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RESUMEN

Los biofilms son comunidades de bacterias fisiologicamente adaptadas a subsistir
ante condiciones adversas. Representan un problema pues crecen sobre
instrumental médico e infraestructuras, donde causan deterioro y suponen pérdidas
econdmicas. Los modelos experimentales de biofilms permiten caracterizar
cambios fenotipicos y expresion/represion de genes durante su desarrollo y son por
lo tanto necesarios para evaluar el efecto de potenciales inhibidores. En este estudio,
se monitore0 la actividad de seis promotores (del gen LasR y de los operones CdrA,
Flg, Fim, Pel y PaQa) en funcién al tiempo (3, 24 y 48 horas) en cultivos de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ en dos modos de crecimiento: modo
biofilm (en un modelo de biofilm, cultivos estaticos en placa Petri de poliestireno)
y un modo plancténico (en cultivos en agitacion), utilizando sistemas reporteros de
plasmidos con fusiones promotor-gen reportero fluorescente. Los plasmidos
disefiados exhibieron estabilidad, sefial fluorescente medible, y no afectaron el
crecimiento celular. Dos promotores, Flg y Fim, evidenciaron actividad
marcadamente diferencial entre ambos modos de crecimiento, mientras que PaQa
y Pel muestran ligeras diferencias a las 3 horas. Asi, dos de los sistemas reporteros
evaluados aparecen como herramientas Utiles para el cribado de estimulos

potencialmente inhibidores del desarrollo de los biofilms.
PALABRAS CLAVE

Biofilm, Pseudomonas aeruginosa, Plasmidos reporteros, GFP, promotor.



ABSTRACT

Biofilms are communities of bacteria that are physiologically adapted to survive
under adverse conditions. Biofilms represent a problem because they grow on
medical instruments and on infrastructures where they cause deterioration and
entail economic losses. Experimental models of biofilms allow us to characterize
both phenotypic changes and expression/repression of genes during their
development and are, therefore, necessary to evaluate the effect of potential
inhibitors. In this study, the activity of six promoters (of the LasR gene and the
CdrA, Flg, Fim, Pel, and PaQa operons) was monitored as a function of time (3,
24, and 48 hours) in cultures of Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ in two
growth modes: biofilm mode (in a biofilm model, static cultures in a polystyrene
Petri dish) and a planktonic mode (in shaken cultures), using plasmid reporter
systems with promoter-fluorescent reporter gene fusions. The designed plasmids
exhibited stability and measurable fluorescent signal and did not affect cell growth.
Two promoters, Flg and Fim, evidenced markedly differential activity between
these two modes; meanwhile, PaQa and Pel show slight differences at 3 hours.
Thus, two of the reporter systems evaluated appear as useful tools for the screening

of potentially inhibitory stimuli for the development of biofilms.
KEYWORDS

Biofilm, Pseudomonas aeruginosa, Reporter Plasmids, GFP, Promoter.



INTRODUCCION

Los biofilms son una forma de vida bacteriana cuya presencia representa un serio
problema para las actividades humanas [1]. La corrosion inducida por
microorganismos (MIC) es perjudicial para muchas industrias, incluyendo la
marina, los sistemas de agua, los ductos de gas y petrdleo, ya que se estima que
entre el 20 y 30 % de todo deterioro por corrosion es inducido por
microorganismos [2], con un costo directo estimado entre 30 y 50 mil millones de
dolares por afio [3]. Ademas, se estima que los grandes barcos aumentan en mas
del 35-50% su consumo de combustible debido a que el biofilm sobre sus corazas
aumenta su coeficiente de arrastre con el agua [4]. A las pérdidas directas, se suma
el alto costo del tratamiento superficies que se corroen o deben ser tratadas
periédicamente para prevenir el crecimiento de biofilm, por ejemplo, con biocidas
suponen un riesgo para la salud y el ambiente [5]. En el area de salud, los biofilms
son fuente de infecciones al desarrollarse en implantes e instrumentos médicos.
Los biofilms agravan los riesgos médicos debido a su alta resistencia a los
antibiodticos, desinfectantes y capacidad de evitar la vigilancia del sistema inmune
[6]. Un ejemplo de esto son los biofilms de Pseudomonas aeruginosa,

responsables de la infeccidn cronica pulmonar en pacientes con fibrosis quistica

[7]1.

Mucho de lo que se conoce respecto a la formacion, estructura, desarrollo y
mecanismos moleculares subyacentes de los biofilms provienen de ensayos en
modelos de biofilm, ya sean in vitro o in vivo [8]. Estos modelos han puesto al
descubierto los factores que activan las respuestas que conducen a la formacion

de biofilm [9], [10], asi como las intrincadas y complejas vias de sefializacién que

1



involucra su formacion (regulacién a nivel de proteinas o de expresion de genes)
[11]. La gran cantidad de informacion obtenida ha permitido idear estrategias (ya
sea como estimulos quimicos o fisicos) para evitar o mitigar la formacion de los
biofilms. Algunas de estas estrategias apuntan a la interrupcion de las vias de
sefializacién, como la interrupcion de las vias activadas por el quorum sensing
[12]. La activacion/desactivacion de dichas vias puede ser monitoreada por
diversos métodos, siendo la utilizacion de genes reporteros una herramienta
sencilla y de gran utilidad al ser capaces de dar informacion de actividad de

promotores o expresion de proteinas.



Il. MARCO TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS BIOFILMS

Los biofilms se definen como una ‘asociacion de microorganismos embebidos en
una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares (Extracelular
Polimeric Substances, EPS)’ [13]. Constituyen un estilo de vida alternativo al
‘planctonico’ en el cual las células del microorganismo se encuentran nadando en
el fluido que los contiene. De hecho, estimaciones recientes sugieren que los
biofilms constituyen el estilo de vida predominante de las bacterias y arqueas en
el planeta [14]. Los biofilms se forman sobre diferentes sustratos tales como rocas,
sedimento, tejido vivo y objetos creados por el hombre [15]. En los entornos
naturales, los biofilm participan en los ciclos biogeoquimicos en agua, suelo,
sedimentos y subsuperficie [16]. Los biofilms también crecen en superficies

mucosas del hombre, donde cumplen un papel importante en la salud [17].

La formacion de los biofilms lleva a la aparicion de propiedades emergentes, esto
es, caracteristicas de la comunidad bacteriana que no pueden ser predichas a partir
de bacterias individuales. Algunas de estas propiedades son: una tasa de
intercambio genético alta, gradientes internos que permiten una diversidad de
habitats y mayor tolerancia a los antibidticos [18]. Las sustancias poliméricas
estructurales (EPS), estan constituidas por polisacaridos, lipidos, proteinas y ADN
extracelular (extracelular DNA, eDNA), contribuyen a las nuevas propiedades, y

mantienen su integridad [18].



Las caracteristicas y propiedades de los biofilms han sido ampliamente estudiados
en Pseudomonas aeruginosa. Este ha sido adoptado como modelo gracias a su
facilidad de cultivo, versatilidad metabdlica y répidas respuestas ante estimulos
[19]. Ademés, es responsable de infecciones causante de muertes por ser un
oportunista en pacientes con sistemas inmunitarios debilitados, asi como

afectados con fibrosis quistica [20].

2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gran-negativa con forma de bacilo (rod-
shaped) que posee motilidad gracias a un unico flagelo polar. Es un organismo
generalista y de gran versatilidad metabdlica pudiendo utilizar una gran variedad
de fuentes de carbono, asi como desarrollarse en entornos anaerdbicos utilizando
como aceptor de electrones nitrato o arginina [21]. En el laboratorio, P.
aeruginosa es una bacteria que tiene facilidad para adoptar dos formas de vida:
una mavil, natatoria, con un flagelo activo y rapida reproduccion, llamada forma
planctonica, y otra, a modo de biofilm, adherida a una superficie, sin movilidad,
segregando polimeros complejos, con una reproduccion lenta y muy alta
tolerancia a estreses fisicos y toxicos [22].

P. aeruginosa también es un patdgeno oportunista que causa morbilidad en
personas inmunosuprimidas, internos hospitalarios y personas que sufren de
fibrosis quistica [23]. Entre los factores de virulencia producidos encontramos
apéndices (flagelos y fimbrias especializadas), enzimas (proteasas), moléculas
(piocianina), sistemas de secrecion, exotoxinas y macromoléculas estructurales

lipo y exopolisacéaridos [21].



P. aeruginosa, al igual que otras especies del género, también son reductoras de
hierro y han sido detectadas como formadoras de biofilm en tuberias de gas, de
petréleo [24], en la cubierta de barcos [25] y en hospitales [26]. Los biofilms de
Pseudomonas sp. pueden asociarse a otros microorganismos y formar biofilms
complejos con diversas actividades contaminantes y corrosivas.

Diversas cepas de interés son usadas en modelos de biofilm en laboratorio, siendo
la principal PAO1 y PA14 [27]. Otra cepa de interés en el estudio de modelos de
biofilms es P. aeruginosa ATCC® 10145™, cominmente utilizada para pruebas
antibioticas y que ha sido descrita como una moderada a fuerte formadora de

biofilm [28], [29].

2.3 EVENTOS QUE CONDUCEN A LA FORMACION DE BIOFILMS EN

Pseudomonas aeruginosa

a. Mecanosensacion

En los entornos naturales, los microorganismos estan expuestos a distintas fuerzas
(estimulos mecéanicos) tales como la adhesion (que se generan al contacto de los
apéndices con una superficie), fuerzas de los flujos del medio en el cual se
encuentran, fuerzas de deformacion y fuerzas ocasionadas el contacto con
particulas en el medio [30]. Las bacterias son capaces de responder ante estos
estimulos mecénicos y cuentan para ello con estructuras de naturaleza
principalmente proteica que generan una sefial bioquimica tras la percepcion de
dichos estimulos, actuando estas como sensores de fuerzas, fendmeno conocido
como mecanosensacion (o sensacion de superficie) (Figura 1) [31], [32]. Los

primeros experimentos sugerian que, de los apéndices bacterianos, el sensor que



detectaba el contacto con superficies era, en primera instancia, el Pili Tipo IV
(Type IV pili-T4P). ElI modelo correspondiente sugiere que la retraccion-
estiramiento del pili modula la interaccion de proteinas periplasmicas PilJ y PilA,
y estas a su vez modula la interaccion de proteinas periplasmicas PilJ y PilA, y
estas a su vez modulan la actividad de la proteina ChpA. En Gltima instancia, estas
activan a CyaB, una adenilato ciclasa que incrementa las concentraciones del

mensajero intracelular cAMP (adenosin monofosfato ciclico) [9].

Low High
==
Adhesion Surface sensing Surface adaptation
Forces Flagellar motor
Lifshitz-Van der Waals | Pilus machinery < Flagellar arrest
Hydrogen bonding -~ Surface molecules Pilus activation
Planktonic Electrostatic (—Envelope stress ‘
— Adhesins ~Mechanosensitive Pilus activation
Flagellum channels Virulence
Pili

N
2C D\ — v s ;. W

Seconds-minutes Minutes~hours

Figura 1. Esquema donde se presentan las principales etapas asociadas al desarrollo de
biofilm (adaptado de [32]).

Otros estudios han puesto de manifiesto el papel del flagelo polar como primer
sensor [10]. De acuerdo a este modelo, posterior a la sensibilizacion por el
contacto del flagelo y debidos mecanismos aun desconocidos, la actividad de
enzimas di-guanilato ciclasas (DGC) como SiaD, GebA y PA3177 son moduladas
Y, en consecuencia, ocurre un incremento en las concentraciones de otro
mensajero intracelular, el c-di-GMP (diguanilato monofosfato ciclico). La
proteina de superficie PilY1l también ha sido propuesta como transductor

mecanico [33].



b. Mecanotransduccion

Tras la mecanosensacién ocurre la mecanotransduccion (o adaptacion a
superficie), que son las respuestas de la bacteria ante los estimulos [32]. Esta
respuesta puede ser tan simple como una apertura de canales, o complejas vias de
sefializacion que resultan en la expresion de genes. El incremento en la
concentracion de moléculas mensajeras intracelulares tiene efectos en las etapas
posteriores de transmision de la sefial en el que participan diversas proteinas y
genes. Siguiendo el segundo modelo planteado en la seccién anterior, la
mecanosensacion debida al flagelo resulta en un incremento en la cantidad de c-
di-GMP al interior de Pseudomonas aeruginosa y posterior interaccion de este
con una proteina “efectora”, FImW. Después de la interaccion, FimW se
distribuye en los polos de la célula. Asi, se establece un gradiente de FimW dentro
de dicha célula que, tras la division celular, generan dos tipos de células: la célula
“madre” (que aun poseen el flagelo) y una célula “hija” (sin flagelo). Estas
Gltimas, al carecer de flagelo, interaccionan de manera mas prolongada con la

superficie, estimulando la sintesis y ensamblaje del T4P [10].

El contacto con la superficie y la tension que aparece tras la retraccion los T4P
formados estimula la actividad de la adenilato ciclasa CyaB, lo que a su vez
conlleva a un incremento en la concentracion de adenosin monofosfato ciclico
(CAMP) [9]. Este segundo mensajero se une al factor de transcripcién Vfr,
modulador de genes de virulencia (Figura 2) [34], [35]. Esto resulta en una
“retroalimentacion” en expresion del apéndice T4P, que es ensamblado y aumenta
en numero en esta etapa. EI mayor namero de T4P estimula la actividad de la

diguanilato ciclasa SadC, lo que eleva de manera “tardia” los niveles de c-di-GMP



[36]. Los procesos antes mencionados sugieren que existe una suerte de
“memoria”: sucesivas etapas de adherencia mediadas por el Pili Tipo I'V estimulan
la produccion de mas cAMP, generando células mejor adaptadas para la union

irreversible [37].

Etapas posteriores.

El mensajero intracelular c-AMP mencionado, unido al regulador Vfr, estimulan
la actividad de promotores de diversos genes y operones bacterianos, los cuales
permiten a Pseudomonas aeruginosa adoptar un fenotipo “asociado a biofilm”.

De entre dichos genes/operones destacan los siguientes:

e Operdn FimU-PilVXYZW1W2

El operon FimU-PilVWXYZW1W2 contiene genes que codifican la sintesis de
las pilinas menores, encargadas de iniciar la sintesis del T4P. Aunque se ha
demostrado que la actividad del promotor depende de la proteina AlgR,

también depende de la presencia de la proteina Vfr [35].

e Lask

La proteina Vfr también regula la actividad del promotor del gen lasR, el cual
contiene una secuencia de unién a dicha proteina [38]. La actividad de lasR
regula la actividad de una serie de genes, principalmente genes componentes

de sistemas de secrecion, proteinas secretadas y exopolisacaridos [39].

e Operon PaQa

El cAMP dirige la expresion de sistemas de secrecion 11y I11, que le permiten

a la bacteria la secrecion de proteinas con funciones diversas, entre ellas la de



virulencia [35]. El operon PaQa, codifica componentes alternativos del
sistema de secrecion de tipo 1, y se ha encontrado que la actividad de dicho

promotor se eleva tras el contacto de Pseudomonas aeruginosa con superficies

[9].
e Operén FIgBCDE

La expresion de los genes del operon FIgBCDE, que codifican componentes
del cuerpo basal del motor flagelar, estan regulados por FleQ, el principal
regulador de la biosintesis flagelar (FleQ ademas se une a c-di-GMP) [40]. En
un contexto de union a superficie, Vfr (tras la union con AMPc) reprime la

expresion de FleQ evitando la sintesis de dicho aparato flagelar [41].

El c-di-GMP sintetizado de manera “tardia” también regula la actividad de una
serie de promotores asociados a genes que participan en el cambio de fenotipo de
Pseudomonas aeruginosa a biofilm. Para esto, interacciona con una serie de
“efectores” (tales como FimW) y, gracias a un mecanismo de tipo alostérico,
puede modificar la estructura y la funcidn de estos [42]. Por este otro mecanismo

destaca la regulacion de:

e Operon PelABCDEFG

El polisacarido Pel es componente de la matriz extracelular [43]. Es
sintetizado por los genes del operdn pel. El factor transcripcional FleQ, uno
de los efectores del c-di-GMP, actlia como represor de la expresion del operon
pel. Tras la union de FleQ con c-di-GMP, el represor se disocia del promotor

permitiendo la expresidn de dicho operdn [44].



e Operon CdrAB

Los componentes de este operon se encargan de codificar una adhesina
extracelular (CdrA) que contribuye a la formacion de la matriz extracelular
del biofilm, y un transportador de membrana externa (CdrB). La expresién

este operodn es regulad por los niveles de c-di-GMP [45].

En adelante, se referira a los operones CdrAB, FIgBCDE, FimU-

PilVXYZW1W2, PelABCDEFG como Cdr, Flg, Fim y Pel, respectivamente.

cAMP/Vfr signaling pathway Flage llar aseewbly
[FQ | Flagellarbiosynthasis
[ Fi = Type 3 s cretion systerd
chyt | +p ST Type IV il
Chemose nsory system A Type 2 scretion system
a4} GMP sigraling pathw
[ al a
i RS O TP
|
WepR || SedC }
SiaD_J| TybB | | Pel polysaccharids biosymthesis
Roeh || MucR | | FleO
i Peld, PelB PeiC Pel0
cdi-GMP © #{ pelD | PelE | PelF |
Pel polysacchanide biosymthe sis
| Alginai bineuthesis
| g4 | Alginate biosyn
! Type IV pili
=
popc g

Y
4 Cyp fimbrise biosynthesis

Figura 2. Vias de sefalizacién mediadas por el mensajero intracelular CAMP (arriba) y
c-di-GMP (abajo) (adaptado de [46]).
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2.4 TRATAMIENTOS ANTI-BIOFILM

La gran informacion que se tiene de la biologia, el desarrollo, los mecanismos
moleculares subyacentes y métodos de prevencion/erradicacion de los biofilms ha
sido obtenida a partir de modelos tanto in vitro como in vivo. Los modelos in vitro
se suelen realizar sobre superficies de poliestireno de placas multipozo, o placas
Petri o de vidrio, donde se hace crecer la suspension bacteriana [8], aunque
también pueden ser realizados sobre superficies experimentales con propiedades
antiadherentes [47]. Para promover el crecimiento del biofilm, se usa tanto medios
minimos (M9 o M63) como medios “ricos” (LB 0 TSB) [48]. Al respecto, se ha
caracterizado el biofilm formado por suspensiones de Pseudomonas fluorescens

en medio TSB sobre superficies de poliestireno [49].

Los métodos/tratamientos dedicados a prevenir su crecimiento se pueden
categorizar en fisicos y quimicos. Respecto al primer grupo tenemos a los
limpiadores (pigs). Estos se aplican en ductos de gas, petroleo o agua, y la limpieza
se efectla mediante el ‘pigging’ que consiste en introducir en la tuberia un
dispositivo (Pipeline Inspection Gauge, ‘PIG’) que raspa las paredes internas
mientras es impulsado por el flujo en una operacion de limpieza [50].
Tratamientos fisicos alternativos involucran el uso de ultrasonido de alta potencia,
que produce cavitaciones, o pequefias burbujas que colapsan ejerciendo cientos de
atmosferas de presion [51]. Por otro lado, se ha demostrado que la luz ultravioleta
con longitudes de onda de alrededor de 296 nm es capaz de erradicar el biofilm
con mayor eficiencia que el tratamiento con antibioticos [52]. Respecto a los
métodos quimicos, podemos mencionar al método electroquimico de la proteccion

catédica, que puede mitigar el crecimiento de una sucesién ecoldgica basada en el
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intercambio rédox de la respiracién bacteriana con el metal [53]. Algunos
revestimientos costosos (brea, aluminio, zinc particulado, plomo, algunos
plasticos especiales, resina epdxida) también pueden dificultar la adherencia de
bacterias y con ello retrasar el crecimiento de biofilms [54]. Otro tipo de
tratamiento es el uso de biocidas, tales como compuestos sulfurados, halégenos,
0zono, perdxidos, etc. Ademas de sus variados costos, cada uno de ellos tiene un
rango de accion limitado, lo que obliga a conocer el componente biolégico que se
ataca, y también riesgos asociados para los operarios y para el material tratado

[50].

Una linea de desarrollo que emerge actualmente es la interferencia en la
sefalizacion inter e intracelular [55]. A diferencia de tratamientos biocidas (que
matan a las bacterias del biofilm), esta interferencia podria utilizar compuestos
que, por ser mas especificos, resulten en una menor toxicidad para otros
organismos. Ademas, los tratamientos no biocidas no someten a las bacterias a
una presion de seleccion que las lleve a elevados niveles de tolerancia o
resistencia, como si ocurre con los tratamientos antibidticos [12]. Se ha
demostrado que el ultrasonido de baja energia puede interferir con el crecimiento
de P. aeruginosa en biofilm y con su susceptibilidad a antibidticos [56]. Aungue
aun no se conoce el mecanismo por el cual el ultrasonido interfiere con la
sefializacion intracelular, hay pruebas de que la expresion de los genes se ve
alterada [57]. Recientemente, se ha verificado la influencia de la estimulacién
acustica no solo a nivel de la perturbacién de la estructura del biofilm, sino de la
produccién de mensajeros intracelulares [58], implicando esto una posible

regulacion de actividad de enzimas o expresion de genes.
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2.5 USO DE SISTEMAS REPORTEROS

Una estrategia para determinar la actividad de secuencias reguladoras de genes es
el uso de sistemas reporteros. Un sistema reportero consiste en dos componentes:
la secuencia reguladora (que puede ser un promotor 0 ‘enhancer’) y un gen
“reportero”, cuyo producto (una proteina) puede ser detectado e incluso
cuantificado, ya sea como actividad enzimética o propiedad éptica (fluorescencia,
emisién de luz visible) (Figura 3) [59]. El promotor puede ser inducible o ser
dependiente de factores endogenos de la célula en la que es introducido. Un
sistema reportero con este tipo de promotores los hace utiles para estudiar la
actividad de dicho promotor ante diferentes condiciones de crecimiento y
contextos. Los sistemas reporteros han sido utilizados para la visualizacion de la
estructura de los biofilms [60], asi como la actividad de promotores de interés en
diferentes etapas del crecimiento bacteriano [61]-[63]. Los sistemas reporteros
también han permitido la deteccion de compuestos inhibidores del Quorum
sensing (usando a Escherichia coli como cepa que contiene al reportero) [64]. Asi,
los sistemas reporteros aparecen como una alternativa interesante para el
monitoreo de la actividad de los promotores que participan en las vias de
sefializacion de biofilm, tanto en condiciones normales de crecimiento como

expuestos a diferentes tipos de estimulo.

Los genes reporteros que codifican proteinas fluorescentes (proteinas
fluorescentes) se caracteriza por su facilidad para ser cuantificados. Uno de los
genes reporteros mas utilizados es la Proteina Fluorescente Verde (Green
Fluorescent Protein, GFP), de la cual se han generado variantes con fluorescencia

mejorada y otros atributos [65]. Otra proteina fluorescente utilizada es mkate2,
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que cuenta con una emision cuyo pico se ubica en el rojo lejano [66]. La proteina
mkate2 ya ha sido utilizado como proteina reportera en ensayos de actividad de

promotores en P. aeruginosa [9].

native cell recombinant cell
promoter natural gene promoter reporter gene
ona = | - -
RNA /\/ %
P,

l

protein
endogenous

gene product

l
e **
*1* 3

|

Figura 3. Esquema de organizacién de un sistema reportero. Izquierda: contexto natural
de un promotor. Derecha: Fusidn de dicha secuencia reguladora con un gen reportero
cuyas capacidades pueden ser cuantificadas, como el GFP (Tomado de [67]).

En experimentos dedicados a evaluar la actividad de un promotor, es frecuente la
inclusion de un segundo reportero fusionado con un promotor cuya actividad no
varie en las condiciones experimentales, de manera que es utilizado de promotor
control [9]. Estos promotores permiten la normalizacion adecuada del promotor
“problema”. El promotor del gen rpoD, gen que codifica la subunidad sigma 70
de la ARN polimerasa de P. aeruginosa [68]-[70], ha sido utilizado como
promotor de normalizacién dado su caracter constitutivo en experimentos de

expresion de genes de bacterias adheridas a superficie [9].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los biofilms son dificiles de erradicar debido a que su matriz les provee una
barrera fisica, y estan fisiologicamente adaptados a subsistir ante condiciones
extremas de inanicion y toxicidad [18]. Su crecimiento sobre superficies
artificiales con una funcion en las actividades humanas y su erradicacion
representan un problema tanto técnico como econdémico [4], [5], [71]. Se ha
mencionado algunos de los enfoques méas importantes en la remocién de biofilms,
asi como las limitaciones de estos [50]. Por ello, se hace necesario el desarrollo

de nuevas estrategias destinadas a combatir el crecimiento de estas comunidades.

Respecto a los nuevos enfoques para la remocion de biofilms, se ha mencionado
a la interferencia de las vias de sefializacion [12]. La interferencia puede lograrse
mediante estimulos principalmente quimicos. Sin embargo, hay evidencias de
sefales intracelulares originadas por estimulos mecéanicos en la pared celular, que
podrian influenciar el compromiso de la célula al cambio de forma planctonica a
biofilm. Existen publicaciones que apoyan esta hipétesis [56], [57], con un modelo
de catéter, o sobre placas de cultivo y que demuestran un cambio transcriptomico.
Para evaluar el efecto que puedan tener los métodos sefialados, se hacen necesarias
herramientas sencillas que permitan realizar el monitoreo adecuado de dichas vias
(constituidas por secuencias regulatorias como los promotores y proteinas-
factores de transcripcion o efectores). Ante ello, el disefio de sistemas reporteros
que incluyan promotores que participen en estas vias de sefializacién y genes
reporteros asociados aparece como una alternativa razonable que podria ser

sencilla de monitorear.
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El presente proyecto tiene por objetivo determinar la actividad de 6 promotores
(del gen LasR y de los operones CdrAB, FIgBCDE, FimU-PilVXYZW1W2,
PelABCDEFG y PaQa, todos involucrados en la formacion del biofilm) de P.
aeruginosa ATCC® 10145™ en un modelo de biofilm de placa Petri de
poliestireno, utilizando un sistema reportero con proteinas fluorescentes, e
identificar aquellos promotores que muestran patrones de actividad diferencial
respecto de un modelo de crecimiento planctonico (ausencia de formacion de

biofilm).

I\V. JUSTIFICACION

Una vez identificados los promotores que muestren actividad diferencial en el
desarrollo de biofilms en el modelo aqui presentado, podremos usar este “’sistema”
(modelo en placa-plasmidos reporteros) como herramienta de cribado, pues
permitira evaluar de manera sencilla el efecto de estimulos quimicos (aditivos y/o
antibioticos) en el desarrollo de biofilms en Pseudomonas aeruginosa. Las
ventajas del uso de este sistema son su bajo costo y sencillez con la que se
obtendrian los resultados (medicion de fluorescencia). El sistema también podra
ser ubicado en distintos entornos (incubadoras, cabinas o exteriores) y montado
en equipos capaces de generar estimulos fisicos (ondas mecanicas). En este
sentido, resaltamos el caracter aplicado del sistema desarrollado aqui. Esto

contribuira a idear nuevas estrategias para lidiar con la formacién de los biofilms.

La ejecucion de esta propuesta establecera en nuestro laboratorio un modelo para
el estudio de biofilms con capacidad de entregar informacion sobre su expresion
genética, y con ello el afianzamiento de una linea de investigacion iniciada el

2019. Asi, esta tematica podra ser estudiada a mayor profundidad gracias al uso
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de técnicas sistémicas como la transcriptomica o el uso de microscopia de

fluorescencia.

Los biofilms representan un problema para la industria mundial en general y el
Per( no esté exento de ello. Nuestro pais se beneficiara con el desarrollo de este

tipo de tecnologias, pues abre un abanico de potenciales aplicaciones futuras.
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V.

OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer patrones de expresion de la actividad de seis promotores (del gen LasR
y de los operones Cdr, Flg, Fim, Pel y PaQa) involucrados en la formacion de
biofilm en Pseudomonas aeruginosa en dos modos de crecimiento (biofilm y
planctdnico), e identificar aquellos promotores que muestran patrones de actividad

diferencial entre estos modos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar 6 genes involucrados en la formacion de biofilms en Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ y los promotores asociados a estos.

Disenfar sistemas reporteros: plasmidos reporteros con unidades transcripcionales
constituidas por los promotores seleccionados y proteinas fluorescentes
reporteras.

Evaluar la estabilidad, la emision de sefial y el efecto en el crecimiento bacteriano
de P. aeruginosa ATCC® 10145™ de los sistemas reporteros disefiados.

Medir la actividad de los promotores en funcién al tiempo, en modo de
crecimiento biofilm) y planctonico.

Identificar aquellos promotores con patrones de expresion diferencial entre estos

dos modos de crecimiento.
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VI.

MATERIALES USADOS

6.1 PLASMIDOS Y CEPAS

Cepas.

Las siguientes cepas fueron utilizadas:

Escherichia coli NEB Stable® (adquirida de New England Biolabs) fue utilizada
para propositos de clonacion de plasmidos reporteros.

La cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ fue donada amablemente por
la Mg. Ruth Cristobal y fue utilizada para los ensayos de actividad de los

promotores.

Plasmidos.

El plasmido pCdrA_GFPc fue adquirido de Addgene (MA, USA), y sirvié de base
para la construccion del resto de plasmidos.

El plasmido pUCP20 fue obtenido tras la digestion de pCdrA_GFPc con el enzima
de restriccion Notl y su posterior auto-ligacion. Este fue utilizado como control
(Figura 4).

Los plasmidos “reporteros” fueron sintetizados por Genscript® (NJ, USA)

tomando como base el pCdrA_GFPc en dos pasos (Figura 4):

e insercion del fragmento Sapl -RpoD-mkate2-Terminador — Hindl1l (1748 bp)
entre los sitios Sapl y Hindlll de pCdrA_GFPc (dando como origen al primer

plasmido reportero pUCP20-pCdrA_GFPc-RpoD_mKate2).
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/
Digestion con Notl
6638 bp 4671 bp
B ———
{2202 Noti (2)
4408 Sapl (1) 2ota Eoonan)
4169 Noti (2)
2466 Sphi (1)
3183 Hindll (1) 2202 Noti (1)
pCdrA_GFPc pUCP20

Digestién con Saply Hindlll

Ligacién confragmentos lineal:
Sap!-RpoD-mkate2-Terminador— Hind!li (1748 bp)

C 7279 bp

5049 Sapi m"\\ 2212 EcoR) (1)
N

2466 Sphl (1)
3183 Hindlll (1)

pUCP20-pCdrA_GFPc-RpoD_mKate2

Digestion con EcoRly Sphl

Ligacidn con fragmentos lineales de promotores:
EcoRi-LasR—-Sphi

EcoRI-Flg -Sphi

EcoRI-Fim-Sph!

EcoRi-PaQa -Sphi

EcoRI-Pel -Sphi

pUCP20-pLasR_GFPc-RpoD_mKate2
pUCP20-pFigB_GFPc-RpoD_mKate2
EI pUCP20-pFimU_GFPc-RpoD_mKate2
pUCP20-pPaQa_GFPc-RpoD_mKate2
pUCP20-pPelA_GFPc-RpoD_mKate2

Figura 4. Obtencion de plasmidos utilizados en este trabajo. A) pCdrA_GFPc, B)
pUCP20, C) pUCP20-pCdrA_GFPc-RpoD_mKate2 y D) Resto de plasmidos reporteros.
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e remplazo del fragmento correspondiente al promotor CdrA (flanqueado por
los sitios de restriccion EcoRI1 y Sphl) por los fragmentos correspondientes a
los promotores Fim (196 bp), Flg (250 bp), Las (322 bp), PaQa (498 bp) y Pel

(479 bp). Esto dio origen a los otros 5 reporteros (Figura 4):

o pUCP20-pFimU_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operén Fim),
o pUCP20-pFlgB_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operdn Flg),

o pUCP20-pLasR_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del gen LasR),

o pUCP20-pPaQa_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operén PaQa),

o PpUCP20-pPelA_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operdn Pel).

6.2 REACTIVOS QUIMICOS

Se utilizo Loading Dye 6X (ThermoFisher), Marcador de Peso Molecular (Gene
Ruler 1Kb DNA Ladder Plus), Agarosa (Cleaver Scientific Ltd), Bromuro de
Etidio (ThermoFisher), Agua ultrapura, GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(ThermoFisher), Enzima de Restriccion Notl (New England Biolabs). Medio LB,
Miller (Luria-Bertani) (Difco), Medio M9 5X (Sigma), Glucosa (Merck), Cas-

aminodcidos (Difco).
6.3 MATERIAL DE LABORATORIO Y EQUIPOS
a. Material De Laboratorio.
Tubos de centrifuga de polipropileno de 15 y 50 mL, Placas Petri de poliestireno

de 60 mm de diametro, Placas Multipozo de poliestireno con base plana (SPL

Lifesciences), Tubos de vidro de 16x100 mL.
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b. Equipos.
Incubadora MRC, Electroporador BTX ECM 399, Centrifuga Sorvall, Cabina de

Flujo de Bioseguridad Baker, Lector de Placas Infinite® 200PRO (TECAN).
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VIlI. METODOLOGIA

7.1 DISENO DEL SISTEMA REPORTERO

a. Promotores
Se realiz6 una busqueda de la literatura para identificar los promotores de genes
u operones que controlen la generacién de productos involucrados en ciertas
etapas de biofilm. Se identifico un total de 5 promotores en P. aeruginosa: del gen
LasR (regulador del quorum sensing) [38] y de los operones PaQa (operon de la
secrecion de tipo 111) [9], Pel (operdn del polisacarido Pel, constituyente de la
matriz) [72], Flg (operon que expresa proteinas estructurales flagelares) y Fim
(proteina estructural constituyente de las fimbrias). EIl promotor del gen RpoD,
cuya actividad ha sido reportada como constitutiva, fue elegido para la
normalizacion de la actividad de los otros promotores [9]. Finalmente, se realizo
la busqueda de las secuencias de los promotores identificados y seleccionados en
la base de datos de genomas de Pseudomonas (Pseudomonas Genome Database)

[73].

b. Genes Reporteros
GFPmut3 (también conocida como GFPc, Proteina Fluorescente Verde — variante
mut3) y mKate2 (Proteina Fluorescente Roja) son proteinas fluorescentes con
espectros de absorcion y emisién conocidos. Para su eleccion, se tomo en cuenta
la diferencia de espectros de emision, asi como su tiempo de maduracién similar.
Estos criterios permiten obtener estimaciones adecuadas de la determinacion de la

actividad de los promotores [74].
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c. Constructos
Los mapas de los sistemas reporteros (plasmidos incluyendo los constructos
promotor-gen reportero) fueron disefiados en SnapGene Viewer uniendo las
secuencias de los promotores con la secuencia codificante (CDS) de la proteina
GFPmut3. Estos mapas fueron enviados digitalmente a la empresa Genscript®. El
plasmido pCdrAGFPc fue enviado en Genscript® dispensado en papel filtro

Whatman ® y recubierto con papel aluminio.

7.2 TRANSFORMACION DE Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ CON

LOS PLASMIDOS REPORTEROS.

a. Procesamiento De Plasmidos.
Los plasmidos sintetizados por Genscript® fueron enviados a nuestro laboratorio
en estado liofilizado. Estos liofilizados fueron suspendidos en agua ultrapura y su
concentracion fue llevada a 10 uM. A partir de esta suspension se prepard una
nueva dilucién en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Estas suspensiones se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. Luego, estos plasmidos fueron transformados
en la cepa E. coli NEB Stable ® a partir de la cual se prepararon los stocks en

glicerol. Estos fueron almacenados a - 80 °C.

b. Preparacion De Competentes
La preparacion de células competentes de Pseudomonas aeruginosa ATCC®
10145™ se realiz6 por el método rapido que involucra sucrosa y que ha
demostrado alta eficiencia en Pseudomonas aeruginosa [75]. En breve, se pico

una colonia de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ a partir de una placa
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con agar-LB y se sembr6 en 10 mL de medio LB y se incub6 a 37 °C en agitacion
constante de 200 RPM durante 16-18 horas. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con Sucrosa 300 mM. Finalmente, se resuspendié en 100 pL de la misma
solucion. En este estado, las células estan listas para ser transformadas (estado de
competencia). Todos los procedimientos fueron realizados en frio manteniendo

los tubos en hielo.

Transformacion

La transformacion de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Choi [75]. En breve, se inicié mezclando 50-
100 ng de ADN plasmidico con 80 uL de celulas competentes. Se vertio esta
mezcla a una cubeta de electroporacion y se aplico 1800 kV de pulso.
Posteriormente, las celulas se recuperaron en 1 mL de medio LB y se incubd en
agitacion a 37 °C durante 2 horas. Finalmente, 200 pL de esta suspension se
esparcieron en placas con medio solido agar LB + Gentamicina 40 ug/mL y se

incubd a 37 °C durante 16 horas.

Identificacion De Transformantes

Una 0 mas colonias de las placas transformantes de Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 10145™ se seleccionaron al azar y fueron cultivadas en medio LB a 37
°C durante 18-20 horas a 220 RPM de agitacion. Tras esto, se tomaron alicuotas
de 1 mL y se lavaron dos veces con medio M9 1X. Los pellets resultantes fueron
fotografiados bajo luz azul (450-495 nm de longitud de onda aproximada) para

tener un registro visual de la actividad de promotores en los reporteros. Tras la
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documentacion fotografica, se realizd una suspension final en medio M9 1X para
cada cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con los
plasmidos reporteros. Estas suspensiones fueron sometidas a un barrido de
emisién luego de ser expuestas a luz de las siguientes longitudes de onda: 475 nm
para GFPmut3 y 575nm para mKate2. Se incluyé un control Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ sin transformar y otra transformada con el plasmido

“control” pUCP20.

7.3 REGISTRO DEL CRECMIENTO DE P. aeruginosa TRANSFORMADA Y

EXPRESION DE GENES REPORTEROS

Las siguientes caracteristicas fueron determinadas a partir de datos de cultivos en
medio minimo M9 1X suplementado con glucosa al 1% en placa multipozo
durante 24 horas a 37 °C, sin agitacion (reposo). Fueron monitoreados tanto la
absorbancia a OD 570 nm, emisidn de la fluorescencia de GFPmut3 (Ex: 475 nm;
Em: 520 nm) y emision de la fluorescencia de mKate2 (Ex: 575 nm; Em: 635 nm)
con ayuda del lector de microplacas Infinite® 200PRO (TECAN). Los datos
fueron recolectados utilizando el software Magellan® (mediciones realizadas

cada hora). Cada tratamiento fue realizado por triplicado.

a. Efecto de los plasmidos sobre el Crecimiento Bacteriano
El efecto de los plasmidos reporteros en el crecimiento bacteriano fue
determinado midiendo la absorbancia a 570 nm de cultivos bacterianos de

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformados con los plasmidos
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reporteros, plasmidos vacios y sin transformar en funcion al tiempo (mediciones

cada hora).

b. Emision De Fluorescencia mKate2 Normalizada En Cultivo
La emision de fluorescencia mKate2 normalizada fue determinada calculando la
proporcién entre la fluorescencia de mKate2 (actividad del promotor RpoD) y la
absorbancia a 570 nm tanto para Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™
transformada con los plasmidos reporteros, plasmidos vacios y sin transformar en
funcion al tiempo (mediciones cada hora). A los datos de fluorescencia mKate2 y

absorbancia a 570 nm se les resto el de los controles (medio sin bacteria).

c. Emision De Fluorescencia GFPmut3 Normalizada En Cultivo
La emision de fluorescencia GFPmut3 normalizada fue determinada calculando
la proporcidn entre la fluorescencia de GFPmut3 y la absorbancia a 570 nm, tanto
para Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos
reporteros, plasmidos vacios y sin transformar en funcion al tiempo (mediciones
cada hora). A los datos de fluorescencia GFPmut3 y absorbancia a 570 nm se les

resto el de los controles (medio sin bacteria).

7.4 EL MODELO DE BIOFILM EN PLACA PETRI

La evaluacién de la actividad de los promotores fue determinada a partir de
cultivos de P. aeruginosa ATCC® 10145™ (transformadas con los 6 plasmidos)

en medio LB. Dicha actividad fue determinada para dos modos de crecimiento.
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Modo de crecimiento biofilm: Para establecer la formacion del biofilm, se
procedi0 de manera similar a lo reportado por Angarano et al. (con
modificaciones, detallado en los apartados “c” y “d”) [49]. Denominamos biofilm
a la formacion de células adheridas en el fondo de un cultivo estético (sin

agitacion) en placa de poliestireno.

Modo de crecimiento Planctonico: Para fines comparativos, establecimos el
Modo de Crecimiento Planctonico, que corresponde a células creciendo en

cultivos en agitacion a 220 RPM (en tubos de 16x100 mm).

Sembrado del Preindculo

Un grupo de colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™
transformada con el plasmido reportero correspondiente fue sembrado a partir de
placas en 10 mL de medio LB e incubado a 37 °C en agitacion constante de 200

RPM durante 16-18 horas.

Procesamiento del Preinoculo

Se tomd 1 mL del preindculo crecido y se trasvaso a un tubo de microcentrifuga.
Se centrifugd a una velocidad de 16000 g durante 90 segundos, tras lo cual se
descart6 el sobrenadante y los agregados extracelulares visibles. El pellet celular
fue suspendido en 1 mL de medio minimo M9 1X y nuevamente centrifugado a
16000 g durante 90 segundos, y se volvid a descartar el sobrenadante (este paso
fue repetido una vez mas). Finalmente, el sobrenadante fue suspendido en 1 mL
de medio M9 1X, tras lo cual se realiz6 la medicion de la turbidez (absorbancia a
570 nm), la fluorescencia verde (Ex: 475 nm; Em: 520 nm) y la fluorescencia roja

(Ex: 575 nm; Em: 635 nm).
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C.

Preparacion del Mix de Siembra y Sembrado.

Se diluyo la solucion obtenida en el paso anterior en un tubo de polipropileno con
medio LB hasta una absorbancia de 0.082 medidos a 570 nm (mix de siembra).
Luego, 5 mL de este mix de siembra fue sembrado por triplicado en:

a) placas Petri de poliestireno de 60 mm de diametro (SPL Life Sciences) (para el
modo de crecimiento biofilm)

b) tubos de centrifuga de poliestireno de 15 mL (para el modo de crecimiento

Planctdnico).

Incubacion

Las placas Petri fueron incubadas a 37 °C en condiciones ‘“estaticas” (Sin
agitacion), mientras que los tubos de poliestireno de 15 mL fueron incubados
también a 37 °C en agitacion a 220 RPM (Figura 5). Los tiempos de incubacién
fueron 3, 24y 48 horas. Luego de los tiempos de incubacion correspondientes, se
retiraron tanto las placas como los tubos de la incubacién y se llevaron la cabina

de bioseguridad para su procesamiento.

Procesamiento de Cultivos en Placa (Modo de Crecimiento Biofilm)
Para los cultivos en placa, el sobrenadante (medio en la columna de liquido) fue
descartado por inversion. La formacion (biofilm) [49] de células adheridas pre-

enjuagadas permanecen en el fondo de la placa (Figura 5).

ENJUAGUE. Se agreg6é 5 mL de medio M9 1X a la placa, para diluir-remover
restos del sobrenadante presentes en el biofilm del fondo de la placa. Luego se

descart6 el medio agregado por inversién. Llamamos a esto formacion de células

29



adheridas- enjuagadas. En este punto, se tomaron las fotografias

correspondientes para la documentacion (Figura 5).

REMOCION DE FORMACION CELULAS ADHERIDAS - ENJUAGADAS
(BIOFILM). La formacion células adheridas-enjuagadas fue removida del
fondo de la placa por pipeteo usando 1 mL de medio M9 1X. Luego, esta fue
trasvasada a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se centrifugé a 16000 G
durante 90 segundos. Finalmente se descartaron tanto el sobrenadante como los
agregados extracelulares. Se realizo una suspension final en M9 1X (Figura 5).

Esta suspension fue llevada a medicion.

Procesamiento de los Cultivos en Agitacion (Modo Planctonico).

Se tomaron volimenes de 1 mL de los cultivos en tubos en los puntos de tiempo
considerados (3, 24 y 48 horas) y fueron trasvasados a tubos de microcentrifuga
de 1.5 mL. Se realizaron dos lavados con medio M9 1X y una suspension final en

el mismo medio. Esta suspensidn fue llevada a medicidn.

Medicion

Las suspensiones resultantes fueron sometidas a medicion de absorbancia a 570
nm, emisién de la fluorescencia de GFPmut3 (Ex: 475 nm; Em: 520 nm) y emision
de la fluorescencia de mkate2 (Ex: 575 nm; Em: 635 nm) con ayuda del lector de
microplacas Infinite® 200PRO (TECAN). Los datos fueron recolectados
utilizando el software 1-Control® y exportados en formato Excel. Se incluyd un
control (Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con un

plasmido pUCP20).
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A) Sembrado inicial y formacion de Células Adheridas

Mix de Siembra
(Resuspension
bacterianaa 0,5
McFarland)
Descarte de
sobrenadante por
inversion
Sembrado
INCUBACION 3 2
Formacion de Células
37°C—-(324y48h
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B) Enjuague de Células Adheridas
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sobrenadante
_— — — _—
¥
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Células Adheridas Resuspension Medicion
Enjuagadas en M9 1X

Figura 5. El modelo de biofilm en placa Petri. Se muestran los procesos de A) Sembrado
inicial y formacion de Células Adheridas, B) Enjuague de Células Adheridas y C) Remocion
de Células Adheridas y medicion de turbidez y fluorescencia de células adheridas (biofilm).



7.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES

a. Estimacion de la Contribucién Intrinseca a la Emisién a 520nm.
La contribucidn intrinseca a la emision de fluorescencia a 520 nm fue calculada
utilizando los valores de emision a dicha longitud de onda de Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con pUCP20. Se elabord una curva
de calibracion entre la emision a 520 nm y la absorbancia de la suspension
bacteriana (absorbancia a 570 nm). Esta curva de calibracion fue realizada para
cada punto de tiempo (3, 24 y 48 horas) y cada modo de crecimiento (biofilm y

planctonico).

b. Actividad de los Promotores
La actividad de los promotores CdrA, LasR, Flg, Fim, PaQa y Pel fue calculada
como la proporcion entre la emision de fluorescencia a 520 nm (fluorescencia de
GFPmut3) y la absorbancia de la suspension bacteriana (absorbancia a 570 nm).
Esto fue realizado para cada punto de tiempo (3, 24 y 48 horas) y cada modo de

crecimiento (biofilm y plancténico).

7.6 TRATAMIENTO DE DATOS

a. Gréficas
Las gréaficas fueron realizadas usando la libreria Matplotlib y ejecutados en el

entorno Spyder.
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b. Analisis Estadistico
El anilisis estadistico fue realizado utilizando el paquete STATA® 17.0
(StataCorp). Las pruebas estadisticas utilizadas fueron 1) Kruskall-Wallis,
aplicada en la Figura 13, seguida de la prueba de Dunn para detectar diferencias
respecto al control y 2) U de Mann-Whitney para las figuras 17, 18, 19, 20, 21, 22

y 33. El nivel de significacién considerado es de p < 0.05.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 DISENO DE SISTEMAS REPORTEROS

El esquema general del pldsmido y la ubicacion y direccion de tanto los
promotores como los genes reporteros correspondientes se muestran en la figura

6. Los mapas de los plasmidos reporteros disefiados (6) se muestran en el ANEXO

1.

Genes de Resistencia

Ve Promotorasociado a Biofilm

Reportero GFPc (GFPmut3)
Reportero mKate2

Figura 6. Esquema general del plasmido con el sistema reportero.

8.2 TRANSFORMACION DE Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™
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Previo a la transformacion con los plasmidos reporteros, se llevo a cabo la
determinacion de concentraciones inhibitorias del antibiotico gentamicina en
cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ creciendo en medio
solido. Se determind que dicha concentracion para gentamicina fue 40 pg/mL
(luego de 24 horas de crecimiento, no se encontraron colonias). Esta
concentracion fue utilizada para la identificacion de bacterias transformantes.
Imagenes de placas con dichas bacterias se muestran en la Figura 30-ANEXO 9.2.
Los resultados de deteccion de emision de fluorescencia tanto de GFPmut3 como
de mkate2 determinados a partir de cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC®
10145™ transformados con los plasmidos reporteros se muestran en la Tabla 1.

Imégenes de los pellets correspondientes se muestran en la Figura 7.

Tabla 1. Mediciones de fluorescencia GFP y de mKate2 de las Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ transformado con plasmido.

ATCC10145 transformado con: GFP mKate2
PUCP20 1080 27
PUCP20-pCdrA_GFP-RpoD_mKate2 11233 1833
PUCP20-pFimU_GFP-RpoD_mKate2 2575 852
PUCP20-pFlgBCDE_GFP-RpoD_mKate2 | 2342 637
PUCP20-p/ »-_GFP-RpoD_mKate2 6433 1047
PUCP20-pPaQa_GFP-RpoD_mKate2 1491 408
PUCP20-pPelA_GFP-RpoD_mKate2 1873 1499
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pUCP20 CdrA PelA

FigBCDE PaQa FimU

Figura 7. Visualizacion de pellets bacterianos de fas Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145 transformadas con los plasmido reporteros. Los pellets fueron iluminados con luz
azul (lambda = 450-495 nm). Se incluye control (pUCP20).

Los espectros de emision de las muestras arriba consideradas se muestran en el
ANEXO 9.3. Se observa claramente que los espectros de las muestras de emision
se asemejan a los de la proteina GFPmut3 [65]. Es importante mencionar que
existe una contribucion “intrinseca” a la emision de fluorescencia a 520 nm muy
significativa de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con el
plasmido “vacio” (pUCP20), al compararla con las cepas transformadas con los
plasmidos reporteros (ANEXO 9.3 Figura 31). Respecto a la identificacion de la
proteina mkate2, la Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con
los plasmidos reporteros generé espectros de emision bastante similares a los
reportados para la proteina mkate2 [66]. En este caso, la muestra de bacteria
transformada con el plasmido “vacio” (pUCP20) dio lecturas bajas comparada con

las muestras de bacteria transformadas (ANEXO 9.3 Figura 32).
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8.3 CARACTERIZACION DE LOS PLASMIDOS REPORTEROS DURANTE EL

CRECIMIENTO BACTERIANO

a. Efecto de Plasmidos Reporteros en el Crecimiento Bacteriano

El efecto del plasmido en el crecimiento bacteriano (medido como absorbancia a
OD570nm) se muestra en la Figura 8. Se puede apreciar que las curvas de
crecimiento de las bacterias transformadas son muy similares entre si, comparadas
con las bacterias sin transformar y la bacteria transformada con el plasmido
pUCP20. Las curvas correspondientes a bacterias transformadas con reporteros de
los promotores CdrA y LasR muestran un menor crecimiento en fase estacionaria.
Esto es debido a que estos datos provienen de un ensayo realizado en 100 uL de
cultivo. A pesar de esto, observamos que presentan las etapas tipicas de un cultivo

bacteriano (etapas exponencial y estacionaria).

La emisién de fluorescencia a 520 nm (correspondiente a GFPmut3) fue
monitoreada y los resultados se observan en la Figura 9. De manera llamativa, se
observa que la emision de tanto la P. aeruginosa ATCC® 10145TM sin
transformar como la transformada con el plasmido pUCP20 (controles) muestran
una tendencia creciente en funcion al tiempo (Figura 8). Los promotores PaQa y
Pel muestran valores de emisién muy similares a los controles, mientras que Flg
y FimU muestran valores ligeramente mayores. LasR presenta una tendencia
creciente, no significativamente diferente de los controles, mientras que el
promotor CdrA si muestra valores de emisidn significativamente mayores a los

controles.
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Figura 8. Efecto de los plasmidos reporteros en el crecimiento bacteriano (medido como
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Absorbancia a 570 nm) de bacterias transformadas. Los promotores correspondientes A)

CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada gréafica incluye curvas de
crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y transformada con el plasmido

“control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con los reporteros CdrA y LasR
fueron realizados en 100 pL, mientras que con los otros 4 reporteros en 200 L.
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Emision de Fluorescencia a 520 nm (RFUs)
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Figura 9. Emision de Fluorescencia a 520 nm (correspondiente a GFPmut3) de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos reporteros
en funcion al tiempo. Los promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D)
Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada gréfica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin
transformar (ATCC10145) y transformada con el plasmido “control” (ATCC10145 +
pUCP20) Nota: los cultivos con los reporteros CdrA 'y LasR fueron realizados en 100 pL,

mientras que con los otros 4 reporteros en 200 pL.

La emisién de fluorescencia a 635 nm (correspondiente a mkate2) muestra una

tendencia creciente aproximadamente hasta las 3 horas para los promotores PaQa,




Emision de Fluorescencia a 635 nm (RFUs)

PelA, LasR y FimU, mientras que esta tendencia es hasta las 5 horas para los
promotores CdrA y LasR. A partir de estos puntos, la fluorescencia es

aproximadamente constante (con una ligera caida hacia las 24 horas) (Figura 9).
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Figura 10. Emision de Fluorescencia mkate2 (a 635 nm) de Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos reporteros en funcion al tiempo. Los
promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada
grafica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y
transformada con el plasmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con
los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 pL, mientras que con los otros 4
reporteros en 200 pL.
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Proporcidn Emisiéon-GFPmut3/0D570 nm

b. Emision de la Fluorescencia GFPmut3 Normalizada
La emision de la fluorescencia GFPmut3 respecto a la absorbancia a 570nm
(GFPmut3/0D570nm) de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™

transformada con los plasmidos reporteros en funcion al tiempo se muestra en las

Figura 11.
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Figura 11. Proporcion de Fluorescencia GFP/OD570nm de Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos reporteros en funcion al tiempo. Los
promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada
grafica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y
transformada con el plasmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con
los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 pL, mientras que con los otros 4
reporteros en 200 pL.
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Para los promotores PaQa, Pel, Fim y Flg existe una tendencia creciente en
funcién al tiempo. De manera llamativa, la proporcion GFPmut3/OD570nm para
el cultivo con bacteria transformada con pUCP20 y sin transformar da valores
muy similares entre si y similares a los otros promotores. Por otro lado, para CdrA
y LasR; la proporcion GFPmut3/OD570nm es mayor comparada a la del resto de

promotores y los controles.

Emision de la Fluorescencia mKate2 Normalizada

La emision de la fluorescencia de mKate2 respecto a la absorbancia a 570nm
(mKate2/0D570nm) de P. aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con los
plasmidos reporteros en funcidn al tiempo se muestra en las Figura 12. Todos los
promotores exhiben una proporcion con tendencia decreciente en funcién al
tiempo, aunque que para CdrA y LasR existe un pico en la proporcion, alrededor
de las 3 horas para LasR y de las 4 horas para CdrA. Posterior a esto la proporcion
mKate2/OD570nm de LasR es aproximadamente la misma que para los otros
promotores. Para CdrA, la tendencia decreciente es similar, aunque con valores
de proporcion ligeramente mayores que los de los otros promotores. Para los
cultivos de P. aeruginosa sin transformar, asi como transformados con pUCP20,

la proporcion mKate2/OD570nm muestra valores similares practicamente nulos.
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Proporcién Emision-mkate2/OD570 nm

6000
—— ATCC10145 —— ATCC10145
5000 1 ATCC10145 + pUCP20 ] ATCC10145 + pUCP20
ATCC10145 + CdrA ATCC10145 + LasR
4000 A
3000 4
2000 A
1000 4
04 EO-E-Ef A - 1 - - -
C) D)
6000
—— ATCC10145 — ATCC10145
5000 4 ATCC10145 + pUCP20 ] ATCC10145 + pUCP20
ATCC10145 + Flg —— ATCC10145 + Fim
4000 A
30007 1 M
2000 A 1
1000
0 - 1T -1 -1 -1 B A A AN A AN AN ARATANARARANATANANANARARANA]
E) F)
6000
—— ATCC10145 —— ATCC10145
5000 ATCC10145 + pUCP20) | ATCC10145 + pUCP20
ATCC10145 + PaQa —— ATCC10145 + Pel
4000 A
% 1 ".i“*‘“ii.m
2000 1
1000
0 - - - - - - -1 EASARASARARARATATANARARATARARARARASARARANARARARAI
0 4 g 12 16 20 24 0 a 8 12 16 20 24

Tiempo (horas)

Figura 12. Proporcion de Fluorescencia mKate2/OD570nm de Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos reporteros en funcion al tiempo. Los
promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada
grafica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y
transformada con el plasmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con
los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 uL, mientras que con los otros 4
reporteros en 200 pL.
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8.4 EL MODELO DE BIOFILM EN MEDIO LB

a. Comparacion en la Emision de Fluorescencia a 520 nm Normalizada en Medios
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Figura 13. Comparacidn entre la emision de fluorescencia a 520 nm normalizada respecto
a la absorbancia a 570 nm (Proporcién Emisién a 520 nm/OD570nm) de cultivos de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con los plasmidos reporteros y
el plasmido vacio (pUCP20) en dos medios diferentes. A) Cultivos en M9 1X (puntos
azules) B) Cultivos en medio LB (puntos amarillos). En este mismo panel se muestran las
emisiones en M9 1X del panel superior para fines comparativos. Los simbolos ‘**’
indican diferencias estadisticas significativas respecto al control (pUCP20) (n > 3, **p <

0.05).
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La proporcion de la emision a 520nm/OD570nm en cultivos de Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con el plasmido vacio (pUCP20-
control) y plasmidos reporteros en medios M9 1X se muestra en la Figura 13A.
Una comparacién con las emisiones normalizadas en el medio LB se observa en

la Figura 13B.

Caracterizacion de Preinéculos: Actividad del Promotor RpoD y Promotores

CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim.

La actividad del promotor de rpoD de los preinoculos fue determinada como la
proporcion entre la emision de fluorescencia a 635 nm sobre la absorbancia a 570
nm (OD570 nm). Estos valores fueron obtenidos para cada promotor y los
resultados se muestran en la Figura 14. Se observa que las proporciones adoptan
valores de alrededor de 1000 para todos los promotores. Sin embargo, se aprecian
algunos valores atipicos, de 4000 y 5000 en el caso de las bacterias portando los
promotores PaQa, Flg, y Fim. Para los ensayos, no se consideraron estos valores

atipicos.
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Figura 14. Proporcién emision de fluorescencia a 635 nm (mKate2)/OD570nm segin
promotores para cultivos de P. aeruginosa ATCC® 10145™ transformadas con los
plasmidos reporteros. A los valores netos de fluorescencia mkate2 se le resté el valor
del control (bacteria transformada con plasmido pUCP20 “vacio”). Las lineas
horizontales corresponden a las medianas de los datos.

La actividad de los promotores CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim de los
preindculos correspondientes fueron determinados por la proporcion entre la
emision a 520 nm (Emisién asociada a GFPmut3) normalizada respecto tanto
a 1) la absorbancia a 570 nm (OD570 nm) de la suspension como 2) respecto
a la emision de fluorescencia a 635 nm (mkate2). Ambos métodos de
normalizacién muestran un patron similar para cada promotor (Figura 15A),

mostrando ademas una buena correlacién entre si (Figura 15 B).
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Figura 15. Comparacion entre normalizacion de la actividad de los promotores
(fluorescencia a 520 nm) respecto a la absorbancia a 570nm (OD570nm) y mkate2.
A) Normalizaciones segin promotor. Los puntos amarillos corresponden a
normalizaciones respecto a OD570nm (unidades en eje vertical izquierdo). Los
puntos verdes corresponden a normalizaciones respecto a mkate2 (unidades en eje
vertical izquierdo). Las lineas horizontales representan las medias aritméticas
correspondientes. B) Correlacién entre ambos tipos de normalizacion
(GFP/OD570nm y GFP/mkate2). Se muestra la recta de regresion correspondiente.
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C.

Descripcion del Biofilm formado Placas Petri de Poliestireno tras los Tiempos

de Incubacion de 3, 24 y 48 horas de Incubacion.

Tabla 2. Imégenes del biofilm formado por Pseudomonas aeruginosa ATCC®

10145™ en placas Petri de poliestireno.

Tiempo de

L Imagen de referencia
Incubacion

Descripcion de la formacion

encontrada

0 horas.

No se observan
formaciones

3 horas.

Formacion laminar de
apariencia blaquecina.
Consistencia: resistente a
la fragmentacion por

pipeteo.

24y 48

horas.

Formacion laminar de
apariencia transparente.
Consistencia: Poca
resistencia a la
fragmentacion por

pipeteo.
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8.5 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES

a. Determinacion de la contribucion intrinseca a la fluorescencia de Pseudomonas

aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con el plasmido pUCP20.

Durante la evaluacion del barrido de fluorescencia de la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con el plasmido pUCP20, se
encontrd que su patron de emision a 520 nm muestra un maximo a la misma
longitud de onda que la proteina GFPmut3 (Figura 31 — ANEXO 13.3). Para
conocer la magnitud de esta contribucion “intrinseca” a la fluorescencia a 520
nm en el modelo de biofilm, se realizé una curva de calibracion entre esta
“emision de fluorescencia intrinseca” de Pseudomonas aeruginosa ATCC®
10145™+ pUCP20 en funcion a la absorbancia 570 nm (OD570nm). Esto fue
realizado para los puntos de tiempo considerados en nuestros ensayos (3, 24 y
48 horas) y en ambos modos de crecimiento (biofilm y plancténico). Los
resultados se muestran en el Figura 34 (ANEXO 13.6). Se observa que, para
cada punto de tiempo, las pendientes de las rectas de regresion son diferentes
tanto en las bacterias creciendo en modo plancténico como en biofilm. En el
modo de crecimiento planctonico, hay una tendencia creciente de la pendiente
(Figura 34A ANEXO 13.6) mientras que en el modo de crecimiento de biofilm
existe un incremento en el valor de la pendiente a las 24 horas, y una caida a

las 48 horas (Figura 34B ANEXO 13.7).
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b. Actividad de RpoD en modelo de placa en funcién al tiempo (0, 24 y 48 horas

de crecimiento).

La actividad del promotor rpoD, medido como la proporcion de la
fluorescencia de mKate2 respecto a la absorbancia a 570 nm (OD 570nm), fue
calculada para bacterias en modo de crecimiento plancténico (proveniente
de cultivos en agitacién) y para bacterias en modo de crecimiento biofilm (de
cultivos en placa). Las muestras fueron procesadas como se indica en la Figura
5C. Los puntos de tiempo considerados fueron 0 (los datos para este tiempo
son los ya presentados en la Figura 14), 3, 24 y 48 horas. Se observa que la
actividad del promotor rpoD a las 3 horas en las bacterias con modo de
crecimiento planctdnico converge en alrededor de 1000. Sin embargo, a las
24 horas las proporciones tienden a agruparse en torno a dos valores: 8000 y
800, y esta tendencia se mantiene a las 48 horas (Figura 16A). Para las
bacterias con modo de crecimiento biofilm, la tendencia observada es la
siguiente: a las 3 horas, en torno a 2500; a las 24 horas, en torno a 4500; y a
las 48 horas, en torno a 6000. Es importante destacar que, en este Gltimo punto
de tiempo, aparecen dos valores en torno a 700 (similar a su contraparte en
agitacion) (Figura 16B). Es interesante comentar que, para los cultivos en
modo plancténico se puede apreciar una tendencia decreciente en funcion al
tiempo de la proporcién mKate2/OD570nm si solo consideramos los valores
cercanos a 1000, lo que recuerda la tendencia de esta misma proporcion

obtenida en medio minimo (Figura 12).
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Figura 16. Proporcion mKate2/OD570nm en modelo de placa en funcién al tiempo
(0, 3, 24 y 48 horas de crecimiento) de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™
transformadas con los plasmidos reporteros A) Bacterias en modo de crecimiento
planctonico, B) Bacterias en modo de crecimiento biofilm.

c. Actividad de los promotores en funcién al tiempo en el modelo de placa de

biofilm
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Dada la variabilidad presente en la fluorescencia de mkate2, la actividad de
los promotores CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim fue normalizada respecto a

la absorbancia a 570 nm (OD570nm).

e CdrA. Para este promotor, la actividad evoluciona en el tiempo de manera
similar para las bacterias en modo plancténico hasta las 24 horas (aunque la
diferencia de actividades es significativa a las 3 horas). A las 48 horas, se
aprecia una caida en la proporcion fluorescencia GFP/OD570nm para el modo
biofilm, comparado con el modo plancténico (diferencia significativa) (Figura

17).

25000

—— Modo Plancténico
Modo Bicfilm

20000 - * *

15000 4

10000 A

Fluorescencia GFP/OD570nm

5000 -

0o 3 24 48
Tiempo (horas)

Figura 17. Actividad del promotor CdrA (normalizado respecto a la turbidez) en
funcion al tiempo para bacterias en modo de crecimiento plancténico y biofilm. Las
barras de error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia
estadistica significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un
mismo tiempo) (n > 3, *p < 0.05).

e LasR. Las tendencias de la actividad de los promotores de las bacterias

creciendo en modo plancténico y biofilm son similares durante los puntos de
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Fluarescencia GFP/OD570nm

tiempo considerados (sin diferencias estadisticas significativas) (Figura 18).
Existe una disminucion en la proporcion GFP/OD570nm a partir de las 0 horas
y hasta las 24 horas, mientras que se aprecia un leve incremento en la

proporcion a las 48 horas.
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—#— Modo Plancténico
Modo Biofilm

7500 A
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0o 3 2 a8
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Figura 18.Actividad del promotor LasR (normalizado respecto a la OD570 nm) en
funcion al tiempo para bacterias en modo de crecimiento plancténico y biofilm. Las
barras de error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia
estadistica significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un
mismo tiempo) (n > 3, *p <0.05).

Flg. La actividad de este promotor es mayor para el modo biofilm a las 3 horas
y mayor para el modo planctonico a las 24 horas (diferencias significativas).
A las 48 horas de crecimiento, hay un dramatico incremento en la actividad
del promotor de bacterias en modo plancténico respecto a la actividad de

bacterias en modo biofilm, que se incrementa levemente (Figura 19).
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Figura 19. Actividad del promotor Flg (normalizado respecto a la OD570 nm) en
funcion al tiempo para bacterias en modo de crecimiento plancténico y biofilm. Las
barras de error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia
estadistica significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un
mismo tiempo) (n > 3, *p <0.05).

Fim. La actividad de este promotor es similar tanto para bacterias creciendo
en modo plancténico como biofilm a las 3 horas de crecimiento,
evidenciandose una leve caida en ambos, comparado con las 0 horas. A las 24
horas existe un incremento en la actividad del promotor Fim de bacterias de
modo biofilm comparado con bacterias planctonicas, mientras que a las 48
horas la actividad del promotor Fim de bacterias de modo biofilm es

significativamente mayor que las del modo plancténico (Figura 20).
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Figura 20. Actividad del promotor FimU (normalizado respecto a la OD570 nm) en
funcion al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctonico y biofilm. Las
barras de error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia
estadistica significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un
mismo tiempo) (n> 3, *p < 0.05).

PaQa. La actividad de este promotor solo muestra diferencias significativas a
las 3 horas (actividad en biofilm mayor que en crecimiento planctonico),
mientras que a las 24 y 48 horas no existen diferencias entre ambos modos de

crecimiento (planctonico y biofilm) (Figura 21).
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Figura 21.Actividad del promotor PaQa (normalizado respecto a la OD570 nm) en
funcion al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctdnico y biofilm. Las
barras de error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia
estadistica significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un
mismo tiempo) (n > 3, *p <0.05).

PelA. La actividad de este promotor muestra un incremento en bacterias en
modo biofilm a las 3 horas, respecto al modo plancténico (diferencias
significativas). A las 24 horas, no se aprecian diferencias significativas. A las
48 horas, hay una actividad ligeramente mayor en bacterias creciendo en modo

biofilm respecto al modo plancténico (diferencias significativas) (Figura 22).
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Figura 22. Actividad del promotor Pel (normalizado respecto OD570 nm) en funcién
al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctonico y biofilm. Las barras de
error equivalen a una desviacion estandar. El simbolo ‘*’ indica diferencia estadistica
significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un mismo tiempo)
(n>3, *p <0.05).
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IX. DISCUSION

9.1 EFECTO DEL PLASMIDO EN EL CRECIMIENTO DE Pseudomonas

aeruginosa ATCC® 10145™

La produccién de proteinas heterélogas puede tener un efecto perjudicial para el
crecimiento bacteriano debido a los costos innecesarios que supone. Teniendo en
cuenta que los plasmidos reporteros implican la sintesis de proteinas reporteras,
existe la posibilidad de que tengan un efecto perjudicial en el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™. El efecto de la presencia de los
plasmidos reporteros en el crecimiento se muestra en la Figura 8. Se aprecia que
las absorbancias alcanzadas por los cultivos correspondientes a los reporteros Flg,
Fim, PaQa, Pel y los controles (bacterias transformadas con pUCP20 y sin

transformar) son similares entre si y mayores que los cultivos de CdrA y LasR.

Es importante comentar que para los cultivos correspondientes a los reporteros
CdrA y LasR, se emplearon 100 uL de volumen mientras que para los otros 4
reporteros se emplearon 200. Debido a esto, no consideramos que cultivos de
diferentes volimenes sean directamente comparables. En su lugar, al comparar la
proporcion entre la emision de mKate2 (actividad del promotor RpoD) sobre el
OD570nm, encontramos que todos los cultivos presentan tendencias similares
(Figura 12), lo que confirmaria que no hay perjuicios causados por los plasmidos

(o la sintesis de sus productos) en el crecimiento de las bacterias.
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9.2 DETECCION DE FLUORESCENCIA DE mKate2

La emision de fluorescencia a 535 nm (correspondiente al reportero mKate2) fue
casi nula tanto para bacterias P. aeruginosa sin transformar como transformada
con pUCP20 (controles) de cultivos en medio minimo M9 1X (Figuras 10 y 12),
mientras que se detect6 emision en los cultivos de bacterias transformadas con los
plasmidos reporteros. Ademas, dicha emision se mantiene constante durante las
24 horas y con el mismo patron para los 6 reporteros utilizados. Estas
observaciones sugieren que a) mKate2 es una proteina adecuada para ser usada
como reportera y b) la expresion de mKate2 bajo el control del promotor rpoD

puede, en principio, ser utilizada como normalizador de expresion.

9.3 DETECCION DE FLUORESCENCIA de GFPmut3

Muchos modelos de estudio de biofilms usan el medio minimo suplementado para
el cultivo de las bacterias. Dada la composicion conocida de los medios minimos,
se pueden evitar compuestos que contribuyan a una fluorescencia “de fondo” que
resultaria en una sobreestimacion en la medicion de fluorescencia de los
fluoréforos de interés (en este caso, de los genes reporteros). En este trabajo, los
cultivos en medio minimo M9 1X suplementado con glucosa al 1 % de tanto
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ sin transformar como transformada
con el plasmido “vacio” (pUCP20) (en principio considerados como “controles™)
emiten fluorescencia a 520 nm (al ser excitado con luz de 475 nm de longitud de

onda), siendo dicha emisidn creciente en funcién al tiempo (Figura 9 y Figura 11).

59



Observando los espectros de emision de estos “controles”, se encuentra que
efectivamente existe un maximo de emision muy cercano al de la proteina
reportera GFPmut3 utilizada (Figura 31 — ANEXO 13.3) (siendo que en teoria
estos controles no producen GFPmut3). Una explicacion para esta observacion es
que P. aeruginosa produce moléculas fluorescentes como pioverdinas, que posee
espectros de emisién similares al de GFPmut3 [76]. El tratamiento de esta

“contribucion intrinseca” a la fluorescencia sera detallada mas adelante.

9.4 EL MODELO DE BIOFILM EN PLACA PETRI

a. Uso del medio LB para ensayos en placa

En Medio M9 1X y tras 18 horas de incubacién a 37 °C (en reposo, sin agitacion),
los reporteros con los promotores CdrA, LasR, Flg y Fim presentaron emision de
fluorescencia (normalizada con la absorbancia a 570 nm) significativamente
mayor a la del control (pUCP20), mientras que esto no ocurre para los reporteros
de los promotores PaQa y Pel (Figura 13A). En cultivos en medio LB sometidos
a agitacion (18 horas de incubacion a 37 °C), la emision de fluorescencia a 520
nm normalizada de los reporteros fue significativamente mayor que la del control
(pUCP20) en todos los casos (Figura 13B). Al comparar los niveles de expresion
de los reporteros en ambas condiciones respecto al control, se encuentra que en
medio LB las proporciones para todos los reporteros son mayores que en medio
M9 1X (Tabla 3 — ANEXO 13.4). Es posible que las densidades mayores
alcanzadas gracias al medio LB y la agitacién permitan obtener suficiente sefial

fluorescente como para ser detectada por el lector de placas. Esto es respaldado
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por el hecho de que las absorbancias a 570nm fueron mayores en LB comparados
a los obtenidos en M9 1X (Figura 33 — ANEXO 13.5). Dado que en el medio LB
las diferencias en emision de fluorescencia entre los promotores y controles son
mejor apreciadas (mayor resolucién), se decidi6 utilizar el medio LB para los
experimentos posteriores. Es relevante aclarar que el efecto aislado de la agitacion

en medio minimo M9 1X no fue estudiado en este proyecto.

Respecto a las diferencias entre actividad de los promotores, la alta emisién del
reportero CdrA en ambos medios (LB y M9 1X) puede explicarse debido a que la
secuencia del RBS (Ribosome Binding Site - Sitio de unién al ribosoma) del
reportero CdrA fue optimizado (por los autores de dicho constructo) para hacer
més eficiente la traduccion del gen reportero [77]. En contraste, los otros
reporteros (de los promotores LasR, Pel, PaQa, Flg y Fim) fueron construidos con
promotores y regiones 5’ UTR nativas. Esto puede explicar la menor actividad de

estos promotores comparada con la de CdrA (Figura 13, Figura 15).

b. Modos de Crecimiento

Los modelos de estudio de biofilm in vitro de Pseudomonas aeruginosa se
clasifican en sistemas cerrados (placas multipozo) y abiertos (sistemas con flujo y
salida de medio de cultivo estéril) [8]. En este trabajo se realizaron ensayos
preliminares de deteccion de fluorescencia asociada a GPFmut3 en modelos de
biofilm empleando placas multipozo, aunque el tipo de medio escogido (LB) y el
procesamiento previo dificultaban la medicion en el biofilm formado. Por esta

razdn, se decidié emplear un sistema cerrado de placas Petri de poliestireno de 6
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mm de didmetro. La l6gica es el sembrado de una suspension bacteriana en medio

LB y permitir la formacion de biofilm en el fondo (Figura 5).

En nuestro modelo, tras el retiro del medio de cultivo y un posterior enjuague con
medio minimo, hemos detectado una formacion laminar blanquecina (“evaluacion
visual”) en el fondo de las placas tras 3, 24 y 48 horas de incubacion, aunque de
caracteristicas diferentes seguin el tiempo de incubacién (Tabla 2). A las 3 horas,
la formacidn tiene una apariencia blanquecina y resistente a la fragmentacion con
medio M9 1X (“evaluacion mecanica”- pipeteo). Esta formacion es similar en
apariencia a la pelicula formada en el interfase aire-liquido en un cultivo de
Pseudomonas fluorescens en medio TSB (Soya-Triptona) sobre una placa de
poliestireno [49]. Dicha formacion aparece desde las 7 o 15 horas luego del
sembrado (dependiendo de la concentracion bacteriana inicial de siembra) y se
caracteriza su evolucion durante algunas horas posteriores a su formacién, donde
se observa que pasan por una etapa de “disrupcion-fragmentacion” (el
seguimiento no excedio las 24 horas desde el inicio del experimento). En el
mencionado trabajo, dicha formacion es reconocida como biofilm,
presumiblemente por adecuarse a la definicion establecida (no se dan mas detalles
al respecto) [13]. En el presente trabajo, la formacion ocurre justo encima de la
superficie de poliestireno y dado que a) se demuestra que emite fluorescencia
asociada a mKate2, atribuida a las bacterias en él (desmotrado mas adelante), y b)
estar embebidas en la formacion blanquecina (presumiblemente una matriz
extracelular, no caracterizada de momento) que ha sido formado tras el inicio del
cultivo de Pseudomonas, también consideramos a la formacion obtenida como
biofilm, y a las células dentro de la formacidn, bacterias en modo de crecimiento

biofilm.
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A las 24 y 48 horas, la formacion tiene apariencia translucida y méas propensa a
fragmentacion mediante pipeteo, aunque aun sobre la superficie de poliestireno
(Tabla 2). Es probable que en estos puntos de tiempo, el llamado biofilm se
encuentre en una etapa conocida como dispersion [78], que, activado por diversos
estimulos, permite a las células del biofilm abandonar la estructura para colonizar
otros espacios. Con fines comparativos, se decidié incluir cultivos en medio LB
en agitacion y consideramos a las bacterias de este cultivo como bacterias en

modo de crecimiento plancténico.

Aunque para los propoésitos de este trabajo (deteccion de la actividad de los
promotores considerados, discutido mas adelante) no se hizo necesaria una
caracterizacion mas profunda de las formaciones denominadas como biofilm, si
se considera necesario detallar dichos atributos con mayor detalle (la densidad de
células presentes en dicho biofilm, conocer la composicion quimica de la matriz

extracelular, etc.).

9.5 USO DE RpoD COMO PROMOTOR DE NORMALIZACION Y mkate2

COMO GEN REPORTERO

El promotor del gen RpoD de Pseudomonas aeruginosa PAO1 ha sido clonado y
caracterizado [68]. Experimentos de mapeo por digestion con nucleasa S1 han
demostrado que en esta cepa, el gen RpoD alcanzaba una mayor expresion durante
la fase exponencial de crecimiento, mientras que otras de las subunidades sigma,
RpoS, era la predominante en la fase estacionaria [79]. En otras especies como

Pseudomonas putida, estudios de transcriptémica encontraron que no existieron
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diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero del gen RpoD entre
cultivos bacterianos en medio sdlido comparados con bacterias creciendo en
agitacion (ambos en medio minimo) asi como en los distintos puntos de tiempo
considerados (6, 24 y 48 horas) [80]. Recientemente, se ha encontrado que su
expresion es relativamente constante tanto a altas como bajas densidades
celulares, siendo considerado como un gen ‘housekeeping’. Esto justificaria su

uso como promotor de normalizacion (control) [62].

El promotor del gen RpoD ya ha sido utilizado como promotor de normalizacion
0 control para o comparar la actividad de otros promotores como PaQa [9], donde
la actividad del promotor RpoD fue estimada midiendo la emision de la
fluorescencia de mkate2. La actividad de dicho promotor es ligeramente mayor
para bacterias creciendo en agitacion (modo plancténico) comparado con
bacterias creciendo sobre medio solido, luego de 3 horas de crecimiento. En el
presente trabajo, se utilizd la misma secuencia de este constructo (RpoD-mkate2)
para la normalizacion de los promotores evaluados. Los ensayos de crecimiento
continuo de P. aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con plasmidos
reporteros en placa multipozo (en medio minimo M9 1X) demuestran que la
proporcion mKate2/ OD570nm es variable durante las primeras horas (con un
incremento para los reporteros de CdrA y LasR), para después mostrar una ligera
tendencia descendente hacia las 24 horas (Figura 12). La comparacion entre
diferentes reporteros muestra que podemos utilizar la expresion de mKate2 para
la normalizacion de las actividades a las 24 horas. Es importante comentar que
este crecimiento en placa multipozo toma en cuenta tanto la florescencia de las

bacterias en el medio y las bacterias en el fondo del pocillo (bacterias planctonicas
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como en biofilm). Sin embargo, nos sugiere que la actividad del promotor (en

estas condiciones) permanece constante.

La otra condicion en la cual se evalu6 la emision fluorescencia del reportero
mKate2 fue en cultivos en medio LB y en agitacion: los preinoculos, que sirvieron
para la siembra de los cultivos en placa-modo de crecimiento biofilm, y agitacion-
modo de crecimiento plancténico. Luego de 18 horas de crecimiento, se observo
que, para todos los casos, la proporcién mkate2/OD570 nm fue practicamente
constante (alrededor de 1000). Sin embargo, se observaron algunas muestras en
las cuales la actividad del promotor fue significativamente mayor (Figura 14). Se
desconoce la razon de esta ocurrencia. Sin embargo, para los experimentos de
biofilm en placa (modos de crecimiento), solo se consideraron los preinoculos con

proporciones de alrededor de 1000.

Al evaluar la proporcion mkate2/OD570 en el modo de crecimiento plancténico
(cultivos en agitacion) y el modo de crecimiento biofilm (cultivos en placa), se
encontré un patron llamativo. Para las bacterias en modo plancténico (Figura
16A), a las 3 horas de crecimiento, los valores mkate2/OD570nm se agruparon en
torno a 1000, mientras que a las 24 horas la proporcion mkate2/OD570nm se
distribuy6 en torno a dos grupos: uno de 8000, y un segundo grupo con un ratio
de alrededor de 900. Lo mismo se aprecia a las 48 horas (grupo en torno a 7000 y
otro a 800). La tendencia ligeramente decreciente de los grupos de 1000, 900 y
800 es bastante similar a lo observado en medio minimo tras 24 horas de
crecimiento (Figura 12). La recurrencia de este patron en ambos medios sugiere
que esta dinamica es “estandar” para la actividad del promotor RpoD. Para las
bacterias del modo biofilm, observamos una variabilidad similar. La evolucion es

creciente, partiendo de proporcion mKate2/OD570nm que se agrupa en torno a
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3000 a las 3 horas, con una tendencia creciente a las 24 y 48 horas (Figura 16B).
Este incremento en la proporcion se debe a una mayor emision de fluorescencia
mkate2 de bacterias en modo biofilm. Esta fluorescencia no se debe a alguna
sustancia extracelular secretada por el biofilm de Pseudomonas, dado que las
bacterias transformadas con el plasmido pUCP20 muestran una fluorescencia
mkate2 residual. Una posible explicacién para estos resultados radica en un
cambio considerable en el metabolismo de las bacterias creciendo en el
denominado modo biofilm. Es relevante sefialar que estudios de transcriptomica
de biofilms de Pseudomonas que incluyen observaciones a las 24 y/o 48 horas de
crecimiento, no reportan a RpoD como un gen cuya expresion se ve alterada, ya
sea que el biofilm se esté desarrollando en medio minimo [80], [81] o en medio
LB [82]. Se podra realizar una comparacion mas completa de los resultados
obtenidos en este trabajo con lo reportado para distintos modelos de biofilm luego

de una mejor caracterizacion de las formaciones encontradas.

Al comparar las proporciones mKate2/OD570 de ambos modos de crecimiento,
se observa que las proporciones altas que aparecen a las 24 y 48 horas para las
bacterias del modo planctonico (Figura 16A) son similares a las obtenidas para el
modo biofilm (Figura 16B). La formacién de agregados o flocs en cultivos en
agitacion, que son equivalentes a las biopeliculas aunque en suspension, explicaria

estos valores encontrados en cultivos con el modo plancténico [83].

Dada la variabilidad inesperada de la fluorescencia mKate2 en cultivos en medio
LB (y que amerita estudios adicionales), se opt6 por normalizar la actividad de los
promotores en cuestion (expresion de GFP) en funcion a la turbidez de la
suspension (medido como absorbancia a 570 nm). Este tipo de normalizacién se

ha realizado en otros trabajos con genes reporteros [77], [84]. Los resultados
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analizados de esta manera se presentan en la seccidn 8.5 y se discuten en la seccidn
9.7. No deja de ser llamativo que en condiciones de cultivo en medio LB y
agitacion, la normalizacion de la emision a 520 nm (asociada con GFP) respecto

a mKate2 y respecto a OD570nm muestra una excelente correlacion (Figura 15B).

9.6 CONTRIBUCION INTRINSECA A LA FLUORESCENCIA

La “contribucion intrinseca” de emision de fluorescencia a 520 nm de la
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ sin transformar y transformada con
el plasmido vacio pUCP20 (controles) también fue observada en los cultivos en
medio LB (datos no mostrados). Para determinar la contribucion “intrinseca” a la
fluorescencia de las bacterias transformadas con los plasmidos reporteros, se
decidio realizar una curva de correlacion entre la emision de fluorescencia a 520
nm versus la turbidez (medido como absorbancia 570 nm), tanto para bacterias de
cultivos en agitacion como para bacterias de cultivos en biofilms de Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 10145™ transformados con el plasmido “vacio” pUCP20.
Esta curva fue realizada para cada punto de tiempo considerado en nuestros
ensayos (3, 24 y 48 horas) (Figura 34 - ANEXO 13.6). Es interesante observar que
las pendientes de las curvas varian: en los cultivos en agitacion (Figura 34A),
existe una tendencia creciente a la fluorescencia intrinseca, mientras que en las
bacterias en biofilms (Figura 34B) hay un aparente crecimiento (de 3 a 24 horas)
y un posterior decaimiento (a las 48 horas). Esto reflejaria una respuesta de la
bacteria ante las condiciones del medio (pioverdina es un sider6foro), aunque una

discusién profunda escapa de los objetivos de esta tesis.
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9.7 ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES

a. Promotor CdrA.

Los reporteros presentados en este articulo estan basados en un plasmido pCdrA-
GFPc, que expresa la Proteina Fluorescente Verde variante mut3 (GFPmut3) en
funcién a los niveles de c-di-GMP presentes en el interior de P. aeruginosa PAO1
[77]. Este mensajero intracelular es parte importante de la cascada de sefializacion
que conduce a la expresion de genes relacionados con el estilo de vida biofilm
[42]. La concentracion intracelular de c-di-GMP es mayor en las bacterias
provenientes de biofilms que bacterias plancténicas [85]. Dado que el c-di-GMP
es encargado de coordinar la expresion de una serie de genes importantes en el
desarrollo de los biofilms [86], se utilizo el reportero pCdrA_GFP-
RpoD_mKate2 para evaluar los niveles de c-di- GMP tanto en bacterias en modo
planctonico (cultivos en agitacion) como en bacterias de Biofilm (cultivos en

placa).

Los resultados (Figura 17) muestran niveles de actividad de promotor CdrA (y por
tanto niveles de c-di-GMP) que son ligeramente mayores para el modo de
crecimiento biofilm a las 3 horas y similar para ambos modos a las 24 horas,
aungue siguen una tendencia similar (una caida a las 3 horas y un incremento a
las 24 horas). A las 24 horas, dado gue los cultivos en agitacion se llevan a cabo
en medio LB, no se puede descartar que los altos niveles de c-di-GMP presentes
en estos se deban a que las bacterias se encuentran formando agregados (flocs) en
la columna de liquido durante la agitacién, que se ha demostrado se encuentran
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presentes en cultivos tanto en etapas exponenciales como en fase estacionaria de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 en medio LB [83]. Estos agregados muestran
patrones fenotipicos similares a las bacterias dentro del biofilm asociados a
superficies [87], por lo que es posible que los niveles de este segundo mensajero

c-di-GMP se encuentren elevados.

A las 48 horas, encontramos una caida dramatica en la cantidad de fluorescencia
GFP de las bacterias provenientes de biofilm respecto a las que se encuentran en
agitacion. Esta caida no se debe a una pérdida del plasmido debido a que la sefial
de mkate2 sigue alta en estos cultivos. Una posible explicacion es que, dada la
edad el cultivo, el biofilm se encuentre en etapa de dispersion, que podria estar
siendo inducida por las condiciones nutricionales en el medio (recordemos que es
un cultivo de tipo batch, sin recambio de medio y con acumulacion de metabolitos

presentes) [78].

Promotor LasR.

Nuestros resultados muestran que hay actividad similar del promotor de LasR en
cultivos en agitacion y en biofilm en placa para cada punto de tiempo considerado
(Figura 18). Se aprecia una tendencia descendente, con una mayor actividad a las
0 horas, seguida de una caida a las 3 horas, con valores mas 0 menos constante a
las 24 y 48 horas. Al respecto, la literatura documenta resultados de diversa indole.
Un primer reporte muestra que la actividad de dicho promotor es constante a lo
largo del crecimiento (en medio LB y en agitacion) y durante la fase estacionaria
en la cepa PAOL, en la cual se utiliz6 una fusion transcripcional de un fragmento
conteniendo al promotor de LasR con el reportero beta-galactosidasa [63]. Este
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reporte entra en conflicto con lo mostrado afios después para la actividad de este
mismo promotor, en donde usando un constructo similar (ubicado en un
plasmido), se encuentra que la actividad de dicho promotor se incrementa a partir
de la segunda mitad de la fase exponencial y a lo largo de toda la fase estacionaria
(cultivos creciendo en medio PTSB) [38], [88], mientras que para fusiones
transcripcionales ubicados en el genoma de Pseudomonas aeruginosa (no en
plasmido y en medio LB) también se observa dicho patrén [62]. Nuestros
resultados en la cepa ATCC® 10145™ para bacterias en modo planctonico
muestran una tendencia similar a la del primer reporte de la actividad el promotor
LasR, que coincidentemente fue llevado a cabo en medio LB. Respecto a la
expresion de dicho gen en modelos de biofilm, los articulos revisados no reportan
a LasR como uno de los genes cuya actividad se ve regulada tanto en modelos de
Pseudomonas aeruginosa [81], [82], [89] como Pseudomonas putida [80], lo que

se asemeja a lo encontrado nuestro modelo en placa para las 24 y 48 horas.

Promotor Flg.

Los resultados para este promotor evidencian que la actividad del promotor del
operon FIgBCDE es ligeramente mayor en el modo biofilm a las 3 horas. Esto va
acorde con la importancia del aparato flagelar en los primeros estadios de biofilm.
Posterior a esto, la actividad en cultivos en agitacion (modo plancténico) se
incrementa en funcién al tiempo respecto al modo biofilm, primero levemente a
las 24 horas, y draméaticamente a las 48 horas (Figura 19). Esto tiene sentido
debido a que el aparato flagelar es especialmente importante para la forma de vida

planctonica. Aunque se ha demostrado la importancia del flagelo en los primeros
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e.

estadios del desarrollo del biofilm, los resultados indican que la expresion de
genes del operon FIgBCDE estaria reducida en biofilms maduros. Por ejemplo, el
ARNmM de dos de los genes estructurales del operdn (flgD y fIgE) se encuentran
sub-regulados en biofilms de estadio tardio [89], lo que estaria en concordancia

con los resultados encontrados.

Promotor Fim.

El operén FIimU-PilVXYZWI1W2 codifica las pilinas “menores”, importantes
para dirigir el ensamblaje del T4P [90]. Dentro de la multitud de funciones que
cumple, tambien participa como transductor mecanico tras la asociacion con
superficies [9]. Dado esto, es de esperar que la actividad de este promotor se
encuentre elevada en las bacterias del modo de crecimiento biofilm. Los
resultados de actividad del promotor Fim (Figura 20) muestran que su actividad
es significativamente mayor en bacterias en modo de crecimiento biofilm
comparado con bacterias en agitacion (modo planctonico) a las 48 horas. Estos
resultados estdn en concordancia con uno de los primeros estudios de
transcriptomica (enfoque de microchip) en modelos de biofilm de Pseudomonas
aeruginosa PAOL, en el cual tras 8 horas de crecimiento se encuentra que el ARN
mensajero de PilY2 (uno de los genes estructurales del operon
FImUPIIVXYZW1W?2) se encuentra sobre expresado en comparacién con

cultivos en agitacion [82].

Promotor PaQa.
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El operdn PaQa codifica componentes del sistema de secrecién de tipo I11. Se ha
encontrado que la actividad del promotor PaQa incrementa su expresion unas 3
veces en bacterias que crecen en medio s6lido comparado con bacterias que crecen
en agitacion luego de tres horas de crecimiento [9]. Los resultados obtenidos luego
de tres horas muestran que la actividad del promotor es ligeramente mayor en el
modo de crecimiento biofilm (diferencias significativas), lo que estaria en
concordancia con lo antes comentado (Figura 21). Posterior a esto, la actividad de
PaQa muestra un patron oscilante de la actividad el promotor en funcién al tiempo,
sin diferencias notorias a las 24 y 48 horas. Es posible que estas diferencias no se
aprecien debido a la heterogeneidad de las poblaciones bacterianas en los biofilms,
donde puede haber grupos de bacterias mostrando distintos patrones de actividad

del promotor.

Promotor Pel.

Nuestros resultados muestran que la actividad del promotor Pel de bacterias en
modo biofilm y modo planctonico tiene un patron oscilante. Aunque existen
algunas diferencias a las 3 y 48 horas (donde es mayor la actividad de las bacterias
en modo biofilm), la desviacién de algunos puntos respecto a la media es amplia
y no permiten establecer diferencias significativas en los puntos mencionados
(Figura 22). Se ha reportado previamente que la actividad del promotor del operon
Pel (determinada con el gen reportero de la beta galactosidasa) se incrementa en
un modelo de biofilm de Pseudomonas aeruginosa PA14 creciendo en medio
s6lido hasta 4 dias después de la incubacion [91]. Nuestros resultados también son

coherentes con los obtenidos en experimentos de transcriptémica en la cual se ha
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encontrado que el ARN mensajero de PelA 'y PelB se encuentran sobre expresados
en biofilms de la misma cepa (PA14) comparado con cultivos en agitacion (24 y

48 horas) [81].

9.8 COMENTARIOS ADICIONALES

En el presente trabajo también se han realizado experimentos de formacién de
biofilm de P. aeruginosa en placas Petri utilizando medio M9 1X suplementado
con glucosa. En la literatura, el biofilm formado en estos medios esta
generalmente bien caracterizado a nivel microscépico [92]. Tras 24 horas de
crecimiento, el biofilm formado en dicho medio en placas Petri de poliestireno
aparecio como una estructura laminar delgada incolora (evaluacion visual) y muy
poco consistente (evaluacion mecanica-pipeteo) en comparacion con el obtenido
en medio LB (datos no mostrados). Dada estas caracteristicas, se hizo complicado

el procesamiento de biofilms en M9 1X.

Se han reportado variaciones en la actividad de promotores relacionados al
metabolismo de c-di-GMP (contenidos en plasmidos reporteros) al comparar
crecimiento de P. aeruginosa en M9 1X y medio LB [84]. Esto nos induce a
especular que se podrian encontrar diferencias si se determinara la actividad de
promotores en biofilms formados en el medio minimo. Sin embargo, no se han
podido recoger tales datos debido a la dificultad de estudios de estos biofilms,

segun lo expresado en el parrafo anterior.

Los reporteros aqui presentados muestran diferencias en la actividad de los
promotores respecto al tiempo para ambos modos de crecimiento, al menos en

algin punto, excepto para el promotor LasR. Por lo tanto, podemos concluir que
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los promotores ubicados en los reporteros correspondientes estan experimentando
eventos de regulacion asociados de acuerdo a si crecen en biofilm o en modo
planctonico. El hecho de no haberse encontrado diferencias para LasR (Figura 17),
podria implicar que la regulacién de ese promotor no es activa en el plasmido
utilizado (aunque puede seguir funcionando bien en el cromosoma). Al respecto,
se han documentado comportamientos no esperados de constructos en diversos
modelos biolégicos, siendo una de las explicaciones que el constructo artificial
(promotor-gen reportero) estd ubicado en un contexto “no natural” (secuencias de
nucleotidos del plasmido) que suponen, por ejemplo, interacciones indeseadas de
secuencias del constructo con proteinas o secuencias de la bacteria, causando

alteracion en la regulacion de dicho promotor [93].

Se podria explorar la posibilidad de reemplazar los RBS nativos de los promotores
aqui utilizados por otro “optimizado” (como el caso del reportero CdrA),
puntualmente en los promotores ya caracterizados (Pel y Las) pues se conocen
detalles como el sitio de inicio de transcripcion y las secuencias reguladoras [38],
[72]. En primera instancia seria necesario evaluar a) los niveles de expresion y b)
los patrones de expresion y compararlos con los obtenidos en este trabajo para los
RBS nativos. En caso de descartar efectos en los patrones de expresion, el
reportero podria ser utilziado para ensayos en medios menos “ricos” que el LB, y
gue permitan una evaluacién directa (sin procesamiento de descarte del medio LB,
que interfiere en las mediciones de fluorescencia de GFPmut3). Es importante
aclarar que estos experimentos suponen una pregunta cientifica diferente, con

implicancias que van mas alla de los objetivos de este proyecto.

La técnica de medicidn de actividad de promotores presentada aqui no toma en

cuenta la heterogeneidad inherente en las poblaciones bacterianas tanto en el

74



cultivo en agitacion como las bacterias provenientes del biofilm [94]. Dentro del
biofilm, puede existir una heterogeneidad considerable en los patrones de
expresion de genes incluso a distancia de micras o a nivel de células individuales
[95], por lo que podemos considerar los resultados de emision de fluorescencia
obtenidos como un “promedio”. El estudio de esta diversidad solo es posible
utilizando técnicas mas sensibles a nivel microscopico. Por otro lado, en nuestro
procedimiento también existe la posibilidad de “contaminacion” de bacterias del
sobrenadante, situacion que se buscéd disminuir realizando enjuagues previos al
procesamiento de la muestra adherida al biofilm (Figura 5B). El empleo de
técnicas de mejor resolucion como la microscopia de fluorescencia con suficiente
resolucion ayudaria a evaluar la fluorescencia por célula y obtener no solo un valor
promedio sino también una distribucién de frecuencias de la actividad de los

promotores en una poblacion heterogénea de bacterias.

A pesar de estas limitaciones, el modelo experimental aqui ensayado permitira
evaluar el efecto de diversos estimulos y vincularlo rapidamente a la expresion de
ciertos genes. Por ejemplo, el estimulo mecanico con vibraciones ya ha sido
evaluado en un modelo de biofilm con placas Petri de 3 mm de didmetro [96],
confirmandose un efecto a nivel de biomasa , aunque su efecto en la actividad de

los promotores como una funcion del tiempo (continuo) no ha sido documentada.

Los plasmidos reporteros también pueden ser utilizados para entender
mecanismos moleculares en distintas etapas del desarrollo del biofilm. Esto es
posible debido a que la fluorescencia emitida y sus cambios pueden ser
monitoreados en tiempo real. Ejemplos de este uso son el uso de reporteros con
fusiones transcripcionales entre el promotor PaQa unido al reportero YFP, cuya

fluorescencia sirvié como “indicador” del contacto de Pseudomonas aeruginosa
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con superficies y cuyas respuestas a diversas variables (mutacion en genes
reguladores en porciones anteriores de la via de sefializacion), sirvieron para
plantear un modelo de mecanosensacion y mecanotransduccion de formacion de
biofilm [9]. Recientemente, se ha reportado la generacion de una biblioteca de al
menos 40 reporteros con fusiones entre promotores (de genes asociados al
metabolismo de c-di-GMP) y GFP, y que permitiran el estudio de la regulacion de
los genes correspondientes [84]. De manera similar, los plasmidos reporteros
construidos en este trabajo suman al repertorio de herramientas para elucidar los

mecanismos moleculares de la formacion de los biofilms.
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X.

CONCLUSIONES

P. aeruginosa ATCC® 10145™ pudo ser transformada con los plasmidos
reporteros aqui disefiados y fue posible detectar la expresion de las proteinas
reporteras GFPmut3 y mKate2 a partir de sus espectros de emision.

Los plasmidos reporteros aqui disefiados no afectan la viabilidad de un cultivo de
P. aeruginosa ATCC® 10145™.

La expresion de las proteinas reporteras (GFPmut3 y mKate2) a lo largo de 24
horas registradas como Emision de Fluorescencia/OD570nm demuestra que los
plasmidos reporteros son estables en los cultivos ensayados.

Dos de los promotores evaluados (Flg y Fim), presentan actividad marcadamente
diferencial entre ambos modos de crecimiento. Estos patrones se ajustan a lo
esperado para cada modo de crecimiento (Flg: creciente en modo planctonico y
bajo-constante en modo biofilm, viceversa para Fim) y son coherentes con la

expresion de los genes correspondientes a los operones reportados en la literatura.
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XI.

RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion mas detallada de las formaciones (aqui nominadas
como biofilm) obtenidas en placa luego de los tiempo de incubacién considerados
(3, 24 y 48 horas) Esta informacion permitiria evaluar la representatividad de los
resultados aqui obtenidos como propios de un modelo de biofilm .

Validar los resultados obtenidos para la actividad de los promotores aqui
evaluados utilizando otros métodos de deteccion de fluorescencia a nivel de
células individuales, como la microscopia de fluorescencia.

Otra posibilidad es usar un gen reportero fluorescente que, a diferencia de
GFPmut3, posea espectros de emision y excitacion mas alejados del del medio LB
y del de la “fluorescencia intrinseca” emitida por Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 10145™,

Adaptar el protocolo para ensayos en placas multipozo en medio minimo (de la
misma naturaleza, poliestireno), considerando incubaciones mas largas que
permitan detectar la emisidn de fluorescencia. La ventaja de usar placas multipozo
es la mayor cantidad de replicas (y promotores) que se podrian procesar de manera

simultanea.
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XIIl. ANEXOS

13.1 Plasmidos reporteros
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Figura 23. El plasmido pCdrA-GFPc, base para la

construccion de los 6 plasmidos reporteros.

Figura 24. pUCP20-pCdrA_GFP-RpoD_mKate2 (7279 pb).
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Figura 26. PUCP20-pPaQa_GFP-RpoD_mKate2 (7529 pb).
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Figura 28. PUCP20-pFIgBCDE_GFP-RpoD_mKate2 (7281 pb).
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Figura 29. Plasmido PUCP20-pFimU_GFP-RpoD_mKate2 (7227).



13.2 Imégenes de las placas con bacterias transformantes.

Figura 30. Placas con colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™
transformada con los plasmidos reporteros de los promotores: A) CdrA, B) PelA, C) LasR,
D) PaQa, E) Flg y F) Fim. Las colonias estan sefialadas tanto con circulos rojos como

flechas.



Emisién de Fluorescencia a 520 nm (RFUs) de Promotores

13.3 Espectros de emisidn de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™

transformada y comparacion con la no-transformada.
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Figura 31. Identificacion de expresion de GFP mut3 mediante espectros de emision. Se
muestran espectros de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformadas con los
plasmidos conteniendo los promotores A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F)
Pel. Se muestra también el espectro de emision de la proteina GFPmut3 tomado de

FPdatabase.
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Figura 32. Identificacion de expresion de mKate2 mediante espectros de emision. Se
muestran espectros de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformadas con los
plasmidos conteniendo los promotores A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F)
Pel. Se muestra también el espectro de emision de la proteina mkate2 tomado de
FPdatabase.



13.4 Cuadro comparativo entre las proporciones entre emision a 520 nm DE
ATCC 10145™ + Reportero/ ATCC10145™ +pUCP20 en medios M9 1X

suplementado con Glucosa 1% y medio LB.

Tabla 3. Proporciones entre Emision a 520 nm de ATCC10145™ + Reportero/
ATCC10145TM +pUCP20 en medios M9 1X suplementado con Glucosa 1% y medio
LB.

Proporcion Emisién a 520 nm
ATCC10145™ + Reportero/ ATCC10145™ +pUCP20

Medio | pUCP20 | CdrA LasR PaQa Pel Flg Fim
M9 1 2.01 1.26 1.10 1.07 1.40 1.36
LB 1 21.17 13.56 2.03 2.05 3.99 6.26




13.5 Comparacion entre las absorbancias a 570 nm (OD570 nm) tras 18 horas de
incubacion a 37 °C entre cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™

en medio LB (en agitacion) y M9 1X.
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Figura 33. Comparacién entre las absorbancias a 570 nm (OD570 nm) tras 18 horas de
incubacion a 37 °C entre cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ en

medio LB (en agitacion) y M9 1X. Los simbolos ‘**’ indican diferencias estadisticas
significativas entre ambos grupos (n > 3, **p < 0.05).



13.6 Curva de calibracién para la estimacién de la contribucion intrinseca a la
fluorescencia de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformada con pUCP20,

para los dos modos de crecimiento planctonico.

A) Crecimiento Plancténico
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B) Crecimiento en Biofilm
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Figura 34. Correlacion entre la emisién a 520 nm (Excitacion: 475nm) segin la turbidez
de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145™ transformadas con pUCP20. A) Bacteria
en crecimiento plancténico B) Bacteria creciendo en Biofilm. Cada punto de un mismo
color representa los datos medidos de una suspension de bacterias de P.aeruginosa
transformada con pUCP20, obtenidas de un cultivo en placas (crec. biofilm - Panel B) o
de un cultivo en tubos-agitacion (crec. plancténico - Panel A), para un tiempo de
crecimiento dado (por ejemplo, 48 horas = azul). Estos puntos fueron obtenidos de
experimentos realizados en diferentes dias.
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