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Resumen

La habilidad de los patégenos y simbiontes bacterianos Gram-negativos de tolerar
condiciones adversas, modular su permeabilidad a compuestos tdxicos y secretar
proteinas/efectores, depende del correcto ensamblado de la envoltura celular,
especialmente de la membrana externa (OM). La OM de bacterias Gram-negativas esta
formada por una bicapa lipidica asimétrica: el lipopolisacarido (LPS) en la cara externa y
fosfolipidos en la cara interna. Ademas, la OM contiene proteinas (OMPS) con estructura
de barril B y lipoproteinas, algunas de las cuales interaccionan con otros componentes de
la envoltura como el peptidoglicano (PG). Varios aspectos de la translocacion y
ensamblado de los componentes de la envoltura celular ain son poco comprendidos. En
este punto, se estudia el sistema TAM (Translocation and Assembly Module), mediante
la proteina TamB, la cual es necesaria para la estabilidad de la OM y la correcta
translocacion de un subgrupo de OMPs. El objetivo de este trabajo se centra en entender
la importancia y el rol de TamB en alphaproteobacterias, utilizando como modelo
bacteriano Ochrobactrum anthropi, especie cercana filogenéticamente al género
Brucella. Para tal objetivo se evaluaran fenotipos asociados a la envoltura celular y la

resistencia a antimicrobianos de dicha especie y la mutante AtamB correspondiente.



Abstract

The ability of Gram-negative bacterial pathogens and symbionts to tolerate adverse
conditions, modulate their permeability to toxic compounds, and secrete
proteins/effectors, depends on the correct assembly of the cell envelope, especially the
outer membrane (OM). The OM of Gram-negative bacteria is formed by an asymmetric
lipid bilayer: lipopolysaccharide (LPS) on the outside and phospholipids on the inside. In
addition, OM contains proteins (OMPs) with a B-barrel structure and lipoproteins, some
of which interact with other components of the envelope such as peptidoglycan (PG).
Several aspects of the translocation and assembly of cell envelope components are still
poorly understood. At this point, the TAM (Translocation and Assembly Module) system
is studied, through the TamB protein, which is necessary for the stability of the OM and
the correct translocation of a subgroup of OMPs. The objective of this work is focused
on understanding the importance and role of TamB in alphaproteobacteria, using
Ochrobactrum anthropi as a bacterial model, a species phylogenetically close to the
genus Brucella. For this purpose, phenotypes associated with the cell envelope and
resistance to antimicrobials of said species and the corresponding AtamB mutant will be

evaluated.
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1. INTRODUCCION

1.1 Ochrobactrum anthropi y filogenia

El género Ochrobactrum vy, en particular, la especie Ochrobactrum anthropi fueron
descriptos por primera vez por Holmes en el afio 1988 [1], con su nombre proveniente del
griego ochros, que significa amarillo palido, y anthropi porque se puede encontrar en
material clinico de origen humano. Previamente, esta especie estaba incluida en el

género Achromobacter.

Ochrobactrum anthropi es un bacilo gramnegativo, aerobio obligado, mavil por flagelos
peritricos, oxidasa positiva, catalasa positiva e indol negativo, capaz de crecer entre los
20y 37°C [1]. Luego de 24 h de cultivo en medio rico TSA, las colonias son circulares,
lisas, brillantes, convexas y de 1 mm de diametro con bordes enteros. La bacteria esta

ampliamente distribuida en la naturaleza, encontrandose en el suelo y el agua [2].

Aunque O. anthropi es una bacteria con baja virulencia, es capaz de adherirse a
superficies y por ello se asocia a contaminacion de catéteres y dispositivos médicos,
considerandose de tal forma un agente oportunista en pacientes inmunocomprometidos
[3-5]. Los patdgenos oportunistas producen dafio solamente en determinadas ocasiones,
coincidiendo con una disminucion de los mecanismos inmunitarios, tanto locales como
generales de dichos pacientes. Estos microorganismos forman parte de la flora microbiana
habitual del hospedador o del ambiente que le rodea [2]. De esta manera, el
microorganismo en estudio se ha aislado en casos de bacteriemia,
endoftalmitis, shock séptico, endocarditis, osteomielitis, entre otras infecciones. Dentro
de las especies del género, O. anthropi tiene un rol predominante en las enfermedades
humanas [4]. Se han encontrado genes asociados a virulencia como aquellos involucrados
en la biosintesis de acidos grasos, al metabolismo de carbohidratos, sintesis de la pared

celular y la formacion de biofilms [6].

O. anthropi fue descripta como una de las especies Gram-negativas que presentan
resistencia a un alto numero de antibioticos, tales como a los B-lactamicos, lo cual genera
dificultades en el tratamiento de las infecciones. En algunas ocasiones, se han empleado
combinaciones de cotrimoxazol y gentamicina o amikacina, y mas recientemente,

ciprofloxacina para el tratamiento ante bacteriemia de O. anthropi [7].



El género Ochrobactrum esta relacionado filogenéticamente con el género Brucella,
formando parte de la familia Brucellaceae, la cual se encuentra dentro del orden
Rhizobiales de la clase Alphaproteobacterias. [8, 9].

Las especies pertenecientes al género Ochrobactrum presentan similitudes por debajo del
95% por secuenciacion del rARN 16S [6], conociéndose hasta el momento 9 de ellas,
siendo sélo O. anthropi, O. intermedium y O. pseudintermedium reportadas en muestras
clinicas. Por otra parte, se encuentran similitudes de secuencia rARN 16S mayores al 97%
entre especies del género Ochrobactrum y Brucella, dicha cercania filogenética se
observa en la Figura 1. Sorpresivamente la divergencia genémica entre ambos géneros es
incluso menor que entre especies del mismo género, por lo que podria considerarse un
debate sobre la division entre los géneros Brucella y Ochrobactrum. Varias evidencias
afirman que cuando se propuso Ochrobactrum [1] no se contemplaba un andlisis de
secuencias de rARN 16S que apoye la clasificacién hoy en dia conocida, y que incluso
no se habia realizado un analisis filogenético en relacion a Brucella [10]. Ademas, en
bases de datos tales como NCBI (National Center for Biotechnology Information),
algunas secuencias de O. anthropi se encuentran caracterizadas, ain en la actualidad,
como secuencias de “Brucella anthropi” [11]. Se considera que esta definicion se
encuentra desestimada por las diferencias patogénicas y de estilos de vida que estos
géneros presentan entre si. Asimismo se sugiere que las diferencias fenotipicas asociadas

podrian estar relacionadas a la adaptacién evolutiva de la patogénesis de Brucella [10].
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Figura 1: Estructura filogenética del género Ochrobactrum junto con Brucella basado en &rboles
de secuenciacion de rARN 16S [6].

1.2 Envoltura celular en Gram-negativas
1.2.1 Identificacién de Gram-negativas

La identificacion de bacterias Gram-negativas esta asociada en un primer término a la
tincién Gram fundamentandose en las propiedades Unicas de la membrana externa de las
mismas. Durante la tincion Gram, el colorante cristal violeta penetra en todas las células
bacterianas (tanto Gram-positivas como Gram-negativas) a través de la pared bacteriana.
A continuacion, la mezcla de alcohol-acetona decolora las bacterias Gram-negativas (no
asi las Gram-positivas). Por altimo, un colorante de contraste, siendo safranina o fucsina,
vuelve a las bacterias Gram-negativas de color rosado, mientras que las Gram-positivas

permanecen con color violeta-azul oscuro.


https://es.wikipedia.org/wiki/Cristal_violeta
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetona
https://es.wikipedia.org/wiki/Safranina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fucsina

1.2.2 Caracteristicas

Un correcto ensamblado de la envoltura celular en patégenos le brinda la capacidad que
tienen éstos de tolerar condiciones adversas, modular su permeabilidad a compuestos
toxicos y secretar proteinas/efectores, permitiendo una interaccion con las células del
hospedador. La envoltura celular bacteriana es el mayor punto de interaccion entre los
patdgenos y la célula hospedadora; por lo tanto, las moléculas que forman parte de la

misma tienen un rol fundamental en el éxito de la infeccién.

La envoltura celular de Gram-negativas estd compuesta por la membrana interna (IM),
un espacio periplasmico que contiene al peptidoglicano (PG), la membrana externa (OM)
y el lipopolisacarido (LPS), como se indica en la Figura 2. La presencia de dos membranas
es la caracteristica que le brinda el nombre de didermas a dichos organismos. La IM
consiste en una bicapa fosfolipidica, mientras que la OM se caracteriza por ser una
membrana altamente asimétrica compuesta por fosfolipidos y lipoproteinas en la cara
interna 'y LPS en la cara externa [12]. EI LPS, representado en la Figura 3, esta compuesto
por el lipido A, el core y el antigeno O, en el que la presencia de éste ultimo define a las
cepas lisas, mientras que las cepas rugosas carecen de él o bien se encuentra reducido.
Particularmente, el lipido A actGa como una endotoxinay contribuye a la capacidad
patdgena del microorganismo, desencadenando una respuesta inmune innata que se
caracteriza por la produccion de citocinas y la activacion del sistema inmunolégico. Por
otro lado, el core es un nucleo de polisacaridos definidos, que posee en su fraccion interna
una composicién en base de dos tipos de azlcares exclusivos de Gram-negativas: 2-ceto-
3-desoxioctonico (KDO) y L-glicero-D-manoheptosa (Hep), pudiendo estar unidos a su
vez a fosforil-etanolamina [13]. Esta region es muyrica en grupos cargados,

especialmente con carga negativa por presencia de los fosfatos y el KDO.


https://es.wikipedia.org/wiki/Endotoxina
https://es.wikipedia.org/wiki/Citocinas
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunol%C3%B3gico
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Figura 2: envoltura celular de Gram-negativas [14].
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Figura 3: estructura del LPS [14].

La OM esta compuesta principalmente por dos tipos de proteinas, las lipoproteinas y las
proteinas integrales de membrana, tales como las porinas 0 canales proteicos que
permiten el paso de ciertas sustancias [13]. Algunas de las proteinas integrales de
membrana mantienen unida a la OM con el PG y la IM mediante enlaces covalentes,
hidréfobos o bien i6nicos mediante cationes divalentes. De esta forma, la OM esté en
contacto directo con la IM en numerosos puntos, denominados zonas de adhesion. Estas
pueden tratarse de regiones en las que produzca una fusién entre estos dos tipos de
membrana, facilitando quizés el transporte de ciertas sustancias desde el exterior al
interior celular [13].


https://es.wikipedia.org/wiki/Porina

La OM protege a las bacterias de ciertos antibiodticos, colorantes y detergentes que
normalmente dafiarian la membrana interna o la pared celular de PG, proporcionando una
mayor resistencia a compuestos como la lisozima y a la penicilina que acttan sobre el
mismo. Se define, a la OM como un mosaico fluido que permite el desplazamiento lateral
de los fosfolipidos, del LPS, y de las proteinas, pero no de las lipoproteinas unidas
covalentemente al PG. Sin embargo, esta fluidez es menor que la de la membrana

citoplasmica [15].

1.3 Biogénesis de la OM en Gram-negativas: sistema TAM

Todos los componentes que forman la envoltura celular, deben transportarse desde el
citoplasma hasta la IM, o bien hasta la OM traspasando el periplasma en las bacterias
Gram-negativas. Para lograr una correcta insercion de los componentes de membrana, las
bacterias cuentan con diferentes maquinarias, las cuales toman ain mayor importancia en
las bacterias didermas. Entre los componentes de la OM de bacterias didermas, las
proteinas se sintetizan como precursores con secuencias sefial en el N-terminal, que son

esenciales para la translocacion a través de la IM.

Una de las maquinarias proteicas que asiste a la insercion de proteinas en la OM es BAM
(B-barrel assembly machinery). BAM asiste a aquellas que contienen barriles 3, como las
porinas y los autotransportadores. Particularmente, los autotransportadores son proteinas
que conforman el SSTV (sistema de secrecion tipo V) y se creia que contenian toda la
informacidn necesaria para su correcta translocacion e insercion a la OM. Sin embargo,
hoy en dia varias evidencias indican que el término "auto" en realidad no contempla el
mecanismo de translocacion de los autotransportadores ya que se requieren otras

proteinas para su correcta secrecion, siendo el caso de BAM [16, 17].

El complejo BAM esta compuesto por la proteina esencial BamA y proteinas accesorias.
BamA pertenece a un subgrupo de la superfamilia de proteinas Omp85 que se caracteriza
por poseer un dominio con estructura de barril B conservado en el extremo C-terminal
insertado en la OM y 5 dominios periplasmicos en la region N-terminal denominados
POTRA (por sus siglas en inglés, polypeptide transport associated), cuya funcion
propuesta es mediar en la interaccion inicial del complejo BAM con los sustratos

polipeptidicos. El sistema BAM junto con otros complejos asociados a la envoltura


https://es.wikipedia.org/wiki/Lisozima
https://es.wikipedia.org/wiki/Penicilina

celular son cruciales en la biogénesis de la envoltura de bacterias didermas, en particular
del ensamblado de la OM [18].

En los ultimos afos, se ha descripto que los genomas de Escherichia coli y bacterias
filogenéticamente cercanas como Citrobacter rodentium codifican una proteina de la
subfamilia de Omp85 denominada TamA, la cual forma parte de un complejo llamado
TAM (Translocation and Assembly Module) que también seria necesario para la correcta
translocacion de autotransportadores [19]. EI complejo TAM esta compuesto por TamA,
que posee estructura de barril B que se embebe en la OM y tres dominios POTRA que se
orientan hacia el periplasmay a través de los cuales se propone que interactda con TamB,
como puede observarse en la Figura 4. TamB por su parte, es una proteina de gran tamafio
(136 kDa en E. coli K12) que se inserta en la IM mediante un péptido sefial codificado en
el N-terminal que es no clivable; el resto de TamB exhibe una extensa estructura f3-
helicoidal que esta inmersa en el periplasma [19-21]. TamB tendria un efecto regulador
sobre la interaccion del sistema TAM con sus sustratos, ya que recientemente se postulo
que TamB posee una cavidad hidrofobica denominada “taco ” que podria servir como
chaperona para guiar las cadenas hidrofobicas 3 de los sustratos del sistema TAM a través

del periplasma [20].

Por otro lado, las proteinas de la familia TamB se encontraron ampliamente distribuidas
en la mayoria de los linajes bacterianos gramnegativos, incluso en numerosos géneros
que no albergan autotransportadores, lo cual abriria un nuevo debate sobre posibles y
desconocidas funciones del sistema TAM. Se propone incluso, que esta maquinaria
podria estar actuando en conjunto o de manera coordinada con BAM. En la Figura 5 se
presenta un modelo propuesto de los componentes y el funcionamiento de la maquinaria

de TAM en la translocacion de proteinas a la OM [22].

Trabajos més recientes, vinculan la funcion del sistema TAM con un rol general en la
biogénesis de la envoltura celular [23-27]. Ruiz y colaboradores plantearon que TamB
estaria involucrada, junto con otras proteinas con dominios AsmA, en el transporte de
fosfolipidos hacia la OM y que estas proteinas cumplirian un rol redundante pero esencial
en E. coli K-12 [26]. Poco se conoce sobre los mecanismos que rigen el ensamblaje de la

OM en el grupo Alphaproteobacteria.



BAM complex

Figura 4: estructura de sistemas TAM (izquierda) y BAM (derecha). El sistema TAM
conformado por TamA en la OM junto con los 3 dominios POTRA en el espacio
periplasmético, y TamB en la IM. El sistema BAM conformado por BamA en la OM junto con
los 5 dominios POTRA en el espacio periplasmatico [19].
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Figura 5: Modelo propuesto de maquinaria TAM. (a) un sustrato se transloca a través de la IM
mediante un translocon SEC. TamB se encuentra en una conformacion determinada esperando por el
sustrato, donde a su vez, el barril B de TamA produce adelgazamiento de la membrana y una
desorganizacion de los lipidos cercanos a la puerta de TamA. (b) el sustrato atraviesa el periplasmay se
acopla a TAM, generando que los dominios POTRA y TamA produzcan un elevamiento de la OM
mediante la desorganizacion de lipidos y disminucidn de la energia de activacion necesaria para la
insercion del sustrato. (c) el sustrato atraviesa TamA y comienza a plegarse en posicion barril p. (d) el
sustrato se libera en la OM y el sistema TAM vuelve a su conformacién inicial para aceptar un nuevo
sustrato [22].

Por otro lado, la correcta insercion de OMPs (proteinas de membrana externa) en la OM
es crucial para la secrecion de proteinas al medio extracelular ya que los sistemas
involucrados estan formados por al menos una 0 mas OMPs. La secrecion de proteinas
en bacterias es esencial para una gran variedad de funciones, incluidas la interaccion con

el medio ambiente y el hospedador. Particularmente en los microorganismos patégenos,



el correcto funcionamiento de los sistemas de secrecion de proteinas suele ser un factor
determinante en la virulencia y en la colonizacion frente a las células del hospedador [19].
En bacterias Gram-negativas se han descripto once sistemas, enumerados del I al X1 [28],
los cuales median la secrecidn de sus proteinas sustrato al medio extracelular a través de
diferentes mecanismos [16]. Uno de ellos es el sistema V, SSTV, mencionado

anteriormente, constituido por los autotransportadores.

1.4 Tolerancia a antimicrobianos

El ensamblado y remodelacién precisos de la OM son cruciales para preservar una barrera
de permeabilidad ante posibles ataques durante el proceso de infeccion del patdgeno. La
OM de las bacterias Gram-negativas dificultan el acceso de los antibioticos a los sitios
objetivos, reduciendo la susceptibilidad bacteriana a los mismos [29]. Particularmente, la
OM de Brucella abortus es permeable a sondas hidrofobicas y es particularmente
resistente a lisozima, a la desestabilizacion por péptidos policationicos y EDTA
(etilendiaminotetraacético) [30, 31]. La importancia de estas propiedades inusuales en B.
abortus es un gran punto de interés, donde se desea profundizar en esta tesis y en trabajos
futuros en estudios acerca de la composicion de la OM en la especie O. anthropi, siendo

el pariente mas cercano al género Brucella.

O. anthropi es un patdgeno con multiresistencia antibi6tica, siendo resistente a la mayoria
de las cefalosporinas, penicilinas y cefamicinas [32], a través de una clase de enzimas -
lactamasas (OCH). Los B-lactdmicos son antibioticos que acttan inhibiendo la sintesis
del PG o mureina, actuando sobre las etapas finales de la misma. La accion de estos
antibidticos se debe a la similitud estereoquimica entre las moléculas de éstos y la D-
alanil-D-alanina (precursores del PG) [33]. Ademas, al menos seis aislamientos de O.

anthropi fueron resistentes también a los carbapenémicos [34].

Las polimixinas son antimicrobianos polipéptidos con actividad bactericida, siendo los
mas utilizados polimixina B y la polimixina E, también conocida como colistina. Para
comprender el mecanismo de accién de las polimixinas es necesario conocer los
componentes quimicos presentes en la estructura de su molécula (Figura 6A). Las
polimixinas se definen como lipopolipéptidos ciclicos, constituidas por una secuencia de
diez péptidos, residuos hidrofobicos y, por ultimo, una molécula de acido graso en su

extremo N-terminal. Asi como en otros antimicrobianos peptidicos, la presencia de



residuos lipofilicos e hidrofilicos en una misma molécula confiere a las polimixinas un
caracter anfipatico. Las polimixinas ejercen su actividad bactericida a partir de la
atraccion electrostatica que establecen inicialmente con el lipido A presente en la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas por la diferencia de cargas entre estas
dos moléculas. Las polimixinas son compuestos catidnicos (carga positiva), mientras que
el lipido A presenta carga predominantemente negativa. La interaccion entre la
polimixina y el lipido A promueve un desplazamiento de los iones de Ca?* y Mg?
responsables del mantenimiento de la organizacion de la membrana externa. Tras el
desplazamiento de estos iones y la desorganizacion del lipido A, el residuo de acido graso
en el extremo N-terminal de la molécula de polimixina se inserta en la membrana externa,
causando lesiones en la misma. Al llegar al espacio periplasmético, la molécula de
polimixina causa el mismo tipo de dafio en la membrana interna bacteriana. Estas lesiones
aumentan la permeabilidad de las membranas, la pérdida de componentes intracelulares
y, en consecuencia, la muerte de la célula bacteriana. Se sugiere de este modo, que,
ocasionando una disminucion de la carga negativa de la membrana, habrd una menor
atraccion electrostatica entre la molécula de polimixina y la membrana externa bacteriana.
[35, 36]. En este sentido, Brucella spp. han mostrado una resistencia considerable a la
polimixina B, probablemente debido a una disminucién en la concentracion de cargas
negativas del LPS en comparacidon con otras bacterias Gram-negativas. Por su parte
Ochrobactrum anthropi es considerado sensible a la polimixina B, aunque se observo que

la OM se ve poco afectada luego del tratamiento con la polmixina B [9].

En otro trabajo se demostrd que el EDTA y la polimixina B facilitaron sustancialmente
la transferencia de moléculas NPN (sonda fluorescente hidrofobica N-fenilnaftalina-1-
amina) al entorno hidrofébico de las membranas en Bradyrhizobium japonicum,
Ochrobactrum lupini y Escherichia coli en comparacion con las bacterias no tratadas. Se
encontré Unicamente que la envoltura de O. lupini fue susceptible a ambos agentes de la
misma manera, lo cual indicaria que la polimixina B puede destruir por completo la
barrera de permeabilidad de la OM por si sola y que no seria necesaria la adicion de
EDTA. Asi mismo, O. lupini podria clasificarse como una bacteria resistente a la
polimixina B, pero la concentracion de 1000 U/ml resultaria bactericida [12].

Otros antibidticos pueden ser empleados al evaluar la permeabilidad de la envoltura
celular en Gram-negativas, tales como el tratamiento con eritromicina, vancomicina y

gentamicina, cuyas estructuras quimicas se observan en la Figura 6B, 6C y 6D
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respectivamente. La eritromicina es un antimicrobiano macrélido, bacteriostéatico,
compuestos por un anillo lactonico a los que se les une uno o varios azlcares mediante
enlaces glucosidicos que tiene como mecanismo de accion inhibir la elongacion de la
cadena proteica actuando en el ribosoma bacteriano bloqueando de esta forma la
traduccion de proteinas en la bacteria. Los macrélidos son compuestos basicos capaces
de atravesar las membranas lipidicas, confiriéndole la particularidad de concentrarse
adecuadamente dentro de las células eucariotas y atravesar la membrana externa de los
bacilos Gram-negativos [37]. La vancomicina es un antimicrobiano glicopéptido que
actua principalmente sobre las bacterias Gram-positivas inhibiendo la sintesis del PG al
unirse a los terminales D-Ala-D-Ala como precursores del mismo [37]. La gentamicina y
la amikacina, por su parte, son antimicrobianos de la clase de los aminoglucésidos que
estan compuestos por sustancias hidrofilicas formadas por dos 0 mas amino azucares que
se enlazan mediante un puente glucosidico al nucleo aminociclitol de la molécula. El
efecto bactericida de los aminoglucésidos se produce luego de su enlace al sitio A del
ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis proteica como consecuencia. A pesar de su
naturaleza altamente polar, que podria impedir su difusion por las membranas, los
aminoglucoésidos atraviesan la membrana externa de bacterias Gram-negativas por la
ruptura de los enlaces de Mg?* entre las moléculas de lipopolisacaridos. El enlace de los
aminoglucosidos resulta en un desplazamiento de iones de Mg?* y Ca?*, los cuales se
unen a las moléculas liposacaridicas adyacentes, damnificando la membrana celular
externa, formando poros transitorios, con un consecuente aumento de la permeabilidad

de la membrana celular externa [38].
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Figura 6: estructuras quimicas de polimixina B (A), eritromicina (B), vancomicina (C) y

gentamicina (D).

Por otro lado, se conoce que el puente de cationes divalentes establecido entre los grupos
cargados negativamente del lipido A y KDO es esencial para que la OM actlie como una
barrera eficaz, y se cree que la eliminacion parcial de dichos cationes causada por EDTA
causaria una desestabilizacién de la OM. Sin embargo, la observacion de que el EDTA
no tiene efecto sobre las células de Brucella y Ochrobactrum indicaria que la
estabilizacion del LPS con cationes divalentes no jugaria un papel importante en la
permeabilidad de estas bacterias ni seria necesaria para un anclaje firme del LPS en la
OM [9]. La molécula de EDTA tiene un nimero de coordinacion de seis en el que dos
grupos son amino y cuatro son carboxilo, con la posibilidad de secuestrar iones metalicos,
actuando como agente quelante (Figura 7). EI EDTA quela iones metélicos en una
proporcién de 1:1 independientemente de la carga del cation, teniendo mayor afinidad

con iones divalentes tales como Ca?*, Mg?* y Fe?*.
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Figura 7: estructura quimica de EDTA.

Otros compuestos que podrian aportar informacion en cuanto a la permeabilidad de la
OM de las bacterias en estudio son los detergentes como el SDS (dodecil sulfato sédico),
Triton X-100 y DOC (deoxicolato de sodio). Los detergentes son compuestos de
caracteristica anfipatica, lo que implica estar formados por una parte hidrofoba y otra
hidrofila. Debido a su composicion y estructura molecular, tienen la capacidad de
interaccionar con los fosfolipidos y proteinas de la membrana celular, incluso ocupando
lugares en ella, provocando rompimiento de la capa lipidica [39]. Asi mismo, actuando
como agentes solubilizantes, se favorece la solubilidad de la membrana y de proteinas de
membrana, aumentando la permeabilidad de ésta. La accién de los detergentes se
caracteriza por disminuir la tension superficial, denominandose de tal modo como agentes

tensioactivos [39].

Particularmente, el SDS es un tensioactivo i6nico formado por una cadena carbonada
correspondiente a la parte apolar e hidrofébica, y un grupo fosfato con carga negativa
correspondiente a la parte polar e hidrofilica [39], como se puede observar en la Figura
8A. Por su parte, el Tritén X-100 es un tensioactivo no idénico cuya molécula presenta un
polo hidréfobo, el resto p-t-octilfenilico que interacciona con la zona hidrocarbonada de
la membrana, y un polo hidréfilo constituido por 9 o 10 unidades de oxietileno, cuya
estructura quimica puede observarse en la Figura 8B. Los detergentes no idnicos actdan
interrumpiendo los enlaces lipidicos y los enlaces lipido-proteina [39]. EI DOC,
representado en la Figura 8C, es una sal sodica del &cido biliar desoxicdlico, tensioactivo
ionico considerado un detergente suave, con la capacidad de interrumpir y disociar
interacciones presentes en las proteinas, facilitando su solubilidad y por ende afectando
la permeabilidad de la membrana [39].
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Por Gltimo, existen enzimas que afectan la integridad del PG. Particularmente, la lisozima
es una enzima que cataliza la reaccion de hidrolisis de las uniones beta 1,4 entre los
residuos de acido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetil-D-glucosamina (NAG) en el PG,
debilitando asi la pared celular provocando la lisis bacteriana.

1.5 Antecedentes del grupo de trabajo

La OM de Brucella forma bicapas muy estables ya que varias proteinas de la membrana
externa (OMPs) de Brucella mantienen interacciones hidrofobicas con otros componentes
de OM vy pueden contener dominios hidrofilicos que permiten su union al PG; incluso
varios autores también han demostrado una interaccion aparentemente covalente entre
OMPs y el PG, resultando una mayor “rigidez de la OM” en Brucella con respecto a otras
bacterias Gram-negativas [40, 41]. Brucella contiene un LPS no convencional poco
endotoxico que confiere resistencia a los antimicrobianos del hospedador. Como ya se
menciono, tanto el lipido A como el nucleo del LPS de Brucella exhiben un menor
numero de grupos cargados negativamente en comparacion con la mayoria de los LPS de
otras bacterias, confiriéndole una baja permeabilidad (y por tanto una mayor resistencia)
a policationes como la polimixina B y la lisozima, y una permeabilidad relativamente alta

a los compuestos hidrofébicos.

Nuestro grupo de trabajo (Laboratorio Microbiologia molecular y celular — Fundacion
Instituto Leloir) ha identificado un locus de B. suis formado por los genes mapA (BR0048)
y mapB (BR0049) (por membrane altering proteins), que son los ortélogos de tamA y

tamB en gammaproteobacterias, respectivamente, como se muestra en la Figura 9A [23].
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Demostramos que la proteina MapB estd asociada a la membrana interna, aunque la
mayor parte de la misma estaria inmersa en el periplasma, mientras que la proteina
codificada por el gen homologo a TamA (BR0048) estaria inmersa en la membrana
externa anclado a los 3 dominios POTRA correspondientes; dicho modelo se ve
representado en la Figura 9B. En conclusion, la organizacion del dominio proteico
predicho, la localizacion subcelular y los andlisis co-transcripcionales indican que las
proteinas BR0O048 y BR0049 conforman el sistema TAM de Brucella spp.

BRO048
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Figura 9: BR0048 y MapB son ortélogos a TAM en B.suis. (A) Esquema de la organizacion de
los dominios de BR0048 predicho y MapB. (B) Esquema predicho de BR0048 y MapB en la

envoltura celular bacteriana [23].

Por otro lado, se demostr6 que MapB es necesaria para la integridad de la envoltura
celular ya que ante su ausencia (en la cepa mutante AmapB), la bacteria pierde su tipica
resistencia a diferentes agentes tales como Triton X-100 y polimixina B, y se lisa
rapidamente en presencia de lisozima. En esta linea, para determinar si la cepa mutante
AmapB conservaba las caracteristicas en cuanto a composicion del antigeno O de la OM,
se realiz una tincion cristal violeta, demostrandose que la cepa no tenia caracteristicas
rugosas debido a que fue casi incapaz de retener el colorante como si lo hizo su cepa

silvestre. Estos resultados se presentan graficamente en la Figura 10.
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Figura 10: La disminucion de la tolerancia a diferentes compuestos demuestra una alteracion de la
membrana en la mutante AmapB. La cepa B. suis (wt), la mutante AmapB y la cepa complementada
AmapB pBBRmapB fueron analizadas. (A) Las bacterias se incubaron con y sin Triton X. (B) Las
bacterias fueron incubadas por 60 minutos a 37°C con 0 (control), 10, 50 o0 100 Unidades/ml de
polimixina B. (C) Las bacterias fueron tratadas con lisozima y medidas su ODggonm cada 10 segundos. (D)
Evaluacion de disociacion, tincion con Cristal violeta y oxalato de amonio de colonias en placas en medio
rico (TSA) [23].

Se determind que MapB (TamB) fue necesaria para la correcta y eficiente translocacion
de un conjunto de OMPs en la OM analizandose la abundancia relativa de OMPs por
protedmica semi-cuantitativa de membranas totales (IM+OM) y por Western blot
utilizando anticuerpos especificos. No se observé un efecto general en la abundancia de
proteinas de membrana. Sin embargo, observamos que MapB fue necesaria para la
correcta insercion de BmaB (autotransportador monomérico clasico) ya que la mayor
parte del autotransportador se acumula en el periplasma de la cepa mutante. También se
observd una reduccion en las cantidades relativas de un subconjunto de proteinas Omp
25/31. Esta observacion esté en linea con la hipotesis de que la union de estas proteinas
(Omp 25/31) al PG y su fuerte interaccion con el peptidoglicano contribuyen a las
caracteristicas rigidas de la envoltura de Brucella. Estas observaciones nos permiten

proponer que la proteina TamB en Brucella, y probablemente en otras
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alphaproteobacterias como Ochrobactrum, cumple un rol crucial en la biogénesis y
estabilidad de la envoltura celular (Figura 11). Por otro lado, se demostré que la ausencia
de MapB provoca defectos en la division celular, observandose mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) morfologias aberrantes en AmapB, incluidas estructuras

multi-ramificadas y del tipo “Y” (Figura 12).
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Figura 11: Modelo de la funcion del sistema TAM en B.suis. Se representan los principales
componentes de la envoltura celular de la cepa silvestre (A) y la alteracion propuesta en la
mutante AmapB (B) [23].
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1um

Figura 12: Analisis SEM en cepa wt y AmapB. Se encuentran indicadas las morfologias en
forma de “Y” asociadas a la division celular [23].

Otro hallazgo interesante aportado por el grupo de trabajo fue demostrar que B. suis, al
igual que B. abortus y B. melitensis, liberan vesiculas de membrana externa (OMVs) al
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medio extracelular [23, 42, 43]. Las OMVs se producen en bacterias Gram-negativas por
el abultamiento de OM que lleva contenido soluble periplasmico. Se propuso que
mientras las bacterias jovenes aumentan su tamafio y reciclan sus OM, las paredes
celulares tienden a liberar mas OMVs principalmente en los tabiques de division.
Ademas, observamos que la fraccion de OMVs recuperadas por ultracentrifugacion del
medio extracelular de AmapB tiene un mayor contenido de proteinas comparada con la
de la cepa silvestre (wt). Es posible que los defectos en el ensamblado de la OM y una
interaccion deficiente con otros componentes de la envoltura como el PG en AmapB
induzcan una produccién exacerbada de OMVs. Se detectdé un ndmero considerable de
proteinas en la fraccion OMV de las células AmapB, y alrededor del 60% de ellas
correspondieron a OMPs y proteinas periplasmicas. Esta observacion sugiere que los
defectos en la homeostasis de la envoltura celular en las células AmapB favorecen la
formacion de vesiculas en la OM o, alternativamente, provocan la fuga de proteinas
periplasmicas y la liberacion de fragmentos del OM. Se ha propuesto que las OMV se
generan por la protuberancia hacia afuera de la OM en éareas donde las proteinas que unen
la OM a la capa de PG estan ausentes. Alternativamente, este defecto podria deberse a un
desbalance entre la cantidad de fosfolipidos y LPS como se demostré en
gammaproteobacterias [27]. En su conjunto, estas observaciones indican que TamB de
Brucella es necesaria para la estabilidad de la envoltura celular. Propusimos que la
proteina TamB en Brucella, y probablemente en otras alphaproteobacterias, cumple un
rol crucial en la biogénesis de la envoltura celular de un modo coordinado con la division

celular.

Recientemente, en una basqueda bioinformatica se identifico a los ortdlogos de mapA 'y
mapB de O. anthropi ATCC 49188. Los mismos corresponden a los genes Oant_0053
(tamA) y Oant_0054 (tamB) respectivamente, los cuales presentan 90% y 85% de
identidad con MapA (BR0048) y MapB (BR0049) de B. suis. Con el objetivo de
profundizar el estudio del rol del sistema TAM en alphaproteobacterias, como parte del
trabajo de esta tesis se obtuvo la mutante en TamB de O. anthropi ATCC 49188. Esta
mutante serd denominada de acé en adelante como A54.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Varios aspectos de la translocacion y ensamblado de los componentes de la OM de
bacterias Gram-negativas y su interaccion con otros componentes de la envoltura celular
aun son poco comprendidos. EI grupo de trabajo ha presentado evidencias que indican
que el sistema TAM es requerido para la integridad de la OM de B. suis, un patdgeno
intracelular que pertenece al phylum Alphaproteobacteria [23]. En efecto, la proteina
TamB (denominada MapB en B. suis) fue necesaria para la estabilidad de la OM y la
correcta translocacion de un subgrupo de OMPs, brindando conocimientos acerca del rol
de TamB en la biogénesis de la OM en este grupo de bacterias. En esta tesis se estudiara
la funcion del sistema TAM en dichos procesos, utilizando como modelo bacteriano la
especie O. anthropi también perteneciente al grupo Alphaproteobacteria. Si bien Brucella
y Ochrobactrum se encuentran muy emparentadas, algunas propiedades de sus envolturas
difieren notablemente por lo que la utilizacién de Ochrobactrum como modelo de estudio
puede aportar informacién valiosa en la comprensién de los procesos involucrados en la

biogénesis de la OM en el grupo Alphaproteobacteria.

La hipdtesis de trabajo propone que de manera similar a Brucella, el componente
proteico TamB de O. anthropi es necesario para la homeostasis y estabilidad de la OM.
Su ausencia podria provocar un ensamblado incorrecto de la OM, lo cual afectaria la
permeabilidad, la estabilidad y las caracteristicas propias de la envoltura de
Ochrobactrum. Se plantea que el impacto de la ausencia de TamB en la envoltura celular
dependeré de las caracteristicas de la envoltura celular de cada especie, en particular de
la OM.

En esta linea, el objetivo general de la tesis es aportar al conocimiento acerca de los
factores involucrados en la biogenesis de la OM de alphaproteobacterias.
Especificamente se desea evaluar la funcién del sistema TAM en la homeostasis de la
envoltura de O. anthropi, mediante la realizacion de ensayos fenotipicos asociados a la
envoltura celular y la resistencia a antimicrobianos en la mutante AmapB de O. anthropi

(A54) y su respectiva cepa silvestre (wt).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos utilizados

El microorganismo utilizado como cepa salvaje fue Ochrobactrum anthropi ATCC
49188, definido como wt (wild type) en este trabajo de tesina. Codigo cepario lab 204-
FIL: Y62.

Con el fin de evaluar los efectos generados por la ausencia de la proteina TamB en O.
anthropi, se han generado, en colaboracion con los miembros de nuestro grupo de trabajo,

las siguientes cepas mutantes:

o Ochrobactrum anthropi A0054 con mutacion en el gen Oant 0054 mediante el
método insercion-delecién, definido como A54 en este trabajo de tesina. Cédigo
cepario lab 204- FIL: Z58. La descripcion detallada de la generacién de esta mutante se
desarrollara en la seccién de Resultados.

o Ochrobactrum anthropi complementada KI mediante método Knock-in con insercion
de la secuencia de ADN correspondiente al gen Oant_0054 en el sitio donde se
produjo la mutacién partiendo de la cepa A54. Esta cepa estd definida como Kl en
este trabajo de tesina. Cédigo cepario lab 204-FIL: Z65

o Ochrobactrum anthropi complementada A0054 + pBBR1 Oant_0054 mediante
complementacion de copias del gen Oant_0054 clonado bajo el promotor lacZ en el
plasmido de mediano nimero de copias pBBR-MCS1-CmR. Es definido como
A54+pBBR54 en este trabajo de tesina. Codigo cepario lab 204- FIL: Z60

3.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Ochrobactrum anthropi fue cultivada en medio de cultivo rico Tryptic Soy Broth (TSB)
a 37°C empleando agitacion de 220 rpm. En el caso de medios de cultivo solido se utiliz6

Tryptic Soy Agar (TSA) con 1,5% p/v de agar con incubacion a 37°C durante 24-48 h.

Con respecto a las condiciones de cultivo, el Instituto cuenta con un cuarto de
bioseguridad tipo 2 (BSL 2) equipado adecuadamente con cabina de bioseguridad y los
protocolos de operacidn necesarios para trabajar con el microorganismo en estudio, el

cual es considerado patdgeno oportunista.

3.3 Antibioticos
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Para el cultivo de las cepas mencionadas en la seccion 3.1, se emplearon distintos
antibioticos presentados en la Tabla 1 segun las resistencias adecuadas para seleccion del

crecimiento de las mismas.

Concentracion final ml
sy Concentracion del stock (g/mi)
Antibidtico
(mg/ml)
wt A54 | Kl A54 +pBBR54

Kanamicina 50 50 50 50 50
Espectinomicina | 100 - 200 | - 200
Cloranfenicol 50 - - - 25

Tabla 1: antibidticos y concentraciones utilizadas.

Para el desarrollo de los ensayos de tolerancia a antibioticos que se describe en la seccion
3.6.2, se emplearon polimixina B, vancomicina, eritromicina, bacitracina, gentamicina y

amikacina en distintas concentraciones segun corresponda.

3.4 Conservacion de cepas

Con el objetivo de conservar a largo plazo las cepas obtenidas las bacterias cultivadas en
medio TSB se resuspendieron en glicerol estéril con concentracion final 20% v/v en
criotubos a -20°C y -80°C.

3.5 Curva de crecimiento

En primer lugar, para evaluar el comportamiento de las cepas O. anthropi wt y la mutante
Ab54 respecto a su crecimiento en medio rico TSB se realiz6 una curva de crecimiento a
37°C. Paraello las bacterias se cultivaron en erlenmeyers de 500 ml, con 100 ml de medio
de cultivo cada uno, respetando asi la proporcién de aireacién del cultivo en 1:5. Se partio
de indculos por triplicado con una ODesoonm de 0,01 y de 0,001 para lograr una curva de
crecimiento que abarque un rango de crecimiento de 34 h de medicion. El procedimiento
consistio en tomar una alicuota de volumen final de cubeta de 1ml (evitando de esta forma
que el progresivo faltante de volumen a lo largo de las mediciones afecte al crecimiento)
de cada cultivo cada 2 h y se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm. En conjunto, en cada
punto de medicion, se realizaron diluciones seriadas de las alicuotas obtenidas para
realizar recuento en placa y conocer las UFC/ml (unidades formadoras de colonias por

mililitro) correspondientes en cada caso.
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3.6 Fenotipos de mutantes defectivas en el sistema TAM de O. anthropi

3.6.1 Tolerancia a agentes disruptivos de membrana

Con el objetivo de determinar la supervivencia de las cepas O. anthropi wt y la mutante
A54 frente a distintos compuestos se realizaron tratamientos basados en la incubacion con
los mismos. Para ello, las bacterias se cultivaron en medio liquido rico TSB hasta su fase
exponencial de crecimiento (ODsoonm =1), se lavaron con buffer Phosphate Buffered
Saline (PBS) estéril y se llevaron a una concentracion final como solucion de trabajo de
1x108 UFC/ml. Las bacterias fueron expuestas a diversos agentes disruptivos de
membrana como los compuestos tensioactivos SDS en concentracion 0,5%, Triton X-100
y DOC en concentracion 0,1%, y el agente quelante EDTA en concentracion 10mM. Los
ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos, donde se colocaron 100 ul de solucion de
trabajo del cultivo y 100 ul de solucion tratamiento, o 100 ul de solucion buffer PBS 1X
para el control sin tratamiento, en la primera fila de la placa incubandose a 37°C durante
1 hora. Luego del tratamiento, se realizaron diluciones seriadas 1:10 sobre la misma placa
con solucion buffer PBS 1X sembrandose posteriormente en placa de Petri con medio
TSA mediante el método microgota. Cabe destacar que para los tratamientos de EDTA,
en lugar de utilizar solucion buffer fosfato PBS 1X, se utiliz6 solucion fisioldgica NaCl
0,9% p/v debido a la posible precipitacion de Ca,PO4 por la presencia del ion PO4> en el
buffer PBS. Para la cuantificacion se utilizd recuento bacteriano y los resultados se

expresaron por porcentaje de supervivencia relativos a la cepa wit.

Cada ensayo mencionado anteriormente en esta seccion se evalu6 con cada compuesto y

con cada cepa por triplicado.

Por otro lado, para evaluar la tolerancia a lisozima se cultivaron las bacterias overnight
hasta llegar a la OD deseada. Mediante centrifugacion (5min a 5.000 rpm) se obtuvieron
las células y se resuspendieron en una solucion de lisozima 2 pg/ml en 0.05M de Tris-
HCI (pH 8.0 a 22°C). Se dispusieron las suspensiones en una cubeta para lectura en
espectrofotometro y se midieron las absorbancias a 600nm cada 30 segundos abarcando

un rango de lectura hasta los 120 minutos.
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3.6.2 Tolerancia a antibioticos

Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la cepa O. anthropi wt y la
cepa mutante A54 frente a polimixina B, vancomicina, eritromicina, bacitracina,
gentamicina y amikacina, utilizandose como criterio de corte de la MIC los valores
estandares recomendados por EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) [44] para bacilos Gram-negativos diferentes de Enterobacteriaceae
[45-47]. Para ello, se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos con diluciones seriadas al
medio (1:2) de cada antibiotico, trabajando con una concentracion de bacterias de 1x10°
UFC/ml (al mezclarse con la dilucién de antibi6tico correspondiente obtendremos una
concentracion final de 5x10° UFC/ml) y concentraciones de antibiético entre 1 pg/ml y
1024 pg/ml segun determinaciones estandar [32]. Cabe destacar que no todos los
antibidticos presentaban la misma resistencia dentro del rango establecido, por lo que
algunos rangos se modificaron segln se presentan en la Tabla 2. El esquema de trabajo
en la placa de cultivo de 96 pocillos se ve representada en la Figura 13. Una vez
preparadas las placas, se incubaron 48 h a 37°C tomando la precaucion de sellar las placas
con parafilm para evitar la evaporacion del medio de cultivo en estas temperaturas. Se
midio la absorbancia a 600nm con lector de placas varioskan LUX. Se determin6 como

MIC a la minima concentracién de antibidtico que inhibe el crecimiento bacteriano.

s Rango de concentraciones
Antibidtico
(ng/ml)
Polimixina B 0,25-128
Vancomicina 1-512
Eritromicina 0,125-64
Bacitracina 16 -8192
Gentamicina 1-512
Amikacina 1-512
Tabla 2: rango de antibi6ticos y concentraciones utilizadas en el ensayo de tolerancia a
antibioticos.
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Figura 13: esquema de placa de cultivo de 96 pocillos para ensayo de tolerancia a antibi6ticos.
En filas A, B 'y C se colocé el cultivo de la cepa wt, en filas D, E y F se colocd A54, y las filas G
y H quedan libres. Se emplea una placa por ensayo por antibidtico. Diagrama de llenado de
pocillos (el llenado se realiza de derecha a izquierda):

Columna 12: 50 ul TSB. Corresponde al control negativo.

Columna 11: 50 pl antibiético sin dilucion.

Columna 10 a 2: 25 ul TSB + 25 ul de columna anterior (diluciones seriadas de 1;2).
Columna 1: 25 ul TSB. Corresponde al control positivo.

Columna 1 a 11: se agregaron 25 ul del cultivo correspondiente en todos los pocillos.

De manera complementaria, se determind la supervivencia de la cepa wt y la cepa mutante
frente al crecimiento en placa de vancomicina. Para tal propdsito, se realizaron diluciones
seriadas 1:10 en solucion buffer PBS 1X estéril de cultivos overnight de bacterias con
concentracion de solucion de trabajo de 1x108 UFC/mI. Se sembraron mediante el método
de microgota sobre placas de Petri con medio sélido TSA y el antibidtico a evaluar
dispuesto también en placa en concentraciones de 64 ug/ml y 128 ug/ml. ElI método de
cuantificacion que se utilizo fue por recuento bacteriano de UFC/ml y los resultados se

expresaron por porcentaje de supervivencia relativos a la cepa wit.

Cada ensayo mencionado anteriormente en esta seccion se evalu6 con cada compuesto y

con cada cepa por triplicado.

3.7 Fraccionamiento subcelular

Haciendo referencia a la composicion de la envoltura celular en bacterias Gram-
negativas, se propuso como objetivo obtener la fraccion de membranas totales en O.

anthropi wt y O. anthropi A54, mediante el ensayo de fraccionamiento subcelular [48].

24



Se cosecharon 500ml de cultivo de ambas cepas en TSB (200ml de medio en erlenmeyers
de 1L para mantener condiciones de aireacion en proporcion 1:5) hasta alcanzar una fase
exponencial de crecimiento (ODesgonm ~1). Se centrifugd 10 minutos a 7000 x g y se
resuspendieron las bacterias en buffer A (sacarosa 0,5M, Tris-HCI pH 7,5 10 mM) con
agregado de lisozima 10 mg/ml dejandose en agitacion en hielo durante 2 minutos. Se
agrego EDTA 1,5 mM y se dejo agitar nuevamente en hielo durante 7 minutos. Las células
se centrifugaron durante 10 minutos a 9000 x g y luego se resuspendieron en buffer B
(sacarosa 0,2M, Tris-HCI pH 7,5 10mM) con agregado de MgCl> 1M, ARNasa/ADNasa
EMD Milipore, PMSF 1mM, y se alicuotaron en eppendorf con bolitas de vidrio (Sigma,
400um). La lisis celular se llevé a cabo en Precellys24 (Bertin) con 4 ciclos de 3 x 30
segundos a 6500 rpm. El producto de la lisis celular se separ6 de las bolitas de vidrio y se
centrifugd durante 10 minutos a 6000 x g a 4°C. El sobrenadante se ultracentrifugd
durante 2 h a 100000 x g a 4°C, para obtener de esta manera la fraccion de membranas
totales en el pellet. Las muestras se lavaron y resuspendieron en Tris-HCI pH 7,5 para
conservarse a -20°C para futuros analisis. Para la obtencion de proteinas solubles, se
precipitd el sobrenadante obtenido de la ultracentrifuga con 0,1 volumen de &cido

tricloroacético y posterior lavado con acetona pura en frio.

3.8 Microscopia TEM (Transmission Electronic Microscopy)

Con el objetivo de analizar posibles alteraciones en la envoltura celular por ausencia de
TamB, O. anthropi wt y O. anthropi A54 fueron observadas por Microscopia Electronica
de Trasmision (TEM) en el servicio que brinda el LANAIS-MIE (CONICET-UBA).

Brevemente, se cosecharon 25ml de cultivo de ambas cepas en TSB hasta alcanzar una
fase exponencial de crecimiento (ODsoonm ~1). Se centrifugd durante 10 minutos a 4500
rpm y se realiz6 un doble lavado con buffer PBS 1X en un volumen de 20ml. Se centrifugd
nuevamente y al pellet resultante se lo cubri6 con 1 ml de solucién fijadora glutaraldehido
2%, se resuspendio suavemente en la misma y se dejo fijando 4 h a 4°C. Luego de la
primera fijacion se centrifugo, se descarto la solucion fijadora y se cubridé con solucién
de lavados (buffer fosfato 0,2 M) durante 15 minutos a 4°C. Por ltimo, se retir6 el buffer
de lavado y se cubri6 con un nuevo volumen de buffer manteniéndose en hielo o heladera
hasta su segunda fijacidn con tetréxido de osmio 1%. Posteriormente, las muestras fueron
deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol e incluidas en una resina epoxy
donde se realizaron cortes ultrafinos (70-90 nm). Las muestras fueron examinadas con el
microscopio electrénico de transmision ZEISS EM 109T equipado con camara digital
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Gatan ES1000W. Este enfoque permite observar alteraciones en la doble membrana tales

como la separacion, turgencia y rugosidad, entre otras caracteristicas.

En linea con los antecedentes brindados por Velasco et. al [9] sobre la accion de la
polimixina B en Brucella y Ochrobactrum observadas en microscopia electronica de
transmision, se decidid evaluar a O. anthropi wt y O. anthropi A54 también en presencia
de dicho antibiotico. Para ello, previo a la fijacion, las muestras fueron resuspendidas en
solucion buffer PBS 1X con concentracion de polimixina B 100 U/ml y dejandose en
tratamiento durante 1 h a 37°C. Luego, las muestras fueron lavadas con buffer PBS 1Xy

se continud con el procedimiento de fijacion segun lo planteado anteriormente.

3.9 Analisis estadistico

Para la realizacion de gréaficos y anlisis estadisticos se emple6 el programa Excel version
2016 y el programa GraphPad Prism version 8.0. Al comparar dos grupos, la diferencia
estadistica se determind con el test de Student (T test), mientras que en las comparaciones
de 3 0 mas grupos se utilizo el test ANOVA de una via, seguido por el test a posteriori de
Tukey. El criterio adoptado para determinar que una diferencia fuera estadisticamente

significativa fue que p sea < 0.05.

26



4. RESULTADOS

4.1 Generacioén de cepas

Como se menciond anteriormente en la seccion 3.1 de Materiales y Métodos, con el fin
de evaluar los efectos producidos por la ausencia de la proteina TamB en Ochrobactrum
anthropi, se han generado, en colaboracion con los miembros de nuestro grupo de trabajo,

las siguientes cepas:
o Ochrobactrum anthropi A54
o Ochrobactrum anthropi complementada K
o Ochrobactrum anthropi complementada A54+pBBR54

Para el caso particular de la generacion de la cepa mutante O. anthropi A54, se clonaron
aproximadamente 700 pb de las regiones rio arriba y rio abajo flanqueantes al gen de
interés, interrumpida por un casette que confiere resistencia a espectinomicina (casette
omega). Se clono esta construccion obtenida en el plasmido PJQ200. Dicho plasmido
contiene el gen sacB que le confiere a la bacteria que lo porta sensibilidad a sacarosa y a
sSu vez posee una resistencia a gentamicina (GmR) y es replicativo en Ochrobactrum. En
primer lugar, al introducir el plasmido en la cepa wt se aislaron las colonias (simples
recombinantes) kanamicina (resistencia natural de O. anthropi), espectinomicina y
gentamicina resistentes, y sacarosa sensibles. De estas colonias luego se repicaron en
grilla y se seleccionaron aquellas resistentes a kanamicina, espectinomicina y sacarosa,
pero gentamicina sensibles, es decir, aquellas que hayan perdido el plasmido, pero ganado
la resistencia a espectinomicina por doble recombinacion homdloga. En la Figura 14 se

resume en un esquema la generacion de dicha mutante.
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3. Doble recombinacién homologa

Generacion de cepa mutante
- o —
' - — ' O, anthropi 49188 Cr ‘ -

= N O s
R1 R2 v
1. Amplificacion de fragmentos por PCR % PIQ200 J.l

4. Seleccidn simples recombinantes: KmR, SpecR, GmR y SacS
2. Ligacion

| 5. Repique en grilla y seleccién dobles recombinantes:

% PIQ200 KmR, SpecR, GmS y SacR
& -~ 4

6. Resultado final:

—eapllll o

Figura 14: resumen de la generacion de la cepa mutante O. anthropi A54

4.2 Caracterizacion de O. anthropi

Con el objetivo de obtener una caracterizacion fenotipica global de las colonias, las cepas
wt y A54 de O. anthropi, fueron cultivadas durante 16 h en medio rico TSB con agitacion
a 37°C y cultivadas durante 48 h en medio rico TSA a la misma temperatura, respetando
las resistencias a los antibidticos correspondientes en cada caso como se indico en la
seccion 3.3 de Materiales y Métodos. Las colonias en estas condiciones de crecimiento
fueron redondas, lisas, convexas y con bordes enteros, observandose una notable

mucosidad tanto en la cepa wt como en A54 (Figura 15A y 15B).
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Figura 15: morfologias observadas en O. anthropi wt (A) y en O. anthropi A54 (B).

Para determinar si la ausencia de TamB en Ochrobactrum afecta el crecimiento de las
bacterias, se midié la OD a 600nm a lo largo de 34 h de cultivo en medio TSB con
agitacion. La curva de crecimiento resultante, representada en la Figura 16, mostro que
A54 presenta una fase lag levemente incrementada con respecto a la wt, igualandose en
el resto de las fases de crecimiento. Esta pequefia diferencia podria deberse a implicancias

del rol de TamB en la divisién celular.

OD 600nm

T T T 1
0 10 20 30 40

Tiempo (horas)

Figura 16: curva de crecimiento correspondiente a wt (linea azul) y A54 (linea roja).

Del analisis de la curva de crecimiento, se observa que la cepa wt consigue una ODesoonm
de 1 a las 8 h de cultivo mientras que la cepa A54 lo hace en 10,30 h partiendo ambas de
una OD inicial de 0,01. Asi mismo, en cada punto de medicion se plaque6 en medio TSA
diluciones seriadas de los cultivos con el fin de realizar un recuento en placa y determinar

las UFC/mI correspondientes en cada caso. Se presenta a continuacion un célculo modelo
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del procedimiento realizado en base al recuento en placa para conocer el valor promedio
de UFC/ml en una ODsoonm de 1 (ver Tabla 3). Dado que para la medicion se realizaron 3

réplicas por cepa, los datos obtenidos resultaron de un promedio de las mismas.

Punto 11 de medicion a las 14,30 h
OD wt UFC/ml wt OD A54 UFC/ml A54
Réplica 1 3,85 3,73x10° 3,5 3,76x10°
Réplica 2 4,15 3,2x10° 3,85 2,96x10°
Réplica 3 4,05 4x10° 4,05 3,6x10°

Tabla 3: resumen de los datos obtenidos en el punto 11 de medicion de la curva de crecimiento.

De esta forma para la réplica 1 de wt planteamos:

OD 3,85 3,73x10° UF/ml

OD1 x=9,7x108 UFC/ml

El mismo procedimiento se realizé para todas las réplicas de ambas cepas en cada punto
de medicidn, y se obtuvo en promedio que en una OD =1 para la cepa wt encontramos
1,5x10° UFC/ml y en una OD =1 para A54 corresponden a 1,15x10° UFC/m.

4.3 Fenotipos de mutantes defectivas en el sistema TAM de O. anthropi

Tal como se describi6 en la seccion 3.6 de Materiales y Métodos, se realizaron ensayos
de supervivencia de las cepas O. anthropi wt y A54 frente a la accion de agentes

disruptivos de la membrana y de distintos antibidticos.
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4.3.1 Tolerancia a agentes disruptivos de la membrana
4.3.1.1 Lisozima

En primera instancia se decidio evaluar la resistencia de O. anthropi a la lisozima, dado
que se habia descripto una alta sensibilidad de la cepa mutante AmapB en B. suis frente a
la misma [23]. Luego de someter las bacterias a una concentracion de lisozima de 0,1
mg/ml se midi6 la OD a 600nm con el objetivo de cuantificar la lisis bacteriana debido a
un debilitamiento de la envoltura celular provocado por la enzima. En los primeros
minutos de medicion, la OD de la cepa wt se mantuvo constante mientras que se observo
un leve pero no esperado aumento en la cepa A54 (Figura 17A). A partir del minuto 20
de medicion los valores de OD de A54 comenzaron a disminuir lentamente observandose
una caida abrupta desde el minuto 40. La cepa wt también mostré una disminucion en la
OD, pero ésta fue considerablemente mas lenta. Estas observaciones sugieren que la cepa
mutante es mas sensible a la lisis provocada por la lisozima en comparacién con la cepa
wt. El aumento de OD inicial en la mutante pudo haberse producido por la formacion de
agregados en solucién de restos celulares provocados por la lisis que luego sedimentaron.
En la Figura 17B se presentan fotografias de las cubetas mostrando los efectos
mencionados. Con el objetivo de confirmar fenotipicamente el efecto observado en la
mutante, se generd una cepa complementada por knock-in (KI) restaurando el gen
silvestre Oant_0054 en la cepa A54 como se explica en Materiales y Métodos. La cepa
complementada mostrd un fenotipo similar a la wt, confirmando que la sensibilidad a la

lisozima se debe a la mutacion en el gen tamB.
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Figura 17: curva de sensibilidad de la cepa wt (azul), A54 rojo y KI (amarillo) frente a la
exposicion de la lisozima 0,1 mg/ml (A) y fotografias de las cubetas iniciado el ensayo y a los
15 minutos (B).

4.3.1.2 Ensayos de tolerancia a detergentes y compuestos quelantes

El tratamiento de bacterias con detergentes y su posterior analisis de supervivencia
aportan informacion sobre el grado de permeabilidad y estabilidad de la envoltura celular.
En este sentido, se realizaron ensayos de tolerancia a diversos agentes disruptivos de
membrana como los compuestos tensioactivos SDS en concentracion 0,5%, Tritén X-100
y DOC en concentracion 0,1%, y el agente quelante EDTA en concentracion 10mM.

Luego de la exposicion, se determind el nimero total de bacterias tolerantes al tratamiento
en funcion del total de bacterias inoculadas por pocillo, mediante recuento de UFC en
placa por triplicado de cada ensayo. El porcentaje de supervivencia de bacterias a cada
tratamiento se expreso relativo a la cepa control (wt), a al cual se le asigno el valor de
100%. Los resultados obtenidos de los ensayos de tolerancia y su andlisis estadistico son

representados en la Figura 18, Figura 19 y Tabla 4 respectivamente.

En la Figura 18, se presenta el efecto del DOC 0,1% que es un tensioactivo idnico suave.
No se observaron diferencias significativas en cuanto a la resistencia de A54 en relacion
a wt. Por su parte, la cepa A54 mostré un 26% de sensibilidad en relacion a la cepa wt en
presencia del tensioactivo no iénico Triton X-100 0,1%, aungue esta disminucién de la

resistencia no fue estadisticamente significativa.
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En la Figura 19 se ve representado el efecto del SDS 0,5%, un tensioactivo idnico con
carga neta negativa. La cepa A54 mostré un 40% de sensibilidad en relacion a la cepa wt,
indicando que A54 es menos resistente a la accion de este detergente en comparacion a la
cepa wt. La cepa complementada KI mostro un fenotipo similar a al wt confirmando el

fenotipo de sensibilidad de la cepa mutante.
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Figura 18: ensayo de tolerancia a distintos agentes disruptivos de la membrana. Los resultados
son expresados en términos de porcentajes de supervivencias relativos a la cepa wit.
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Figura 19: ensayo de tolerancia frente a SDS 0,5% de las cepas wt, A54, Kl y A54+pBBR54. Los
resultados son expresados en términos de porcentajes de supervivencia relativos a la cepa wt.

Signific | P value | Promedio de | Promedio de | Promedio de Promedio de

ancia wt A54 complement complementa

ada Kl A54+pBBR54

SDS Yes | 0,0000 100,0 60,70 197,2 96,47
69

EDTA No | 0,2053 100,0 107,58 - -
02

DOC No | 0,2755 100,0 87,31 - -
21

Triton X-100 No | 0,0794 100,0 73,99 - -
80

Tabla 4: analisis estadistico de los ensayos de tolerancia realizados.

Por ultimo, se evalud el efecto del EDTA en la supervivencia de A54 con respecto a wt
(Figura 18). Los agentes quelantes tales como el EDTA tienen la capacidad de retener
iones metalicos lo cual puede desestabilizar la OM principalmente por cambios generados
en las cargas netas totales. El tratamiento con EDTA no mostro diferencias significativas
entre A54 y la wt.

4.3.2 Tolerancia a antimicrobianos

Se estudio el efecto de antibioticos con propiedades y mecanismos de accion diferentes

sobre las cepas wt y A54. Particularmente, se analizaron los efectos de: polimixina B
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(polipéptido  cationico), eritromicina (macrdlido), vancomicina (glicopéptido),
gentamicina y amikancina (aminoglicésidos), y bacitracina (polipéptido ciclico),
determinéndose su MIC como puede observarse en la Tabla 5.

MIC (ug/ml)
Antibiético
O.anthropi wt O.anthropi A54

Polimixina B 2 2
Eritromicina <1 <1
Vancomicina 256 128
Bacitracina >1000 >1000
Gentamicina 2 2
Amikacina 128 128

Tabla 5: concentraciones minimas inhibitorias de los antibi6ticos mencionados en la cepa wt y
A54.

Como indica la Tabla 5, se observaron diferencias en los valores de MIC de vancomicina
siendo 256 pg/ml para la cepa wt y 128 pg/ml para la cepa A54. Para el resto de los

antibioticos analizados no se encontraron diferencias.

Dados los resultados mencionados, se decidié ampliar los estudios sobre la resistencia de
vancomicina. Para ello, se sembraron las bacterias en placas TSA conteniendo
vancomicina en una concentracion sub-inhibitoria de 64 pg/ml. En linea con los
resultados mostrados en el ensayo de MIC, se observo una disminucion en el crecimiento
en la cepa mutante A54 con respecto a la cepa wt (Figura 20). Como se menciond en la
seccién 1.4 de la Introduccidn, la vancomicina es un antibidtico que interfiere en la
sintesis del PG, particularmente en las uniones D-Ala-D-Ala del mismo, por lo que podria

llegar a deducirse que la estructura del PG estaria modificada o debilitada en la cepa
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mutante A54. Otra posibilidad es que la vancomicina pueda acceder mas facilmente a

dichas uniones del PG en la cepa mutante en comparacion con la wt.
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Figura 20: resistencia de cepa wt y A54 a vancomicina 64 pg/ml en placa TSA, con dos
repeticiones. Se observa, en una misma dilucion, una densidad de crecimiento mayor en wt
(izquierda), respecto a la cepa A54 (derecha).

4.4 Microscopia TEM (Transmission Electronic Microscopy)

La microscopia de transmision electronica (TEM) es una herramienta que nos permite
conocer visualmente la estructura de ciertos microorganismos como las bacterias. En el
presente trabajo de tesis, empleamos TEM con el objetivo de identificar diferencias
estructurales de la envoltura celular entre O. anthropi wt y O. anthropi A54. Cabe destacar
que esta técnica es unicamente de observacion, y no otorga informacion acerca de la
viabilidad celular. En las Figuras 21 y 22 se presentan las micrografias de cortes ultrafinos
de la resina en la cual se encontraba la suspension de bacterias. En la Figura 21Ay 21B
se muestra a O. anthropi wt con un aumento de 20000x y 50000x respectivamente. En
ambas imagenes se observa que la bacteria presenta bordes definidos y prolijamente
delimitados, sugiriendo un correcto ensamblado de la envoltura celular y por ende
estabilidad de la misma. Sin embargo, en la Figura 21B pueden observarse algunas
bacterias con bordes desparejos no definidos y ondulaciones, que podrian asociarse con

aquellas bacterias que presentaron lisis durante la observacion, donde incluso puede
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observarse como la envoltura se encuentra totalmente disgregada, las cuales
identificamos con flechas de color azul.

Por otro lado, la Figura 22A y 22B se observan bacterias de la cepa O. anthropi A54 con
un aumento de 20000x y 50000x respectivamente. En ambos casos las bacterias presentan
bordes con apariencia rugosa, y con ondulaciones que a diferencia de la cepa wt se
encuentran bien marcadas. A su vez, tanto en la Figura 22A como 22B pueden observarse
numerosas bacterias que presentan morfologias intracelulares desordenadas pareciendo a
la presencia de una delimitacion o membrana interna, a las cuales hemos decidido
identificar como bacterias con desorganizacion interna y se encuentran marcadas con

flechas de color rojo.

A
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Figura 21: micrografias obtenidas por TEM de O. anthropi wt con aumento 20000x (A) y
50000x (B). Las flechas azules en ambas imagenes indican las bacterias con deformaciones en
sus envolturas producto de la lisis celular.
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Figura 22: micrografias obtenidas por TEM de O. anthropi A54 con aumento 20000x (A) y
50000x (B). Las flechas rojas en ambas imagenes indican las bacterias con desorganizacion
interna.

Como parte del mismo andlisis y tomando como referencia las observaciones frente al
tratamiento con polimixina B y posterior analisis por TEM realizadas por Komaniecka et
al. [12] y Velasco et al. [9] de O. lupini y O. intermedium respectivamente, frente al
tratamiento con polimixina B, se decidié observar a O. anthropi luego del mismo
tratamiento. Las Figuras 23 y 24 corresponden a las micrografias tomadas con distintos
aumentos de O. anthropi wt (12000x y 30000x) y O. anthropi A54 (20000x y 50000x)
luego del mismo tratamiento de polimixina B 100 U/ml. En la Figura 23A y 23B se
observa que la bacteria presenta bordes definidos y con una morfologia interna que
aparenta coagulacion del citoplasma formandose agregados visiblemente notables. Puede
destacarse que la envoltura celular no se vio comprometida por la presencia del antibiotico
debido a que no se observa a simple vista lisis celular. Por otro lado, en las Figuras 24A
y 24B puede describirse que las bacterias presentan las mismas morfologias que se
indicaron para la cepa wt con tratamiento, pero en este caso pareciera que los bordes
rugosos y ondulaciones caracteristicas de la cepa A54 control (sin tratamiento)
desaparecen. Sin embargo, cabe mencionar que estas observaciones son preliminares,

debiéndose realizar estudios complementarios a futuro.
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Figura 23: micrografias obtenidas por TEM de O. anthropi wt con aumento 12000x (A) y
30000x (B) frente al tratamiento con polimixina B 100 U/ml.
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Figura 24: micrografias obtenidas por TEM de O. anthropi A54 con aumento 20000x (A) y
50000x (B) frente al tratamiento con polimixina B 100 U/ml.
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A continuacién, y a modo de comparacion, en la Figura 25 se encuentran resumidas las
observaciones realizadas por la técnica TEM en O. anthropi, eligiéndose algunas
bacterias de cada condicion que representan los resultados obtenidos.

Figura 25: morfologias observadas mediante TEM en O. anthropi wt sin tratamiento (A), A54
sin tratamiento (B), wt con tratamiento polimixina B (C) y A54 con tratamiento (D).

4.5 Fraccionamiento subcelular

Con el objetivo de analizar el efecto de la ausencia de TamB en los componentes de las
membranas se propuso realizar fraccionamiento subcelular basado en la obtencion de
membranas totales y fracciones purificadas de OM y IM, para luego determinar las
proteinas presentes en cada una de ellas (y eventualmente otros componentes). Hasta el
momento no hemos podido separar eficientemente la OM y la IM. Sin embargo, se obtuvo
exitosamente la fraccion de membranas totales y proteinas solubles. En la Figura 26A y
26B se observa el pellet correspondiente a las membranas totales obtenidas luego de la
ultracentrifugacion del producto de lisis celular, distinguiéndose claramente dos
fracciones correspondientes a la OM e IM. El pellet obtenido se caracteriza por tener
predominantemente un color marrdn el cual se asocia a la fraccion de IM debido a la
presencia de citocromos. Sobre la fraccion de IM se observa un halo de color transparente
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asociado a la fraccion de OM. En la Figura 26A y 26B se presenta el pellet obtenido de
la cepa wt a la izquierda y el pellet de la cepa mutante A54 a la derecha. Cabe destacar
que el pellet de la mutante fue de mayor volumen, sugiriendo una mayor inestabilidad de

la envoltura celular en la cepa mutante lo cual facilitaria la ruptura celular.

Figura 26: fraccion de membranas totales de cepa wt (izquierda) y cepa mutante A54 (derecha)
como resultado de fraccionamiento subcelular (A), e imagen agrandada donde se puede
observar con mayor detalle la fraccion de OM (halo transparente) y de IM (marron) (B).

Los ensayos de fraccionamiento subcelular realizados se detuvieron en este punto
(conservando los productos en freezer a -20°C), quedando como objetivo pendiente poner

a punto la separacion de la OM e IM, y el estudio de las proteinas presentes en cada

fraccion.
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5. DISCUSION

La habilidad de los patogenos y simbiontes bacterianos Gram-negativos de tolerar
condiciones adversas, modular su permeabilidad a compuestos tdxicos y secretar
proteinas/efectores, depende del correcto ensamblado de la envoltura celular,
especialmente de la OM. Todos los componentes que forman la envoltura celular, deben
transportarse desde el citoplasma hasta la IM, o bien hasta la OM traspasando el
periplasma. Para lograr una correcta insercion de los componentes de membrana, por
ejemplo, las proteinas, las bacterias cuentan con distintas maquinarias, siendo los sistemas
BAM y TAM ejemplos de ello. Particularmente en los microorganismos patégenos o
patdgenos oportunistas, como es el caso de Brucella y Ochrobactrum, respectivamente el
correcto funcionamiento de estos sistemas y de la insercion de proteinas suele ser un
factor determinante en la virulencia y en la colonizacion frente a las células del
hospedador [19]. Ochrobactrum es un género bacteriano el cual estd formado por
microorganismos ambientales de vida libre con baja virulencia que no se replican dentro
de las células humanas o animales y solo recientemente y ocasionalmente se han descrito
como una causa ocasional de enfermedad humana, mientras que Brucella es un patdgeno
bien reconocido. con la capacidad de supervivencia intracelular y replicacion que

frecuentemente afecta a animales y humanos [2].

Como se menciono en la seccion 1.4 de la Introduccion, la OM de las bacterias Gram-
negativas funciona como barrera al dificultar el acceso de los antibi6ticos a los sitios
objetivos, reduciendo la susceptibilidad bacteriana a los mismos [29]. Particularmente, se
demostro que la OM de B. abortus es permeable a sondas hidrofébicas y es notablemente
resistente a la accion de la lisozima, a la desestabilizacion por péptidos policationicos y
EDTA [30, 31]. La importancia de estas propiedades inusuales es un gran punto de
interés, y es por ello que se comenzo a explorar en esta tesis acerca de la estabilidad de la
envoltura celular en bacterias del genero Ochrobactrum, siendo éste el pariente méas
cercano al género Brucella. O. anthropi ha sido en este trabajo de tesis la especie modelo
para el estudio del rol del sistema TAM. Para tal fin se ha generado la cepa mutante
defectiva en TamB, denominada en este trabajo de tesis como O. anthropi A54. Con el
fin de comprender el rol de dicha proteina en la biogénesis de la envoltura, se comparo la

sensibilidad frente a diferentes tratamientos de la mutante en relacién a la wt.

Se ha demostrado que, a pesar de su estrecha relacion filogenética, B. abortus y O.

anthropi difieren en las propiedades de la OM y que estas diferencias son causadas, en
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un primer término por pequefios cambios en el LPS [9]. A pesar de las diferencias
mencionadas, se observo coincidencia en cuanto a la resistencia a EDTA tanto por B. suis
[23] como por O. anthropi (este trabajo de tesis). Dicha resistencia resulta interesante ya
que se propone que la eliminacion de cationes divalentes que estabilizan la OM en
bacterias Gram-negativas por accion de agentes externos, provocarian un aumento en la
permeabilidad de la misma. De todas formas, no se puede descartar que las diferencias en
los grupos anionicos del nucleo de LPS puedan contribuir a las diferencias de

permeabilidad entre ambas especies.

Por otra parte, se observé una marcada sensibilidad por parte de la mutante A54 a la
lisozima, que se recupera en la cepa complementada KI. Estos resultados son consistentes
con lo observado previamente en nuestro laboratorio [23] respecto a la sensibilidad de la
cepa AmapB en B. suis, indicando que el rol de la proteina TamB en ambas especies

podria estar conservado.

Ademas, se observé sensibilidad por parte de la mutante A54 frente al compuesto SDS
mostrando un 60% de supervivencia respecto la wt. Sorpresivamente y de manera similar
con los resultados obtenidos en presencia de lisozima, la complementada KI no sélo
resultd ser resistente al SDS, sino que también mostré un crecimiento incrementado con
respecto a la cepa wt. Se cree que la molécula de SDS, formada por una parte hidr6foba
y una parte polar anionica, interacciona con la membrana mediante la insercion de la
cadena carbonada que presenta, y que una vez localizada, las cargas anionicas de la parte
polar desestabilizan la membrana por repulsion de cargas con las cargas anionicas que ya
presenta la membrana (cargas brindadas principalmente por el KDO). A demas, en la
Figura 8 de la seccion de Introduccién, pueden compararse las estructuras quimicas del
SDS y del DOC (el otro tensioactivo ionico evaluado) y se puede observar que la cadena
carbonada del SDS presenta mayor afinidad y facilidad de introducirse en la membrana
que la parte hidréfoba del DOC, debido a su mayor tamafio, por lo que se cree que es la

razon principal por la que el SDS puede afectar y provoca disrupcion de la membrana.

En contraste con los resultados descriptos por Bialer et al. 2019 en Brucella suis, se
destaca la resistencia que tiene la mutante AmapB de B. suis frente a SDS y la marcada
sensibilidad que presentd frente a Triton X-100. Estas observaciones abren interesantes
interrogantes sobre posibles diferencias en la envoltura celular y/o la funcion del sistema

TAM en ambas especies a pesar de su cercania filogenética [23].
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La cepa mutante A54 mostr6 una mayor sensibilidad frente al antimicrobiano
vancomicina en comparacion con la cepa wt. La vancomicina act(ia sobre la union entre
D-Alanina-D-Alanina en la formacion del PG. Es posible que la ausencia de TamB afecte
no solo la insercion de proteinas en la OM, sino también que genere cambios aln mas
generales en la biogénesis de la envoltura celular. Las posibles hipotesis que podrian
explicar esta sensibilidad son (i) modificaciones estructurales en la sintesis de la molécula
D-Alanina que resulten en una mayor sensibilidad ante la accion de la vancomicina, o (ii)
modificaciones en el transporte o insercién de diversos componentes en la envoltura
celular, principalmente en la OM, que provoquen una mayor permeabilidad a la

vancomicina y acceso al PG.

Por otra parte, continuando con el analisis de la estabilizacion electrostatica de la
membrana, Velasco et al. 2000, afirman que no existen diferencias cualitativas en cuanto
a los fosfatos y &cidos grasos entre B. abortus y Ochrobactrum, aunque si encontraron
que el LPS de Ochrobactrum, a diferencia del LPS de B. abortus, contiene acido
galacturonico. A su vez, Vila et al. 2016 aseguran que la estructura quimica del lipido A
y del core difieren entre ambos géneros. Ochrobactrum y Brucella también difieren en
su membrana externa; Brucella es altamente permeable a sustancias hidrofobicas
mientras que Ochrobactrum no lo es, lo que lleva a un patrén diferente de susceptibilidad.
Esta ultima observacion pone en debate la idea de que las membranas de Brucella y
Ochrobactrum pueden diferir en valores de potencial de membrana. Como perspectiva a
futuro, se desea profundizar en el analisis de las diferencias estructurales de la envoltura

celular en O. anthropi en relacion a Brucella [2, 9] .

La microscopia TEM permitié observar las distintas morfologias de las envolturas
celulares de la cepa wt y la cepa mutante de O. anthropi. Aunque fueron experimentos
preliminares, se observaron algunas diferencias que estan en concordancia con la
hipétesis inicial acerca de la desestabilizacion estructural de la membrana. La ausencia
de TamB en O. anthropi generd envolturas celulares desparejas, con bordes que no se
encontraban bien definidos, con morfologias internas algo desorganizadas e incluso
algunas de ellas presentaban una especie de doble membrana difusa (marcadas con
flechas color rojo en la Figura 22A y 22B). Estas observaciones dan idea y alimentan la
hipétesis inicial acerca del rol que tiene el sistema TAM en la biogénesis de la envoltura
celular, en la que proponemos que participa no solo en la correcta insercion de proteinas

sino también en la translocacion de otro tipo de componentes de membrana. Con respecto
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a las imagenes de TEM luego del tratamiento con polimixina B, se confirmo lo observado
por Velasco et al. 2000 para Ochrobactrum intermedium, una desorganizacion interna y
colapso del citoplasma, pero sin alterar la membrana externa. La cepa mutante A54 de O.
anthropi mostr6 un fenotipo similar. Por el otro lado, Komaniecka et al. 2016 no
obtuvieron alteracion de la membrana ni coagulacion del citoplasma interna en O. lupini
luego del tratamiento con polimixina B, apoyando la idea de que la envoltura celular
difiere incluso entre especies dentro del género Ochrobactrum [9, 12].
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6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS A FUTURO

Las observaciones obtenidas en este trabajo de tesis apoyan la hipdtesis sobre la
importancia de la funcion de TAM en la homeostasis de la envoltura, en particular de la
OM en bacterias del grupo Alphaproteobacterias. Ademas, apoya la idea de diferencias
estructurales entre el género Brucella y Ochrobactrum, y su impacto sobre la funcion de
TAM. Estas diferencias contribuirdn a comprender el rol de TAM en este grupo de
bacterias. La ausencia de TamB mostré una diminucion general en la estabilidad y
permeabilidad de la OM. Se sugiere que la incorrecta insercion de proteinas en la OM, o
bien por la incorrecta translocacién de otro tipo de sustratos de membrana, provocaria
desestabilizacion principalmente de la OM generando nuevos espacios susceptibles para

el ingreso de diversos compuestos.

En estos términos, se enumeran a continuacion los aspectos sobre los cuales se desea

seguir trabajando:

o Realizar curvas de crecimiento en medio minimo con el objetivo de observar
diferencias en cuanto a tiempos de adaptacion al medio, crecimiento y division
celular.

o Realizar anélisis protedmico tanto cuali como cuantitativamente en las fracciones de
OM de O. anthropi wt y Ab4.

o Profundizar en el anélisis de la composicion de la envoltura celular en B. suis y O.
anthropi frente a la ausencia de TamB: andlisis del LPS, PG, acidos grasos y
fosfolipidos.

o Generacion de cepas simples y dobles mutantes en las proteinas de la familia AsmA
de B. suis, y O. anthropi (BR1408 y BR0925, Oant 1769 y Oant 2261,
respectivamente) y de ser posible, generar las triples mutantes partiendo de la cepa
A54,
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