies es bastante rapido; por ejemplo, la monocapa de células
epiteliales intestinales se repone continuamente, renovandose aproximadamente cada 48
horas [101]. Tal es la importancia de la adhesion, que incluso se ha propuesto que la
inhibicién de la adhesién bacteriana a distintos componentes del hospedador tendria un
potencial terapéutico [102].

Para adherirse a las células del hospedador, las bacterias patégenas expresan
moléculas asociadas a la superficie llamadas adhesinas que en muchos casos reconocen
directamente proteinas de la superficie celular eucariota u otros componentes de la
superficie (por ejemplo carbohidratos), mediando una fuerte asociacién con la célula del
hospedador. En cambio, otras adhesinas se adhieren de modo indirecto a la célula
hospedadora al unirse a productos de secrecion de esta u otra célula, como por ejemplo
proteinas de la matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix), que si bien estan
unidas a la membrana plasmatica no son parte integral de la misma [103]. En la Figura 9 se
pueden observar los esquemas representativos de ambos tipos de interaccion: en un caso
el reconocimiento de la célula A por parte de la célula B seria directo, la adhesina de la
célula B reconoce directamente al receptor presente en la superficie de la célula A. En el
segundo caso el reconocimiento seria indirecto: la adhesina de la célula D reconoce a la

célula C via una molécula intermediaria (en amarillo).
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Célula A CélulacC

CélulaB CélulaD

Figura 9. Esquema de reconocimiento celular directo (izquierda) e indirecto (derecha).

Dentro de las adhesinas bacterianas, las histéricamente mas estudiadas han sido
las adhesinas multiméricas llamadas fimbriales o pili. Sin embargo en los ultimos afios se
han identificado una gran cantidad de adhesinas no fimbriales unidas a la superficie, siendo
algunas filamentosas [104]. Dentro de las adhesinas fimbriales presentes en bacterias
existen distintos tipos de pili como los de tipo | (por ejemplo FimH de E. coli [105]) y los de
tipo IV (como por ejemplo Pil de N. gonorrhoeae o Spa de Clostridium perfringens), y las
llamadas curli las cuales no suelen tener un ligando especifico (como Csg de Salmonella
enterica) [104]. Dentro de las no fimbriales se encuentran las que pertenecen a la familia

de los Autotransportadores, detallada en la siguiente seccion.
9. Autotransportadores: sistema de secrecion tipo V

La secrecion de proteinas en bacterias es esencial para una gran variedad de
funciones, incluidas la interaccién con el medio ambiente y el hospedador. Para aquellas
proteinas cuyo destino final es la superficie bacteriana o el medio extracelular las bacterias
Gram negativas pueden utilizar seis sistemas principales de secrecién de proteinas,
enumerados del | al VI, los cuales estan muy conservados [106]. Para translocar proteinas
a través de la M, los sistemas Il y V utilizan la maquinaria Sec [107, 108] o Tat [109-111],
mientras que la secrecion a través de los sistemas |, lll, IV y VI es independiente de Secy
Tat. Los sistemas tipo | forman un complejo tripartito que se extiende desde la Ml hasta la
ME formando un canal por el cual el sustrato proteico es translocado al medio extracelular

sin intermediarios periplasmaticos [112]. El sistema tipo Il consiste en un complejo
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multiproteico que atraviesa toda la envoltura, se encarga de mediar la translocacion de la
proteina ya ensamblada desde el periplasma al medio extracelular a través de la ME [113].
Los sistemas multiproteicos tipo Il y tipo IV reconocen a sus sustratos en el citoplasma y
translocan las proteinas al medio externo o incluso a células del hospedador, en muchos
casos funcionando como “inyectisomas” de factores de virulencia [114, 115]. El sistema tipo
VI, recientemente descripto en Salmonella, es una estructura que pone en contacto directo
a la célula dadora y la receptora. En un comienzo se crey0 que mediaba Unicamente la
interaccion con células eucariotas, sin embargo luego se describié que también participa en
la interaccidén entre bacterias [116, 117]

Los sistemas de secrecion de tipo V corresponden a los autotransportadores (ATS)
[118]. Su denominacién se debe a que en un comienzo se creia que la proteina secretada
albergaba en si misma el mecanismo que media su propio transporte al medio extracelular.
Sin embargo, recientemente se demostré que no es completamente autosuficiente, dado
gue, como se mencion6 anteriormente, otros sistemas participan asistiendo a la correcta
insercion y/o translocacion de estas proteinas (ver seccion 7 de Introduccion). La secrecion
consta basicamente de dos pasos; las proteinas contienen un péptido sefial reconocido por
la maquinaria Sec, el cual les permite atravesar la Ml [119]. Una vez en el periplasma, el
extremo C-terminal de los autotransportadores monoméricos (ATI) forma un barril B de
12/14 hebras antiparalelas que se inserta en la ME y es esencial para que el dominio
funcional ("pasajero") se transloque a través de la misma [119, 120] (Figura 10A). Los
autotransportadores triméricos (ATII) tienen un dominio de translocacion en el extremo C-
terminal mas pequefio que comparte similitudes estructurales y funcionales con los
monomeéricos [100, 121, 122].

La translocacion a través de la ME parece ser independiente de fuentes de energia,
tales como adenosina trifosfato (ATP) o gradiente de iones [118]. La hip6tesis mas aceptada
propone que la fuente de energia para la translocacion a través de la ME deriva del correcto
plegamiento del dominio pasajero sobre la superficie bacteriana [123], de ahi también su
denominacion “autotransportador”. Los ATs solo estan presentes en el reino Bacteria y son
més prevalentes en el phylum Proteobacteria, incluyendo las clases a-, B-, y-, Y ¢-
Proteobacteria [124]. Cabe destacar que todos los ATs de bacterias patdgenas
caracterizados a la fecha han sido catalogados como factores de virulencia. Los ATs
pueden tener una amplia variedad de funciones, incluyendo adhesion, invasion, protedlisis,
citotoxicidad, resistencia al complemento, hemaglutinacion, entre otras [118, 121, 125].
Incluso un Unico AT puede cumplir mas de una funcién. La region mas variable de los ATI
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es la que corresponde al dominio pasajero, que es la que alberga la actividad biolégica. En
cambio, el dominio C-terminal se encuentra altamente conservado (dominio PFAM03797)
y suele estar formado por aproximadamente 250-300 aminoécidos [121]. En la mayoria de
los ATI, el dominio pasajero es clivado luego de ser translocado el medio extracelular,
resultando una proteina o bien soluble o una proteina que queda en contacto con la
superficie bacteriana mediante interacciones no covalentes con el barril § [118, 121]. El
dominio translocador del autotransportador NalP de Neisseria meningitidis (PDB: 1UYO)
fue cristalizado confirmandose la presencia de un barril B, compuesto por 12 hebras 3
transmembrana y un poro central de aproximadamente 10 A de diametro, con un segmento
a hélice pasando por el poro [126]. En la Figura 10B se puede observar la estructura

obtenida por cristalografia, coloreada en funcién de la estructura secundaria.
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Figura 10. A. Esquema de dominios caracteristicos presentes en los ATl y modelo propuesto de
translocacion. (I) El péptido sefial (violeta) es reconocido por la maquinaria Sec y el polipéptido se
transloca al periplasma. (Il) El dominio de barril B (verde) se inserta en la ME formando un poro a través
del cual ocurre (lll) la translocacion del dominio pasajero (celeste) hacia el espacio extracelular. C.
Estructura cristalografica del barril B y linker de NalP de Bordetella pertusis. En amarillo se puede
observar el barril formado por 12 hebras B, atravesado por un segmento a-helicoidal (rojo). Adaptado
de Henderson et al 2004.

Un ejemplo que merece ser mencionado de ATs tipo | es TibA de E. coli enterotoxica.
TibA cumple varias funciones: media la autoagregacion de las bacterias, participa en la
formacion de biofilm sobre superficies abitticas, media la adhesion de la bacteria a una
serie de tipos celulares humanos [127, 128] y también funciona como invasina ya que fue

necesaria para una invasion eficiente a varios tipos celulares humanos [129].
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Por otro lado, los ATI de una gran variedad de bacilos patogénicos, incluyendo IcsA
y SepA de Shigella flexneri, AIDA-I de E. coli, NalP, y BrkA de Bordetella pertusis, estan
localizados en uno de los polos de la bacteria [119, 130]. M&s aln, estos AT han mostrado

una ubicacion polar en el citoplasma previa su secrecion [130].

10. Adhesinas y autotransportadores en Brucella:

A lo largo de los afios se han acumulado evidencias que sugieren que la adhesién
a componentes de la ECM y/o a las células del hospedador es un paso importante en la
infecciébn de Brucella [131-138]. Debido al amplio espectro patogénico de Brucella y su
capacidad de invadir distintos tipos celulares y tejidos [139], se ha sugerido que la bacteria
es capaz de expresar moléculas de superficie (adhesinas) capaces de reconocer receptores
generales asi como también receptores especificos de determinados tejidos [131]. En el
afno 2004, Castafieda-Roldan y colaboradores publicaron un trabajo en el cual investigaron
las propiedades de adherencia de Brucella spp. a células epiteliales y macréfagos. Estos
autores demostraron que B. abortus y B. melitensis son capaces de unirse a estas células
con una cinética caracteristica [131]. Se propuso que la adhesion seria dependiente de
receptores con residuos ricos en acido sialico y/o residuos sulfatados, tanto en macrofagos,
células epiteliales como en eritrocitos humanos [131, 140]. También se propuso que
algunas proteinas de la ECM como fibronectina, colageno y vitronectina podrian actuar
como puente en las etapas de adhesion [131]. Estudios anteriores habian demostrado que
Brucella se adhiere a acido sidlico presente en glébulos rojos humanos y de otros animales
[141].

En un trabajo posterior se identific6 a SP41, una proteina con alta similitud a un
transportador de glicerol-3-fosfato de tipo ABC. Dicha proteina result6é involucrada en la
adhesion a células HelLa. Es interesante destacar que la capacidad de adhesion de SP41
se pierde al utilizar células HelLa previamente tratadas con neuraminidasa, lo cual sugiere
gue alguna molécula de la célula rica en &cido sialico estaria involucrada en la interaccion
[142]. Bandara y colaboradores caracterizaron una proteina de B. suis que perteneceria a
la familia de los ATI, a la que denominaron OmaA. Dada su similitud con proteinas
clasificadas como adhesinas, los autores propusieron que esta proteina podria poseer la
misma funcién; sin embargo esta posibilidad no fue explorada. La mutante omaA no
presento diferencias con la cepa silvestre en la replicacion intracelular en macréfagos (a 24
ni 48 horas) y tampoco en la carga en bazo de ratones una semana después de haber sido

inoculados intraperitonealmente. En cambio, entre la tercer y novena semana siguiente a la
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inoculacién, la mutante fue eliminada mas eficientemente que la cepa silvestre, indicando
que OmaA seria importante en la fase cronica de la infeccion [143]. Este autotransportador
corresponde a BmaB, objeto de estudio del presente trabajo (ver Resultados Capitulo I).

En el afio 2012 Czibener y colaboradores identificaron una isla de patogenicidad en
B. abortus que al mutarla reduce la adhesion a células epiteliales en cultivo [132]. Luego,
en el afio 2016, profundizaron en la caracterizacion de uno de los genes, denominado bigA,
gue codifica para una adhesina que alberga un dominio bacteriano “semejante a
inmunoglobulina”, presente en varias adhesinas como en la Intimina de E. coli
enterohemorragica. Los autores demostraron que BigA participa en la adhesion a células
epiteliales polarizadas Caco-2 y MDCK. Observaron que mientras que la eliminacion del
gen redujo significativamente la adhesion, la sobreexpresion la incrementé dramaticamente
[144]. Asimismo, la proteina recombinante se localizé en mayor medida en las uniones
célula-célula e indujo cambios en el citoesqueleto de la célula hospedadora, indicando que
posee un receptor celular vinculado a la adhesién que desencadena una cascada de
sefales intracelulares.

En nuestro laboratorio, con el fin de identificar en B. suis otras proteinas que
pudieran estar involucradas en la adhesién de la bacteria al hospedador, se realizé una
busqueda bioinformatica en la secuencia publicada del genoma de B. suis 1330 [145]. Para
ello, se realiz6 una blsqueda sistematica de ORFs cuyos productos pudieran contener
dominios asociados con la adhesion [134], clasificados en la base de datos Pfam [146].
Como resultado de esta busqueda se obtuvieron 11 proteinas candidatas. En la Figura 11
se puede observar un arbol filogenético con dichas proteinas, construido con el fin de inferir
sus funciones y proximidad, a partir de posibles relaciones evolutivas [134]. Al analizar este
arbol se pueden distinguir 4 grupos: los primeros dos agruparian miembros de la familia de
los autotransportadores. En particular, el grupo 1 est4 constituido por proteinas
pertenecientes a los ATs de tipo |, mientras que en el segundo se pueden identificar
proteinas pertenecientes a los ATs tipo Il. En el tercer grupo se ubican proteinas que no
pertenecerian a ninguna familia en particular y todas presentarian un unico dominio
asociado a la adhesion (hemaglutinina, intimina o adhesina). Por Gltimo, en el cuarto grupo

se encuentran dos proteinas con dominios de invasina.
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Figura 11. Arbol filogenético de posibles adhesinas codificadas en el genoma de B. suis 1330.
Mediante un anédlisis bioinformatico se buscaron en el genoma de B. suis 1330, genes que codifiquen
proteinas que presenten uno o0 mas dominios asociados a la adhesion. De este modo se identificaron
11 genes candidatos. Las proteinas codificadas por los genes candidatos fueron agrupadas en cuatro
grupos en un arbol filogenético construido utilizando el método de distancia Neighbor Joining.
Adaptado de la tesis doctoral de D. Posadas (2010).

La proteina BRA1148, cuyo gen se encuentra localizado en el cromosoma I, fue
previamente caracterizada en nuestro laboratorio [136]. Inicialmente, con el fin de identificar
adhesinas de B. suis, se construyd una biblioteca de fagos que exponen en su capside
péptidos de B. suis 1330 (phage display). Exponiendo esta biblioteca a fibronectina
inmovilizada se aislaron fagos que expresaban fragmentos de proteinas candidatas a ser
adhesinas con capacidad de union a fibronectina, uno de los componentes de la ECM del
hospedador a los que Brucella es capaz de adherirse. Entre los fagos candidatos, se
identific6 uno que expresaba un péptido de este autotransportador monomérico (BR1148),
al que se denomin6 BmaC (por Brucella monomeric autotransporter). El fago que
expresaba el péptido de BmaC fue capaz de inhibir la adhesion de B. suis tanto a una
monocapa de HeLa como a fibronectina inmovilizada. A su vez, la cepa de B. suis mutante
en bmaC mostré6 una menor capacidad de adhesion a fibronectina inmovilizada y a las
lineas celulares epiteliales HeLa y A549 (linea epitelial pulmonar humana). Al realizar
infecciones a células HeLa co-inoculando las cepas mutante y silvestre, la mutante fue
desplazada por la silvestre. Se determiné que anticuerpos anti-BmaC asi como anti-

fibronectina son capaces de inhibir la adhesion de Brucella a células HelLa. Se propuso que
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BmaC mediaria la adhesion de B. suis a la fibronectina, tanto para adherirse a la ECM,
como a fagocitos no profesionales [136].

Por otro lado, dos de las proteinas del grupo 2 (BR0072 y BR1846), denominadas
BtaE y BtaF respectivamente por sus siglas en inglés (Brucella trimeric autotransporter),
pertenecen a la familia de ATs tipo Il y contribuyen a la adhesion de B. suis a células del
hospedador y componentes de la ECM [137, 138]. El andlisis de los genomas de Brucella
spp. mostré que casi todas las cepas de las diferentes especies de Brucella albergan dos
autotransportadores triméricos, los ortélogos de BtakE y BtaF. En general, los genes de
estas proteinas en las distintas especies de Brucella contienen todos los dominios
necesarios para su secrecion y funcion. En los ensayos realizados en B. suis, BtaF resultd
ser promiscua, dado que tuvo la capacidad de adherirse a mdultiples compuestos y a
superficies tanto bidticas como abidticas. Ademas fue necesaria para la adhesion en células
epiteliales. Ambas proteinas fueron requeridas para una completa virulencia en raton. Al
igual que BmaC, BtaE y BtaF se expresaron en una baja proporcién de bacterias, pero en
todos los casos se observaron en el polo nuevo generado luego de la division celular,
sugiriendo que el polo nuevo funcionaria como “polo adhesivo”. Esto es consistente con el
caracter polar observado en este género bacteriano, y en algunos organismos
filogenéticamente emparentados. Curiosamente, BtaF también estuvo implicada en la
resistencia al complemento presente en el suero porcino. Estos resultados demuestran la
importancia de los ATs en el proceso infectivo de Brucella [136-138, 147].

Llamativamente, si bien BR0049 se agrupé con BR1846 y BR0072, no present6
dominios tipicos de ATs tipo Il (ver capitulo Il de Resultados).

Como se describira en la seccion siguiente, la exploracion por métodos informaticos
del genoma de B. suis 1330 muestra que ademas del ATI BmaC, dicho genoma alberga
otras dos proteinas de la familia ATI, denominadas BmaA (110 kDa) y BmaB (160 kDa). La
presencia de motivos asociados con adhesinas que se repiten a lo largo del dominio
pasajero/funcional sugiere que ambas proteinas podrian participar en la adhesion de la
bacteria al hospedador. Una busqueda de los correspondientes ort6logos en los genomas
de otras especies de Brucella indica que éstas también albergarian los genes bmaA y
BmaB; sin embargo, en muchos casos se trataria de pseudogenes (ver Resultados -
seccion 1.3). Estas observaciones abren interesantes interrogantes en cuanto al rol de estas

potenciales adhesinas en la preferencia de hospedador por Brucella spp.
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Hipotesis y Objetivos

La envoltura celular es el mayor punto de interaccion entre Brucella y el hospedador, y
por lo tanto, las moléculas que la conforman tienen un rol fundamental en el éxito de la
infeccién. Justamente, la envoltura, y en particular la membrana externa de Brucella presentan
caracteristicas Unicas que convierten a este patdgeno en un organismo furtivo y resistente a
diversos agentes nocivos del hospedador. Aunque se ha avanzado considerablemente en la
comprension de las bases genético-moleculares que le permiten a Brucella sortear la
respuesta inmune del hospedador, evadir el camino lisosomal y crear su nicho replicativo
intracelular, los mecanismos moleculares que subyacen a la interaccién inicial con el
hospedador, incluida la adhesién a la célula hospedadora han sido poco explorados. La
hipotesis de trabajo es que Brucella expresa multiples adhesinas que contribuyen a la adhesién
de la bacteria a diversos tipos celulares y tejidos.

Por otro lado, la correcta insercion en la ME de factores de virulencia, incluidas
proteinas con propiedades adhesivas, requiere de complejas maquinarias de biogénesis. Por
las caracteristicas Unicas de la envoltura de Brucella, estas maquinarias se han adaptado a
ensamblar una pared celular rigida y resistente a varios agentes toxicos del hospedador. Si
bien BR0049 resulté filogenéticamente cercana a proteinas de la familia de los AT, no
pertenece a esta familia. Los fenotipos de sensibilidad asociados a la mutante [37] sugieren

que BR0049 tendria un rol mas general asociado a la biogénesis de la envoltura celular.
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Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es contribuir a la comprension de los

mecanismos moleculares involucrados en la adhesién de Brucella al hospedador y

aportar al conocimiento sobre los factores involucrados en la biogénesis de la

membrana externa de Brucella.

Objetivos especificos

=

Evaluar la funcionalidad de las adhesinas BmaA y BmaB:

Explorar la funcionalidad de BmaA y BmaB en diferentes especies de Brucella a
través de andlisis in silico

Evaluar en B. suis el rol de BmaA y BmaB en la adhesion a células del hospedador
y otras funciones “adhesivas” a través de enfoques genéticos.

Determinar la localizacién subcelular de las adhesinas

Determinar la funcién del locus BR0048-mapB:

Realizar predicciones de dominios y funciones de BR0048-MapB vy la localizacion
subcelular de MapB

Determinar el efecto de la delecion de mapB en las caracteristicas de los
componentes de la ME de B. suis

Explorar la funcibn de MapB de B. suis en la insercion de OMPs en la ME:
identificacion de posibles sustratos

Analizar el rol de MapB en la replicacion intracelular en macréfagos

Analizar el rol de MapB en la virulencia in vivo en modelo murino
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Capitulo I:

Caracterizaciéon de los autotransportadores monoméricos BmaA y BmaB

I.1 Descripcion de los dominios proteicos

En el marco de esta tesis se explord la funcion de las proteinas del grupo 1 en la
interaccion de Brucella con el hospedador (ver seccion 10 Introduccién) aun no
caracterizadas, BR0173 (BmaA) y BR2013 (BmaB). Los genes BR0173 y BR2013 estan
localizados en el cromosoma | y Il, respectivamente, del genoma de B. suis 1330. Como ya
se describié anteriormente, ambos loci codifican para dos proteinas de la familia de los
autotransportadores de tipo I. Las proteinas de esta familia poseen en el extremo N-terminal
un péptido sefal que les permite ser reconocidas por la maquinaria Sec, la cual media la
translocacion de la proteina a través de la Ml y hacia el espacio periplasmico. Una vez alli,
el barril B codificado en el extremo C-terminal se inserta en la membrana externa formando
un poro através del cual el dominio pasajero, y funcional, se transloca al medio extracelular.
Como se mencioné en la Introduccion y se describira en el Capitulo Il de Resultados, se ha
presentado evidencia que indica que el barril B C-terminal es necesario pero no suficiente
para la correcta insercion de proteinas de esta familia en la ME; efectivamente, otras
magquinarias asisten a la translocacién de estas proteinas [90, 96] (esta Tesis).

El gen bmaA tal cual esta anotado codifica para una proteina de 1113 aminoacidos
(110 kDa) [145]. Sin embargo, la busqueda del péptido sefial mediante el programa SignalP
(tanto las versiones 4.1 como 3.0) no arrojo ningun resultado positivo. Este hecho nos llevo
a analizar la secuencia de ADN rio arriba del codén de iniciacion anotado. Este estudio nos
permitié identificar un marco de lectura abierto (ORF) alternativo, cuyo coddn de iniciacion
codificaria para una valina, 66 pb rio arriba del inicio anotado que podria corresponder al
inicio de la traduccion. Se ha reportado que los codones GTG (Val) y TTG (Leu) son
usualmente reconocidos como inicio de la traduccion de genes en procariotas [148, 149].
Con el fin de corroborar dicha observacion se analizé el péptido propuesto con SignalP,
prediciéndose un sitio de corte con alto score. Esta observacion sugiere que BmaA es una
proteina de 1135 aminoacidos (114 kDa) en lugar de los 1113 previamente propuestos. El
péptido sefal constaria de 31 aminoacidos, presentando un sitio posible de corte entre los
residuos 31y 32.

La proteina predicha posee el dominio C-terminal caracteristico de

autotransportador conformado por 12 hebras 8 antiparalelas predichas (Jpred4) y en el
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dominio pasajero presenta 5 repeticiones asociadas a autotransportadores (PATR) [150] y
dominios clasicos relacionados a factores de virulencia como el del tipo pectina liasa (o
pectin lyase-like) segun las bases de datos Pfam, TIGR e InterProScan. Este dominio esta
presente en proteinas que son consideradas factores de virulencia y su rol primario esta
descripto en la hidrdlisis de pectina, uno de los componentes de la pared celular vegetal,
por lo tanto suele estar presente frecuentemente en fitopatdgenos. Sin embargo, este
dominio también se encuentra presente en otros factores de virulencia relacionados a
células de mamiferos como la proteina tailspike del fago P22 de Salmonella, y la proteina
Pertactina (P.69) de Bordetella pertussis [151]; ademas segun la base de datos del NCBI
aparecen dominios de la superfamilia AidA (e- value 2,9.10%), dichos dominios
corresponden ala adhesina AIDA-I de E. coli enteropatogénica (0126:H27) [152].

Por su parte, BmaB esta anotada como una proteina de 1593 aminoacidos y posee
los dominios tipicos en el N y C-terminal. Presenta un péptido sefial predicho de 25 residuos
(SignalP 3.0) y el dominio pasajero posee los dominios descriptos para BmaA, ademas de
un dominio identificado en Pfam como Pertactina (PF03212.14) [151]. La Pertactina es una
de las principales proteinas que participa en la adhesion de Bordetella pertusis a las células
epiteliales de la traguea y constituye uno de los factores de virulencia caracteristicos de
dicha bacteria.

En la Figura 12 se esquematizan los dominios de las proteinas. La simple
observacion de la organizacion de dominios de BmaA y BmaB muestra que estas proteinas
presentan una organizacion de dominios y motivos similar, y que se diferencian
fundamentalmente en el nimero de PATRs y en la presencia del dominio Pertactina en
BmaB. Més aun, el alineamiento de ambas proteinas con el programa Clustal Omega, arroja
una identidad de secuencia del 41.87%. Ademd&s, ambas proteinas comparten
caracteristicas en comun con BmaC, como ser la arquitectura de dominios caracteristicos
de autotransportadores. Realizando un alineamiento observamos que presentan una

identidad entre el 28% (BmaA) y 30% (BmaB) con una porcion hacia el C-terminal de BmacC.
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Figura 12. Esquema de los dominios predichos para las proteinas BmaA y BmaB. Se utilizo la
informacion conjunta obtenida a partir de Pfam, InterProScan y SignalP.

I.2 Funcionalidad de ATls en Brucella spp: analisis de pseudogenes in silico

Como se menciond en la Introduccion (seccién 3 - Brucella spp.) es sabido que los
genomas de las distintas especies de Brucella son muy similares entre si. Las diferencias
encontradas corresponden, en mayor medida, a proteinas de la superficie. Dado que las
mismas son las responsables de la interaccion inicial con el hospedador, es de esperarse
gue estén sujetas a una presion selectiva mayor; podria proponerse entonces que los genes
de estas proteinas sufran mutaciones a lo largo de los eventos de especiacion. Algunas de
estas mutaciones podrian alterar dominios, motivos o inducir cambios estructurales locales,
y otras mutaciones podrian incluso inactivar el gen dando lugar a “pseudogenes”.

Como se describi6 en la seccion anterior el analisis de dominios de BmaA y BmaB
de B. suis indica que podrian ser funcionales. Para abordar la posibilidad que exista
variabilidad entre especies de Brucella se realizé un andlisis bioinformético de las proteinas
ortélogas a BmaA y BmaB en B. abortus y B. melitensis con el objetivo de determinar si los
genes de estas adhesinas estan presentes y si los productos podrian ser funcionales. Para
obtener resultados concluyentes en cuanto a variabilidad de secuencia o pseudogenizacion
en funcién de la especie se analizaron las secuencias de los ortélogos de numerosas cepas;
10 cepas de B. suis, 9 de B. abortus, 8 de B. melitensis, Los resultados se plasmaron en
la Tabla 1.
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Tabla 1
Analisis in silico de secuencias de autotransportadores monoméricos, basadas en la
homologia con la cepa de referencia utilizada en esta tesis (B. suis 1330)

BmaA BmaB

PS AT PATR Long Func PS AT PATR Long Func
Especie/cepa
B. suis
bvl 1330 si Si 5 1113 v Si si 6 1593 v
bvl VBI22 Si si 5 1113 v si si 6 1593 v
bv2BSI43CITA | g 3 678 v | si om0 5 1020 X
bv2 PT09172 si Si 3 678 v Si no 5 1018 X
bv3 str. 686 Si Si 1 421 v Si Si 3 571 v
bv4 str. 40 si Si 5 990 v Si no 5 1020 X
bvs str. 513 Si* Si 8 1066 v Si no 5 1018 X
CNGB 786 Si* Si 1 594 v no no 6 869 X
92/63 no no 9 1980 X no no 5 867 X
ZW046 si si 5 1062 v si* si 1 678 v
B. abortus
2308 A si* no 15 2091 X no si 3 478 X
63/294 Si* Si 5 1135 v no no 3 743 X
64/122 Si* Si 13 2073 v no Si 2 671 X
bv.9 str. C68 no Si 11 1595 X no Si 3 696 X
S19 Si* no 15 2044 X no no 3 743 X
BDW si no 15 1741 X no no 3 743 X
3196 no Si 11 1595 X no no 3 743 X
bv.6 str. 870 no Si 9 1217 X no no 3 743 X
bv.1 9-941 Si* no 15 2096 X no Si 0 487 X
B. melitensis
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bv. 1 str. 16M no Si 0 487 X no Si 6 1374 X
M28 si* Si 0 529 v no Si 1 565 X
bv. 2 str. 63/9 Si* Si 0 529 v no Si 1 565 X
F8/01-155 Si* Si 0 529 v no Si 1 565 X
UK22/06 no no 6 405 X no Si 1 565 X
F5/07-239A no no 4 354 X Si Si 6 1551 v
bv. 3 str. Ether no Si 0 487 X Si Si 6 1551 v
UK31/99 no no 4 360 X Si Si 6 1551 v

* Se realizé una busqueda de 300 pb rio arriba del inicio propuesto de la traduccion, se tradujo la
secuenciay se predijo la presencia de péptido sefial buscando todas las valinas o leucinas posibles.
PS: péptido sefal predicho por SignalP v.3.0 y 4.1AT: dominio autotransportador, barril

PATR: repeticiones asociadas a autotransportadores

Long: longitud de secuencia (aminoacidos). En los casos que fue necesario se corrigié lalongitud segln
la prediccion del péptido sefial.

Func: prediccién de la funcionalidad segun los la presencia o ausencia de los dominios antes
mencionados. X: pseudogen, V: presenta todos los dominios funcionales.

Todos los genomas de las cepas analizadas (27 en total) mostraron albergar los loci
de los ortélogos de los ATI BmaA y BmaB identificados en B. suis 1330. Sin embargo,
observamos que muchos de los genes correspondientes podrian estar inactivos debido a
mutaciones en la secuencia que provocan la interrupcion de la traduccién y la consiguiente
ausencia de algin dominio esencial. Ademas, los autotransportadores monoméricos que
potencialmente serian funcionales presentan diferencias marcadas tanto inter como
intraespecificas en relacion a su tamafio, nUmero de repeticiones y presencia 0 ausencia
de dominios relacionados a la adhesion.

Los ort6logos de BmaA de B. abortus presentan gran diversidad. Por un lado se
observa que las proteinas tienden a ser de mayor tamafio. Las diferencias se encuentran
en el dominio pasajero de la proteina y por ende el mismo alberga mayor niamero de
repeticiones asociadas a autotransportadores (PATR). En el analisis nos encontramos con
3 situaciones; las cepas 2308, S18 y 9-941 tienen un coddn stop prematuro y por lo tanto
no expresan el dominio C-terminal de barril 3. Otro caso es el de las cepas 63/294 y 64/122
donde se predice funcionalidad dado que presentan todos los dominios, aunque la
anotacion del ORF no seria la correcta dado que la prediccion del péptido sefal se da
aproximadamente 113 aminoacidos antes de lo predicho. Por ultimo, las cepas C68, 870

BDW y 3196 que no codifican para un péptido sefial, al mirar en la disposicién del genoma
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se observa que hay un codon stop prematuro en el N-terminal de la proteina haciendo que
se divida el ORF. En el caso de BmaA de B. melitensis se encontré una mutacién con
respecto a la cepa de B. suis 1330 que genera una delecién de una base (Figura 13A),
produciendo un corrimiento del marco de lectura y por ende generando una proteina mas
corta que solo alberga el dominio C-terminal caracteristico de los autotransportadores.
Curiosamente, en las cepas M28, 63/9 y F8/01-155, a pesar de predecirse ORFs mas
cortos, se predice un péptido sefial, indicando que éste podria haber sido generado de
novo.

Particularmente, bmaB en B. abortus seria un pseudogen en todas las cepas
analizadas; la presencia de un coddn stop prematuro genera dos péptidos truncos. Esta
mutacién probablemente haya ocurrido en un ancestro comin dado que se encuentra
conservada en las cepas analizadas dentro de la misma especie (Figura 13B). De la misma
manera, en las cepas de B. melitensis en las que bmaB seria un pseudogen, ésta muestra
una mutacién conservada. Sin embargo, esta mutacion no es la misma que la detectada en
bmaB de B. abortus. Las cepas que no poseen esa mutacién, son similares a B. suis 1330
y la prediccién indica que podrian ser funcionales. El caso de la cepa 16M es particular
dado que seria un pseudogen pero no presenta la misma mutacién sino que el comienzo
de la proteina es posterior al inicio en B. suis 1330 generando una proteina predicha sin
péptido sefial. Segun la filogenia de Brucella spp. (ver seccién 3 - Introduccion), B. abortus
y B. melitensis estan mas cercanas entre si que con B. suis. Dado que, en general, las
mutaciones estan conservadas dentro de cada linaje pero son diferentes entre si, se puede
decir que no ocurrieron en el ancestro comun que dio origen a ambas especies sino que
ocurrié en paralelo en ambos linajes, resultando un ejemplo claro de evolucién convergente
[153].
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K.
GLCAATAGC TATACGEECECAACGACGATATC TECEaECACGC TOACACAGOEEGCEECA
GCCAATAGCTATACGOGCEA- ACGACGGTATCTECEaECACGC TOACACAGLEEGCEECA
GCCAATAGCTATACGOECGA-ACGACGATATCTECEEaCACGC TOACACAGOGOGCEECA
GCCAATAGCTATACGEGECGA-ACGACGETATCTGCEEaCACGL TOACACAGGERGECEECA
GCCAATAGCTATACGOGCEA- ACGACGGTATCTECEaECACGC TOACACAGLEEGCEECA
GCCAATAGCTATACGOGECGA-ACGACGETATCTECEEaCACGC TOACACAGOGOGCEECA

FEFEEFFFFFRERFEFEFE | FEEFFFEFFFFFREIFEFIXFFEF R XX ERFFEFERERE

GRARGCTTCAGTACGECTTCATCEOaC TATGACGTEEATACTRACGECACGCTTGATCTG
GEACGCTTCAGTACGECTTCATCGLaC TATGACGTGEATACTRACGECACGCTCRATCTG
GRARGCTTCAGTACGECTTCATCRCaC TATCACGTERATACTRACGECACGCTCRATCTG
GRARGCTTCAGTACGECTTCATCEOaC TATACGTEEATACTRACGECACGCTCRATCTG
GEARGCTTCAGTACGECTTCATCGCaC TATGACGTEEATACTRACGECACGCTCRATCTG
GRARGCTTCAGTACGECTTCATCRCaC TATCACGTERATACTRACGECACGCTCRATCTG

FEEEREREESIERER SRS FEEREBEEIEFEEIXIEREERSH SRR ER SRR EERERE FERERE

GEOEECTTCGATACGA T TAGCCGCECTTTACAATGCCaGCACAATCAACATEAATETC
GECEECTTCGATACGATA TR CECaCT TTACAATACCAGCACAAT CAACATEAATETC
GeCEECTTCGATACGATA  TAGCCGCaCT TTACAATGCCGOCACAAT CAACATAAATGTC
GEOEECTTCGATACGA T TAGCCGCECTTTACAATGCCaGCACAATCAACATEAATETC
GECEECTTCGATACGATA TR CECaCT TTACAATACCAGCACAAT CAACATEAATETC
GEOEECTTCGATACGATAC TAGCCGCaCT TTACAATGCCGOCACAAT CAACATAAATETC

Fddhded o ik ki e e R e e S L s ]

GTTCTGACAGEAACCAACAG]TAARCTEATACAACAACAGT AAGCGAAGGCACGLTCCAG
GTTCTOACAGEAACCAACAG]TAARC TGO TACAACAACAGT AAGCGAAOGCACGLTCCAG
GTTCTGACAGEAACCAACAG]TAARCTEATACAACAACAGT AAGLGAAGGCACGLTCCAG
GTTCTGACAGEAACCAACAG]TAARC TGO TACAACAACAGT AAGCGAAGGCACGLTCCAG
GTTCTGACAGEAACCAACAG]TAARCTEATACAACAACAGT AAGCGAAGGCACGLTCCAG
GTTCTOACAGEAACCAACAG]TAT AC TGO TACAACAACAGT AAGCGAAGGCACGLTCCAG

FEEFFEFFFFFEFEIFFREFEFAFS  FEEFEF I TR F S F TR FFFRFF IR EE IR EFES

CTTEATAACGETACCOCGACAGGAAGCAT TCCTARCOATETRATCGTGEATTCCAATTCC
CTTEGTAACGETACCOCQACAGGAAGCAT TCCTARCOATETGATCGTGEATTCCAATTCC
CTTEETAACGETACCGCQACAGEAAGCAT TCCTGRCOATETGATCGTQEATTCCAATTCC
CTTaATAACGETACCGCQACAGGAAGCAT TCCTORCEATETGATCGTGEATTCCAATTCC
CTTEATAACGETACCOCGACAGGAAGCAT TCCTARCOATETRATCGTGEATTCCAATTCC
CTTEGTAACGETACCOCQACAGGAAGCAT TCCTARCOATETGATCGTGEATTCCAATTCC

R R s e R R
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ctactttcaccggcaataatacttattcgggagetitgactgttigaacaaggtacggcts
CTACT TTCAC e AATAATACT TAT TCOaGAGET TTEACTAT TEAACAAGETACGELTG
CTACTTTCACCGACAATAATACTTATTCRGGAGETTTRACTGTTEAAC AAGGTACGGLTG
CTACTTTCACCGECAATAATACTTATTCRRGAGET TTRACTAT TEAAC AAGGTACGALTG
CTACTTTCACC GO AATAATACTTAT TCOaEGAGET TTEACTATTEAACAAGETACGAITG
CTACT TTCAC e AATAATACT TAT TCOaGAGET TTEACTAT TEAACAAGETACGELTG
CTACTTTCACCGACAATAATACTTATTCRGGAGETTTRACTGTTEAAC AAGGTACGGLTG
CTACTTTCACCGECAATAATACTTATTCRRGAGET TTRACTAT TEAAC AAGGTACGALTG
ctactttcaccggcaataatacttattcgggagetitgactgttigaacaaggtacggcts

e b R e e e e

sagcaggtattoccpataatgctttcgoticgogcccgctaacagtis cgggagcta
AAGCAGETATTECCGATAATECTTTCGAT TCaEa LAl TAACAGT A COGEAGLETA
AAGCAGGTATTGCCGATAATGCTTTCGAT TCGEGCCCRCTAACAGTA COGEAGCTA
AAGCAGGTATTGCCGATAATGCTTTCGAT TCGEaCCCGITAACAGTA COGEAGCTA
AAGCAGETATTGCCGATAATECTTTCGAT TCaGaCCCaCTAACAGTA COGEAGCTA
AAGCAGETATTECCGATAATECTTTCGAT TCaEa LAl TAACAGT A COGEAGLETA
AAGCAGGTATTGCCGATAATGCTTTCGAT TCGEGCCCRCTAACAGTA COGEAGCTA
AAGCAGGTATTGCCGATAATGCTTTCGAT TCGEaCCCGITAACAGTA COGEAGCTA
sagcaggtattoccpataatgctttcgoticgogcccgctaacagtis cgggagcta
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Figura 13. A. Alineamiento multiple de las secuencias de las cepas de B. melitensis ortdlogas a BmaA
(BR0173) y BmaA de B. suis 1330. La flecha roja indica la posicion donde se produjo una delecion en B.
melitensis. El recuadro verde indica el comienzo de la traduccién (ATG) de los ORF identificados para
B. melitensis. Se puede observar que esta mutacién esta conservada dentro de las cepas analizadas. B.
Alineamiento multiple de las secuencias de las cepas de B. abortus ortdlogas a BmaB (BR2013) y BmaB
de B. suis 1330. El recuadro rojo indica la posicion donde se generdé una mutacion puntual (TxA)
generando un codén stop de novo en las cepas de B. abortus. Se puede observar que esta mutacion
esta conservadadentro de las cepas analizadas. C. Alineamiento multiple de las secuencias de las cepas
de B. melitensis ort6logas a BmaB (BR2013) y BmaB de B. suis 1330. La flecha roja indica la posicion
donde se generdé una mutacion puntual (CxT) generando un codén stop de novo en algunas cepas de B.
melitensis.

Dados estos resultados, cabe especular que la diferencia en el niumero de
autotransportadores funcionales en las especies analizadas, y la variabilidad existente,
puede jugar un rol fundamental en la capacidad de cada especie para interactuar con la

célula hospedadora vy por lo tanto contribuir en la especificidad de hospedador.

I.3 Andlisis de la expresion por RT-PCR

Con el fin de evaluar si los niveles de expresion génica de los ATI daban un indicio
de funcionalidad se realizaron ensayos de RT-PCR a partir de cDNA de las cepas de
referencia de las especies clasicas del género (B. suis 1330, B. abortus 2308 y B. melitensis
16M) obtenido de bacterias cultivadas en medio rico (TSB) en fase exponencial de
crecimiento.

Por RT-PCR observamos expresion detectable de los genes de las dos adhesinas

bmaA y bmaB en las tres especies de Brucella (Figura 14). Por lo tanto, la pseudogenizacion
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de bmaA y bmaB de B. melitensis 16M y B. abortus 2308 no habria afectado de manera

evidente su expresion.
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bmaA
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Figura 14. RT-PCR con oligonucledétidos especificos que hibridan sobre los genes bmaA, bmaB, bmacC e if-1
como control. Se extrajo ARN y se sintetizo cDNAs de B. suis, B. abortus y B. melitensis. El control negativo
se realizé en ausencia de cDNA; como control positivo ADN genémico de B. suis. Como control de expresion
if-1 y como control de la transcripcion se obtuvieron muestras de cDNA a las cuales no se les agrego la

enzima retrotranscriptasa (if-1 sin RT).

I.4 Generacién de cepas mutantes

Como se mostrd anteriormente, el analisis in silico realizado predijo que BmaA y
BmaB no serian pseudogenes en B. suis 1330; y mas aun, el estudio a nivel de ARNm
revel6 que éstos se transcriben en condiciones de cultivo in vitro. Este hecho plante6 el
objetivo de estudiar si efectivamente estas proteinas estarian involucradas en el mecanismo
de adhesion. Paraello, se llevé a cabo una estrategia genética, basada en la caracterizacion
fenotipica de mutantes. Para generar las mutantes se amplificd una regién rio arriba del
gen de interés (utilizando los oligonucleétidos F1 y R1) y una region rio abajo (utilizando los
oligonucledtidos F2 y R2) (ver esquema en la Figura 15A) y éstos se ligaron utilizando un
pladsmido que contiene un casete de resistencia a antibiético. En el caso de bmaA se utilizo
una region que contiene secuencias de interrupcion de la traduccion y terminadores de la
transcripcion en tandem (stops) del casete Omega (StrR) [154] y en el caso de bmaB un
casete de kanamicina [155]. Esta construccién se clond en el plasmido pK18mobsacB [156],

el cual contiene un origen de replicacion funcional en E. coli pero no en Brucella. Las
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mutantes se generaron por doble recombinacion homologa, luego de transferir el plasmido
resultante por conjugacion.

Con el fin de complementar las mutantes, los genes completos (incluidas la regiones
gue los flanquean) fueron clonados en el plasmido de amplio rango pBBR1MCS [157]. Para
esto se utilizaron los oligonucledtidos Gen_F y Gen_R para amplificar la region
correspondiente (Figura 15B). Luego, se transformé la cepa de Brucella mutante con el
plasmido pBBRgen, obteniendo la cepa complementada.

A. Generacion de cepa mutante

F1 F2
E>E>—> -> B. suis 1330 Cr
. >
— —
R1 R2
1. PCR — ]

2. Ligacidn | Resistencia__|

pK18mobSacB

3. Doble recombinacion homologa

|:>|:> : > |:> B. suis 1330Cr

pK18mobSacB, KmR

4. Seleccidn: SacR,KmS, SpecR

5.Resultado

|:>|:> [ |__Resistencia ] > |:>
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B.
Complementacion

Gen_F

|:>|:> | > |:> B. suis 1330Cr

Gen_R

1.PCR

2. Ligacion en plasmido replicativo | 1

pBBR1IMCS

3. Conjugacion en Brucefla y Seleccion con antibiotico correspondiente

Figura 15. A. Esquema de obtencién de las mutantes. F1, R1, F2, R2 representan los oligonucleotidos
utilizados para amplificar los fragmentos correspondientes por PCR. B. Esquema de la obtencion de la
cepa complementada.

I.5 Funcionalidad de las adhesinas monoméricas BmaA, BmaB y BmaC

Adhesion a células en cultivo

Brucella tiene la capacidad de infectar diversos tipos celulares como macréfagos,
células dendriticas, trofoblastos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales [55]. Como
se menciond anteriormente, los patdgenos intracelulares deben adherirse a las células
hospedadoras como paso previo a la internalizacién. Con el fin de caracterizar la potencial
funcién de BmaA y BmaB de contribuir a la adhesion a células hospedadoras se decidié
evaluar el efecto de la inactivacion de bmaA o bmaB en la adhesion a distintos tipos
celulares, en colaboracién con el grupo del Dr. Pablo Baldi (Laboratorio de la respuesta
inmune a la Brucelosis, IDEHU, CONICET-UBA) y la Dra. Maria Victoria Delpino (Instituto
de Inmunologia, Genética Y Metabolismo, INIGEM-CONICET). Resultados previos de
nuestro laboratorio indicaron que BmaC presenta funcion de adhesion a células epiteliales
en cultivo [136], como HelLa y A549. Dado que la contribucién de BmaC en la interaccion
con otros tipos celulares no habia sido estudiada se decidié6 ampliar el estudio e incluir a la
cepa mutante AbmaC y la cepa complementada bmaC Kl (knock in).

En particular, se evalué la adhesion de las mutantes a trofoblastos (Swan 71),
células epiteliales de colon (HT-29 y CACO-2), sinoviocitos (SW 982 y cultivo primario) y
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osteoblastos (hFOB vy cultivos primarios a partir de calvaria de ratén) dado que se habia
observado previamente la capacidad de adhesion de las especies clasicas de Brucella a
estos tipos de tejidos [158, 159]. Asimismo, es relevante evaluar el rol de las adhesinas a
estos tipos celulares debido a la importancia que pueden tener en el proceso infectivo. Dado
que una de las vias principales de contagio de Brucella es por via oral (por ingesta de
productos lacteos no pasteurizados), se estudio el rol de las adhesinas en tipos celulares
vinculados al tracto digestivo (HT-29 y CACO-2). Por otro lado, uno de los nichos de
replicacion y de mayor carga bacteriana es la placenta de animales infectados; es por ello
que decidimos utilizar como células modelo a trofoblastos. Finalmente, una de las
manifestaciones clinicas mas frecuentes de la infeccion es la brucelosis osteoarticular, por
lo tanto decidimos evaluar el rol de las proteinas Bma en sinoviocitos y osteoblastos, tanto
en lineas celulares como cultivos primarios.

La mutante bmaA presenté una disminucion en la adhesion a células epiteliales de
colon en ambas lineas celulares HT-29 y Caco-2 (Figura 16A). En el caso de los trofoblastos
las mutantes no presentaron diferencias con respecto a la cepa control; sin embargo, las
cepas complementadas para bmaA y bmaB, construidas a partir del clonado de cada uno
de los genes bajo su propio promotor en el plasmido pBBR1-MCS1 (CmR) (de mediano
namero de copias) mostraron un aumento significativo en la adhesion (Figura 16B). Por otro
lado, las tres mutantes analizadas, bmaA, bmaB y bmaC, presentaron una disminucién en
la adhesion a sinoviocitos y osteoblastos, tanto en cultivo primario como en la linea celular
(Figura 16C y D), con excepcion de bmaB en cultivo primario de sinoviocitos. Estos
resultados indican que los autotransportadores monoméricos identificados en el genoma de

B. suis contribuyen con la adhesion inicial a distintos tipos celulares.
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Figura 16. Adhesion a células en cultivo.

Las células se infectaron con las distintas cepas de B. suis (A-D), utilizando una multiplicidad de
infeccion de 1:100. Se determinoé el porcentaje de bacterias adheridas en funcién del total de bacterias
inoculadas por pocillo. El porcentaje de bacterias adheridas se expresd relativo a la cepa control, ala
cual se le asigno el valor de 100%. Los resultados que se muestran corresponden a la media * error
estandar (SEM) del promedio de tres ensayos realizados por triplicado. Los datos fueron analizados con
ANOVA seguido del test Tukey a posteriori. *, Significativamente distinto del control (p<0.05), con un
intervalo de confianza del 95%.

.6 BmaA y BmaB no estan involucradas en la adhesion a soportes abioticos

Una manera de evaluar una posible funcion de las proteinas Bma en la
interaccion/cohesion entre bacterias, como también en la adhesion a un soporte es analizar

la formaciéon de un biofilm sobre un medio abidtico.

Se ha observado que las bacterias en cultivo pueden sufrir cambios en la estructura,
o0 incluso la pérdida, del antigeno-O del LPS pasando de ser lisas a rugosas. Existen

especies de Brucella que son naturalmente rugosas como ser Brucella ovis y Brucella canis
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como se mencioné en Introduccion (seccidon 6). Dichos cambios pueden afectar las
propiedades adhesivas de las bacterias, alterando la interaccién célula-célula o bien célula-
soporte abidtico.

Para evaluar dicha posibilidad se realizd, a modo de control, un test de disociacion
como se ha descripto previamente [160]. Las cepas B. suis bmaA::stops y bmaB::km
presentaron el tipico comportamiento de las cepas lisas, coloredndose igual que la cepa wt,
lo cual sugiere que no sufrieron un proceso de disociacion. Se utiliz6 como control de cepa

rugosa a B. ovis que se tifid marcadamente de violeta oscuro.

B.ovis bmaB::km  B.suiswt bmaA::stops

.. ey

Figura 17. Evaluacion de disociacién. Tincién con Cristal violeta y oxalato de amonio de las colonias
crecidas en placa en medio rico (TSA).

Dado que BmaA y BmaB podrian tener funciones similares recientemente se generé
una cepa doble mutante en los genes bmaA y bmaB. Esta mutante fue incluida, ademas de
las simples mutantes en los ensayos que se describen a continuacién. El andlisis fenotipico
de esta mutante permite evaluar posibles funciones redundantes, aditivas, sinérgicas o
complementarias. Para obtener la doble mutante se partié de la cepa B. suis bmaA::stops,
a la cual se le delecion6 el gen bmaB por doble recombinacién homologa.

Se estudi6 la capacidad de formar una biomasa sobre placas de poliestireno de las
cepas mutantes en bmaA y bmaB y de la doble mutante, y se las comparé con la capacidad
de la cepa control (wt).

Se observéd que las cepas no presentan diferencias significativas en cuanto a la
capacidad de formacién de biofilm sobre el sustrato abidtico hidrofobico (poliestireno)
respecto a los controles, aunque se debe aclarar que la biomasa adherida al soporte incluso

en la cepa wt fue muy baja en las condiciones ensayadas.
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Figura 18: Formacion de biofilm en medio rico (TSB). Se midié la capacidad formadora de biofilm por
absorbancia (595nm) luego de tincion con cristal violeta. Los resultados que se muestran corresponden
ala media * error estandar (SEM) del promedio de tres ensayos realizados por triplicado.

I.7 BmaA y BmaB estan involucradas en la adhesién a la ECM

Diversas evidencias sugieren que la adhesion de Brucella a la ECM y a células del
hospedador son importantes para el proceso infeccioso [131-133, 135, 136, 138, 161].
Incluso se ha propuesto que la adhesién estaria mediada por proteinas de la superficie de
la célula del hospedador ricas en residuos de &cido sialico y/o residuos sulfatados, asi como
también por componentes de la ECM como por ejemplo fibronectina y colageno [131]. Se

estudio entonces si BmaA y BmaB estan involucradas en la adhesién a compuestos de la
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ECM mediante ensayos con las cepas mutantes (Figura 19A).
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Figura 19A. Adhesién a componentes de la ECM Se analiz6 la adhesion de B. suis wt, bmaA::stops,
bmaB::km y la doble mutante bmaAbmaB a coladgeno tipo |, fibronectina y acido hialurénico
(componentes de la ECM). Los valores corresponden al porcentaje de bacterias adheridas alos pocillos
luego de la incubacion, referidos a la cepa control (pBBR vacio) a la cual se le asigno el valor de 100%.
Los resultados que se muestran corresponden ala media + error estandar (SEM) del promedio de tres
ensayos realizados por triplicado. Los datos fueron analizados con ANOVA seguido del test Tukey a
posteriori. *, Significativamente distinto del control (p<0.05), con un intervalo de confianza del 95%.

Por otro lado, se utilizd una estrategia que consistid en expresar en forma heteréloga
en la cepa CC118 (no adherente ni invasiva) de E. coli (Eitel & Dersch, 2002) el gen que
codifica para BmaA y BmaB en el plasmido pBBR y evaluar las propiedades adhesivas de
estas cepas con respecto a la cepa control (E.coli CC118 con el pBBR vacio) (Figura 19B).
Esta estrategia tiene la ventaja de proporcionar evidencias sobre actividad de adhesina de
proteinas que puedan cumplir funciones redundantes con otras adhesinas en Brucella

ademas de estudiar la capacidad de conferir dichas funciones en un contexto heteroélogo.
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Figura 19B. Adhesidon a componentes de la ECM Se analizé la adhesiéon E.coli CC118 pBBRbmaA y
pBBRbmaB a colageno tipo I, fibronectina y acido hialurénico (componentes de la ECM). Los valores
corresponden al porcentaje de bacterias adheridas a los pocillos luego de la incubacién, referidos a la
cepa control (pBBR vacio) a la cual se le asignd el valor de 100%. Los resultados que se muestran
corresponden ala media * error estandar (SEM) del promedio de tres ensayos realizados por triplicado.
Los datos fueron analizados con ANOVA seguido del test Tukey a posteriori. *, Significativamente
distinto del control (p<0.05), con un intervalo de confianza del 95%.

Tanto las mutantes bmaA::stops como la doble mutante bmaA bmaB presentaron
una disminucion en la adhesién a coldgeno tipo | con respecto a la cepa control. Por otra
parte, la mutante bmaB::km y la doble mutante bmaA bmaB se encontraron afectadas en la
adhesion a fibronectina. En cuanto a la adhesion a &cido hialurénico ninguna de las

mutantes presentd una diferencia significativa respecto a la cepa control. Los resultados
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obtenidos indican que BmaA y BmaB estarian involucradas en la adhesién a componentes
de la ECM como colageno y fibronectina, no asi a acido hialurénico.

En cuanto a las cepas heterdlogas, no se encontraron diferencias significativas en
la adhesion a colageno y acido hialurénico. La cepa portadora del plasmido pBBR-bmaB
presentd un aumento de entre 4 y 5 veces a fibronectina, confirmando la capacidad de
BmaB de interaccionar con dicho compuesto.

I.8 Resistencia a suero porcino

Brucella es particularmente tolerante a la actividad bactericida del complemento [73,
162]. La estructura particular del LPS de bacteria es, al menos en parte, responsable de
esta mayor tolerancia. Sin embargo se ha propuesto que otras moléculas ademas del LPS
podrian contribuir con dicha resistencia [65]. Dado que algunos ATs, como por ejemplo
YadA de Y. enterocolitica [163], UspA2 de Moraxella catarrhalis [164] y BtaF (una de las
adhesinas de la familia de los ATII caracterizadas en nuestro laboratorio) [137] estén
involucrados en la tolerancia de éstas bacterias al complemento, se decidié evaluar un
posible rol de BmaA y BmaB en la tolerancia a este mecanismo de defensa del hospedador.
Para ello, se midié el porcentaje de supervivencia de las distintas cepas luego de ser
incubadas en una dilucién de suero porcino (66% de suero) con actividad de complemento
y compararlas con la cepa control. Se utilizé6 como control la incubacién de las bacterias en
PBS y en suero calentado a 56 °C para inactivar la actividad del complemento.

Un 60% de las células de la cepa B. suis wt sobrevivié en luego de enfrentarla al
suero porcino respecto al control. La mutante bmaA presenté un % de supervivencia similar
al observado en la cepa wt. Sin embargo, la supervivencia de la cepa mutante bmaB fue
moderadamente menor (aproximadamente 30%) respecto al de la cepa wt. La cepa doble
mutante present6 una tendencia similar pero ésta no resulté estadisticamente significativa
(Figura 20). Los resultados obtenidos sugieren que BmaB confiere a la bacteria que la porta,

cierta tolerancia a la actividad bactericida del complemento presente en el suero.
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Figura 20. Resistencia a suero porcino. Porcentaje de supervivencia de las bacterias luego de haber sido
incubadas durante 90 minutos a 37 °C con suero porcino. Los valores fueron relativizados con respecto
al control en PBS. Los resultados que se muestran corresponden ala media + error estandar (SEM) del
promedio de tres ensayos realizados por triplicado. Los datos fueron analizados con ANOVA seguido
del test Tukey a posteriori. *, Significativamente distinto del control (p<0.05), con un intervalo de
confianza del 95%.

[.9 Localizacién subcelular

Se propone que los autotransportadores se translocan al medio extracelular y se
exponen sobre la superficie de la bacteria de modo de poder interactuar con su receptor o
ligando, ya sea directamente sobre la célula hospedadora o bien con alglin componente de
la ECM. Resultados previos de nuestro laboratorio indican que las adhesinas estudiadas
hasta el momento, tanto triméricas (BtakE y BtaF) como monomeéricas (BmacC), se localizan
sobre la superficie de la bacteria, de manera unipolar [137, 138]. Mas aun, se ha
demostrado que el polo en el que se encuentran las adhesinas es el polo nuevo que se
genera luego de la division celular (ver seccion 5 Introduccion). Se postulé que las bacterias
que se producen luego de la divisién celular asimétrica podrian expresar las proteinas
necesarias para adherirse en un polo (“n”: new), generando lo que denominamos un “polo
adhesivo” [52].

Para evaluar si BmaA y BmaB se encuentran sobre la superficie, al igual que se
demostr6é para BmacC, y si se localizan en una region particular de la célula, se realizaron
ensayos de fraccionamiento subcelular seguidos de Western blot e inmunofluorescencia.
Para ello, se genero la cepa etiquetada 3xFLAG-BmaB en la que se fusiond una etiqueta
(FLAG) en el extremo N-terminal maduro de la proteina. Con el fin de aumentar la expresion
del autotransportador y mejorar la capacidad de deteccién de la proteina dicha construccion

se clono bajo el promotor lac del vector replicativo pPBBRMCS1 (CmR). Aunque se realizaron
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varios intentos, hasta el momento no fue posible generar un plasmido que exprese la
proteina 3xFLAG-BmaA. Por lo tanto los siguientes estudios se realizaron solo con las
bacterias que contienen pBBR3xFLAGbmaB. Dado que aun no se ha logrado una
separacion eficiente de Ml y ME en Brucella, se analiz6 la localizacion subcelular mediante
dos procedimientos complementarios. Primero en extractos de membranas totales (interna
y externa) y en las fracciones citosolicas (es decir, citoplasma y periplasma). En segundo
lugar, para discriminar entre Ml y ME, se obtuvo una fraccion de protoplastos (Pr) separada
de una compuesta por la ME vy el periplasma (ME + Pe), mediante un tratamiento con el
detergente Zwittergent 3-16 seguido de centrifugacion a baja velocidad (ver Materiales y
Métodos). Por Western blot se pudo confirmar que la cepa de B. suis que contiene dicha
construccién expresa la proteina etiquetada 3xFLAG-BmaB (Figura 21). Mas aln, se
determiné que BmaB se localiza en la fraccion de membranas totales (M) y en la fraccién
correspondiente a ME y periplasma (ME+Pe), pudiendo concluir de esta manera que la

proteina se encuentra en la ME.

3xF-BmaB
M Ci+Pe Pr ME+Pe
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Figura 21. Esquema de la construccidon 3xF-BmaB (PS: péptido sefal, etiqueta 3xF: 3xFLAG). La flecha
indica el sitio de escisiéon predicho. 3xFLAG-BmaB fue detectada con anticuerpos monoclonales anti-
FLAG en fracciones de membranas totales (M), citoplasma més periplasma (Cy + Pe), protoplastos (Pr)
y fracciones de membrana externa mas periplasma (ME + Pe) en las cepas wt-3xFLAGbmaB. La punta
de flecha flecha azul indica el peso molecular predicho de la proteina completa con el FLAG (164 kDa).

Adicionalmente, las bacterias fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS y
analizadas por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-FLAG (SIGMA) vy
microscopia confocal. En las condiciones del ensayo se detecté BmaB en aproximadamente
un 10% de las bacterias examinadas de la cepa B. suis wt etiquetada. En todos los casos
la sefial roja correspondiente a BmaB mostré localizacion unipolar (Figura 22).

Por otro lado, con el objetivo de determinar la identidad del polo sobre el que se

expresa la adhesina, la cepa portadora del plasmido expresa BmaB etiquetada (B. suis
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pBBRMCS1-3XFBmaB) fue conjugado con los plasmidos replicativos de bajo nimero de
copias pMR10 (CmR-KmR) que expresan las proteinas marcadoras de polo AidB (polo
nuevo) [51] o PdhS (polo viejo) [165] fusionadas a proteinas fluorescentes (pMR10-aidB-
YFP o bien pMR10-pdhS-eGFP). Cabe destacar que el plasmido pMR10 posee un origen
de replicacion compatible con el pPBBRMCS1, pudiendo coexistir ambos en la misma célula.
En la mayoria de las bacterias en las que se detecté de forma simultanea sefial roja
(3XFLAG-BmaB) y amarilla (AidB-YFP), ambas coincidieron en un mismo polo, indicando
gque la adhesina se expresa en el polo nuevo (Figura 22). Por otra parte, en los casos donde
se detectd de manera simultanea marca roja (3xFLAG-BmaB) y verde (PdhS-GFP) estas

se encontraron en polos opuestos (Figura 22).

3xF-BmaB AidB-YFP merge
(CY3)

Polo NUEVO

3xF-BmaB PdhS-eGFP merge
(CY3)

PdhS-eGFP
Polo VIEJO

Figura 22. Localizacion de BmaB. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-
FLAG en cultivos fijados con PFA 4% de B. suis wt expresando AidB-YFP (panel superior) o PdhS-eGFP
(panel inferior). Se observé por contraste de fase la forma de las bacterias. Las células fueron
observadas por microscopia confocal utilizando un microscopio ZEISS LSM 880 Confocal Laser
Scanning Microscope. En el primer panel (de izquierda a derecha) se observa solo la luz transmitida
para observar las bacterias sin marca, en el segundo panel se observa la marca correspondiente a
BmaB, en el tercer panel la marca correspondiente al marcador de polo (AidB o PdhS) y en el cuarto
panel la conjuncién de los anteriores.

Estas observaciones indican que BmaB se localiza sobre la superficie de la bacteria
gue la porta y que lo hace de modo unipolar ubicandose en el polo nuevo de la bacteria
generado luego de la division celular, reforzando la hipotesis de la existencia de un polo

adhesivo en Brucella en un subtipo celular que seria el infectivo.
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Las especies pertenecientes al género Brucella son patdgenos intracelulares
facultativos capaces de infectar una gran variedad de tipos celulares [166]. Para ello, la
bacteria debe ser capaz de adherirse e invadir estas células. En Brucella se demostro que
la proteina SP41 cumple un rol en la adhesion e invasion a las células del hospedador
mediante la interaccion con un receptor celular que contendria residuos de &cido sialico
[142]. Otras evidencias revelaron que Brucella seria capaz de unirse a componentes de la
ECM, particularmente a fibronectina y en menor medida a coldgeno y vitronectina [131]. Por
otro lado, se reporté que una isla de patogenicidad que incluye cuatro genes, contribuye
con la eficiencia de adhesion de B. abortus tanto a células HeLa como a la replicacion
intracelular en macréfagos J774. Se propuso que la proteina responsable estaria codificada
por Babl 2009, y contendria un dominio de adhesién llamado immunoglobulin-like BID 1
[132, 144].

En base a una busqueda bioinforméatica en el genoma de B. suis 1330 identificamos
11 proteinas que podrian cumplir un rol de adhesina. El arbol filogenético construido con
estas proteinas las agrupé en 4 grupos: los grupos 1y 2 se encontraron mas cercanos entre
si que con los demas. El grupo 1 estuvo formado por los autotransportadores monoméricos
(ATI) BmaA, BmaB y BmaC, mientras que el grupo 2 comprendioé a los autotransportadores
triméricos (ATII) BtaE, BtaF y una tercer proteina a la que hemos denominado MapB, sobre
la cual se tratara el siguiente capitulo (Figura 11). Estudios previos mostraron que BtaE y
BtaF contribuyen con la adhesion de la bacteria a células epiteliales y son necesarias para
la virulencia completa en ratén. Asimismo, BtaE participa de la unién de la bacteria a acido
hialurénico y fibronectina. BtaF resulté mas promiscua ya que parece ser capaz de unirse
a distintos compuestos y soportes abiéticos [137, 138]. En lo que respecta a los ATI, se
mostré que BmaC media la union de Brucella a células epiteliales a través de su interaccion
con fibronectina y que posee localizacién unipolar [136]. En el transcurso de esta tesis se
evalué el rol de los otros dos miembros identificados como ATI, BmaA (BRA0173) y BmaB
(BR2013).

Pseudogenes y especiacion

48



Discusién- Capitulo |

Dentro del género Brucella el concepto de especie es particularmente controversial [167],
principalmente por la alta conservacion de los genomas [7, 168-170]. La elevada similitud
entre los miembros del género ha dado lugar a que se planteara que éste seria
monoespecifico y que todas las especies pertenecerian a biovariedades o cepas de la
misma especie [170-172]. Esta teoria se ha desestimado principalmente porque entra en
conflicto con la hip6tesis de la evolucién a partir del aislamiento dado por las distintas
preferencias de hospedador [40, 173]. La comparacion de los genomas de B. melitensis
16M y B. suis 1330 indicé que los genes mas variables codifican en gran parte a proteinas
hipotéticas, muchas de las cuales corresponderian a proteinas de superficie [145]. En este
contexto, se evalud la potencial funcionalidad y la diversidad en el repertorio de ATIs, es
decir proteinas que posean un péptido sefial en el N-terminal que les permita exportarse al
espacio periplasmico y un dominio barril § en el extremo C-terminal a través del cual ocurre
la translocacion del dominio pasajero. Tal como plantearon Chain y colaboradores en su
trabajo del afio 2005, es particularmente relevante estudiar el rol de los pseudogenes en
las distintas especies de Brucella y mas aun, de aquellos genes que codifican para
proteinas de membrana o superficie dado que éstas podrian ser las responsables de la
preferencia de hospedador o tropismo a determinados tejidos [145]. Particularmente, se
menciona a los autotransportadores como una de las familias de proteinas putativamente
asociadas a los eventos de especiacién. Asimismo, estos genes presentan una
composicion nucleotidica atipica, sugiriendo la transferencia lateral de genes [40, 145]. La
presencia de pseudogenes (genes que codificarian para proteinas no funcionales) dentro
de esta familia de proteinas en distintas especies de Brucella refuerza la hip6tesis de que
estas proteinas podrian contribuir a la especificidad de hospedador.

La comparacion de los ortélogos de las adhesinas BmaA y BmaB en las distintas
especies de Brucella muestra una considerable variabilidad. Las diferencias se observaron
principalmente en el dominio pasajero, tanto a nivel secuencia, como en su longitud y en el
namero de PATRs. Se encontraron pseudogenes para BmaA en la mayoria de las cepas
de B. abortus analizadas y los mismos presentaron mutaciones en diferentes sitios del gen.
En general, los ORF predichos resultaron mas largos que en B. suis. Esta situacion ya ha
sido observada en el caso de BtaE, donde se encontr6 que la proteina codificada en el
genoma de B. abortus 2308 es méas grande y posee mayor numero de PATRs que la
proteina de B. suis 1330 [147]. Contrariamente, en el andlisis de los ortélogos de BmaA de
B. melitensis, en los casos donde se identificaron pseudogenes, se localizé6 una mutacion
conservada que genera un corrimiento en el marco de lectura.
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Con respecto a BmaB, tampoco se identificaron ortélogos “completos” en todas las
especies clasicas de Brucella. En este caso, a diferencia de BmaA, se encontraron cepas
de B. suis que no cuentan con todos los dominios proteicos necesarios para predecir que
se translocan a su destino final, quedando esta prediccion exclusivamente restringida a B.
suis 1330. Realizando un andlisis manual de cada una de las secuencias se encontro la
presencia de mutaciones puntuales en el dominio pasajero que generan un codén stop
prematuro, generando asi una proteina trunca y por lo tanto probablemente no funcional.
Dado que las mutaciones estdn mayormente conservadas dentro de cada especie (B.
abortus y B. melitensis) pero son diferentes entre si, se puede decir que no ocurrieron en el
ancestro comun que dio origen a ambas especies sino que estos eventos se desarrollaron
en paralelo en ambos linajes, resultando un ejemplo claro de evolucién convergente [153].
Dada la presién de seleccién a la que estan sometidas las proteinas expuestas en la
membrana, por estar en contacto permanente con el medio ambiente cambiante, es
esperable que las mutaciones que se acumulan en éstas sean considerablemente mayores
a las que ocurren al azar en el resto del genoma.

Cabe mencionar que la falta de prediccion de un péptido sefial en el producto del
ORF anotado en el genoma publicado de algunas cepas no fue considerado como criterio
para calificar al gen como pseudogen. Esto se debe a que en ocasiones se observo un
coddn de iniciacion de la traduccién alternativo al inicio propuesto, generalmente rio arriba
del ORF anotado. En estos casos, cuando analizamos las secuencias aminoacidicas
traducidas a partir de una region tomada arbitrariamente rio arriba del comienzo anotado
de la traduccion, se han identificado comienzos alternativos en los que efectivamente se
predice un péptido sefial con un score confiable. Muchas veces los nuevos codones de
iniciacion encontrados son distintos al comunmente utilizado (AUG). En el caso de bacterias
se ha descripto que es frecuente encontrar inicios de la traduccion alternativos, siendo los
aminodcidos valina y leucina muy frecuentes en el inicio de las proteinas procariotas [149,
174]. De acuerdo con esta observacion, existen evidencias que indican que es mas
probable que las proteinas secretadas por bacterias contengan codones raros cerca del
extremo 5' de sus secuencias codificantes, lo que sugiere que éstos podrian desempefiar
un papel en la translocacion eficiente ademas de mejorar el inicio de la traduccion en este
tipo de proteinas [175].

Es oportuno destacar que, a pesar de ser considerados pseudogenes, por RT-PCR
se observo la produccién (en células cultivadas en medio rico) de transcriptos de los genes
ortélogos de bmaA y bmaB tanto en B. abortus 2308 como en B. melitensis 16M (Figura 14)
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indicando que no ha habido una seleccidon a nivel del promotor que lleve al cese de la
transcripcion de dichos genes. No se puede descartar la funcionalidad de esos ARNs como
reguladores de la expresioén de otros genes, como ocurre en algunos casos en eucariotas
[176, 177]. Asimismo, se ha demostrado en bacterias que existen mecanismos de
silenciamiento de los transcriptos de los pseudogenes, evitando la expresion de péptidos
que generen un gasto energético para la célula [178]. Este Ultimo mecanismo tampoco
podriamos descartarlo en el caso de Brucella.

En resumen, BmaA y BmaB presentan gran variabilidad dentro del género y por lo
tanto proponemos que podrian contribuir a las diferencias en cuanto a tropismo de tejido
y/o la preferencia de hospedador, sin embargo esta posibilidad debe aln ser explorada.

Funcionalidad

La estudios predictivos indican que BmaA y BmaB de B. suis 1330 tendrian toda la
informacién necesaria para exponerse correctamente sobre la superficie de la célula
bacteriana. Para estudiar la funcionalidad de estas proteinas se analizé el efecto de la
delecién de los genes correspondiente sobre la adhesion a distintos tipos celulares en los
cuales estas proteinas podrian resultar relevantes durante las distintas etapas del proceso
infectivo.

Una de las vias mas importantes de infeccién de Brucella (principalmente de B.
melitensis) es la ruta oral por medio de la ingesta de productos lacteos no pasteurizados. A
pesar de que se considera que el tracto digestivo cumple un rol fundamental [179, 180], la
cinética de infeccioén y la respuesta inmune del hospedador no esta del todo caracterizada.
Se ha probado la importancia del operdn virB, la enzima ureasa, hidrolasas de &cidos
biliares y el antigeno-O del LPS en el establecimiento de la infeccion por dicha via [181,
182]. Sin embargo, no hemos encontrado estudios que caractericen el contacto inicial de la
bacteria con las células del tracto digestivo. Es por ello que resulta particularmente
interesante evaluar el rol de las adhesinas en la interaccion con el epitelio intestinal. En este
sentido, ya se habia demostrado que cepas lisas de B. abortus, B. melitensis y B. suis son
capaces de invadir células epiteliales de colon como HT-29 y Caco-2, y replicar alli
eficientemente [159, 179]. Por otra parte, multiples evidencias demuestran que la adhesion
de diversos microorganismos patégenos (E. coli, Yersinia enterocolitica, Helicobacter pylori,
entre otros) [183, 184] a la mucosa y epitelio intestinal ocurre a través de distintos tipos de
adhesinas, tanto fimbriales como no fimbriales [185-187]. En relacion a lo antes planteado,

nuestros resultados indicaron que BmaA participa en la adhesion a células epiteliales
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colorrectales, sugiriendo que dicha adhesina podria estar particularmente involucrada en la
infecciébn de Brucella por via oral dada la capacidad de adhesion al intestino que esta
adhesina le confiere a la bacteria.

Otra de las manifestaciones prevalentes de la infeccion por Brucella spp. es la
brucelosis osteoarticular. La prevalencia varia entre el 27% y el 36% de los casos de
brucelosis [188]. Esta reportado que si bien los sintomas son variados, las formas mas
comunes son la sacroileitis, espondilitis y artritis periférica [189]. La artritis resulta
frecuentemente poliarticular y usualmente afecta rodillas, articulacion sacroiliaca, hombros
y caderas, observdndose en casos extremos la generacion de osteopenia y dafio del
cartilago. La espondilitis suele desarrollar complicaciones mas severas dado que a partir
de su inicio en los discos intervertebrales puede posteriormente diseminarse a la vértebra
y de alli a vertebras adyacentes [190]. Se ha reportado distintos patégenos como
Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis que producen infecciones
osteoarticulares generando dafio en el tejido por mecanismos inflamatorios producidos por
la entrada del patégeno [191]. En estudios previos [159] se ha demostrado que especies
naturalmente lisas de Brucella son capaces de invadir y replicar en osteoblastos humanos.
En este contexto, los resultados de los ensayos realizados en el marco de esta tesis
proponen que las adhesinas BmaA, BmaB y BmaC participan especificamente en la
adhesion a la linea celular osteoblastica humana (HFoB) y a cultivos primarios de
osteoblastos murinos.

En animales sexualmente maduros, Brucella tiene un tropismo pronunciado hacia
los 6rganos genitales generando orquitis, epididimitis e infertilidad en machos, y abortos y
esterilidad en hembras [23, 24]. En humanos este tropismo hacia 6érganos genitales también
ha sido observado, no obstante las manifestaciones clinicas son diferentes y los abortos
son raros o0 poco frecuentes [192]. Las secreciones genitales y los productos de abortos
contienen una gran carga bacteriana, y generan una importante fuente de contagio entre
animales. Por lo tanto, es evidente que la localizacién y multiplicaciéon en el tracto
reproductivo de estos animales es crucial en la biologia de Brucella. Se ha demostrado que
Brucella puede invadir y replicar en trofoblastos. Es por ello que se decidi6é evaluar el rol de
BmaA, B y C en este tipo celular. Si bien las mutantes en las adhesinas no presentaron
alteracion con respecto a la cepa control, las cepas complementadas que contienen los
genes bmaA y bmaB en un plasmido de mediano nimero de copias (y que por lo tanto

podrian ser consideradas sobreexpresantes), presentaron un aumento significativo en la
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adhesion, sugiriendo que estas adhesinas podrian participar en la adherencia a células
trofoblasticas, lo cual habilitaria la posterior invasion y replicacion en las mismas. Una
explicacion posible con respecto a la ausencia de fenotipo en las cepas mutantes es que
en las condiciones del ensayo, las adhesinas no estén cumpliendo un rol activo en la cepa
wt, dada su baja expresion en el contexto de cultivo in vitro. En cambio, al transferir el
plasmido (pBBR1-bmaA o pBBR1-bmaB) a las respectivas cepas mutantes, se produciria
un aumento de la expresion de las mismas ya sea por el nUmero de copias que posee el
plasmido y/o por la estrategia de clonado utilizada, en la cual la expresion del gen podria
haber quedado bajo la direccién del promotor Pi.c. En ese contexto “sobreexpresante”,
BmaA y BmaB tendrian un rol activo en la adhesion. En condiciones fisioldgicas la expresion
de las adhesinas podria gatillarse por multiples factores. En este sentido, existen casos en
los que se ha reportado que la replicacion intracelular de Brucella depende de mas de un
factor, no resultando suficientes los estimulos generados por las células aisladas. Un
ejemplo de esto se observa en la liberacion de citoquinas proinflamatorias en osteoblastos
infectados, la cual aumenta significativamente al agregar al cultivo medio condicionado
proveniente de cultivo de macréfagos [159].

Al momento de iniciar este trabajo existian evidencias que sugerian que Brucella
seria capaz de unirse a componentes de la matriz extracelular, en particular a fibronectina
y residuos ricos en acido sialico [131]. Por consiguiente, se evalué la capacidad de las
mutantes deficientes en las adhesinas de adherirse a distintos componentes como soportes
abidticos o componentes de la ECM como fibronectina, coladgeno y &cido hialurénico. En
cuanto a la unién a soportes abiéticos, se estudié la capacidad formadora de biofilm a
poliestireno no encontrdndose una diferencia en la unién al soporte en las mutantes con
respecto al control. En este sentido cabe mencionar que la cepa wt present6é una adhesion
muy baja.

En cuanto al rol de BmaA y BmaB en la union a componentes de la ECM, se
realizaron dos enfoques. Por un lado, se evaluaron las mutantes bmaA y bmaB, y por otro
se llevd adelante un enfoque heterdlogo que consistié en generar una cepa de E. coli no
adherente ni invasiva (CC118) que expresa las adhesinas y evaluar la union a los mismos
compuestos. Los estudios de las mutantes indicaron que BmaA estaria involucrada en la
union a colageno tipo | mientras BmaB podria contribuir a la union de la bacteria a
fibronectina. Estos fenotipos se repitieron en la doble mutante, mostrando un valor similar
a las simples mutantes, tal como se esperaba. Con respecto al enfoque heterdlogo, en el
caso de BmaB se correlacioné con el fenotipo, presentdndose un aumento en la adhesion
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a fibronectina de la cepa portadora del plasmido que alberga al gen bmaB. Por el contrario,
la unién a colageno de E. coli que alberga el plasmido con el gen bmaA no fue mayor al del
control con el vector vacio, indicando que en dicha bacteria BmaA no es capaz de cumplir
el mismo rol o, alternativamente, a que el gen no se expresa lo suficiente en este contexto.
En este sentido, por RT-PCR pudo observarse expresion de bmaA y bmaB en el contexto
heter6logo de E. coli (datos no mostrados). Sin embargo, debe considerarse que este
analisis no es una aproximacion cuantitativa. Por otro lado, al no contar con anticuerpos
especificos no fue posible analizar la expresion de la proteina. Por lo tanto, se podria
proponer que o bien BmaA no cumple el mismo rol en un contexto heterélogo o bien que
su expresion no es la adecuada en este contexto.

Es oportuno mencionar que para un analisis completo y una mayor comprension de
la funcionalidad de los ATI seria importante evaluar los factores ambientales y genéticos
que regulan la expresién de los genes bma. Una hipétesis es que la expresion de los genes
aumente en contacto con células o tejidos particulares del hospedador o mediante
estimulos presentes en determinados ambientes. Seran necesarios estudios futuros para
comprender si los AT (tanto monoméricos como triméricos) actGan en las mismas
condiciones ambientales o, si en cambio, actlan bajo distintos estimulos, cumpliendo roles

complementarios.

Resistencia a suero

A partir de un complejo proceso de co-evolucién, los patégenos han desarrollado
estrategias para evadir la respuesta inmune del hospedador. Varios de estos mecanismos
estan altamente conservados entre bacterias, virus y parasitos, y otros son particulares de
cada especie [193]. Algunos casos descriptos incluyen a la adhesina UspA2 de M.
catharralis que esta involucrada en la resistencia al complemento presente en el suero [164]
y a los autotransportadores BrkA y Vag8 de Bordetella pertusis, [194] [195] que interactian
con componentes del complemento o reguladores del mismo, tanto de modo directo como
indirecto, mediando la resistencia al complemento [195]. Brucella, particularmente, ha
desarrollado diversos mecanismos que impiden su deteccidén por el sistema inmune innato,
entre ellos el complemento presente en el suero, permitiendo asi el establecimiento de la
infeccion crénica [67, 162, 196-198]. La estructura particular del LPS de Brucella es en
parte responsable de la tolerancia al complemento [67, 199]. Asimismo, nuestro laboratorio

mostré que la adhesina BtaF interviene en la proteccién de la bacteria que la porta frente a

54



Discusién- Capitulo |

la actividad bactericida del complemento presente en el suero [137]. En consecuencia, dada
la similitud entre BmaA y BmaB con las proteinas previamente descriptas en B. pertusis,
Vag8 y BrkA, se decidio evaluar la respuesta de las mutantes bmaA::stops y bmaB::km. En
el caso de BmaA no se observaron diferencias significativas en la supervivencia de la cepa
mutante con respecto a la cepa control, sin embargo, bmaB mostré un moderado aumento
de la susceptibilidad al tratamiento indicando que BmaB participarian en la tolerancia de la

bacteria al complemento.

Localizaciéon

Se han descripto AT monoméricos con localizacion unipolar; estos incluyen, la
adhesina BmaC de B. suis [136], la proteina que promueve polimerizacion de actina IcsA
de Shigella flexneri [200] y la adhesina Aida-I de E. coli [130]. Es interesante destacar que
algunos de los AT tipo |, incluyendo Aida-A e IcsA, son polares en el citoplasma previo a su
secrecion, lo cual sugiere que la misma ocurre en el polo [130, 201]. Por otro lado, se
observo que el AT monomérico NalP del N. meningitidis contiene en si mismo la informacién
molecular que le permite localizarse en un polo al expresarla en E. coli. Tanto BtaE como
BtaF mostraron tener una localizacion unipolar no solo en B. suis sino también al ser
expresadas de modo heter6logo en E. coli, sugiriendo que el mecanismo que dirige la
localizacién unipolar de los AT (tanto tipo | como tipo Il) estaria conservado en distintas
bacterias. En esta tesis fue posible generar una cepa de B. suis que expresa BmaB
fusionada a la etiqueta 3xFLAG en el amino-terminal. Utilizando anticuerpos anti-FLAG
observamos que BmaB también presenta localizacion polar (Figura 22). Cabe mencionar
que los focos de fluorescencia correspondientes a BmaB se observaron en un bajo nimero
de células, a pesar de que la construccion fue disefiada para que el gen bmaB se exprese
bajo el promotor lac del pPBBRMCS1. Una explicacién posible es que existe una regulacion
post-transcripcional y que por consiguiente a pesar de expresar a bmaB bajo un promotor
constitutivo, la cantidad de proteina BmaB expresada in vitro no sea suficiente para ser
detectada en todas las células.

Otra hipotesis plausible es que las adhesinas se expresen s6lo en una subpoblacion
de las bacterias, que dependeria de la etapa del ciclo celular de Brucella. Esta hipotesis se
basa en que, en Brucella, luego de una division asimétrica se generan dos tipos celulares
distintos que sufren un proceso de diferenciacion [49, 50, 165, 202]. Para cada una de las

células hijas se puede ademas identificar un polo nuevo y un polo viejo [49]. Asimismo, una
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baja expresion de estas adhesinas en una pequefia subpoblacion bacteriana podria ser
suficiente para lograr la internalizacion de Brucella y establecer asi una infeccién limitada
pero exitosa.

Para poder determinar si las adhesinas se localizan en un polo en particular, se
analizé la presencia de la adhesina por inmunofluorescencia de cepas de B. suis que portan
fusiones traduccionales de marcadores de polo viejo (PdhS) o nuevo (AidB) a proteinas
fluorescentes [51, 165]. Los resultados obtenidos indican que en las condiciones
estudiadas, BmaB se localiza en el polo nuevo de B. suis. Observaciones similares fueron
descriptas tanto para BmaC, como para BtakE y BtaF, sugiriendo que dicho polo estaria
funcionalmente diferenciado para la adhesion [52]. Varios factores de virulencia
superficiales, incluyendo estructuras adhesivas de otras Alphaproteobacterias cercanas a
Brucella, han exhibido localizacién polar. Se ha descripto, por ejemplo, que todas las
proteinas VirB de Agrobacterium tumefaciens tienen localizacion polar [203]. El
microorganismo ambiental Rhodopseudomonas palustris y A. tumefaciens son capaces de
adherirse a plantas y a superficies abidticas a través de uno de sus polos, en un proceso
mediado por distintas estructuras, incluyendo una adhesina polisacaridica unipolar (UPP)
[204, 205]. Otro ejemplo de Alphaproteobacteria que posee una arquitectura polar es C.
crescentus, en cuyo polo viejo generado luego de la divisién celular se encuentra el polo
diferenciado para la adhesion [50, 204, 206, 207]. En resumen, en Brucella, una hipétesis
atractiva es que la adhesion inicial de la bacteria a la célula del hospedador estaria mediada
por adhesinas localizadas en el polo nuevo y que esta expresién ocurre solo en una

subpoblacién bacteriana infectiva.
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Capitulo II:

Identificacién de un sistema involucrado en la biogénesis de la envoltura

celular de B. suis

Como se menciond en la introduccion la busqueda en el genoma de B. suis 1330 de
posibles proteinas con funcién de adhesina arroj6 como candidata a BR0049, que se
agrupd con los autotransportadores triméricos (Figura 11) [134]. Probablemente esto se
debid a la abundancia de laminas 3 que se predicen a lo largo de casi toda la proteina y
también a una estructura de hoja B encontrada en el extremo C-terminal de BR0049,
justamente por sus semejanzas con la estructura del dominio pasajero y translocador de
los autotransportadores. Predicciones mas recientes, indican que BR0049 esta
filogenéticamente relacionada a TamB. Esta proteina, junto con un homoélogo de TamA,
conforman el sistema TAM. Como se menciond en la seccion 7 de la introduccion, se ha
propuesto que TAM asiste a los ATs para su correcta translocacion a través de la membrana
externa. Las evidencias presentadas en esta tesis muestran que el homologo de TamB de

B. suis (BR0049) desempefia roles que van mas alla de contribuir al ensamblaje de ATs.

[I.1 Organizacion de dominios de BR0049* de B. suis

El gen anotado como BR0049 en el genoma de B. suis 1330 codifica para una
proteina predicha de 1515 aminoéacidos. Sin embargo, esta proteina no muestra una
secuencia sefial de exportaciéon en el extremo N-terminal. Por otro lado, un analisis
cuidadoso mediante alineamiento de la secuencia nucleotidica rio arriba del codon de inicio
propuesto con las secuencias de sus ortélogos de otras especies de Brucella, mostré que
el coddn de inicio del marco de lectura abierto podria ubicarse 192 pb rio arriba del codén
de inicio anotado. Para evitar confusiones, el ORF/proteina corregidos seran denominados
BR0049*. La proteina tendria una longitud de 1579 aminoéacidos de longitud, muestra un
péptido sefial en el N-terminal (ver mas adelante) y esta altamente conservada entre las
diferentes especies de Brucella (> 99% de identidad de secuencia de aminoacidos). Fuera
de Brucella spp., sus homologos mas cercanos, son los ortélogos del género Ochrobactrum
(otro miembro de la familia de las Brucellaceae) con una identidad de secuencia de 80-84%.
En otras Alphaproteobacterias, como los genéricamente llamados rizobios, los homélogos
comparten 30-50% de identidad de secuencia de aminodcidos. Las busquedas en bases

de datos utilizando DELTA-BLAST detectaron proteinas filogenéticamente emparentadas
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en Gammaproteobacterias como TamB de E. coliy C. rodentium [90], que comparten 22%
de identidad de secuencia con BR0049. De acuerdo con estas observaciones, proponemos
que BR0049* y sus ortélogos de otras Alphaproteobacterias también serian parte del
sistema TAM [94].

Tal como ocurre en TamB de Gammaproteobacterias, las predicciones de dominios
proteicos mostraron que BR0049* contiene un dominio conservado DUF490 [90], en la
region C-terminal (aminoacidos 1241-1579, E-value de 1.86e-%%) (Figura 21A). En cambio,
el resto de BR0049* diverge de TamB de las Gammaproteobacterias. BRO049* muestra un
segundo dominio incompleto DUF490 (aminoacidos 916-1088) pero menos significativo (E-
value: 8,57e-%) (Figura 23), que no se encuentra en TamB de Gammaproteobacterias.
Ademas, utilizando el predictor de estructura secundaria JPred4, se encontré que toda la
proteina estd basicamente conformada por estructuras [ con excepcion de una region
predicha de a-hélice entre los aminoacidos 1459-1505, cuya posicion relativa desde el
extremo C-terminal coincide con la misma posicion relativa de una regién a-hélice homoéloga
en TamB de E. coli [90] (Figura 23). Estas observaciones sugieren fuertemente que la
proteina BR0049* representa el ortélogo de TamB de B. suis, aunque una porcion
significativa de la regibn N-terminal diverge de las proteinas TamB de
Gammaproteobacterias.

Se mostré previamente que TamB de E. coli y C. rodentium se inserta en la Ml a
través de una secuencia sefal en el N-terminal no escindible, pero se propone que la mayor
parte de la proteina estd sumergida en el periplasma [90, 91, 208]. El analisis con el
algoritmo SignalP-4.1 de BR0049* predijo un péptido sefial N-terminal entre las posiciones
1 y 21. Esta secuencia se superpone con una region hidrofobica, probablemente
transmembrana, entre las posiciones 5y 22 (THTMM 2.0). Por lo tanto, de manera similar
a las proteinas TamB, el extremo N-terminal de BR0049* podria representar una secuencia
sefial no escindible que media la insercién de la proteina en la MI. La prediccion de acuerdo
al andlisis con el programa Gneg-mPloc respalda la hipétesis de que BR0049* se localiza

tanto en la MI como en el periplasma.
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Figura 23. Esquema de los dominios predichos para las proteinas BR0048 y BR0049*. Se utiliz6 la
informacion conjunta obtenida a partir de Pfam, InterProScan y SignalP.

II.2 Expresién y localizacién subcelular

Para determinar la localizacion de BR0049*, se gener6 una fusién del extremo C-
terminal de la proteina con la etiqueta 3XxFLAG. La presencia de la proteina BR0049*-
3XFLAG en diferentes fracciones subcelulares se analizé por Western blot utilizando
anticuerpos anti-FLAG. El analisis de extractos celulares totales mostré6 que BR0049-
3XFLAG se expresa tanto en fase exponencial como estacionaria, pero disminuye en fase
estacionaria tardia (Figura 24A). Como se menciond en el Capitulo I, atn no se ha logrado
una separacion eficiente de Ml y ME en Brucella. Por lo tanto, se analizé la localizacion
subcelular mediante dos procedimientos complementarios. Primero en extractos de
membranas totales (interna y externa) y en las fracciones citosélicas (es decir, citoplasma
y periplasma). El analisis mediante Western blot indicé claramente que BR0049*-3xFLAG
se localiza en la fraccion de membranas totales (Figura 22B). Para discriminar entre Ml y
ME, se obtuvo una fraccion de protoplastos (Pr) separada de una compuesta por la ME y el
periplasma (ME + Pe), mediante un tratamiento con el detergente Zwitterion 3-16 seguido
de centrifugacion a baja velocidad (ver Materiales y Métodos) [209]. La inmunodeteccién
con anticuerpos anti-FLAG mostr6 que la proteina etiquetada se localiza en la fraccion de

protoplastos (Figura 24B), confirmando que BR0049 * esta asociada a la MI.

59



Resultados- Capitulo Il

A Exp Est

ODeoo 0.5 1 19 28 42 kDa
250

BRO049"-3xF
(MapB-3xF) ~ = o -

A L 2 )

M Ci+Pe Pr ME+Pe

BR0049*-3xF » —
(MapB-3xF)

oy -

Omp10 - .y

Figura 24. A. Expresion de MapB-3xFLAG (MapB-3xF) alo largo de la curva de crecimiento. Las muestras
se recolectaron a las densidades o6pticas indicadas (a 600 nm) de las fases exponencial (Exp) o
estacionaria (Est). Las proteinas totales equivalentes obtenidas de lisados de células totales se
analizaron mediante Western blot usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. B. Determinacion de la
localizacién de MapB-3xF. Se analizaron las membranas totales (M), citoplasma mas periplasma (Ci +
Pe), protoplastos (Pr) o membrana externa més periplasma (ME + Pe) mediante Western blot usando
anticuerpos anti-FLAG (panel superior), anti-PhyR como control citoplasmético (panel central) o anti-
Omp10 como control de ME (panel inferior). El experimento fue repetido tres veces con resultados
similares.

[I.3 Anédlisis de la organizacién genémica

Rio arriba del gen BR0049* se ubica un gen que codifica para un homélogo de TamA
(BR0O048) (Figura 23). TamA representa el componente de ME del sistema TAM [94] que
pertenece a la superfamilia Omp85/TpsB, cuyos miembros estan principalmente implicados
en la maquinaria de ensamblaje de proteinas en la ME con dominios de barriles B [81].
TamA se inserta en la ME a través de su dominio C-terminal Bac_surface_Ag que exhibe
una estructura de barril B; en el espacio periplasmico posee un dominio clasico POTRA (por
polypeptide-transport-associated) y dos dominios POTRA divergentes [208]. En BR0O049*
se identificaron tanto un dominio POTRA clasico (P3, entre los residuos 233-307) como dos
dominios divergentes (P1y P2) en region N-terminal (Figura 23).

Se propuso que los genes tamA y tamB se co-transcriben en un operdn [90]. Por lo

tanto, para verificar si esta organizacion se conserva en B. suis, se evalud la expresion de
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un transcripto que incluya regiones de ambos genes por RT-PCR usando ARN total de B.
suis y oligonucleétidos especificos disefiados para amplificar una regiobn genémica que se
superpone con extremo 3' de BR0048 y el extremo 5' de BR0049*. Se obtuvo un producto
de PCR del tamafio esperado (700 pb), indicando que los genes BR0048 y BR0O049* forman
un operon (Figura 25).

BR0048 BR0049*
BR0048/BR0049* -
operon if-1
RT + -

Figura 25. Los genes BR0048 y BR0049* forman un operén. Mediante RT-PCR se amplificé una region
genomica de 700 pb (subrayada en rojo) que incluye secuencias codificantes para BR0048 y mapB o
una region de 162 pb del gen if-1 como control positivo. Se indican los carriles correspondientes a las
reacciones realizadas con (+) o sin (-) RT.

En conclusién, la organizacion de dominios proteicos, la localizacion subcelular y el
analisis transcripcional sugieren fuertemente que las proteinas BR0048 y BR0049*
conforman el sistema TAM de Brucella spp. (Figura 26).
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Figura 26. Esquema de la topologia predicha de BR0048 y BR0049* que abarca la envoltura de la célula
bacteriana. Se indican las posiciones de la membrana externa (ME) e interna (Ml).

Il. 4 Fenotipos asociados a envoltura celular de una mutante en el gen de BR0049*

Para explorar la funcion de la proteina BR0049*, generamos un mutante por
delecion limpia del gen por doble recombinacion homdloga. Como se describird a
continuacién, dado que los fenotipos observados muestran que la superficie celular de la
mutante BR0O049* se encuentra alterada, decidimos llamar a la proteina BRO049*, MapB
(por membrane altering protein).

Inicialmente, los primeros experimentos tuvieron como objetivo estudiar la funcién
de MapB en la interaccion inicial de Brucella con la célula hospedadora, utilizando modelos
celulares. En estos ensayos notamos que la mutante AmapB perdia marcadamente su
viabilidad luego del protocolo estandarizado. Esto podia deberse al detergente que se utiliza
para lisar las células (Tritén X-100). Efectivamente, observamos que luego de incubar las
bacterias durante 10 minutos con Triton X-100 0.1% se reduce drasticamente la viabilidad
celular de las bacterias de la cepa AmapB pero no la viabilidad de las bacterias wt [37]. La
complementacion de la mutante con el gen mapB clonado en el pldsmido pBBR1MCS1
(AmapB-pBBR1mapB) restaurd la resistencia a Tritobn X-100 a niveles similares a la cepa
wt (Figura 27).
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Figura 27. Se analizaron las cepas B. suis 1330 (wt), AmapB y la cepa isogénica AmapB- pBBR1mapB
complementada. A. Las bacterias se incubaron con o sin Triton X-100 y se determinaron las UFC/ml. La
tolerancia se expres6 como el porcentaje medio de UFC en relacién con las bacterias no tratadas. Se
muestra el % de supervivencia de cada cepa en relacién con la cepa wt. Los datos se analizaron
mediante ANOVA de un factor seguido de una prueba de Tukey a posteriori. *: significativamente
diferente del control (wt), (p <0.05). B. Las bacterias se incubaron durante 60 min a 37 °C con 0 (control),
10, 50 o 100 unidades/ml de polimixina B y se determinaron las UFC/ml. La supervivencia se expreso
como el porcentaje medio de CFU en relacion con las bacterias no tratadas. C. Las bacterias se trataron
con lisozima y se determind la ODesoo de la suspension cada 10 segundos. Los datos representan la
media + desvio estandar (SD) de triplicados de un experimento representativo de tres experimentos
independientes.

Se debe aclarar que no se observaron diferencias significativas en el crecimiento
bacteriano en medio rico liquido entre la cepa wt, la mutante AmapB y las cepas
complementadas (Figura 28A). Ademas, la mutante AmapB y la cepa wt no mostraron

diferencias significativas en la sensibilidad a diferentes concentraciones de H.O, (Figura
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28B) EDTA 0,67 mM, SDS al 0,1%, DOC al 0,1%, suero porcino o pH acido (4,5) (Figura
28C).

Brucella es particularmente resistente a los péptidos catiénicos [66, 210]. La cepa
mutante AmapB mostré una sensibilidad de 5 a 14 veces mayor al lipopéptido catiénico
polimixina B, comparada con la cepa wt, mientras que en la cepa complementada se
restauro el fenotipo (Figura 27).

Las especies de Brucella también son particularmente resistentes al efecto litico de
la lisozima [66]. Sorprendentemente, mientras que la cepa wt mostré una densidad 6ptica
(ODeoo) sostenida en el tiempo en presencia de lisozima, la turbidez del cultivo AmapB
disminuyo hasta el 26% del valor inicial después de 4 minutos de incubacion debido a la

lisis celular, y en la cepa complementada se restauré el fenotipo (Figura 27).

A B
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Figura 28. Curva de crecimiento y tolerancia a diferentes estreses. A. B. suis 1330 (wt), AmapB y la cepa
complementada AmapB-pBBR1mapB se cultivaron a 37 °C en medio rico y la ODesoo Se registré a
diferentes tiempos. B. Las cepas se incubaron con 20, 40, 80 0 120 mM de peroxido de hidrégeno durante
1 h, y se determinaron las UFC. Para ambas cepas, las UFC en cada tratamiento se normalizaron a las

UFC obtenidas con el control en PBS y se muestra el % de supervivencia.
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Figura 28. C. Se analizaron B. suis M1330 (wt) y las cepa isogénica AmapB. Las bacterias se incubaron
con o sin EDTA 0,67 mM, SDS 0,01% o DOC 0,1% durante 10 min a temperatura ambiente, y se
determinaron las UFC. Para ambas cepas, la UFC obtenida después de la incubacién con cada
compuesto se normalizé para el control (UFCs obtenida sin tratamiento). Se muestra el % de
supervivencia de cada cepa en relacion a la cepa wt. Se realizaron tres experimentos independientes
con resultados similares. Los datos se analizaron mediante la prueba T de Student y ANOVA de unavia
sin resultados significativamente diferentes. D. Resistencia a suero porcino. Se contaron las UFC, y se
calculo el porcentaje de bacterias supervivientes en relacién con el control (tiempo 0) y el tratamiento
(% de supervivencia). E. La tolerancia al pH acido se llevé a cabo en distintas DO: 0,2, 0,6 y 2. Se obtuvo
el nimero de UFC después de la incubaciéon y se normalizaron al control (UFC obtenidas sin
tratamiento). Se muestra el % de supervivencia de cada cepa en relacién con la cepa wt.
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Estas observaciones indican que la integridad de la envoltura celular y la resistencia
tipica de Brucella a polimixina B y lisozima depende en gran medida de MapB, sugiriendo
que el sistema TAM en B. suis juega un rol critico en la homeostasis de la envoltura celular.

1.5 La mutante AmapB no es una ceparugosa

En comparacion con otras bacterias Gram negativas, Brucella es particularmente
resistente a péptidos catidnicos, como la polimixina B. Esta caracteristica se ha asociado
previamente a la pérdida del antigeno-O del LPS [66, 211]. Sin embargo, este no fue el
caso para la mutante AmapB dado que, en primer lugar, al igual que las células wt, las
células de la mutante no se aglutinaron en presencia de acriflavina al 0,1% p/v. Por el
contrario, Brucella ovis, un control de cepa rugosa que carece del antigeno-O naturalmente,
mostré aglutinacion en presencia del reactivo (datos no mostrados). En segundo lugar, se
observé que tanto la cepa mutante como la wt mostraron un grado de reactividad similar
frente a un anticuerpo de cabra anti-Brucella lisa conjugado con fluoresceina (FITC) (datos
no mostrados). Estas observaciones sugieren que el antigeno-O en la mutante AmapB

permanece asociado a la superficie celular.

Por otro lado, las células de cepas rugosas de Brucella desprovistas del antigeno-O
retienen mas cristal violeta (CV) en comparacioén con sus cepas parentales [160]; B. ovis
retiene altas cantidades del colorante. Como se esperaba, no observamos un aumento de
la tincion de las colonias AmapB en placas en medio rico (TSA) en presencia de cristal
violeta en comparacion con las cepas wt y complementada. Por el contrario, mientras que
las colonias de la cepa wt mostraron una coloracion en presencia de CV, las colonias de la
mutante apenas retuvieron el colorante. Ademas, en la cepa complementada con el

pBBR1mapB se restaurd el fenotipo (Figura 29).
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Figura 29. Evaluacién de disociacion. Tincion con Cristal violeta y oxalato de amonio de colonias en
placas en medio rico (TSA).

Por lo tanto, aunque esta observacion confirma que la mutante AmapB no es una
cepa rugosa, el fenotipo particular de las colonias de la mutante en CV refuerza la idea que

la mutante AmapB presenta la envoltura celular alterada.

I1.6 ElI LPS de la mutante AmapB no presenta mayores alteraciones

Con el fin de evaluar si los fenotipos de la mutante AmapB podrian atribuirse a
diferencias estructurales del LPS, distintas a la pérdida completa de antigeno-O, los
extractos de LPS obtenidos mediante tratamiento con SDS-proteinasa K se analizaron
mediante tincién con plata y Western blot. Por tincion con plata se observé que, a excepcion
de algunas bandas adicionales u otras que presentaron una sefial mas fuerte en el perfil de
la cepa mutante, no se observaron diferencias marcadas entre los patrones del LPS de las
cepas wt, mutante y complementada (Figura 30A). El analisis por Western blot usando
anticuerpos monoclonales anti-antigeno-O y anti-R (rugoso) indicé que los perfiles de S-
LPS (liso) y R-LPS (rugoso) no sufrieron cambios significativos (Figura 30B). Nuevamente
se observaron algunas bandas adicionales o mas fuertes en el perfil de la cepa mutante

(indicado con flechas).

67



Resultados- Capitulo Il

B C Tincién con plata

Tincién con plata :
P Extraccién con

Extracto crudo anti R-LPS anti S-LPS fenol caliente
2
) S g
g 9 9 3
Q & L 2
& & ¥4 & &
s $F £ 9 & ¥ 98

Gas

S-LPS k a
> -
R-LPS ‘ﬁ :

Figura 30. Analisis del LPS. A. SDS-PAGE vy tincién con plata de extractos crudos de LPS de cada cepa.
B. Andlisis por Western blot utilizando anticuerpos anti-R-LPS (panel izquierdo) o anti-S-LPS (panel
derecho). Las flechas rojas indican la presencia de bandas adicionales o mas fuertes en el LPS de la
mutante AmapB. C. SDS-PAGE y tincidn con plata de extractos de LPS purificados con fenol caliente.

De manera consistente, por tincion con Coomassie Brilliant blue (CBB), se observé
que los extractos de LPS provenientes de la mutante AmapB arrastraban mas proteinas
que los extractos de la cepa wt (Figura 31), lo cual sugiere que la presencia de bandas extra
0 mas abundantes observadas en el patrén de la cepa mutante podria estar relacionada
con este comportamiento. Para evaluar esta hipotesis, se realizé un ensayo proteémico de
la composicién de las bandas diferenciales que se observaban por tincién con CBB. La
asociacion del LPS de la cepa mutante con diferentes proteinas no pudo explicar este efecto
ya que se detectd una composicion similar de proteinas en las preparaciones de las cepas
wt y AmapB (Tabla 2). Cabe destacar que las proteinas mayoritarias asociadas al LPS de
ambas cepas correspondieron a 6 miembros del grupo Omp25/31 que, segln se describid
previamente, interactian con el peptidoglicano [59, 212] y otras dos putativas OMP
(BR1469 y BRA0921). Una posible explicacion para estas observaciones es que la ausencia
de MapB podria dar lugar a una interaccion mas débil de ciertas OMP con otras estructuras
de la envoltura, como el peptidoglicano o, alternativamente, a una interaccion mas fuerte
de algunas OMP con el propio LPS [213]. Por otro lado, las bandas adicionales o con
sefiales mas fuertes no se observaron en el perfil del LPS de la cepa AmapB cuando se

analizaron preparaciones de LPS obtenidas mediante extraccion con fenol caliente (Figura
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30C), apoyando la idea que las diferencias sutiles observadas en el perfil del LPS de la
cepa mutante en el extracto crudo podrian deberse a una interaccion diferencial de ciertas

OMPs con otras estructuras de la envoltura celular.

wt AmapB AmapB

kDa BBR1mapB

80

25
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Figura 31. SDS PAGE de proteinas asociadas a las fracciones de LPS crudo.

Tabla 2: Proteinas asociadas a la fraccion de LPS

ID Cédigo Descripcion PSMs wt PSMs mapB
POA3U5 BRA0423  Omp31 968 1091
Q45689 BRO701 Oomp25 436 562
AOAOH3G433 BR1622 Omp31lb 316 320
AOAOH3G4S3 BRO0119 Omp25¢ 170 200
AOAOH3G313 BRO0971 Omp25b 38 55
AOAOH3G1F5 BRO0118 Omp25d 23 28
AOAOH3G4Il7  BR1469 Omp no caracterizada 9 16
Q8FVC3 BRA0921  Omp no caracterizada 3 4
AOAOH3GS8I1 BRA1147 Flagelina 2 1
P64025 BR1235 Factor de elongacién Tu 1

El LPS fue obtenido a partir de un extracto crudo. El analisis se realiz6 mediante nanoLC-MS/MS acoplado
a QExactive Orbitrap en la cepas B. suis 1330 (wt), AmapB y complementada. Se indican los PSMs como
medida de la cantidad de péptidos obtenidos en cada cepa. Los resultados que se muestran provienen
del andlisis mediante digestidon en gel de la zona recortada marcada en la Figura 31.

Los fenotipos asociados a la superficie celular de AmapB, en particular, la mayor
sensibilidad a Tritén X-100, podrian deberse a cambios en la composicion de acidos grasos

de la membrana. Estas modificaciones podrian hacer que la célula sea mas permeable vy,
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por lo tanto, mas susceptible a los detergentes no i6nicos. Para explorar esta posibilidad, se
analizé la composicion de acidos grasos de membrana a partir de lipidos totales. La Tabla 3
muestra que no hay diferencias significativas en las cantidades y la composicion de &cidos
grasos de las distintas cepas. Cabe mencionar que los acidos grasos 18:1 y 19:0 cyc se
deben considerar en conjunto ya que, dependiendo de la edad del cultivo, 18:1 es un
precursor directo de 19:0 cyc [214]. Esta observacién muestra que la mayor sensibilidad de
AmapB a Triton X-100, lisozima y polimixina B no se debi6é a cambios importantes en la
composicion de acidos grasos de la membrana.

Tabla 3: GC-MS de &cidos grasos totales

wt AmapB AmapB pBBRmapB
FA Promedio SD+ Promedio SD# Promedio SD#
16:01 0.13 0.02 0.09 0.01 0.1 0.01
16:00 2.34 0.17 1.94 0.44 2.09 0.48
17:01 0.11 0.01 0.09 0.02 0.08 0.04
17:00 0.26 0.05 0.18 0.07 0.18 0.09
18:02 0.24 0.05 0.26 0.04 0.3 0.06
18:01 40.86 1.68 26.24 1.49 29.25 1.98
18:00 4.49 0.79 2.44 0.18 2.31 0.12
19:c 50.54 2.76 67.57 1.68 64.78 1.87
20.1 1.18 0.04 1.33 0.11 1.07 0.11
20.0 0.03 0.01 0.03 0.01 0.03 0.01

GC-MS de &cidos grasos totales (FA) obtenidos de B. suis 1330 (wt), AmapB y la cepa complementada.
Los resultados que se indican son el promedio de tres experimentos independientes.

II.7 Evaluacién de la funcion de MapB en la translocacién de proteinas de
membrana
Como se menciond anteriormente, se demostré que TamB de E. coliy C. rodentium
son necesarios para la translocacion eficiente de los autotransportadores en la ME [90].
Para evaluar si una funcién similar también podria atribuirse a MapB, analizamos la
presencia del ATl de B. suis BR2013 (BmaB) (ver Capitulo I) en extractos de células enteras
y en diferentes fracciones subcelulares de las cepas wt y AmapB. Como se mencioné en la
seccion 1.9 del Capitulo I, se generd una construccién que alberga una fusion traduccional
de BmaB con la etiqueta 3XxFLAG en el N-terminal, inmediatamente posterior al sitio
predicho de escision del péptido sefal (Figura 21-Capitulo 1). Andlisis por Western blot de
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las proteinas de extractos de células totales de la cepa wt, usando anticuerpos anti-FLAG,
mostro la presencia de una banda del peso molecular predicho (164 kDa), asi como otras
dos bandas de menor tamafo (Figura 32A). Curiosamente, se observaron
consistentemente niveles aumentados de 3xFLAG-BmaB en extractos de células totales de
la cepa AmapB (Figura 32A). Para evaluar si BmaB estaba correctamente insertado en la
membrana determinamos la distribucién subcelular del autotransportador etiquetado en
ambas cepas. Dada la dificultad de separar la ME de la Ml en Brucella, las fracciones de
las membranas totales (M) y soluble (Ci + Pe, citoplasma mas periplasma) se analizaron
mediante Western blot usando los anticuerpos anti-FLAG (Figura 32B). Como se esperaba,
se observo principalmente una banda principal de 164 kDa en membranas totales de la
cepa wt. Por el contrario, s6lo se recuperd una cantidad baja de la proteina entera (164
kDa) en la fraccion de membranas totales de AmapB, y se observaron altos niveles de un
fragmento de 85 kDa correspondiente a 3xFLAG-BmaB en la fraccién soluble (Ci + Pe).
Cabe mencionar que esta protedlisis no logré prevenirse mediante la adicién de un coctel
inhibidor de proteasas (Roche Complete) (Figura 32B).

Otro método complementario para estudiar la localizacion de BmaB en ambos
contextos genéticos, fue analizar la presencia de la proteina etiquetada en las fracciones
enriguecidas de protoplastos (Pr) y ME-periplasma (ME + Pe) obtenidas mediante
tratamiento con Zwittergent® 3-16. Como se menciond en el Capitulo | (seccién 1.9), en la
cepa wt la proteina 3xFLAG-BmaB se localiz6 en la fraccion ME + Pe, aunque en este caso
principalmente como un fragmento de aproximadamente 85 kDa, sugiriendo fuertemente
que el AT es particularmente sensible al método de fraccionamiento. De la misma manera,
en la fraccidn correspondiente a la cepa mutante AmapB también se detectd un fragmento
de la proteina del mismo peso molecular (85 kDa) en la fraccion ME + Pe, aunque en
cantidades mayores que en la cepa wt (Figura 32B). Por lo tanto, tomando en conjunto los
perfiles de proteinas de todas las fracciones subcelulares obtenidas por ambos métodos de
fraccionamiento, se puede concluir que en la cepa wt, BmaB esta localizado en la ME. Por
otro lado, aunque algunas moléculas de BmaB parecen alcanzar la ME en el mutante
AmapB, la comparacion de las cantidades de proteina en las diferentes fracciones indica

gue BmaB se acumula mayormente en el periplasma.
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Figura 32. A. Analisis mediante Western blot de extractos de células totales de la cepa B. suis 1330 que
contiene el plasmido pBBR3xFLAGbmaB (wt-3xFLAGbmaB), y la cepa AmapB con el plasmido
pBBR3xFLAGbmaB (AmapB-3xFLAGbmaB) revelado con anticuerpos monoclonales anti-FLAG. La
punta de flecha indica el peso molecular predicho de la proteina completa con el FLAG. Anti-Omp10 se
us6 como control de carga. B. Localizacién subcelular de BmaB. 3xFLAG-BmaB fue detectada con
anticuerpos monoclonales anti-FLAG en fracciones de membranas totales (M), citoplasma mas
periplasma (Cy + Pe), protoplastos (Pr) y fracciones de membrana externa mas periplasma (ME + Pe) en
las cepas wt-3xFLAGbmaB (Figura 21) y AmapB-3xFLAGbmaB. La punta de flecha negra indica el peso
molecular predicho de la proteina completa con el FLAG (164 kDa); la punta de flecha blanca indica el
fragmento mayoritario de 85 kDa de BmaB. Se repitié el panel correspondiente a la cepa wt de la Figura
20 (Capitulo I) a modo de comparar con la cepa AmapB.

La alteracion de la homeostasis de la envoltura celular que muestra la mutante
AmapB dificilmente podria explicarse por un defecto en la eficiencia de insercion en la ME
de proteinas con actividad de adhesina. De todas maneras, para probar esta posibilidad se
realizé un control de tolerancia a lisozima de todas las mutantes de los AT de B. suis, tanto
simples como dobles, asumiendo que si el efecto en AmapB se debe a la ausencia de los
ATs en la membrana deberiamos observar el mismo efecto en las mutantes de los ATs.
Comprobamos que ninguna de las mutantes presenta una mayor sensibilidad a la lisozima,

comparada con la cepa wt, como ocurre en la mutante AmapB (Figura 33).
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Figura 33. Las bacterias se incubaron en presencia de 2 pg/ml lisozima y se determind la ODsoo de la
suspension cada 10 segundos. Los datos representan la media + error estdndar (SEM) de triplicados de
un experimento representativo de tres experimentos independientes.

Por lo tanto, una hipétesis plausible es que MapB esté involucrada en la
translocacion hacia la ME de un amplio rango de sustratos o, alternativamente, de un
subconjunto especifico de proteinas, algunas de las cuales serian importantes para el
ensamblaje de la ME. Para evaluar estas alternativas, se analiz6 la presencia en
membranas totales de una variedad de OMPs en las cepas wt, AmapB y complementada
mediante Western blot usando anticuerpos especificos. Asumimos que las OMPs que no
son translocadas de manera eficiente a la ME de la mutante estaran sobre-representadas
en las preparaciones de membranas totales. Las siguientes OMPs se eligieron para este
andlisis: Ompl (BamA) [215], Omp2b (una porina oligomérica con estructura de barril 8)
[58, 216], Omp31y Omp25 (grupo 3 de OMP de Brucella, con estructura 3, asociadas con
el peptidoglicano y expuestas en la superficie) [58, 210, 217] y Omp19, Ompl6 y Ompl0
(lipoproteinas con un dominio hidrofilico y posible union al peptidoglicano) [210, 218]. Los
perfiles proteicos de membranas totales analizados por SDS-PAGE y tincién con CBB no
mostraron diferencias significativas (Figura 34A), lo que indica que la mutante no presenta
cambios generalizados en cuanto a la composicién de proteinas de membrana. En cuanto
a los ensayos de Western blot, utilizando anticuerpos especificos que reconocen a las
diferentes OMPs, no se observaron diferencias significativas entre las cepas wt, AmapB y
complementada en los niveles de proteina de Ompl (BamA), la porina Omp2b o las

lipoproteinas Omp19, Omp16 y Omp10 (Figura 34B).
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Figura 34. A. SDS-PAGE vy tincién con CBB de fracciones de membranas totales. B. Western blot de
fracciones de membranas totales con anticuerpos anti-Omp1, Omp2b, Omp31, Omp25, Omp1l9, Ompl6
u Omp10. La cuantificacién de la abundancia de OMPs a partir de tres experimentos independientes se
determind con relacién a Omp10 como control de carga, y la abundancia relativa de OMP en AmapB se
expres6 como la cantidad de la proteina con respecto a la cepa wt. Los datos se analizaron mediante
ANOVA de una via seguido de una prueba posteriori de Tukey. *: significativamente diferente del control
(wt), (p <0.05).

El andlisis del grupo 3 de OMPs usando anticuerpos anti-Omp25 o anti-Omp31 no
mostré bandas discretas, sino un chorreado a lo largo de los carriles tanto en las
preparaciones de la cepa wt como en las de la cepa mutante (Figura 35). El tratamiento de
los extractos de membrana con 5 mg/ml de lisozima, seguido de analisis por Western blot
dio como resultado la observaciéon de bandas discretas de proteinas en ambos contextos
genéticos (Figura 34B). Esto esta de acuerdo con la fuerte asociacién que se ha propuesto

entre el peptidoglicano y este grupo de OMPs [59, 212].
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Figura 35. A. Western blot de membranas totales de B. suis 1330 (wt), AmapB y AmapB-pBBRmapB con
anti-Omp25 y anti-Omp31 (inmediatamente después de la extraccion). B. Western blot de extractos de
células enteras con anti-Omp25 y anti-Omp31. La cuantificacion de la abundancia de las bandas
obtenidas de tres experimentos independientes se determind con relacion a Omp10 como control de
carga, y laabundanciarelativa de la OMP en AmapB se expresa como cantidad de proteina con respecto
a la cepa wt. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de una prueba posteriori de
Tukey. *: significativamente diferente del control (wt), (p <0.05).

Cabe destacar que los anticuerpos utilizados probablemente reconocen a mas de
un miembro de la familia de proteinas Omp25/31 [217, 219, 220]. Se observd una
disminucién del 50% en los niveles de las proteinas Omp25 y Omp31 asociadas a la
membrana en la mutante AmapB en comparacién con cepa wt y la cepa complementada
mostrd niveles de proteina restaurados (Figura 34B). En linea con estas observaciones, se
habia propuesto previamente que un equilibrio estrecho en la composicion de las OMPs del
grupo 3 es esencial para la integridad de la ME de Brucella [57, 221]. Es importante aclarar
gue la reduccién en las cantidades de Omp25 y Omp31 no se debid a una disminucion en
la cantidad total de dichas proteinas ya que el analisis mediante Western blot de extractos
de células totales no mostré diferencias en las cantidades de estas OMPs entre la cepa wt
y mutante (Figura 35).

Con el fin de realizar un analisis mas global, las proteinas de membranas totales de

las cepas wt, AmapB, y complementada se analizaron por triplicado mediante LC-MS/MS
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usando la tecnologia Orbitrap (ver Materiales y Métodos) en el servicio de proteGmica
CEQUIBIEM (FCEyN, UBA). El analisis semi-cuantitativo a través de un analisis del tipo
label free quantification (LFQ) mostré una abundancia similar de la mayoria de las proteinas
detectadas en las tres cepas, indicando que la ausencia de MapB no provocOd una
disminucion (o cambio) general en las cantidades relativas de proteinas de membrana.
Cabe aclarar que nuestro analisis se limitd a las proteinas detectadas en las tres réplicas
de ambas cepas. En linea con los ensayos de Western blot descriptos en esta seccion, se
observo una abundancia similar de Ompl (BamA), de la porina Omp2b y de la lipoproteina
Omp16 en la cepa wt y en la mutante (Tabla 4). Ademas, se detectaron varias otras OMPs,
incluyendo proteinas con estructura de barril 3 como BepC [222] y proteinas del grupo 3 de
OMP (Omp25 y Omp25b) que mostraron abundancias similares en ambas cepas (Tabla 4).

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 34B, la abundancia de ambos
miembros de Omp31 (BRA0423 y BR1622) [217, 220] disminuy6 en el mutante. Ademas,
los niveles de Omp25c (BR0119) [220] también se redujeron en comparacion con la cepa
wt. Esto podria explicar la disminucion en la sefial observada por Western blot usando
anticuerpos anti-Omp25 (Figura 34B); sin embargo, no podemos descartar la contribucién
de Omp25d a este resultado ya que la abundancia de esta proteina estuvo bajo el limite de

deteccion con buena confianza.
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Tabla 4. OMPs detectadas por nano LC-MS/MS
Nombre de la Caracteristicas

D Gen proteina/Descripcién  estructurales valorp  FC
Q45689 BR0701 Omp25 Barril-B 0.57 -
PODI95 BR0639 Omp2b Barril-B, trimero, porina 0.15 -
POA3U5 BRA0423 Omp31 Barril-B I, trimero @ 0.033 -6.4
AOAOH3G433 BR1622 Omp31b Barril-B 0.014 -7.4
AOAOH3G4S3 BRO0119 Omp25c¢ Barril-B 0.0034 -5.2
AOAOH3G234 BRO0440 No caracterizada (MIiCP) 0.7 -
AOAOH3G415 BR1154 BamA® Barril-B / dominio periplasmico 0.046 -
POA3S8 BR1695 Omp16 Lipoproteina, monomérica 0.63 -
AOAOH3G313 BRO0971 Omp25b Barril-8 0.78 -
AOAOH3G2L4 BRO0O708 No caracterizada (DUF9929) 0.047 -

FC: Fold Change

aSe sugiere estructura trimérica debido a la capacidad de formar oligémeros resistentes a SDS [56]

bMIiC, Inhibidor de la lisozima tipo C, unido a la membrana

¢El valor-p se encuentra al limite de la significancia. Sin embargo, mediante Western blot se demostr6 una
abundancia similar en los contextos wt y mutante.

dDUF992, dominio conservado de funciéon desconocida

La abundancia de cuatro proteinas con una localizacion subcelular predicha distinta
de la ME también disminuyé en AmapB en comparacién con las cepas wt y complementada
(Tabla 5). Los niveles de dos proteinas de la MI se redujeron en la cepa mutante: un
transportador ABC relacionado con la resistencia a 3-lactamicos (BRA0535) y una supuesta
lipoproteina de anclaje L, D-transpeptidasa (BR0564) de la familia ErfK/SrfK [223]. Se
propuso que el homdélogo de este Ultimo en A. tumefaciens (Atu0845) desempefia un papel
crucial en el entrecruzamiento del peptidoglicano en el polo nuevo que se produce durante
el proceso de division celular [224, 225]. Ademas, los niveles de BR2114 también se
redujeron en el mutante; esta proteina, segun el servidor Gneg-mPLoc, tiene una
localizacién periplasmica y alberga un dominio DUF2852 de funcién desconocida.
Finalmente, la abundancia de una proteina citoplasmatica de la familia
DegT/Dnrd/EryC1/StrS (BR1601) se redujo en AmapB. Los miembros de esta familia estan

implicados en la sintesis de 4-amino-6-desoxi- D-perosamina [226] (Tabla 5).
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Tabla 5: Proteinas con localizacion distinta de OM detectadas por protedmica (LFQ) que disminuyeron
en la cepa AmapB

ID Gen Nombre de la proteina/Descripcién  Valor-p FC L

AOAOH3G969 BR2114 No caracterizada (DUF 2852 DUF 702 0.027 6.5 P
DUF 4140)

AOAOH3G416 BR1601 Aminotransferasa. Pertenece a la 0.023 2.75 C
familia DegT/DnrJ/EryC1/StrS

AOAOH3G2C1 BRO0564 No caracterizada. Dominio catalitico 0.033 3.9 Ml

L,D-transpeptidasa. Pertenece a la
familia ErfK/SrfK

AOAOH3G767 BRAO0535 Transportador ABC, dominio 0.041 7.3 Mi
permeasa

Seindica la localizaciéon subcelular (L) predicha: citoplasma (C), membrana interna (Ml) y periplasma (P).
FC: Fold change

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que los fenotipos de la mutante
AmapB no se deben a un cambio generalizado en la abundancia de OMPs. Sin embargo,
nuestras observaciones sugieren fuertemente que la proteina MapB es querida para la
correcta localizacién y/o estabilidad en la ME de un subconjunto de OMPs, incluido el
autotransportador BmaB y los miembros del grupo 3 de OMPs (familia Omp25/31). El papel
de MapB en la insercion de otras OMPs en la ME no puede descartarse por completo ya
que el andlisis protedmico comparativo se llevé a cabo en condiciones muy estrictas.

Por otro lado, la reduccioén relativa de otras proteinas que, de acuerdo con sus
secuencias de aminoacidos no se localizan en la ME, podria estar relacionada a efectos
indirectos. Por ejemplo, la presencia de algunas de estas proteinas en sus destinos finales
podria depender de su interaccion con alguna OMP cuya estabilidad en la ME depende de
MapB.

I1.8 Efecto de la ausencia de MapB en la morfologia celular

La baja estabilidad de la envoltura de la célula AmapB bajo diferentes condiciones
de estrés sugiere que MapB es crucial para la homeostasis de la envoltura celular en B.
suis. Por lo tanto, para evaluar los cambios en la superficie y la morfologia celular de
AmapB, realizamos estudios de Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Microscopia
Electronica de Transmisién (MET) de bacterias en fase estacionaria. Sorprendentemente,
el andlisis MEB mostr6 que, a diferencia de la morfologia tipica de pequefios cocobacilos

de Brucella, la delecién de mapB resultan en un aumento en el tamafio celular, la formacion
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de septos ectopicos, bacterias en forma de “Y” y otras morfologias celulares aberrantes

(Figura 36).
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Figura 36. Las células AmapB muestran una division celular aberrante. A. B. suis 1330 (wt), AmapB y la
cepa complementada AmapB-pBBRmapB se cultivaron en medio rico hasta fase estacionaria temprana,
se procesaron para el analisis MEB y se observaron utilizando un microscopio electronico Carl Zeiss
NTS SUPRA 40. B. Anédlisis mediante MET de cortes ultrafinos de pellets bacterianos de las cepas que
se muestran en (A). El recuadro muestra una seccion representativa del desprendimiento de ME
observado en el mutante AmapB. C. Cuantificacion de células con el fenotipo de ME separada. La
cantidad de eventos se registro y grafic6 como frecuencia de ocurrencia. Los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via. ***: significativamente distinto a la wt (p <0.0001).
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Estas observaciones sugieren fuertemente que la ausencia de MapB causa defectos
en la divisién celular. La cepa complementada mostré una alta proporcion de células que
se parecen a la cepa wt, aunque algunas bacterias mostraron formas atipicas, lo que indica
que este Ultimo fenotipo no se restaurd por completo. El andlisis mediante MET mostré que
la ME de AmapB se encuentra ligeramente mas separada de la Ml con focos mas “sueltos”
que en la cepa wt, aunque en un bajo pero significativo numero de células. En la cepa
complementada se restauro este ultimo fenotipo (Figura 36).

I1.9 Andlisis protedbmico de las OMVs

B. abortus y B. melitensis, como otras bacterias, liberan vesiculas de membrana
externa (OMVs) al medio extracelular [227, 228]. En bacterias Gram-negativas, las OMVs
se producen por desprendimientos de la ME cargadas de contenido soluble periplasmico.
Se propuso que, mientras que las bacterias crecen y reciclan sus membranas externas, las
paredes de las células tienden a liberar mas OMVs principalmente en la zona de los septos
durante la division celular. Ademas, existe evidencia que indica que mutantes en ciertas
OMPs que se unen al peptidoglicano, como OmpA, Lpp, TolB y Pal en otros géneros
bacterianos, aumentan el proceso de formacion de vesiculas. Por lo tanto, nos preguntamos
si los multiples septos ectopicos y la disminucion en la abundancia de OMPs que interactian
con el peptidoglicano, observado en AmapB, podrian conducir a una sobreproduccion de
OMVs y/o a un mayor contenido de proteinas asociadas a estas vesiculas. Para probar esta
hipotesis, bacterias de las cepas wt y AmapB se cultivaron hasta fase exponencial y las
fracciones de OMVs, obtenidas mediante ultracentrifugacion de sobrenadantes libres de
células, se analizaron mediante LC-MS/MS. Se detectaron muy pocas proteinas en la
fraccion de OMVs de la cepa wt, sugiriendo una baja produccién de OMVs de B. suis 1330
en las condiciones de cultivo utilizadas. Sin embargo, la fraccion de OMVs recuperada de
la cepa AmapB revel6 un alto nimero de proteinas (alrededor de 40). Casi el 60% de las
proteinas detectadas correspondieron a OMPs y proteinas periplasmicas, incluidos
multiples miembros de la familia de proteinas Omp25/0mp31, Omp2b, BamA, TolB y
componentes periplasmicos de transportadores ABC (Tabla S1). Por lo tanto, la mutante
mapB tiende a liberar cantidades mas altas de proteinas asociadas a OMVs que las
bacterias de la cepa wt. Aunque no se puede descartar que parte del material recuperado

provenga del desprendimiento de la ME y pérdida del contenido periplasmico, el fenotipo

80



Resultados- Capitulo I

observado confirma la fragilidad de la envoltura de la célula AmapB y sugiere que el proceso
de formacioén de vesiculas se altera o desregula de algiin modo en la mutante.

Por lo tanto, se puede concluir que la falta de MapB conduce a defectos graves en
el proceso de division celular. Ademas, la ausencia de MapB afectaria la asociacion de ME
con la pared celular, lo que conduce a niveles més altos de proteinas asociadas a OMVSs.

11.10 Funcién de MapB en la replicacién intracelular en macr6fagos y virulencia en

raton

Para evaluar si MapB juega un papel en el proceso de virulencia, se estudi6 la
internalizacion y la replicacion intracelular en macréfagos murinos J774.1. Como se muestra
en la Figura 37A, la delecion de mapB afectd significativamente la cantidad de UFC
intracelulares recuperadas particularmente en etapas tempranas (30 min a 8 h después de
la infeccidn). Sin embargo, en etapas posteriores, las bacterias que lograron sobrevivir se
replicaron a velocidades similares a las de la cepa wt. Estos resultados sugieren que AmapB
presenta un defecto en la internalizacién y/o supervivencia durante las primeras etapas de
la infeccion en macrofagos, pero no en etapas posteriores.

Para examinar mas profundamente el papel de MapB en el proceso de infeccidn,
realizamos estudios in vivo utilizando el modelo de ratén. Con este fin, se infectaron grupos
de cinco ratones por cepa mediante inoculacion intragastrica [181] y se evalud la infeccién
esplénica a los 7, 15 y 45 dias p.i., que representan fases agudas y cronicas [229]. Alos 7
dias p.i. no hubo diferencias significativas en la infeccion esplénica entre las cepas wt,
mutante y complementada. Sin embargo, a los 15 y 45 dias p.i. la infeccién esplénica de la
cepa AmapB se redujo significativamente, en 0,4 log y 1,45 log, respectivamente, en
comparacion con la cepa wt (Figura 37B). En todos los casos, la cepa complementada
mostré un recuento de UFC esplénico similar al de la wt. Tomados en conjunto estos
resultados indican que se requiere MapB para la virulencia completa de B. suis en ratones

infectados por via oral.
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Figura 37. MapB contribuye a la supervivencia intracelular en macréfagos y la virulencia completa en
ratones. A. replicacién intracelular bacteriana en macréfagos murinos J774A.1. A las 0 h (control), se
recuperaron bacterias de 0,5 h, 1 h, 4 h, 8 h, 18 h y 24 h de los macréfagos y se plaguearon para el
recuento de UFC. Los resultados se expresan como Logio de UFC/mI. Los datos representan la media
+ error estandar (SEM) de triplicados. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos
independientes. B. Ratones BALB/c se inocularon por administracion intragéstrica con B. suis 1330
(wt), AmapB o la cepa complementada AmapB-pBBR1mapB. Se sacrificaron 5 ratones por grupo a los
7, 15 y 45 dias post infeccion (p.i.). Las UFC recuperadas bazos homogenizados se contaron y se
expresaron como Logio UFC por bazo. Los datos se normalizaron at=0 h y se analizé mediante ANOVA
de una via seguido por la prueba a posteriori de Tukey. El experimento fue realizado dos veces con
resultados similares. *: significativamente diferente de wt (p <0.05); ***: significativamente diferente de
wt (p <0.0001).
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Discusién - Capitulo I

El sistema TAM ha sido descripto por primera vez en el afio 2012 [90] y desde
entonces las evidencias publicadas en otras especies no han aportado una comprension
cabal sobre su funcion en la fisiologia bacteriana. En esta tesis se proporciona informacion
sobre el papel de MapB, el homélogo de TamB en B. suis, en la biogénesis de la envoltura
celular. EI modelo que proponemos sobre el rol de TAM que surge de nuestras
observaciones se representa en la Figura 38 y se analizara con mas detalle a continuacion.
Nuestra observacion inicial sobre la marcada sensibilidad a Tritobn X-100 en la mutante
AmapB nos llevé a plantear la hipotesis que MapB (o sea TAM) podria tener un papel

fundamental en la estabilidad de la envoltura celular [37].
Envoltura celular

Para comprender mejor el impacto de la ausencia de MapB en las caracteristicas de
la superficie celular, la mutante AmapB se expuso a diferentes condiciones de estrés.
Encontramos que las bacterias que carecian de MapB perdian la resistencia tipica de
Brucella tanto a la polimixina B como a la lisozima [37, 66, 210], lo que indica que MapB es
en parte responsable de mantener la estabilidad de la envoltura celular que permite a
Brucella superar los efectos perjudiciales de esos agentes. Se demostré que los fenotipos
de la mutante AmapB no eran atribuibles a cambios evidentes en el LPS, que es
considerada una estructura de superficie clave en la resistencia de Brucella a varios
agentes antimicrobianos del hospedador, incluida la polimixina B [66, 230].

Por lo tanto, nos preguntamos cual es el proceso mediado por MapB (y su partner
putativo BR0048), cuya deficiencia produce profundas alteraciones en la estabilidad de la
envoltura celular. Selkrig y colaboradores propusieron que el sistema TAM esté involucrado
en la translocacién y ensamblaje de ciertas proteinas, especificamente proteinas de la
familia de los autotransportadores [90]. En el marco de este trabajo encontramos que las
células AmapB, en lugar de dirigir el autotransportador BmaB a la ME tienden a acumularlo
en el periplasma (Figura 32B). Sin embargo, los fenotipos observados en AmapB no podrian
explicarse simplemente por un defecto en la translocacion de los autotransportadores ya
gue las funciones de esta familia de proteinas en Brucella estan restringidas a la adhesion
bacteriana a la ECM y a las células hospedadoras [136-138, 147] (ver Resultados-Capitulo
). Ademas, las mutantes (simples y dobles) en los genes de los autotransportadores de B.

suis no mostraron sensibilidad a Triton X-100 (datos ho mostrados) o a la lisozima (Figura
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33), sugiriendo fuertemente que MapB no podria estar involucrado Unicamente en la
eficiencia de translocacién de los autotransportadores. En este sentido, una hipotesis
plausible era que TamB de Brucella podria estar involucrada en la translocacion de un
subconjunto mas amplio de OMPs, algunas de las cuales serian importantes para la
homeostasis de la ME. Realizando un andlisis mediante Western blot usando anticuerpos
especificos contra varias OMPs y un enfoque protedbmico de membranas totales
demostramos que no hay un defecto generalizado en la composicion de proteinas de
membrana; sin embargo, la abundancia relativa de OMPs de la familia Omp25/31 en la
mutante deficiente en MapB estaba alterada. Curiosamente, se ha propuesto que es
necesario un equilibrio estrecho de proteinas de esta familia para la estabilidad de la ME, y
se ha descripto que las proteinas Omp25/31 interactian fuertemente tanto con el LPS como
con el peptidoglicano, lo que permite una mayor rigidez de la envoltura celular [210, 221].
En linea con esto, los cambios observados en la abundancia relativa de proteinas de la
familia Omp25/31 podrian explicar, al menos en parte, la inestabilidad de la ME de las
células deficientes en MapB (Figura 38B).
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Figura 38: Modelo para el rol de TAM en B. suis. Los circulos inferiores contienen las bacterias de tipo
wt (A) o mutante AmapB (B), destacando la division celular alterada que se produce en las células
AmapB. Se muestran los componentes principales de la envoltura celular. A. Las proteinas Omp25/31
estan representadas en negro y el autotransportador BmaB en violeta. Las flechas rojas sélidas indican
gue la translocacion adecuada de las proteinas BmaB y Omp25/31 depende de MapB. La flecha roja
punteada representa un efecto indirecto sobre la abundancia de la L, D-transpeptidasa. Las flechas
azules indican una regulacién directa del operén BR0048/mapB y el gen de la L, D-transpeptidasa por
CtrA, el regulador principal de la division celular [231]. La flecha negra simboliza el papel propuesto para
L, D-transpeptidasa en el entrecruzamiento del peptidoglicano. B. Modelo de la envoltura de AmapB que
representa sus alteraciones en ausencia de MapB: acumulacion de BmaB desplegada en el periplasma,
disminucion de la abundancia de proteina Omp25/31 en la ME y un efecto negativo indirecto sobre la
abundancia de una L,D-transpeptidasa que puede contribuir a la apariencia mas suelta de ME, un
peptidoglicano relajado y una sobreproduccion de OMVs que contienen altos niveles de carga de
proteina. OM: membrana externa; IM: membrana interna; PG: peptidoglicano; ATs: autotransportadores;
OMV: vesiculas de membrana externa.

La envoltura celular de Brucella es particularmente resistente a detergentes no
ibnicos en comparacion a la envoltura de E. coli [69]. La mayor sensibilidad a Tritén X-100
(detergente no io6nico) de la mutante AmapB podria explicarse por los efectos directos o
indirectos sobre la composicion de &cidos grasos; sin embargo, no observamos diferencias

importantes en las cantidades de &cidos grasos totales de membrana. No obstante, no
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pueden descartarse modificaciones de los &cidos grasos menos abundantes, como los de
cadena muy larga (VLCFA) que sustituyen el lipido A del LPS en Brucella [229, 230]. Se
necesitardn mas estudios estructurales sobre el lipido A utilizando métodos mas sensibles
para evaluar si la ausencia de MapB afecta a la acilacion de los VLCFA del lipido A. Por
otra parte, se ha demostrado que una baja proporcion del contenido de
fosfatidiletanolamina (PE) en la ME de B. abortus esta relacionado con la resistencia a la
polimixina B, y que al aumentar la cantidad de PE se genera un fenotipo sensible a este
reactivo [75]. Por lo tanto, consideramos que seria interesante analizar si la delecion de
mapB afecta el contenido de fosfolipidos.

Se sabe que el cristal violeta se disocia en iones en solucion y que el cation es
responsable de la tincion bacteriana en su interaccién con los componentes de la pared
celular cargados negativamente, incluidos el LPS y el peptidoglicano. El fenotipo de las
colonias AmapB en presencia del colorante result6 sorprendente, dado que la cepa mutante
es casi incapaz de retener el compuesto. La causa de dicho fenotipo es desconocida, pero
claramente implica alteraciones criticas en las propiedades de la envoltura celular. La
incapacidad de las células mutantes AmapB para retener el colorante podria explicarse por
una reduccion en las cargas negativas de la pared celular o, en base a la evidencia discutida
hasta ahora, un debilitamiento de las interacciones entre los diferentes componentes de la

envoltura celular.

Divisiéon celular

La mutante AmapB es viable en condiciones de cultivo normales, pero la
observacion de morfologias celulares aberrantes indica que la division celular, elongacioén
celular, o incluso ambos procesos, estan alterados en la mutante. Esto implica que, en
Brucella, el proceso de biogénesis de la envoltura celular mediado por TAM debe estar
coordinado con la divisién celular. Apoyando esta hipétesis, un analisis reciente por
inmunoprecipitacion de cromatina seguido de secuenciacién profunda (ChlP-seq) mostré
que el promotor de B. abortus de los ortdlogos BR0048 y mapB es uno de los blancos de
CtrA, un regulador global de la division celular [231] (Figura 38A). Curiosamente, se
demostr6 que, ademas de reconocer promotores de genes implicados en la progresion del
ciclo celular, CtrA se une a promotores de genes que codifican proteinas que participan en
la biogénesis de la ME. Mas aun, la mutante condicional en ctrA mostré morfologias
alargadas y ramificadas. Estas mismas morfologias también fueron detectadas dentro de
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células HelLa indicando que las bacterias con formas anormales fueron capaces de llegar
al nicho replicativo del reticulo endoplasmico en las células hospedadoras. Ademas, la
ausencia temporal de CtrA alteré la composicion de la ME, en particular afectando la
localizacién de la proteina Omp25. Por lo tanto, algunos de los fenotipos de las células
“depletadas” de CtrA se asemejan a los observados en la mutante AmapB, incluida la
capacidad de alcanzar el nicho de replicacion, ya que aunque AmapB presenté defectos en
la divisién celular, logra replicarse satisfactoriamente en macréfagos (Figura 37). Una
hipétesis atractiva es que MapB de alguna manera asiste a CtrA en la regulacién del ciclo
celular. Se necesitaran mas estudios para confirmar la regulacién del operén BR0048-mapB
por CtrA y la interaccion entre esta Gltima proteina y MapB durante el ciclo celular.

En la cepa AmapB también estuvieron disminuidas unas pocas proteinas con una
localizacién subcelular predicha distinta a la ME. La disminucion en la abundancia de estas
proteinas podria deberse a efectos indirectos de la mutacion mapB en la expresién génica
0 en la estabilidad de las mismas. Una de ellas, una putativa L, D-transpeptidasa (BR0564),
resulta particularmente interesante ya que esta relacionada con el entrecruzamiento, o
crosslinking, del peptidoglicano. Las L, D-transpeptidasas catalizan la formacion de los
enlaces 3,3 entre dos residuos m-Dap, permitiendo asi el enlace de éstos con la malla de
peptidoglicano (Figura 38A). Se ha descripto que el ortélogo de A. tumefaciens (Atu0845)
es crucial para el crecimiento polar durante la divisién celular [224, 225]. Ademas, el
homodlogo en B. abortus (BAB1 0589) y otros cinco genes que codifican L, D
transpeptidasas han sido descriptos como blancos del regulador del ciclo celular CtrA
(véase mas arriba) [231]. Por lo tanto, la disminucién en la abundancia de BR0564 podria
contribuir a la apariencia mas “suelta” de la ME (Figura 36B). En el futuro sera interesante
analizar el grado de entrecruzamiento de los muropéptidos en la pared celular de AmapB.

Numerosos estudios han mostrado que las bacterias Gram-negativas, incluyendo
Brucella spp., liberan OMVs de forma espontanea durante el crecimiento normal. Estas
vesiculas cumplen diferentes roles biolégicos [227, 232, 233]. Muy pocas proteinas fueron
detectadas en la fraccion de OMVs recuperada del medio extracelular de la cepa wt de B.
suis cultivada hasta la fase exponencial. Por el contrario, se detect6 un numero
considerable de proteinas en la fraccion de OMVs de AmapB, y aproximadamente el 60%
de ellas correspondieron a OMPs y proteinas periplasmicas. Esta observacion sugiere que
los defectos en la homeostasis de la envoltura celular en las células AmapB favorecen la
vesiculizacion de la ME o, alternativamente, conducen a la pérdida de proteinas

periplasmicas y la liberacién de fragmentos de ME debido a su fragilidad. Se ha propuesto
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que las OMVs se generan por desprendimiento de la ME en areas donde las proteinas que
unen la ME al peptidoglicano estan ausentes. Ademas, se ha sugerido que los enlaces OM-
peptidoglicano tendrian un rol en la produccién de vesiculas [234, 235]. Por otro lado, las
células en fase exponencial de crecimiento, que estan bajo una alta tasa de division celular,
producen OMVs principalmente en los septos [236, 237]. Asimismo, diferentes mutantes
gue presentan una ME comprometida mostraron un fenotipo de hipervesiculacién [236, 238,
239]. En base a estos hallazgos, una hipotesis plausible es que un debilitamiento de las
interacciones de la ME con el peptidoglicano (como aquellas mediadas por proteinas de la
familia Omp25/31) en la mutante AmapB podria resultar en la produccion de un mayor
namero de vesiculas (Figura 38B). Sin embargo, cabe mencionar que el analisis por TEM
no nos permitio confirmar esta hipotesis debido a la dificultad en cuantificar OMVs. De todos
modos, nuestras observaciones apoyan la idea de que la homeostasis de la ME esta
alterada en la mutante AmapB. Otra observacion interesante (aunque indirecta) es que el
LPS obtenido a partir de la cepa mutante tiende a arrastrar mas OMPs que el de las cepas
wt y complementada. Esto podria explicarse por una interaccion alterada de algunas OMPs

con otros componentes de la envoltura celular, como el peptidoglicano.

Lo que se discutié hasta ahora sugiere que en Brucella, TAM podria ser necesario
para una interaccion estable de la ME con otros componentes de la envoltura celular, como
el peptidoglicano. TAM podria cumplir esta funcién ayudando al anclaje de las OMPs al
peptidoglicano y/o a través de otro mecanismo desconocido. EI complejo Tol-Pal es un
sistema ampliamente estudiado que conecta la Ml y la ME. Se cree que la invaginacién de
ME que se produce luego de la formacion del septo durante la division celular estda mediada
por el complejo Tol-Pal, anclando la ME a la Ml y contribuyendo a la interaccion de la ME
con el peptidoglicano [240]. Las bacterias defectivas en cualquier componente del sistema
Tol-Pal se vuelven susceptibles a varios compuestos toxicos (incluyendo detergentes),
exhiben una invaginacion tardia de la ME y forman grandes cantidades de OMVs en sitios
de constriccién y polos celulares [240-242]. El sistema TAM conecta la Ml con la ME a
través de las interacciones TamA-TamB [90, 208], y en B. suis es necesario para la
integridad de la envoltura celular y la division celular. Por lo tanto, proponemos que el
sistema TAM en Brucella se comportaria como otro subcomplejo que asegura la

homeostasis de la envoltura celular durante la divisiéon celular.

Relaciones evolutivas
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Es posible que en Brucella y otras bacterias estrechamente emparentadas, las
proteinas TamB cumplan un rol diferente al descrito previamente para las proteinas TamB
de E. coli, C. rodentium y S. typhimurium (todas Gammaproteobacterias) [90]. Por lo tanto,
surge la pregunta si las proteinas TamB de diferentes clases dentro de las proteobacterias
han evolucionado de acuerdo a su estilo de vida para cumplir diferentes funciones
relacionadas con la biogénesis de la envoltura celular. Con respecto a esto vale la pena
mencionar que, ademas del caracteristico dominio C-terminal DUF490 que esta presente
en todas las proteinas TamB, MapB alberga un dominio DUF490 adicional (aunque
incompleto) (Figura 23). Este hecho respalda la idea de posibles diferencias funcionales
dentro del phylum Proteobacteria. Curiosamente, muchos phyla que albergan un homaélogo
TamB no codifican para autotransportadores y, por otra parte, en algunos phyla que no
poseen un ortélogo de TamA, TamB esta genéticamente asociado con BamA, sugiriendo
fuertemente una divergencia funcional en la evolucién de TamB y las proteinas con las que
interactta [94]. Ademas, las mutantes de los homdélogos en A. actinomycetemcomitans
(Gammaproteobacteria) y Deinococcus radiodurans mostraron que sus envolturas celulares
estaban comprometidas [95, 98, 243]. Estas evidencias apoyan la hip6tesis de una
divergencia funcional entre los homdlogos de TamB de diferentes phyla.

Virulencia

En este trabajo demostramos que MapB es requerida para una invasion eficiente y/o
la supervivencia en las etapas iniciales de la infeccién y también para la virulencia completa
en ratones. Ademas, se ha propuesto que el ciclo celular y la virulencia de B. abortus estan
coordinados [244, 245]. Por lo tanto, dado el vinculo entre MapB y la divisién celular, no es
sorprendente que las bacterias que carecen de mapB se vean afectadas en algunos
mecanismos de virulencia.

Por otro lado, esta descripto que las bacterias en la etapa del ciclo celular G1
(“newborn”) son mas infecciosas que las bacterias que se encuentran en las fases S 0 G2
[245]. Consecuentemente, la reduccién en UFC recuperadas de los macréfagos infectados
con la cepa mutante AmapB durante las primeras horas después de la infeccién, podria
indicar una menor proporcion de células infecciosas del tipo “newborn” al inicio de la
infeccibn en macrofagos. Los defectos en la division celular (y diferenciacion) de las
bacterias que carecen de MapB podrian ser responsables de una reduccion en la
generacion del subtipo celular infectivo, lo cual podria conducir a una disminucion en la

eficiencia de la reinfeccion de células vecinas en el hospedador y como consecuencia, en
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la propagacion de la infeccion. Esta hipétesis explicaria el fenotipo atenuado de la mutante
AmapB en el modelo de ratén.

Por otro lado, la inestabilidad de ciertas OMPs en la ME en la cepa AmapB, que
representan en si mismos factores de virulencia (como los autotransportadores) también
conduciria a una adhesion y/o supervivencia alteradas en cultivos celulares y a un fenotipo
atenuado en ratones. La ausencia de MapB per se también podria afectar la supervivencia
bacteriana durante las primeras horas de la infeccion de células de mamiferos. En este
caso, la reduccién de la viabilidad bacteriana podria explicarse por defectos en la
homeostasis de la envoltura celular de la mutante AmapB que conduce a la pérdida de los
determinantes de dicha envoltura que protegen a las células de Brucella del efecto téxico

de antimicrobianos del hospedador.
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Conclusiones finales

En el marco de esta tesis se demostré que para una adhesion eficiente de B. suis a
distintos tipos celulares es necesaria la expresion de BmaA y BmaB, dos proteinas
pertenecientes a la familia de los ATI, indicando una vez mas que los miembros de esta familia
de proteinas participan en las etapas iniciales del proceso infectivo a las células del
hospedador. Asimismo, se proporcionaron evidencias que nos permiten proponer como
hipotesis que el repertorio de adhesinas de la familia de los ATI en Brucella podria contribuir
a la preferencia de hospedador y/o al tropismo a determinados tejidos u 6rganos. Se determiné
que BmaB presenta localizacion unipolar, y mas precisamente en el polo nuevo generado
luego de la divisién celular, apoyando la hipotesis de la existencia de un polo adhesivo en

Brucella.

Por otro lado, se presentaron multiples evidencias que indican que el homdlogo de
TamB en B. suis (MapB) resulta relevante para correcta insercion de los autotransportadores
en la membrana externa, pero ademas demostramos que MapB posee una funcién mas
general en relacion a la composicién y estabilidad de la membrana externa. Proponemos que
el sistema TAM en Brucella, y posiblemente en sus parientes cercanos del grupo
Alphaproteobacteria, desempefia un papel determinante en el ensamblaje de envoltura celular

en un mecanismo coordinado con la division celular.
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Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas y medios.

Las cepas de E. coli utilizadas en este estudio (DH5a y S17-1) se cultivaron a 37 °C
en medio Luria-Bertani (LB), salvo en el caso de la preparacion de electrocompetentes para
lo cual se la cultivé en 2xYT. Brucella suis 1330 (wt) (ATCC 23444) y las cepas derivadas se
cultivaron a 37 °C en medio rico Tryptic Soy Broth (TSB, BactoTM) o en Tryptic Soy Agar
(TSA, BactoTM). Todas las cepas de Brucella utilizadas en este estudio se manipularon en un
laboratorio de bioseguridad presente en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Buenos
Aires, Fundacion Instituto Leloir (FIL). Todas las cepas de E. coli y B. suis utilizadas en este

estudio se enumeran en la Tabla complementaria S2 (Anexo).
1.1 Medios de cultivo

La composicion de los medios de cultivo LB y 2xYT indicada como gramos por litro
de cada componente se detalla en la tabla 6.

Grl/litro de medio LB 2xYT
Triptona 10 10
Extracto de levadura 5 10
NaCl 5 5
Agar* 17 -

Tabla 6: Composicién de medios de cultivo

* Unicamente para medios soélidos
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1.2 Antibidticos

En caso de ser necesario se adicionaron distintos antibiéticos a los medios de
cultivo. En la tabla 7 se encuentra el listado de antibidticos utilizados junto con las
concentraciones empleadas para cada especie.

Antibiotico Stock Concentracién final (ug/mi
Concentracion (mg/ml)|  Solvente E. coli B. suis
Acido Nalidixico 20 Agua - 10
Ampicilina 200 Agua 400 10
Cloranfenicol 25 Etanol, metanol 50 6
Kanamicina 50 Agua 50 25
Tetraciclina 5 Etanol 10 -

Tabla 7: Concentraciones de los antibiéticos utilizados.

1.3 Conservacion de las cepas

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas fue realizada por
congelamiento rapido de una suspension de bacterias cultivadas en medio sélido (bajo
presion de seleccién con antibiéticos cuando corresponda) en glicerol estéril a una

concentracion final de 20% (v/v) en criotubos conservados a -20 ° y -80 °C.

2. Aislamiento, purificacion y manipulacién de ADN

2.1 Procedimientos generales.

Los protocolos utilizados para las digestiones con enzimas de restriccion,
desfosforilaciones del ADN, rellenado de los extremos 5', electroforesis en gel de agarosa
y ligaciones se realizaron segun la metodologias descriptas en el manual “Molecular
Cloning” [246].

Para la recuperacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa y PCR se
emplearon los sistemas Wizard SV Gel y PCR Cleanup System (Promega Inc. Cat N°
#A9282). Tanto las enzimas de restriccion, polimerizacion, lisozima, ADNasa, ARNasa y
algunos de los marcadores de peso molecular fueron provistos por New England Biolabs
(Beverly, MA, USA), Promega Inc o Invitrogen Life Technologies (La Jolla, CA, USA). En

algunos casos el marcador de peso molecular, Taq ADN polimerasa y Pfu polimerasa fueron
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provistos por el servicio de Biologia Molecular de la Fundacién Instituto Leloir (FIL), y

adicionalmente se utilizé Taq Pegasus de EmbioTec.

2.2 Preparacion de ADN cromosémico de Brucella

Para purificar el ADN cromosomico de Brucella se cultivaron las bacterias por 48 h
con los antibidticos adecuados. 25 ml de TSB se inocularon con 0.25 ml del pre-cultivo
estacionario. Se cosecharon las bacterias a DOg0=0.6 por centrifugacion (8.000 rpm 5 min
a 4 °C o hasta observar un pellet compacto). Las bacterias se lavaron 2 veces con 5ml de
TE (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA). En cada paso de lavado las células se centrifugaron
por 5 min a 8.000 rpm. El sobrenadante se descarto y las células se resuspendieron en 1,5
ml TE. Se agregaron 30 pl de lisozima (50 mg/ml), 90 ul de SDS 10%, 15 ul de proteinasa
K (20ml/ml) y se mezclé por inversién. Esta preparacién se incub6 por 1 h (a ON) a 37 °C.
Luego se agregaron 300 ul de NaCl 5M y se mezclé. Se agregaron 50 pl de RNasa (10
mg/ml), se mezclé e incubo por 15 min a 37 °C. Se agregé 240 pl de CTAB 10% en 0,7 M
NaCl y se incub6 10 min a 65 °C. La preparacion fue sometida a una extraccién con un
volumen de cloroformo (aprox. 4 ml) y centrifugada a 5.000 rpm por 15 min a 4°C. La fase
superior (acuosa) se transfiri6 a un tubo limpio. La preparaciéon fue sometida a una
extraccién con un volumen de fenol:cloroformo (1:1). La extraccion se realizé por 10 min a
60 °C y luego se agreg6 0,6 vol de isopropanol. Se centrifugé a maxima velocidad 10 min y
el pellet se lavé con 500 ul de etanol 70%. El etanol se descart6 y se dejo secar al aire. Por

altimo, el ADN se resuspendi6 en buffer TE.

2.3 Preparacion de ADN plasmidico de E. coli.

Las preparaciones de ADN plasmidico a partir de E. coli se realizaron siguiendo las
recomendaciones del libro “Molecular Cloning” [246]. Se cultivaron las bacterias en medio
LB con los antibiéticos adecuados, hasta obtener un cultivo en fase estacionaria (ON a 37
°C). Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion (5.000 rpm, 5 min) y se
resuspendieron en solucién P1. Luego de agregar soluciébn P2 y RNasa, la mezcla se
incub6 por 15 min a la temperatura adecuada para la RNasa utilizada. Se agrego la solucion
P3 y luego se centrifugd (15 min a 14.000 rpm). La preparacién fue sometida a una
extraccion de ADN con un volumen de cloroformo y centrifugada a 5.000 rpm 15 min a 4°C.
La fase superior (acuosa) fue transferida a un tubo limpio. Se agregé etanol absoluto y se

incubo el tubo 25 min a -20°C. Se centrifugd la muestra (30 min a 14.000 rpm), y luego de
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descartar el SN se lavo el pellet con 500 pl de etanol 70%. Se resuspendié el ADN en 20 o

en 50 ul de agua milliQ, segun correspondiera a plasmidos de bajo o alto nimero de copias.

Soluciones empleadas:

P1: Tris-HCI 50 mM; EDTA 10 mM pH=8,0
P2: NaOH 200 mM; SDS 1%

P3: Acetato de sodio 2,55 M, pH=4,8

En los casos en que se requirio de plasmidos de alta calidad por ejemplo para
secuenciacién, se utilizo el kit Wizard® SV Gel and PCR Cleanup system (Promega, Cat
#A9282).

Todos los plasmidos utilizados en este estudio se enumeran en la Tabla S3 (Anexo)

2.4 Secuenciacion del ADN

Las muestras se secuenciaron utilizando el kit BigDye (Applied Biosystems) en un
secuenciador ABI 377, por el servicio de secuenciaciéon de la FIL. Para el andlisis de las
secuencias se utilizé el programa Chromas Lite versién 2.01.

2.5 Geles de agarosa

La separacion de plasmidos o fragmentos obtenidos por extraccion de ADN
plasmidico, restriccion, PCR, colony-PCR y RT-PCR fue realizada mediante electroforesis
en geles de agarosa, generalmente entre 0.8 y 1.2% (p/v); conteniendo 1-2 pg/ml de
Bromuro de Etidio. El perfil de bandas fue fotografiado en un sistema digital de adquisicion

de imagenes Bio-Rad.

3. Transformacion genética bacteriana

3.1 Preparacion de E. coli competentes por shock térmico y transformacion

Para la preparacion de bacterias competentes se cultivaron las cepas
correspondientes en 5 ml de LB ON con agitacién, a 37°C. 50 ml de LB fueron inoculados
con el pre-cultivo y cultivados con agitacion a 37°C. Cuando se alcanz6 una DOg=0.5-0.6
las bacterias fueron transvasadas a mamaderas de centrifuga (estériles). A partir de este
paso fue critico mantener las células en hielo todo el tiempo. Las células se centrifugaron a
5.000 rpm durante 5 min a 4°C en un rotor previamente enfriado. Luego de descartar el SN,
se resuspendio el pellet en 25 ml de CaCl, 0.1M estéril frio, y la suspension fue incubada

20 min en hielo. Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C sin freno.
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Luego de descartar el SN se resuspendieron suavemente las células en 2 ml de CaCl, 0.1M
estéril frio. Se agregaron 2 ml de glicerol 30% estéril a las células y se alicuotaron de a 200
ul. Las alicuotas se conservaron a -80°C.

Para realizar el shock térmico para transformacion bacteriana se afiadio el ADN al
tubo de las bacterias competentes y se incubd 30 min en hielo. Luego la mezcla fue
incubada durante 90 seg. en bafio a 42°C. Se agregdé 1 ml de LB estéril y se agitd
vigorosamente. La mezcla fue incubada 1 h a 37°C con agitacién. Se plague6 una alicuota
(100p) del cultivo tal cual. Se centrifugaron las células 2-3 min y luego se descart6 la mayor
parte del SN (se dejaron aproximadamente 100 pl para resuspender el pellet). El pellet fue
resuspendido en el resto del sobrenadante y luego fue plaqueado en medio selectivo.

3.2 Preparacién de E. coli electrocompetentes y transformacion

Para obtener células electrocompetentes, se utilizd6 un protocolo previamente
puesto a punto con el fin de obtener electrocompetentes de alta eficiencia [247]. Para ello
se inocularon 25 ml de LB con bacterias provenientes de cultivos en medios semi-sélidos y
se cultivaron ON a 37°C con agitacion. 500 ml de 2xYT se inocularon con 5 ml del cultivo
ON. Cuando se alcanzé una DOegw=0.5-0.6 se transvasé el cultivo a mamaderas de
centrifuga (estériles) previamente enfriadas, y se incubaron en hielo durante 30 minutos. A
partir de este paso fue critico mantener las células todo el tiempo en hielo. Las células
fueron centrifugadas a 4.000g durante 20 min a 4°C utilizando un rotor previamente
enfriado. Luego de descartar el sobrenadante, las células fueron suavemente
resuspendidas en 500 ml de glicerol 10% frio e incubadas por 30 min en hielo. Se repitieron
los pasos de lavado tres veces. Se estim6 el volumen del pellet y se lo resuspendié en un
volumen de glicerol 10% frio. Las células fueron inmediatamente fraccionadas de a 50 pl
en tubos previamente enfriados. Rapidamente se congelaron los tubos con nitrégeno liquido
y se los conservo a -80°C.

Para la electroporacion se empledé para cada tubo de 50 pl de células
electrocompetentes, 1-2 pl de ADN (entre 1y 10 ug, disuelto en agua milliQ) y se utilizaron
cubetas de 2 mm (Bio-Rad). El electroporador utilizado fue Gene Pulser Transfection

System (Bio Rad). Las condiciones de electroporacién para E. coli fueron las siguientes:

Capacitancia 25 uF
Voltaje 2.5kV
Resistencia 200 Q
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Luego de la electroporacion, se incubaron las células por 1 hora a 37°C en medio

rico con agitacion y finalmente se plaquearon en medio selectivo.

3.3 Preparacién de B. suis electrocompetentes y transformacion

Para generar bacterias electrocompetentes de Brucella, éstas fueron cultivadas en
medio solido ON a 37°C. Las células fueron tomadas con un ansa y luego resuspendidas
en agua milliQ estéril fria. A partir de este paso fue critico mantener las células en frio. Se
lavaron las células 5 veces con agua estéril fria. Las células fueron resuspendidas en 300
pI de H2O milliQ estéril fria. No es conveniente conservar estas competentes, ya que pierden
eficiencia. Para la transformacion se tomaron 150 pl de la suspensién y se mezclaron con
2-5 ul (10-50 pg) de ADN. Luego se realiz6 la electroporacién utilizando cubetas BioRad de
2 mm de espesor y el mismo electroporador que en el caso de E. coli. Las condiciones de

electroporacion para B. suis fueron las siguientes:

Capacitancia 25 uF
Voltaje 2.5kV
Resistencia 400 Q

Luego de la electroporacion, se incubaron las células por 1 hora a 37°C en medio

rico con agitacion, y finalmente se plaquearon en medio selectivo.

3.4 Conjugacién biparental en placa

Se utilizé la conjugacién biparental para transferir plasmidos conjugables desde
cepas dadoras (movilizadoras) de E. coli S17 a cepas receptoras (B. suis). Para ello las
cepas dadora y receptora fueron cultivadas ON a 37°C con agitacién (cada una por
separado, con los antibiéticos necesarios para cada cepa). Se lavaron las cultivos 3 veces
(para lavar posibles restos de antibidticos) con PBS estéril. Cada pellet fue resuspendido
en 40-80 ul de PBS estéril. Sobre una placa TSB (sin antibioticos) se sembrdé a modo de
control una pequefia estria de cada cepa. Se mezclé el resto de las células de ambas cepas
y se sembroé la mezcla en forma de gota en una placa de TSB sin antibioticos. Se cultivaron
las bacterias ON a 37°C. Se realiz6 una réplica a una placa con los antibioticos necesarios

para seleccionar las bacterias transconjugantes.

4. Amplificacion de secuencias mediante PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
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Todas las amplificaciones fueron realizadas en microtubos de pared delgada de
0.2 ml. Los oligonucle6tidos utilizados tanto para PCR como colony-PCR se encuentran
detallados en la Tabla S4. Estos fueron provistos por Invitrogen Life Technologies y por
Macrogen (Korea). Las reacciones se llevaron a cabo segun las sugerencias del fabricante
en cada caso, segun la enzima utilizada. En las reacciones de PCR en las que se emple6
como molde ADN gendmico de B. suis, la composicion de la mezcla de reaccion, por tubo,

fue la siguiente:

Buffer Tag 10X libre de Mg** 5ul
MgClI2 (50mM) *
dNTPs (40mM) 1l
Primer Forward* (10 uM) 2,5 ul
Primer Reverse* (10 uM) 2,5u
Taq polimerasa 0,5 ul
ADN molde 1-5 ul

H20 (milliQ) Cant. suf. para llevar a volumen
50 pl
*Variaron de acuerdo a la reaccion.
Ciclado:
94 °C x 5 min

94 °C x 30 seg

Tan** x 30 seg

72 °C x 30 seg/kb

72 °C x 10 min
25°C =

** La temperatura de alineamiento vari6 en funcion de la secuencia de los oligonucleotidos
empleados. Para realizar un calculo aproximado de dicha temperatura se utiliz6 el programa
Tm calculator de NEB (New England Biolabs)

4.1 Colony-PCR

Tanto en el caso de colony-PCR a partir de ADN de E. coli o Brucella, se empled
como molde ADN total proveniente de colonias bacterianas lisadas (sin purificar). Para
obtener estos lisados, se picO la colonia de interés con un escarbadientes estéril. Las
bacterias de la punta del escarbadientes fueron resuspendidas en 50 pl de H,O milliQ
estéril. Se incubaron las bacterias durante 5 min a 100 °C y en el caso de Brucella, las
bacterias fueron congeladas para favorecer la ruptura celular. Se centrifugaron las células
a maxima velocidad 20 min. Se utilizaron 2 a 5 pl del sobrenadante como molde para

reacciones de PCR realizadas con las mismas proporciones descriptas en el punto anterior.

5. Construccion de cepas mutantes y complementadas
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5.1 Cepas mutantes

Para generar la cepa bmaA::stops se utilizaron los oligonucleétidos MbmaA_Fw y
MbmaA_Rev (ver Tabla S4) para amplificar una region central de aproximadamente 1 kb
del gen de bmaA. El fragmento fue clonado en pGEMTeasy y digerido con las enzimas de
restriccion BamHI. Por otro lado, se digirié el plamido pHP45-Q con BamHlI, liberandose el
casete Q y se ligaron ambos fragmentos. Luego se digirié con la enzima HindlIl liberandose
la resistencia antibidtica, pero dejando la region de stops interrumpiendo el gen. La
construccion fue transferida al pldsmido pKmobSacB [156] (en E. coli S17) y luego
conjugado a B. suis.

Para la cepa mutante bmaB se utilizaron los oligonucleétidos MbmaB_Fw y
MbmaB_Rev para amplificar una region central del gen de 1468pb, el cual fue clonado en
el vector pGEMTeasy. Se utilizé la enzima Smal para introducir un casete de kanamicina
en medio del amplicon. La construccion fue transferida al plasmido pKmobSacB [156] y
conjugado en B. suis (ver Figura 15 Capitulo I).

En ambos casos se seleccionaron los eventos de simple recombinacion al
cromosoma, plaqueando las bacterias en TSA kanamicina (resistencia provista por el
plasmido). Luego, una colonia simple recombinante fue inoculada en medio TSB (sin
antibiotico) y cultivada 16 horas a 37°C. Se seleccionaron colonias dobles recombinantes
plagueando en TSA sacarosa 10%. Se confirm6 que los clones resistentes a sacarosa
fuesen sensibles a kanamicina. Los clones dobles recombinantes se confirmaron por
colony-PCR, obteniéndose las cepas bmaA::stops y bmaB::Km respectivamente.

En el caso de la cepa AmapB, los oligonucleétidos que contienen sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion fueron disefiados para amplificar las regiones
flanqueantes de mapB (BR0049%). Los oligonucleo6tidos AmapB_F1 y AmapB_R1 amplifican
una region de 306 pb en el extremo 5, y los oligonucleétidos AmapB_F2 y AmapB_R2 en
una region de 391 pb en el extremo 3". Los fragmentos de PCR generados se purificaron,
se digirieron con las enzimas de restriccion correspondientes, se ligaron y se clonaron en
el vector suicida movilizable pK18mobsacB (KmR) [156] obteniendo el plasmido
pKmobsacBAmapB. Este plasmido se transformé en E. coli S17-1 y luego se conjugo con
la cepa de tipo salvaje (wt) de B. suis (NalR). Se seleccionaron clones recombinantes dobles

(NalR, KmS, sacarosaR). La delecion limpia de todo el ORF se confirmé mediante PCR.

5.2 Cepas complementadas
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Se utilizaron los oligonucleétidos E bmaA Fw y Rev (Tabla S4) para amplificar
3519pb correspondiente a todo el gen de bmaA y los oligonucle6tidos EbmaB_FW y
Ebmab_Rev para amplificar el gen completo de bmaB, incluidas las regiones promotoras.
Cada uno de estos fragmentos se clon6 en el plasmido pBBR1 [248] obteniéndose los
plasmidos pBBRbmaA y pBBRbmaB respectivamente. Se conjugo en B. suis bmaA::stops
o bmaB::Km, obteniéndose la cepa complementada.

Los mismos plasmidos se utilizaron para introducirlo en la cepa de E. coli CC118
para los ensayos heter6logos.

El gen mapB se cloné en un vector de amplio rango de hospedadores,
pBBR1MCS-1. Se amplificé una region de 5.284 pb (que contiene 706 pb rio arriba del
coddn de inicio de mapB, el ORF de mapB y 30 pb rio abajo del codén stop) utilizando los
oligonucleétidos BRO049FComp y BRO049RComp (ver Tabla S4). El producto amplificado
se clond en el plasmido pBBR1MCS-1 [248] obteniendo el vector pBBRmapB, que se
conjugo en la cepa AmapB de B. suis. Los clones complementados (AmapB pBBRmapB)

se seleccionaron (CmR) y se confirmaron mediante PCR.
5.3 Etiquetado de la cepa MapB-3xFLAG

Se amplificé una region de 719 pb correspondiente a la regién 3'de mapB utilizando
los oligonucleétidos MapB_fw_FLAG y MapB_rev_FLAG, y luego se subclon6 en el
plasmido pQE1-3xFLAG usando el sitio de la enzima de restriccién EcoRlI, obteniendo el
vector pQE1-3'mapB3xFLAG. Luego, el fragmento mapB 3' y la secuencia 3XFLAG se
clonaron en el plasmido pK18mobSacB. El plasmido pK18mobSacB3'mapB3xFLAG
resultante se transformo en E. coli S17 y luego se conjug6 con la cepa de B. suis wt. Se

realizé la seleccion de dobles recombinantes (NalR, KmS, sacarosaR).

6. Aislamiento de ARN de Brucella, sintesis de ADNc y RT-PCR

6.1 Aislamiento de ARN de Brucella

Para el aislamiento de ARN de Brucella se utilizo el kit de lllustra RNAspin mini
(GE, Cat.N 25-0050-70). Sin embargo, no se sigui6 el protocolo exacto del kit, sino que se
realizaron algunas modificaciones que mejoran la extraccion en este género bacteriano que
se detallan a continuacion:

¢ Homogenizacion de la muestray lisis celular:
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Se tomd 1 ml del cultivo de bacterias fue centrifugado a 5.000 rpm durante 5 min. El
pellet fue resuspendido en una soluciébn compuesta por 85 pul de buffer TE, 15 ul de
SDS10% y 1 pl de proteinasa K (10 pg/ml) e incubado por 1 h a 37°C. Se agregaron
250 pl de buffer RA1 (provisto en el kit) y 3.5 yl de B-mercaptoetanol. La mezcla fue
luego agitada vigorosamente.

e Limpieza del lisado y retencion en columna:
El lisado fue transvasado a un tubo RNaspin mini filter y centrifugado a 11.000 x g,
1 min. Luego de descartar el filtro se transfirio el filtrado a un tubo nuevo al cual se
le adicionaron 350 ul de etanol 70%. Se dispuso el lisado en una RNAspin mini
column y se lo centrifugd a 8.000 x g, por 30 seg. Luego se descarté el eluido.

e Lavados:
Se agregaron a la columna 350 ul de MDB y se la centrifug6 a 11.000 x g durante 1
min. Luego se descart6 el eluido.

e Elucion:
Se agregaron 40 ul de agua DEPC y se centrifugé la columna a 11.000 x g 1 min. El
eluido contuvo el ARN.

Luego, se corrié una alicuota en gel 0.8% agarosa para visualizar la muestra

(previamente calentada a 60°C durante 5 minutos).

6.2 Degradacién de ADN gendmico

Para la degradacion de ADN gendmico se utilizé el kit RQ1 RNase-Free DNase de
Promega. A 1 ug de RNA se le agregaron 1 ul de ADNasa (libre de ARNasas), 1 ul de Buffer
de reaccién provisto (10X), 0.5 ul de inhibidor de ARNasa y agua DEPC hasta llegar a 10
ul finales. Se incub6 la mezcla durante 3 h a 37°C. Luego se agreg6 1 ul de RQ1 ADNase
stop solution y se incubd la mezcla a 65°C durante 10 min para terminar de inactivar la
ADNasa.

6.3 Sintesis de ADNc y RT-PCR

Para la sintesis de ADNc a partir del ARN previamente obtenido, se utiliz6 la
retrotranscriptasa viral Superscript Il de Invitrogen. Para ello 1 pg de ARN fue tratado con
ADNasa. Se agregaron 0.5 pug de random hexamers (random primers). Se incub6 a 70°C

durante 5 min y luego se llevé inmediatamente a hielo. Se agregaron 5 pl de buffer 5x, 10
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mM dNTPs, 25 unidades de RNaseOUT, 200 unidades de Superscript Il y se agreg6 agua
libre de ARNasas hasta 25 pl finales. La mezcla se incub6 a 42°C durante 1h.

Controles: 1) se agregaron todos los reactivos menos RT; 2) se agregaron todos los
reactivos pero sin ARN como molde, en su lugar se agreg6 agua.

Para la RT-PCR se utilizdé 0.5-1 ul de ADNc como molde y se sigui6é un protocolo de PCR
(detallado en el punto 4) utilizando los oligonucleétidos correspondientes (RT) detallados
en la Tabla S4. Se utilizaron oligonucleétidos de control correspondientes al factor de
iniciacion de la traduccion if-1 (BR0249): IF-1_Fw e IF-1_Rv [249].

7. Tolerancia a compuestos

Se evalué la supervivencia de Brucella al incubarla con distintos compuestos. Las
bacterias crecidas ON se llevaron a una concentracién de 4 x 10° UFC/ml en buffer fosfato.
Se incubaron con el compuesto de interés (100 ul de suspension bacteriana y 100 ul del
compuesto o buffer control): buffer MM pH 4.5 [250], Tritén X-100 0.1%, SDS 0.1%, EDTA
0,67mM, DOC 0.1% y polimixina B. En el caso de la polimixina B se utilizaron distintas
concentraciones de modo de poder construir una curva; estas concentraciones fueron: 0,
10, 50, 100 y 500 unidades/ml. La incubacion se realiz6 durante 20 min a 37 °C. Se
realizaron diluciones seriadas en PBS estéril y un recuento en placa de la cantidad de
bacterias viables. Cada cepa se evalu6 con cada compuesto por duplicado o triplicado. Los
resultados se expresaron como porcentaje de UFC sobrevivientes. Para evaluar la
tolerancia a lisozima se cultivaron las bacterias hasta llegar a la OD deseada. Se tomaron
700 pl - 1 ml de cultivo, y se cosecharon las células por centrifugacién (5 min a 5.000 rpm).
Las células fueron resuspendidas en una solucién de lisozima 2 pg/ml en 0.05M de Tris-
HCI (pH 8.0 a 22 °C). Réapidamente se dispuso la suspensién en una cubeta y se midié la

absorbancia cada 5 6 10 segundos.

8. Resistencia al complemento presente en el suero

Se realiz6 una prueba de resistencia al complemento presente en el suero porcino
como se describié [251]. Las bacterias se cultivaron en medio rico (TSB) a 37 °C hasta la
fase exponencial temprana (ODeoo entre 0.3-0.5). Luego se lavaron con PBS-MgCl, 5 mM y
se resuspendieron en el mismo buffer. Se realizé una dilucion para obtener una suspension
de ODeoo de 0.01 (equivalente a 5x107 UFC/ml para Brucella). Las células se incubaron a
37 ° C en suero porcino al 50% en placa de 96 pocillos. Después de 90 minutos, se

realizaron diluciones seriadas en PBS estéril y se plaqued. Se contaron las UFC y se calculd
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el porcentaje de bacterias supervivientes en relacion con el control (tiempo 0). Los
resultados se expresaron relativizados a la cepa control, a la cual se le asigné el 100%.
Como control, se inactivo el complemento de suero incubando el suero a 56 °C durante 30

min. El experimento se repitié por triplicado tres veces con resultados similares.

9. Test de disociacion: de cepas lisas a cepas rugosas.

Para evaluar si las cepas de Brucella utilizadas eran lisas o rugosas se realiz6 un
test en placa de tincién con Cristal Violeta (CV) como se describié anteriormente [160].
Para ello se crecieron las colonias en placa en medio TSA. Luego, se inundé la placa con
una solucién de cristal violeta y oxalato de amonio (dilucién 1:40 en agua miliQ de la
solucion madre*). Las colonias de cepas rugosas se tifien mas oscuras que las cepas lisas.

Se utilizaron a modo de control de cepa lisas B. suis 1330 y B. ovis como control rugoso.

*solucion madre: 2gr de cristal violeta disueltos en 20 ml de etanol absoluto. Luego se

agreg6 la mezcla de 0,8 gr de oxalato de amonio disuelto en 80 ml de agua miliQ.

10. Preparacion y andlisis de LPS.

Se realizé la purificaciéon del LPS mediante dos métodos: precipitacion con
isopropanol [252] y extraccidon con fenol caliente [253]. En ambos casos, después de
mezclar con buffer Laemmli [254], la suspension de LPS se analiz6 mediante SDS-PAGE
(15%) y se reveld por oxidacion de los hidratos de carbono con periodato seguido de tincién
con plata (ver secciébn 13 Materiales y Métodos). Ademas se realiz6 un analisis por
inmunoblot. Para ello luego del SDS-PAGE se realiz6 una transferencia ON a 8V a
membranas de nitrocelulosa. Las mismas se bloquearon con TBS al 5% con leche en polvo
(p/v) durante 2 horas a 4 °C con agitacion suave, se incubaron con anticuerpo monoclonal
M84 anti-S-LPS [255] o anticuerpo anti-R-LPS [256] (1: 1,000 y 1: 3,000 respectivamente),
y luego incubado con un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con HRP de cabra (1:
30,000 Santa Cruz). Finalmente, las membranas se revelaron utilizando ECL Prime (GE
Healthcare) e ImageQuant LAS4000 Imager (GE Healthcare Life Sciences).

11. Extraccién de lipidos totales.

Se cultivaron las bacterias en medio Plommet [257] hasta llegar a una ODggo de 0.6
y los lipidos totales se extrajeron y se purificaron mediante el método de Bligh y Dyer [258].

Las bacterias fueron resuspendidas en buffer fosfato (en tubo de vidrio) y se adicion6 2
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volumenes de metanol:cloroformo 2:1. Se mezclé durante 20 min en agitacion (vortex). Se
agrego 1 volumen de clorformo y se centrifugd para separar las dos fases. Se descarto la
fase acuosa (superior) y la fase orgénica se paso a un tubo limpio. La fraccién se sec6 por
burbujeo de nitrégeno. Los lipidos totales se analizaron por GC/MS 'y TLC.

12. Preparacion y analisis de proteinas.
12. 1 Extractos de proteinas totales.

Los extractos de proteinas totales de las diferentes cepas de Brucella se
obtuvieron resuspendiendo los pellets bacterianos en buffer Laemmli [254], en los casos
donde fue necesario se utilizd un Laemmli modificado con adicion de urea 6M. Se calculo
sembrar 1x108 UFC/pocillo.

12.2 Extractos de membranas totales

Las membranas totales de B. suis se prepararon de manera similar a como se
describié anteriormente [259]. Se cosecharon 100 ml de cultivo en TSB a una ODsgo = 1
centrifugando 10 minutos a 5.000 x g y se resuspendieron las bacterias en Protoplasting
buffer (Tris-HCI 15 mM, sacarosa 0,45 M, EDTA 8 mM pH 8,0, PMSF 1 mM y lisozima 2
mg/ml para la cepa wt y 1 mg/ml para la mutante AmapB) y se incubaron durante 20 min en
hielo. Las células se centrifugaron durante 10 minutos a 4.200 x g y luego se resuspendieron
en buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, MgCl, 5 mM, PMSF 1 mM, DNasal 10 pg/ml,
ARNasa 2 ug/ml) y bolitas de vidrio (Sigma, 400um). Se rompieron las células utilizando
Precellys24 (Bertin): 7 ciclos de 3 x 30 segundos a 6.500 rpm, incubando en hielo entre
cada ciclo. El homogeneizado se centrifug6é durante 2 minutos a 5.000 x g a 4 °C para
eliminar las células intactas y las bolitas de vidrio, y el sobrenadante se centrifugé luego a
5.000 x g durante 30 minutos dos veces, para eliminar todas las células enteras
remanentes. El sobrenadante se ultracentrifugd a 100.000 x g durante 90 minutos a 4 °C.
El pellet se lavé con Tris HClI 50 mM pH 8,0 y se volvié a centrifugar. Las muestras se
resuspendieron en buffer Laemmli con urea 8 M o Tris-HCI 20 mM y se congelaron a -80
°C hasta su uso. Cuando fue necesario, las fracciones de membranas totales se trataron
con 5 mg/ml de lisozima durante 30 minutos a 37 °C para digerir el peptidoglicano que

permanece unido.

12.3 Fraccionamiento subcelular: protoplastos y ME+periplasma.
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Las bacterias fueron cultivadas en medio rico (TSB), se cosecharon 2,5 x 10*° UFC
totales crecidas hasta la fase de crecimiento exponencial (ODsoo= 1) por centrifugacion (10
min a 3.500 x g). Los pellets se lavaron con solucion fisiolégica (NaCl 0,9%) y se
resuspendieron en 1 ml de Tris-HCI 0,2 M pH 7,6. Posteriormente, se afiadido 1 ml de Tris-
HCI 0,2 M, pH 7,6, sacarosa 1 My una solucién de Zwitterion 3—16 al 0,25% a la suspension
y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente (este paso debe realizarse con
suavidad para evitar la lisis). Las muestras se centrifugaron durante 30 minutos a 8.000 x
g, los pellets se separaron de los sobrenadantes y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

En cada experimento de fraccionamiento, los controles del procedimiento de
purificacién se llevaron a cabo mediante Western blot usando anticuerpos anti-PhyR [249]
y anti-Ompl0 [219] como controles citoplasmicos y de proteina de membrana y
respectivamente. Todas las muestras se resolvieron mediante SDS-PAGE y se visualizaron
mediante tinciébn con CBB o plata. Los analisis se realizaron utilizando hibridomas anti-
OMPs monoclonales: anti-Ompl1, Omp2b, Omp10, Omp16, Omp19, Omp25 (A68 / 04B10
/ FO5) y Omp31 (A59 / 10F09 / G10) [219, 260] o anti-FLAG M2 (Sigma), segun
corresponda. La incubacién del anticuerpo primario se realizé durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo
secundario de cabra, anti-ratbn conjugado con HRP (1: 30,000 Santa Cruz). La

cuantificaciéon de la bandas de gel se realizé con el programa ImageJ por triplicado.

12.4 Purificacion de proteinas asociadas a OMVs

Los cultivos de las diferentes cepas crecieron hasta la fase exponencial. A
continuacién, las células se sedimentaron a 5.000 x g a 4°C. Para eliminar las células
residuales, el sobrenadante se filtr6 utilizando una membrana SFCA de 0,22 um (Minisart®;
Sartorius). Para cosechar las OMV, el filtrado se sometié a ultracentrifugacion a 100.000 x
g durante 6 horas a 4°C (Beckman Coulter). El sobrenadante se desechd, el sedimento que
contenia los OMV se lavl con PBS estéril y se repitio la etapa de ultracentrifugacion. El

sedimento final se suspendi6é en PBS.

13. Electroforesis de proteinas y tinciones
Las muestras fueron resuspendidas en buffer de siembra [254] y calentadas a

100°C por 5 min. Luego fueron sometidas a electroforesis en gel discontinuo [254] de
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poliacrilamida (12% o 15% segun el tamafio de proteinas a separar), cuya composicioén se

describe en la Tabla 8. La electroforesis se realiz6 a 100 V constantes.

Solucion Stock Gel corrida 12%|Stacking gel|
H,04q 1.65 ml 0.78 ml
Tris HCI 1.5M pH 8.8 1.25 ml -

Tris HCI10.25M pH 6.8 - 1.25 ml
Acrilamida:bisacrilamida® 2ml 0.425 mi
SDS 20% 25l 125
TEMED 3.5ul 3ul
APS 10% 50 Wl 30 ul
Volumen final 5 mi 25 ml

Tabla 8. Composicibn de geles discontinuos desnaturalizantes de poliacrilamida.*
Acrilamida:bisacrilamida 30 % (p/v) (29.2:0.8)

Los geles fueron tefiidos con CBB o plata, segun la necesidad.

Tincién con CBB: Los geles fueron enjuagados con agua miliQ, tefiidos con solucién de
tincion durante 30 min a temperatura ambiente con agitacién, y luego destefiidos con

solucién decolorante ON en agitacion.

Tincién con plata: Los geles fueron enjuagados con agua miliQ con agitacion a temperatura
ambiente (5 cambios) durante 30 min. Fueron fijados en solucién fijadora en agitacion (al
menos 1h y hasta ON a 4 °C). Luego, fueron lavados con agua miliQ en agitacion durante
40 min (4 cambios). Para el caso de LPS, se procedi6 a la oxidacion de carbohidratos con
periodato de sodio 0.7% [261] en agitacién por 10 a 15 minutos y se enjuag6 con agua miliQ
agitando durante 2 h (8 cambios). Para tefiir con plata se agregd la solucién tincién con
plata amoniacal, agitando durante 15 min. Se lavé con agua miliQ durante 25 min (3
cambios). Se revel6 con agregado de solucién reveladora, agitando manualmente mientras
se agreg6 gota a gota, observandose la aparicion de bandas. Se detuvo la reaccién con

Solucién stop por 2 minutos con agitacion y se enjuagé con agua miliQ durante 1 min.

Buffer de corrida 10X:(1litro) Tris base 0.25 M, Glicina 1.92 M. Se utiliza 1X para la corrida

electroforética, al diluirlo se agrega SDS 0.1 % (final)

Buffer de siembra (6X) - Laemmli: 7 ml de 4X Tris-HCI pH 6.8, 3 ml de glicerol, 1 g SDS,
1.2 mg Azul de bromofenol y 0.93 g DTT. Llevar a 10 ml con H>O miliQ. Conservar a -70 °C

alicuotado. Dilucion de uso 1X.
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Solucién de tincion: Coomassie Brilliant Blue R250 0.25 g. acido aceético glacial 10 ml.

Metanol: H.O (1:1 v/v) 90 ml. Solucién decolorante: acido acético glacial 10 ml. Metanol:
H20 (1: 1 v/v) 90 ml

Solucién fijadora EtOH 40% vy 5% acético (para 1 litro): 400 ml etanol absoluto (Merck) + 50
ml &cido acético glacial + llevar a 1000 ml con agua miliQ. Conservar a 4° C

Periodato de sodio 0.7% en agua miliQ (0,7 g metaperiodato de sodio en 100 ml de agua

miliQ. Preparar en el momento.

Solucién de tincién con plata amoniacal: Mezclar 3.5 ml hidroxido de amonio concentrado
28-30% + 44.8 ml de hidréxido de sodio 0.36%. Agitar y llevar a 210 ml con agua miliQ.
Luego agregar lentamente 8.4 ml nitrato de plata 19.8% quedando final a 0.75% p/v.

Solucion Stop (5% acético) (para 1 litro): 50 ml &cido acético glacial + 950 ml agua miliQ

Solucién reveladora: Se mezclan 0.5 ml de formaldehido 37% (v/v) con 30 g de carbonato

de sodio (3% w/v) llevar a 1000 ml con H2O miliQ. Preparar en el momento.

14. Western blot

Se transfirieron las proteinas previamente separadas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida a una membrana PDVF (Hydrophobic polyvinylidene difluoride, GE
Healthcare). Se bloque6 la membrana incubandola en TBS 5% leche descremada (p/v), ON
a 4°C con agitacion.

Se incubd la membrana con el anticuerpo primario (dilucion adecuada, en TBS-
leche 5%) durante 2 h, a temperatura ambiente con agitacion suave. La membrana fue
lavada 3 veces con TBS 0.05% Tween (cada lavado tuvo una duracion de 5-10 min). La
membrana se incubd con el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a peroxidasa de
rabanito (1:30.000 en TBS- leche 5%; de Santa Cruz) durante 1 h, a temperatura ambiente
con agitacion suave. La membrana fue lavada 2 veces con TBS 0.05% Tween (cada lavado
tuvo una duracién de 5-10 min). La membrana fue lavada una vez con TBS (el lavado tuvo
una duracion de 5-10 min). Luego se revel6 con ECL Prime (GE Healthcare) e ImageQuant
LAS4000 Imager (GE Healthcare Life Sciences).

Buffer de transferencia 1X: 3,75 g de Tris, 18 g de glicina. Agregar 200 ml de metanol. Llevar

a 1 litro con agua miliQ.
108



Materiales y Métodos

15. Analisis proteémico

El andlisis de espectrometria de masas se realiz6 en el Centro de Estudios
Quimicos y Biologicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM), en la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (FCEyN) de la Universidad de Buenos Aires (UBA) de la
siguiente manera: las proteinas de membrana se digirieron ON a 37 °C con 100 ng de
tripsina (Promega V5111) en 25 mM de bicarbonato de amonio pH 8.0. Los péptidos se
desalaron utilizando zip tips C18 (Merck Millipore) y se eluyeron en 10 ul de H,O: ACN: FA
40: 60: 0,1%. Las digestiones se analizaron mediante nanoLC-MS/MS en un nanoHPLC
EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masas Orbitrap
QExactive. Se utilizé un gradiente de 120 min de H,O: ACN a un flujo de 33 nl/min con una
columna de Easy Spray C18 de 2 mm x 150 mm. El método MS2 se utiliz6 para fragmentar
los 12 picos mas abundantes en cada ciclo. Los datos crudos se procesaron utilizando el
software Proteome Discoverer - version 2.1.1.21 - (Thermo Scientific) con el algoritmo de
busqueda SEQUEST. La busqueda se realiz6 contra la base de datos de B. suis 1330. La
tolerancia del precursor se ajustd a 10 ppm vy la tolerancia de iones del producto a 0,05 Da.
Las modificaciones estaticas se ajustaron a la carbamidometilacién de cisteinas, y las
modificaciones dindmicas se ajustaron a la oxidacion de metioninas y la acetilacién N-
terminal. Los hits de proteinas se filtraron para obtener Unicamente los de alta confianza.
Para realizar el experimento de Label free quantification (LFQ), las muestras se analizaron
por triplicado. Los datos obtenidos para el area de cada proteina se procesaron con el
programa Perseus (Max Planck Institute of Biochemistry, version 1.5.5.3, disponible de
forma gratuita) que permite un andlisis estadistico mas profundo. Para cada par de

muestras, trazamos -log valor-p (-Log Student T-test p-value A_B) en el eje “y” en funcion

de Student T-test de la diferencia entre Ay B en el eje “X”. Luego se analizaron las proteinas

mediante Volcano plot con un fold change mayor a 2 (menor que -1 o mayor que 1 en el eje

%y 9

“x” del gréfico) y un valor-p inferior a 0.05 (por encima de 1.3 en el eje “y” del grafico). Esas

proteinas fueron consideradas para el andlisis como expresadas diferencialemente.
16. Microscopia
16. 1 Microscopia electronica

Para el analisis de Microscopia electronica de transmision (MET), se cosecharon

cultivos bacterianos en medio TSB a una ODsoo = 0.6 y 2.5 (fase exponencial y estacionaria
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de crecimiento), se lavaron los pellets dos veces con buffer fosfato 0,2 M y se fijaron en
glutaraldehido al 2% v/v (SIGMA Gradel 25%) en buffer fosfato pH 7.2-7.4 durante 2 h a 4
C. La fijacion secundaria se realiz6 con tetroxido de osmio al 1% durante 1 h a 4 °C y luego
las muestras se deshidrataron aumentando las concentraciones de etanol y se incluyeron
en una resina epoxi. Se realizaron cortes ultrafinos en ultramicrotomo (90 nm) y se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras fueron examinadas en
el microscopio electrénico de transmision JEM 1200 EX 1l (JEOL) en el Servicio Central de
Microscopia Electrénica en la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

Para el andlisis de microscopia electronica de barrido (MEB), se cosecharon cultivos
bacterianos en medio TSB a una ODew = 0.6 y 2.5 (fase exponencial y estacionaria de
crecimiento), se lavaron los pellets dos veces con buffer fosfato 0,2 M y se fijaron en
glutaraldehido al 2% v/v (SIGMA Gradel 25%) en buffer fosfato pH 7.2-7.4 durante 2 h a 4
°C. Luego, 10ul de las suspensiones bacterianas se montaron en cubreobjetos pre-tratados
con poli-D-lisina. Las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol
(de 20 a 100%, 3 veces cada concentracion, durante 5 minutos cada vez). Después del
secado por punto critico (MACN) y metalizacion, las muestras se montaron en tacos con
cinta de carbono y se observaron en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA-FCEyN
UBA) utilizando un Carl Zeiss NTS SUPRA 40.

16.2 Microscopia confocal

Localizacion de las adhesinas sobre la superficie bacteriana

Para detectar la presencia de las adhesinas sobre la superficie bacteriana
mediante inmunofluorescencia se cultivaron las cepas de Brucella que poseen la
construccién pBBR1-3xFLAGbmaB y marcadores de polo (pMR10-aidB-YFP [51] o pMR10-
pdhS-GFP [165] en TSB y antibi6ticos correspondientes, hasta alcanzar la DO deseada (en
este caso fue 0.6). Luego, las células se cosecharon por centrifugaciéon (5 min a 5.000 rpm)
y fueron lavadas con PBS.

Las células se fijaron con paraformaldehido 3.7%, durante 15 minutos a 37°C en
agitacion suave y se lavaron 2 veces con PBS, y una vez con PBS-1% seroalbumina bovina
(BSA). Las bacterias fueron resuspendidas en 40 pul del anticuerpo primario (anti FLAG,
SIGMA) diluido 1:50 en PBS-BSA 0.5% e incubadas durante 40 min a temperatura
ambiente, con agitacion suave. Se lavaron las bacterias 3 veces con PBS-BSA 1% y luego
fueron resuspendidas en 40 pl de anticuerpo anti-raton conjugado a Cy3 (IgG-Cy3-

conjugated donkey anti-mouse antibody, Jackson Immuno Research) diluido 1:250 en PBS-
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BSA 0.5%, y se las incub6 durante 40 min, a temperatura ambiente. Las bacterias fueron
lavadas 2 veces con PBS-BSA 1% y una vez con PBS. Se resuspendieron en un volumen
de PBS. Se mont6 una alicuota de la suspension sobre un pad de agarosa 1%. Se cubrieron
las muestras con un cubreobjetos y se las observéd con un microscopio confocal (Carl Zeiss
LSM 5 Pascal laser scanning microscope) utilizando un objetivo adecuado (Plan
Apochromat 100x/1.4 Oil differential interference contrast objetive (DIC)) o alternativamente
en el microscopio confocal Zeiss LSM 880 con Airyscan. Las imagenes fueron analizadas
con el software ZEN 2.3.

En todos los casos se realizaron los controles de viabilidad correspondientes, en
medio liquido y soélido, posterior a la fijacion.

17. Ensayos de adhesién
17.1 Adhesion a superficies abidticas (biofilm)

La adhesion bacteriana a distintas superficies abiéticas (placas de poliestireno
como modelo de soporte hidrofébico) se midio por el método de Cristal violeta. Para ello se
cultivaron las bacterias ON a 37°C, con agitacion. Se realizé una dilucién 1:1000 del cultivo,
de la cual se dispusieron 150 ul en cada pocillo de una placa de poliestireno multiwell de
96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio One). Se sell6 la placa por fuera con parafilm de modo de
desfavorecer la evaporacion del medio de cultivo y se cultivaron las bacterias a 37°C ON,
con agitacion. Los pocillos fueron lavados 3 veces cuidadosamente, con NaCl 0.9%. En
cada pocillo se agregaron 150 ul de una solucién acuosa de Cristal violeta 0.1% y se incub6
durante 15 minutos a temperatura amiente, protegidos de la luz. Los pocillos fueron lavados
3 veces con NaCl 0.9%. Se agregaron 150 pl de etanol absoluto por pocillo. El liquido de
cada pocillo fue mezclado con una micropipeta, y se lo transvaso6 a uno de una placa nueva.
Se midi6 la absorbancia a A= 595 0 570 nm. Para ello se utiliz6 un lector de microplaca DTX
880 multimode detector, Beckman Coulter. Para cada cepa el ensayo se realiz6 por

octuplicado.

17.2 Adhesion a componentes de la matriz extracelular
Se evaluo la adhesién bacteriana a componentes de la matriz extracelular en base
al protocolo descripto previamente [262] que fue adaptado a las necesidades de este
trabajo. Los componentes evaluados fueron: coldgeno tipo |, fibronectina y &cido
hialurénico. Para ello se realizaron diluciones de los distintos compuestos (0.1 mg/ml) en
PBS estéril. Se dispusieron 50 pl por pocillo de cada sustrato (por triplicado) en una placa
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de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio One) , y se la incubé ON a 4°C sin agitacién. Las
bacterias previamente cultivadas ON fueron lavadas con PBS estéril y se resuspendieron
en PBS estéril de modo de obtener 1 x 10° UFC/ml (DOs00=0.2 en el caso de Brucella). Los
pocillos fueron lavados 3 veces con PBS estéril para retirar el remanente de compuesto no
adherido. Se agregaron 50 ul de la suspensién bacteriana, por pocillo y la placa fue
incubada 3 h a 37°C, sin agitacion. Se lavaron 3 veces los pocillos con PBS estéril. Para
despegar las bacterias adheridas se agregaron 50 pl de Tripsina-EDTA (Tripsina
0.05%(Gibco), EDTA 0.5%) por pocillo, y se incubd la placa 10 min a 37°C. Se plaguearon
diluciones en medio sélido (TSA) con los antibiéticos adecuados de modo de determinar el
namero de UFC recuperadas. Los datos se expresaron como el porcentaje de bacterias

incubadas que permanecieron adheridas a cada compuesto, referidos a la cepa control.

17.3 Adhesion a células eucariotas en cultivo

Para los ensayos de adhesién se utilizaron las lineas celulares Caco-2 (ATCC®
HTB-37™), HT-29 (ATCC® HTB-38™), SW 982 (ATCC® HTB-93), hFOB (ATCC® CRL-
11372), Swan 71y la linea derivada de macréfagos murinos J774.A1 (ATCC® tib-67). Todas
las células (menos los macréfagos) se cultivaron en medio DMEM (Gibco Invitrogen Cell
Culture) suplementado con 2 mM glutamina (Sigma-Aldrich), 10% de suero fetal bovino
(SFB, Natocor Argentina) en presencia de 100 unidades/ml de penicilina, 100 pug/ml de
estreptomicina . Los macr6fagos J774 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen
Cell Culture) suplementado con 2mM glutamina, 10% de SFB, en presencia de la misma
combinacién de antibi6ticos y antimicéticos que en el caso anterior. Las células se
incubaron a 37 °C en una atmosfera controlada con 5% de CO2. Para el mantenimiento las
células se utilizaron botellas de 25 o 75 cm? (Cellstar® greiner bio-one). Todos los ensayos
de infeccidn con las diferentes cepas de B. suis se realizaron con células entre el pasaje 4
y 12, contados a partir del descongelado de un stock mantenido en nitrégeno liquido en
placas p24 (Cellstar® Greiner Bio-One).

En estos ensayos se utilizé6 una multiplicidad de infeccion (MOI, por multiplicity of
infection) de 100:1. Se sembraron en placas de 24 wells (Cellstar® Greiner Bio-one) 5x10*
células por pocillo (en 1 ml de medio). Se las incubaron ON a 37°C en atmosfera con 5%
CO: en el medio adecuado. Las células fueron lavadas 2 veces con 1 ml de PBS estéril.
Por otro lado, el volumen necesario de un cultivo ON de bacterias, se diluy6 en el medio
adecuado (RPMI o DMEM) sin antibiéticos de modo de obtener una suspensién de 1 x 10’

UFC/ml. Se reemplaz6 el PBS del lavado de las células por 0.5 ml de la suspensién
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bacteriana. Las placas fueron centrifugadas (1.000 rpm 10 min) y luego fueron incubadas a
37°C 5% CO: durante 1h. Para el recuento de bacterias totales asociadas se lavaron 3
veces los pocillos con 500 pl de PBS estéril y a cada pocillo se le agregaron 100 pl de Tritén
X-100 0.1% (menos en el caso de la mutante AmapB, que se le agregdé DOC 0,1%). La
placa se incubdé 10 min a 37°C y se realizaron diluciones seriadas del contenido de cada
pocillo. Se plaquearon las diluciones en placas con el antibiético adecuado y se realiz6 el
recuento en placa (5 gotas de 10 ul para cada dilucion de cada pocillo).

Para los ensayos en macréfagos J774:

Luego de 45 min de incubacion con la suspension bacteriana se cambio6 el medio
de cultivo de las células por medio fresco suplementado con gentamicina (20 pg/ml), de
modo de matar las bacterias que no ingresaron. La placa se incubd 1 h a 37°C 5%CO,. Los
pocillos se lavaron 3 veces con 500 ul de PBS estéril y luego a cada pocillo se le agregaron
100 pl de Tritén X-100 0.1% o DOC 0,1%, segun corresponda. Se incubd la placa 10 min a
37°C y se realizaron diluciones seriadas del contenido de cada pocillo. Se plaquearon las
diluciones en placas con el antibi6tico adecuado, y se realizé el recuento en placa (5 gotas

de 10 pl para cada dilucién de cada pocillo).

18. Infeccién en ratones BALB/c

Los procedimientos y protocolos de manejo de animales fueron aprobados por el
Comité Institucional de Bienestar Animal (Comité de Bienestar Animal), nimero de
protocolo 225/2015) de acuerdo con la Politica de Bienestar Animal (Ley 087/02) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Centro de Investigacion Veterinaria (CIVETAN). Todos
los protocolos experimentales se realizaron con la premisa de minimizar el sufrimiento al
gue estan expuestos los animales y utilizar el nimero minimo de animales experimentales
para garantizar resultados estadisticamente significativos. Estos experimentos fueron
llevados a cabo por la Dra. Silvia Estein.

Se compraron ratones BALB/c de seis a ocho semanas de edad en las
instalaciones para animales la FIL. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en
grupos experimentales al menos 1 semana antes de ser inoculados y se mantuvieron en
compartimentos ventilados (con filtros), con suministro de comida y agua a voluntad. El
protocolo utilizado fue similar a otros previamente descriptos por distintos autores [181].
Brevemente, ratones hembras BALB/c fueron inoculados intragédstricamente con una
suspensién de aproximadamente 1.3 x 108 UFC en bicarbonato de sodio 10% mediante una
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canula plastica introducida por la boca. Cinco ratones de cada grupo fueron sacrificados a
los 7, 15y 45 dias post-infeccion (p.i.); a los cuales se les extirp6 el bazo. Se plaquearon
en TSA (por duplicado) diluciones del homogenato de bazo, y se incubaron las placas
durante 4 dias a 37°C. Luego se contaron las UFC y estos datos se normalizaron mediante
transformacion log, lo cual permitio la evaluacion mediante ANOVA, seguido por un test a
posteriori de Tukey (Prism 5.0; GraphPad Software, Inc,). Los experimentos se realizaron

dos veces, con resultados similares.

19. Analisis bioinformético

Para la busqueda de pseudogenes, primero se realiz6 la busqueda de genes
ortélogos se utilizaron dos estrategias, por un lado se utilizé la base de datos KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) que provee una herramienta de localizacién de
ortélogos Se verifico la existencia de secuencias ortdlogas en KEGG para esto se utilizé el
método bioinformético Bidirectional Best Hits (BBH) [263]. Este consiste en realizar una
busqueda con una secuencia proteica de un genoma de partida (en este caso B. suis 1330)
sobre un genoma en el cual se quiere determinar la existencia de ortdlogos. Si existen
secuencias similares se procede a seleccionar aquella correspondiente al mejor hit. Con
estas secuencias seleccionadas se realiza una nueva busqueda, pero esta vez contra el
genoma de partida. Si la secuencia correspondiente al mejor hit de esta segunda busqueda,
resulta ser la de partida, se considera que los genes pueden ser ortélogos. En nuestra
busqueda solo fueron seleccionadas aquellas secuencias que dieron hits con E-value
menor o igual a 10“. Y por otro lado se realiz6 una blsqueda por similitud de secuencia
mediante Blastp buscando los ORF que conserven la misma posicion en el genoma

(sintenia).

La busqueda de dominios se realiz6 utilizando Pfam [264, 265]. La secuencia del
péptido sefal y la localizacién subcelular se predijeron utilizando SignalP Server [266] y
Gneg-mPloc [267]. Los alineamientos se realizaron con ClustalOmega (EMBL-EBI) o
Muscle [268]. Los segmentos transmembrana se predijeron con TMpred [269], vy el peso
molecular se predijo usando ExPASy [270]. La prediccién de operones se llevo a cabo
utilizando MicrobesOnline Operon [271]. La estructura secundaria fue predicha por Phyre
[272] y Jpred4 [273].

20. Andlisis estadistico.
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Todos los experimentos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc). Al comparar 2 grupos, la diferencia estadistica se determin6
con el test de Student (T test); mientras que al comprar 3 0 mas grupos el test utilizado fue
ANOVA de una via, seguido del test de Tukey o el de Dunnett. El criterio adoptado para
determinar que una diferencia fuera estadisticamente significativa fue que p < 0.05.
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Tabla S1: Proteinas asociadas a OMVS

Anexo

ID Gen Nombre de la proteina/Descripcion Localizacion
Wt
POA343 BRA0196 10 kDa chaperonina groS C
Q8FYR5 BR1251 ATP sintasa subunidad beta, atpD C
Q8FX87 BRA0195 60 kDa chaperonina groL C
AOAOH3G431 BR1182 Proteina no caracterizada MI
AOAOH3G988 BR2149 Proteina de unién al ADN, inducible por C
inanicion
AOAOH3G433 BR1622 Omp31b ME
AOAOH3G313 BR0971 Omp25b ME
AmapB
AOAOH3GC63 BR1284 Omp22 ME
Q45689 BR0701 Omp25 ME
AOAOH3G4S3  BR119 Omp25¢ ME
POA3U5 BRA0423  Omp3l ME
Q8FX87 BRA0195 60 kDa chaperonina,groL C
AOAOH3G313 BR0971 Omp25b ME
AOAOH3G433 BR1622 Omp31b ME
Q8FXX2 BR2125 Chaperona DnaK C
PODI95 BR0639 Omp2b ME
AOAOH3GA04 BRA0265  Transportador ABC, proteina de unién a P
azucares
Q8FYR5 BR1799 ATP sintasa subunidad beta, atpD Ml
AOAOH3GAL2 BRAO0538  Transportador ABC, proteina de unién a P
oligopéptidos
P64025 BR1251 Factor de elongacion Tu, tufA C
AOAOH3G7C2  BR1205 Putativa lipoproteina MI/ extracel
AOAOH3G9H5  BRO0093 Aconitato hidratasa acnA Ml
AOAOH3G7V2 BRA0858  Transportador ABC, proteina de unién a P
D-ribosa, rbsB-2
Q8FWUO BRAO0355 Catalasa, katA P
AOAOH3GFM9 BRAO0756  Transportador ABC, proteina de union a P
hierro
Q8FYR3 BR1801 ATP sintasa, subunidad alfa, atpA MI
AOAOH3GAT8 BRA0633 Proteina no caracterizada C
AOAOH3G3E6 BR1204 OmpA/MotB ME
AOAOH3G3Y9 BR1562 Proteina no caracterizada ME
AOAOH3G4E4 BR1378 Aminotransferasa, clase | C
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AOAOH3G415

AOAOH3G6H2

Q8FYT2

Q8FZ07
Q8G075

Q8FUM7
Q8G069

AOAOH3G6N4

AOAOH3G7W5
AOAOH3G8F4

Q7CEG6

Q8FW10

AOAOH3G7RO

Q8G09%4

Q8FW84

BR1154

BRA0537

BR1778

BR1697
BR1236

BRA1193
BR1243

BRA0632

BR1199
BR1728

BR1864

BRAO655

BRA0804

BR1209

BRAO0576

BamA

Transportador ABC, proteina de unién a
oligopéptidos

4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato
sintasa (flavodoxina)

Sistema Tol-Pal, proteina TolB
Factor de elongacion, fusA

Proteina de union a Leu/lle/Val

DNA-directed RNA polimerasa subunidad
beta rpoB

Transportador ABC, proteina de unién a
aminoécidos

Isocitrato deshidrogenasa

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Chaperona, ClpB

sn-glycerol-3-phosphate-binding
periplasmic protein UgpB

Transportador ABC, proteina de union a
Niquel

RNA polimerasa subunidad alfa rpoA

Transportador ABC, proteina de union a
péptidos

Anexo

ME

MI/C

MiI

Las proteinas asociadas a OMVs fueron detectadas por nanoLC-MS/MS acoplado a un espectrometro de masas
QExactive. Se indica la localizacion subcelular predicha: citoplasma (C), membrana interna (MI), membrana
externa (ME) y periplasma (P).
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Tabla S2. Lista de cepas utilizados en esta tesis.

Anexo

Cepa Descripcion Referencia
E. coli
DH5a LacZAM15 recAl hsdR17 supE44 thi-1 gyrA relAl Invitrogen
Movilization host: cells enable movilizaton of pBBR .
Sir1 plasmids from E. coli S17-1 to Brucella strains. E. z(;lg(sASIEC®
recA, thi, pro, hsdR"M- RP4 : 2-Tc:Mu: Km Tn7 Apir. )
B. suis
wt M1330 Wild-type, smooth, virulent, NalR Stock de laboratorio
AmapB Cepa mutante en BR0049 por delecion limpia Tesis V. Ruiz
AmapB pBBRmapB Cepa AmapB complementada con pBBR1MCS-1- Tesis V. Ruiz
mapB
mapB3xflag mapB (BR0049) se etiquetd en el extremo 3’ con la Esta tesis
secuencia 3xFLAG
WtpBBR3xflagbhmaB Cepa wt con el plasmido pBBR3xflagbmaB que Esta tesis
expresa bmaB bajo el control del promotor lacZ
etiquetada con la secuencia 3xFLAG en el extremo
5
AmapBpBBR3xflaghmaB AmapB con el pladsmido pBBR3xflagbmaB que Esta tesis
expresa bmaB bajo el control del promotor lacZ
etiquetada con la secuencia 3xFLAG en el extremo
5
bmaA::stops Cepa mutante para bmaA (BRA0173) por insercion Esta tesis
de stops en tandem.

B Cepa mutante para bmaB por insercion de casete .
bmaB::Km de Kanamicina Esta tesis
bmaAbmaB Doble mutante bmaAbmaB Esta tesis
bmaA::stops_pBERbmaA Cepa bmaA::stops complementada con Esta tesis

pBBR1MCS-1-bmaA
bmaB::Km_pBBRbmaB Cepa bmaB::Km complementada con pBBR1MCS- Esta tesis

1-bmaB
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Tabla S3. Lista de plasmidos utilizados en esta tesis.

Anexo

Plasmido Descripcion Referencia

pk18mobsacB KmR. Vector suicida y movilizable en Brucella, [156]
contiene contraseleccién sacB

pk1l8mobsacB_AmapB KmR, Derivative of pkl18mobsacB containing the Esta tesis

pQE1-3xflag

pQE1-3'mapB3xflag

pk18mobsacB_3'mapB3xflag

pBBRIMCS-1

pBBRmapB

pBBR3xflagbhmaB

pHP45Q
pJQ175

pGEMTeasy_bmaA::stops

pGEMTeasy_bmaB::Km

pBBRMCS1_bmaA

pBBRMCS1_bmaB

flanking regions of mapB for AmapB mutant strain
construction

AmpR. derivado de
secuencia 3XFLAG

(5 GACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGA
TCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAA
G 3).

of pQE1l conteniendo la

AmpR. Derivada de pQE1-3xflag. El vector contiene
el 3xflag luego del extremo 3’ de mapB

KmR. Derivado de pkl8mobsacB conteniendo la
etigueta 3XFLAG en el extremo 3'de mapB, para
construir la cepa etiquetada

CmR. pBBR1IMCS-1 plasmido de mediano nimero
de copias, replicativo.

CmR. pBBR1MCS-1-mapB

CmR. pBBR1MCS-1-3xflagbmaB vector, que
expresa 3xflagbmaB bajo el promotor lacZ, bmaB
esta etiquetada con el 3xflag en el extremo 5
SpecR, contiene el casete Q de 2 kb.

Contiene casete de kanamicina de 1kb

AmpR. Fragmento de 1000pb del gen bmaA
interrumpido por las secuencias stop del casete Q
para realizar la mutante por insercion en dicho gen.
AmpR, KmR. Fragmento de 1500pb del gen bmaB
interrumpido por un casete de kanamicina (1kb) para

realizar la mutante por insercion en dicho gen.

Fragmento que contiene el gen completo de bmaA
utilizado para complementar la mutante

Fragmento que contiene el gen completo de bmaB
utilizado para complementar la mutante

Juan Manuel S
UNSAM.

Esta tesis

Esta tesis

[157]

Tesis V. Ru

Esta tesis

[154]
[155]

Esta tesis

Esta tesis

Tesis D.Posa

Esta tesis

pera,

iz

das
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Tabla S4. Lista de oligonucledétidos utilizados en esta tesis

Anexo

Nombre Secuencia (5’ a 3’) Sitio de restriccién Referencia
AmapB_F1 GAATTCTCTCCGAGCAGATGCGCGTCG EcoRI Tesis V. Ruiz
AmapB_R1 GGATCCGCCTGCGGCTGGTCATCAGC BamHI Tesis V. Ruiz
AmapB_F2 GGATCCTATGAGCGGCCATTACGGC BamHI Tesis V. Ruiz
AmapB_R2 TCTAGATGATCCTTCAGGCTGACGACA Xbal Tesis V. Ruiz
FComp CTCGAGGCAATATCCAGCCCTTCTATGAAT Xhol Tesis V. Ruiz
RComp ACTAGTAATTAAGGAATCGGGCCAAAGCAGGC Spel Tesis V. Ruiz
FRTmapB ATGAAGGGCGATGAAATCAC - Tesis V. Ruiz
RRTmapB GGCTTGAACGTATTGGCAAG - Tesis V. Ruiz
FRT48 GGCTTCGGCGCTGAATATTC = Esta tesis
RRT48 TATCCTGCGAGCCGCCAATG = Esta tesis
FRT50 GAACCATTGTCGTCAGCCTG - Esta tesis
RRT50 TATTCCACATTGGCGCGGCC - Esta tesis
RtOpF GCTCCGGCGATCCGAACTAT = Esta tesis
RtOpR TGGAGATACGGCGGTTGGGT == Esta tesis
IF_Fw TGTTACGGAACTGCTGCCCAAT  =ee- Sycz, 2015
IF_Rv CGGCCCTTGGTCAGGTCATAA = Sycz, 2015
MapBFLAGFw GAATTCACTGTTCCGCGTCTTGATG EcoRl Esta tesis
MapBFLAGR GAATTCATAGTCCTTTTCATAGAAGATG EcoRl Esta tesis
MbmaA_Fw AATTGATGGAGGGCAGTCTGA -—-- D.Posadas
MbmaA_Rev CGCCGCCCGGTATTGTCA - D.Posadas
MbmaB_Fw CACGGCACCTGGAGTG D.Posadas
MbmaB_Rev GCCAGGAATGCTTCCTGT D.Posadas
EbmaA_Fw AGCTCGAGGTTCGCGAGCTGCGGCGTCTGGTT Xhol D.Posadas
EbmaA_Rev CTGGTTCCTTCTATCAGCCTGATTAGCAGTAAGG - D.Posadas
EbmaB_Fw1 CTATCGATTGAGTGGCGCTTGTTGTTCGCACAT Clal Esta tesis
EbmaB_Rev CTGAGCTCTCTTGAAGCAAGTGCAGTCCGGTTA Sall Esta tesis
RT bmaAFwd TGACGGTACCATCGTCTTCA -—-- Esta tesis
RT bmaA Rev GATTCACCACCTGCACATTG -—-- Esta tesis
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RT bmaB Fwd
RT bmaB Rev
RT bmaC Fwd
RT bmacC rev

AGTCGATTTCGGTACGTTGG
GGTACCGTTACCAAGCTGGA
AACTTGGCGCACAACTAACC
ATAGGTGCTGTCGGAATTGG

Anexo

Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
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Listado de Abreviaturas

°C
Mg

pl

pm
UM
ADN
ADNc
ANLIS
ARN
AT
AT I
AT I
ATP
ATs
BAM
BCV
BSA
DOsoo
DOC
ECM
EDTA
FIL
GFP
INTA
kb

Grados Celsius

Microgramo

Microlitro

Micréometro

Micromolar

Acido Desoxirribonucleico
Acido Desoxirribonucleico copia

Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de
Salud

Acido Ribonucleico

Autotransportador

Autotransportador de tipo | 0 monomeérico
Autotransportador de tipo Il o trimérico

Adenosina Trifosfato
Autotransportadores

Magquinaria de ensamblaje de barriles-§ (B-barrel Assembly Machinery)

Vacuola contenedora de Brucella

Seroalbdmina bovina

Densidad 6ptica determinada a 600 nanémetros
Deoxicolato de Sodio

Matriz Extracelular

Acido etilendiaminotetraacético

Fundacion Instituto Leloir

Proteina verde fluorescente

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

Kilo bases
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kDa Kilo Dalton

LB Medio Luria Bertani

LPS Lipopolisacérido

Mb Megabases

ME Membrana Externa

MI Membrana interna

OMP Proteinas de membrana externa
OMS Organizacién Mundial de la Salud
ORF Marco de lectura abierto (Open Reading frame)
pb Pares de bases

PC Fosfatidilcolina

PE Fosfatidiletanolamina

PFA Paraformaldehido

SENASA Servicio Nacional de Sanidad Y Calidad Agroalimentaria

TAM Maodulo de translocacién y ensamblaje (Translocation and Assembly Module)

VLCFA Acidos grasos de cadena muy larga (Very long chain fatty acids)
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