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Resum

RESUM

Els senyals de quorum sensing (QS) del tipus N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs) sén les
molécules predominants detectades entre els proteobacteris. En el sistema de QS regulat per
les AHLs intervenen dues proteines que pertanyen a la familia del tipus Luxl i LuxR. Les
proteines Luxl sintetitzen AHLs que interactuen amb un domini especific de les proteines LuxR.
Aquest complex s’uneix a seqliencies promotores especifiques i permeten a la poblacié
bacteriana coordinar I'expressié genica. En molts bacteris gram negatius, aquest sistema
regula factors de viruléncia.

L'objectiu principal d’aquest treball ha estat la identificacid i caracteritzacid de les
moléecules senyal del tipus AHLs i determinar diferents fenotips associats al QS mitjancant
I’estudi del regulador del sistema (/uxR) en Stenotrophomonas maltophilia, un patogen huma
oportunista intrahospitalari emergent. Aixi, I'estudi s’ha centrat en primer terme en la deteccid
d'AHLs en diferents aillats clinics d’aquest patogen, en concret de les soques E77, M30 i K279a.
La deteccid d'AHLs s’ha dut a terme emprant la soca biosensora d’Agrobacterium tumefaciens
KYC55 i, posteriorment, les AHLs s’han caracteritzat per espectrometria de masses. S’ha fet
també un estudi del promotor del gen luxR, que ha permes identificar que I'expressié d’aquest
gen és depenent de la fase de creixement. A més a més, s’ha demostrat que el domini d’unié a
AHLs del regulador LuxR és capag d’unir-se a aquestes moléecules senyal. A nivell fenotipic s’ha
investigat la implicacié de LuxR en la formacié de biofilms i en la motilitat del tipus swarming.
Els resultats han demostrat la influéncia de LuxR en els dos fenotips tal i com s’ha descrit per
altres LuxR homolegs. Tanmateix, s’ha apreciat la inhibicié d’ambdds processos quan s’ha usat
com a inhibidor de QS (IQS) I'enzim AiiA, procedent de Bacillus subtilis, el qual hidrolitza les
AHLs. Per ultim, s’ha posat de manifest I'efecte estimulant que exerceix el sobrenedant de P.
aeruginosa MPAO1 sobre el swarming de S. maltophilia.

El fet d’haver estat capacos d’identificar i caracteritzar les AHLs i el regulador d’aquest
sistema (LuxR), ens ha dut a cercar la sintasa (Luxl) entre els diferents genomes publicats. Tot i
aixi, I'aproximacié utilitzada en aquest treball no ens ha permés determinar la proteina Luxl i,
per tant, continua sent un objectiu obert que caldra resoldre.

Fins a dia d’avui, només el sistema de QS regulat per la molécula senyal anomenada
Diffusible signal factor (DSF), ha estat ben estudiat en aquesta especie. Els resultats obtinguts
evidencien que en S. maltophilia podrien coexistir diferents sistemes de comunicacié, un

mediat pel DSF i un segon per les AHLs.
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Glutamina Gln Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofan Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv
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1. INTRODUCCIO

1.1. Stenotrophomonas maltophilia: caracteristiques més rellevants.

Stenotrophomonas maltophilia, és un bacteri gram negatiu ambiental de la familia
Xanthomonadaceae dins de la classe dels gammaproteobacteris, aerobi obligat, que es pot
trobar en una amplia varietat d’habitats, sovint aillat de la rizosfera i diverses fonts d’aigua
(Berg, et al., 2005). Contrariament als generes filogenéticament propers de Xanthomonas i
Xylella, cap espeécie de Stenotrophomonas spp. no ha mostrat ser fitopatogenica (Ryan, et al.,

2009).

Aquesta especie originalment va ser anomenada Pseudomonas maltophilia per Hugh i
Ryschenkow (1961), pero més tard, Swings, et al.,(1983) la va incloure dins del genere de
Xhanthomonas abans d’adquirir el génere propi anomenat Stenotrophomonas (Palleroni &

Bradbury, 1993).

Tot i que S. maltophilia és un bacteri ambiental, durant la darrera decada ha estat
reconegut com un emergent patogen oportunista, que causa infeccions greus a pacients
immunodeprimits. L'elevada incidéncia en infeccions intrahospitalaries, té una rellevancia
important degut al fenotip multiresistent que complica I'eradicacié de la infeccid i el
converteix en un organisme anomenat MDRO, multiple-drug-resistant organism (Brooke,
2012). L’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) I’ha catalogat com un dels principals patogens

resistents a tot el mén (Looney, et al., 2009).

Les infeccions més recurrents causades per S. maltophilia, es localitzen generalment al
tracte respiratori, sobretot en pacients de Fibrosi Quistica (FQ), tot i que poden apareixer en
un ampli rang d’organs i teixits com, per exemple, poden causar bacteriémia, endocarditis i
infeccions al tracte urinari (Brooke, 2012). Aquest microorganisme s’associa amb una alta taxa
de mortalitat i és de gran preocupacié en infeccions del torrent sanguini en pacients amb
cancer i pacients amb catéters venosos centrals (Looney, et al., 2009). També s’han comunicat
diversos casos d’infeccions causades per S. maltophilia a la comunitat extrahospitalaria

(Falagas, et al., 2009).

La FQ és un trastorn genetic hereditari comu, causat per la mutacié en el gen que codifica
la proteina CFTCR, Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, que provoca

I’obstruccid del transport d’ions i que acaba desencadenant alteracions en la immunitat innata
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del pacient. Aquests defecte predisposa el pacient amb FQ a la colonitzacié microbiana i a
desenvolupar infeccions que tendeixen a convertir-se en croniques (Pompilio, et al., 2010). Tot
i que Pseudomonas aeruginosa és el microorganisme que infecta en un percentatge major el
pulmé (Lyczak, et al., 2000), S. maltophilia ha guanyat atencid degut a la major incidéncia en
infeccions nosocomials d’aquest tipus (Waters, et al., 2007, Di Bonaventura, et al., 2010,

Waters, et al., 2011).

Malgrat que S. maltophilia no és un patogen altament virulent, la major problematica en
eradicar les infeccions que causa, rau en la resistencia intrinseca a un ampli ventall
d’antibiotics, fet que suposa elevades taxes de mortalitat entre els pacients immunodeprimits.
El fenotip MDR, multidrug resistant, dels bacteris gram negatius patdogens nosocomials,
generalment es deu a la sobreproduccié de bombes de flux del tipus RND, resistance-
nodulation-division, les quals tenen afinitat per un ampli rang de substrats com els solvents
organics, desinfectants i antibacterians de moltes classes diferents. Els antibiotics d’eleccié per
al tractament d’infeccions produides per S. maltophilia sén escassos ja que s’ha descrit
resisténcia intrinseca per a molts antibiotics com, per exemple, per a families dels B-lactamics,
quinolones, aminoglicosids i tetraciclina. Actualment, el tractament d’eleccid per a les
infeccions causades per S. maltophilia és la combinacié dels antibiotics Trimetoprim-
Sulfametoxazol (TMP-SMX), tot i que ja s’han descrit aillats resistents (Alonso & Martinez,
1997, Zhang, et al., 2000, Nicodemo & Paez, 2007, Gulmez, et al., 2010, Brooke, 2012). Sén
necessaris nous tractaments antimicrobians i noves terapies per al tractament de les infeccions

causades per S. maltophilia (Abbott, et al., 2011, Brooke, 2014)

A més a més de la preséncia de diferents bombes de flux del tipus RND que afavoreixen la
resisténcia antibiotica, també s’associen altres factors a la resisténcia intrinseca de
S. maltophilia, com per exemple la reduccié de la permeabilitat de la membrana externa,
canvis en l'estructura del lipopolisacarid (LPS), I'adquisicié d’integrons i transposons amb
cassets de resistencia, la produccié de pigments com la melanina i la formacié de biofilms

(Crossman, et al., 2008, Liaw, et al., 2010).

En els darrers anys, diversos genomes de soques de S. maltophilia (K279a, R551-3, JV3 i
D457) de diferents procedéncies, aillats clinics o ambientals, han estat seqiienciats. S’han
descrit mitjancant eines bioinformatiques i analisis de gendmica funcional hipotetics factors de
viruléncia que contribueixen a la patogenicitat de S. maltophilia. Aquests factors inclouen els

sistemes de secrecid de proteines del tipus I, Il, IV i V, I'habilitat d’elaborar un ampli rang
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d’enzims extracel-lulars, com sén ara les proteases, lipases i fibrolisines, la produccié de varis
pilis, fimbries i adhesines, la preséncia de sistemes de quorum sensing (QS) i la sintesi
d’exopolisacarids (EPS) (Crossman, et al., 2008, Rocco, et al., 2009, Lira, et al., 2012, Zhang, et
al., 2013).

Una caracteristica molt important d’aquest bacteri és I'habilitat de colonitzar i formar
biofilms en cel-lules epitelials del pulmdé (Pompilio, et al., 2010), o en diferents tipus de
superficies abiotiques aixi com implants medics, cateters i instrumental meédic (Di
Bonaventura, et al., 2004, Huang, et al., 2006, Di Bonaventura, et al., 2007). Els biofilms estan
formats per una comunitat de cel-lules adherida a una superficie i protegida per una matriu
extracel-lular composta de polisacarids i proteines (Costerton, et al., 1995). Aquest fenotip els
confereix proteccidé natural davant la resposta immunitaria de I'hoste i diferents antibiotics. La
formacié de biofilms no és precisament un mecanisme de resisténcia, pero si incrementa la
resisténcia als antimicrobians que en general no aconsegueixen eradicar els biofilms (de

Oliveira-Garcia, et al., 2003).

Estudis previs han relacionat el rol dels flagels amb la capacitat d’adhesid i formacié de
biofilms de S. maltophilia en diferents suports com per exemple, el poliestire, vidre o en
cél-lules epitelials (Huang, et al., 2006, Pompilio, et al., 2008, Pompilio, et al., 2010). En
S. maltophilia s’han descrit tres tipus de motilitats diferents, que sén el twitching, el swimming

i, recentment, el swarming (Roscetto, et al., 2012, Ferrer-Navarro, et al., 2013).

Durant els darrers anys s’ha demostrat la versatilitat metabolica i diversitat ambiental on
es pot aillar. A més a més, un gran nombre d’analisis moleculars revelen |'elevada
heterogenicitat entre les soques aillades de S. maltophilia. Tots aquestes casuistiques

probablement afavoreixen la seva patogenicitat (Ryan, et al., 2009, Brooke, 2012).

L'heterogenicitat de S. maltophilia en soques ambientals i cliniques i la resisténcia
intrinseca d’aquests aillats revelen la necessitat de continuar identificant els aillats de dins i
fora de I'ambit hospitalari. La tipificaci6 molecular de S. maltophilia ha resultat ser una eina
atil per a la comprensié de les infeccions d’aquest patogen emergent, molt probablement
degut a la gran diversitat genetica segurament relacionada amb I'elevada versatilitat
ambiental. (Berg, et al., 1999, Valdezate, et al., 2004, Turrientes, et al., 2010, Pompilio, et al.,
2011, Brooke, 2012).
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Els treballs de Rocco, et al.,(2009) i Ryan, et al.,(2009), intenten explicar la versatilitat
genetica i I'adaptabilitat a diferents ninxols ecologics a través de I'analisi comparatiu entre els
genomes seqlenciats entre les soques de S. maltophilia K279a i R551-3, una soca clinica i una
endofitica, respectivament. A través de la comparativa genética, aquests treballs demostren
qgue hi ha un cos genétic comu i que la versatilitat genetica es basa principalment en la

preséncia/abséncia d’illes genomiques (GEls) i ambdds proposen noves dianes terapéutiques.

De tots els mecanismes moleculars involucrats en la virulencia de S. maltophilia
mencionats anteriorment, en aquest treball ens centrarem en l'estudi del QS en aquesta
especie. Malgrat que el sistema de QS en S. maltophilia va comencar a ésser estudiat
recentment per Fouhy, et al.,(2007) i Huang i Wong (2007), calen molts més estudis per a
poder interpretar millor les bases moleculars de la senyalitzacié cél-lula-cél-lula en la patogénia

i viruléncia d’aquesta especie.

A continuacié farem una explicaci6 de les caracteristiques generals del QS i,
posteriorment, procedirem a fer un recull del coneixement que es té d’aquests sistemes en

S. maltophilia.
1.2. Caracteristiques generals del quorum sensing.

Fa unes décades es creia que els organismes unicel-lulars procariotes, com els bacteris,
vivien de forma independent i que només responien a estimuls fisics i quimics d’origen
ambiental. Fins a 1980 no hi ha els primers indicis que pugui existir un sistema que coordini
I'activitat d’'un grup de microorganismes mitjangant una possible comunicacié intercel-lular.
Aquest mecanisme de comunicacio cel-lula-cel-lula es coneix com a “quorum sensing” (QS) i va
ser introduit per primer cop per Fuqua, et al., (1994) a partir de quasi 20 anys d’estudis

realitzats amb el bacteri mari bioluminescent Vibrio fischeri.

Els sistemes de QS permeten als bacteris obtenir informacid de la densitat cel-lular del seu
entorn més proper mitjancant la sintesi de molécules quimiques anomenades autoinductores
(Al), concentracio de les quals augmenta en funcié de lI'increment de la densitat cel-lular

(Waters & Bassler, 2005).

Per tant, el QS és regulat per les molecules senyals Al, les qual sdn sintetitzades a I'espai
intracel-lular al llarg del creixement bacteria i alliberades a I’espai extracel-lular. A mesura que

augmenta el nombre de cel-lules bacterianes també ho fa el nombre de molecules Al. Quan
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aquestes arriben a una concentracié llindar, el mecanisme de QS altera I'expressié genica en
resposta a I'acumulacié de les moléecules Al. A partir d’aquest sistema de senyal-resposta els
bacteris sincronitzen el seu comportament i els permet coordinar un ampli ventall de

processos fisiologics de forma cooperativa (Ng & Bassler, 2009).

S’ha demostrat en nombrosos estudis el rol i la contribucié del QS en els bacteris patogens
i simbionts. Els simbionts utilitzen el sistema de QS per fenotips com la bioluminescencia i la
formacié de noduls, mentre que els bacteris patogens ho fan per a regular processos
relacionats amb la viruléncia. Un exemple és la produccié de toxines i proteases entre d’altres
factors més complexos com el desenvolupament de biofilms que permeten als bacteris resistir

a compostos antimicrobians (Williams, 2007).

La comunitat cientifica ha abocat nombrosos esforcos en el coneixement del QS de molts
bacteris patogens, perqué coneixer els mecanismes que permetin bloquejar aquest
comportament coordinat resulta molt interessant. Amb aquest bloqueig es teoritza que els
bacteris perdrien la capacitat d’evadir-se del sistema immune de I'hoste i de formar
estructures organitzades que promouen la patogenesi, com per exemple la formacié de

biofilms.

1.2.1. Vibrio fischeri: primer model de quorum sensing descrit.

El primer sistema de QS descrit va ser en el bacteri bioluminescent mari V. fischeri. Aquest
bacteri estableix una relacié simbidtica amb peixos i calamars, colonitzant un organ especific
denominat organ de llum (Fuqua, et al., 1996). Les descripcions originals sobre I"autoinduccié
de luminescéncia en aquest microorganisme s’inicien el 1970 per diversos autors (Nealson, et

al., 1970, Nealson & Hastings, 1979).

Quan V. fischeri viu lliure en el mar i la densitat cel-lular no supera les 10° cel/mL no és
luminescent, perd quan aquesta densitat cel-lular arriba a les 10°-10™ cel/mL en el laboratori

o en 'organ que colonitza, és capag d’emetre llum (Fuqua, et al., 1996).

El sistema de QS de V. fischeri és el paradigma de QS de la majoria de sistemes presents
entre els bacteris gram negatius. Aquest sistema es basa en 2 proteines, Luxl i LuxR que
s’encarreguen de la sintesi i el reconeixement de les molecules autoinductores
respectivament. La proteina Luxl és I'enzim que sintetitza la molecula N-acil-L-homoserina
lactona (AHL) del tipus N-3-oxo-Hexanoil-L-homoserina lactona (C6oxo-HSL) que difon dins i

fora de la cel-lula. A baixes concentracions cel-lulars hi ha poca quantitat de proteines Luxl,

7



Introduccio

molecules C6oxo-HSL i una expressid basal dels gens de la luciferasa (Engebrecht, et al., 1983).
A mesura que la densitat cel-lular incrementa, la quantitat de C6oxo-HSL augmenta en I'espai
extracel-lular fins que el nivell de les AHLs arriba a una concentracid llindar i aquestes
reingressen dins la cél-lula i s’uneixen al regulador LuxR (Eberhard, et al., 1981). Les molecules
Al s’uneixen a la proteina LuxR en el domini d’unié a AHLs i formen el complex LuxR-AHL que
permet I'activacié del regulador LuxR exposant el seu domini d’unié al DNA. El regulador LuxR
s’uneix al promotor de I'operd luxICDABEG i activa la transcripcié dels gens requerits per a la
luminescencia, entre aquests el gen lux/ (Stevens & Greenberg, 1997). No obstat aixo, la
produccié de Luxl no augmenta sense parar, gracies al fet que s’equilibra amb la regulacié
negativa que exerceix el complex LuxR-AHL sobre el regulador LuxR. Aix0, al seu torn, condueix
a una disminucié en els nivells de LuxR, la produccié de Luxl i I'expressio de gens de luciferasa.
Per tant, la regulacié del gen luxR divergeix respecte de I'operd, tot i que la posicidé d’aquest en
el genoma és adjacent a aquest (Jayaraman & Wood, 2008). El gen /uxR esta regulat per
estimuls ambientals exogens, com elevades temperatura i 'TAMPc que estimulen la transcripcié

d’aquest gen (Dunlap, 1999). Podeu veure un esquema a la Figura 1.1.

“H o ¢ ——
0 e © , o0 Difusio de les AHLs
- o o Choxo-HSL
e | ke e
L+
/: + ¥ al 'l'u o i \
o

gens luciferasa

o
. Lux! ° o
LuxR i ' Transcripcio
\+

\ Citoplasma de Vibrio fischeri /

Figura 1.1. Esquema de la via de regulacié de la bioluminescencia mitjangant el sistema de QS
LuxI/R en V. fischeri. La proteina Luxl sintetitza les AHLs del tipus C6oxo-HSL (rodonetes verdes) i
aquestes es difonen a través de la membrana cel-lular. Un cop s’arriba a una concentracio llindar, les
AHLs s’uneixen al regulador LuxR. Aquesta proteina unida a AHLs s’uneix al promotor del operd
luxICDABEG activant la transcripcid dels gens de la luciferasa. Figura basada en el treballs de Galloway,
etal., (2011).

En aquest sistema de QS les sintases d’AHLs conformen una familia de proteines
homologues evolutivament conservades anomenades familia del tipus Luxl. Les proteines dels

tipus LuxR, pertanyen a un altre grup de proteines conservades, que actuen com a elements de
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resposta unides a molecules Al especifiques, unié que els permet actuar com a reguladors
transcripcionals en la majoria dels casos. Les proteines homologues Luxl i LuxR han estat

identificades en un gran nombre de proteobacteris gram negatius (Gray & Garey, 2001).

1.2.2. Classificacié dels diferents sistemes de quorum sensing en funcié de les

molécules autoinductores secretades.

En les darreres décades s’han anat descobrint altres sistemes de comunicacid bacteriana
que utilitzen mecanismes de comunicacié cél-lula-cel-lula diferents als que s’han explicat
anteriorment. Existeixen diversos sistemes de QS perquée cada sistema s’ha adaptat i
optimitzat en funcid del ninxol ecologic on viu cada especie bacteriana. Per tant, els tipus de
senyals extracel-lulars, receptors, mecanismes de transduccid de senyals i la regulacié dels
gens diana sén caracteristics i especifics de cada espécie bacteriana (Bassler, 2002). Les
principals diferéncies d’aquests nous sistemes de QS respecte el model LuxI/R de V. fischeri
radiquen en la naturalesa de la moléecula Al, els mecanismes que controlen la seva sintesi, la
resposta cel-lular que controlen i I'espectre de comunicacié (interespécies, intraespécies o

interregnes).

Tot i que en aquest treball ens centrarem en |'estudi del QS regulat per les molecules Al
dels tipus AHLs, a continuacié s’enumeren i es fa una breu explicacié dels diferents sistemes de
QS més ben descrits i estudiats entre els bacteris gram negatius i positius en funcié de les
molecules Al que utilitzin. La major part de bacteris gram negatius utilitzen les AHLs, també
anomenades Al-1, els bacteris gram positius utilitzen peptids senyals i ambdds grups utilitzen
les molecules Al-2. Més enlla d’aquestes principals categories també existeixen altres sistemes
de QS que utilitzen altres molecules Al. Probablement es seguiran descobrint moltes altres
molécules Al a mesura que I'estudi del QS avanci (LaSarre & Federle, 2013). Vegeu la Figura 1.2

on s’exemplifiquen les diferents molécules Al.

1.2.2.1. QS regulat per les N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs) o autoinductores del
tipus 1 (Al-1).

Sistema de QS majoritari i establert només en els bacteris gram negatius. El primer descrit
va ser en V. fischeri i el sistema de comunicacid cel-lular es basa en la sintesi i recepcié de les
molecules autoinductores AHLs (Figura 1.2-A), sintetitzada i reconeguda per les proteines del
tipus Luxl i LuxR respectivament (Whitehead, et al., 2001). A continuacié d’aquest apartat hi

haura una explicacié més detallada d’aquest sistema de QS.



Introduccio

1.2.2.2. QS regulat per les molécules autoinductores del tipus 2 (Al-2).

Aquest sistema és utilitzat en bacteris gram negatius i gram positius. Originalment
identificat en Vibrio harveyi com a regulador de bioluminescéencia, la proteina LuxS s’encarrega
de la sintesi de la molecula autoinductora Al-2 (derivats de 4,5-dihidroxi 2,3-pentanediona,
DPD) les quals s’han identificat en més d’una cinquantena d’espécies diferents com, per
exemple, Salmonella enterica (Figura 1.2-B). Les Al-2 difonen lliurement a través de la
membrana tant en bacteris gram negatius com positius i s"acumulen a I'espai extracel-lular,
com succeeix amb totes les molécules senyals dels diferents tipus de QS. La deteccio
d’aquestes molécules es produeix a partir de diferents receptors a la membrana. Aquest
sistema es considera el llenguatge universal entre bacteris gram negatius i gram positius,
detectada en diversos ambients, com per exemple en el tracte gastrointestinal (Surette, et al.,

1999, Jayaraman & Wood, 2008).

1.2.2.3. QS regulat per oligopéptids.

Els bacteris gram positius utilitzen oligopéptids modificats com a molecules
autoinductores per a comunicar-se. Aquests no difonen lliurement per la membrana sind que
s’exporten de les cél-lules utilitzant transportadors especifics. Durant la translacié, exportacid i
deteccio, els peptids sofreixen varies modificacions. La deteccié d’aquests péeptids es produeix
majoritariament de forma extracel-lular a partir de I'activacié de sistemes de dos components
situats a la membrana. Alguns exemples es trobem en especies com Staphylococcus aureus el
qual produeix 4 grups de peptids del tipus AlPs, around cyclic autoinducer peptides (Figura 1.2-
C) mentre que Streptococcus pneumoniae produeix péptids linears anomenats CSP (Figura 1.2-
D). D’altres actuen a nivell intercel-lular unint-se directament al regulador per alterar
I’expressié génica, com per exemple Enterococcus faecalis o Bacillus thuringiensis, productors
també de péptids linears, cCF10 i NprX/PapR respectivament (Figura 1.2-D) (Kleerebezem, et
al., 1997, LaSarre & Federle, 2013).

Com ja hem mencionat anteriorment, a més a més de les principals categories de
molécules Al hi ha altres molécules Al que no entren dins d’aquests tres grups, pero que son

molt estudiades en alguns microorganismes. En fem un resum a continuacio:

1.2.2.4. QS regulat per les Quinolona senyal de Pseudomonas aeruginosa (PQS).
Les molécules PQS (Figura 1.2-E) i les precursores HHQ sén els productes de la biosintesi
de l'operd pgsABCDE. Tot i aix0, ambdues actuen com a molécules Al de QS unint-se al

regulador transcripcional PgsR que regula i modula I'expressié génica en P. aeruginosa. PQS i
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HHQ es diferencien I'una de l'altra per un grup hidroxil que s’encarrega d’afegir I'enzim PqsH.
Altres microorganismes com Burkholderia spp. utilitzen els precursors HHQ com a senyals de
QS (Dubern & Diggle, 2008). La molécula senyal del tipus PQS s’ha vist que s’allibera a I'espai
extracel-lular dins de vesicules, les quals transporten diferents tipus de macromolécules.
Aquestes vesicules contenen PQS i altres quinolones, per tant, serveixen per al transport de
diversos missatges, ja que transporten molécules Al i antibacterians. (Pesci, et al., 1999,

Mashburn & Whiteley, 2005, Bassler & Losick, 2006).

1.2.2.5. QS regulat pel Diffusible signal factor (DSF).

El QS regulat per la molécula autoinductora DSF (Figura 1.2-F) va ser descrit per primer
cop en Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) i caracteritzat com un acid gras insaturat
anomenat cis-11-methyl-dodecenoic per Wang, et al., (2004). Aquest sistema depen
principalment del cluster de gens anomenats rpfBF i rpfGHC, el qual codifica proteines
sintetitzadores d’aquest acid gras (DSF) i un sistema de dos components que regula el senyal
de transcripcié (Barber, et al., 1997, Slater, et al., 2000). Un sistema similar regulat per una
molécula senyal del tipus DSF s’ha descrit a Xylella fastidiosa espécie fitopatogena
geneticament relacionada amb Xanthomonas (Colnaghi Simionato, et al., 2007). El sistema DSF
també és present en patogens humans gram negatius com S. maltophilia (Fouhy, et al., 2007,

Huang & Lee Wong, 2007).

1.2.2.6. QS regulat per les molécules autoinductores del tipus 3 (Al-3).

Aquetes molecules aromatiques sén produides per la flora microbiana del tracte intestinal
huma i per algunes especies entériques patogenes. L'estructura i sintesis de la molécula Al-3 és
desconeguda. Els sistema de dos components QseC/B regulen aquestes molécules i activen la
transcripcié genica en Escherichia coli i Salmonella enterica serovar Typhimurium. S’hipotetitza
qgue aquetes molecules Al-3 sdn similars a dos hormones produides per I'hoste (Kendall &

Sperandio, 2007, Moreira, et al., 2010).

1.2.2.7. QS regulat per la molécula peptidica AX21.

Aquesta molecula Al es tracta de la primera molecula peptidica identificada en bacteris
gram negatius. Ha estat detectada recentment en I'espécie fitopatogena de [Iarros
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). AX21 és una proteina de 194 aminoacids secretada a
través del sistema de secrecié del tipus I. Els seus homolegs sén presents en plantes i agents

patogens d'animals, inclosos Xanthomonas spp (90%-98% d'identitat), X. fastidiosa (48%
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d’identitat) i S. maltophilia (61% d'identitat). La relacié funcional d’aquest sistema de QS amb

els sistemes de regulacié ja coneguts encara resta per descobrir (Ham, 2013).
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Figura 1.2. Exemples de la diversitat de molécules Al dels diferents sistemes de QS bacterians.
A, AHLs, N-acil-L-homoserina lactonas, produides pels bacteris gram negatius. R, substitucié en el tercer
carboni per un grup —oxo o —hidroxil i R,, llargada de la cadena variable entre 1-15 carbonis.
B, molecules Al-2 produides per gram negatius i gram positius. C i D, péptids senyal (AIP o linears)
produits per diferents bacteris gram positius. E, PQS, quinolona senyal de P. aeruginosa. F, DSF,
Diffusible signal factor, produit per diversos bacteris gram negatius. Figura adaptada de LaSarre i Federle
(2013).

1.3. Quorum sensing regulat per les N-acil-L-homoserina lactona.

Com hem mencionat anteriorment existeixen diferents tipus de QS en funcié de la
naturalesa de la molécula Al. Entre ells, el sistema de QS regulat per les molécules d’AHLs ha
estat el que s’ha investigat més minuciosament, degut al fet que les AHLs sén la classe de
molécules Al aillades més freqlients en els bacteris gram negatius proteobacteris (Geske, et al.,

2008).

El sistema descobert en V. fischeri ha estat reconegut en els darrers 20 anys en molts

bacteris gram negatius i, poc a poc, s’han anat descobrint diferents sistemes del tipus
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Luxl/LuxR QS-AHL, els quals cadascun d’ells controla fenotips molt diversos en funcié de
I'espécie. En aquest sistema de QS, les sintases d’AHLs formen una familia de proteines
homologues, evolutivament conservades, anomenades familia del tipus Luxl. Les proteines que
actuen com a elements de resposta quan s’uneixen a molecules AHLs especifiques i actuen
com a reguladors transcripcionals pertanyen a un altre grup conservat, anomenat familia del
tipus LuxR. Es important remarcar que el procés de QS en molts bacteris gram negatius és més
complex que el descrit anteriorment (Venturi & Subramoni, 2009, Galloway, et al., 2011).

Vegeu diferents mecanismes regulats pel sistema de QS-AHL a la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Model general dels diferents mecanismes que son regulats en els diversos bacteris gram
negatius mitjancant I'expressid génica dels gens regulats pel sistema de QS-AHL. Complex LuxR-AHL
regula I'expressio geénica de diferents processos segons I'espécie bacteriana. En la majoria de sistemes
del tipus LuxI/R, homolegs al sistema descrit en V. fischeri, es produeix una activacio en la transcripcié
de la sintasa del tipus Lux! (+). Figura adaptada del treball realitzat per Williams (2007).

1.3.1. Proteines sintases d’AHLs.

Fins ara s’han descrit tres families de sintases, enzims aciltransfereses no homologues
entre si, capaces de sintetitzar molecules Al del tipus AHL. No obstant aixo, el major nombre
d’enzims responsables de la sintesi d’AHLs son les que es corresponen a les del tipus Luxl,
ortologues a la sintasa Luxl de V. fischeri. Per tant, a part de la familia del tipus LuxI, les AHLs
també sén sintetitzades a partir d’altres families de sintases del tipus AinS/LuxM (Bassler, et

al., 1993, Gilson, et al., 1995) i HdtS (Laue, et al., 2000).

1.3.1.1. Familia Luxl.
Les proteines del tipus Luxl o sintases d’AHLs son les encarregades de sintetitzar els
diferents tipus d’AHLs a partir de 2 molécules organiques: la S-adenosil metionina (SAM) i una
cadena acil que pot ser aportada per la proteina transportadora d’acil (acil-PTA) o per la

coenzima A (CoA) (Galloway, et al., 2011). Ambdds substrats es troben normalment a la cél-lula
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ja que participen tant en la sintesis d’aminoacids com d’acids grassos (More, et al., 1996). En
aquesta familia de proteines el percentatge d’identitat és entre el 28 % i el 35 %. Tot i la baixa
identitat, existeixen 2 regions forca conservades en els extrems amino-terminal i carboxi-
terminal (Fuqua, et al., 1996, Hanzelka, et al., 1997). Encara no ha estat possible predir les

AHLs produides per a cada sintasa mitjancant eines bioinformatiques (Williams, 2007).

1.3.1.2.Familia AinS/LuxM.
Els enzims AinS i LuxM s’han descrit per primer cop en V. harveyi i V. fischeri. S6n dos
proteines homologues entre si que no presenten similitud amb les proteines del tipus Luxl tot i
que sintetitzen les AHLs seguint el mateix mecanisme i utilitzant els mateixos substrats que les

de la familia del tipus Luxl (Gonzalez & Marketon, 2003).

1.3.1.3.Familia HdtS.

La familia de sintases d’AHLs del tipus HdtS es van identificar originalment a Pseudomonas
fluorescens F113 la qual no guarda cap homologia amb les sintases anteriors esmentades.
Laue, et al.,, (2000) han demostrat que la sintasa HdtS és la responsable de la sintesis en
P. fluorescens de diferents molecules d’AHLs. Tot i que és capac de dirigir la sintesis de diverses
molecules d’AHL, I'analisi del seu ORF indica que la sintasa HdtS és una aciltransferasa que
pertany a la familia 1-acil-sn-glicerol 3-fosfat O-aciltransferasa, també anomenada LPA
acltransferases (aciltransferasas de I'acid lisofosfatidic). Aquests enzims catalitzen Ia
transferéncia d’una cadena acilada com I'acil-PTA o bé I'acil-CoA a I’acid lisofosfatidic produint
acid fosfatidic, és a dir, estan involucrats en la biosintesi de la membrana cel-lular a través del
metabolisme de fosfolipids. S’ha suggerit que la proteina sintasa HdtS és una aciltransferasa
que sintetitza AHLs com les altres dos families de sintases, és a dir, a partir de la reaccié d’unio
entre la cadena acil-PTA i la metionina SAM (Laue, et al., 2000). Els autors Rivas, et al.,(2007),
també demostren que I'aciltransferasa anomenada Act (acil tranfer function), ortologa a la
sintasa de la familia HdtS, és la responsable de la sintesi d’AHLs en Acidithiobacillus

ferrooxidans.

1.3.2. Estructura, transport i acumulacio de les AHLs.

Les N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs) sén les molécules Al més comunament
detectades en els sistemes de QS dels bacteris gra m negatius. SGn molécules organiques de
baix pes molecular que s’acumulen en el medi de creixement d’un cultiu bacteria. Gracies a
aix0, aquestes molécules s’aillen dels sobrenedants en fase estacionaria mitjancant una

extraccié organica. La primera molecula AHL descrita va ser per Eberhard, et al.,(1981)
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pertanyent a la C6oxo-HSL de V. fischeri. Des de llavors s’han identificat nombroses AHLs
diferents. Es mostren alguns exemples a la Taula 1.1. Aquestes molécules estan compostes
d’un anell homoserina lactona invariable, comu per a totes les AHLs, unit per un enlla¢g amida a
una cadena acil. Les AHLs posseeixen una elevada diversitat conformacional, degut al fet que
difereixen en la longitud i el grau de insaturacié de la cadena lateral acilada aixi com també en
les possibles substitucions ubicades en el tercer carboni de la cadena. La llargada de la cadena
acil varia entre 4 i 18 atoms de carboni i les substitucions que es poden produir en el tercer
carboni de la cadena poden ser per a grups carbonils (-oxo) o hidroxils (—hidroxil). Les
insaturacions de dobles o triples enllagos es poden presentar en la posicié C-7 i C-8 de la
cadena acilada (LaSarre & Federle, 2013).

Taula 1.1. Composicié quimica, pes molecular, estructura quimica i abreviatura utilitzada en aquest
treball de diferents tipus d’AHLs produides per bacteris gram negatius.
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H

Cada sintasa es caracteritza per produir una o més AHLs diferents les quals, en general,
degut a la seva naturalesa amfipatica difonen lliurement a través de la membrana

citoplasmatica a favor del gradient de concentracié i s’acumulen a l'espai extracel-lular.
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Alternativament a aix0, hi ha evidéencies del transport actiu d’algunes AHLs de cadena llarga a
través de les membranes en algunes espécies com per exemple P. aeruginosa, que utilitza les
bombes de flux per transporatr la molécula C12oxo-HSL (Pearson, et al., 1999, Chan, et al.,

2007).

Tot i que l'acumulacié d’AHLs depén de lincrement cel-lular, hi ha altres factors
ambientals que estimulen I'acumulacié/disminucié d’aquestes. L’agregacié bacteriana i la
formacié de biofilms augmenten la concentracié local d’AHLs, mentre que condicions com
I'elevat pH o la degradacié enzimatica disminueixen la concentracio d’AHLs disponibles

(Gonzalez & Marketon, 2003).

1.3.3. Proteines del tipus LuxR.

Les proteines del tipus LuxR actuen com a factors de transcripcidé que s’uneixen
especificament a les molecules d’AHLs cognades i, majoritariament, formen homodimers per
activar-se. Malgrat que les proteines LuxR sén especifiques per algun/s tipus d’AHLs, algunes
son capaces d’unir-se a un ampli rang d’AHLs diferents. El complex LuxR-AHL s’uneix a les
regions promotores anomenades, de forma general, caixes del tipus lux, dels gens regulats pel
QS i afecten la seva expressié. La primera caixa promotora descrita va ser la de V. fischeri, que
presenta simetria invertida i consta de 20 bases de les quals s’ha demostrat que no totes elles
son essencials pel reconeixement de LuxR. Hi ha certa conservacio entre les caixes del tipus lux
entre les diferents especies bacterianes. Les caixes varien entre 18 i 22 bases i s'Tanomenen en
funcié de cada sistema de QS present en cada microorganisme. Per exemple, s"anomenen Jux
en (V. fischeri), las en (P. aeruginosa) o tra en (Agrobacterium tumefaciens) (Zhang, et al.,

2002, Schuster, et al., 2004, Urbanowski, et al., 2004).

Les alineacions realitzades entre els reguladors homolegs del tipus LuxR, d’una llargada de
250 aminoacids aproximadament, tenen un percentatge global d’identitat d’aminoacids baix
(~25 %). Aquestes alineacions demostren la preséncia de residus i/o aminoacids conservats en
els dominis N-terminal i C-terminal de la proteina LuxR. Els 2 dominis funcionals serveixen per
la unié a la molécula d’AHL i al DNA. L'extrem amino-terminal de la proteina LuxR s’encarrega
d’unir especificament les AHLs (un o diferents tipus) mentre que I'extrem carboxi-terminal
amb un domini HTH, helix-turn-helix, s'uneix a les caixes de DNA compreses a les regions
promotores dels gens que regula. La regulacié dels gens diana depén de I'acumulacié de les
molécules Al en el citoplasma (Stevens, et al., 2011). La unié del regulador LuxR a I'AHL

comporta un canvi conformacional d’aquest que li permet exposar el domini HTH per a la unié
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al DNA. Aquest complex LuxR-AHL permet reclutar les RNA polimerases i activar la transcripcio
(Welch, et al., 2000, Zhu & Winans, 2001). Els estudis genetics i estructurals realitzats sobre el
regulador del tipus LuxR d’A. tumefaciens, anomenat TraA, han servit per identificar els
aminoacids que estan directament implicats amb la unié d’aquest a les AHLs i al DNA (Vannini,
et al.,, 2002, Zhang, et al., 2002, Chai & Winans, 2004). Els alineaments realitzats entre el
regulador TraR amb altres reguladors del tipus LuxR indiquen que hi ha nou residus conservats
entre el 95 % de les proteines LuxR. Sis residus estan conservats en el domini d’unié a les AHL i

els altres tres, en el domini d’unié al DNA (Whitehead, et al., 2001, Zhang, et al., 2002).

Vegeu 'esquematitzacié i representacié del tipic sistema de QS regulat per les AHLs en

bacteris gram negatius a la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Esquema de sistema de quorum sensing (QS) general regulat per les N-acil-L-
homoserina lactonas (AHLs) en bacteris gram negatius. Les proteines del tipus Luxl sén els principals
enzims productors d’AHLs a partir dels precursors S-adenosil metionina (SAM) i proteina transportadora
d’acil (Acil-PTA). A baixes densitats cel-lulars el sistema produeix concentracions basals d’AHLs i la
transcripcio basal dels gens relacionats amb el QS. A mesura que incrementa la densitat cel-lular, les
AHLs s’acumulen a I'espai extracel-lular fins a una concentracié llindar que els permet interactuar i unir-
se amb la proteina de tipus LuxR. Aix0 suposa un canvi conformacional (sovint la dimeritzacid) que
permet la unié del complex LuxR-AHL a les zones promotores (caixes del tipus lux) dels gens regulats pel
QS activant o reprimint la seva transcripcié. Figura adaptada del treball realitzat per Venturi i
Subramoni, (2009)

En la majoria de sistemes de QS, la proteina del tipus LuxR es comporta com un activador
transcripcional, és a dir, en preséncia d’AHLs és capa¢ de reconeixer i unir-se a les caixes lux i
aixi activar la transcripcio com per exemple el regulador TraR d’A. tumefaciens o LasR de
P. aeruginosa (Zhu & Winans, 2001, Bottomley, et al., 2007, Nasser & Reverchon, 2007). Per
altra banda existeixen reguladors que actuen com a repressors ja que s’uneixen a les regions

promotores en absencia d’AHLs i bloquegen I'accés a les RNA polimerases i s’alliberen en
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preséncia d’AHLs , com per exemple els reguladors d’EsaR de Pantonea stewartii o ExpR de
Erwinia carotovora (von Bodman, et al., 1998, Andersson, et al., 2000). Per tant, sigui activant
o reprimint, les proteines del tipus LuxR serveixen per a modular el comportament de la

comunitat bacteriana (Patankar & Gonzalez, 2009).

1.4. La produccidé d’AHLs és ampliament estesa entre els bacteris gram

negatius.

El descobriment d’espécies bacterianes productores d’AHLs ha anat augmentant en les
darreres décades. Totes aquestes espécies ocupen un ampli rang de ninxols ecologics des del
mar i aiglies dolces fins al sol, plantes i animals, a més a més s’inclouen molts bacteris
patogens simbionts, extremofils i bacteris promotors del creixement de plantes (Williams, et

al., 2007).

Els gens que codifiquen homolegs del tipus Luxl i LuxR es localitzen en el cromosoma o en
elements genetics mobils (plasmidis i transposons) i sovint la posicid entre aquests és adjacent
com un tandem en forma convergent o divergent (Williams, 2007). Tot i que també existeixen
parelles de LuxI/R cognades que tenen una posicié distant en el cromosoma o plasmidi. En els
darrers anys s’han identificat en les bases de dades de genomes bacterians gram negatius més
de 100 exemples corresponents a la familia de proteines dels tipus Luxl ortologues entre si

(Subramoni & Venturi, 2009).

Moltes espécies contenen diversos sistemes de QS del tipus Luxl/LuxR que detecten i
produeixen diferents tipus d’AHLs. A part del sistema de QS-AHL anomenat LuxI/R que
controla la bioluminescencia en V. fischeri, altres sistemes han estat molt estudiats els darrers
anys. Aquests inclouen, per exemple, el sistema Tral/R d’ A. tumefaciens, que controla la
conjugaciod del plasmidi Ti (Inductor de tumors). Aquest bacteri fitopatogen provoca, a través
de la transferencia genética de fragments de DNA a la planta, el desenvolupament de tumors a
les cel-lules vegetals i indueix la produccié de compostos anomenats opines que serveix com a
font de nutrients als bacteris. Tots els gens necessaris per induir la tumorogénesis i
transferéncia es troben en el plasmidi Ti, el qual conté també el sistema de QS anomenat

Tral/R, que controla els gens encarregats de la conjugacié (White & Winans, 2007).

Malgrat que els sistemes de QS han estat identificats en molts bacteris gram negatius, el
rang de funcions que controlen en cada espeécie encara ha de seguir sent molt estudiat. A la

Taula 1.2 s’enumeren alguns sistemes de QS més rellevants degut al fet que contenen ben
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caracteritzades les parelles d’homolegs LuxI/R. S’especifiquen els sistemes de QS del tipus

LuxI/R i el posicionament d’aquests en el genoma, les molécules d’AHLs més abundants que

s’hi detecten i les funcions més importants regulades per aquests.

Taula 1.2. Exemples d’alguns sistemes de QS regulats per AHLs més ben caracteritzats

Orientacio
. LuxI/R adjacent Moleécules d’AHLs Funcions que regula ..
Organisme N L Referéncia
homolegs dels gens majoritaries el QS
LuxI/R
Acinetobacter Abal/R &> C120H-HSL Formacio de Biofilm (Niu, et al., 2008)
baumannii M2
Agrobacterium Tral/R No adjacents ~ C8oxo-HSL Viruléncia, conjugacié (Fugua & Winans,
tumefaciens plasmidi Ti 1994, White & Winans,
2007)
Burkholderia Cepl/R L rd C6-HSL: C8-HSL Factors de viruléncia i (Lewenza, et al., 1999,
cenocepacia Ccil/R >-> C6-HSL: C8-HSL formacié de biofilms, Huber, et al., 2001,
exoenzims i swarming Sokol, et al, 2003,
Malott, et al., 2005)
Bukholderia Pmll/R &> C10-HSL Factors de viruléncia: (Valade, et al., 2004)
pseudomallei produccio de la proteasa
MprA.
Chromobacterium Cvil/R >¢ C6-HSL Exoenzims, pigment (McClean, et al., 1997,
violaceum antibacteria violaceina, Chernin, et al., 1998)
acid cianhidric
Erwinia Expl/R >& C6ox0-HSL Exoenzims, carbapenem,  (Bainton, et al.,, 1992,
carotovora Carl/R >& C6ox0-HSL i factors de viruléncia Barnard & Salmond,
2007)
Pseudomonas Lasl/R > Cl12oxo0-HSL Enzims extracel-lulars, (Passador, et al., 1993,
aeruginosa Rhll/R >-> C4-HSL formacid de biofilms, Pearson, et al., 1997,
ramnolipids, motilitat i Jimenez, etal., 2012)
factors de viruléncia
Pseudomonas Mupl/R >¢ C100x0-HSL Mupirocina i biocontrol (EI-Sayed, et al., 2001,
fluorescens El-Sayed, et al., 2003,
NCIMB 10586 Hothersall, et al,
2011)
Pseudomonas Pcol/R >& C6oxo-HSL, C8oxo- Biocontrol (Wei & Zhang, 2006)
fluorescens 2P24 HSL
Pseudomonas Ppul/R & C6oxo-HSL, C8oxo- Diverses funcions a la (Steidle, et al., 2002,
putida WCS358* HSL, Cl1Ooxo-HSL, fase estacionaria Bertani & Venturi,
C120x0-HSL relacionades amb 2004)
viruléncia
Pseudomonas Psyl/R >¢ C60x0-HSL Exopolisacarids, (Elasri, et al., 2001)
syrengae swimming, factors de
viruléncia
Rhizobium Cinl/R >-> C140H-HSL Funcions requerides per (Rodelas, et al., 1999,
leguminosarum Rhil/R No adjacents ~ C6-HSL a la simbiosi, nodulacid, Lithgow, et al., 2000,
bv. vicae Rail/R > C7-HSL transferencia de Wilkinson, et al., 2002,
Tral/R No adjacents C8-HSL,C80x0-HSL plasmidis, inhibicié de Wisniewski-Dye &
creixement, adaptacié Downie, 2002)
fases estacionaria
Serratia Swrl/R >¢& C4-HSL, C6-HSL Swarming, (Eberl, et al., 1996)
liquefaciens exoproteases, formacio
de biofilms,
biotensioactius
Serratia Smal/R >& C4-HSL,C6-HSL Swarming, (Van Houdt, et al.,
marcescens Spnl/R >¢ C6-HSL,C60x0-HSL, biotensioactius, 2007)
C7-HSL,C8-HSL pigments, transposicid,
Swrl/R >& C4-HSL,C6-HSL formacié de biofilms
Vibrio fischeri LuxI/R S rd C6ox0-HSL Bioluminescéncia (Engebrecht &

Silverman, 1984)

*Sistema Ppul/R present a diferents soques de P. putida, en d’altres no existeix el sistema del tipus LuxI/R.
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Entre els sistemes de QS més ben estudiats es troba el que presenta l'especie
P. aeruginosa, microorganisme d’elevada importancia clinica degut a I'’elevada incidencia com
a patogen oportunista que s’ailla molt freqlientment en infeccions en pacients de FQ. De fet,
P. aeruginosa conté dos sistemes de QS anomenats sistemes Lasl/R i Rhll/R. Aquests dos
sistemes estan relacionats entre si i conjuntament regulen molts factors de viruléncia. Es
coneix que la cascada de regulacié d’aquests sistemes controla més de 300 gens diferents que
afecten la seva expressid i que les soques deficients en aquests sistemes de QS perden
efectivitat infecciosa en diferents models animals. Aixo indica el rol important en la patogenesi

gue juguen aquests sistemes de QS (Hentzer, et al., 2003, Smith & Iglewski, 2003).

1.5. Diversificacio de multiples sistemes de quorum sensing regulats

per AHLs i altres molecules autoinductores.

A mesura que s’estudien els sistemes de QS en bacteris gram negatius, s’ha vist que en
moltes espécies coexisteixen diferents tipus de QS regulats per les AHLs tal i com s’ha pogut
observar a la Taula 1.2. Aquests diferents sistemes de QS interactuen entre ells i la literatura
deixa un clar exemple del que succeeix en especies com P. aeruginosa, Burkholderia.
cenocepacia o Rhizobium leguminosarum. A més a més, en especies com V. harveyi,
coexisteixen sistemes de QS diversos regulats per tres molécules Al diferents (AHLs, Al-2 i CAI-

2), les quals modelen les mateixes funcions cel-lulars com la bioluminescéncia (Taula 1.3).

Els exemples mostrats a les taules, Taula 1.2 i Taula 1.3, serveixen per centrar I'atencio a
la gran diversitat de sistemes de QS que coexisteixen en les diferents espécies. S6n molts
estudis realitzats per desentrellar el rol i regulacié de cada sistema en les diferents funcions
cel-lulars aixi com la relacié amb les altres vies de regulacié. S6n necessaris molts més estudis
per anar desxifrant cadascuna d’aquestes xarxes degut a la diversitat davant la qual ens

trobem.

En resum, els gens activats pels diferents sistemes de QS estan involucrats en tres grans
tipus d’esdeveniments o processos fisiologics. Aquests son: 1) processos d’accid en massa on
I'activitat d’un sol bacteri seria inutil des de la produccié de bioluminescéencia fins a la iniciacio
de processos de virulencia, 2) Competencia per nutrients, funcions de disseminacid i produccid
d’antibiotics i 3) Processos involucrats en el desenvolupament bacteria com la formacio de

biofilms.
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Taula 1.3. Altres sistemes de QS regulats per diferents tipus de molécules Al.

Funcions que

Introduccio

Organisme Sintasa Receptor Molecula Al Referéncia
regula el QS
Bacillus thuringiensis PapR PIcR PapR Exoenzims (Rocha-Estrada, et
NprRB NprR NprX Toxines, esporulacio, al., 2010, Dubois, et
necrotrofisme al., 2012)
Enterococcus faecalis CcfA PrgX cCF10 Adhesid i conjugacid (Rocha-Estrada, et
al., 2010)
Pseudomonas fluorescens HdtS Desconeguda C6-HSL, Desconeguda (Laue, et al., 2000)
F113 C100x0-HSL,
C140H-HSL
Pseudomonas aeruginosa PgsA-E i PgsH PgsR PQS,HHQ Viruléncia produccié (Dubern & Diggle,
de elastasa, 2008, lJimenez, et
piocianina, lectina i al., 2012)
formacié de biofilms
Staphylococcus aureus ArgD ArgC AIP Viruléncia, exotoxines,  (Kleerebezem, et
dispersio de biofilms al., 1997, Thoendel,
etal., 2011)
Escherichia coli/ LuxS LsrB Al-2 Viruléncia, motilitat i (Kendall &
Salmonella typhimurium Desconeguda QscE Al-3 formacié de biofilms Sperandio, 2007,
Moreira, et al,
2010)
S. pneumoniae comC comD CSP Viruléencia i (Kowalko & Sebert,
competéncia 2008)
Vibrio fischeri Lux! LuxR C6ox0-HSL Bioluminescencia, (Milton, 2006)
AinS AinR C8-HSL motilitat i colonitzacid
LuxS LuxP Al-2
Vibrio harveyi LuxM LuxN C40H-HSL Bioluminescéncia, (Milton, 2006)
LuxS LuxP Al-2 siderofors, proteases,
CgsA CgsS CAI-1 exopolisacarids,
viruléncia
Xanthomonas campestris RpfB,F RpfC DSF Viruléncia, dispersio (Deng, et al., 2011)

de biofilm i
exopolisacarids

1.6. AHLs i senyalitzacid interespécie.

Les molécules d’AHLs produides per a cada espécie s'uneixen de forma especifica al

regulador LuxR. En termes generals, cada Luxl produeix les AHLs que s’uniran especificament al
seu regulador cognat LuxR. A la natura els bacteris tenen més probabilitats de viure en
comunitats microbianes que en monocultius. Les interaccions entre els membres de la
comunitat son necessaries pel desenvolupament i manteniment d’aquesta. Més enlla de la
senyalitzaciod intraespecifica, entre els membres d’'una mateixa espeécie, els quals utilitzen les
mateixes molecules senyal per a comunicar-se, altres microorganismes poden interactuar
modulant el seu comportament en funcid de les senyals produides per altres especies
microbianes. Aixo succeeix degut al fet que diferents espécies comparteixen o colonitzen els
mateixos ninxols ecologics, aixi poden comunicar-se de forma interespecifica mitjangant

aquestes molecules.

Cada vegada és més evident que els bacteris poden detectar molécules senyal que no

sintetitzen (Ryan & Dow, 2008). En els darrers anys, aquesta interaccié interespecifica s’ha
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anat descrivint entre diferents espécies i habitats. Aquest fet s’ha demostrat per exemple en
biofilms formats per B. cepacia i P. aeruginosa. Aquetes espécies son filogenéticament distants
pero fenotipicament properes ja que colonitzen habitats similars, com per exemple els
pulmons de pacients amb FQ, la rizosfera i arrels de plantes (Venturi & Subramoni, 2009). En el
treball realitzat pels autors Riedel, et al., (2001) es va demostrar que B. cepacia responia a les

AHLs produides per P. aeruginosa amb qui conformava el biofilm.

També existeixen especies en les quals no s’ha detectat la produccié d’AHLs malgrat que
presenten un regulador del tipus LuxR capac de detectar i respondre a les AHLs produides per
altres bacteris. SOGn poques especies on s’ha estudiat aquesta interaccid. Aquest és el cas d’E.
coli i S. enterica les quals tenen un regulador del tipus LuxR anomenat SdiA capac d’unir-se a

AHLs produides per altres bacteris i afectar a I'expressié génica (Ahmer, 2004).

1.7. LuxR “solo”.

En els ultims anys, s’ha identificat en els genomes seqienciats dels proteobacteris, la
presencia de proteines del tipus LuxR sense proteines Luxl cognades en el mateix genoma.
Aquests reguladors desaparellats primerament es van anomenar LuxR orfes per Fuqua (2006),
els quals contenen la mateixa estructura de domini d’unié a AHLs en I'extrem N-terminal i un
domini HTH, d’unid al DNA en I'extrem C-terminal. Alguns han perdut la llargada i altres han
perdut els aminoacids conservats en I'extrem d’unié a AHLs (Fuqua & Greenberg, 2002). A
posteriori, Subramoni i Venturi (2009) van anomenar aquests reguladors, LuxR “solo” perqué
van creure que aquest terme definia millor aquest tipus de reguladors ja que en genética

bacteriana el terme d’orfe es refereix a un gen sense una determinada funcié.

Degut al fet que els sistemes LuxI/R només s’han descrit en els proteobacteris, els autors
Case, et al.,(2008), van analitzar 265 genomes seqlienciats d’aquest grup. De tots, només 68
genomes posseien almenys una parella cognada de tipus LuxI/R. El més interessant és que dels
68 genomes, 45 posseien més LuxR homolegs que Luxl, per tant aquests LuxR es podien
catalogar com a LuxR “solo”. A banda dels 68 genomes que posseien, almenys una parella
cognada de LuxI/R amb o sense LuxR “solo”, 45 genomes no contenien cap gen homoleg a les
sintases d’AHLs pero si que contenien un LuxR “solo” (Case, et al., 2008). Tot i aix0, un genoma
gue no posseeixi un gen homoleg a lux/ no significa que no pugui produir AHLs perque ja ha
estat demostrat que existeixen d’altres families encarregades de la sintesi d’AHLs com ja s’ha

explicat anteriorment (Subramoni & Venturi, 2009). Per tant, els LuxR “solo” sén presents tant
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en bacteris que contenen una parella cognada del tipus LuxI/R, com en espécies que no s’ha

detectat cap sintasa del tipus Luxl.

Els LuxR “solo” presents en bacteris productors d’AHLs, poden detectar les AHLs
endogenes i aprofitar aquesta deteccid per a la regulacié d’altres gens. O bé, pot succeir que
aquests reguladors puguin detectar altres AHLs sintetitzades per espécies amb qui cohabita.
Els LuxR “solo” en bacteris no productors d’AHLs, poden detectar les AHLs produides per altres
microorganismes que els permeti regular certes funcions a vegades de competitivitat o bé, per
actuar en comunitat realitzant una resposta comunitaria. Alguns LuxR “solo” que han perdut
els aminoacids conservats en el domini d’unié a AHLs, no deixen de ser funcionals, és a dir, la
seva regulacid pot estar vinculada a I'activacié realitzada per altres lligands provinents de les
comunitats on viuen ja siguin senyals interespécies o interregnes. A la Figura 1.5, basada en el
treball de Subramoni i Venturi (2009), es resumeixen els possibles rols que poden adoptar els
LuxR “solo” en funcié de cada fons geneétic, és a dir, en soques productores d’AHLs o no

productores d’AHLs.
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Figura 1.5. Possibles rols dels LuxR “solo” en proteobacteris productors d’AHLs i no productors
d’AHLs. En bacteris productors d’AHLs, els LuxR “solo” poden unir-se a les AHLs endogenes i exogenes.
En bacteris no productors d’AHLs els LuxR “solo” poden unir-se a AHLs exogenes o senyals produides per
cél-lules eucariotes. Els LuxR “solo” poden activar o reprimir la transcripcié dels diferents gens diana.
Figura adaptada del treball realitzat per Subramoni i Venturi, (2009).

1.7.1. LuxR “solo” en bacteris productors i no productors d’AHLs.

Fins al moment hi ha pocs LuxR “solo” estudiats. Alguns estudis s’han centrat en bacteris
gue contenen el tipic sistema de QS del tipus LuxI/R i s’ha observat que la funcionalitat

d’aquests LuxR “solo” esta integrada amb el QS LuxI/R existent. D’altres estudis s’han basat en
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els LuxR “solo” presents en bacteris no productors d’AHLs i que, per tant, no disposen del
sistema LuxI/R en el genoma. En molts (dels pocs casos estudiats), s’ha demostrat que els LuxR
“solo” interactuen amb les AHLs endogenes i/o exogenes permeten al bacteri expandir la xarxa
de regulacié genetica a partir de les AHLs produides per bacteris veins. Alguns exemples ben
estudiats es poden observar a la Taula.1.4, on s’enumeren diferents LuxR “solo” en diferents
fons genétics, és a dir, amb o sense sistema LuxI/R, molécules senyal amb les quals interactua i

funcions que s’ha estudiat que poden regular.

Per exemple, un regulador LuxR ”solo” molt ben estudiat és el QscR de P. aeruginosa.
Aquesta espeécie conté dos sistemes de QS, el Lasl/R i RhlI/R, funcions que estan intimament
relacionades i conjuntament participen a la mateixa cascada de regulacié. El regulador QscR,
respon a I’AHL endogena C12o0xo-HSL produida per la sintasa Lasl i un dels seus rols es basa en
controlar i prevenir I'expressid primerenca de les AHLs endogenes i factors de viruléncia.
Aguest també regula un conjunt de gens diferents als que regulen els sistemes del tipus LuxI/R
del bacteri. Per tant, el LuxR “solo” QscR de P. aeruginosa, amplifica els gens diana regulats per
les AHLs i I'ajuda a una resposta més eficient (Chugani, et al., 2001, Lequette, et al., 2006).
A més a més s’ha demostrat que el lligand del regulador QscR a les AHLs és més inespecific que
els altres reguladors LasR i RhIR. Aquest fet indicaria que potser el QscR podria respondre a

AHLs produides per bacteris veins (Lee, et al., 2006, Subramoni & Venturi, 2009).

D’altra banda, el regulador LuxR “solo” SdiA, present en S. enterica i E. coli, regula
I'expressié génica en resposta d’AHLs exodgenes degut al fet que en cap d’aquestes especies
s’ha detectat la produccié d’AHLs (Ahmer, 2004). Aquest regulador s’uneix a diferents tipus
d’AHLs i per tant, té un paper clau en la regulacié interespecifiques (Michael, et al., 2001, Yao,
et al., 2006). A S. enterica és on millor s’ha compres la funcionalitat de SdiA, on s’ha detectat
que regula un operd anomenat rck, resistance to complement killing, que inclou gens
encarregats de I'adhesié a la matriu extracel-lular i la resisténcia a cel-lules hostes (Michael, et
al., 2001, Smith & Ahmer, 2003, Ahmer, 2004). En E. coli el regulador SdiA, té un efecte
peliotropic que dificulta la comprensio del rol de SdiA en aquesta especie (Michael, et al.,
2001, Ahmer, 2004). En E. coli s’ha vist que el regulador SdiA podria estar implicat en la sintesi i
exportacié de la molécula senyal anomenada Indol, la qual s’ha vist que participa en la
formacié de biofilms en E. coli. Per tant, el regulador SdiA podria respondre a dos tipus de
molécules senyal, les AHLs (exogenes) i I'Indol (endogen), tot i que calen més estudis per a

comprendre aquesta regulacio (Lee, et al., 2007).
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Taula.1.4. LuxR “solo” amb funcié coneguda.

Introduccio

Moléecules
LuxR . o . LuxI/R L.
‘o Organisme que s’uneixen Funcions que regula N Referéncia
solo ‘o homolegs
al LuxR “solo
AviRi  Agrobacterium vitis ND* Produeix necrosi en raim i Avsl/R (zheng, et al.,
AvhR hipersensibilitat a la planta del tabac. 2003, Hao, et
al., 2005)
BisR Rhizobium C140H-HSL Transferencia del plasmidi encarregat Cinl/R, Rhil/R,  (Danino, et al.,
leguminosarum bv. de la simbiosi i inhibicié del creixement Rail/R, Tral/R  2003)
viciae
CarR Serratia marcescens  Independentde  Produccid de I'antibiotic carbapenem Smal/R (Cox, et al.,
lligand 1998)
OryR  Xanthomonas Molécules Viruléencia i I'expressié del gen pip Cap (Ferluga, et al.,
oryzae pv. oryzae senyals de (prolina iminopeptidasa) 2007, Ferluga
I"arros & Venturi,
2009)
PpoR  Pseudomonas C6oxo-HSL Funcions relacionades amb estres Ppul/R* (Subramoni &
putida oxidatiu i metabolisme del Fe," Venturi, 2009)
PsoR Pseudomonas Molecules Biocontrol gracies a la produccié Diferents (Haas &
fluorescens Pf5 i senyal de la d’agents antibacterians sistemes Defago, 2005,
CHAO planta segons soca Subramoni, et
al., 2011)
QscR Pseudomonas C120x0-HSL, Sincronitzacié de la produccié d’AHLs i Lasl/R, Rhll/R  (Chugani, et al.,
aeruginosa C10oxo0-HSL factors de viruléncia 2001, Lequette,
et al., 2006)
SdiA Escherichia coli, C4oxo-HSL, Funcions involucrades en adhesié i Cap (Ahmer, 2004,
Salmonella enterica C6oxo-HSL, resisténcia Yao, et al,
serovar C8oxo-HSL, 2006)
Typhimurium. C10oxo0-HSL,
C120x0-HSI, Cé-
HSL, C8-HSL
TriR Agrobacterium C8oxo-HSL Inhibeix conjugacié del plasmidi Ti TraR/I (Oger, et al.,
tumefaciens 1998)
XccR Xanthomonas Molécules Viruléncia i I'expressié del gen pip Cap (Zzhang, et al.,
campestris pv. senyal de les (prolina iminopeptidasa) 2007)
campestris plantes

*ND: No determinat, Ppul/R no esta present en totes es soques de P. putida mentre que el LuxR solo PpoR si.

Un dels millors exemples per a explicar la interaccié dels reguladors LuxR “solo” amb
senyals provinents d’altres regnes, com per exemple les plantes, succeeix en el génere
Xanthomonas. Els reguladors LuxR “solo” anomenats XccR i OryR, pertanyents als bacteris
fitopatogens de Xcc i Xoo respectivament s’ha demostrat que responen a compostos alliberats
per les plantes que infecten. Ambdds reguladors controlen factors de viruléncia. Aquests
bacteris fitopatogens no s’ha detectat que produeixin AHLs ni la preséncia d’un sistema del
tipus LuxI/R en els genomes seqlienciats. Els estudis realitzats amb el regulador OryR indiquen
gue modula I'expressid génica en resposta a compostos presents en extractes de plantes i que
aquest no respon a les AHLs exogenes. Per tant, sembla que aquests LuxR “solo” participen en
la comunicacid interregnes i que aquesta interaccid amb senyals eucariotes facilita una infeccio
satisfactoria en les plantes que colonitza (Ferluga, et al., 2007, Ferluga & Venturi, 2009). S’han
identificat reguladors homolegs a aquests en d’altres espécies fitopatogenes, fet que sustenta
la rellevada importancia d’aquestes interaccions (Zhang, et al., 2007). No obstant aix0, no es

coneix la naturalesa dels components en la planta que activen els reguladors OryR i XccR i
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segueix sent una possibilitat que aquests tinguin estructures similars a les AHLs (Ryan & Dow,

2008).

D’altra banda, també existeixen reguladors LuxR “solo” que han patit una modificacié en
I'extrem C-terminal, el domini d’unié al DNA. Aquest és el cas del regulador solo TrIR
d’A. tumefaciens, el qual és homoleg al regulador TraR del sistema de QS TraR/I d’aquesta
espécie. Els sistema TraR/| esta implicat en la conjugacié del plasmidi Ti i produeix molécules
senyal del tipus C8oxo-HSL (vegeu Taula 1.2). El LuxR “solo” TrIR en I'extrem N-terminal,
domini d’unié a AHLs, mostra una identitat del 88 % respecte el regulador homoleg TraR
mentre que el domini d’unid al DNA en l'extrem C-terminal ha sofert una mutacié que
impedeix la unid al DNA. Per tant, la duplicacié del regulador TraR I’ha fet divergir en el
regulador TrIR. La funcié de TrIR en A. tumefaciens és formar heterodimers amb el regulador
TraR i impedir I'activitat del regulador TraR en condicions de baixa concentracié de nutrients i,

per tant, inhibeix la conjugacié del plasmidi Ti (Chai, et al., 2001).

1.7.2. Evolucioé dels LuxR “solo”.

Dos mecanismes importants suposen lI'expansié de reguladors LuxR “solo”. El primer
consisteix en una reorganitzacié quan es produeix una duplicacié genetica i divergencia
d’aquests (Cases & de Lorenzo, 2005). El segon metode inclou la transferéncia genética
horitzontal (McAdams, et al., 2004). Una combinacié d’aquests dos factors conjuntament amb

d’altres esdeveniments genétics hauran ocorregut durant I’evolucié dels LuxR “solo”.

Estudis filogenétics realitzats han posat de manifest els esdeveniments geneétics
anteriorment esmentats. Per exemple, els autors de Gray i Garey (2001) assenyalen que el
regulador LuxR “solo” TrIR, és fruit d’'una duplicacié del regulador TraR d’A. tumefaciens els
quals, tot i presentar elevada homologia han divergit I'un de l'altre. Un clar exemple de
transferéncia horitzontal seria el cas del regulador LuxR “solo” SdiA, present en S. enterica i
E. coli, el qual s’agrupa filogeneticament amb el regulador Rhll de P. aeruginosa mentre que

dista d’altres reguladors homolegs presents en altres enterobacteris.

Diferents factors justifiquen I'elevada prevalenca dels reguladors LuxR “solo” com a
reguladors de QS en els bacteris. Per una banda, aquests reguladors poden usar les molecules
senyals produides per la mateixa soca i alliberar a la cél-lula del cost addicional de produir
altres molécules senyals juntament amb el fet que la preseéncia d’un nou regulador, amplificara

les vies de regulacio géniques (Patankar & Gonzalez, 2009). Aixo és el que succeeix amb el
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regulador “solo” QscR de P. aeruginosa, el qual utilitza les AHLs produides per aquesta espécie
i amplifica la regulacié del sistemes de QS presents a la cél-lula regulant altres gens diana

(Lequette, et al., 2006).

Per altra banda es creu que la pressié selectiva, no ha permes la pérdua dels reguladors
LuxR “solo” ja que serveix perque la cél-lula pugui detectar les molecules senyals produides
pels bacteris amb qui conviu, degut al fet que els bacteris no acostumen a viure en monocultiu
sind que ho fan en comunitats complexes. Per tant, “espiar” les molécules senyals produides
per altres microorganismes, captar-les i regular una resposta genica que les afavoreixi, els pot

conferir avantatges per a la competéncia en el ninxol ecologic (Case, et al., 2008).

1.8. Afectacio del quorum sensing en el procés de formacié de biofilm i

motilitat.

Generalment els bacteris a la natura tendeixen a adherir-se a superficies i a desenvolupar
biofilms que els protegeixen de les condicions de I'ambient. Diversos factors determinen
aquest procés. En aquest apartat fem una revisié de com els bacteris utilitzen la senyalitzacio
cél-lula-cel-lula (també anomenada QS) i la motilitat durant aquest procés. Especificament es
descriu la deteccio del QS en processos fisiologics com la formacié de biofilms en I'especie de
P. aeruginosa, microorganisme d’elevada ubiquitat en el medi ambient que actua com a
patogen oportunista en pacients immunocompromesos. P. aeruginosa utilitza les molecules
d’AHLs per a controlar I'expressié géenica i produir polisacarids, ramnolipids i altres factors de
viruléncia. La seva motilitat afecta en I'arquitectura dels biofilms i alguns aspectes d’aquesta
motilitat també estan regulats pel QS. Mentre que alguns gens i respectives funcions sén
especifics de P. aeruginosa, molts altres aspectes del desenvolupament del biofilm es poden

usar com a model per entendre com els bacteris colonitzen diferencialment les superficies.

1.8.1. Influéncia del quorum sensing en el procés de formacié de biofilms.

Els bacteris a la natura principalment, més del 80 %, es troben de forma sessil, associats a
les superficies formant biofilms (Davies, 2003). Aquestes estructures els permeten viure com
un organisme multicel-lular (Dickschat, 2010). Majoritariament els biofilms a la natura estan
formats per diferents especies i rarament estan compostos per una Unica espécie. Els biofilms
son estructures organitzades que permeten el transport de nutrients i residus dins i fora
d’aquests i confereixen als bacteris resistencia a I'estres ambiental. El segell distintiu dels

biofilms es basa en I'exquisida organitzacié i la supervivéncia que confereixen a les diferents
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especies. Els biofilms bacterians son un problema clinic molt important en infeccions croniques
ja que exhibeixen elevada resistéencia als agents antimicrobians i mecanismes de defensa
immune de I'hoste (Costerton, et al., 1999, Hentzer, et al., 2003). La formacié de biofilms
incrementa la tolerancia enfront dels antibidtics en comparaciéo amb els bacteris que viuen de
forma planctonica. Es coneix que els bacteris que creixen embeguts en un biofilm sén 1000
vegades més tolerants als antibiotics, biocides i metalls pesants que les cél-lules que creixen de
forma planctonica (Anwar, et al., 1990, Teitzel & Parsek, 2003). En conseqieéncia, les
concentracions requerides per a |'eradicacié dels biofilms bacterians sovint excedeixen la dosi
maxima autoritzada, la qual cosa impedeix el tractament efica¢ basat en els antibacterians
convencionals (Costerton, et al., 1987, Drenkard, 2003). A més a més, els antibiotics actuals

corren el risc d’ésser cada vegada menys efectius amb I'aparicié de soques multiresistents.

Diversos factors sén els responsables de la tolerancia dels biofilms als diferents agents
antimicrobians. Un dels més importants, és la baixa penetracid dels compostos a través
d’aquests ja que queden units a la matriu extracel-lular. Un altre factor que ajuda a la
tolerancia del biofilm es deu a que l'activitat metabolica entre les cel-lules col-locades a
diferents posicions o nivells del biofilm és molt heterogenia. A la superficie del biofilm els
nutrients i I'oxigen estan facilment disponibles i les cél-lules creixen activament. A les capes del
biofilm més profundes, on els nutrients i I'oxigen sdn limitats, els bacteris creixen lentament o
no creixen. Aixo explicaria perque la majoria d’antimicrobians que actuen sobre cel-lules (que
s’anomenen actives metabolicament) sén insuficients per a [I'eradicacid dels biofilms
bacterians (Lewis, 2001, Drenkard, 2003, Teitzel & Parsek, 2003). L'expressié de certs gens i el
QS també s’ha vist que incrementen la tolerancia dels biofilms a diferents compostos

antibacterians (Davies, et al., 1998, Bjarnsholt, et al., 2005).

Totes aquestes raons demostren perque I'estil de vida en forma de biofilm és avantatjosa
pels microorganismes. L’elevada densitat cel-lular i I'estructura dels biofilms també promouen
un elevat intercanvi genetic a través de la conjugacid i transformacio (Molin & Tolker-Nielsen,

2003).

Molts bacteris son capagos de formar biofilms i P. aeruginosa ha estat I'exemple més ben
estudiat per exemplificar els diferents estadis en el desenvolupament dels biofilms. El primer
patrd incloia diferents estadis. Primerament, la unidé de les cel-lules a una superficie solida.
Després de I'adhesid, les cel-lules formen una monocapa a la superficie solida. Posteriorment,

es formen petits grups de cel-lules anomenades microcolonies. La diferenciacié d’aquestes
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microcolonies esdevindra un biofilm madur en forma de torres o més comunament anomenat
com forma de mushrooms. En aquestes estructures les cel-lules estan encaixonades dins d’una
matriu d’exopolisacarid o EPS (Costerton, et al., 1999, Parsek & Greenberg, 2000). Aquestes
estructures presumiblement serveixen per a portar nutrients i eliminar productes de rebuig a
les cel-lules (Stoodley, et al., 2002). Vegeu el diagrama de la formacié de biofilm dissenyada

per P. aeruginosa a la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Diagrama de la formacié de biofilm en P. aeruginosa especificant els diferents estadis.
Els estadis inclouen I'adhesié de les cél-lules a la superficie, el creixement i agregacid en monocapa i
microcolonies, maduracié i manteniment de I'arquitectura del biofilm. Posteriorment a aquests estadis
vindria el despreniment dels bacteris de I'estructura del biofilm per a colonitzar altres ambients. Figura
basada en Fuqua i Greenberg (2002) el col-loqui de Parsek i Greenberg (2000) .

Nombrosos estudis en P. aeruginosa han posat de manifest les bases genetiques i
moleculars que podrien estar implicades en cadascuna de les etapes de la formacié del biofilm.
Per exemple, des dels inicis, els estudis realitzats per O’Toole i Kolter (1998) van demostrar
que durant la fase inicial eren necessaris els flagels i el pili tipus IV per tal que les cél-lules
s’adherissin a les superficies de plastic on realitzaven els assaigs. Aquest pili tipus IV esta
relacionat amb a motilitat del tipus twitching, la qual van considerar necessaria per a
I'agregacid i el desenvolupament de microcolonies. El twitching és una motilitat en superficie
que requereix el pili tipus IV per al moviment. L'accié d’aquests pilis ajuda a I'extensid i
retraccid de les cél-lules. També es va demostrar que |'expressid de I'EPS s’inicia un cop les
cél-lules s’havien adherit a la superficie (Davies & Geesey, 1995). En I'estadi de maduracié que
permet la diferenciacié de microcolonies en biofilms madurs es va apuntar que intervenia el

sistema de QS regulat per les AHLs (Davies, et al., 1998).

La tipica matriu del biofilm esta composta principalment de polisacarids extracel-lulars
acompanyats possiblement de proteines i DNA. L’estructura i composicié precisa de cada
biofilm varia en funciéd de les espécies que hi resideixen i de les condicions ambientals
(Dickschat, 2010). Per exemple, la preséncia de DNA extracel-lular en P. aeruginosa sembla

necessaria per a la formacié de biofilms en estadis inicials, degut que el tractament amb
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I’enzim DNAasa sobre biofilms joves dissolt aquestes estructures. (Whitchurch, et al., 2002).
Estudis posteriors han mostrat que el tractament amb DNAasa també degrada els biofilms
madurs (Nemoto, et al., 2003). Ambdds treballs demostren la importancia del DNA
extracel-lular en la interconnexié entre cel-lules. Allesen-Holm, et al.,(2006), a més a més
suggereixen que, la preséncia de DNA extracel-lular és un procés que depen de les molécules
senyals AHLs, per tant és un altre procés en la formacié de biofilms que sembla estar regulat
pel QS. Conjuntament amb el DNA extracel-lular inhibir la biosintesi de I'EPS té un rol critic en

els biofilms de P. aeruginosa (Matsukawa & Greenberg, 2004).

Diversos factors determinants geneétics i ambientals han demostrat que influencien en el
biofilm de P. aeruginosa. El factor nutricional és clau per als canvis estructurals d’aquest, és a
dir, la font de carboni sobre la qual P. aeruginosa es cultiva dicta com sera l'arquitectura del
biofilm. S’ha vist que diversos gens estan implicats també en aquesta estructura, com per

exemple els que codifiquen pel pili, el flagel o els EPS secretats.

En base a les condicions nutricionals s’han documentat dos tipus de morfologies de
biofilms en P. aeruginosa. El biofilm classic i diferenciat descrit primerament en P. aeruginosa
que presenta estructures en forma de mushrooms (vegeu Figura 1.6) o en forma de lamina llisa
i uniforme (Shrout, et al., 2011). Factors com la produccié de ramnolipids, el QS i la
disponibilitat de nutrients s’ha vist que controlen I'arquitectura del biofilm. Per tant,
I'estructura i resistencia del biofilm esta controlada per un procés polifacétic, que implica la
combinacié de nutrients i reguladors com ara el QS (De Kievit, et al., 2001, Conway, et al.,

2002, Christensen, et al., 2002, Heydorn, et al., 2002, Rice, et al., 2005).

Des de la primera troballa en qué es va veure que el QS controlava la formacié de
biofilms, es va creure que inhibint la senyalitzacio es podrien eradicar els biofilms. No obstant
aixo els treballs posteriors han demostrat que la deteccié de QS i la regulacié d’aquest en el
procés de formacid de biofilms era molt més complexa del que s’havia pensat. Nombrosos
treballs publicats han demostrat multiples funcions rellevants en el procés de formacié de
biofilms regulades per QS. Tot i aix0, en segons quines condicions de creixement les soques
mutants respecte les salvatges no mostraven diferéncies. Fins i tot, en un moment donat
alguns investigadors van informar que el QS no influenciava en la formacié de biofilms
(Heydorn, et al., 2002), mentre que altres afirmaven completament el contrari (Davies, et al.,
1998, De Kievit, et al., 2001). La literatura ha ocasionat confusié a la comunitat cientifica

perque no s’entenia el motiu pel qual mentre en alguns laboratoris es veia efecte en altres no.
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Aquest fet avui en dia no és sorprenent, perque ara es coneix que les condicions de creixement
tenen un efecte profund en la formacid dels biofilms i es coneix que el QS també juga un paper
important. Per tant, el que sembla cert, i els cientifics més experts subratllen, és que la
formacid de biofilms en P. aeruginosa i en altres espécies esta controlada pel QS en diferents
etapes del desenvolupament dels biofilms i que al seu torn estan influenciades per a les

condicions de creixement (Shrout, et al., 2006, Shrout, et al., 2011).

Els biofilms han estat molt estudiats durant les darreres decades, en part per |'elevat
impacte que suposen aquestes estructures en la viruléncia de moltes especies patogenes. La
comunicacio cel-lular i el QS sén els mecanismes proposats que es creu que podrien governar
els desenvolupament i manteniment del biofilm (Hentzer, et al., 2003, Kirisits & Parsek, 2006).
Diverses especies patogenes humanes s’ha vist que produeixen biofilms que depenen de les
molecules senyal d’AHLs. Aquests patdogens son particularment un greu problema entre els
pacients de FQ. Dins d’aquest context, el patogen huma més important és P. aeruginosa
(Singh, et al., 2000, Colnaghi Simionato, et al., 2007). B. cepacia és un altre patogen
oportunista que forma biofilms sota el control de les AHLs en els pulmons de pacients amb FQ
(Huber, et al., 2001, Conway, et al., 2002). Un altre exemple de patogen oportunista capag de
formar biofilms regulat pel sistema de QS-AHL és S. marcescens que en aquest cas produeix
particularment infeccions oculars en pacients immunocompromesos entre altres especies
patogens (Rice, et al., 2005). A continuacid relacionarem aquestes estructures amb la motilitat

en cadascuna de les espécies esmentades.

1.8.2. Influéncia del quorum sensing en la motilitat.

Les diferents formes de motilitat que inclouen el swimming a Yersinia enterolitica
(Atkinson, et al., 2006), twitching a P. aeruginosa (Glessner, et al., 1999) i swarming a
S. liquefaciens, B. cepacia i P. aeruginosa (Eberl, et al., 1996, Kohler, et al., 2000, Huber, et al.,
2001) s’ha descrit que estan regulades pel QS en diferents espécies bacterianes. Tot i aixi,
existeix controversia, ja que les motilitats del tipus swimming i twitching no semblen estar
regulades pel QS en totes les espécies bacterianes estudiades (Huber, et al., 2001, Shrout, et

al., 2011).

Nombrosos estudis han posat de manifest la importancia del QS en la regulacié de la
motilitat del tipus swarming en moltes espécies bacterianes, entre les millor estudiades es
troba P. aeruginosa. El swarming és un moviment multicel-lular especialitzat el qual esta

mediat per la flagel-lacid cel-lular que facilita la colonitzacié de superficies de forma
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coordinada (Henrichsen, 1972). Aquesta motilitat és generalitzada entre els bacteris flagel-lats
incloent els géneres de Salmonella, Vibrio, Yersinia, Serratia i Proteus (Harshey, 2003, Daniels,
et al., 2004). Aquest fenomen implica diferenciacié cel-lular, extensa flagel-lacié i el contacte
entre bacteris veins durant la migracié (Harshey, 1994). Un treball previ ha proporcionat
proves i evidéncies que en molts bacteris aquesta motilitat esta regulada pel QS (Daniels, et
al., 2004). No és sorprenent que en molts bacteris el swarming estigui acoblat al QS degut al
fet que és necessari una elevada densitat cel-lular per iniciar aquest procés (Verstraeten, et al.,
2008). Per exemple en S. liquefaciens, P. aeruginosa i B. cenocepacia s’ha demostrat que el QS
es requereix per aguesta motilitat (Ochsner & Reiser, 1995, Lindum, et al., 1998, Huber, et al.,

2001, Wopperer, et al., 2006).

Diferents estudis han posat de manifest que el swarming en P. aeruginosa esta regulat pel
QS a través del regulador RhIR que regula I'expressié de gens rhlAB els quals s’encarreguen de
la produccié de ramnolipids. Per tant, la motilitat en P. aeruginosa esta influenciada a través
de la produccié de ramnolipids, ja que aquest biotensioactiu actua com a humectant
disminuint la tensié superficial local que facilita la motilitat cel-lular (Kohler, et al., 2000,

Deziel, et al., 2003).

1.8.2.1. El rol de la motilitat en el procés de formacié de biofilms.

Com ja hem vist en I'apartat anterior un altre factor important en el desenvolupament del
biofilm en P. aeruginosa és la motilitat. Estudis realitzats per Shrout, et al.,(2006), pretenien
esbrinar si la motilitat del tipus swarming afectava a la formacié de biofilms en P. aeruginosa.
En aquest treball s’adonen que aquest tipus de motilitat intervé en les primeres etapes del
biofilm. També demostren que el rol del QS i la motilitat del tipus swarming afecten en la
conformacié dels biofilms en funcié dels nutrients disponibles. Sembla doncs que la
concentracié de nutrients, és a dir, les condicions ambientals, poden dictar quan el sistema de
QS és important per a la formacié de biofilms. Aquests autors suggereixen que les diferents
morfologies del biofilm, és a dir, en forma de una capa llisa uniforme o amb estructures en
forma de mushrooms depén de la motilitat del tipus swarming en les cél-lules durant els
estadis inicials del biofilm i de les condicions nutritives. Proposen un model en que si la
motilitat del tipus swarming en els primers estadis és escassa, apareixera una estructura del
tipus mushrooms mentre que si el swarming esta activat en els primers estadis I'estructura del
biofilm esdevindra de forma uniforme i plana. Aquest mateix fenotip s’ha estudiat per altres

autors com Caiazza, et al.,(2007). Per tant, suggereixen que els factors ambientals/nutricionals
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influencien la motilitat del tipus swarming i que aquesta motilitat al seu torn influencia

I’estructura del biofilm.

Per exemple, I'especie de S. marcescens, important patogen oportunista, ha demostrat
que el sistema de QS regulat per les AHLs controla la motilitat del tipus swarming a través de la
produccié del tensioactiu anomenat serrawetina (Lindum, et al., 1998, Eberl, et al., 1999).
L’estructura del biofilm descrita en aquesta espécie és de forma filamentosa composta de
cadenes de cel-lules formant filaments i clisters de cel-lules. Mutants per la sintesi de
molécules senyal d’AHLs s’ha vist que perden l'estructura tridimensional filamentosa i sén
menys capacos d’adherir-se a les superficies abiotiques. Per tant sembla que I'adhesio, la
motilitat del tipus swarming i I'estructura del biofilm esta regulada pel QS (Labbate, et al.,
2004). Altres treballs realitzats en S. marcescens demostren que la morfologia del biofilm
depen dels nutrients. L'arquitectura filamentosa és afavorida per condicions que presenten un
alt contingut de nutrients mentre que el classic biofilm amb estructura de microcolonia i
mushrooms s’observa en condicions de baix contingut de nutrients. Paral-lelament aquest
canvi fenotipic es va veure controlat pel sistema de QS regulat per les AHLs en diferents estadis

del cicle de formacié del biofilm en funcié del medi utilitzat (Rice, et al., 2005).

Una altra de les soques patogenes més ben estudiades és B. cepacia. Aquesta soca i
P. aeruginosa sovint es detecten formant biofilms mixtes en els pulmons de pacients amb FQ.
En aquesta soca també s’ha demostrat que la motilitat del tipus swarming i els biofilms estan
regulats pel sistema de QS-AHL (Huber, et al., 2001). La mutacié en els reguladors de QS
CepR/I suposa canvis en la maduracié de biofilms. La mutacié en aquest mateix sistema també
disminueix la motilitat del tipus swarming, la qual és restaurada addicionant biotensioactius
provinents d’altres espécies bacterianes mentre que les motilitats del tipus twitching i
swimming no es veuen afectades per aquesta mutacid, per tant no depenen del sistema de QS

regulat per les molécules AHLs.
1.9. 'us d’inhibidors de quorum sensing com a diana terapeutica.

En els bacteris gram negatius, les molecules Al del tipus AHLs, han estat molt estudiades
els darrers anys degut a la persisténcia i la diversitat de processos que regulen. Per tant
irrompre en aquest sistema de comunicacid cel-lular pot esdevenir una estrategia molt util i

encoratjadora (Dickschat, 2010).
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El QS és una diana atractiva per a la intervencié terapéutica d’infeccions bacterianes. Per
tant, els inhibidors de quorum sensing (1QS) ja es consideren una nova classe de medicaments
antimicrobians. S’han de considerar diversos factors a I’'hora de dissenyar els IQS com a agents
terapeutics a més a més dels tipics exigits en qualsevol tipus de farmac, com serien: I'absorcio,
distribucid, metabolisme i excrecié. Un factor rellevant a considerar seria que el QS ajuda a
coordinar el comportament bacteria en una poblacié perd no és critic en la supervivencia
per se. Per tant, I'Us dels IQS com a adjuvants ja que no tenen efectes bactericides o
bacteriostatics, ajudarien a atenuar la viruléncia, reduir la formacié de biofilms i incrementar la
sensibilitat a terapies mediques. Un altre factor a tenir en compte a I'hora de dissenyar QS és
que existeixen diferents tipus de sistemes de QS com hem vist en seccions anteriors. Hi ha
bacteris capagos d’utilitzar diferents tipus de QS regulats per diferents tipus de molécules Al,
per tant, silenciar un sistema de QS, mitjancant IQS especifics per un sistema de QS en
particular, es pot compensar amb I'existencia d’un altre sistema en la mateixa soca bacteriana.
Tot i que s’han de valorar molt factors a I’hora de dissenyar un IQS com a medicament
terapeutic, es considera que aquests tindran elevades aplicacions en un futur proper. Un dels
motius pels quals es consideren molt atractius és perqué resulten molt adients per a les
terapies antimicrobianes ja que sdn menys propensos a generar resisténcies bacterianes, un
gran obstacle que ha experimentat I'Us d’antibiotics les darreres décades (Ni, et al., 2009,

Bhardwaj, et al., 2013).

Hi ha diferents maneres d’inhibir els diferents sistemes de QS explicats anteriorment. En
aquest treball ens centrem només en el sistema de QS regulat per les AHLs i, per tant, farem
un breu resum de les diverses metodologies que s’han estudiat per tal de bloquejar i intervenir

aquest sistema.

1.9.1. Tipus d’inhibidors de quorum sensing regulat per AHLs.

Els IQS sén extrets de recursos naturals com plantes i fongs o de sintesi de novo. A mesura
que s’han anat descobrint mecanismes d’interferéncia de QS, ja sigui interespecies o

interregnes, s’ha obert un nou camp que pretén imitar el que succeeix a la natura.

Poden actuar inhibint el QS a partir de diferents llocs d’atac. Aquests es basen en
interferir el procés de generacié del senyal AHL, degradant les AHLs un cop sintetitzada o

bloguejant la regulacié d’aquesta (a nivell de recepcié LuxR-AHL) (Uroz, et al., 2009).
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1.9.1.1. Interferir en la generacié de la senyal AHL.

La interferencia en la produccié d’AHLs es realitza utilitzant compostos que inhibeixin la
biosintesi d’acids grassos, SAM, proteines del tipus Luxl o bombes de flux (que impedirien el
pas de les molecules de cadena llarga a través de la membrana). Treballs realitzats a
Burkholderia pseudomallei a partir de mutants en bombes de flux disminueixen I'acumulacié
d’AHLs a I'espai extracel-lular (Chan & Chua, 2005). Substrats analegs als precursors d’AHLs
s’ha vist que bloquegen la produccié d’AHLs in vitro, tot i que no s’ha provat in vivo perque és
probable que afectin les vies centrals del metabolisme d’aminoacids i d’acids grassos

(Rasmussen & Givskov, 2006).

1.9.1.2. Degradar les AHLs.

La inactivacid o degradacié de la molécula senyal AHL es pot ocasionar a partir de
diferents metodologies com ara la degradacié quimica, destruccié enzimatica i metabolisme de
les AHLs. Una simple forma d’inactivar les AHLs és basificant el medi a pH superior a 7, que
causa una lactonolisis de I'AHL (obertura de I'anell lactona). Una gran varietat d’organismes
utilitzen aquesta estratégia per defensar-se davant de bacteris invasors que utilitzen el sistema
de QS per a controlar gens de virulencia. Com més curta és la llargada de la cadena acil més

sensible és la molécula a patir aquesta lactonolisis (Byers, et al., 2002, Yates, et al., 2002).

La lactonolisis també es produeix per activitat enzimatica. Membres del genere Bacillus
produeixen un enzim anomenat AiiA especific per a la degradacié d’AHLs. L’activitat d’aquest
enzim suposa una disminucié de la quantitat de molecula senyal bioactiva degut a la catalisis
que provoca l'obertura de I'anell lactona (Figura 1.7-A) (Dong, et al., 2000, Dong, et al., 2001,
Wang, et al., 2004). L'’enzim AiiA lactonasa s’ha utilitzat per prevenir malalties en plantes,
provocades per E. carotovora i A. tumefaciens gracies a I'expressid genica del gen aiiA en
I’'hoste o en I'especie invasora (Dong, et al., 2000, Molina, et al., 2003). Tot i que les lactonases
del tipus AiiA, presents en el génere Bacillus, van ser les primeres descrites a la bibliografia,
diverses espécies bacterianes patdogenes com per exemple A. tumefaciens i Klebsiella
pneumoniae s’ha vist que produeixen enzims homolegs al gen aiiA com a mecanisme de
defensa per a competir contra bacteris productors d’AHLs (Carlier, et al., 2003, Huang, et al.,
2003, Park, et al., 2003). Aquesta classe d’enzims podria tenir moltes aplicacions tot i que
existeix un inconvenient en la reaccid de lactonolisis ja que és reverible a pH acid (Camara, et

al., 2002).
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Figura 1.7. A, Mecanisme d’accid dels enzims lactonasa i acilasa que degraden les AHLs. Les linies
discontinues sobre I’AHL indiquen el lloc d’escissié de I'enllag de la molecula d’AHLs produit per I’enzim:
lactonasa (A) i acilasa (B). També s’indiquen els subproductes d’aquesta degradacié. B, Mecanisme
d’accié dels enzims oxid-reductors que modifiquen les AHLs Figura adaptada de LaSarre i Federle (2013)
i de Uroz, et al., (2009).

La degradacié enzimatica de les AHLs també es produeix mitjancant enzims anomenats
acilases, que hidrolitzen les AHLs separant la cadena acil de I’anell homoserina lactona (Figura
1.7-A). Aquesta degradacié és irreversible i homolegs a aquests enzims sén presents en
diferents espécies bacterianes com P. ageruginosa (Leadbetter & Greenberg, 2000, Lin, et al.,
2003). Mentre que les lactonases hidrolitzen qualsevol tipus d’AHLs ja que actuen a I'anell
homoserina lactona, les acilases sén especifiques de substrat, és a dir, la seva activitat és
especifica en funcid de la llargada de la cadena acil i la possible substitucié en el carboni 3 de Ia
molecula d’AHL (LaSarre & Federle, 2013). Per exemple, mitjancant aquests enzims les
especies com Variovorax paradoxus o P. aeruginosa son capaces de metabolitzar les AHLs com

a font de carboni i nitrogen (Leadbetter & Greenberg, 2000, Huang, et al., 2003).

També existeixen enzims oxid-reductors en bacteris capacos de modificar les AHLs a partir
de la reduccié o oxidacio de la cadena acil (Figura 1.7-B). Tot i que aquests enzims no inactiven
la molécula com els anteriors esmentats, si que influeixen en I'activitat d’aquesta, ja que la
modificacié de les AHLs pot interferir en I'especificitat i reconeixement i per tant interferir en
la regulacié de les funcions del QS. Aquest grup d’enzims és menys abundant entre els

estudiats fins ara (Urogz, et al., 2005).

1.9.1.3. Bloquejar el receptor.
S’han dissenyat analegs a les AHLs per tal de bloquejar el receptor i interferir en la senyal.
Els analegs impossibiliten la unié LuxR-AHL i impedeixen la regulacié dels gens de QS. Alguns

d’aquests analegs sdn produits per alguns organismes superiors, com per exemple les
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furanones secretades per l'alga Delisea pulchra que desplacen les AHLs dels receptors i
inhibeixen la colonitzacié, el swarming i la formacié de biofilms d’alguns bacteris gram
negatius (Givskov, et al.,, 1996, Manefield, et al.,, 1999). Els fongs també sintetitzen 1QS
anomenats patulin i acid penicillic que actuen a nivell del regulador LuxR en el QS de
P. aeruginosa (Rasmussen, et al., 2005). Els extractes d’alls també contenen tres antagonistes
d’AHLs que interfereixen en els reguladors del tipus LuxR com és el cas de P. aeruginosa, on
s’ha detectat que la unié d’aquets analegs amb el regulador de QS LasR provoca que els
biofilms siguin més susceptibles als antibiotics i detergents que en condicions normals
(Hentzer, et al., 2003, Persson, et al., 2005). Han estat dissenyats antagonistes d’AHLs similars
als que es produeixen a la natura com per exemple les furanones o AHLs amb estructura
modificada (modificacions que es produeixen en I'anell, la cadena o ambdues parts) i s’ha vist

que son efectius com a 1QS en diferents estudis (Wu, et al., 2004, Ni, et al., 2009).

1.9.2. Aplicacions dels inhibidors de quorum sensing.

Els estudis en QS i en QS tenen un significatiu impacte economic degut a la diversificacié
d’aplicacions que pot aportar el coneixement en aquest ambit. Molts exemples els trobem per
exemple en I'agricultura com és el cas de Rhizobium que fa simbiosis amb plantes lleguminoses
i ajuda en la fixacid de nitrogen. En la industria alimentaria per evitar el deteriorament
d’aliments ocasionat per exemple pels géneres de Pseudomonas o Erwinia i per a prevenir el
creixement de bacteris contaminants en els aliments envasats. En la indUstria energetica per a
la generacié d’energia, en la indUstria paperera o en el tractament d’aiglies residuals entre

altres exemples.

Una de les aplicacions més importants dels IQS és el seu Us com agents antimicrobians. El
desenvolupament d’un agent antimicrobia que no inhibeixi el creixement bacteria sind que
inhibeixi la seva viruléncia i no provoqui la generacié de resistencies per a la supervivencia de
I’espéecie és un farmac molt prometedor. Molts estudis que utilitzen diferents tipus d’IQS han
demostrat la seva utilitat en el control de patogens en plantes i infeccions en models animals
com en nematodes i infeccions pulmonars en ratolins (Hentzer, et al., 2003, Bjarnsholt, et al.,
2005, Rasmussen, et al., 2005). Aquests compostos no només inhibeixen la viruléncia del
patogen sind que, a més a més, aporten avantatges en |'afebliment dels biofilms bacterians i
fan que aquestes estructures siguin més sensibles als antibiotics i a la resposta immunitaria de
I’'hoste. Els QS no maten els patogens sind que actuen sinérgicament amb els antibiotics i el

sistema immune de I’hoste i ajuden sobre el control dels bacteris invasors (Dong, et al., 2007).
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Els darrers anys han aparegut un nombre creixent de patents arran de la creixent
investigacié en aquest camp (Kalia & Purohit, 2011, Romero, et al., 2012, Bhardwaj, et al.,
2013). Tot i aix0 I'aparicio de resisténcies ja s’ha descrit (Maeda, et al., 2012). Molts compostos
patentats podrien patir limitacions in vivo degut a diferents problemes. Per exemple, com s’ha
demostrat en P. aeruginosa, la hidrolisi de I'anell lactona en els analegs de les AHLs degut a la
presencia de lactonases detectades en els epitelis de les vies respiratories en humans que sén
capaces d’apagar el senyal (Chun, et al., 2004, Hastings, 2004). Els IQS tenen molt bons
resultats in vitro i en diferents models animals perd calen molts més estudis per tal que arribin
a superar els assaigs clinics i puguin ser comercialitzats com a tractaments efectius en humans

(Bhardwaj, et al., 2013).

Ates el gran ventall d’aplicacions que poden oferir els estudis en IQS és molt important
entendre l'estructura, funcié i els mecanismes d’accié d’aquests. Afavorir un millor disseny
d’lQS, entre ells, amb finalitats terapéutiques entre moltes altres aplicacions és un camp que

encara ha de seguir sent molt explorat (Bhardwaj, et al., 2013).
1.10. Deteccidé d’AHLs mitjan¢ant bacteris biosensors.

Un biosensor és una eina o sistema analitic compost per un material biologic (com per
exemple un enzim, anticos, cel-lula, organul o combinacions d’aquests) i una part transductora

que convertira el senyal bioquimic en un senyal quantificable.

Durant les darreres décades, ha estat possible identificar un gran nombre de sistemes de
QS regulat per les molecules del tipus AHLs gracies a I'Us de bacteris biosensors. Els bacteris
biosensors no produeixen AHLs pero sén capagos de detectar la preséncia d’AHLs exdgenes
gracies al fet que contenen una proteina funcional del tipus LuxR clonada conjuntament amb
un promotor fort. Quan la proteina LuxR de la soca biosensora detecta la presencia d’AHLs
exogenes, procedents de la soca problema, un cop es forma el complex LuxR-AHL es regula
positivament I'expressié d’'un gen indicador com podrien ser els gens que codifiquen per
enzims com la B-galactosidasa, Green fluorescent protein (Gfp), produccié del pigment de la

violaceina o luciferases.

El primer pas per a determinar si un bacteri conté un sistema de QS del tipus LuxI/R és
testar si la soca produeix o no molécules AHLs. Cada soca biosensora d’AHL conté un tipus de
LuxR homoleg el qual té especificitat per diferents tipus d’AHLs (o el que hem anomenat
anteriorment AHL cognada). Degut al fet que cada soca biosensora respon especificament a un
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tipus d’AHLs, és molt important I'Us de diferents soques biosensores quan volem determinar si
una especie bacteriana és productora o no d’AHLs. Com que els diferents homolegs de LuxR
tenen diverses afinitats a les diferents AHLs, no es pot comparar la intensitat de resposta d’una
AHL amb la resposta obtinguda amb una altra diferent. Les soques biosensores es poden
utilitzar de diferents maneres per a detectar les AHLs en la soca problema (Steindler & Venturi,

2007).

1.10.1. Metodes i usos de les soques biosensores.

La deteccié d’AHLs més senzilla es basa en enfrontar la soca biosensora amb la soca
problema realitzant una estria en forma de “T” en una placa de Petri (Figura 1.8). Si la soca
problema produeix AHLs aquestes difondran en el medi i seran detectades per la soca
biosensora. El canvi fenotipic en la soca biosensora (pigment violaci, degradacié del compost
X-gal originant un color blau, activitat gfp o luminescéncia) sera maxim en el punt de contacte
més proper amb la soca problema i gradualment perdra intensitat a mesura que s’allunyi de la

soca productora d’AHLs.

Una altra metodologia per a detectar la preséncia d’AHLs es basa en |'extraccid organica
de les AHLs presents en els sobrenedants saturats de la soca problema, concentrar-los i
realitzar una caracteritzacié parcial sobre una Cromatografia en Capa Fina (CCF) per tal de
separar les AHLs en funcid de les seves caracteristiques estructurals (Figura 1.8). Un cop
finalitzada la CCF es diposita sobre aquesta una capa d’agar on creixera la soca biosensora.
Aquest bioassaig permetra detectar la mobilitat de cada molécula d’AHL perque apareixeran
taques fruit de I'expressid de gen indicador que permetran detectar les AHLs separades en
cadascun dels carrils de la cromatografia. La quantitat d’AHLs produides i alliberades a I'espai
extracel-lular per la soca problema és molt variable i depen de diferents factors ambientals.
Per tant, quan es realitza I’ extraccié organica de les molécules presents en el sobrenedant, el
que es pretén és augmentar el senyal, concentrant la mostra moltes vegades, per tal d’afavorir

la sensibilitat de I'assaig (McClean, et al., 1997, Shaw, et al., 1997, Schaefer, et al., 2000).

Les molecules d’AHLs amb substitucié -oxo en el tercer carboni produeixen taques en
forma de llagrima mentre que les AHLs que no presenten cap substitucio en el tercer carboni
formen una taca arrodonida. La separacid de les AHLs a la CCF acoblada al bioassaig ofereix
una visié rapida i directa de les AHLs produies per la soca problema. Tot i que les AHLs no
poden ésser identificades sense ambiglitats a la CCF, aquesta metodologia ajuda a fer una

primera caracteritzacid del tipus d’AHLs presents en els sobrenedants de la soca problema. La
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CCF permet separar les AHLs en funcid de la seva polaritat (llargada de la cadena i substitucio
en el tercer carboni) i comparar les migracions de les taques obtingudes amb els estandards.
Les AHLs es determinen de forma inequivoca en funcié de les propietats electroscopiques que
inclouen I'espectrometria de masses (MS) o la ressonancia magnetica nuclear (Schaefer, et al.,

2000).
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Figura 1.8. Esquema general de la construccid i usos de les soques biosensores d’AHLs. A la part
superior de la figura es mostra I'estructura d’'una molécula AHL. Aquesta esta representada per un anell
homoserina lactona invariable, una cadena acil de 4 carbonis amb una “n” degut a la llargada variable i
una “R” en el carboni 3 per a destacar la possibilitat d’una substitucié per un grup -oxo o -hidroxil. L’AHL
exogena al interaccionar amb el regulador dins la soca biosensora (que és deficient en la sintesi d’AHLs)
I’activa i permet la regulacié de la transcripcid del gen indicador gracies a I'especificitat d’unié en el
promotor d’aquest (triangle blanc). Normalment el regulador s’expressa de forma constitutiva gracies a
la fusid amb un promotor constitutiu (triangle negre). A la part inferior es mostren els diferents usos que
es poden realitzar amb les soques biosensores: sembra en forma de “T”, separacié en Cromatografia en
Capa Fina o TLC, quantificacié i assaigs in vivo. Vegeu detalls d’aquests usos en el text. Figura adaptada
de la revisid feta per Steindler i Venturi (2007).

D’altra banda, algunes soques biosensores es poden utilitzar per a quantificar les AHLs
produides per la soca problema mesurant I'activitat del gen indicador present en la soca
biosensora. Aquesta eina també serveix per a determinar la dosi-resposta d’'una soca
biosensora a determinades concentracions d’AHLs a més a més que proporciona una
aproximacié acurada en l'estudi de la produccié d’AHLs en funcié de les condicions de

creixement de la soca problema. Les soques biosensores basades en el gen indicador gfp s’han
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dissenyat per a fer un seguiment in vivo de la produccié d’AHLs en les cél-lules gracies a la

microscopia de fluorescencia (Steindler & Venturi, 2007).
1.10.2. Tipus de soques biosensores.

1.10.2.1. Soques biosenores d’AHLs de cadena curta.
Algunes soques biosensores han estat construides amb un regulador del tipus LuxR capac
de detectar AHLs de cadena acil curta, compreses entre 4 i 8 carbonis. La soca biosensora més

comuna d’aquest grup seria el bacteri Chromobacterium violaceum CV026.

C. violaceum és un bacteri gram negatiu que produeix un pigment violeta antibacteria
anomenat violaceina. Aquest pigment es produeix a través del sistema de QS-AHL regulat per
les proteines Cvil/R el qual produeix i respon a la molécula senyal C6-HSL. McClean, et al.,
(1997) van construir la soca biosensora C. violaceum CV026 productora de violaceina pero
deficient en la sintesi de molecules AHLs gracies a la realitzacié d’una mutacio en el gen de la
sintasa d’AHLs cvil mitjancant la insercid per un transposé Tn5. Aquesta soca és adient per ala
deteccié de molécules d’AHLs de cadena curta (Steindler & Venturi, 2007). Quan la soca
biosensora C. violaceum CV026 s’exposa amb les AHLs exdgenes que siguin capaces
d’interaccionar amb el regulador CviR es produeix un canvi de coloracié de la soca perque
produeix un pigment violaci. 'AHL més activa per aquest bioassaig és la C6-HSL, fet no
sorprenent degut que I’AHL natural produida per la soca salvatge de C. violaceum és la C6-HSL.
Aquesta soca biosensora també és capac de detectar altres AHLs perd amb menor sensibilitat.
Vegeu la Taula 1.5 per a més especificacions de les AHLs detectades i usos de la soca

biosensora.

El sistema indicador d’altres soques biosensores es basa en el sistema LuxI/R de V. fischeri
que permet la deteccié d’AHLs mitjangant la luminescéncia. Aquest sistema recau en la
construccié d’'un plasmidi biosensor que conté el gen luxR i I'operd luxCDABE sota el promotor
del gen luxl. Aquest tipus de construccié normalment I'alberga E. coli la qual no produeix AHLs.
També s’han dissenyat plasmidis com per exemple el plasmidi pBS403, que conté la
construccié anteriorment esmentada pero aquesta esta clonada en un vector d’ampli espectre,
és a dir, que és replicatiu en un gran nombre de bacteris gram negatius. El regulador LuxR de
V. fischeri detecta AHLs de cadena curta. Es més sensible per la C6oxo-HSL cognada, tot i que
també detecta amb menor sensibilitat la C6-HSL, C8oxo-HSL i C8-HSL. No detecta C4-HSL o

AHLs de cadena llarga. Aquest tipus de plasmidis biosensors tenen diferents usos (vegeu Taula
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1.5), a destacar que també s’usen per la quantificacié de la luminescéncia, pero és necessari un

luminometre (Winson, et al., 1998).

Taula 1.5. Conjunt d’AHLs biosensores. Taula
Venturi (2007).

basada en la revisi6 feta per Steindler i

Soca/ Hoste Basat en Gen Respon Bona Usat en Referéncia
plasmidi Sistema de indicador/detecci6 millor a les deteccio bioassaig
biosensor Qs AHL per les AHL:  del tipus:
CV026 C.violaceum Cvil/R violaceina/pigment ~ C6-HSL C6oxo-HSL, T.E,CCF (McClean,
(C.violaceum) de violaceina C8-HSL, etal., 1997)
C8oxo-
HSL,C4-HSL
pSB403 Ampli  ventall  LuxI/R luxCDABE/ C60x0-HSL C6-HSL, CCF,Q (Winson, et
d’hostes (V.fischeri) bioluminescéncia C8oxo-HSL, al., 1998)
C8-HSL
pAL101 E. coli (mutant  RhlI/R luxCDABE/ C4-HSL CCF, Q (Lindsay &
sdiA) (P.aerugionsa) bioluminescéncia Ahmer,
2005)
pSB1075 E.coli Lasl/R luxCDABE/ C120x0-HSL C100x0-HSL, CCF,Q (Winson, et
(P.aeruginosa) bioluminescéncia C12-HSL al., 1998)
pKDT17 E.coli Lasl/R B-galactosidasa C120x0-HSL C100x0-HSL, CCF,Q (Pearson, et
(P.aeruginosa) /degradacio c10- al., 1994)
compost X-gal HSL,C12-HSL
pJBA132 Ampli ventall LuxI/R gfp/fluorescéncia C6oxo0-HSL C6-HSL, C8- T.E, CCF, (Andersen,
d’hostes (V.fischeri) HSL, C120xo-  marcatge etal., 2001)
HSL cél-lules
aillades
pJBA89 Ampli ventall LuxI/R gfp/fluorescéncia Com l'anterior  C6-HSL, C8- T.E, CCF, (Andersen,
d’hostes (V.fischeri) perd amb HSL, C120xo-  marcatge etal., 2001)
major HSL cél-lules
sensibilitat aillades
pZLR4 A.tumefaciens Tral/R B-galactosidasa C8oxo-HSL C6-HSL, C8- T.E, CCF, (Farrand, et
NT1 (A. tumefaciens) /degradacio HSL, C10- Q al., 2002)
compost X-gal HSL,C12-HSL,
C6H-HSL,
C8H-
HSL,C10H-
HSL i totes
les 3-oxo-
AHL.
pCF218+ A.tumefaciens Tral/R B-galactosidasa Com l'anterior Com CCF,Q (zhu, et al.,
pCF372 WCF47 (A. tumefaciens) /degradacio perd amb I'anterior 1998)
compost X-gal major perd amb
sensibilitat major
sensibilitat
pJzZ384+ A.tumefaciens Tral/R B-galactosidasa Com l'anterior Com CCF,Q (zhu, et al.,
pJz410+ KYC55 (A. tumefaciens) /degradacio pero amb I'anterior 2003)
pJz372 compost X-gal major pero amb
sensibilitat major
sensibilitat

T.E es refereix a estria en forma de “T”; CCF es refereix a Cromatografia en Capa Fina; Q es refereix a quantificacio.

Una altra soca biosensora que és interessant esmentar és la E. coli deficient pel regulador

homoleg SdiA. Aquesta soca biosensora es basa en el sistema de QS RhlI/R de P. aeruginosa

per a la deteccid de molecules C4-HSL. La construccié del plasmidi pAL101 esta compost pel

gen rhiR i 'operd luxCDABE fusionat amb el promotor de la sintasa rhll. Aquest plasmidi

funciona millor en un fons geneétic en E. coli deficient pel regulador SdiA perque aquest podria

interferir en la deteccié de C4-HSL activant el promotor de rhll (Lindsay & Ahmer, 2005). Vegeu

usos i aplicacions especificades a la Taula 1.5.
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1.10.2.2. Soques biosenores d’AHLs de cadena llarga.

Hi ha plasmidis que s’han dissenyat directament per a detectar AHLs de cadena llarga.
Aguests sistemes es basen en la construccié d’un plasmidi biosensor basats en el sistema de
QS de P. aeruginosa Lasl/R perdo amb l'operd indicador de luminescéncia luxCDABE. Per
exemple el plasmidi pBS1075 conté el gen lasR i el promotor del gen lasl que controla
I'expressié de I'operd luxCDABE. Aquest regulador LasR respon a AHLs de cadena llarga com
C120x0-HSL, C10oxo-HSL i C12-HSL (Winson, et al., 1998). Una altra soca biosensora d’E. coli
també basada en el sistema Lasl/R és la que conté el plasmidi biosensor pKDT17. Aquest
plasmidi es diferencia de |'anterior perque com a gen indicador conté el gen lacZ que codifica
per a I'enzim B-galactosidasa sota el promotor del gen lasB. El gen lasB codifica per una
elastasa la qual esta regulada en P. aeruginosa pel sistema de QS Lasl/R (Pearson, et al., 1994).

Vegeu especificacions dels usos d’aquests plasmidis a la Taula 1.5.

1.10.2.3. Soques biosenores d’AHLs amb ampli rang de deteccid.

Les soques biosensores d’AHLs estan limitades als requeriments d’especificitat a les
diferents AHLs segons el tipus de regulador LuxR utilitzat. La majoria de reguladors estan
restringits a un rang d’AHLs a les quals poden respondre. Les soques biosensores
d’A. tumefaciens basades en el sistema de QS Tral/R detecten un ampli rang d’AHLs i tenen
major sensibilitat per a aquests compostos que les anteriorment esmentades (Cha, et al., 1998,

Farrand, et al., 2002, Zhu, et al., 2003).

El sistema de QS regulat per AHLs Tral/R en A. tumefaciens esta involucrat en la regulacié
de la transferéncia de plasmidis per conjugacid. Aquests dos gens estan localitzats en el
plasmidi Ti, el qual esta molt ben estudiat i produeix i respon a la molécula senyal C8oxo-HSL
(Farrand, et al., 2002, Von Bodman, et al., 2003). Diferents autors han dissenyat diferents
soques biosensores d’A. tumefaciens basant-se en el sistema de QS Tral/R com es pot veure a
la Taula 1.5. Per exemple, la soca biosensora A. tumefaciens NT1 (pZLR4) té curat el plasmidi
Ti, per tant, no produeix AHLs. El plasmidi pZLR4 conté el gen traR i la fusié del promotor traG
amb el gen indicador lacZ que codifica per a la B-galactosidasa (PtraG-lacZ). El promotor traG
esta regulat pel sistema de QS TraR/I per tant en preséncia d’AHLs exogenes el complex
TraR-AHL s’unira al promotor traG i permetra la transcripcio del gen indicador lacZ. De totes les
soques biosensores d’AHLs, A. tumefaciens és la que presenta major sensibilitat per les AHLs a
baixes concentracions. El sistema indicador basat en la B-galactosidasa s’utilitza sobretot per
I'analisi de les AHLs en les CCF. Pero també s’usa en bioassaigs més simples com per exemple a

partir d’inoculs de colonia, sobrenedants concentrats o altres mostres testades sobre una
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placa d’agar que contingui el compost X-gal i la soca biosensora crescuda. La preséncia d’AHLs
en cadascun dels bioassaigs esmentats es detectara per I'aparicié d’un halo blau fruit de la
hidrolisi del compost X-gal realitzat per I'enzim B-galactosidasa després d’un cultiu de nit.
Aquesta soca detecta AHLs de fins a 12 carbonis amb o sense substitucions en el tercer carboni

a excepcio de la molecula C4-HSL (Farrand, et al., 2002).

Una soca similar és I'A. tumefaciens WCF47 (PCF218)(pCF372) dissenyada per Zhu, et al.,
(1998). Aquesta soca es diferencia de I'anterior perqué enlloc de tenir curat el plasmidi Ti, tan
sols conté una mutacié pel gen que codifica la sintasa Tral, per tant, no produeix AHLs.
Aguesta soca a més a més conté els plasmidis pCF218 i pCF372, els quals contenen
respectivament el gen traR sota el promotor tetR (PterR-TraR) i la fusié del promotor de tral
amb el gen lacZ (Ptral-lacZ). Es pot usar com I'anterior soca esmentada (vegeu les

especificacions a la Taula 1.5).

La soca biosensora que presenta major sensibilitat a baixes concentracions i variabilitat
davant un rang més ampli d’AHLs exogenes és la soca biosensora A. tumefaciens KYC55
(Steindler & Venturi, 2007). Aquesta soca té curat el plasmidi Ti i conté 3 plasmidis (pJZ384)
(pJZ410) (pJZ372). Va ésser dissenyada per Zhu, et al., (2003) amb la intencionalitat de disposar
d’una soca ultrasensible la qual es diferencia de les anteriors basicament perqué conté
sobreexpressat el regulador TraR, que permet a la soca una millor deteccid de les AHLs
exogenes gracies a |'alta concentracié d’aquest regulador dins la cél-lula. El plasmidi pJZ384
conté el regulador TraR sota el promotor del sistema d’expressié del fag T7 (PT7-TraR), el
plasmidi pJZ410 conté el gen que codifica per la T7 RNA polimerasa i el plasmidi pJZ372 conté
la fusié entre el promotor del gen tral i el gen lacZ (Ptral-lacZ). Es pot utilitzar en bioassaigs
com les altres soques biosensores d’A. tumefaciens anteriorment esmentades (vegeu Taula

1.5).

1.10.2.4. Soques biosenores d’AHLs utilitzades in vivo.
Els plasmidis pJBA132 i pJBA89 s’han dissenyat per tal de comprendre els sistemes de QS-
AHL no només en analisis in vitro, sind també per poder realitzar un monitoratge in vivo en les
soques problemes que es vol determinar la sintesi de les molecules d’AHLs. Andersen, et al.,
(2001), van dissenyar els plasmidis pJBA132 i pJBA89 els quals contenen components del
sistema de QS de V. fischeri i el gen indicador gfp. Aquests plasmidis contenen un ampli rang
de replicons que els permeten ser estables en soques com E. coli i P. aeruginosa i permeten

I'estudi d’expressid in vivo en cadascuna de les cél-lules aillades. Aquests plasmidis sensors
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responen a la molecula C6oxo-HSL i en menor sensibilitat detecten les molécules C6-HSL,
C8.HSL i C120x0-HSL. Les soques d’E. coli portadores d’aquests plasmidis també es poden
utilitzar com a soques biosensores fent una sembra en forma de “T” (Steindler & Venturi,

2007).
1.11. El quorum sensing en Stenotrophomonas maltophilia.

En S. maltophilia s’ha descrit el sistema de QS mediat per la molécula DSF i presenta el
cluster rpfBFCG geneticament molt relacionat al descrit a Xcc (Fouhy, et al., 2007, Huang & Lee

Wong, 2007).

El sistema rpf/DSF a Xcc esta involucrat en la regulacid de diverses funcions biologiques i
processos com la produccié d’enzims extracel-lulars o EPS, la formacié de biofilms, sintesi de
flagel, resisténcia a toxines i estrés oxidatiu, comunicacio interregnes i viruleéncia (Dow, et al.,

2003, Crossman & Dow, 2004, Wang, et al., 2004, He, et al., 2006).

Mitjancant I'estudi del mutant pel gen rpfF en la soca clinica de S. maltophilia K279a,
Fouhy, et al., (2007), han demostrat que el sistema DSF regula un gran ventall de funcions que
contribueixen en a la resisténcia antibiotica i viruléncia posant de manifest la importancia
d’aquest sistema de QS en la patogenia de S. maltophilia. El fenotip mutant ArpfF, suposa la
reduccid en la motilitat del tipus swimming, una menor produccié de proteases extracel-lulars,
alteracions en el LPS i major sensibilitat a antibiotics i metalls pesants. Els mateixos autors
demostren la importancia del DSF en la virulencia de S. maltophilia K279a fent assaigs

d’infeccid sobre el model de nematode Caenorhabditis elegans N2.

Per contra, estudis realitzats per Huang i Wong (2007) indiquen que el sistema rpf/DSF en
S. maltophilia no juga un paper clau en la formacié de biofilms, sintesi de LPS i enzims
extracel-lulars com ho fa a Xanthomonas. Atribueixen aquestes diferéncies a al fet que cada
sistema rpf/DSF s’ha adaptat en funcié del ninxol ecologic. Aquests mateixos autors han vist
que el sistema rpfF/DSF juga un rol important en la viruléncia de S. maltophilia a nivell

proteolitic i hemolitic.

El sistema DSF no esta restringit al genere de Xanthomonas o Stenotrophomonas. Boon, et
al., (2008) han demostrat que B. cenocepacia, important patogen oportunista, sintetitza una
molecula del tipus DSF que han anomenat BDSF (cis-2-dodecenoic acid), la qual és capac de

restaurar fenotips com el biofilm i el polisacarid extracel-lular en el mutant rpf/DSF en Xcc.
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Treballs realitzats han demostrat la implicacié en la patogénia i viruléncia del sistema del tipus
DSF en aquest grup (Deng, et al., 2009, Ryan, et al., 2009, McCarthy, et al., 2010). Recentment,
s’ha detectat que P. aeruginosa sintetitza un acid gras anomenat 2-cis-decenoic, el qual esta
estructuralment relacionat amb el DSF pero no és tan semblant a aquest com el BDSF produit

per Burkholderia cepacia complex (Bcc) (Davies & Marques, 2009) .

Més enlla del sistema DSF, els autors McCarthy, Dow i Ryan (2011) han demostrat el
paper potencial de la molecula peptidica AX21 per a la regulacid de la motilitat, la formacid de
biofilms incloent la viruléncia en el model animal de larva Galleria mellonella com a molécula
senyal en S. maltophilia K279a. Recentment el nostre laboratori ha detectat per protedomica la
presencia de la molécula Al del tipus Ax21 en tres soques cliniques diferents de S. maltophilia i
s’ha correlacionat la intensitat d’aquest senyal amb la ratio de mortalitat obtinguda en els
estudis d’infeccio realitzats en un model animal de peix zebra Danio rerio (Ferrer-Navarro, et

al., 2013).

Dos estudis previs realitzats en S. maltophilia no han detectat que aquesta espécie
sintetitzi AHLs. Aquests bioassaigs s’han realitzat a partir de sembra en forma de “T”, emprant
les soques biosensores C. violaceum CV026 i A. tumefaciens NT1 (pZLR4) (Zhu, et al., 2001,
Veselova, et al., 2003).

Malgrat aquests pocs resultats, alguns autors sostenen que Xhantomonas sp i
S. maltophilia només disposen del sistema de QS regulat per la molecula senyal DSF i que no
produeixen AHLs ja que no s’ha anotat cap sintasa del tipus Luxl en els seus genomes (Ferluga,
et al., 2007, Crossman, et al., 2008). Tot i aixi, diversos treballs han detectat que el genere de
Xanthomonas sp. (bacteri fitopatogen molt proper taxonomicament a S. maltophilia) produeix
AHLs a partir d’extractes de sobrenedants concentrats i sembra en forma de “T” (Cha, et al.,

1998, Veselova, et al., 2003).

A més a més, els genomes de Xanthomonas spp i S. maltophilia codifiquen per un
regulador del tipus LuxR amb domini d’unié a AHLs, malgrat que cap proteina sintasa del tipus
Luxl, Hdts o LuxM ha estat descrita (Crossman, et al., 2008). Els treballs realitzats amb els
reguladors OryR i XccR, reguladors homolegs a LuxR a Xanthomonas, corresponents a les
especies de X. oryzae i X. campestris suggereixen que no s'uneixen a AHLs pero que aquests
interaccionen amb components alliberats per les plantes, tot i que mantenen conservat el
domini d’unié a AHLs en I'extrem N-terminal (exceptuant 2 residus) (Ferluga, et al., 2007,
Zhang, et al., 2007).
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Recentment, estudis realitzats amb IQS per Ding, et al., (2011) sobre les especies
P. aeruginosa i S. maltophilia demostren el blocatge ocasionat en el procés de formacié de
biofilms per 5 compostos diferents que actuen com a IQS, els quals sén escollits mitjancant el
programa de DOCK. Aquests IQS demostren unir-se al regulador TraR d’A. tumefaciens i
inhibeixen la unié de les AHLs al regulador TraR. El compost corresponent a I'emodin, compost
similar a les furanones, és el que major inhibeix I'adhesié i formacié de biofilms en ambdues
especies, inclosa la S. maltophilia. Els autors suggereixen que aquest compost penetra dins del
biofilm i interfereix en la comunicacié cel-lular. Aquest compost provoca la proteolisi del
regulador TraR, quan aquest és sobreexpressat en E. coli tal i com ja s’havia mostrat en el
treball de Zhu i Winans (2001), mentre que en presencia d’AHLs no s’observa aquesta accié
proteolitica de I'emodin en els estudis realitzats per Ding, et al.,(2011). Per tant, els autors
Ding, et al.,(2011) suposen que l'accié del compost emodin provoca la proteolisi sobre el
regulador LasR i podria explicar I'efecte inhibitori del biofilm corroborant estudis previs

realitzats amb furanones (Manefield, et al., 2002).
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2. OBIJECTIUS

L’'objectiu general d’aquesta tesi doctoral ha estat:

Determinar si existeix en Stenotrophomonas maltophilia el sistema de senyalitzacié
de quorum sensing basat en les N-acil-L-homoserina lactona i estudiar-ne la possible
relacié amb la viruléncia d’aquest microorganisme.

Els objectius especifics s’han basat en investigar:

1. Detectar la preséencia de molécules del tipus AHLs en el sobrenedant en diferents

aillats clinics de S. maltophilia emprant diferents bioassaigs.

2. Caracteritzar les AHLs presents en el sobrenedant de S. maltophilia mitjancant

tecniques de cromatografia i espectrometria de masses.

3. Cercar la sintasa (/ux/) i el regulador (luxR) implicats en el sistema de quorum sensing

mediat per les AHLs.

4. Determinar si la proteina reguladora anotada en el genoma de S. maltophilia com a
proteina del tipus LuxR amb domini d’unié a AHLs és capac¢ d’unir-se a aquestes

molécules.

5. Localitzar el promotor del gen luxR i estudiar I'expressié d’aquest gen sota diferents

condicions de creixement.

6. Analitzar la participacid del sistema de quorum sensing regulat per AHLs a
S. maltophilia en fenotips de virulencia com la formacié de biofilms i la motilitat i,
posteriorment, valorar com afecten els inhibidors de quorum sensing (lactonases)

a ambdods processos.

7.Estudiar la influencia de les AHLs i dels boitensioactius produits per altres

microorganismes (Pseudomonas aeruginosa), en la motilitat de S. maltophilia.
Aquesta tesi doctoral s’"ha emmarcat dins dels projectes:

eAntiPathoGN: Identification and validation of novel drug targets in Gram-negative
bacteria by global search: a trans-system approach. Seventh Research Framework
Programme of the European Union, 2010-2014 (Ref. HEALTH-F3-2009-223101).

eAproximacion proteomica para la determinacion y andlisis de factores de virulencia
en Stenotrophomonas maltophilia (STENOVIR). Ministerio de Ciencia e Innovacion,

2010-2014 (Ref. BFU2010-17199).
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3. MATERIALS | METODES

3.1. Soques bacterianes i plasmidis.

3.1.1. Condicions de creixement de les soques bacterianes.

Els cultius de les diferents soques d’E. coli, S. maltophilia i P. aeruginosa i s’han realitzat
en medi liquid LB a 37 °C, mentre que els cultius de nit de les soques biosensores C. violaceum
o B. subtilis A24 i A. tumefaciens s’han obtingut a 30 °C en els medis LB i medi AT
respectivament. S’afegeix antibiotic quan és necessari segons les concentracions descrites a la

Taula 3.9.

Les soques bacterianes i plasmidis utilitzats en aquest treball s’enumeren i es detallen a la

Taula 3.6 i la Taula 3.7 respectivament.

3.1.2. Condicions de conservacié i manteniment de les soques bacterianes.

Per a les soques d’E. coli, S. maltophilia i soques biosensores emprades en aquest treball,
s’han realitzat glicerinats al 20 % de glicerol emmagatzemats de dues maneres diferents. Aixi,
en un crio-vial es mesclen 500 pL de glicerol al 50% esteril i 750 plL de cultiu de nit saturat. Es
barreja suament i es congelen rapidament en neu carbonica els crio-vials que es guardaran a
-20 °C, mentre que els crio-vials que es guardaran a -80 °C, es congelen de forma esglaonada
(primer 2 h a4 °Cidesprés 2 h a-20 °C ). Per a les soques de P. aeruginosa els glicerinats es

guarden a -80 °Ci es preparen amb el 5 % DMSO en 1 mL de cultiu de nit saturat.
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Taula 3.6. Soques bacterianes utilitzades en aquest treball.

Soques Caracteristiques/Genotip Font o Referéncia

Escherichia coli

DH5a recAl endA1 hsdR17 gyrA96 supE44 thi-1 relA1  Clontech
A(lacZYA-argF)U169 deoR ®80dlacZAM15

DH5a (pBBR1IMCS-5 Amplic E77) Per a la segenciacié amplicé E77 Aquest treball

BL21 (DE3) F- ompT gal [dmc] [lon] hsdSB (rB-mB-) amb el  Novagen
ADE3

BL21 (DE3) (pET22b-LuxR) Sobreeproduccidé LuxR Aquest treball

MT102 (pJBA132)

Mutant restriccié-negativa derivat de MC1000
(araD139 (ara-leu)7697 Alac thi hsdR)

Soca biosensora d’AHL; conté plasmidi pJBA132
(Tc"; PME6031-/uxR-Py,,-RBSII-gfp(ASV)-TO-T1);
AHL

(Andersen, et al., 2001)

JM105 (pJBA89)

F’ traD36 lacl® A(lacZ)M15 proA’B’/thi rpsL
(Str') endA sbcB15 sbcC hsdR4 (rmy) A(lac-
proAB)

Soca biosesora d’AHL; conté plasmidi pJBA89
(Ap";  pUC18Not-luxR-Piux-RBSII-gfp(ASV)-TO-
T1); AHL

(Andersen, et al., 2001)

Agrobacterium tumefaciens

KYC55 (pJZ384) (pJz410) (p)Z372)

Soca biosensora d’AHL; derivada de R10,
(sense Ti plasmid); AHL

Conté plz384 (Spc'; PT7-TraR), plz410 (Gm";
RNApol T7) i p)Z372 (TcR; Ptral-lac2);

(Zhu, et al., 2003)

Chromobacterium violaceum

CV026

Soca biosensora d’AHL; derivada de la soca
ATCC 31532 amb mutacié al gen cvil per
inserci6 del transposé Tn5 (cvil::Tn5); AHL

(McClean, et al., 1997)

Pseudomonas aeruginosa

MPAO1 Wt, AHL" (Jacobs, et al., 2003)
MPAO1pME600 Soca Wt que conté plasmidi de clonacié; Tt Aquest estudi
MPAO1pME-Plac::aiiA Soca Wt que conté plasmidi pME6863 amb la  Aquest estudi

fusi6 Plac::aiiA (A24); T"

Stenotrophomonas maltophilia

M30

Soca clinica origen Ulcera de decubit

A. Calderon- [I'Hospital
Municipal de Badalona

K279a S. maltophilia MDR, soca clinica del Regne Unit  (Crossman, et al., 2008)
de referencia. Genoma seqlenciat.
E77 Soca clinica origen esput A. Calderon- [I'Hospital
Municipal de Badalona

E77Asmit1839 E77Asmlt1839Qerm Aquest treball
E77Asmlt4572 E77Asmlt4572Qerm Aquest treball
E77pBBR1MCS-5-lacZ Control expressio PluxR Aquest treball
E77Asmlt1839 pBBR1IMCS-5-lacZ Control expressio PluxR Aquest treball
E77pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ Expressio PluxR::lacZ Aquest treball
E77Asmlt1839 pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ Expressio PluxR::lacZ Aquest treball
E77pMP7605 Expressio proteina mCherry Aquest treball
E77Asmlt1839 pMP7605 Expressio proteina mCherry Aquest treball
E77pBBR1MCS-5 Control de complementacio Aquest treball
E77pBBR1MCS-5 Amplicé E77 Control de complementacio Aquest treball
E77Asmlt1839 pBBR1MCS-5 Control de complementacio Aquest treball
E77Asmlt1839 pBBR1IMCS-5 Amplicé E77 Complementacié en trans soca mutant Aquest treball

Bacillus subtilis

A24

Aillat que degrada AHLs

(Reimmann, et al., 2002)
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Plasmidis Caracteristiques/Genotip Font o Referéencia

PGEMT®-T easy Plasmidi de clonacié A/T, 3 kb; Amp® Promega

pET22b(+) Plasmidi d’expressié de proteines induible per IPTG, 5,5 kb;  Novagen
AmpR

pEX18Tc Plasmidi per a la generacié de mutants; oriT+sacB+,MCS del (Hoang, et al., 1998)
puUC18, 6,3 kb; Tc"

pNZerm Plasmidi llangadora que conté el gen erm que codifica per la  (Podbielski, et al., 1992)
resisténcia a la Erm,

pBBR1IMCS-5 Plasmidi de clonacié d’amplia gamma d’hostes d’acollida, 4.9  (Kovach, et al., 1995)

kb; Gm*

pBBR1MCS-5-lacZ

lacZ clonat en el plasmidi pBBR1IMCS-5, 7.9 kb; Gm*

(Fried, et al., 2012)

pEX18Tc-Mut_smlt1839 Plasmidi per a generar mutant; Tc" i Erm" Aquest treball
pPEX18Tc-Mut_smlt4572 Plasmidi per a generar mutant; Tc" i Erm" Aquest treball
pET22b-LuxR Plasmidi de sobreproduccié del regulador LuxR; Amp" Aquest treball
pBBR1IMCS-5 Amplicé E77 Plasmidi de complementacio; Gm" Aquest treball
pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ Plasmidi d’expressié PluxR::lacZ; Gm" Aquest treball

pME6000 Plasmidi de clonacié; 7,2 kb; Tt (Maurhofer, et al., 1998)

pME6863 aiiA (Bacillus subtilis A24) sota el control del promotor (Reimmann, et al., 2002)
constitutiu lac (Plac::aiiA) clonat en el plasmidi pME6000; Tc"

pMP7605 ptac::mCherry clonat en ek plasmidi pBBR1IMCS-5, 5,5kb; Gm" (Lagendijk, et al., 2010)

3.2. Medis de cultiu, antibiotics, AHLs i altres solucions.

3.2.1. Medis de cultiu.

3.2.1.1. Medi LB (Luria Bertani).

Per a preparar medi LB solid, dissoldre en 1 L d’aigua destil-lada 10 g de triptona, 5 g
d’extracte de llevat, 10 g de NaCl i 17 g d’agar i esterilitzar a I'autoclau durant 15 min a 121 °C.
Dispensar en plaques de petri, esperar a que s’hagin solidificat i emmagatzemar-les a 4 °C. En
el cas de preparar medi liquid (sense agar), dispensar en ampolles abans d’autoclavar. Afegir

els antibiotics corresponents en funcié de cada soca bacteriana.

Per a preparar medi LB-tou, pesar 0,8 g d’agar per 100 mL LB en comptes de 1,7 g d’agar
en 100 mL LB. Dispensar aquesta solucidé abans que es refredi en tubs de 5 mL, esperar a que
s’hagin solidificat i emmagatzemar-los a 4 °C. Cada tub es fondra, quan es requereixi, al bany

termic abans de dipositar la doble capa d’agar en la placa de petri.

3.2.1.1. Medi AT.

Per a preparar 100 mL de medi AT liquid, afegir a 88 mL d’aigua destil-lada esteril, 5 mL de
la Solucié de Sals 20X, 5 mL Tampd AT 20X i 2 mL glucosa al 25 % [wt/vol] preparats tal i com es
mostra a la Taula 3.8. Per a preparar plaques de medi AT, autoclavar 1,7 g d’agar en 88 mL
d’aigua destil-lada. Afegir els antibiotics corresponents per a la soca A. tumefaciens KYC55

(vegeu Taula 3.9).
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Taula 3.8. Solucions stock medi AT.

Tampé AT 20X 214 g de KH,PO4
S’enrasa a volum final de 200 mL de H,0 destil-lada.
Ajustar el pH a 7,3 amb llenties de KOH.
Esterilitzar a I’autoclau durant 15 min a 121 °C.

Solucié de Sals 20X 1,56 g de MgS0,-7H,0
0,152 g CaCl,
0,100 g FeSO, -7H,0
0,044 g MnSO, - H,0
40 g de (NH, ),S0,
S’enrasa a volum final de 200 mL amb H,0 destil-lada.
S’esterilitza a I'autoclau durant 15 min a 121 °C.

Solucié de Glucosa (25 %) 12,5 g D-glucosa (CgH1,05)
S’enrasa a volum final de 50 mL de H,0 destil-lada.
Esterilitzar a I'autoclau durant 15 min a 121 °C.

3.2.1.2. Medi BM2.

El medi BM2 conté dissolts en aigua destil-lada una concentraciéo de 62 mM del tampd
KH,PO, ajustat a pH 7, 2 mM de MgS0O,, 10 uM de FeSO,, 0,4 % D-Glucosa [wt/vol] i 0,5 % de
Casaminoacids [wt/vol] (Difco™). Es preparen al laboratori diferents concentracions stock una
per a cada component i s’autoclaven per separat a 121 °C durant 15 min. Per a preparar
BM2-agar s’autoclava I'agar Noble al 0,5 % [wt/vol] (Difco™) conjuntament amb I'agua

destil-lada.

3.2.1.3. Medi FABL.
El medi FABL esta format per un 97 % de medi FAB i un 3 % de medi L. Un litre de medi
FAB conté dissolts en aigua destil-lada 2 g de (NH,4),S0O,4, 6 g de Na,HPO,:2H,0, 3 g de KH,PO,,
3 g de NaCl, 93 mg de MgCl, i 11 mg de CaCl,. Un litre de medi L conté dissolts en aigua

destil-lada 10 g de triptona, 5 g d’extracte de llevat, 5 g de NaCl, i 1 g de D-glucosa.

3.2.2. Antibiotics.

La majoria d’antibiotics es prepararen dissolent-los en aigua destil-lada, excepte la
tetraciclina i eritromicina que s’ha de dissoldre en etanol al 70 %. Posteriorment s’esterilitzen
per filtraci6 mitjangant filtres de 0,22 pum. Es aconsellable preparar solucions stock dels
antibiotics 1000X (1000 vegades concentrades) que s’emmagatzemen a -20 °C les quals
s’afegeixen directament als medis solids per a preparar plagues amb antibiotic just abans de
plaquejar i un cop s’hagin refredat fins a 50-60 °C. Les solucions stock es dilueixen 10 vegades
per obtenir una solucioé stock de treball 100X (100 vegades concentrada) que es conservava a
4 °C i que s’afegeix directament als medis liquids. Un resum dels antibiotics i concentracions

usats en aquest treball es mostren a la seglient Taula 3.9.
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Taula 3.9. Concentracions d’antibiotics utilitzats en aquest treball.

Concentracio Concentracié final (ug/mL)
Antibiotic Abreviatura Solvent stock /10(I)-0X e ool A.tumefaciens 5. maltophilia
(mg/mL) : KYCS55

Espectinomicina Spc Aigua 10 100 100 s
Gentamicina Gm Aigua 10 10 100 40
Tetraciclina Tc Etanol 70 % 17 *17 2 s
Ampicilina Amp Aigua 10 50-100
Eritromicina Erm Etanol 70 % 50/500 50 e 500

*Concentracio utilitzada per P. aeruginosa MPAO1.

3.2.3. Molecules N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs) sintétiques.

Les AHLs sintetiques d’Us en el laboratori han estat les AHLs sintetiques C4-HSL, C6-HSL,
C8ox0-HSL, C8-HSL i C10-HSL del proveidor Cayman®.

Els stocks d’AHLs en el laboratori els emmagatzemem a concentracid final de 10 mM en
acetat d’etil i els conservem al congelador de -20 °C. Per a treballar amb les AHLs en els
diferents assaigs eliminem per evaporacié al buit I'acetat d’etil en el SpeedVac i resuspenem la
mostra amb Acetonitril (ACN) o bé amb etanol absolut (segons experiment), basant-nos en els

procediments de AL-Ghonaiem et al.,(2009).

Quan ens referim directament a una molécula especifica d’AHL les anomenarem de la
seglient forma. Primer, farem referencia a la llargada de la cadena acil. En segon lloc,
especificarem si hi ha una substitucié en el tercer carboni de la cadena per un grup carbonil
(oxo) o hidroxil (OH). En tercer terme afegirem I'acronim HSL (es refereix a I'anell homoserina

lactona) el qual és constant en totes les molécules AHLs.
3.2.4. Altres solucions.

3.2.4.1. Solucié salina de NaCl 0,9 % [wt/vol]-(Ringer).
Dissoldre en 1 L d’aigua destil-lada 9 g de NaCl, dispensar en ampolles i esterilitzar a

I"autoclau durant 15 min a 121 °C

3.2.4.2. 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopiranosid (X-gal).

El compost X-gal usat en aquest treball ha estat de la casa Roche®.

Aquest producte s’ha utilitzat dissolt en N,N dimetil formamida (DMF) per suplementar
plagues de medi AT o LB a una concentracié final de 40 ug/mL o 60 ug/mL pels bioassaig

realitzats en placa o CCF. Per a dissoldre 1 mg de X-gal sén necessaris 20 ul DMF al 100 %.
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3.3. Bioassaig per a detectar AHLs mitjangant soques biosensores.

3.3.1. Soques biosensores seleccionades.

3.3.1.1. C. violaceum CV026.

La soca C. violaceum CV026 ha estat cedida per la Dra. Reimmann de la Universitat de
Lausanne (Suissa), la qual és adient per a la deteccid de molécules d’AHLs de cadena curta
(McClean, et al., 1997, Steindler & Venturi, 2007). S’ha escollit com a soca biosensora d’aquest
treball degut a la facilitat de treball que comporten els seus bioassaigs. La deteccié d’AHLs
exogenes després d’un cultiu de nit és molt senzilla gracies a I'aparicié d’'un halo violeta.
Aguesta soca biosensora és molt usada per a detectar molécules d’AHLs fent una sembra en
forma de “T” (vegeu esquema Figura 3.9-A) i en bioassaigs en doble capa de LB-agar tou

(vegeu exemple a la Figura 3.10-A).

3.3.1.2. E. coli MT102 pJBA132 i E.coli IM105 pJBA89.
Les soques d’E. coli portadores del plasmidi pJBA132 o bé pJBA89 han estat cedides pel
Dr. Jens Bo Andersen de la Universitat de Copenhaguen (Dinamarca). S’han utilitzat en aquest
treball per a la deteccié d’AHLs de cadena llarga fent una sembra en forma de “T” Aquests
plasmidis sensors responen a la molécula C6oxo-HSL i en menor sensibilitat detecten les
moléecules C6-HSL, C8-HSL i C12oxo-HSL (Andersen, et al., 2001, Steindler & Venturi, 2007). La
preseéncia d’AHLs exdgenes es visualitza amb el gen indicador gfp. Per a la visualitzacio és

necessari I’ds del microscopi de fluorescéncia. Vegeu esquema Figura 3.9-B.

3.3.1.3. A. tumefaciens KYC55 (pJZ384) (pJZ410) (pJZ372).

La soca d’A. tumefaciens KYC55 (pJZ384) (pJZ410) (pJZ372) ha estat cedida pel Dr. Winans
de la Universitat de Ithaca (USA). S’ha escollit per un ampli rang de bioassaigs realitzats en
aquest treball, ja que presenta major sensibilitat a baixes concentracions d’AHLs i variabilitat
davant un rang més ampli d’AHLs exogenes (Zhu, et al., 2003, Steindler & Venturi, 2007). El
gen indicador lacZ ens permetra detectar la preséencia d’AHLs exogenes a partir de I'aparicid
d’un halo blau, gracies a la hidrolisi produida per I'enzim B-galactosidasa del compost X-gal
present en el medi on es realitza el bioassaig. Aquesta soca biosensora és molt usada per a
testar la presencia d’AHLs en les soques problema a partir de tips de colonia o dipositant
sobrenedants concentrats en una placa de medi AT-agar tou on hi ha una suspensié de la soca
biosensora i el compost X-gal (vegeu Figura 3.10-B). També s’usa per a I'analisi de la CCF

(vegeu esquema Figura 3.12).
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3.3.2. Bioassaigs per a detectar AHLs en placa de Petri.

3.3.2.1. C. violaceum CV026.

Sembra en forma de “T":

Sembra en placa LB en forma de “T” enfrontant I'estria de la soca problema contra la soca
biosensora C. violaceum CV026. Incubacié d’un cultiu de nit de la placa a 30 °C. La presencia de
molécules exogenes en el bioassaig en forma de “T” es detecta amb el canvi de coloracié de
I’estria de C. violaceum CV026 en la zona més propera a la soca problema, perque les AHLs

exogenes difonen pel medi (McClean, et al., 1997). Vegeu Figura 3.9-A.

Doble capa de LB-agar tou:

Per a realitzar el bioassaig en doble capa es necessita fondre un tub esteril amb 5 mL de
LB-agar tou i esperar a que la temperatura del medi no sigui superior a 40 °C per afegir 50 pl
de cultiu de nit saturat de la soca C. violaceum CV026 crescuda en LB a 30 °C i agitacié. Abocar
aquesta suspensié sobre una placa de LB i deixar solidificar. Un cop la doble capa esta solida
podem dipositar-hi a sobre diferents mostres problema (com ara sobrenedants concentrats o
fraccions de HPLC que es desitgin estudiar). Després del cultiu de nit, la soca biosensora
creixera de forma confluent en tota la placa i la preséncia de molécules exogenes en les
mostres problema es detectaran amb un halo violeta al voltant del lloc on s’hagin dipositat

(McClean, et al., 1997). Vegeu Figura 3.10-A.

3.3.2.2. E. coli MT102 pJBA132 i E. coli IM105 pJBAS89.

Sembra en forma de “T”:

Sembra en placa LB en forma de “T” enfrontant |'estria de la soca problema contra les
soques d’E. coli biosensores. Cultiu de nit de la placa a 37 °C. La preséncia de molécules
exogenes en el bioassaig en forma de “T” es detecta observant en el microscopi de
fluorescéncia la zona de contacte entre les estries en forma “T” gracies a la fluorescencia
emesa pel gen indicador gfp degut a la difusié pel medi de les AHLs exogenes (McClean, et al.,

1997, Andersen, et al., 2001). Vegeu Figura 3.9-B.
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Figura 3.9. Esquema de la sembra en forma de “T” en placa de LB de la soca productora d’AHLs
davant la soca biosensora. A, Violaceina produida per la soca biosensora C. violaceum CV026. B, Activitat
gfp’ detectada amb microscopi de fluorescéncia produida per la soca biosensora E. coli MT102
(pJBA132) o E. coli JIM105 (pJBA89). La sembra més allunyada a la zona de contacte “T” no detecta
activitat AHL.

3.3.2.3. A. tumefaciens KYC55 (pJZ384) (pJZ410) (pJZ372).

En placa de AT-agar tou i X-gal:

Preparar un cultiu de nit de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 en 20 mL de medi AT
a 30 °C i agitacid. Afegir els antibiotics, Spc (100 pg/mL), Tc (2 pug/mL), Gm (100 pg/mL) pel
manteniment dels tres plasmidis que ens permetran la deteccid de les AHLs exogenes.
L'endema centrifugar els 20 mL a 3500 rpm durant 15 min a 4 °C per tal d’eliminar els
antibiotics del medi i resuspendre el pellet en 10mL de medi AT. Per a preparar 2 plaques per
fer el bioassaig, barrejar els 10 mL de cultiu de nit resuspes en medi nou, amb 20 mL de medi
AT esteéril, 20 mL d’agar al (2 %) i solucié de X-gal a concentracié final en placa de 40 pg/mL. Es
molt important que I'agar no estigui molt calent per tal de no degradar el compost de X-gal i
tenir cura amb la viabilitat de la soca biosensora. Deixar solidificar la placa i després fer 'assaig
corresponent tenint en comte que la soca biosensora creixera confluent en tota la placa. En
aquest treball s’han analitzat una gran varietat de mostres en aquetes plaques. Es pot fer
deteccié d’AHLs exogenes a partir de tips de colonia i dipositant sobrenedants concentrats o
fraccions provinents de HPLC. La deteccid d’AHLs exogenes en les mostres problema
dipositades sobre la placa després del cultiu de nit a 30 °C I'identificarem amb un halo blau.
(Figura 3.10-B). Aquest canvi de coloracié es deu a la hidrolisi del compost X-gal generada per
I’enzim B-galactosidasa. Aquest enzim és el gen indicador regulat pel complex TraR-AHL gracies

a les molécules AHLs exogenes que difonen en el medi (Farrand, et al., 2002, Zhu, et al., 2003).

Les plaques de bioassaig s’han escanejat utilitzant I'escaner Epson perfection V5000 photo

amb programari Epson Scan v.3.74ES.
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Figura 3.10. Bioassaig en placa per a la detecci6 d’AHLs exogenes en les mostres problema
dipositades dins d’un pouet fet a la placa de medi-agar o directament a la superficie de la placa.
Exemple de detecciéo d’AHLs positiva emprant les soques biosensores C. violaceum CV026 amb halo
violeta (A) i A. tumefaciens KYC55 amb halo blau (B).

3.4. Tractament i extraccio de sobrenedant.

L'extraccié de sobrenedants concentrats de les soques de les quals es vol estudiar la
produccié d’AHLs s’ha realitzat fent un cultiu de nit saturat a densitat optica (OD) de 2 en
150 mL de LB a 37 °Co 30 °Ci agitacié en matras Erlenmeyer de 500 mL. Centrifugar 150mL del
cultiu a 9000 g durant 15 min a 4 °C per tal de separar les cél-lules del sobrenedant. Filtrar els
150 mL de sobrenedant amb la finalitat d’eliminar les cél-lues romanets mitjangant I'ajuda d’un
matras Kitasatos i bomba de buit usant primer un filtre de 0,80 um i posteriorment un de 0,22
pm. Durant el cultiu en medi liquid s’ha produit un augment de pH que produeix la ruptura de
I'anell lactona d’AHLs presents ens els cultius bacterians. Per revertir la hidrolisis acidificar el
sobrenedant a pH 6 amb gotes de HCl al 32 %. Extreure les molécules d’AHLs presents en el
sobrenedant filtrat i acidificat barrejant vigorosament 150 mL amb 150 mL d’acetat d’etil
(afegir 12,5 ul d’acid glacial acetic per cada 150 mL d’acetat d’etil). Esperar que es separi el
solvent de la fase liquida i retirar la fase menys densa (acetat d’etil amb molécules AHLs
extretes). Repetir aquest pas un altre cop. Ajuntar els 2 volums de 150 mL extrets ens els
passos anteriors i deshidratar amb anhidre sulfat magnesi (afegir fins que el solut no
s’expandeixi més, aproximadament 4 cullerades). Filtrar els 300 mL utilitzant filtres de 0,22 um
resistents a I'acetat d’etil (Pall GH Polipro (GHP), Pall Corporation) amb I'ajuda d’'una bomba de
buit i del matras Kitasatos. Els filtres GHP sén de membrana de polipropilé hidrofila amb
maxima compatibilitat quimica per a la filtracié de solucions aquoses i dissolvents agressius.
Assecar a 40 °C, I'extracte organic d’acetat d’etil en un rotavapor fins a obtenir un volum de
5 mL aproximadament (netejar préviament el matras de balé amb acetat d’etil). Recuperar els
5 mL del balé i liofilitzar I'extracte al complet en el SpeedVac. Resuspendre I'extracte amb un

petit volum de 1 mL d’aigua Chromasolv® grau HPLC al 10 % ACN [wt/vol] i al 0,1 % de
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trifloroacétic (TFA) [wt/vol] (Sigma). La mostra 150 vegades concentrada esta llesta per a la
deteccié de molecules d’AHLs ja sigui en bioassaig en placa, separacid i caracteritzacié en CCF
o HPLC (per aquesta cromatografia cal filtrar la mostra en filtres de 0,22 um per tal d’evitar
introduir impureses de I'extraccié dins la columna de HPLC) (Shaw, et al., 1997, Schaefer, et al.,

2000). Vegeu un breu esquema d’aquest metode a la Figura 3.11.

Aquesta metodologia s’ha usat tant per les soques de S. maltophilia com per les soques
de P. aeruginosa utilitzades en aquest treball. Els sobrenedants obtinguts s’han usat per a la

deteccid d’AHLs com per a I'estudi de biotensioactius presents en aquests.

=%  Conrifugacid = . |I - -

150l Oy’ Filiracsd Extraccio amib aceiad d'vi Ewvaporacitd mogtra al rolavapor

Figura 3.11.Breu esquema de I'extraccié de sobrenedant de 150ml d’un cultiu de nit saturat de la
soca a testar.

3.5. Cromatografia liquida d’alta resolucié o de fase reversa (RP-HPLC).

El procés de cromatografia es considera un conjunt de forces que competeixen de forma
selectiva per un compost. Aquests forces sén entre la columna o fase estacionaria que retindra

aquets compost i els solvents liquids que passen a través de la columna o fase mobil.

La cromatografia de fase reversa consisteix en una fase estacionaria apolar i una fase
mobil polar que permet cromatografiar una amplia varietat de compostos. El temps de
retencié és major per a les molecules de naturalesa apolar, mentre que les molécules de
caracter polar elueixen més rapidament, per tant I'ordre d’elucié anira de compostos més
hidrofilics a més hidrofobics (de polar a no polar). La cromatografia de fase reversa és tant
utilitzada que sovint se I'anomena HPLC sense cap més especificacio. Les caracteristiques del
compost juguen un paper molt important en la retencid. En general, un compost amb una
cadena alquil llarga s'associa amb un temps de retencid major perqué augmenta la
hidrofobicitat de la molécula. Cada pic es correspon amb els temps de retencié on s’han

alliberat cadascuna de les molécules segons I'afinitat amb la fase mobil de la cromatografia.
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3.5.1. Separacio de sobrenedants i AHLs sintétiques mitjangant HPLC.

AHLs sintetiques i sobrenedants concentrats extrets de cultius de nit saturats s’han
separat per HPLC (Waters Allianse HPLC) utilitzant una columna Cg fase reversa (Waters Nova-
Pak®; 3.9x150 mm) amb un gradient de 10-70 % v/v de ACN en aigua Chromasolv® grau HPLC
(Sigma), a una velocitat de flux de 1 mL/min i monitoritzat a 210 nm durant 50 min. Abans de
passar les mostres d’AHLs sintétiques o sobrenedants es fa un blanc del metode explicat
mitjangant la injeccid manual de 1 mL d’aigua Chromasolv® grau HPLC i es recullen totes les
fraccions per ésser estudiades com a control negatiu en posteriors bioassaigs (McClean, et al.,

1997, Camara, et al., 1998, Laue, et al., 2000)

Per a I'estudi d’AHLs sintétiques es prepara la mostra de la seglient manera: 20ul de la
concentracié stock 10 mM de I’AHL sintetica s’assequen al SpeedVac i es resuspenen amb 1 mL

d’aigua Chromasolv® grau HPLC al 10% ACN [wt/vol] i TFA al 0,1% [wt/vol] (Sigma).

Per a I'estudi dels sobrenedants concentrats es prepara la mostra de la seglient manera:
es filtren 200 pul de sobrenedant en filtres de 0,22 um i es resuspenen en 800 ul d’aigua

Chromasolv® grau HPLC al 10 % ACN [wt/vol]i TFA al 0,1 % [wt/vol] (Sigma).

3.5.2. Bioassaig de les fraccions provinents de HPLC.

Cadascuna de les fraccions obtingudes del HPLC de 1mL de volum, recollides entre els
temps 1-50 min, s’assequen per evaporacié al buit al SpeedVac i sén resuspeses amb 100 pl de
ACN al 100 % (concentrant 10 cops la fraccid) pel que fa a aquelles provinents de sobrenedants

i controls negatius.

Posteriorment s’assajen 10 pl de cada fraccid en plaques de bioassaig on creixen
confluentment les soques biosensores escollides per I'assaig. Cadascuna de les plaques de

Petri es divideixen en quadrants per a testar entre 1-20 fraccions provinents del HPLC.

Aquesta metodologia s’ha usat tant per les soques de S. maltophilia com per les soques

de P. aeruginosa utilitzades en aquest treball
3.6. Cromatografia en Capa Fina (CCF).

La Cromatografia en Capa Fina (CCF),en anglés anomenada Thin Layer Chromatography
(TLC), és una técnica cromatografica formada per una fase estacionaria (capa fina adsorbent

mantinguda sobre un suport inert com per exemple el vidre) i una fase mobil o dissolvent que
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es desplaca per capil-laritat per la lamina. La diferéncia d’adsorcié (segons la polaritat de la
mostra) es tradueix en un major o menor desplacament de cada component per la capa fina,

permetent la seva separacid i identificacio.

Durant la cromatografia, la capa fina queda verticalment recolzada dins d’una cambra de

vidre que conté el solvent (vegeu Figura 3.12-A).

3.6.1. Separacio dels sobrenedants i AHLs sintétiques mitjangant CCF.

La separacid i caracteritzacid preliminar de moléecules del tipus AHLs presents en els
sobrenedants extrets amb acetat d’etil, AHLs sintétiques i fraccions positives de HPLC s’han
realitzat en dos tipus de suports. Les cromatografies amb els suports del tipus de Silica gel 60
(Laue, et al., 2000) i de C;5 de fase reversa (MercK) (Shaw, et al., 1997) s’han desenvolupat dins
d’una cambra de vidre (ben segellada amb parafina) amb els solvents d’acetona-hexa
(55:45, v/v) i metanol-aigua (60:40, v/v) respectivament amb un volum final de 200 mL dins de
la cambra (vegeu Figura 3.12-A). Amb I'ajuda d’un regle i un llapis es faran dues linies a la CCF,
marcant la linia d’inici de la cromatografia a 2 cm del marge inferior i la linia de front de
solvent a 1 cm del marge superior (Figura 3.12-B). La linia d’inici de la cromatografia es dividira
en funcié del nimero de mostres a analitzar. En totes les cromatografies realitzades es
recomana posar una AHL sintetica (com a patré de la cromatografia) per tal de poder
comparar la seva migracié amb els resultats obtinguts de les mostres problemes. Els volums
dipositats sobre la CCF de les mostres problema varien en funcié d’aquesta entre 2-100 pl. Es
recomana dipositar sobre la CCF les seglients concentracions d’AHLs sintetiques: 2 ul de la
concentracié stock 10 mM per la molecula C6-HSL, 2 ul de la concentracid stock 10 uM per la
molecula C8oxo-HSL, 2 ul de la concentracié stock 1 mM per la molécula C8-HSL i 2 pl de la

concentracié stock 100 uM per la molecula C10-HSL.

Un cop finalitzada la cromatografia (quan el solvent arriba a la linia del front), s’extreu la
CCF de la cambra i es deixa assecar durant 2 h a temperatura ambient. La mobilitat de les AHLs
a través de la CCF depeén de la llargada de la molecula i la possible substitucié en el tercer
carboni de la cadena. La deteccid de molecules senyal un cop finalitzada la cromatografia
s’analitzara mitjancant un capa de bioassaig amb la soca biosensora A. tumefaciens KYC55

sobre el suport de CCF.
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3.6.2. Deteccio d’AHLs mitjangant bioassaig sobre les plaques de CCF.

Les AHLs separedes mitjangant CCF sdn detectades mitjangant una capa de bioassaig que
s’aboca sobre la CCF. Aquest bioassaig es prepara amb una suspensié de 100 mL de medi
AT-agar tou (0,8 %) i X-gal (60 pug/mL), juntament amb el pellet resuspés d’un cultiu de nit de
100 mL en medi AT de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 (Shaw, et al., 1997, Zhu, et al.,
1998, Zhu, et al., 2003). Després del cultiu de nit a 30 °C, es mesuraran les taques blaves
aparegudes en cadascun dels carrils en funcié de la migracié o valor Ry (Ratio o front). Aquesta
distancia es defineix com la distancia recorreguda per la mostra des de la linia d’inici de la
cromatografia dividida per la distancia recorreguda pel solvent (fins la linia de front). Els valors
obtinguts es compararan sempre amb els valors dels patrons (AHLs sintetiques) que s’hagin

utilitzat. Vegeu esquema del revelat a la Figura 3.12-B.

Les CCF s’han escanejat utilitzant I’escaner Epson perfection V5000 photo amb programari

Epson Scan v.3.74ES.

Front solvent

Capa fina amb suport de vidre R, cm)

. Vapor del salvent '_"'(I'_
|—-l|!I

PFaper de filtre

A '5,U|,-._|-||_ __]_Z B Linia d'inici de la cromatografia

Figura 3.12. A, Esquema de la cromatografia de capa fina dins la cambra on s’especifiquen els
diferents components. B, Revelat de la CCF mitjancant la capa de bioassaig per a calcular el temps de
retencio de les AHLs presents en cada carril (exemplificat amb una cercle gris en el carril b).

3.7. Identificacio d’AHLs amb I’espectrometre de masses.

L'espectrometria de masses (MS) es basa en la separacio en el buit d’ions en fase gasosa
en funcié de la seva massa/carrega (m/z). Aquest aparell permet analitzar i identificar amb
gran precisié la composicié de diferents elements quimics que formen un compost. Els
espectrometres de masses inclouen els elements seglients: un sistema d’introduccié de la

mostra, un sistema d’ionitzacidé, un accelerador d’ions mitjangant un camp electric, un
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analitzador que dispersi els ions en funcié de la seva massa/carrega i un detector d’ions unit a
un processador del senyal. En aquest treball s’ha usat I'espectrometre de masses anomenat
maXis high resolution Q-TOF (Bruker), acoplat a un sistema nano-HPLC (Proxeon, Denmark).
S’ha utilitzat aquesta metodologia per a comparar els espectres obtinguts de les mostres
positives en els bioassaig provinents del HPLC amb els espectres obtinguts dels patrons (AHLs

sintetiques), per tal de corroborar la preséncia d’AHLs presents en cadascuna de les fraccions.

L'analitzador de masses del tipus Q-TOF (quadrupol-temps de vol), permet obtenir valors
de massa molt exactes dels ions (MS) i seleccionar determinats ions que posteriorment es

podran fragmentar i analitzar en espectroscopia de mases en tandem (MS/MS).

Les mostres provinents de la cromatografia HPLC, es tornen a cromatografiar un cop més.
Primerament es dissolen en aigua (5 % ACN i 0,1 % d’acid formic) i es concentren dins d’una
columna Proxeon nanotrapping (100 um x 2 cm). La mostra concentrada es carrega a una
columna Cy fase reversa (Acclaim PepMap nanoseparation column- Dionex®; 75 um x 15 cm).
La cromatografia es realitza amb un gradient de 0-60 % v/v de ACN en aigua (0.1 % d’acid
formic) a una velocitat de flux de 300 nL/min durant 10 min. La columna de HPLC s’acobla a

I’espectrometre de masses mitjancant una font d’ionitzacio del tipus Captive Spray (Bruker).

L’adquisicid dels espectres de masses es va fer alternant cicles de MS (1 Hz) amb cicles de
MS/MS (0.5-2 Hz) per a unes determinades masses o ions precursors. Aquestes masses,
presents en la llista d’inclusid, sén les masses esperades per als ions de les AHLs. La intensitat
minima de fragmentacid és de 1000 counts. S’ha seleccionat una energia de col-lisié de 7 eV.

Tots els espectres s’han adquirit en el rang de masses de 50-700 Da.

L’analisi dels resultats obtinguts per LC-MS/MS s’ha fet amb el software Data Analysis 4.0
(Bruker). Els ions pare corresponents amb la mateixa massa/carrega que les AHLs esperades a
cada fraccid, s’han fragmentat per tal d’observar i corroborar les relacions massa/carrega
corresponents a I'io de I'anell homoserina lactona invariable (102.1 m/z) i a I'ié corresponent a
la cadena acil variable (la seva m/z depén de la llargada de la cadena). Aquest analisi també
s’ha dut a terme amb els patrons (AHLs sintétiques) per a determinar els ions caracteristics
d’aquestes molécules. (Shaw, et al., 1997, Laue, et al., 2000, Gould, et al., 2006, Niu, et al.,
2008, Chan, et al., 2011).

Aquesta metodologia es va dur a terme en el laboratori de Proteomica de I'Institut de

Recerca Hospital Universitari de la Vall d’"Hebron (edifici Collserola) de Barcelona.
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3.8. Meéetodes de manipulacio del DNA.

Molts d’aquests metodes descrits en aquest apartat es basen en el manual de Molecular

Cloning: a laboratory manual (Sambrook, 1989), tot i que en alguns hi ha certes modificacions.

Les extraccions de DNA cromosomic s’han dut a terme mitjangant el Kit GenElute Bacterial
Genomic DNA (Sigma). Per les extraccions de DNA plasmidic d’elevat nimero de copies s’ha
utilitzat el Kit de E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep (Omega, bio-tek) com per exemple els plasmidis
derivats de pGEM-Teasy®. Mentre que el Kit d’extraccid6 de DNA plasmidic Genelet® Plasmid
Miniprep (Fermentas), s’ha usat pels plasmidis amb necessitat d’extreure DNA a major escala
degut al baix nimero de copies (com per exemple pPBBR1IMCS-5 o pEX18Tc) des de soques d’E.
coli com per S. maltophilia. En tots dos casos, seguint les especificacions del fabricant.
L’electroforesi de DNA en gels d’agarosa s’ha realitzat amb I'agarosa (LM-sieve, Pronadisa) al
0,8 % i tenyits amb Bromur d’etidi (BrEt). El marcador de pes molecular (MW) utilitzat ha estat
el GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Fermentas) amb fragments entre 0,075 y 20 kb.

Per a la purificacié de DNA, en solucidé o a partir de gels d’agarosa, s’ha utilitzat el kit
comercial E.Z.N.A® Gel Extraction (OMEGA, bio-tek) seguint les especificacions del fabricant.
Els enzims de restriccié utilitzats en aquest treball sén de la casa comercial Roche i s’"han usat
els tampons especifics per cada enzim seguint les especificacions del fabricant per a dur a
terme les digestions enzimatiques. La lligacié de fragments de DNA productes d’una restriccid
en plasmidis linealitzats s’ha dut a terme mitjangant la T4 DNA lligasa (New England Biolabs) i
la desfosforilacié per tal d’evitar possibles recircularitzacions s’ha realitzat amb I'enzim
fosfatasa alcalina (Roche) seguint les instruccions del fabricant. Els fragments de PCR purificats
s’han lligat directament amb el plasmidi pGEM®-t easy (Promega) seguint les instruccions del

fabricant.

L’amplificacié de fragments de DNA mitjancant PCR (Polymerase chain raction) s’ha
realitzat amb el Kit de la polimersa Fast Start Taqg DNA polimerasa (Roche) que conté tampéd
adient per a I'amplificacid de fragments de DNA amb alta concentracié de GC com és el cas de
S. maltophilia. Els dNTPs (Thermo Scientific) i els oligonucleotids (Invitrogen) utilitzats en cada
reaccié de PCR (vegeu Taula 3.10) es van afegir a concentracié final de 0,2 mM i 500 nM

respectivament. Els oligonucleotids s’han dissenyat amb el programa (http://www.oligo.net) i

el termociclador usat el MJ Mini™ Gradient Thermal Cycler (BIO-RAD).

Taula 3.10. Oligonucleotids utilitzats en aquest treball.
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Num Nom Seqiiéncia 5'->3' Diana Aplicacio
Per a la generaci6 de mutants
pl BEluxR_up 2agcttTGCCCGGTTCGGTATCGG HindIll  Mutacid LuxR-Brag esquerre
p2 BEluxR_dw ggatccTCGCGGCGAGGCACTTCC BamHI  Mutacidé LuxR-Brag esquerre
p3 BDIuxR_up ggatccCCGGTTCAGCGCCCGGCC BamHI  Mutacid LuxR-Brag dret
p4 BDIuxR_dw gaattcCCCAGCCGCCAGCCCAGC EcoRl Mutacié LuxR-Brag dret
pl3 BEluxI_up ggatccGCACGAGATCAAGGAATTG BamHI Mutacié LuxI-Brag esquerre
pla BEluxI_dw CATCACCATGTTGACCAGC ~ —————m—- Mutacié LuxI-Brag esquerre
pl5 BDluxl_up 2agcttGGAATGTGAAACCTGCACAC Hindlll  Mutacid LuxI-Brag dret
pl6 BDluxI_dw ggatccGGCGGCCCCAGCGCCA BamHI  Mutacié LuxI-Brag dret
p9 Erm5’ ggatccGAAACGTAAAAGAAGTTATG BamHI  Amplificacié eritromicina pNZerm
pl0 Erm3’ ggatccTACAAATTCCCCGTAGGC BamHI  Amplificacio eritromicina pNZerm
Per a la comprovacié de mutants
p5 extBEIuxR GTACGTCGGGCGTATCG Comprovacio flanquejant brag esquerre
p6 extBDIuxR GCCCTTCTATGCTGG Comprovacio6 flanquejant brag dret
p7 luxRup_flang TCCTTGCTTTCTGCAATCGCGCA Comprovacio flanqueig sm/t1839
p8 luxRdw_flang AGCAGGGCGTGCAGATCGTCAAT Comprovacio flanqueig sm/t1839
pl7 extBEsint GCATGGTCGATCACCTC ~ —meeeeee- Comprovacioé flanquejant brag esquerre
pl18 extBDsint CGGTGCCGCTGTTGAC ~ —meeeeeee Comprovacio flanquejant brag dret
pll Erm5’rev GATACTGCACTATCAACACAC ~ ——meeme- Comprovacio insercié erm en soca mutant
p12 Erm3’rev CTTCCAAGGAGCTAAAGAGGT - Comprovacid insercié erm en soca mutant
Per a I'estudi del promotor LuxR
p19 pluzRlacZ_up tctagaCGCACACGCATGGACCG Xbal Fusié promotor LuxR amb lacZ
p20 pluxRlacZ_dw ggatccGAAGGCGTCGCGCTCGG BamHI  Fusidé promotor LuxR amb lacZ
p21 lacZ_up GGATCCATGACCATGATTACG - Comprrovacié clonatge en pBBRIMCS-5-/lacZ
p22 lacZ_dw AAGCTTTTATTTTTGACACCA - Comprrovacio clonatge en pBBR1MCS-5-lacZ
Per a la sobreproduccio de la proteina LuxR
p23 NdelLxuR_up catatgAGCGATCTGGTGCAGGCG Ndel Sobreproduccié regulador LuxR
p24 XhoSTOPLuxR_dw ctcgagTCAGTCTTCGATCTCGCCT Xhol Sobreproduccié regulador LuxR
p25 T7_up TAATACGACTCACTATAGGG ~~ —————-- Comprovacio clonatge en pET22b
p26 T7_dw GCTAGTTATTGCTCAGCGG ~~ ———————- Comprovacio clonatge en pET22b
Per a la complementacié del mutant
p27 Comp_up ATCtctagaCACAGCAGCATCACCAGC Xbal Amplicé 5,5 kb
p28 Comp-dw GACaagcttGGCCAGTTGCAGTTTCAT Hindlll  Amplicd 5,5 kb
p29 M13_Fw GTAAAACGACGGCCAGT = Comprovacid clonatge
p30 M13_Rev CATGGTCATAGCTGTTTCCT - Comprovacid clonatge
Per a la seqiienciacié de I'lamplicé
p31 Amplicé_dw1l GAAGGCGTCGCGCTCG ~ =mmmeemee Sequenciacié amplicé 5,5 kb
p32 Amplic6_upl CGAGCGCGACGCCTTC = Seqlienciacié amplico 5,5 kb
p33 Amplico_dw?2 CGGCCATTCCTATGGTGG - Seqlienciacié amplicd 5,5 kb
p34 Amplicé_dw3 GATCAGCAGCAGCTCGCC ~ —meeeeee- Sequenciacié amplicé 5,5 kb
p35 Amplicé_dw4 CCGGCAGGAAGGTCAG  meeeeee- Sequenciacié amplicé 5,5 kb
p36 Amplic6_dw5 CTTGTTCTAGCGGTCGTG = Seqlienciacié amplico 5,5 kb
p37 Amplic6_dw6é CCGATCCAGCGGCCCAG = Seqlienciacié amplicd 5,5 kb
p38 Amplicé_up2 CGGGTCTCAAGCCAC  —meeeeeee Sequenciacié amplicé 5,5 kb

*les sequiencies dels enzims de restriccié estan en minuscules

3.9. Seqiienciacio de DNA.

La confirmacid de les construccions plasmidiques, clons transformants i mutants i

generacio de seqiiencies contig s’ha dut a terme mitjancant PCR amb oligonucleotids especifics

i/o mitjancant digestié amb enzims de restriccid. La sequienciacié de les mostres d’aquest

treball s’han realitzat en el Servei Genomica Bioinformatica (SGB) de la UAB amb I'equip ABI

3730x (Applied Biosystems) i a Macrogen Korea (http://dna.macrogen.com).
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3.10. Métodes de transferéncia de DNA plasmidic.

El procés de transformacié es basa en la incorporacié de DNA forani per part d’una cél-lula
bacteriana. Aquest procés es pot dur a terme basicament emprant dues metodologies de
transformacié induida. En una s’utilitza una solucié de CaCl, 100 mM mitjangant xoc térmic i

en |'altre per electrotransformacié mitjancant I'aplicacié d’un pols electric.

El procés de transformacié induida amb CaCl, s’ha utilitzat per a introduir DNA plasmidic a
E. coli, mentre que l'electrotransformacié ha estat el métode emprat per a introduir DNA

plasmidic a S. maltophilia i P. aeruginosa per tal d’augmentar I'eficiéncia de transformacio.

El métode de transformacié induida utilitzant cel-lules competents tractades amb CaCl,
mitjangcant xoc térmic s’ha realitzat seguint els protocols descrits en en el manual de Molecular

Cloning: a laboratory manual (Sambrook, 1989).

El metode de preparacié de cél-lules electrocompetents per a la transformacié per

electroporacio s’especifica a continuacio.

3.10.1. Preparacioé d’electrocompetents de S. maltophilia i P. aeruginosa.

El métode de I'electotransformacid és una bona alternativa a la transformacid pel metode
de CaCl,, ja que ofereix una major eficiencia de transformacié. Aquest metode utilitza un
impuls eléctric que despolaritza la membrana plasmatica i hi crea uns porus transitoris per on
pot entrar-hi el DNA. L'impuls electric el genera un electroporador GenePulser XCell de BioRad
i les condicions emprades dependran del microorganisme que s’electropori. Per tal d’obtenir
una bona freqiéncia de transformants és imprescindible que les cel-lules estiguin en un bon
estat fisiologic i ben exemptes de sals, aixi com la utilitzaci6 de DNA en una solucié de baixa
forga ionica. El protocol usat en S. maltophilia es realitza a temperatura ambient tal i com es

descriu per Choi, et al., (2006).

La preparacié de cel-lules electrocompetents es realitza:

1. Fer 4 aliquotes de 1 mL de cultiu de nit crescut en LB en medi LB.

2. Centrifugar el cultiu a 16000 x g durant 5 min a temperatura ambient.

3. Descartar el sobrenedant i resuspendre cuidadosament el pellet de cél-lules en 1 mL
de sucrosa 300 mM esteéril i centrifugar a 16000 g durant 5 min.

4. Eliminar el sobrenedant i repetir el rentat amb sucrosa 300 mM dos vegades més.
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5. Un cop fet I'Gltim rentat, es resuspen el pellet de cél-lules de cada aliquota amb 100

pL de sucrosa 300 mM.

3.10.2. Electroporacio de S. maltophilia i P. aeruginosa.

1. Barrejar 100 pL de les cél-lules electrocompetents amb la concentracié de DNA adient
segons si el plasmidi és replicatiu (10-50 ng) o no replicatiu (300-500 ng).

2. Transferir les cél-lules amb el DNA a la cubeta d’electroporacié de 0,2 cm i deixar les
cubetes 10 min en gel.

3. Procedir a I'electroporacié mitjancant I'electroporador GenePulser XCell™ de BioRad
segons el protocol descrit per Choi, et al., (2006):
ePotencial electric: 2,5 kV
eResisténcia: 200 QQ
eCapacitancia: 25 pF

4. Resuspendre les cel-lules electroporades en 1 mL de LB, transferir-les a un tub
ependorff i incubar-les durant 2 h a 37°C.

5. Sembrar en plaques selectives en funcié del plasmidi introduit i incubar tota la nit a

37°C.
3.11. Mutagenesi en S. maltophilia E77.

Per I'obtencié de mutants en S. maltophilia E77 s’ha usat I'electroporacio del plasmidi no
replicatiu pEX18Tc en S. maltophilia (Hoang, et al., 1998), que permet la generacié de mutants
a partir de la doble recombinacié homologa i introduccid per intercanvi al-lélic el gen de

resisténcia a la Erm en el lloc del gen que volem delecionar.

En aquest treball s’han delecionat els ORFs corresponents a sm/t1839 i smit4572 de S.
maltophilia E77. L'estratégia de mutageénesi ha estat la mateixa per ambdds mutants i s’explica

més detalladament a continuacio.

1. Amplificacié de dos amplicons corresponents a les regions flanquejants al gen que
volem delecionar anomenats brag¢ esquerre (BE) i bra¢ dret (BD) tal i com
s’esquematitza a la Figura 3.13. S’han utilitzat per la amplificacié els nucleotids p1
i p2 pel brag esquerre i p3 i p4 pel bracg dret per a la delecié de 'ORF smi/t1839i els
nucleotids p13 i p14 pel brag esquerre i p15 i p16 pel brag dret per a la delecié de
I'ORF smlt4572.
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Figura 3.13. Amplicons dels bragos flanquejants als gens sm/t1839 (A) i smit4572 (B) usats per la
clonacié en el plasmidi pEX18Tc i que serviran per a generar la doble recombinaciéo homologa entre el
plasmidi i el genoma de S. maltophilia E77.

2. Clonacié dels amplicons BE i BD flanquejants als ORFs sm/t1839 i smlt4572 en el
plasmidi pGEM-Teasy®.

3. Alliberar cada fragment amb els enzims de restriccié adients per tal de ser clonats en
el lloc de clonacié multiple (MCS) del plasmidi pEX18Tc. Les digestions han estat
les seglients: BEsm/t1839 alliberat amb Hindlll i BamHI, BDsm/t1839 amb BamHI i
EcoRl, BEsmlt4572 amb Sacl i BamHI i BDsm/t4572 amb BamH]I i HindlIl.

4. Clonacié dels amplicons BE i BD en el plasmidi pEX18Tc préviament digerit amb els
enzims de restriccié (EcoRl i Hindlll) pels bragos flanquejants al ORF sm/t1839 i
(Sacl i Hindlll) pels bragos flanquejants al ORF smlt4572. Per totes dues estratéegies
de clonacié els bragos queden lligats entre si amb la diana BamHI. Es generen els
plasmidis pEX18Tc-BE::BD per cadascuna de les estrategies.

5. Amplificacié del gen erm que codifica pel gen de resisitencia a la Erm amb els
oligonucleotids p9 i p10 sobre plasmidi pNZerm i clonacié en el pGEM-Teasy®i
alliberar el gen erm amb dianes BamHI.

6. Digestio amb BamHI el plasmidi pEX18Tc-BE::BD per tal d’introduir el marcador de
resistéencia erm entre el BE i BD. Vegeu esquema dels dos plasmidis que ens
serviran per la mutacié a la Figura 3.14. La correcte construccio dels plasmidis s’ha
comprovat per seqlienciacio.

7. Electroporacié dels plasmidis no replicatius sobre cel-lules electrocompetents de S.
maltophilia tal i com s’ha descrit anteriorment en I'apartat de Materials i Méetodes
3.10.

8. Les cel-lules un cop electroporades es sembren en plaques que continguin I’antibiotic

de Erm (LB-Erm) i s’incuben a 37 °C.
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Figura 3.14. Representacio esquematica del plasmidi no replicatiu per a la generacié de mutants en
S. maltophilia. A, pEX18Tc-Mut_smit1839 pel mutant sm/t1839 i B, pEX18Tc-Mut_smlt4572 pel mutant
smlt4572. S'indiquen per a cada constructe el brag esquerre i dret, les dianes de clonacié del MCS del
plasmidi pEX18Tc i els marcadors de resisténcia Erm i Tc. Imatges generades amb el programa Vector
NT1.

La mutacid elimina completament I'ORF del gens smlt1839 i smlt4572 i es produeix un
intercanvi al-lelic entre el gen que volem delecionar i el gen erm, que ens servira per a
seleccionar els clons mutants dels clons salvatges en el medi selectiu (LB-Erm). Per tal de
diferenciar entre els clons resistents a I'antibiotic de la Erm on s’ha produit o bé la doble
recombinacid o la simple recombinacid, es sembren tots els clons apareguts en les plaques de
LB-Erm en plaques de LB-Tc per tal de separar els clons candidats mutants pel gen E77 mutant
(Erm®/ Tc®) dels que el plasmidi s’ha integrat en el genoma sent fenotipicament E77 wt

Erm®/TcR.

Els clons mutants candidats de E77Asm/t1839 i E77Asmlit4572 s’han de comprovar per
sequenciacié que permetra corroborar la correcta delecié del gen. Les amplificacions per PCR
s’han realitzat a partir d’oligonucleotids interns complementaris al gen erm conjuntament amb
els oligonucleotids complementaris a les regions flanquejades dels bracos (BE o BD) que s’han
usat per a la doble recombinacié. Vegeu esquema dels oligonucleotids usats per aquesta

metodologia a la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Esquematitzacié de I'entorn genetic de la regid mutada a la soca S. maltophilia E77
mutant pel gen sm/t1839 (A) i smlt4572 (B) substituit pel gen de resisténcia erm. S’observen les regions
corresponents als bragos esquerre (BE) i dret (BD) que serveixen per a la doble recombinacié homologa i
tots els oligonucleotids (marcats amb una fletxa) usats durant la mutagenesi i la comprovacié dels
mutants.

3.12. Complementacié de mutacions en S. maltophilia E77.

La complementacido de la mutacid en el gen sm/t1839 que codifica per la proteina
reguladora del tipus LuxR s’ha abordat a partir de la clonacié d’'un amplicé de 5,5 kb. en el
plasmidi pBBR1IMCS-5 (Kovach, et al., 1995) el qual és replicatiu en S. maltophilia. S’ha escollit
clonar in fragment llarg per evitar efectes polars. L'amplificacié amb els nucleotids p27 i p28
sobre el DNA genomic de la soca S. maltophilia E77 ha generat un amplicé de 5,5pb. Aquest
s’ha clonat mitjancant les dianes del MCS, Xbal i Hindlll, del plasmidi pBBR1MCS-5 generant el
plasmidi pPBBR1MCS-5-Amplicé E77 mostrat a la Figura 3.16.
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Figura 3.16. Representacié esquematica del plasmidi pBBR1IMCS-5 Amlpicé E77 per a la
complementacié de la mutacid en el gen /uxR de la soca de S. maltophilia E77Asmit1839. S’indiquen les
dianes de clonacié presents en el MCS del plasmidi pBBR1MCS-5 utilitzades per a clonar I'amplicé de
5,5 kb. ORF del marcador de resistencia Gm. S’especifiquen els oligonucleotids utilitzats per a
I’'amplificacié de I'amplicd (Comp_up i Comp_rev) i els universals M13 Rev i M13 Fw utilitzats per a la
comprovacio del clonatge. Imatge generada amb el programa Vector NT1.
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3.13. Analisi de I’expressié genica.

3.13.1. Construccio de fusions transcripcionals amb el gen indicador lacZ.

S’ha construit en la soca d’E. coli DH5a.una fusié transcripcional de la regié promotora del
gen smt1839 que codifica pel regulador del tipus LuxR amb el gen indicador lacZ clonada en el

plasmidi pPBBR1MCS-5-/acZ (Fried, et al., 2012).

Hem amplificat la regié promotora hipotetica del gen luxR utilitzant els oligonucleotids
pl9 i p20 i I'hem clonat amb les dianes Xbal i BamHI presents en el MCS del plasmidi
pBBR1MCS-5-lacZ per tal de construir una fusid transcripcional entre aquests fragments

generant el plasmidi pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ (vegeu Figura 3.17).

La fusid s’ha transferit per electroporacid a les soques wt de S. maltophilia E77 i
S. maltophilia E77Asmlt1839. Paral-lelament també s’ha electroporat sobre aquestes dues

soques el plasmidi pPBBR1IMCS-5-/acZ per tal d’obtenir soques control de I'expressio.

Pramotar

pEBRIMCS-5-FluxR::facs

Ba6E bp

LacZ

Figura 3.17. Representacié esquematica del plasmidi pPBBR1MCS-5-/acZ on s’ha realitzat la fusio
transcripcional del promotor del gen luxR (PluxR) amb el gen lacZ en el plasmidi pBBR1MCS-5-/lacZ.
S’indiquen les dianes de clonacid presents en el MCS del plasmidi pBBR1MCS-5-lacZ utilitzades per a
clonar el PluxR davant del gen lacZ generant la fusio PluxR::lacZ i 'ORFs del marcador de resisténcia Gm.
Imatge generada amb el programa Vector NT1.

3.13.2. Assaig de I’activitat de la B-galactosidasa.

L'assaig de I'activitat [-galactosidasa és un sistema indirecte per a calcular I'expressio

genica. Es basa en el métode descrit per Miller (Miller, 1972).

Es un métode quantitatiu en el que es mesura indirectament la quantitat de

[B-galactosidasa expressada sota el control del promotor del gen d’interés. L’activitat de I'enzim
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B-galactosidasa (codificada pel gen lacZ) es mesura detectant la produccié d’un producte de
color groc (o-nitrofenol) a partir de la hidrolisi del compost incolor o-nitrofenil-3-D-galactosid

(ONPG) a 28 °Ci pH 7. El compost o-nitrofenol pot ser detectat espectrofotometricament.

Mitjancant la seglient férmula es poden calcular les Unitats Miller (UM) que sén un valor

indirecte del grau d’expressio del gen d’interés:

UnitatsMiIIer—-looox( (/-\420nm—(1,75xA550nm)) j

(AtxO,ZmI(voI ummostrax OD550nm(culti u)

3.13.2.1. Procediment d’expressid i analisi activitat B-galactosidasa.

S’han realitzat diferents experiments en medi LB i BM2 a 30 °C i 37 °C per tal d’analitzar
les millors condicions d’activitat B-galactosidasa. S’ha escollit el medi de LB i temperatura de
30 °C en cadascun dels experiments que es detallen a continuacio (a, b i c). En cada experiment
s’ha estudiat I'activitat B-galactosidasa de la soca problema i control realitzant en paral-lel els
cultius de les soques portadores de la fusié del promotor del gen d’interés amb el gen lacZ (en
el nostre cas pPBBR1IMCS-5-PluxR::lacZ) i de les soques que només contenen el plasmidi control

pBBR1MCS-5-/acZ sense el promotor /uxR.

Les soques de treball les hem anomenat:

S’ha treballat amb 3 clons diferents les soques problema: S. maltophilia E77 (pBBR1MCS-
PluxR::lacZ) i S. maltophilia E77Asmit1839 (pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ) i les soques control:
S.maltophilia E77 (pBBR1MCS-5-lacZ) i S. maltophilia E77Asmit1839 (pBBR1MCS-5-lacZ).

a) Activitat B-galactosidasa sota el promotor PluxR -Corba de creixement:

1. Realitzar un cultiu de nit de 10 mL a 30 °C en agitaciéo amb I'antibiotic necessari de le
soques problema i control.

2.Fer una resembra 1/100 en LB amb Iantibiotic necessari per a obtenir una
absorbancia inicial de Agsgnm de 0,05.

3. Incubar 64 h a 30 °C i prendre mostres a diferents temps per a determinar |'activitat

B-galactosidasa de la cinética d’expressio.

b) Activitat B-galactosidasa del promotor PluxR amb sobrenedants filtrats:

1. Realitzar un cultiu de nit de 10 mL a 30 °C en agitacié amb I'antibiotic necessari de le
soques problema i control.
2. Fer una resembra 1/100 en LB amb I'antibiotic necessari per a obtenir una

absorbancia inicial de Assg,m de 0,05. El 40 % o 10 % del volum final de LB prové
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3.

del sobrenedant del cultiu de nit filtrat. En el cas de les soques control el volum de
sobrenedant prové de la soca problema i no de la control amb el mateix fons
genetic (Niu, et al., 2008).

Incubar 24 hi48 ha 30 °Ciprendre mostresa 24 hi 48 h.

c) Activitat B-galactosidasa del promotor PluxR amb AHLs sintétiques:

1.

2.

o o b~ W

8.
9.

Realitzar un cultiu de nit de 10 mL a 30 °C en agitacié amb I’antibiotic necessari de le
soques problema i control.

Fer una resembra 1/100 en LB amb I'antibidtic necessari per a obtenir una
absorbancia inicial de Assgnm de 0,05. Afegir AHLs exogenes a concentracié 100 nM
i 10 uM. Les AHLs sintetiques utilitzades han estat la C4-HSL, C6-HSL, C8oxo-HSL,
C8-HSL i C10-HSL les quals s’han assecat al SpeedVac i ressuspés amb 20 ul de
etanol al 100 % (Egland & Greenberg, 2000, Niu, et al., 2008, Gamage, et al.,
2011).

. Incubar 24 h a 30 °Ci prendre mostra a 24 h.

3.13.2.2. Presa de mostres.

. Tub de cél-lules: Prendre 0,8 mL de cultiu afegir-hi 0,1 mL de formol 10 % [wt/vol]. Fer

un tub de control on es barrejaran 0,8 mL de LB + 0,1 mL de formol 10 %. Barrejar

vigorosament la mostra amb el vortex. Mesurar la OD a 550 nm.

. Tub de I'assaig 3-galactosidasa: Prendre 0,2 mL de cultiu i afegir-hi 0,8 mL de Tampé Z

i 5 uL de tolue. Preparar un tub com a blanc utilitzant LB. Seguir els seglients

passos:

. Barrejar vigorosament les mostres amb el vortex.
. Evaporar el tolue durant 1 h a 37 °C en agitacio.
. Incubar les mostres a 28 °C per atemperar-les.

. Afegir 0,2 mL de ONPG (4 mg/mL, es prepara dissolent-lo en tampd fosfat 0,1 M

pH 7). Comptar el temps que triga la mostra a tornar-se de color groc.

. Aturar la reaccid afegint 0,5 mL de Na,CO; 1 M.

Agitar i guardar en la foscor.

Mesurar-ne la OD a 550 nm i a 420 nm.

10. Fer el calcul de les UM amb la férmula descrita anteriorment.
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Taula 3.11. Solucions assaig B-galactosidasa

Tampé6 Z 4,26 g Na,HPO, (60mM)
2,76 g NaH,04 x H,0 (40 mM)
0,372 g KCI (10 mM)
0,123 g MgS0,4 x 7H,0 (1 mM)
1,75 mL B-mercaptoetanol (50 mM)
Dissoldre en aigua destil-lada, enrasar a un volum final de 500 mL i ajustar el pHa 7.
Tamp6 fosfat 1,42 g NaH,PO, x H20 (0,1 M)
1,38 g Na,HPO, (0,1 M)
Dissoldre en aigua destil-lada, enrasar a un volum final de 100 mL. i ajustar a pH 7.
Guardar a4 °C.
ONPG Es pesa a una concentracié de 4 mg/mL i es dissol en tampd fosfat 0,1 M a pH 7. Es
prepara de nou cada cop que s’ha d’utilitzar i es manté protegit del contacte amb la llum.
Carbonat de sodi 6,2 g Na,CO; x H,0 (1 M)

Es dissol en 50 mL d’aigua destil-lada i es prepara de nou per a cada experiment.

3.14. Metodes de manipulacié de proteines.

3.14.1. Sobreproduccié de proteines recombinants en E. coli BL21 (DE3).

La proteina recombinant LuxR que s’ha generat en aquest treball s’ha produit en E. coli,
mitjancant plasmidis d’expressié de la série pET (Novagen). Aquests plasmidis es caracteritzen
per a presentar un promotor fort com és el promotor del fag T7. Per tal que es pugui expressar
la proteina, és necessari transformar el plasmidi en una soca portadora de la T7 RNA
polimerasa que es troba sota el control del promotor lac i que s’indueix per IPTG. En aquest
treball s’han utilitzat les cél-lules d’E. coli BL21 (DE3) que porten el ADE3 lisogen que conté el

gen de la T7 RNA polimerasa.

Aquest sistema de plasmidis d’expressié també permet generar fusions entre la proteina
d’interés i varis tipus de cues peptidiques (His-Tag®, S-Tag™, T7-Tag™, HSV-Tag™) per a
facilitar-ne la posterior deteccié o purificacié. En el nostre cas, no ens interessava la purificacié

per I'analisi que voliem realitzar.

En aquest treball s’ha produit una proteina recombinant amb el regulador del tipus LuxR,
codificat en 'ORF smlt1839 de la soca de S. maltophilia E77. S’han utilitzat els nucleotids p23 i
p24 per tal d’amplificar el gen smit1839 i posteriorment clonar-lo en el plasmidi d’expressio
pPET22b digerit amb les dianes Ndel i Xhol. Afegir la diana Ndel en el primer p23 aporta la
primera Metionina de la proteina, aixi ens assegurem del correcte patré de lectura i per tant
prescindim de les tres primeres bases (ATG) de I'ORF sm/t1839. Per tal que no es produeixi una
fusid transcripcional amb la cua de 6xHis en I'extrem C-terminal i no afecti posteriors analisis
no hem prescindit del codé STOP de I'ORF sm/t1839. A la segiient Figura 3.18 s’esquematitza

com s’ha produit aquesta construccié en el plasmidi pET22b.
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Figura 3.18. Representacio esquematica del plasmidi que ens permetra la sobreproduccié de la
proteina LuxR en la soca d’E. coli BL21 (DE3). S’indiquen les dianes de clonacié Ndel i Xho amb les quals
s’ha clonat el gen sm/t1839 presents en el MCS del plasmidi pET22b. ORF del marcador de resisténcia
Amp. Imatge generada amb el programa Vector NT1.

3.14.1.1. Procediment de sobreproduccié proteina LuxR.

1. Sembrar un cultiu de nit de la soca BL21 (DE3) portadora del plasmidi d’expressid
pET22b-proteina LuxR recombinant en 10 ml LB-Amp (100 pg/mL). Deixar
incubant amb agitacid a 37 °C. durant tota la nit.

2. Realitzar una resembra 1/100 del cultiu de nit en 10 mL de LB fresc-Amp (100 pg/mL) i
incubar a 37 °C en agitacié.

3. Controlar I'absorbancia del cultiu a 550 nm i quan aquesta arribi a 0,5 induir el cultiu
amb IPTG a una concentracié final de 1 mM.

4, Deixar induint durant 3,5 h.

5. Analitzar les mostres en funcié de l'assaig realitzat i guardar les mostres per

I’electroforesi de proteines.

3.14.2. Electroforesi de proteines.

Els extractes proteics s’han separat mitjancant gels de poliacrilamida i SDS (SDS-PAGE),
tecnica basica per a separar les proteines en funcié del seu pes molecular descrita per Laemmli
(1970), emprada en aquest treball amb algunes modificacions. Les proteines es desnaturalitzen
a 100 °C en presencia de SDS i B-mercaptoetanol. El detergent anionic SDS permet que les
proteines adquireixin una carrega superficial negativa que fa que migrin cap a I'anode en
preséncia d’un camp eléctric, i el B-mercaptoetanol és una agent reductor que trenca els ponts
disulfur. D’aquesta manera, les proteines migren en funcié del seu pes molecular. La

visualitzacio dels gels s’obté mitjancant la tincié amb el colorant blau de Commassie.
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En aquest treball s’han realitzat gels SDS-PAGE al 12,5 % d’acrilamida. La identificacié per
empremta peptidica s’ha realitzat a partir de la digestié amb tripsina d’una de les bandes
provinents del gel SDS-PAGE. L’analisi i identificacio de la proteina sobreproduida s’ha realitzat
per espectrometria de masses en I'equip Ultraflex Extreme MALDI-TOF (Bruker Daltonics) en el

Servei de Proteomica i Biologia Estructural (SepBioEs), de la UAB.
3.15. Assaig d’unié a AHLs.

Mitjancant la sobreproduccid de la proteina reguladora LuxR en presencia d’AHLs
sintetiques i posterior analisi per CCF, ens ha permeés identificar quines molécules d’AHLs

s’uneixen al regulador LuxR.

El procediment realitzat en aquest treball s’ha fet tal i com descriu Subramoni i Venturi

(2009), amb algunes modificacions que es descriuen més detalladament a continuacio:

1. Fem créixer en agitacié 10 mL de LB-Amp (100 pg/mL) a 37 °C un cultiu de nit d’E. coli
BL21 (DE3) amb el plasmidi pET22b o bé el plasmidi pET22b-LuxR.

2. l’endema es fa una ressembra 1/100 en 20 mL de LB-Amp (50 pug/mL) a 37 °C.

3. Quan la OD a 550 nm és de 0,1, afegim les AHLs que volem estudiar a concentracid
final de 10 uM o 20 uM. S’elimina el solvent d’acetat d’etil al SpeedVac de la
solucié stock 10 mM i es ressuspén la mostra amb 20 pl d’etanol.

4. Quan la OD a 550 nm és de 0,6 afegim al cultiu IPTG a concentracié final 1 mM. Els

cultius s’incuben durant 3,5 h.

5. Després de 3,5 h es mesuren les absorbancies dels cultius i es processen el mateix
nombre de cel-lules per a cada mostra.
6. S’agafa petit volum de mostra pel gel SDS-PAGE corresponent a OD de 1

(aproximadament 500 pl)

7.La resta de cultiu 19,5 mL es centrifuga 3000 g per separar les cél-lules del
sobrenedant per tal de rentar el pellet de cél-lules amb 20 ml de PBS al 1 %
[wt/vol] i eliminar les restes d’AHLs que no s’hagin unit al regulador LuxR. Aquest
pas es repeteix quatre vegades i cada cop es canvia el tub on es centrifuguen i
netegen els botons de cel-lules.

8. Finalment resuspenem el pellet de cél-lules amb 10 mL de PBS al 1 % [wt/vol] i es fa
una extraccié de les AHLs amb 10mL d’acetat d’etil (amb 0,1 % acid glacial acetic)

per tal d’extreure les AHLs que s’hagin pogut unir al regulador LuxR.
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9. Els extractes d’acetat d’etil s’assequen al SpeedVac i es resuspenen amb ACN per tal
de ser analitzats per CCF i realitzar un bioassaig per a detectar AHLs (vegeu com es

realitzen aquests assaigs a I'apartat de Materials i Métodes 3.6).
Cadascuna de les molecules d’AHLs sintetiques escollides per aquest assaig (C8oxo-HSL,
C8-HSL i C10-HSL) les hem estudiat per separat tant en les soques problema BL21 (DE3)
PET22b-LuxR com en les soques control BL21 (DE3) pET22b. Aquest assaig s’ha repetit en tres

experiments independent per a cada molécula i concentracié d’AHLs sintétiques emprades.
3.16. Assaigs de formaciod de biofilms.

3.16.1. Biofilms en plaques de poliestiré de 96 pous.

En aquest assaig la formacié de biofilms es determina per I'habilitat de les cel-lules a
adherir-se a les parets i la base dels pous de les plaques de poliestire. La quantificacié de
biofilms formats per les soques de S. maltophilia i P. aeruginosa estudiades, s’ha realitzat a
partir de la tincié amb cristall violeta (CV) en plaques de poliestiré de 96 pous amb algunes

modificacions respecte els protocols de O'Toole i Kolter (1998) i Ferrer-Navarro, et al., (2013).

Primerament es fan créixer les soques a testar en cultius de nit en medi LB i 37 °C en
agitacié. L'endema es realitzen aliquotes de 200 ul en cadascun dels pous després d’igualar
tots els inoculs inicials a OD a 550 nm de 0,1. El biofilm s’incuba el temps i temperatura
necessari per a cada experiment. Abans de comencar la tincié amb CV es mesura a 620 nm la
densitat optica de cadascun dels pous per tal de normalitzar a posteriori el creixement de cada
soca respecte I'absorbancia obtinguda de la tinci6 amb el CV. Després es renta la placa de
poliestiré tres vegades amb aigua destil-lada, es fixa i s’asseca el biofilm durant 1 h
aproximadament a I’estufa de 60 °C i es tenyeix cada pou durant 15 min amb 200 ul CV 0,1 %
[wt/vol] a temperatura ambient. Passat aquest temps s’elimina I'excedent de CV rentant la
placa de poliestiré tres cops en aigua destil-lada i s’asseca de nou durant 30 min a I'estufa de
37 °C. Per a dissoldre el CV unit al biofilm format s’afegeixen a cada pou 250 ul d’acid glacial

acetic 33 % [wt/vol] durant 15 min i es quantifica I'absorbancia a 550 nm.

L'aparell utilitzat per a la quantificaci6 de I’absorbancia ha estat el VictorV31420
multilabel counter Wallac amb programari wallac 1420 workstation. S’han realitzat vuit
répliques per a cada soca en tres experiments independents per a cada condicié de cultiu

estudiada.
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3.16.1.1. Activitat 1QS en plaques de poliestiré de 96 pous.
L'estudi de la degradacido de biofilm estudiat en plaques de poliestire de 96 pous
mitjangant I'addicio el sobrenedant de B. subtilis A24 s’ha realitzat tal i com descriuen Ramli, et

al., (2012) amb algunes modificacions.

S’ha afegit un 1 % o 10 % de sobrenedant filtrat de la B. subtilis A24 en cadascun dels pous
que contenia 200 pul de volum final amb el cultiu de la soca d’estudi a OD inicial de 0,1 mesurat
a 550 nm. S’ha incubat el biofilm el temps necessari per analitzar l'activitat 1QS del
sobrenedant en funcié de I'adhesié de les soques d’estudi a les parets de poliestire. La
quantificacid de biofilms s’ha realitzat com s’ha explicat en I'apartat 3.16.1. S’han realitzat vuit
répliques per a cada soca en tres experiments independents per a cada condicié de cultiu

estudiada.

3.16.2. Biofilms en tubs de vidre.

Per tal d’estudiar el la pel-licula superficial formada en el biofilm (anomenada pellicle),
s’han realitzat cultius en tubs de vidre estérils on hem dipositat 3 mL de medi LB o BM2 a OD
inicial de cultiu de 0,1 mesurada a 550 nm i incubat a 30 °Ci 37 °C durant 48 h sense agitacid.
Passat aquest temps s’aboca el contingut del tub i es fan tres rentats amb molta cura amb
aigua destil-lada. Posteriorment es tenyeix cada tub amb 3,5 mL de CV al 0,1 % [wt/vol] durant
15 min. Es retira el colorant i es renten amb molta cura cadascun dels tubs amb aigua per tal
d’avaluar la pel-licula de biofilm formada a la part més superficial del tub. En aquest
experiment no hem quantificat I'absorbancia emesa pel CV adherit a les cel-lules ja que ens
interessava estudiar la pellicula. S’han realitzat tres répliques per a cada soca en tres

experiments independents per a cada condicid de cultiu estudiada.

3.16.3. Biofilms en cambres de flux.

El sistema de cambra de flux en la formacié de biofilms és una eina molt util i molt usada

per I'estudi in vitro de la formacié de biofilms sota condicions hidrodinamiques de flux.

En aquest treball s’ha usat les soques de S. maltophilia E77 i S. maltophilia E77AsmIt1839
marcades amb el plasmidi pMP7605 que conté la proteina mCherry sota el promotor ptac,
(Lagendijk, et al., 2010). L’electroporacié del plasmidi s’ha realitzat com s’ha explicat
anteriorment en l'apartat de 3.10.2. La formacio de biofilms en cambres de flux laminar s’ha
realitzat sota les mateixes condicions que els autors Ryan, et al., (2008) van utilitzar per a la

soca S. maltophilia K279a.
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El sistema de flux s’ha muntat, preparat i esterilitzat (Figura 3.19-A) tal i com s’ha descrit
préviament en diversos treballs (Tolker-Nielsen & Sternberg, 2011, Crusz, et al., 2012). Es
prepara una dilucié 1/1000 en NaCl 0,9 % [wt/vol] del cultiu de nit crescut en medi ric LB a
37 °C de cadascuna de les soques a estudiar. S’inoculen mitjancant una xeringa 500 pl les
suspensions en cadascun dels tres canals independents de cada cambra de flux (Figura 3.19-B)
i es deixen 2 h sense flux laminar per tal que les cél-lules s’adhereixin a la superficie. Passat
aquest temps es reinicia el flux continu a una velocitat constant de 3,3 mL.h™ que permetra el
pas de medi FABL de forma constant a través de cada canal de la cambra gracies a la bomba
peristaltica (Walson Inc., Wilmington, MA). Els biofilms s’han incubat en cambres a 37 °C
(Figura 3.19-B) i monitorat durant 96 h en el microscopi CLSM, Confocal Laser Scanning
Microscopy, (Zeiss LSM510; Carl Zeiss, Jena, Germany) equipat amb els detectors necessaris
per a captar la fluorescencia emesa per les proteines fluorescents com Cfp, Gfp, Tfp i mCherry.
(Figura 3.19-D). Les imatges de fluorescéncia obtingudes al microscopi s’han processat en el
programari Imaris (Bitplane). Cada soca ha estat estudiada en paral-lel en tres canals i s’han
capturat dotze imatges en cada canal en els diferents temps. Per a coneéixer treballs inicials
sobre aquesta metodologia es pot consultar la seglient bibliografia (Davies, et al., 1998,
Christensen, et al., 1999, Haagensen, et al., 2007). Aquesta metodologia es va dur a terme
durant I'estada predoctoral de tres mesos en el centre d’investigacié Costerton Biofilm Center,
Department of International Health, Immunology and Microbiology, Faculty of Health and

Medical Sciences, University of Copenhagen, Denmark.

Figura 3.19. Sistema de cambres de flux . A, Esterilitzacié del sistema. B, Inoculacié de la cambra de
flux on s’estudiara la formacié dels biofilms. C, Incubacié de les cambres de flux. D, Visualitzacié del
biofilm que es va formant a la cambra de flux al microscopi CLSM.

84



Materials i Méetodes

3.17. Motilitat del tipus swarming.

La motilitat del tipus swarming en S. maltophilia E77 s’ha realitzat tal i com descriuen els
autors Overhage, et al., (2007) per P. aeruginosa amb algunes modificacions com per exemple
que I'agar usat en aquest treball és I'agar Noble (Difco™), la temperatura d’incubacio de 30 °Ci
el temps d’incubacié d’'una setmana. El protocol de motilitat del tipus swarming per S.
maltophilia s’ha descrit amb anterioritat en el nostre laboratori publicat en el treball realitzat

per Ferrer-Navarro, et al., (2013).

Per a preparar les plaques de swarming cal preparar el mateix dia de I'assaig la quantitat
de BM2-agar (0,5 %) que volem utilitzar, segons les plaques que s’hagin d’emprar i es realitzen
triplicats per cada assaig. S’utilitza un falcon de 50 mL estéril o pipeta de 25 mL per tal
d’abocar 25 mL de medi en cadascuna de les plaques de Petri de 90 mm o 10 mL en plaques de
Petri de 55 mm. Un cop abocat el medi s’assequen les plaques durant una hora dins de la
campana de flux laminar. El mateix dia s’inoculen les plaques usant escuradents estérils amb
punta arrodonida que ens ajuden a dipositar amb molta cura la coldnia sobre la superficie del
medi BM2-agar (0,5 %) ja solidificat evitant trencar-lo. Les plaques de swarming s’incuben
boca amunt a 30 °C durant una setmana en el cas de S. maltophilia i 24 h a 37 °C en el cas que
s’estudii P. aeruginosa. Cal remarcar que I'inocul de colonia prové d’una placa fresca on s’ha
estriat la soca d’estudi com a maxim 48 h abans de I'assaig del swarming. Segons I'experiment

es pot segellar la placa amb parafilm per tal d’evitar que s’assequin les plaques a I'incubador.

3.17.1. Estudi de la motilitat del tipus swarming a partir de 'addicié de diferents

mostres a les plaques de swarming.

En el cas que es dipositin AHLs sintétiques dissoltes en ACN, extractes de sobrenedants
totals provinents de cultius de nit o d’extraccions de sobrenedant amb acetat d’etil, aquests
son previament filtrats amb filtres de 0,22 um. Un cop dipositats els volums de entre 5-20 pl a
2 cm del punt on s’ha realitzat I'indcul, no s’"han de moure les plaques a I'incubador fins que el

volum no s’hagi assecat del tot. Vegeu esquema a la Figura 3.20.

Es realitzen com a minim dos repliques per a cada assaig i tres experiments independents.
Les plaques control es realitzen sempre paral-lelament en cada experiment on només s’afegeix
el solvent usat en cada cas amb intencionalitat de controlar que no es produeix cap efecte

inhibitori o estimulant per part del solvent en la motilitat del tipus swarming.
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Les plaques de swarming s’han escanejat utilitzant I'escaner Epson perfection V5000

photo amb programari Epson Scan v.3.74ES.

v o2cm

Figura 3.20. Esquema de plaques de swarming. Placa de swarming en medi BM2 on s’assaja la
motilitat a partir de I'addicié de diferents mostres (entre 5- 20 pl) a 2 cm de I'inocul inicial que prové
d’estria fresca en medi LB. Aquest procediment es realitza dins la campana de flux laminar. Figures
extretes del banc d’imatges de la pagina Servier Medical Art.

3.18. Analisi estadistic.

L'analisi estadistic s’ha realitzant utilitzant el programa GraphPad Prism versido 5
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). La comparativa de les dades fenotipiques de
formacié de biofilm i activitat B-galactosidasa s’ha realitzat mitjancant I’analisi unidireccional
de variancia (ANOVA) amb comparacid multiple post-test de Bonferroni. p<0,05 s’ha

considerat significatiu.

3.19. Analisi bioinformatic.

3.19.1. Bases de dades.

Totes les seqliencies utilitzades s’han obtingut de la base de dades NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) i també s’ha utilitzat la cerca de seqiiéncies i genomes

complets a la web de Microbesonline (http://www.microbesonline.org).

3.19.2. Analisi de gens i proteines.

Els seglients programes bioinformatics han permés una millor caracteritzacié dels gens
candidats i els seus subproductes proteics predits: Blastn, Blastp, PSI-BLAST | PFAM. Aquests
algoritmes pertanyen al programa BLAST que ofereix el NCBI (National Center of Biotechnology

Information, USA), a través de la pagina web d’Internet (www.ncbi.nlm.nih.gov). El programa
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Clustalwl2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) s’ha utilitzat pels alineaments multiples de

seqliencies. Les comparatives entre genomes s’han visualitzat amb el format interactiu del

programa Artemis (www.sanger.ac.uk). Si no s’indica el contrari no s’han modificat els

parametres predeterminats.

3.19.3. Altres programaris utilitzats.

Els programes Oligo 6 (www.oligo.net) i Vector NT1® (Thermo Fisher Scientific Inc.), s’han
utilitzat pel disseny de primers i representacié esquematica dels plasmidis respectivament. El
programa DNA Baser sequence assambler (Heracle BioSoft S.R.L), s’ha usat per I'acoblament
de seqliéncies i analisi de les seqlienciacions. L’'eina MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) Versié 5 per a generar arbres filogenétics (Tamura, et al., 2011). El programari Imaris
(Bitplane AG, Schwitzerland), per a generar simulacions a partir de I'acoblament d’imatges

provinents del CLSM obtingudes a partir de les seccions a través del biofilm format.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Deteccié de molécules senyal del tipus AHL produides per soques

cliniques de S. maltophilia.

Estudis previs, no han detectat que S. maltophilia sintetitzi AHLs a partir de bioassaigs
realitzats en sembra en forma de “T”, emprant les soques biosensores C. violaceum CV026 i A.
tumefaciens NT1 (pZLR4) (Zhu, et al., 2001, Veselova, et al., 2003). En el present treball, per tal
de detectar si S. maltophilia produeix molecules senyal del tipus AHLs, s’han escollit diferents

soques biosensores i s’han realitzat diferents tipus de bioassaigs.

Diferents treballs demostren que, resultats negatius obtinguts a partir de bioassaigs en
sembra en forma de “T”, és a dir d’extractes crus de sobrenedant, no sén prou determinants
per a predir que la soca problema no produeixi AHLs (Cha, et al., 1998, Laue, et al., 2000, Niu,
et al., 2008). S6én molts factors els que determinaran la deteccié de les molécules senyals en la
soca problema, com per exemple, el rang d’especificitat i la concentracid minima de deteccié
d’AHLs per part de la soca biosensora escollida, aixi com el tipus de bioassaig emprat. La
quantitat d’AHLs produides per la soca problema en les diferents condicions de creixement, en
les que s’estudia la produccié in vitro, és un factor a tenir en compte per a una correcta

deteccié de molécules d’AHLs.

4.1.1. Bioassaig en placa a partir de la sembra en forma de “T”.

Quan les estries de tres soques cliniques de S. maltophilia (M30, E77 i K279a), s’enfronten
amb les soques biosensores emprades en aquest tipus de técnica, no es detecta la preséencia
d’AHLs en les estries de S. maltophilia quan s’utilitzen les soques biosensores C. violaceum
CV026 (McClean, et al., 1997), E. coli MT102 (pJBA132) i E. coli IM015 (pJBA89) (Andersen, et
al., 2001), tal i com es mostra a la Figura 4.21-B. Els resultats obtinguts només es mostren per
a la soca clinica de S. maltophilia E77 perd es repeteixen per a les altres dues soques M30 i
K279a. La soca de P. aeruginosa MPAQO1 usada com a control positiu en aquest bioassaig si
estimula l'activitat gfp" de les soques d’E. coli i la produccié de violaceina en la soca

C. violaceum CV026 (Figura 4.21-A).
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Figura 4.21. Bioassaig en placa de LB a partir d’estries enfrontades mitjancant una “T” entre la soca
a testar en I'estria horitzontal enfront de les tres soques biosensores: E. coli MT102 (pJBA132), E. coli
JM105 (pJBA89) i C. violaceum CV026 disposades en paral-lel en les estries verticals. A, Soca control,
P. geruginosa MPAO1 (AHL'). B, Soca problema, S. maltophilia E77. Incubacié durant 24H a 30 °C.
Activitat gfp" detectada en per microscopi de fluorescéncia.

4.1.2. Bioassaig en placa a partir de tip de colonia.

La soca biosensora ultrasensible d’A. tumefaciens KYC55, s’ha escollit per aquest treball
perque és la soca biosensora que hem trobat a la bibliografia amb major sensibilitat a baixes
concentracions d’AHLs exogenes i variabilitat davant de un rang més ampli de molécules del
tipus AHLs (Zhu, et al., 2003). A la Figura 4.22, es mostra el bioassaig més senzill que es pot
realitzar amb aquesta soca biosensora, el qual és positiu per les tres soques cliniques de
S. maltophilia M30, E77 i K279a. S’han estudiat en paral-lel els controls positiu (P. aeruginosa

MPAO1) i negatiu (E. coli DH5a).

Figura 4.22. Bioassaig en placa amb medi AT-agar tou i X-gal que conté en suspensid la soca
biosensora A. tumefaciencs KYC55. Tip de colonia de les diferents soques problema inoculades en les
plaques A i B. Soques control: P. aeruginosa MPAO1 (AHL") i E. coli DH5a (AHL') i soques problema de
S. maltophilia (E77, M30 i K279a). Incubacié 24 h a 30 °C.
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4.1.3. Bioassaig en placa a partir de sobrenedants totals concentrats.

El bioassaig positiu a partir de colonia realitzat amb la soca biosensora d’A. tumefaciens
KYC55 suggereix la presencia d’AHLs en els sobrenedants de les diferents soques de
S. maltophilia testades. Per tal de concentrar les possibles AHLs presents en els sobrenedants
de S. maltophilia s’han realitzat extraccions de sobrenedants totals a partir de cultius de nit
saturats de les soques cliniques M30 i E77 . L'extraccié de les molecules d’AHLs dels
sobrenedants s’ha realitzat amb el solvent d’acetat d’etil i posteriorment s’han concentrat

aquests en el rotavapor (Shaw, et al., 1997).

A la Figura 4.23-A es mostra el bioassaig realitzat per a detectar AHLs de cadena curta en
els sobrenedats concentrats de S. maltophilia extrets amb acetat d’etil, mitjangant la técnica
de doble capa de LB-agar tou amb la soca biosensora C. violaceum CV026. El bioassaig és
negatiu per als sobrenedants concentrats de S. maltophilia M30 i E77. Com a control positiu
s’ha utilitzat en aquesta placa la molécula sintética C6-HSL (s’han dipositat 2 pl de la

concentracié stock 10 mM).

En canvi, els sobrenedants concentrats de S. maltophilia M30 i E77 sén positius en el
bioassaig realitzat amb la soca biosensora d’A. tumefaciens KYC55 (en placa de medi AT-agar

tou i X-gal) tal i com es mostra a la Figura 4.23-B.

Figura 4.23. Bioassaig en placa a partir de dipositar sobrenedants concentrats extrets amb acetat
d’etil de les soques problema de S. maltophilia (M30 i E77). A, Bioassaig en doble capa de LB-agar tou
que conté suspensid de la soca biosensora C. violaceum CV026. 2 ul molécula sintética C6-HSL (10 mM)
dipositada com a control positiu. B, Bioassaig en placa de medi AT-agar tou i X-gal que conté suspensid
de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55.
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4.2. Separacio del sobrenedant concentrat de S. maltophilia per HPLC.

La separacié cromatografica per HPLC dels sobrenedants concentrats de S. maltophilia
M30 i E77 s’ha realitzat per tal de poder separar i purificar les AHLs presents en els
sobrenedants d’aquestes soques, els quals en I'apartat anterior han donat resultats positius en
bioassaig realitzats en placa. Aquesta metodologia s’ha descrit anteriorment per altres
especies bacterianes en nombrosos treballs (McClean, et al., 1997, Camara, et al., 1998, Laue,
et al., 2000). Primerament s’han separat per HPLC diferents AHLs sintétiques per a poder usar-
les com a patrons i coneixer els diferents temps de retencié en columna segons la seva

polaritat.

Cadascuna de les fraccions obtingudes per HPLC a partir del fraccionament del
sobrenedant concentrat, s’han assajat en bioassaig per tal de purificar les AHLs hipotétiques
produides per S. maltophilia. Les fraccions de les AHLs purificades en el HPLC també s’ha
assajat per bioassaig perquée ajuden a caracteritzar els temps de retencié de les diferents AHLs

sintetiques estudiades.

4.2.1. Separacid i purificacio per HPLC de les AHLs sintéetiques.

Els stocks de les AHLs sintétiques s’han analitzat a la columna de HPLC usant la columna
Cg de fase reversa mitjangant un gradient de 10-70% v/v de ACN en aigua Chromasolv® grau
HPLC (Sigma), a una velocitat de flux de 1 mL/min a 210 nm durant 50 min, escollit com a

temps de monitoratge.

Cada pic obtingut ens indicara el temps de retencié de cadascuna de les molecules
estudiades i permetra estudiar la puresa de les mostres de les AHLs sintétiques. Aquestes han
estat la C6-HSL, C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL. La concentracié injectada a la columna ha estat
de 20 pl de la concentracid stock 10 mM. A la Figura 4.24, es pot observar els diferents pics
corresponents a les diferents AHLs injectades. Tal i com s’esperava, les moléecules amb cadena
acil més llarga, tenen temps de retencié més llargs a la columna ja que sén més hidrofobiques
que les de cadena curta. Amb els cromatogrames obtinguts de les AHLs sintetiques ens
asseguren que aquesta metodologia és adient per a separar les AHLs hipotetiques que pugui

haver en el sobrenedant de S. maltophilia.
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Figura 4.24. Cromatogrames de HPLC de diferents AHLs sintétiques estudiades utilitzant una
columna Cg de fase reversa amb un gradient de ACN (10-70% v/v) durant 60 min. A, C6-HSL; B,
C8oxo0-HSL; C, C8-HSL; D, C10-HSL.

4.2.1.1. Bioassaigs de les fraccions de HPLC provinents de les AHLs sintétiques.

Les fraccions properes als pics per cadascuna de les AHLs sintetiques injectades a la
columna de HPLC s’han estudiat amb les soques biosensores C. violaceum CV026 (Figura 4.25-
A) i A. tumefaciens KYC55 (Figura 4.25-B), realitzant bioassaigs en placa tal i com s’ha explicat
anteriorment a l'apartat de Materials i Metodes 3.3. Es pot observar com totes dues soques
biosensores detecten les AHLs presents a les fraccions corresponents als pics de les AHLs
sintetiques C6-HSL, C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL. En aquesta mateixa figura també s’observa
que la soca biosensora C. violaceum CV026 detecta molt feblement les fraccions provinents de
la cromatografia realitzada amb la molecula C10-HSL i que la molécula que més detecta és la
molécula C6-HSL (sent positives totes les fraccions properes al pic). Aixo és degut al fet que
aquesta soca biosensora és adient per a la deteccié d’AHLs de cadena curta com ja s’ha

explicat anteriorment.

Podem determinar doncs que per aquest tipus de cromatografia els temps de retencié per
les AHLs sintetiques estudiades es corresponen als temps (minuts) 16 i 17 per I’AHL del tipus
C6-HSL, temps 24 i 25 per 'AHL del tipus C8oxo-HSL, temps 34 i 35 per I’AHL del tipus C8-HSL i
temps 44 i 45 per I’AHL del tipus C10-HSL.
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Figura 4.25. Bioassaigs de les fraccions recollides per HPLC per cadascuna de les AHLs sintetiques.
S’han examinat les fraccions corresponents als pics. S’ha utilitzat com a soques biosensores C. violaceum
CV026 (A) i A. tumefaciens KYC55 (B). Incubacié de les plaques 24 h a 30 °C en medi LB i AT
respectivament.

4.2.2. Separacid dels sobrenedants concentrats de S. maltophilia i purificacié de les

AHLs presents per HPLC.

Per tal de caracteritzar les possibles molecules d’AHLs presents en els sobrenedants de les
soques cliniques de S. maltophilia M30 i E77, s’han separat per HPLC els sobrenedants
concentrats extrets amb acetat d’etil. Aquests s’han separat tal i com s’ha descrit per les AHLs
sintetiques, és a dir, s’ha utilitzat la mateixa columna i condicions de gradient i temps de

monitoratge.

A la Figura 4.26 es mostren els cromatogrames obtinguts de la separacié per HPLC dels
sobrenedants concentrats de les soques de S. maltophilia M30 i E77. El fraccionament permet
separar del sobrenedant total les possibles AHLs que pugui haver-hi en el global de molécules
extretes amb acetat d’etil i purificar en una o varies fraccions les diferents AHLs produides per

la soca problema.
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Figura 4.26. Cromatogrames de HPLC dels sobrenedants concentrats extrets amb acetat d’etil de
les soques de S. maltophilia M30 i E77 utilitzant una columna Cg de fase reversa en un gradient de ACN
(10-70 % v/v). S’han recollit 50 fraccions d’1 mL corresponents amb els 50 min.

4.2.2.1. Bioassaigs de les fraccions de HPLC provinents dels sobrenedants de
S. maltophilia.

Un cop separats els sobrenedants de les soques de S. maltophilia M30 i E77, les 50
fraccions recollides per HPLC han estat concentrades 10 cops per tal de ser testades en placa
de bioassaig amb l'objectiu de poder separar i purificar les AHLs que pugui contenir el
sobrenedant concentrat de S. maltophilia. A la Figura 4.27, es mostren les fraccions positives
obtingudes del sobrenedant concentrat de la soca E77 a partir dels bioassaig realitzats en placa
de medi AT-agar tou i X-gal que conté suspensié de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55.
Com es pot observar hi ha sis fraccions que activen la soca biosensora originant un halo blau
en el lloc on s’ha dipositat la mostra. Aixo ens suggereix que hi ha diferents tipus d’AHLs en els

sobrenedants extrets.

Gracies a que s’han estudiat les AHLs sintetiques en les mateixes condicions de
cromatografia i bioassaig s’han pogut comparar els temps de retencid obtinguts de les
fraccions positives dels sobrenedants de S. maltophilia E77 o M30 amb les de les AHLs
sintétiques (patrons). Sembla doncs que en el sobrenedant de S. maltophilia E77, conté
fraccions positives que es corresponen amb els temps de retencié anteriorment estudiats per
les AHLs sintétiques corresponents a les molecules: C8oxo-HSL (fraccions 25 i 26), C8-HSL

(fraccions 34 i 35) i C10-HSL (fraccid 44). La fraccié 20 positiva en el bioassaig no la podem
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atribuir a cap tipus d’AHL pergué no tenim cap referencia patré que ens indiqui quina podria

ser.

En aquest treball només es mostren els resultats obtinguts per a la soca E77 perd també
s’han realitzat els mateixos bioassaigs per a la soca M30 obtenint els mateixos resultats
(resultats no mostrats). Tampoc no es mostren els resultats negatius obtinguts a partir dels
bioassaigs realitzats amb la soca biosensora C. violaceum CV026 de totes les fraccions

assajades provinents dels sobrenedant de S. maltophilia M30 i E77.

Cada vegada que s’ha fet una cromatografia s’ha realitzat amb anterioritat un control
negatiu de HPLC injectant a la columna aigua Chromasolv® grau HPLC en comptes de mostra.
S’han realitzat bioassaigs de totes les fraccions recollides i concentrades d’aquest control. Els
resultats obtinguts han estat negatius tal i com s’esperava per a totes les fraccions en ambdues

soques biosensores.

Figura 4.27. Bioassaigs en medi AT realitzats amb la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 de les
fraccions (1-50) recollides per HPLC del sobrenedant concentrat de S. maltophilia E77 extret amb acetat
d’etil. A les figures A i B s’indiquen només les diferents fraccions positives corresponents als diferents
temps de retenci6 on s’han separat les AHLs hipotetiques presents en els sobrenedants de
S. maltophilia. Incubacié de les plaques 24 h a 30 °C.

4.3. Caracteritzacio de les AHLs presents en els sobrenedants de

S. maltophilia per CCF.

Les cromatografies de capa fina realitzades sobre diferents suports, ens han permes
detectar les diferents molécules d’AHLs presents ens els sobrenedants concentrats de
S. maltophilia i en les fraccions positives provinents del HPLC. En funcid de la migracié que han
sofert al llarg de la capa fina, hem pogut comparar els seus valors R amb els que hem obtingut

paral-lelament de les AHLs sintétiques o patrons. La capa de bioassaig que es diposita sobre la
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capa fina, s’ha fet amb la soca biosensora ultrasensible A. tumefaciens KYC55, la qual ha
permes detectar les AHLs presents en els sobrenedants i fraccions de HPLC provinents de
S. maltophilia en els bioassaigs mostrats anteriorment. La separacié per CCF permet fer una
caracteritzacié preliminar de les AHLs hipotétiques produides per aquest bacteri (McClean, et

al., 1997, Shaw, et al., 1997, Laue, et al., 2000).

4.3.1. CCF dels sobrenedants totals concentrats de S. maltophilia i fraccions positives

HPLC amb suport de Silica gel 60.

La CCF realitzada sobre el suport de Silica gel 60 emprant per a la cromatografia el solvent
d’acetona-hexa (55:45, v/v), ha fet evident la preséncia de diferents taques en cadascun dels
carrils on s’han estudiat els sobrenedants de les soques de S. maltophilia M30i E77. A |a Figura
4.28-A, es poden observar els Ry de les AHLs sintétiques que s’han usat com a patrons en
aquest treball i que ens serveixen per comparar-los amb els sobrenedants concentrats totals
extrets de les soques de S. maltophilia. A priori, en les cromatografies dels sobrenedants totals
de S. maltophilia M30 i E77 (Figura 4.28-B), s’han detectat dues taques diferenciades que es
poden assignar a possibles molécules d’AHLs del tipus C8oxo-HSL i C8-HSL o C10-HSL tenint en

compte els Ry de les AHLs sintétiques

A la Figura 4.29-C, observem el mateix tipus de cromatografia realitzada amb les fraccions
positives de S. maltophilia E77 provinents del HPLC (F25, F34 i F44) les quals coincideixen amb
els temps de retencid de les AHLs sintétiques C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL respectivament. Els
R; obtinguts per les fraccions son molt semblants als Ry esperats quan els comparem amb es
AHLs sintetiques corroborant doncs la caracteritzacié preliminar per HPLC i CCF de les AHLs

presents en el sobrenedant de S. maltophilia E77.
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Figura 4.28. CCF dels tipus Silica gel 60. AHLs sintetiques (A) i sobrenedants concentrats de les
soques de S. maltophilia M30 i E77 (B) sén separats mitjangant la capa fina i el solvent organic
d’acetona/hexa (55:45, v/v). Posteriorment es revela la CCF amb una capa de medi AT-agar tou i X-gal
amb suspensié de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 i s’incuba 24 h a 30°C.

Figura 4.29. CCF dels tipus Silica gel 60. AHLs sintétiques (A) i fraccions positives obtingudes en
HPLC dels sobrenedants concentrats de la soca de S. maltophilia E77 (C) sén separades mitjancgant la
capa fina i el solvent organic d’acetona/hexa (55:45, v/v). Posteriorment es revela la CCF amb una capa
de medi AT-agar tou i X-gal amb suspensid de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 i s'incuba 24 h a
30 °C.
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4.3.2. CCF dels sobrenedants totals concentrats de S. maltophilia amb suport de

C,5 de fase reversa.

La CCF realitzada sobre suport C;5 de fase reversa i solvent metanol-aigua (60:40, v/v), ha
fet evident la preséncia d’AHLs en els sobrenedants extrets amb acetat d’etil de les soques de
S. maltophilia M30, E77 i K279a (vegeu la Figura 4.30). En aquesta CCF, com a patrons s’han
dipositat les AHLs sintetiques C6-HSL, C8oxo-HSL i C8-HSL aixi com el sobrenedant extret amb
acetat d’etil de la soca de P. aeruginosa MPAQO1 que presenta diferents taques perque
produeix diferents tipus d’AHLs (Shaw, et al., 1997). En aquest tipus de cromatografia no
s’observen varies taques en els carrils de S. maltophilia com en el suport de Silica gel 60.
També veiem que el sobrenedant de S. maltophilia que dona més senyal es correspon amb la
soca E77 seguit de la K279a i M30 tot i que les tres taques presenten el mateix Ry que es

correspondria entre els temps de retencié de la C6-HSL o la C8oxo-HSL.

Chene-HEL Ri8em Ry7.5em R Bem R Bem RyEem

CReno=-HSL i'.:‘;“

Ry 4.5cm

Ci1dono-HSL

C12owe-HSEL

P A

Figura 4.30. CCF dels tipus C,;3 de fase reversa. Sobrenedants concentrats de les soques de
P. aeruginosa MPAOQOL1 i S. maltophilia M30, E77 i K279a i AHLs sintétiques sén separats mitjancant la
capa fina i el solvent organic de metanol /aigua (60:40, v/v). Posteriorment es revela la CCF amb una
capa de medi AT-agar tou i X-gal amb suspensié de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 i s’incuba
24ha30°C.

Tot i que normalment només s’indica que P. aeruginosa produeix les molécules d’AHLs del
tipus C4-HSL i C120x0-HSL, les quals van ser les primeres AHLs descrites i caracteritzades en
aquesta espécie (Pearson, et al., 1994, Pearson, et al., 1995), també s’han detectat en el

sobrenedant d’aquesta espécie les molecules C6-HSL, C6oxo-HSL, C8oxo-HSL i C10oxo-HSL
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(Winson, et al., 1995, Shaw, et al., 1997, Erickson, et al., 2002). A la CCF de la Figura 4.30, es
pot observar que amb la metodologia d’extraccio i deteccié de molecules d’AHLs emprades en
aquest treball podem detectar quatre de les sis AHLs diferents descrites en P. aeruginosa fet
gue indica que la metodologia és molt robusta. Mitjancant la soca d’A. tumefaciens KYC55
corroborem els resultats mostrats per Shaw, et al.,(1997) on detecten per CCF i amb la soca
biosensora d’A. tumefaciens NT1 les mateixes AHLs en el sobrenedant de la soca de

P. aeruginosa MPAO1.

Les uniques AHLs que no s’han detectat en el sobrenedant de P. aeruginosa MPAQ1 per
CCF son les corresponents a les molecules C6-HSL i C4-HSL. La C6-HSL probablement no la
diferenciem de la C8oxo-HSL a la CCF perqueé els Ry d’aquestes molecules en la CCF Cy5 de fase
reversa son molt semblants. Pel que fa a la molécula C4-HSL no es detecta amb la soca
biosensora A. tumefaciens KYC55, degut que aquesta soca biosensora no detecta AHLs de
cadena inferior a sis carbonis. A continuacio (Figura 4.31-A), mostrem els bioassaigs realitzats
amb les fraccions del sobrenedant de P. aeruginosa MPAQO1 provinents de HPLC corresponents
als temps de retencid entre 1i 9 emprant la soca C. violaceum CV026. Les fraccions 3, 4 i 5 del
sobrenedant separat de P. aeruginosa MPAO1 sén positives en aquest bioassaig, les quals es
corresponen amb el mateix temps de retencié que la molecula C4-HSL sintética separada per
HPLC seguint la metodologia anteriorment esmentada (dades no mostrades). També es
mostren les fraccions (de la 10 a la 18), provinents de la separacié per HPLC del sobrenedant
de P. geruginosa MPAQ1, les quals s’assagen amb A. tumefaciens KYC55 per a la deteccio de la

molécula C6oxo-HSL (Fraccio 13 i 14) i C6-HSL (Fraccié 17). Vegeu Figura 4.31-B.

Figura 4.31. Bioassaig de les fraccions del sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1 separat per HPLC.
A, en doble capa de LB-agar tou que conté suspensid de la soca biosensora C. violaceum CV026 on s’han
assajat les fraccions de la 1-9. B, en medi AT que conté la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 on s’han
assajat les fraccions de la 10-18. Les fraccions positives 3, 4 i 5 es corresponen amb el mateix temps de
retencidé que la moléecula sintética C4-HSL,les fraccions 13i 14 a la molecula C6oxo-HSL i la fraccid 17a la
molecula sintética C6-HSL. Incubacié de les plaques 24 h a 30 °C.
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4.4. Caracteritzacid de les AHLs presents en els sobrenedants de

S. maltophilia E77 per MS/MS.

L'espectrometria de masses en ha permes caracteritzar les molécules d’AHLs préviament
separades i purificades per HPLC a partir de I'analisi de les fraccions positives en bioassaig
provinents del sobrenedant de la soca S. maltophilia E77. Diferents metodologies realitzades
en aquest treball de separacio, purificacié i deteccid per bioassaig, han posat de manifest que
cadascuna d’aquestes fraccions podria contenir una molécula d’AHLs diferent tal i com s’ha
estudiat en els apartats anteriors. Mitjancant I'espectrometria de masses hem pogut comparar
els espectres obtinguts de les AHLs sintétiques o patrons amb els de les fraccions positives
provinents de sobrenedants separats per HPLC de S. maltophilia E77. En cadascun dels patrons
i fraccions de HPLC s’han buscat les masses/carregues dels ions esperats, és a dir,
corresponents a 228.00-228.30 Da per la C8-HSL (F34); 242.00-242.30 Da per la C8oxo-HSL
(F25) i 256.00-256.30 Da per la C10-HSL (F44). Per corroborar que aquest id corresponia a la
massa teorica de I’AHL esperada, s’han fraccionat aquests ions per tal d’observar si els patrons
de fragmentacié eren els esperats, és a dir, per cada molécula d’AHL s’esperava trobar els pics
corresponents a I'ié 102.1 m/z per "anell homoserina lactona i als ions de les cadenes acil
corresponents a 127.2 m/z per la C8-HSL, 141.2 m/z per la C8ox0-HSL i 155.2 m/z, per la C10-
HSL (McClean, et al., 1997, Laue, et al., 2000, Gould, et al., 2006, Niu, et al., 2008). A la Figura
4.32 es pot observar a la columna de l'esquerra (A,B,C) els espectres obtinguts per les
moléecules AHLs sintetiques. Sobre els espectres de la figura s’han assenyalat amb fletxes els
ions pare esmentats anteriorment i els ions obtinguts un cop s’ha fragmentat aquest, aixi com
I'esquema de la molécula que es correspon amb cada massa/carrega. El mateix podem
observar a la Figura 4.32 (D,E,F) en els espectres obtinguts a partir de les fraccions positives de
S. maltophilia E77 que corroboren la presencia de les molecules C8-HSL, C8oxo-HSL i C10-HSL

presents en el sobrenedant d’aquesta soca.
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Figura 4.32. Espectres de MS/MS de les AHLs sintétiques i les fraccions positives de la soca S. maltophilia E77 amb el mateix temps de retencié que les AHLs
sintétiques en la cromatografia HPLC. Les fletxes indiquen I'ié pare i els fragments obtinguts al col-lisionar aquest (corresponents a la fraccié HSL (102) constant per a

totes les molécules AHLs i la cadena acil). A, Bi C es correspon a les molécules sintetiques C8-HSL, C8oxo-HSL, and C10-HSL respectivament. D, E i F corresponen a les
fraccions F34, F25 i F44 respectivament.
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4.5. Analisis in silico de les proteines implicades en el sistema de

quorum sensing regulat per les AHLs en S. maltophilia.

4.5.1. Conservacio i caracteristiques de la proteina reguladora LuxR en S. maltophilia.

Un cop demostrat que S. maltophilia produeix molécules d’AHLs ens hem proposat
descobrir els gens involucrats en la sintesis (proteines sintases) i recepcié (proteines del tipus

LuxR) d’aquestes molécules autoinductores.

Les proteines del tipus LuxR presenten dos dominis funcionals, un d’unié a la molécula
d’AHL i I'altre d’unié al DNA. La proteina anotada com a LuxR en la soca de S. maltophilia
K279a amb ORF smlt1839, presenta els dominis caracteristics de qualsevol proteina del tipus
LuxR amb els dominis d’'unié a AHL en I’extrem N-terminal (PFAM 03472) i el domini HTH

d’unié al DNA en I'extrem C-terminal (PFAM 001196).

La conservacié de I'estructura primaria entre les proteines del tipus LuxR és molt baixa
(18 %-25 %). Malgrat aix0, els mdultiples alineaments realitzats entre el regulador TraR
d’A. tumefaciens amb altres reguladors del tipus LuxR revelen que hi ha nou residus o
aminoacids identics que es conserven en un 95 % entre totes les proteines del t,ipus LuxR
(Covaceuszach, et al., 2013). Sis d’aquests residus es troben en el domini d’'unié a AHL
(N-terminal) i els altres tres en el domini d’unié al DNA (C-terminal). El domini d’uni6 al DNA és
altament conservat entre les proteines del tipus LuxR mentre que el domini d’unié a AHLs varia
en algunes proteines segurament per acomodar-se a la varietat de molécules autoinductores

(Whitehead, et al., 2001, Zhang, et al., 2002).

Els sis residus conservats del domini d’unié a les AHL s6n hidrofobics o aromatics i formen
una cavitat que permet la unié de les AHLs. Aquests sdn, en funcid de la posicié en el regulador
TraR, triptofan 57 (Ws;), tirosina 61 (Ys), asparagina 70 (D), prolina 71 (P5), triptofan 85
(Wsgs) i glicina 113 (G143). Els tres residus conservats en el domini d’unid al DNA sdn, glutamina

178 (E17g), leucina 182 (L;g,) i glicina 188 (Gags).

A la Figura 4.33, es mostren els residus conservats en aquests dos dominis del regulador
del tipus LuxR de S. maltophilia K279a i es comparen amb altres reguladors del tipus LuxR amb
tots o quasi tots els residus conservats. Per a I'alineament s’han escollit el regulador TraR
d’A. tumefaciens com a regulador amb tots els dominis conservats. La resta de reguladors sén

LuxR “solos”, dels quals s’ha escollit per I'alineament dos que s’ha demostrat que s’uneixen a
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AHLs com ara PpoR de P. putida (Subramoni & Venturi, 2009) i SdiA de S. enterica (Michael, et
al., 2001). A més a més s’ha afegit a I'alineament el regulador OryR de Xhanthomonas spp.,
que tot i conservar el domini d’unié a AHL, s’ha vist que no s’uneix ni respon a les molecules

d’AHLs (Ferluga, et al., 2007).

PpoR MNAPNSQKILFAITKKSQQDGRSFPTI IRVLKRIGSCAPQGVFQMLHWKPEYLRAFVIER &0
sdin 0 @———m———————————— MQDK-————————————————————— DFFSWRRTMLLRFQEME 21
OryR MAKVLGFPCWLSLVGNHRYRG-——————=————=—————— ITMFEILASLGRDLQASQGTVH 42
TraR =  ————— e MOHWLDKLTOLA 12
LuxR = mmm e MTALVQALLEMERAR 15
*
PpoR SPQK--LIFDIAVHLAQDLDMDYLGLNIRIQIATQTPRLYLYSNYPSEWIERYQR-==00F| 115
sdin TAEE--VYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPVPFTRPKVAFYTNYPEAWVSYYQA—-—KHF| T4
OryR SCLDRVFRDVCALGFQSLVYDYAPVPLSMEGALITPTVFMQRNAP GDMQHVWCE —==HGY | 9%
TraR AIEG---DECILKTGLADIADHFGFTGYAYLHIQHRHITAVTNYHRQWQSTYFD—--~KEEF| 6&
LuxR SLSA---1VGAVLRGIAAPLGYDRVLVFATGTGLERGTQRVYWIEGDWFGDGSDTILAGY | T1
PpoR YKQDPAANLSHSSTMPVLWT--———————— DELYKEAPQFREMACLYGLRHGWTQSLHEG| 165
sdia LAIDPVLNPENFSQGHLMWN-—=———=——— DDLFSEAQPLWEAARAHGLRRGVTQYLHMLF | 1286
OryR 'YQHDPVQQRATRRNTPFVWSYRTDGDCAGVEYVGGQHRQVTRY LCDSGMGTGVTVPLHLE | 155
TraR EALDPVVKRARSRKHIFTWSG-—-——— EHERPTLSKDERAFYDHASDFGIRSGITIFIKTA| 121
LuxR LHACPVNRHVLDSDAPFFWSK--————-—-— HOGVRGERYQIVKQPRGEGL-HGLQVEWFGET| 122
*.o. .ok, H H . *: * ]
PpoR QHNESQI SVARPNGP IDEVELYDKAGSVQWLCHTLHAVLGEHHLNALCP --PQPEMEERE . 223
sdia NRALGFLSFSRCSAREIPILSDELQLKMQLLVRESLMALMRLNDEIVMT --PEMLFSERE 184
OryR GGAFATFSAAIDAVAAEAIRLAESQLLPFLLLAHAFQARAQELLDPQERRCHHIF LTRREE 213
TraR NGFMSMFTMASDK-PVIDLDREIDAVAAAATIGQIHARI SFLRTTPTAE--DAAVLOPKE 1T7H
LuxR TGLEGAI SVAGTS——-—--- IDASASARLQLAAAATAAFRAARHLVESPAEL-SGSALAETRE 176
. | F .
PpoR LEVLKWSAAGKTAADVASILSLSQSTVNFHIRSVITKTNAANKAGAIAIRALRGW~--~- Z7TH
sdia KEILRWTAEGKTSAEIAMILSISENTVNFHORNMOKKINAPNKTQVACY2AATGLl == 240
OryR RECLQYSAKGLTSKRIAAALNRSTATVNLHLNSAARKLGARNRVEAVVRCMHYRLLEF 277
TraR ATYLRWIAVGKTMEE IADVEGVKYNSVRVKLREAMKRFDVRSKAHLTALEIRRKLI== 23d
LuxR REVLRWVAAGRRQAEIAATLGLSTRTVENHLRHARQRLGVATTAQAVRAZNRRGEIED 234
k- k Kk -k .-k . .

Figura 4.33. Alineament multiple de seqiiéncies de reguladors del tipus LuxR realitzat amb el
programa ClustalW2. Les proteines usades per I'alineament sén PpoR de P. putida, SdiA de S. enterica,
OryR de Xhanthomonas spp, TraR d’A. tumefaciens i LuxR de S. maltophilia K279a. Amb un requadre
blau esta indicat el domini d’unié a AHL (16-137 aminoacids; PFAM 03472) i amb un requadre verd el
domini d’unié al DNA (172-228 aminoacids; PFAM 001196) de la proteina LuxR de S. maltophilia K279a.
Els aminoacids conservats en cada domini estan marcats del color blau (en el domini d’unié a AHL) i en
verd (en el domini d’unié al DNA). En vermell estan marcats els aminoacids no conservats en OryR i LuxR
en el domini d’unié a les AHLs.

Com es pot veure a la Figura 4.33, el regulador LuxR de S. maltophilia K279a i el OryR de
Xhanthomonas spp varien en dos dels sis residus conservats en el domini d’unié a les AHLs,
mentre que els tres residus en el domini d’unié al DNA sén conservats en els cinc reguladors

estudiats en I'alineament.

El regulador “solo” OryR forma part d’'un subgrup de LuxR “solo” anomenat PAB, Plant
Associated Bacteria, que es caracteritzen per associar-se en plantes (ja sigui de forma simbiont

o patogena) i que responen a compostos derivats d’aquestes. Destacar que aquets LuxR “solo”
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es caracteritzen per tenir un o dos residus no conservats en el domini d’unid a les AHLs, que es
creu que els podria ajudar a la unid especifica a molécules senyals eucariotes. Aquests dos
residus es localitzen a les posicions Ws; i Yg; (respecte el regulador TraR), els quals han sofert
les substitucions pels residus de la metionina (M) o triptofan (W) respectivament (marcats en
vermell en I'alineament). S’hipotetitza que aquests canvis han permés a aquestes proteines
unir-se a senyals provinents de plantes. Aquest subgrup inclou els reguladors XccR de Xcc,
OryR de X. oryzae , PsoR de P. fluorescens, XagR de Xanthomonas axonopodis i NesR de
Sinorhizobium meliloti , que inclou importants patogens de plantes (Covaceuszach, et al., 2013,

Gonzalez & Venturi, 2013).

El LuxR de S. maltophilia K279a, tot i que presenta dos residus diferents respecte el TraR,
no comparteixen les diferencies amb el subgrup esmentat anteriorment, siné que varien els
residus de les posicions de Yg; i Dy pels residus de glicina (G) i cisteina (C) respectivament
(marcats en vermell en I'alineament). La llargada de les proteines del tipus LuxR sol ésser de
250 aminoacids aproximadament. En aquest alineament podem veure que el regulador LuxR
de S. maltophilia K279a té una llargada similar als reguladors TraR i SdiA mentre que el

regulador OryR és de major llargada.

Tal i com es mostra a la Taula 4.12, no s’ha trobat en els genoma de S. maltophilia K279a

cap altra proteina anotada com a LuxR amb els 2 dominis conservats.

Taula 4.12. Proteines hipotetiques anotades com a possibles LuxR en el genoma de
S. maltophilia K279a.

.. N-terminal-Domini d’unié a AHL C-terminal-Domini d’unié al DNA
LuxR hipotétics en
S. maltophilia K279a Domini d’unié Nombre residus Domini d’unio Nombre residus
a AHL conservats /6 totals* al DNA conservats/3 totals*

SmIit1839 + 4/6 + 3/3
SmIt0195 - 2/6 + 3/3
SmIt0389 - 1/6 + 3/3
Smlt2299 - 1/6 + 2/3
Smlt2366 - 2/6 + 3/3
Smit4224 - 1/6 + 3/3
SmIt0367 - 1/6 + 3/3
SmIt0400 - 1/6 + 3/3
SmIit0881 - 1/6 + 3/3
Smlt1255 - 1/6 + 3/3
SmIit1788 - 1/6 + 2/3
Smlt2595 - 1/6 + 2/3
SmIlt2658 - 1/6 + 2/3
Smit2891 - 1/6 + 3/3
Smlit4624 - 1/6 + 2/3

*els valors 6 i 3 signifiquen el nombre de residus/aa totals conservats del regulador LuxR en el domini N- i C-terminal
respectivament.
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En I'alineament realitzat amb el programa ClustalW2 (Figura 4.34), es pot observar que la
proteina LuxR es conserva amb elevada similitud en tots els genomes seqlienciats de
S. maltophilia inclosa la soca d’estudi E77. Aix0 podria indicar la importancia i rol que aquest
regulador jugaria en aquesta espécie i que podria estar relacionat amb la deteccio de

compostos senyals intracel-lulars o intercel-lulars com ara les AHLs.

D’altra banda es pot apreciar que presenten els mateixos residus conservats en els
dominis d’'unié a AHL i DNA i es mantenen els dos aminoacids diferents en el domini d’unié a
AHL respecte el regulador TraR (marcats amb una fletxa vermella). La preséncia d’almenys
quatre dels sis residus conservats en el domini d’unié a AHL, ens fa pensar la possibilitat que
aquest regulador pugui unir-se a les molécules senyal d’AHL tal i com es descriuen Patankar i

Gonzalez (2009) per altres reguladors homolegs.
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Figura 4.34. Alineament multiple de seqiiencies de reguladors del tipus LuxR ortolegs entre els
genomes seqlienciats de diferents soques de S. maltophilia realitzat amb el programa ClustalW2. Amb
una linea blava esta indicat el domini d’unié a AHL (16-137 aminoacids; PFAM 03472) i amb una linea
verda el domini d’unié al DNA (172-228 aminoacids; PFAM 001196) de la proteina LuxR de S.
maltophilia. Els aminoacids conservats entre les soques de S. maltophilia en cada domini estan marcats
en color blau (sis en el domini d’unié a AHL) i en verd (tres en el domini d’unié al DNA). Amb un fletxa
vermella estan marcats els dos aminoacids no conservats amb el regulador TraR de A. tumefaciens.

A l'alineament també podem observar que la regid menys conservada entre els
reguladors LuxR ortolegs de S. maltophilia és la part central que no es correspon amb cap dels

dos dominis els quals son altament conservats.
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En aquest treball ens hem centrat en I'estudi del regulador LuxR en la soca clinica de
S. maltophilia E77. Cal remarcar que la seqlienciacié d’aquest gen i el seu entorn gendmic s’ha

realitzat a partir de I'amplicé clonat en el plasmidi pBBR1MCS-5 Amplicé E77.

Els autors Gray i Garey (2001) van estudiar I'’evolucié dels reguladors LuxI/R a partir de
I'analisi filogenétic de 76 homolegs del tipus LuxI/R de diversos membres gram negatius
proteobacteris (classes a-,-,y-). Es van adonar que tots els reguladors presenten un origen
comu i que aquest ha evolucionat en cada organisme tot i que també s’han produit
esdeveniments de transferéncia horitzontal entre espécies. Aquest fet es va observar
particularment en les espécies que contenen multiples parelles del tipus Luxl/LuxR, ja que
generalment provenen d’una font independent i recolzen la teoria de transferéncia geneética

horitzontal.

A continuacid es mostra un arbre filogenétic (Figura 4.35) realitzat a partir de I'alineament
utilitzant I'algoritme de Neighbor-Joining (NJ), entre reguladors del tipus LuxR de les diferents
soques de S. maltophilia seqienciades inclosa la soca de treball E77, conjuntament amb altres

LuxR “solo” i LuxR descrits en la introduccié corresponents a diferents espécies bacterianes.

A I'arbre podem observar que els LuxR de les diferents soques de S. maltophilia formen
un grup a la part superior d’aquest. S’"han marcat amb un asterisc les soques cliniques de
S. maltophilia (K279a, SKK35, E77, D457, AU12-09) per diferenciar-les de les soques ambientals
(EPM1, MF89, R551-3, JV3).

Es interessant observar que els reguladors de S. maltophilia tot i que sén més propers a la
subfamilia PAB no s’agrupen conjuntament amb els de Xanthomonas tot i que siguin dos
géneres molt relacionats geneticament. Ambdds grups també estan relacionats amb els
reguladors LuxR d’altres especies, els quals conserven en el genoma una sintasa cognada.
Aquest altre grup inclou els LuxR de V. fischeri, LasR i RhIR de P. aeruginosa. TraR d’A.

tumefaciens i CepR de B. cenocepacia.

Els LuxR “solos” de SdiA de S. enterica i PpoR de P. putida s’agrupen conjuntament en
aquest grup i no ho fan amb els LuxR “solo” de la subfamilia PAB. Els reguladors LasR i RhIR tot
i que formen part de P. aeruginosa son distants entre si, fet que indica que I'adquisicio
d’aquests reguladors en P. aeruginosa es va originar de forma independent (Gray & Garey,
2001). Un altre exemple de transferéncia horitzontal és el cas del regulador LuxR “solo” SdiA,

present en S. enterica, el qual s’agrupa filogeneticament amb el regulador RhIR de
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P. aeruginosa, mentre que dista dels reguladors homolegs d’enterobacteris no mostrats en

aquesta figura pero descrit per Gray i Garey (2001).

LuxR K279a *
LuxR EPM1
LuxR SKK35 *
LuxR MF89
LuxR E77 *
LuxR R551-3

LuxR JV3
—‘ i LuxR D457 *
| LuxR AU12-09 *

PsoR P.fluorescens

-l NesR S.meliloti

— OryR X.oryzae
L XccR x.cam pestris

TraR A.tumefaciens
LuxR V.fischeri
rl—‘ LasR P.aeruginosa
SmaR S.marcescens
PpoR P.putida

CepR B.cenocepacia
SdiA S.enterica
RhIR P.aeruginosa

| |
0.1

Figura 4.35. Analisis filogenetic entre diferents LuxR homolegs de diferents proteobacteris.
Presencia de LuxR “solos” i LuxR que tenen sintasa cognada. A la part superior s’agrupen les soques
seqlienciades de S. maltophilia. * indica que la procedencia de la soca de S. maltophilia és clinica. Arbre
realitzat amb el programa MEGA (versid 5).

4.5.2. Cerca d’AHLs sintases homologues en el genoma de S. maltophilia.

En la majoria de les espécies, els gens lux//luxR estan lligats o relacionats geneticament
tot i que hi ha exemples en qué els gens luxl/R es troben separats en el genoma (Subramoni &
Venturi, 2009). La deteccié de molécules senyals AHLs en el sobrenedants de diferents soques
cliniques de S. maltophilia i la preséncia d’un regulador del tipus LuxR amb domini d’unié a
AHL i quatre resisdus conservats en totes les soques analitzades in silico, ens ha dut a cercar en

els genoma de S. maltophilia sintases homologues a les ja descrites.

Malgrat que no hi ha cap sintasa anotada en els genomes seqtienciats de S. maltophilia,
en el seglient apartat s’ha fet un esforg per ampliar la comprensié d’un possible sistema de QS
regulat per les AHLs en aquesta espécie. S’ha fet una cerca en el genoma complet de
S. maltophilia K279a possibles proteines candidates amb similitud significativa a les proteines
més representatives de les diferents families de sintases descrites fins a dia d’avui. A
continuacié es mostra I'analisi fet mitjangant el programa Blastp i PSI-BLAST (Position Specific

Iterated BLAST) sobre el genoma de S. maltophilia K279 per tal de trobar sintases homologues
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a les tres families ja descrites. Els motlles o Query utilitzats per a I’analisi comparatiu han estat
proteines sintases del tipus Luxl (Engebrecht & Silverman, 1984), AinS/LuxM (Bassler, et al.,
1993, Gilson, et al., 1995) i HdtS (Laue, et al., 2000). La cerca a partir de les proteines sintases
de la familia del tipus Luxl de diferents espécies bacterianes aixi com les sintases AinS/LuxM
llencades sobre el genoma de S. maltophilia K279a mostren similituds molt baixes, fet que
indica que no hi ha significants sintases homologues d’aquestes dues families en el genoma de
S. maltophilia tal i com es pot apreciar a la Taula 4.13 on només mostrem els millors
alineaments per a cada sintasa estudiada.

Taula 4.13. Valors de identitat obtinguts entre les sintases del tipus Luxl, AinS/LuxM i HdtS i el
genoma de S. maltophilia K279a mitjangant I’analisi comparatiu amb el Blastp.*

Domini

:?nTaT: Tipus  Soca bacteriana Aut?inducer > m:i;ogpa hilia Cobc(ey:tura Ider:/:itat E valor
sintasa

LuxI LuxI V. fisheri + Smit3106 18 33 3.7
LuxI Lux! V. fisheri + Smit2474 16 32 5.5
LuxI Lasl P. aeruginosa + Smlt4284 35 30 0.55
LuxI Lasl P. aeruginosa + Smit3513 19 38 0.65
Luxl Rhll P. aeruginosa + Smit0114 36 27 0.98
Luxl Rhll P. aeruginosa + Smlt3795 12 44 2.1
LuxI Ppul P. putida + Smit1814 18 43 0.39
Luxl Ppul P. putida + Smlit0839 18 42 0.45
Luxl Pmll B. pseudomallei + Smit0785 38 29 0.68
LuxI Pmll B. pseudomallei + Smit3207 10 50 3.2
LuxI Smal Serratia sp. + Smit0413 14 37 0.57
LuxI Smal Serratia sp. + Smlt3924 23 31 0.82
LuxI Spnl S. marcescens + Smit3935 16 35 1.9
LuxI Spnl S. marcescens + Smit0666 11 39 2.0
LuxI Cepl B. cenocepacia + Smit2559 34 37 0.89
LuxI Cepl B. cenocepacia + Smit0778 34 24 1.6
HdtS HdtS P. fluorescens - Smlit4284 48 28 9,00e-06
HdtS HdtS P. fluorescens - Smlt4572 72 26 1,00e-04
HdtS HdtS P. fluorescens - Smlt0222 50 29 7,00e-04
AinS AinS V. fisheri - Smit0662 10 38 0.11
AinS AinS V. fisheri - Smlt3105 14 31 1.2
LuxM Luxm V. harveyi - Smit0247 19 26 2.4
LuxM LuxM V. harveyi - Smit2817 10 34 5.9

* Només es mostren el millors alineaments. En gris es resalten les millors identitats. Valors Taula de I'anty 2011.

En canvi, tres proteines corresponents als ORFs smlt4284, smit4572 i smlt0222 de
S. maltophilia K279a (resaltades en gris a la Taula 4.13) comparteixen certa similitud amb la

sintasa de la familia HdtS i sén les que han donat millors valors de identitat respecte les altres
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dos families estudiades. Entre elles la que conté un alineament més significatiu és la que es
correspon amb I'ORF smlt4572 (sent d’un 72 %). La proteina HdtS que pertany a P. fluorescens
és una nova familia de sintases no homologa a la familia Luxl (familia de sintases més comuna i
extesa entre les proteobacteries gram negatives) ni a la familia AinS/LuxM pertanyens a V.
fischeri i V.harveyi respectivament. La familia sintasa HdtS s’ha demostrat que és responsable

de la produccié de diferents tipus d’AHLs.

Totes les sintase d’AHLs homologues a la HdtS sén aciltransferases que pertanyen a la
familia 1-acil-sn-glicerol 3-fosfat O-aciltransferasa. Aquesta classe de sintases conté dos
dominis altament conservats responsables de les funcions d’acilacid. Aixi mateix, posseeixen
en la seqliencia d’aminoacids 2 motius cararcteristics, NHQS i PEGTR, molt conservats entre
totes les les LPA aciltransferases (Laue, et al., 2000). Estudis realitzats per Shih, et al., (1999)
van determinar que aquests motius poden constituir llocs d’unié per les acil-CoA o les acil-PTA
aixi com van comprovar que els aminoacids localitzats fora d’aquests motius podrien alterar
les especificitats d’aquestes acil transferases, la qual cosa podria permetre la transferencia
d’un grup acil des de I’acil-CoA o acil-PTA a un altre substrat com podria ser el SAM per produir
AHLs tal i com succeeix en el sistema classic de Luxl (Laue, et al., 2000). Es a dir, que els enzims
HdtS i proteines homologues tenen una funcio dual ja que catalitzen I'acilacié del acid
lisofosfatidic i posseeixen la capacitat d’acilar SAM per sintetitzar les AHLs (Laue, et al., 2000,

Rivas, et al., 2007).

A la Taula 4.14 es mostren els tres ORFs de les tres proteines anotades també com acil
transferases en el genoma de la soca S. maltophilia K279a amb major homologia a la sintasa de
la familia HdtS i es comparen els motius anteriorment esmentats i els diferents dominis. Els
dominis que presenta la proteina sintasa HdtS sdn els segiients: 1-acil-sn-glicerol-3-fosfat
aciltransferasa (PIsC), aciltransferasa de biosintesi de lisofosfolipids (LPLATs) i un lloc d’unid a
la cadena acil. Només I'ORF smlt4572 comparteix els tres dominis de la proteina HdtS mentre
que els ORFs sm/t4284 i smIt0222 no els comparteixen tots. A més a més, els motius més ben
conservats en S. maltophilia K279a els trobem en la proteina codificada per 'ORF smlt4572.
Pel que fa a la proteina Act de A. ferrooxidans, també inclosa a la Taula 4.14, comparteix tots

els dominis i motius amb la proteina ortologa HdtS.

L'alineament de seqiencies realitzats amb el programa Clustawl2 entre les proteines HdtS

i Act presenta una major identitat amb un valor de 40 % mentre que les identitats entre la
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proteina HdtS i les sintates hipotetiques de S. maltophilia K279a, SmIt4572, Smit2484 i

SmIt0222 els valors sén del 14 %, 15% i 12 % respectivament.

Taula 4.14. Comparativa de dominis i motius entre la proteina HdtS i Act amb les sintases
hipotetiques en S. maltophilia K279a.

Motius Dominis
Proteina Soca bacteriana aa Lloc d’unio
NHQS PEGTR PlsC LPLATs alacadena
acil
HdtS P. florescens F113 259 NHQS PEGTR + + +
Act A. ferrooxidans ATCC 242 NHQS PEGTR + + +
Smlt4284 S. maltophilia K279a 629 ARQQ - - + +
Smlt4572 S. maltophilia K279a 265 NHPT PEGTR + + +
Smlt0222 S. maltophilia K279a 186 PHSS PEGTR + - +

En S. maltophilia hem obtingut similituds molt distants pel que fa a les families de
proteines sintases del tipus Luxl i AinS/LuxM, tot i que coneixem que el percentatge de
similitud entre les proteines sintases del tipus Luxl és molt baix en proteobacteris (28-35 %).
Malgrat les baixes homologies obtingudes en la cerca de sintases hipotetiques en genoma de
S. maltophilia K279a, pel que fa als valors obtinguts en els alineaments efectuats amb els
programes Blastp, PSI-BLAST i Clustawl2 ens disposem a estudiar la hipotética sintasa
codificada per 'ORF smlt4572 en la soca de S. maltophilia E77 degut que és la que sembla
presentar major similitud amb la proteina HdtS tenint en compte els resultats obtinguts a
nivell de seqiencia, percentatge de cobertura i homologia de dominis i motius. Aquesta

proteina també esta conservada en totes les soques seqiienciades.

Esmentar també que els gens que codifiquen per les aciltransferases de la familia de
sintases del tipus HdtS, s"ubiquen en un context gendmic altament conservat per un ampli rang
de proteobacteris (Rivas, et al., 2007). Els gens conservats que constitueixen aquest context
son glyQ, glyS i ghp conjuntament amb l'aciltransferasa, els quals es situen en un clister o
operd actuant com a unitat transcripcional. Tot i que S. maltophilia K279a conté els gens glyS i
glyQ corresponents als ORFs smlit4634 i smit4635 respectivament, no s’han localitzat
conjuntament a aquest els gens ghp i hipotetica aciltransferasa formant una unitat
transcripcional tal i com succeeix amb la proteina HdtS i Act. Es per aquest motiu pel qual no

ens hem decantat per estudiar aquesta regio.
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4.6. Mutagenesi dels gens seleccionats in silico implicats en el sistema

de quorum sensing regulat per les AHLs en S. maltophilia E77.

L'estudi in silico ens ha servit per identificar proteines hipotétiques que podrien estar

implicades en el sistema de QS regulat per les molecules senyal AHLs en S. maltophilia.

En el seglient apartat es mostra com s’han realitzat els mutants dels gens seleccionats
sobre la soca S. maltophilia E77 per tal de realitzar un estudi funcional de cadascuna de les

proteines més endavant.

4.6.1. Delecié del gens smit1839 i smit4572 que codifiquen per a una proteina

hipotética reguladora LuxR i una sintasa HdtS respectivament en S. maltophilia E77.

S’han escollit com a gens candidats les proteines hipotétiques reguladores i productores
de molecules d’AHLs. Aquetes sén les proteines corresponents al regulador del tipus LuxR

codificat en el gen sm/t1839 i la sintasa hipotética del tipus HdtS codificada en el gen smlt4572.

La construccié del mutant Asm/t1839 i Asmlt4572 s’ha realitzat per intercanvi al-lélic
mitjancant la doble recombinacié homologa a partir de I'electroporacié del plasmidi suicida
PEX18Tc-Mut_smlt1839 o pEX18Tc-Mut_smlt4572 sobre cél-lules competents de S. maltophilia
E77. En el plasmidi suicida s’han clonat els amplicons corresponents a dos bragos homolegs de
les regions flanquejants als gens sm/t1839 i smit4572 anomenats brag esquerre (BE) i brag dret
(BD) separats pel gen de resisténcia erm que ens permetran la generacié de mutants a partir

de la doble recombinacié tal i com s’ha descrit en I'apartat de Materials i Metodes 3.11.

La mutacié elimina completament I'ORF del gen sm/t1839 o smlt4572 ja que es produeix
un intercanvi al-lelic entre el gen que volem delecionar i el gen de resisténcia erm que ens

servira per a seleccionar els clons mutants respecte dels clons salvatges.

Un cop seleccionats els clons Erm®, per a diferenciar entre els clons resistents a I’antibiotic
de la Erm on s’ha produit la doble recombinacié o la simple recombinacid, es sembren tots ells
en plaques de LB-Tc. Emprant aquestes plaques selectives podem separar els clons candidats
mutants sensibles a la Tc (Erm®/ Tc) dels que el plasmidi s’ha integrat en el genoma sent

fenotipicament E77 Erm®/Tc®.
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4.6.2. Comprovacié de S. maltophilia E77 mutant pel gen sm/t1839 - regulador LuxR

homoleg.

A la Figura 4.36-A s’esquematitza com és |'entorn genetic del clon mutant pel gen
smlt1839, on s’ha produit la doble recombinacié homologa entre el gen smit1839 i el gen erm.
Per a mostrar aquest entorn s’ha utilitzat com a motlle la seqiéncia de la soca K279a. Els
bracos i oligonucleotids seleccionats per a realitzar la doble recombinacié es conserven entre

les diferents soques seqlienciades i la soca d’estudi E77.

Per comprovar que la mutagenesi s’ha produit correctament, s’han dissenyat un conjunt
d’oligonucleotids que han permés amplificar les regions flanquejants on s’ha produit
I'intercanvi al-lélic amb 'objectiu d’assegurar-nos que la delecio era la correcta. Posteriorment,
aquestes regions han estat seqlienciades per tal de descartar amplificacions inespecifiques.

Aguests oligonucleotids es mostren a la part superior de la Figura 4.36-A.
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Figura 4.36. A, Esquematitzacié de I'entorn genétic de la regido mutada a la soca S. maltophilia E77
mutant pel gen sm/t1839 substituit pel gen de resistencia erm. S’observen les regions corresponents als
bracos esquerre (BE) i dret (BD) que serveixen per a la doble recombinacié homologa i tots els
oligonucleotids (marcats amb una fletxa) usats durant la mutagenesi i la comprovacié dels mutants.
B, Comprovacié candidats mutants E77Asmlt1839 Erm®/ T mitjancant PCR (mostrats en els carrils del 1
al 4). Electroforesis en gel d’agarosa al 0,8 % de la amplificacié per PCR amb les segilients parelles
d’oligonucleodids mostrats a la part superior de la figura: 1. extBEluxR (p5) i erm5’rev (p11),
2. extBDIuxR (p6) i erm3’rev (p12), 3. BEIuxR_up (pl) i erm5’rev (p11), 4. BDlux_dw (p4) i erm3’rev
(p12). MW: GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Fermentas).

A la Figura 4.36-B es mostren les electroforesis en gels d’agarosa dels amplicons obtinguts
a partir de I'amplificacié sobre possibles mutants candidats pel gen smit1839, els quals

mostraven un fenotip E77Asm/t1839 Erm®/ Tc’. Les amplificacions s’han realitzat sobre quatre
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mutants candidats i només dos han amplificat correctament tots els amplicons esperats que

posteriorment han estat seqlienciats.

Les parelles d’oligonucleotids utilitzats en els gels d’agarosa 1 i 2 amplifiquen des de
I'interior del gen erm fins a la part exterior i flanquejant del BE o BD respectivament Les
parelles d’oligonucleotids utilitzats en els gels d’agarosa 3 i 4 amplifiquen des de l'interior del

gen erm fins a la regido més llunyana del BE o BD respectivament

4.6.3. Comprovacio de S. maltophilia E77 mutant pel gen smit4572 - sintasa

hipoteética del tipus HdtS.

A la Figura 4.37-A s’esquematitza I'entorn genétic del clon mutants pel gen smi/t4572, on
s’ha produit la doble recombinaciéo homologa entre el gen smi/t4572 i el gen erm. Per a mostrar
aquest entorn s’ha utilitzat com a motlle la seqiieéncia de la soca K279a. Els bracos i
oligonucleotids seleccionats per a realitzar la doble recombinacié es conserven entre les

diferents soques seqlienciades i la soca d’estudi E77.

Per comprovar que la mutagenesi s’ha produit correctament, s’han dissenyat un conjunt
d’oligonucleotids que han permeés amplificar les regions flanquejants on s’ha produit
I'intercanvi al-lélic, amb I'objectiu d’assegurar-nos que la delecio era la correcta. Posteriorment
aquestes regions han estat seqlienciades per tal de descartar amplificacions inespecifiques.

Aquests oligonucleotids es mostren a la part superior de la Figura 4.37-A.

A la Figura 4.37-B es mostren les electroforesis en gels d’agarosa dels amplicons
obtinguts, a partir de I'amplificacid realitzada sobre un dels mutants candidats pel gen
smlt4572 el qual mostrava un fenotip E77Asmlt4572 Erm"/ Tc® i la soca salvatge de S.
maltophilia E77. Les parelles d’ oligonucleotids utilitzades amplifiquen des de I'interior del gen
erm fins a la part exterior del BE (claudator 2) o BD (claudator 1 i 3). Degut a l'aparicié de
inespecificitats en els clons candidats mutants es va incloure a les PCRs de comprovacid la soca
salvatge on també apareixen aquestes inespecificitats marcades amb un asterisc a la Figura

4.37-B.

En aquestes amplificacions esperariem no obtenir cap amplicé en la soca salvatge ja que
no conté el gen de la erm. Tot i aixi I'amplificacié realitzada des del gen erm fins a la part
exterior del BD (claudators 1 i 3) ha donat inespecificitats tan en la soca salvatge com en el

mutant candidat. A través de la seqlenciacid dels fragments hem pogut corroborar que la
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delecié és correcte i que els amplicons indicats amb un asterisc son inespecificitats de

I"'amplificacid.
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Figura 4.37. A, Esquematitzacié de I'entorn genétic de la regiéo mutada a la soca S. maltophilia E77
mutant pel gen smlt4572 substituit pel gen de resistencia erm. S’observen les regions corresponents als
bragos esquerre (BE) i dret (BD) que serveixen per a la doble recombinacié homologa i tots els
oligonucleodtids (marcats amb una fletxa) usats durant la mutagenesi i la comprovacié dels mutants.
B, Comprovacié mutant E77Asmlt4572 Erm®/ ¢ mitjancant PCR. Electroforesis en gel d’agarosa al 0,8 %
de la amplificacié per PCR amb les seglients parelles d’oligonucleodids mostrats a la part superior de la
figura: 1. extBDsint (p18) i erm3’ (p10), 2. extBEIuxR (p17) i erm5’ (p9), 3. extBDsint (p18) i) i erm5’rev
(p11).*: inespecificitats de I'amplificacié. MW: GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Fermentas).

4.7. Caracteritzacio de la unio del regulador LuxR de S. maltophilia E77

a diferents AHLs sintetiques.

La presencia de quatre residus conservats en el domini d’unié a les AHLs del regulador
homoleg LuxR en S. maltophilia, ens ha dut a investigar si aquest és capac¢ d’unir-se a un o més

tipus d’AHLs sintétiques.
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4.7.1. Sobreproduccié de la proteina LuxR de S. maltophilia E77 en el vector

d’expressio pET22b en preséncia d’AHLs sintétiques.

Per tal d’identificar quines AHLs podrien unir-se al regulador de S. maltophilia E77, s’ha
realitzat un experiment anomenat assaig d’unié a AHLs tal i com descriuen Subramoni i Venturi
(2009). Aquest experiment es basa en la sobreproduccié del regulador LuxR de la soca
S. maltophilia E77 en la soca d’E. coli BL21 (DE3) amb el plasmidi pET22b-LuxR en preséncia de
diferents molécules d’AHLs a una concentracié determinada. Com a control s’ha usat la soca
d’E. coli BL21 (DE3) que conté només el vector d’expressié pET22b sense la proteina LuxR. Les
AHLs estudiades per aquesta unid han estat les que hem estat capagos de detectar i
caracteritzar en el sobrenedant de S. maltophilia E77 (C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL). S’han
realitzat en paral-lel i repetides vegades els assaigs de sobreproduccié del regulador LuxR i
unié a les diferents AHLs en les soques d’E. coli BL21 (DE3) amb el vector pET22b o bé pET22b-
LuxR.

A la Figura 4.38-A es mostra un exemple d’electroforesi en gel SDS-PAGE que es realitzaria
per cadascun dels assaigs en I'estudi d’unié a AHLs de la proteina LuxR sobreproduida en la
soca BL21 (DE3) pET22b-LuxR. En el gel s’aprecia una banda diferencial entre les dos mostres la
qual es correspon amb el pes esperat de 26 kDa (marcada amb un requadre a la figura).
Cadascuna de les mostres s’han carregat amb la mateixa concentracio de cél-lules. L’assaig de
sobreproduccid de la proteina LuxR és repetitiu entre els assaigs independents. La identificacié
de la proteina LuxR sobreproduida s’ha realitzat a partir de la digesti6 amb tripsina d’una de
les bandes retallades provinents del gel d’electroforesi SDS-PAGE. La identificacido per
empremta peptidica ha demostrat que la banda sobreexpressada es correspon a la proteina
LuxR de S. maltophilia. A la Figura 4.38 (B i C) es mostra respectivament I'espectre de masses
MALDI-TOF i els péptids identificats en vermell amb el programa Mascot (MatrixScience) de la
proteina LuxR. Els resultats obtinguts per a la proteina LuxR sén equivalents a una puntuacié

de 197 i prediccié de 6,8e-13.
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Figura 4.38. A, SDS-PAGE (12,5 % d’acrilamida) de I'analisi de sobreproduccio de la proteina LuxR
de S. maltophilia E77 en preséncia de C8oxo-HSL (20 uM) durant I’assaig d’unié entre: la soca BL21 (DE3)
pET22b (control) amb I’AHL sintética C8oxo-HSL (20 uM) (carrill) o la soca BL21 (DE3) pET22b-LuxR amb
I’AHL sintética C8oxo-HSL (20 uM) (carril 2). El requadre indica la banda sobreproduida amb el pes
molecular esperat de 26 kDa de la proteina LuxR. MW: Marcador pes molecular, BenchMark™
(Invitrogen). B, Espectre de masses MALDI-TOF de la mostra digerida amb tripsina on cada pic es
correspon amb un péptid derivat de la digestié de la proteina LuxR. C. Seqliéncia proteina LuxR, on es
mostren en vermell els peptids identificats per espectrometria de masses MALDI-TOF i posterior analisi
amb el programa Mascot.

4.7.2. Analisi i caracteritzacié de la unié LuxR-AHL en el suport de CCF C,5 de fase

reversa.

Pe tal d’esbrinar si el domini d’unié a les AHLs del regulador LuxR en S. maltophilia E77
s’uneix a aquest tipus de molécules, s’han purificat aquestes en cada assaig realitzat de
sobreproduccié mitjancant I'extraccié de les AHLs amb acetat d’etil. Per tal d’identificar quines
serien les AHLs cognades capaces d’unir-se al regulador LuxR sobreproduit en E. coli BL21
(DE3), posteriorment a I'extraccié amb acetat d’etil, s’ha realitzat una CCF tal i com es descriu

en |'apartat de Materials i Métodes 3.6.

A la Figura 4.39 es mostra la CCF on s’han carregat les extraccions de les mostres
provinents de I'assaig d’unié a partir de la sobreexpressié del regulador LuxR amb presencia de
diferents molecules sintétiques d’AHLs a diferents concentracions. S’han realitzats assaigs
independents per a cada molécula i concentracid sent aquestes: C8oxo-HSL (10 uM i 20 uM),
C8-HSL (10 uM i 20 uM) i C10-HSL (20 uM). Podem observar que el regulador LuxR s’uneix a la
molecula C8oxo-HSL a 10 uM i 20 uM i detectem que I'assaig és concentracié depenent degut
gue a menys concentracid de la molecula en I'assaig, la deteccié a la CCF és més feble.
Observem també que quan afegim a I’assaig més concentracié de la molécula C8oxo-HSL
(20 uM) apareix la molécula C8-HSL (20 uM) i viceversa. Creiem que aquest fet succeeix perque

el stock de la molécula sintetica no és 100 % pur ja que amb el pas del temps sofreix una
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degradacid. Gracies a aquesta degradacié hem detectat en els experiments realitzats amb més
concentracié de C8oxo-HSL (20 uM) que probablement el regulador LuxR també s’uneix a la
moléecula C8-HSL tot i que la deteccid sigui més feble. No hem detectat la unié a la molecula
C10-HSL. EL fet que no s’observi unié a la molécula C10-HSL es pot deure a diversos motius
com que el regulador no s’uneixi a aquesta molecula o que I'assaig no és prou sensible per a

detectar aquesta unié probablement molt més feble.

Clono-HEL CRono-HEL CEHEL CEHEL CH0HEL
Tur 10t Ll AWy our

Figura 4.39. CCF dels tipus C;5 de fase reversa. La proteina LuxR sobreproduida en la soca BL21
(DE3) pET22b+LuxR s’uneix a les molécules C8oxo-HSL i C8-HSL. Els patrons C8oxo-HSL (CCF A) i
C8-HSL/C10-HSL (CCF B) i les extraccions de les soques BL21 (DE3) pET22b/ BL21 (DE3) pET22b-LuxR
crescudes amb preséncia de C8oxo-HSL (CCF A) o C8-HSL/C10-HSL (CCF B) sén separats mitjancant la
capa fina i el solvent organic de metanol /aigua (60:40, v/v). Posteriorment es revela la CCF amb una
capa de medi AT-agar tou i X-gal amb suspensié de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 i s’incuba
24 ha30-°C

Pel que fa a la difusio i transport de les AHLs a través de la membrana d’E. coli on s’han
realitzat els experiments d’unié a AHLs, el control negatiu ens evidencia que no s’ha produit
cap segrest per manca de bombes de flux i fins on sabem, no s’ha evidenciat cap sistema
involucrat en l'entrada d’AHL al citoplasma. Per tant sigui quina sigui la llargada de I'AHL
sembla que no ha influenciat en el transport dins i/o fora la cél-lula (Boyer & Wisniewski-Dye,

2009).
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4.8. Estudi del promotor del gen /uxR.

Per tal d’entendre si I'expressié de la proteina LuxR té alguna correlacié amb el seu rol
d’interacci6 amb les AHLs hem estudiat I'expressié del gen lacZ sota el promotor del gen

smlt1839 quantificant I’activitat de I’enzim B-galactosidasa en diferents condicions de cultiu.

4.8.1. Cerca del promotor del gen luxR in silico.

Per identificar la regié promotora del gen luxR, el primer estudi s’ha basat en comparar els
entorns d’aquest gen en els genomes de les soques seqlienciades K279a i R551-3, realitzant un
Blastn entre ambdues seqliéncies visualitzat amb el programa Artemis (Figura 4.40). Els blocs
de color vermell indiquen zones de similitud entre ambdues seqliéncies. Mitjangant aquest
analisi s’"ha pogut observar que justament la regié anterior al regulador /uxR (marcat en groc)

és molt diferent entre les soques K279a i R551-3 tal i com podem observar a la Figura 4.40-A.

A la Figura 4.40-B es poden observar els gens ortolegs a les regions adjacents més
properes al gen [luxR amb ORFs sml/ti839 o smal 1575 corresponents a les soques
seqlienciades K279a i R551-3 respectivament. Es pot notar també que una de les regions
adjacents al gen luxR no comparteix similitud entre soques (gens en gris) mentre que l'altre
regid si (gens en diferents colors). En aquesta comparativa s’ha marcat amb una fletxa la
posicié del gen luxR en cadascuna de les soques. Aquesta regié no homologa es correspon amb
el requadre marcat a la Figura 4.40-A on s’observa una zona de alta variabilitat genomica entre

ambdues seqiliéncies, anteriors al gen luxR.
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Figura 4.40. A, Blast dels genomes de S. maltophilia K279a i R551-3 i visualitzacié mitjangant el
programa Artemis. Amb un requadre s’indica la regio propera al gen luxR i en groc es ressalta el gen. El
color vermell indica els blocs de similitud entre les seqiiencies. B, Comparativa del context genomic del
gen luxR entre les soques R551-3 i K279a. Imatge extreta de la web www.microbesonline.org. En color hi
ha marcats els gens ortolegs. En gris els gens que no presenten similitud entre soques en aquesta
posicid. Amb una fletxa s’indica la posicié del gen luxR.

Tot i la preséencia d’una regié molt variable anterior al gen /uxR, quan ens apropem a
aquesta regid observem que hi ha ortologia entre pocs gens anteriors i posteriors al gen luxR.
Pel que fa a la possibilitat que el gen luxR formi part d’'un operd observem que probablement
els gens smal_1575 i smal_1576 o bé smit1839 i smit1840 formin part de la mateixa unitat
transcripcional degut que només 4 pb separen els 2 ORFs en tots dos casos. També veiem que
la soca K279a ha perdut el gen homoleg a smal_1577 (marcat amb una fletxa a la Figura 4.41) i
per tant podria ser que el promotor es trobés justament abans dels gens sm/t1i840 o

smal_1576 corresponents a les soques de S. maltophilia K279a i R551-3 respectivament.
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Figura 4.41. Esquema de la regidé propera al gen luxR. Comparativa entre soques R551-3 i K279a.
Imatge extreta de la web www.microbesonline.org a una escala superior a I'anterior (Figura 4.40-B). En
color hi ha marcats els gens ortolegs. En gris els gens que no presenten similitud entre soques en
aquesta posicid. Amb una fletxa s’indica la preséncia de 'ORF smal_1577 a la soca R551-3 que no té
ortoleg a la soca K279a proper al gen sm/t1839.

Per tal d’estudiar el sistema d’expressié del regulador LuxR en S. maltophilia E77 (soca
d’estudi) s’"han amplificat 5,5 kb corresponents al gen sm/t1839 i a la regié anterior a aquest

per tal de detectar possibles promotors.

S’ha generat una seqiéncia consens de I'amplicé de 5,5 kb mitjangant la seqiienciacio del
vector pBBRIMCS-5 Amplicé E77, dissenyat per a la complementacid de la soca mutant
S. maltophilia E77Asmlit1839 (vegeu Taula 3.10 dels Materials i Metodes). Els oligonucleotids
utilitzats han estat els (p3 i p4, p7 i p8, i del p27 al p38). L’acoblament de seqiiéncies s’ha
realitzat amb el programa DNA Baser a partir de successives amplificacions realitzades sobre

aquest vector.

Hem pogut observar anteriorment que la regions adjacents al regulador /uxR son diferents
entre soques i el nostre objectiu rau en trobar el promotor del gen /uxR. A la Figura 4.42
mitjancant el programa Artemis hem visualitzat la comparativa de seqliencies (Blastn) entre
I'amplicé de 5,5 kb de la soca de S. maltophilia E77 amb els quatre genomes seqiienciats de
S. maltophilia (K279a, R551-3, JV3 i D457). D’aquesta manera ens sera més facil identificar el
promotor del gen /uxR. Les regions en vermell indiquen els blocs de similitud entre dos soques

consecutives.

Com es veu a la Figura 4.42, els gens corresponents als ORFs sm/t1839 i smlt1840 (anotats
com a proteina reguladora LuxR i xaperona) contenen homolegs a totes les soques
sequenciades inclosa la E77 (marcats amb un asterisc en cadascuna de les soques). La regi6 de
menys de 100 pb anterior al gen smlt1840 (marcada amb una fletxa negre) podria
correspondre’s a la regié promotora d’aquests dos ORFs suposant doncs que formen part del
mateix grup transcripcional degut que tot i correspondre’s amb una regid intergenica es
conserva en totes les soques estudiades. A la regid central de la figura, anterior a aquests dos

gens, hi ha una regié molt poc conservada entre seqliéncies, sent molt diversa entre soques ja
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gue cadascuna conté o bé cap, un o dos ORFs diferents que codifiquen per a proteines
diferents en tots els casos. En S. maltophilia K279a aquest ORF és inexistent, mentre que les
soques R551-3 i D457 contenen un ORF anotat com smal_1577 i SMD_1774 respectivament.
Les soques JV3 i E77 contenen dos ORFs anotats com BurJV3_ 1625 i 1626 pel que fa a la soca
JV3 i proteines hipotétiques cercades a partir de la seqlienciacié realitzada sobre I'amplicé de

la soca E77 anotades a la Figura 4.42.

Aquesta regid no conservada entre les seqliencies estudiades és anterior al ORF sm/t1841,
el qual es correspon a una proteina hipotética homologa, la qual es conservada entre totes les
soques. Per tant, aquesta regid variable geneticament es troba flanquejada per gens ortolegs

en totes les seqliencies de S. maltophilia i ens ajuda a acotar encara més la regié promotora

del gen luxR.
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Figura 4.42. Alineament fragment regié gen luxR realitzat amb el programa Blastn i visualitzat amb
Artemis on les regions en vermell indiquen blocs de similitud entre dos soques. A la part superior
prediccié dels ORFs de I'amplicé de 5,5 kb de S. maltophilia E77 amb homologia als ORFs smit1839,
smlt1840 i smit1841 de K279a i alineament de I'amplic6 amb els genomes de S. maltophilia
corresponents a les soques (K279a, R551-3, JV3 i D457) de dalt a baix. Amb una fletxa s’indica la regio
corresponent al promotor hipotétic (100pb) de la unitat transcripcional smi/t1839 i sm/t1840 (que hem
marcat amb asteriscs).
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4.8.2. Activitat B-galactosidasa sota el promotor hipotétic PluxR.

4.8.2.1. Activitat B-galactosidasa del PluxR durant la corba de creixement.

Un cop localitzat in silico la regié que es podria correspondre amb la regié promotora dels
gens smlt1840-1839 (la qual hem anomenat PluxR), hem construit una fusié transcripcional
entre aquesta regid i el gen indicador lacZ generant el plasmidi pPBBR1MCS-5-PluxR::lacZ, amb
la intencié d’estudiar-ne I'expressié mitjancant la mesura de la seva activitat B-galactosidasa

(vegeu Materials i Metodes 3.13).

Aquest plasmidi I’'hem electroporat a la soca S. maltophilia E77 i sota el fons genetic
mutant pel regulador LuxR (S. maltophilia E77Asmlit1839) per tal d’estudiar quin efecte fa el
propi regulador LuxR sobre la seva propia expressié. Com a control s’ha usat el vector
pBBR1MCS-5-/acZ sense el promotor PluxR, el qual s’ha electroporat tant en la soca salvatge

com la mutant de S. maltophilia.

Sembla doncs que el promotor predit, anomenat en aquest treball PluxR, és funcional
degut que I'analisi de I'activitat -galactosidasa de les soques control i problema demostra que
I’expressié del regulador LuxR depén de la fase de creixement en qué es troba (Vegeu Figura
4.43). En aquesta s’indiquen les UM en diferents punts de la corba de creixement i es pot
observar que fins que el cultiu no entra en fase estacionaria la deteccié en I'expressid del
regulador LuxR és minima en cultius que es troben en densitats cel-lulars baixes (8 h) o en fase
exponencial (16 h), mentre que aquesta incrementa rapidament en cultius saturats (24 h, 48 h
i 64 h). Resultats similars a aquests han estat indicats per altres autors com Subramoni i
Venturi (2009) i Gamage, et al., (2011). Aquest patrd en la regulacié s’observa tan en la soca
salvatge com en la soca mutant, tot i que en la soca mutant s’observa una expressié major de
I’enzim B-galactosidasa sent estadisticament significativa respecte la soca salvatge (p<0,01 en
els temps 24 h i 48 h) i (p<0,01 en el temps 64 h), fet que podria indicar una possible regulacié

produida per altres reguladors transcripcionals.

No detectem expressid B-galactosidasa en les soques control en les que s’ha electroporat
el vector que conté el gen lacZ sense el promotor PluxR tan en la soca salvatge i mutant pel
gen luxR. Aquests resultats validen els anteriors esmentats i ens permeten assegurar que
I’activitat B-galactosidasa detectada en cada assaig es deu a la regulacié exercida pel promotor

identificat in silico en I'apartat anterior.
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Figura 4.43. Regulacio de I'expressié del regulador LuxR de S. maltophilia E77 i E77AsmIt1839 que
conté plasmidi amb la fusié entre la regié promotora del gen luxR i el gen lacZ (pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ)
o amb el plasmidi control (pBBR1MCS-5-/acZ). Representacio de I'activitat f-galactosidasa expressada en
Unitats Miller a diferents temps de la corba de creixement dels cultius crescuts en 10 ml de LB i a 30 °C
amb absorbancia inicial de Assp,m de 0,05. Els resultats sén la mitjana de duplicats de com a minim tres
experiments independents. Les barres d’error representen la desviacié estandard dels experiments.
*p<0,05 i **p<0,01 s’ha considerat significatiu respecte E77pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ mitjangant I’analisi
unidireccional de variancia (ANOVA) amb comparacié multiple post-test de Bonferroni.

4.8.2.2. Activitat B-galactosidasa del PluxR amb sobrenedants filtrats.

A la Figura 4.44, s’ha realitzat un estudi per tal d’investigar com afecta en el patrd
d’expressio del regulador luxR, la presencia de sobrenedants filtrats provinents de cultius en
fase estacionaria, ja que és en aquesta fase és on hem vist una major expressioé. S’observa que
I’addicié de sobrenedants filtrats (40 % del volum final de LB) en els cultius gairebé triplica
I'expressié del regulador /uxR tan en la soca salvatge (p<0,01) com en la soca mutant
(p<0,001), respecte els valors obtinguts en condicions normals on no s’afegeix sobrenedant.
Aguests resultats suggereixen que en el sobrenedant hi ha certes moléecules que activen o no
reprimeixen, I'expressio tan de la soca salvatge com de la soca mutant, aquest cop amb els
mateixos valors d’expressio. Pel que fa als controls que contenen el plasmidi sense el promotor
PluxR, tan en la soca salvatge com la mutant, el tractament amb sobrenedants filtrats s’ha
realitzat a partir dels sobrenedants extrets de les soques problema, els quals no afecten als
valors d’expressié obtinguts. En aquest assaig hem vist que no hi ha diferéncies en I'expressié
del promotor del gen luxR quan comparem el mutant amb la soca salvatge i suggereix que
I’'expressié del regulador luxR depéen de la fase de creixement. Probablement la seva expressié
estigui relacionada amb I'acumulacié en el sobrenedant de molecules que regulen I'expressio

del regulador /uxR via un regulador encara no identificat.
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Figura 4.44. Regulacié de I'expressié del regulador LuxR en S. maltophilia E77 i E77AsmIt1839 que conté
plasmidi amb la fusié entre la regié promotora del gen luxR i el gen lacZ (pBBR1IMCS-5-PluxR::lacZ) o
amb el plasmidi control (pBBR1MCS-5-lacZ). Representacié de |'activitat B-galactosidasa expressada en
Unitats Miller de cultius tractats amb sobrenedants filtrats provinents de cultius de nit (40 % SN filtrat)
de les soques S. maltophilia E77 pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ i E77Asmit1839 pBBR1MCS-5-PluxR::lacZ i no
tractats en LB i a 30 °C amb absorbancia inicial de Assgnm de 0,05 en el temps de 24 h i 48 h. Els resultats
son la mitjana de duplicats de com a minim de tres experiments independents. Les barres d’error
representen la desviacido estandard dels experiments. i **p<0,01 i ***p<0,001 s’ha considerat
significatiu respecte les soques on no s’addiciona SN mitjangant I’analisi unidireccional de variancia
(ANOVA) amb comparacié multiple post-test de Bonferroni.

4.8.2.3. Activitat B-galactosidasa sota el PluxR amb AHLs sintétiques.

Per tal d’observar la possible relacié entre les molécules d’AHLs amb l'augment de
I'expressié del regulador luxR, s’han realitzat diferents assaigs B-galactosidasa amb presencia
de diferents tipus d’AHLs sintetiques a concentracions de 100 nM i 10 uM per la soca salvatge i
de 10 uM per la soca mutant (Egland & Greenberg, 2000, Gamage, et al., 2011). Esperariem
que si el regulador LuxR s’uneix a les AHLs, augmenti I'expressié de la B-galactosidasa en la
soca salvatge mentre que en la soca mutant I'addicié d’AHLs no incrementi la seva expressid ja
que és deficient pel regulador LuxR. Aquests resultats s’observen a la Figura 4.45 per a la soca

salvatge i mutant.

Pel que fa a la soca salvatge (Figura 4.45), observem que exceptuant la molécula sintética
C4-HSL, les molecules C6-HSL, C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL augmenten |'expressid de la
B-galactosidasa respecte les condicions normals (sense afegir AHL al medi). Tot i aixi, aquesta
induccid és menor que quan afegim sobrenedant filtrat en el cultiu, on l'augment de
I’'expressié és major quan afegim un 40% del sobrenedant (vegeu Figura 4.44) que si afegim un
10 % respecte el volum total (dades no mostrades). Aquest fet indicaria que hi ha altres
inductors que estarien activant I'expressié del regulador LuxR. Els resultats preliminars

indiquen que les AHLs al unir-se al regulador LuxR podrien formar un complex LuxR-AHL que
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activa el propi promotor si comparem els valors obtinguts amb I'addicié d’AHLs respecte el
cultiu on no s’addiciona. També hem observat que I'expressié del gen luxR és concentracié
depenent de la molécula sintética addicionada degut que I'addicié de les molécules d’AHLs a
concentracié de 100 mM obté valors UM inferiors als cultius que s’han tractat amb AHLs a

concentracié 10 uM (dades no mostrades).

Pel que fa la soca mutant (Figura 4.45), I’addicié d’AHLs sintetiques (10 uM) en el medi no
augmenta |'expressid respecte el cultiu analitzat en condicions normals. Com ja hem
mencionat anteriorment I'expressié del gen lacZ en la soca mutant és major que en la soca
salvatge després de 24h. Tanmateix I'addicié de sobrenedant estimula I'expressid en la soca
mutant (vegeu Figura 4.44) de la mateixa manera que en la soca salvatge fet que indicaria que

probablement existeix una regulacio inductora per part del sobrenedant que no exerceixen les

AHLs.
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Figura 4.45. Regulacid de I'expressido del regulador LuxR en S. maltophilia E77 i S. maltophilia
E77Asmlt1839 que conté plasmidi amb la fusid entre la regid promotora del gen /uxR i el gen lacZ
(pPBBR1MCS-5-PluxR::lacZ). Representacid de I'activitat B-galactosidasa expressada en Unitats Miller en
cultius on s’han addicionat diferents AHLs(10uM) en LB a 30 °C i 24 h amb absorbancia inicial de Assonm
de 0,05. Mancancga de tres assaigs independents.

Els resultats indiquen que probablement les AHLs s’uneixen al regulador LuxR a i no
podem excloure la possibilitat que la regulacid d’aquest depengui d’altres estimuls

probablement relacionats amb el sistema de QS via un regulador encara no identificat.

4.8.3. Cerca in silico de la caixa lux en el promotor funcional del gen JuxR.

Si el regulador LuxR de S. maltophilia s’autoregula, probablement en el seu promotor

existeixi una caixa del tipus lux, les quals presenten estructura palindromica. Aquestes caixes
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acostumen a ser de 20 nucleotids i tot i que la posicid respecte el codd d’inici de la transcripcio
varia entre especies, aquesta normalment es situa aproximadament a la posicio -40 des del
ATG (Fuqua, et al., 2001, Ferluga, et al., 2007, Patankar & Gonzalez, 2009). A la Figura 4.46, es
mostra un alineament realitzat entre la regié promotora del gen /uxR de la soca E77 la qual
hem estudiat I'activitat B-galactosidasa amb les regions promotores del gen luxR de les soques
de S. maltophilia R551-3 i K279a. Amb un requadre hem identificat una possible caixa lux
d’aquesta regié promotora, degut que comparteix I'estructura palindromica (ombrejada en
gris) caracteristica d’aquest tipus de caixes. Els nucleotids subratllats a la figura es corresponen

al codo d’inici de la transcripcié (ATG) i a la seqiiencia d’uni6 al ribosoma (RBS).
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Figura 4.46. Alineament multiple de les regions promotores de la unitat transcripcional formada
pels ORFs smlt1840-smit1839 de les soques de S. maltophilia E77, R551-3 i K279a realitzat amb el
programa Clustawl2. Putativa caixa /ux de 20 nt present en el promotor hipotétic del gen /uxR
emmarcada entre les posicions -56 i -75 respecte el codd ATG del gen sm/t1840 de la soca E77.
Ombrejats en gris es troben els nt corresponents al palindrom en cadascuna de les soques. Seqiiencia
subratllada a les posicions del lloc d’unié a ribosoma (RBS) i codé d’inici de la traduccid (ATG).

La hipotética caixa lux palindromica es conserva entre les diferents soques de
S. maltophilia (vegeu Figura 4.47). La regié menys conservada es troba a la part central de la
caixa lux hipotetica de les diferents soques de S. maltophilia. Aquesta caixa es situa a la regio
promotora que hem identificat en els apartats anteriors, la qual es conserva en totes les
soques seqienciades i es situa a la part anterior al gen smit1840, el qual forma una unitat

transcripcional amb el gen sm/t1839.

JV3 ATTGAGCOGGAATCCCTCATC
D457 ATTGAGGGGAATCCCTCATC
E77 ACTGAGGGAAATCCCTCATC
R551-3 CTTGAGGGAATTCCCTCATC
K2/9a GCIGAGGGAAAACCCTCATC

- ¥ s s XXX ETXEE

&

Figura 4.47. Alineament entre les caixes /ux hipotetiques presents a la regid promotora de
cadascuna de les soques de S. maltophilia realitzat amb el programa Clustawl2. La regié promotora es
troba anterior a la unitat transcripcional formada pels ORFs sm/t1840-smit1839. Els nt que conformen el
palindrom en cadascuna de les soques de S. maltophilia estan ombrejats en gris.
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4.9. Analisis funcional del gen smit4572 en S. maltophilia E77.

4.9.1. Caracteritzacio a nivell de produccié d’AHLs de la soca mutant E77 Asmlt4572.

En el cas que el gen smit4572 fos l'encarregat de codificar per una sintasa o
aciltransferasa productora d’AHLs esperavem la pérdua de deteccié d’AHLs en el sobrenedant
concentrat de la soca S. maltophilia E77Asmlt4572 tal i com demostren molts altres autors al

realitzar soques mutants per les proteines sintases (Niu, et al., 2008).

El primer pas per esbrinar si la sintasa hipotética amb ORF sm/t4572, amb major similitud
a la proteina sintasa de la familia HdtS, és la responsable de la sintesi de les molecules d’AHLs
detectades en el sobrenedant de S. maltophilia E77 ha estat realitzant una extraccié de
sobrenedant de la soca salvatge de S. maltophilia E77 i de la soca mutant E77Asmlt4572.
Posteriorment, s’ha prosseguit amb un bioassaig sobre la CCF, on s’ha fet una cromatografia
amb els sobrenedants de les dues soques (salvatge i mutant pel gen smit4572). Els resultats
obtinguts demostren que el mutant E77Asmlt4572 produeix les mateixes AHLs que la soca
salvatge fet que va fer decidir-nos a aturar la caracteritzacié d’aquest mutant en aquest punt i

continuar amb la caracteritzacié del regulador del tipus LuxR.

Aquest fet suggereix que l'aciltranferasa escollida no té I'acciéd dual descrita per les
aciltransferases homologues a la HdtS, les quals coordinen la biosintesi de membrana i la

produccié d’AHLs.
4.10. Analisis funcional del gen smi/t1839 en S. maltophilia E77.

Ni el model de QS del tipus AHL ni el rol que juga el regulador LuxR han estat estudiats en
S. maltophilia. A continuacié es presenten els estudis realitzats a nivell funcional del regulador
LuxR de S. maltophilia E77 per abordar i aprofundir en la implicacié d’aquest regulador en la
motilitat del tipus swarming i el desenvolupament dels biofilms en aquesta espécie. Diversos
autors coincideixen en que els reguladors del tipus LuxR estan implicats en tots dos processos
en diverses especies bacterianes i suggereixen que molt probablement tots dos fenotips estan

relacionats (Shrout, et al., 2006).

4.10.1. Formacio de biofilms en S. maltophilia E77 i en el mutant E77Asmlit1839.

La formacié de biofilms és un fenotip d’elevada rellevancia biomedica i nombrosos autors

han demostrat en altres bacteris gram negatius patogens la importancia directa del regulador
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LuxR en aquest desenvolupament (Huber, et al., 2001, Tomlin, et al., 2005, Gamage, et al.,
2011). Els resultats aqui presents sén una primera aproximacié de I'afectacié de la mutacié en

el regulador luxR en el procés de formacid de biofilms de la soca de S. maltophilia E77.

Hem abordat aquest objectiu des de diferents estratégies i perspectives, a I'hora de
quantificar i valorar fenotipicament els biofilms formats per a la soca salvatge de S. maltophilia

E77 i la soca mutant S. maltophilia E77AsmIt1839.

Un assaig simple en plaques de poliestiré de 96 pous permet analitzar la formacié de
biofilms i fer un primera valoracié dels mecanismes geneétics involucrats en aquest procés sota
diferents condicions de cultiu. En aquest assaig els bacteris creixen en els pous i s’avalua
I'adhesié de les cél-lules a la superficie abiotica. Un cop eliminades les cel-lules del
sobrenedant, les cél-lules adherides formadores del biofilm es quantifiquen després d’ésser

tenyides amb CV (O'Toole & Kolter, 1998).

Primerament adonar-nos de que les primeres diferencies observades entre la soca mutant
i salvatge apareixen a partir de les 48 h del desenvolupament del biofilm en S. maltophilia E77
tal i com mostren les grafiques A i B de la Figura 4.48. En aquestes dues grafiques es fa una
guantificacié de la formacid de biofilms en plaques de 96 pous en mediricde LBa48 hi 30 °Ci
medi minim de BM2 a diferents temps (24 h a 96 h) i temperatura de 30 °C. Les absorbancies
revelen que a partir de 48 h apareixen les primeres diferéncies significatives (p<0,05 i p<0,01)
pel que fa a la quantificacio de biofilms en la placa de 96 pous mitjangant tincié amb CV en tots
dos medis (A), les quals es mantenen al llarg del temps (72 h i 96 h) amb valors significatius de

p<0,001 (B).

A més a més hem observat reiteradament a ull nu, que la pel-licula que es forma a la part
més superficial del medi de cultiu en cadascun dels pous és diferent entre la soca salvatge i
mutant a partir de 48 h. Es per aquest motiu que s’assaja aquesta pel-licula en tubs de vidre en
les mateixes condicions de cultiu i es fa una tincié amb CV passades 48 h de I'anell que es
forma a la part més superficial també anomenat pellicle. A les tincions dels anells mostrades a
la Figura 4.48-A, hi ha evidencies de que el biofilm format a la part més superficial del medi és
diferent entre la soca salvatge i mutant pel gen luxR, ja que es forma una pel-licula continua en
la soca salvatge mentre que en la soca mutant aquesta pel-licula és més trencadissa i tenue.
Suposem que per aquest motiu I'anell o halo tenyit amb el CV sigui més evident en la soca

salvatge en tots dos medis que en la soca mutant, el qual és més ténue o inexistent.
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Figura 4.48. A, quantificacid relativa (AssonmCV/As20nmCultiu) del biofilm format en plaques de 96
pous en medi LB i BM2 durant 48 h a 30°C de les soques S. maltophilia E77 i S. maltophilia E77AsmIt1839
i tincié de la pel-licula de biofilm formada en la part més superficial del tub de vidre en les mateixes
condicions. B, quantificacio relativa (AssonmCV/As0nmCultiu) del biofilm format en plaques de 96 pous en
BM2a24h,48 h,72hi96 ha 30 °C. CLSM imatges de I'arquitectura de biofilm de S. maltophilia E77 (C)
i S. maltophilia E77Asmit1839 (D) després de 96h d’incubacié en medi FABL en les cambres de flux. La
imatge central mostra la simulacié de fluorescencia de les projeccions obtingudes de dalt a baix i les
imatges dels costats mostren les seccions verticals (Imaris). La barra en Ci D indica 30 um. Els resultats
en A i B son la mitjana de com a minim de tres experiments independents. Les barres d’error
representen la desviacié estandard dels experiments. *p<0,05,**p<0,01 i ***p<0,001 s’ha considerat
significatiu mitjancant I'analisi unidireccional de variancia (ANOVA) amb comparacié multiple post-test
de Bonferroni. En aquest analisi s’indiquen les diferéncies significatives entre la formacio de biofilm de
la soca mutant pel gen sm/t1839 respecte la soca salvatge a diferents temps i medis.

Per tal d’'investigar més acuradament les diferéncies en el desenvolupament del biofilm
entre S. maltophilia E77 salvatge i mutant pel gen JuxR, s’han utilitzat cambres artificials
sotmeses a un flux continu que permeten analitzar els biofilms sota condicions
hidrodinamiques i estudiar a temps real el desenvolupament del biofilm sobre una superficie
de vidre. Aquest estudi s’ha fet a partir de condicions determinades, ja utilitzades previament
en S. maltophilia K279a pels autors Ryan, et al., (2008) i que s’expliquen més detalladament en
I'apartat de Materials i Métodes 3.16. Per altra banda, acoblar aquesta técnica a I'is de la
microscopia laser confocal (CLSM) ens permet monitorar a temps real les estructures del
biofilm que es van formant al llarg del temps i obtenir imatges tridimensionals de la
construccié del biofilm de les soques d’estudi. El marcatge de cél-lules s’ha realitzat a partir de
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I’electroporacio del plasmidi pMP7605 (Lagendijk, et al., 2010), el qual conté una fusié entre el
promotor tac i la proteina mCherry sobre la soca salvatge i mutant. Aquest marcatge s’ha
realitzat amb aquesta proteina per a estudiar les interaccions interespecifiques en biofilms
mixtes formats entre S. maltophilia (expressid en trans proteina mCherry en vector replicatiu) i
P. aeruginosa (marcada amb la proteina Gfp mitjancant la insercié en el cromosoma amb el
transposo mini-Tn7 (Choi & Schweizer, 2006)). Aquests biofilms mixtes ens interessa estudiar-
los en un futur degut que aquests dos organismes coexisteixen en biofilms a la natura i sén
patogens nosocomials de rellevada importancia, els quals sén aillats molt freqlientment
formant coinfeccid en el pulmé en pacients amb FQ (Graff & Burns, 2002, Berg, et al., 2005).
Les soques de S. maltophilia E77 marcades amb el plasmidi pMP7605 van ser testades al
laboratori a nivell de creixement i formacié de biofilms en plaques de 96 pous i no es van

observar diferéncies respecte les soques no marcades.

A la part inferior de la Figura 4.48, en les imatges C i D, es mostren els resultats
preliminars per manca de tres experiments independents. Tot i aixi, creiem que sdn resultats
molt interessants ja que corroboren les diferencies significatives en la formacié de biofilms
quantificades en les plaques de 96 pous entre la soca salvatge i mutant. L inspeccid visual de
les imatges obtingudes pel CLSM (Figura 4.48 (C i D), denoten diferencies entre la soca salvatge
i la mutant després de 96 h d’incubacié, no només a nivell de cobertura del substrat i gruix
(com ja s’havia previst en els assaigs de tincid en plaques de 96 pous) sind que també
demostren diferéncies significatives a nivell d’estructura del biofilm. La imatge C, corresponent
a la soca salvatge S. maltophilia E77pMP7605, manté la mateixa estructura filamentosa de
biofilms que la soca clinica K279a tal i com ja havien constatat i descrit els autors Ryan, et al.,
(2008), la qual és molt diferent a I'estructura de mushrooms altament descrita en
P. aeruginosa (Davies, et al., 1998). Aquesta estructura tridimensional filamentosa composta
de cadenes de cél-lules s’ha descrit també en I'especie S. marcescens (Labbate, et al., 2004,
Rice, et al., 2005). Amés a més observem que la soca mutant pel regulador LuxR (imatge D)
tendeix a perdre aquesta estructura filamentosa aixi com el cobriment de la superficie no és

uniforme degut a la formacié d’estructures aberrants.

Durant les primeres 24h I'aspecte del biofilm entre la soca salvatge i mutant és molt
similar en aquest assaig (dades no mostrades). L'estructura del biofilm es va diversificant un
cop s’ha produit I'adhesié inicial de les cél-lules a la superficie, la qual tendeix a ser més feble

en els assaigs realitzats en la soca mutant (un cop superades les 48h). Aquest aspecte fenotipic
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visualitzat amb el microscopi laser confocal corrobora els valors quantitatius obtinguts amb la

tincié de CV passades 48h.

No s’han pogut fer estudis estadistics de les imatges capturades mitjancant el programari
COMSTAT per manca de tres experiments independents en el temps. Aquest, permet fer un
analisi de totes les imatges obtingudes i calcular de forma objectiva parametres com la
biomassa, el gruix del biofilm i recobriment de la superficie entre altres caracteristiques a
partir de diferents experiments independents. Tot i els esforcos dedicats en posar a punt
aquesta tecnica creiem que calen més assaigs per tal de corroborar el fenotip esmentat
anteriorment i poder realitzar estudis estadistics amb les imatges capturades al llarg del
temps. Queden per analitzar també, els biofilms formats conjuntament entre les soques de

S. maltophilia i P. aeruginosa.

Respecte els estudis realitzats anteriorment per Ryan et al., (2008), en aquest treball s’ha
avancat pel que fa al marcatge de cadascuna de les soques. Mitjancant la metodologia
emprada, ens permet investigar al llarg del temps el desenvolupament i morfologia dels
biofilms de cadascuna de les espécies estudiades en el biofilm mixt sense la necessitat de

tenyir les cél-lules i aturar I'experiment en cada analisi.

4.10.2. Motilitat del tipus swarming en S. maltophilia E77 i en el mutant

E77Asmlit1839.

Molts estudis recents han relacionat la importancia de la motilitat del tipus swarming amb
la capacitat de formar biofilms de P. aeruginosa (Shrout, et al., 2006, Caiazza, et al., 2007,
Overhage, et al., 2008). Aquest és el primer treball realitzat que examina el possible rol del QS

en la regulacié de la motilitat del tipus swarming en |'espécie S. maltophilia.

La motilitat del tipus swarming, es mesura emprant plagues de swarming que ens
permeten assajar aquesta motilitat a partir de la sembra d’una colonia sobre la superficie
d’una placa d’agar semi-solida i avaluar el diametre i la morfologia del halo després d’un
periode d’incubacid. La composicié del medi és determinant per iniciar el procés de swarming i
és especific per a cada espeécie. Les condicions més Optimes per aquesta motilitat han estat
estudiades al laboratori per Ferrer-Navarro, et al., (2013) i el métode escollit per aquest treball

és explicat en I'apartat de Materials i Metodes 3.17.
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Per tal d’investigar si la motilitat del tipus swarming podria estar regulada pel regulador
LuxR de S. maltophilia E77 s’ha realitzat una comparativa entre la soca salvatge S. maltophilia

E77 i la soca mutant pel regulador luxR.

A la Figura 4.49, es mostra el fenotip de la motilitat del tipus swarming de S. maltophilia
E77 en les plaques de medi BM2-agar (0,5%) a 30 °C després de 7 dies (A) i 11 dies (C)
d’incubacié. No és una velocitat de moviment a través de la placa molt elevada si ho
comparem amb P. aeruginosa la qual pot colonitzar tota la placa en 24h en quasi les mateixes
condicions. Altres autors com ara Julkowska, et al., (2005) ja han descrit motilitats lentes tal i

com el que succeeix a S. maltophilia.

En aquesta mateixa Figura 4.49, també veiem que la soca que té delecionat el regulador
luxR, S. maltophilia E77Asmlt1839, és deficient per aquest tipus de motilitat després de 7 dies
(B) o 11 dies d’incubacié (D), mentre que la colonia de la soca salvatge colonitza tota la
superficie d’agar després de 11 dies d’incubacié (C). Les soques han estat inoculades al centre
de la placa on es forma un botd cel-lular i des d’alla les cel-lules de la soca salvatge adquireixen
el fenotip de swarm cells i colonitzen de forma coordinada tota la superficie mostrant un
fenotip ramificat, mentre que en la soca mutant no es produeix aquesta diferenciacid. Altres
autors ja han descrit la deficiéncia fenotipica en aquest tipus de motilitat en mutants realitzats
sobre reguladors de QS del tipus LuxR (Kohler, et al., 2000, Huber, et al., 2001, Lazenby, et al.,
2013).

Les diferencies en el comportament de la soca mutant respecte la soca salvatge pel que fa
a les motilitats del tipus swimming i twitching son indistingibles, el que indica que aquest tipus
de motilitat no estaria regulada pel regulador LuxR en S. maltophilia, mentre que la motilitat

del tipus swarming si sembla esta influenciada per aquest regulador.

La manca de motilitat del tipus swarming en les espécies de P. aeruginosa, S. liquefaciens
o B. cepacia s’"ha demostrat que es deu a la manca de produccié de biotensioactius controlats

pel QS (Ochsner & Reiser, 1995, Lindum, et al., 1998, Huber, et al., 2001).
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Figura 4.49. Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 salvatge (A i C) i mutant
S. maltophilia E77Asmit1839 (B i D) en medi BM2-agar (0,5%) a 30 °C durant 7 dies (A i B) i 11 dies
d’incubacid (C i D). Inocul de colonia fresca en el centre de les placa de swarming. Aquests resultats son
I'exemple visual de minim tres experiments independents. Plaques de Petri de 90 mm.

4.11. Efecte dels inhibidors de quorum sensing en S. maltophilia E77.

Durant la darrera década, s’han realitzat nombrosos estudis per tal d’investigar I'efecte
dels IQS en diferents processos biologics regulats pel QS en les diferents espécies bacterianes.
En aquest treball, ens centrarem amb I'efecte de la lactonasa en diferents processos biologics
gue hem vist que podrien estar regulats pel QS en S. maltophilia E77, degut que hem observat
diferencies significatives entre la soca mutant i salvatge pel gen /uxR en els fenotips de

swarming i formaciod de biofilms.

Diversos treballs han estudiat I'efecte que podria tenir en la soca d’estudi I'expressié
heterologa del gen aiiA provinent de la soca B. subtilis A24, que codifica per I'enzim lactonasa
sota el promotor constitutiu /ac en un vector d’expressid replicatiu. S’estudia I'expressio
d’aquest gen per tal d’identificar diferents processos regulats pel QS, com podrien ser la
formacié de biofilms i la motilitat (Reimmann, et al., 2002, Liu, et al., 2011). Altres autors
subratllen que els sobrenedants provinents de diferents soques de Bacillus sp., degraden les
AHLs produides per B. pseudomallei atribuint-ho a que I'enzim lactonasa s’allibera a I'espai
extracel-lular sense necessitat d’expressar el gen aiiA de forma heterologa per tal d’estudiar
I’activitat 1QS en la soca d’estudi (Ramli, et al., 2012). Aquests autors, analitzen els efectes 1QS
gue produeixen els sobrenedants extrets de Bacillus sp en la formacié de biofilms i demostren
gue en aquest procés les AHLs son de rellevada importancia en els aillats clinics de
B. pseudomallei (Ramli, et al., 2012). A continuacié mostrem els resultats obtinguts en aquest
treball a partir de sobrenedants extrets de B. subtilis A24 en dos processos que podrien estar

regulats pel QS en S. maltophilia E77 permetent-nos interpretar com afecten les AHLs
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detectades en el sobrenedants d’aquesta espécie, aixi com la importancia que suposa la

permanencia del regulador del tipus LuxR en aquesta especie.

4.11.1. Efecte de I’enzim lactonasa AiiA com a 1QS en la formacié de biofilms.

En aquest apartat hem estudiat I'efecte que té el sobrenedant filtrat provinent d’un cultiu
de nit a 30 °C en medi LB de la soca B. subtilis A24 en la formaci6é de biofilms en la soca
d’estudi S. maltophilia E77 en plaques de 96 pous. Tal i com presentem a la Figura 4.50-A,
observem una disminucid en el desenvolupament biofilm quan afegim un 1 % o un 10 % de
sobrenedant de la soca A24 (p<0,001) en ambdds medis (LB i BM2) respecte els pous on no s’hi

addiciona. Vegeu com s’ha realitzat aquest experiment a I'apartat de Materials i Metodes 3.16.
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Figura 4.50. Inhibici6 en la formacié de biofilms de S. maltophilia E77 (A) i P. aeruginosa
MPAOL1 (B). Tractament amb sobrenedant (SN) de B. subtilis A24 a concentracions de 1% i 10% com a
IQS en assaigs realitzats en plaques de 96 pous en medi LBiBM2a30Ci48h (A) o mediLBa37°Ci24h
(B). Quantificacié relativa (AssonmCV/As20nmCultiu) del biofilm format en plaques de 96 pous. Els resultats
en A i B son la mitjana de com a minim de tres experiments independents. Les barres d’error
representen la desviacié estandard dels experiments. ***p<0,001 s’ha considerat significatiu mitjancant
I’analisi unidireccional de variancia (ANOVA) amb comparacié multiple post-test de Bonferroni. En
aquesta analisi s’ indiquen diferencies significatives entre la formacié de biofilm amb tractament del 1 %
0 10 % de SN A24 respecte la formacioé de biofilm sense tractament 0 % de SN A24.

Resultats similars obtenen els autors Ramli et al., (2012), quan estudien I'efecte dels
sobrenedant filtrat sobre diferents soques cliniques de B. pseudomallei i sostenen que la
inhibicié en la formacié de biofilms és degut a I'activitat IQS dels sobrenedants de les diferents
soques de Bacillus sp. testades degut a I'enzim AiiA. En aquest treball també s’ha realitzat el
mateix experiment IQS mitjangant el sobrenedant de B. subtilis A24 sobre la formacié de
biofilms de la soca P. aeruginosa MPAO1 en medi LB i a 37 °C (Figura 4.50-B). Els valors
obtinguts demostren activitat 1QS del sobrenedant de B. subtilis A24 amb diferencies
significatives de p<0,001 entre els biofilms tractats respecte els no tractats amb sobrenedant.

Les dues grafiques mostrades per P. aeruginosa MPAO1 es diferencien una de I'altra en que en
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la primera té en compte la densitat optica del cultiu en cadascun dels pous o s’ha revelat la
formacid de biofilms mentre que I'altre no. Com podem observar la presencia de fins a un 10 %
de sobrenedant filtrat no afecta el creixement de les soques en cadascun dels pous ja que els
valors obtinguts en funcié de la densitat Optica del cultiu no condicionen els resultats

obtinguts.

En aquest assaig hem detectat com el sobrenedant filtrat d’un cultiu de nit de B. subtilis
A24 exhibeix activitat 1QS ja que influencia en la formacié de biofilms possiblement perquée
degrada les AHLs que podrien tenir un rol important en aquest procés en S. maltophilia E77 i
P. aeruginosa MPAO1. Aquests resultats suggereixen que seguir treballant amb diferents 1QS
podria ser una bona eina per paralitzar el sistema de QS en els bacteris patogens a través de la
inactivacié dels senyals de QS. Préviament al nostre estudi ja s’ha demostrat I'eficacia de
compostos analegs a les AHLs usades com a IQS per inhibir la formacié de biofilms en S.

maltophilia i P. aeruginosa (Ding, et al., 2011).

4.11.2. Efecte de I’enzim lactonasa AiiA com a IQS en la motilitat del tipus swarming.

Experiments anteriors demostren que |'expressid heterologa del gen aiiA de B. subtilis
A24 i del Bacillus sp 240B1 redueix la motilitat del tipus swarming en P. aeruginosa i B. cepacia

respectivament (Reimmann, et al., 2002, Wopperer, et al., 2006).

En aquest apartat s’assaja el sobrenedant filtrat provinent d’un cultiu de nit ben crescut a
30 °C de la soca B. subtilis A24, sobre la motilitat del tipus swarming en S. maltophilia E77 quan
s’addicionen 50 pl d’aquest sobrenedant en les plaques de swarming a 2 cm de I'inocul inicial.
Vegeu esquema a la Figura 3.20 a I'apartat de Materials i Métodes 3.17. Com a control hem

afegit a I'assaig la soca P. aeruginosa MPAOQOL1.

A la Figura 4.51 (C i D), podem apreciar un cop més, I'efecte inhibitori que exerceix el
sobrenedant filtrat de B. subtilis A24 en la motilitat de S. maltophilia E77 i P. aeruginosa
MPAOL1 respecte les plaques on no s’hi afegeix aquest sobrenedant (A i B) respectivament.
S’evidencia I'activitat 1QS del sobrenedant de B. subtilis A24 ja que interfereix en la motilitat
del tipus swarming de S. maltophilia E77 i P. aeruginosa MPAO1 en la zona propera on s’ha
dipositat el sobrenedant de B. subtilis A24. Com s’aprecia a la Figura 4.51, la motilitat de les
dues soques és normal fins que sofreix I'efecte inhibitori que exerceix el sobrenedant de B.

subtilis A24 sobre la motilitat en eixam d’ambdues soques.
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Figura 4.51. Motilitat del tipus swarming de S. maltophilia E77 (A) i P. aeruginosa PAO1 (B) en
plaques de medi BM2 a 30 °C durant 7 dies i 24 h respectivament. Efecte IQS del sobrenedant de
B. subtilis A24 en la motilitat del tipus swarming de E77 (C) i MPAO1 (D). S’han dipositat 50 ul de
sobrenedant filtrat de A24 a 2 cm de I'inocul inicial. Aquests resultats son I'exemple visual de minim tres
experiments independents Plaques de Petri de 90 mm.

4.12. Estimulacié del swarming en S. maltophilia E77.

Una eina que s’ha usat en el laboratori per a estudiar la motilitat del tipus swarming en
S. maltophilia E77 ha estat mitjancant I'addicid de sobrenedants concentrats extrets de
P. aeruginosa MPAO1. En aquest apartat es pretén estudiar l'activitat estimuladora del
sobrenedant extret de P. aeruginosa MPAO1 en les plaques de swarming i valorar si els
biotensioactius o AHLs extrets amb acetat d’etil del sobrenedant de diferents fons genétics de

P. aeruginosa MAPO1 poden afectar a la motilitat de S. maltophilia.

4.12.1. Efecte del sobrenedant concentrat total de P. aeruginosa MPAO1.

Aquest experiment s’ha dut a terme en plaques de swarming afegint a 2 cm del lloc de
I'inocul inicial diferents quantitats de sobrenedants concentrats provinents P. aeruginosa
MPAOL1 i s’ha estudiat I'estimulacié de, la motilitat del tipus swarming en la soca E77 al llarg

del temps.

A la Figura 4.52 es pot apreciar que els sobrenedants extrets de P. aeruginosa MPAO1
indueixen la motilitat del tipus swarming en la soca de S. maltophilia E77. Des de les 72h es
poden observar les primeres prolongacions d’aquest moviment originades des del lloc on es
diposita la colonia de S. maltophilia E77, mentre que en condicions normals aquest efecte no
passa en tan poques hores. Després d’'una setmana, el swarming obtingut a partir de la
I’addicié del sobrenedant concentrat de P. aeruginosa MPAO1 és quasi equivalent al swarming
de la soca S. maltophilia E77 sense afegir cap inductor en el medi després de 11 dies (Vegeu
Figura 4.49). Per tant, s’evidencia que I'addicid d’extraccions de sobrenedants concentrats
duplica la motilitat del tipus swarming en S. maltophilia E77 respecte les condicions normals.

Aguesta induccid és concentracié depenent, ja que quan afegim més quantitat de sobrenedant
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concentrat la induccid és major. Inicialment podem atribuir aquesta induccid a la preséncia de
biotensioactius en el sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1 que estimulin la motilitat en

S. maltophilia E77.

T2h

T dies

Figura 4.52. Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 amb presencia de
sobrenedant concentrat extret amb acetat d’etil de P. aeruginosa MPAO1 durant 72 h 7 dies en medi
BM2-agar (0,5 %) a 30 °C. S’indiquen les quantitats de sobrenedant dipositades en cada placa de 5 pl,
10 pl i 20 pl respectivament a 2 cm de I'inocul inicial. Aquests resultats sén I'exemple visual de minim
tres experiments independents Plaques de Petri de 90 mm.

4.12.2. Efecte del sobrenedant concentrat total de P. aeruginosa MPAO1l que

expressa de forma heterologa del gen aiiA de B. subtilis A24.

Per tal de corroborar I'efecte estimulant que produeixen els biotensioactius presents en el
sobrenedant de P. aeruginosa MPAQO1 en la motilitat del tipus swarming en S. maltophilia E77,
a continuaciod s’ha volgut estudiar com afectaria I'expressié heterologa del gen aiiA en la soca
P. aeruginosa MPAQL1. El gen aiiA codifica per una lactonasa que disminueix la concentracié de
les AHLs degut a I'activitat 1QS, entre elles les del tipus C4-HSL, les quals regulen unint-se al
regulador RhIR la produccié de ramnolipids en P. aeruginosa. Els ramnolipids sén molt
importants per la motilitat del tipus swarming en aquesta espécie (Kohler, et al., 2000, Caiazza,

et al., 2005, Shrout, et al., 2011).

4.12.2.1. Caracteritzacio dels sobrenedants de P. aeruginosa.
Es per aquest motiu que s’ha electroporat sobre la soca P. aeruginosa MPAO1 el plasmidi
pMEG6863 que conté el gen aiiA sota el control de promotor lac (Plac::aiiA) o bé el plasmidi

pPMEG6000 (plasmidi control sense el gen aiiA) dissenyats per Reimmann, et al., (2002). S’han
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obtigut les soques de P. aeruginosa MPAO1l que hem anomenat en aquest treball,
MPAO1pMEPIac::aiiA i MPAO1pME6000. A continuacid, es fa una caracteritzacié fenotipica a
nivell de concentraci6 d’AHLs a partir de bioassaigs realitzats amb diferents soques
biosensores, efectacié en la motilitat deguda a una disminucié en la produccié de ramnolipids i

estimacio a ull nu dels biotensioactius presents en el sobrenedant.

A la Figura 4.53, es fa un estudi a nivell de motilitat de tipus swarming de les soques
P. aeruginosa MPAO1 (A;) MPAO1pMEPlac::aiiA (B,) i MPAO1pME6000 (C,) i observem la
disminucié en la motilitat del tipus swarming de la soca MPAO1pMEPIac::aiiA respecte la soca

salvatge i control (quan s’incuben durant 24 h a 37 °C).

Pel que fa a la caracteritzacid d’AHLs, a la Figura 4.53, s’observa que la deteccié d’AHLs
produides per les soques MPAO1 (A,) i MPAO1pMEG000 (C,) és positiva quan es realitzen els
bioassaigs en forma de “T” enfrontant les estries de les soques problema amb les tres les
soques biosensores escollides per aquest assaig. La deteccié de les AHLs presents en el
sobrenedant de la soca MPAO1pMEPlac::qiiA (B,) és negativa amb la soca biosensora
C. violaceum CV026 i la soca d’E. coli MT102 (pJBA132) degut a la degradacié d’AHLs de cadena
curta i llarga exercida per I'enzim lactonasa. Mentre que la deteccié ha estat positiva amb el
bioassaig realitzat amb la soca biosensora d’E. coli IM105 (pJBA89). Aquest fet es deu a que
aquesta soca és més sensible que les anteriors a menors quantitats d’AHLs ja que la hidrolisi
produida per I'enzim de la lactonasa no és completa. Recordar que I'enzim lactonasa degrada

tot tipus de molécules d’AHLs, tan de curta com de cadena llarga (Dong, et al., 2000).

Mitjancant una segona estrategia podem afirmar que la I'expressid heterologa del gen
aiiA suposa una disminucié de la concentracié d’AHLs en la soca MPAO1pMEPlac::aiiA. S’ha
realitzat una CCF CCF dels tipus C,z de fase reversa amb els sobrenedants concentrats extrets
amb acetat d’etil de les tres soques d’estudi de P. aeruginosa. En el bioassaig realitzat damunt
la CCF amb la soca biosensora d’A. tumefaciens KYC55 (la més sensible que disposem al
laboratori) es pot apreciar la disminucid de les AHLs en el sobrenedant de la soca
MPAO1pMEPlac::aiiA (Bs) respecte les soques control MPAO1 (A;) i MPAO1pMEG000 (Cs).
S’observen diferents taques que es corresponen a diferents tipus d’AHLs (C120xo-HSL, C100xo-
HSL, C8oxo-HSL i C6oxo0-HSL) extretes en les mateixes condicions de cultiu per cadascuna de les

soques.
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Figura 4.53. Motilitat del tipus swarming de les soques de P. aeruginosa; A,, MPAO1,
B,, MPAO1pMEPIac::aiiA i C;, MPAO1pME6000 en medi BM2 a 37 °C i 24 h. Bioassaig soques
P. aeruginosa; A,, MPAO1, B,, MPAO1pMEPlac::aiiA i C,, MPAO1pME6000 en estries horitzontals
enfrontades mitjangant una “T” enfront de les tres soques biosensores disposades en les estries
verticals d’esquerra a dreta: E. coli MT102 (pJBA132), C. violaceum CV026 i E. coli JM105 (pJBA89) en
medi LB a 30 °C. CCF del tipus Cy3 de fase reversa amb sobrenedants concentrats de les soques de
P. aeruginosa; A;, MPAO1, B3, MPAO1pMEPIac::qiiA i C;, MPAO1pMEG000 sdn separats mitjangant la
capa fina i el solvent organic de metanol /aigua (60:40, v/v). Posteriorment es revela la CCF amb una
capa de medi AT-agar tou i X-gal amb suspensié de la soca biosensora A. tumefaciens KYC55 i s’incuba
24 h a 30° C. Plaques de Petri de 90 mm.

A continuacid, s'examina la concentracid de biotensioactius presents en els cultius
cel-lulars de les soques de P. aeruginosa MPAO1, MPAO1pMEPlac::aiiA i MPAO1pMEG6000 a
través d’un experiment molt senzill que serveix per a estimar a ull nu la concentracié de
biotensioactius presents en el sobrenedant. L'experiment es realitza a partir de dipositar 10 pl
de sobrenedant provinent d’un cultiu de nit saturat sobre una superficie hidrofoba, com per
exemple la tapa d’'una placa de Petri, on s’assaja la capacitat d’'un agent tensioactiu que
permet disminuir la tensié superficial de l'aigua (Jain, et al., 1991, Lindum, et al., 1998). A la
Figura 4.54 es pot observar que la concentracid de ramnolipids és menor en la soca
MPAO1pMEPIac::aiiA (B) degut que la gota no s’expandeix sobre la superficie de la placa de
Petri de la mateixa manera que les gotes de MPAO1 (A) i control MPAO1pMEG6000 (C). Aquest

fet, revela que I'expressio heterologa del gen qiiA, el qual disminueix de forma substancial la
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quantitat d’AHLs i que al seu torn implica una disminucié en la produccié de ramnolipids,

provoqui una disminucié en la motilitat de la soca MPAO1pMEPlac::qiiA, tal i com s’ha pogut

-

Figura 4.54. Test de la gota per a comparar la quantitat de ramnolipids presents en 10 ul de

valorar en la Figura 4.53.

sobrenedant provinent de cultiu de nit saturat de les soques de P. aeruginosa MPAO1 (A),
MPAO1pMEPlac::aiiA (B), MPAO1pME6000 (C) dipositats sobre la tapa d’una placa de Petri. Vista
lateral.

4.12.2.2. Efecte del sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1pMEPlac::aiiA.

Un cop fet l'analisi fenotipic de I'expressid heterdloga del gen aiiA en la soca
MPAO1pMEPlac::aiiA i demostrar que la concentracié d’AHLs detectades aixi com Ia
concentracié de ramnolipids és notoriament inferior afectant a la motilitat del tipus swarming
respecte les soques control, s’ha prosseguit a estudiar si el sobrenedant extret de la soca
MPAO1pMEPlac::aiiA estimula de la mateixa forma la motilitat del tipus swarming en

S. maltophilia E77.

A la Figura 4.55 es pot contemplar I'efecte en la motilitat del tipus swarming de
S. maltophilia E77 (A), quan s’addicionen a les plaques de swarming 10 ul de sobrenedant
concentrat extrets amb acetat d’etil provinents de les soques MPAQO1 (B) , MPAO1pME6000 (C)
i MPAO1pMEPIac::aiiA (D). S’observa que el sobrenedant de MPAO1pMEPIac::qiiA no estimula
la motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 tal i com hem vist que si ho fa el
sobrenedant extret de MPAO1 (B) o la soca control de MPAO1pMEG6000 (C) i ho atribuim a la

disminucié ramnolipids presents en el sobrenedant de MPAO1pMEP/ac::aiiA.

Figura 4.55. Motilitat del tipus swarming de S. maltophilia E77 sense addicionar cap substancia a la
placa (A) i amb sobrenedant concentrat de P. aeruginosa MPAO1 (B), MPAO1pME6000 (C) i
MPAO1pMEPlac::aiiA (D) en medi BM2 a 30 °C durant 7 dies. S’han dipositat 10 ul de sobrenedant
extret amb acetat d’etil a 2 cm de I'inocul inicial. Aquests resultats son I'exemple visual de minim tres
experiments independents. Plaques de Petri de 90 mm.
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4.12.3. Efecte de les fraccions obtingudes per HPLC a partir de la separacié del

sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1.

Una segona hipotesi que planteja aquesta induccié en la motilitat del tipus swarming en
S. maltophilia E77, és si a través dels sobrenedants concentrats existeix una possible
comunicacio interespecifica entre les molécules d’AHL presents en els sobrenedants de P.
aeruginosa MPAO1 i el regulador LuxR de S. maltophilia E77. Aquests sobrenedants provenen

d’extraccions amb acetat d’etil, solvent que hem usat per extreure aquest tipus de molecules.

Per tal d’esbrinar si alguna molécula/molécules d’AHLs presents en el sobrenedant
provinent de P. aeruginosa MPAO1 podria estar induint la motilitat en S. maltophilia E77 s’ha
separat per HPLC el sobrenedant extret de la soca P. aeruginosa MPAO1 seguint el mateix
procediment que per la soca S. maltophilia E77 tal i com s’explica en I'apartat de Materials i
Meétodes 3.4. S’han testat en les plaques de swarming cadascuna de les 60 fraccions recollides
per HPLC, a partir de la separacid del sobrenedant de P. aeruginosa MPAQO1, i s’ha estudiat la
possible induccié del swarming en S. maltophilia E77 tal i com s’estudia amb el sobrenedant
total. Només la fraccid corresponent a la nimero 37 (F37) indueix la motilitat del tipus
swarming en S. maltophilia E77 quasi de la mateixa manera que I'extracte total de
sobrenedant tal i com es pot apreciar a la Figura 4.56. Per tal de distingir si aquesta induccié es
pot atribuir a una molecula d’AHL s’ha realitzat un bioassaig en placa de la fraccié 37 amb la
soca biosensora d’A. tumefaciens KYC55 (dades no mostrades). La fraccié ha estat positiva i per
tant s’ha prosseguit a separar aquesta fraccid mitjancant CCF per a caracteritzar de forma
preliminar la molécula d’AHL present en aquesta fraccid, seguint els procediments explicats en

I'apartat de Materials i Méetodes 3.6.

Degut a la proximitat de la F37 activadora del swarming en S. maltophilia E77 amb el
temps de retencié en HPLC de la moléecula sintética C8-HSL (F34-F35) s’ha realitzat una CCF
amb les fraccions 37 i 34 corresponents a la separacid per HPLC dels sobrenedants de MPAO1 i
E77 respectivament. Les taques tenen temps de retencié molt similars en la CCF de Silica gel
60 mentre que el temps de retencié a la columna de HPLC no es corresponen amb les mateixes
fraccions. El percentatge de ACN de la fraccio F34 de la molécula sintetica C8-HSL en el HPLC és
del 36 % v/v de ACN en aigua Chromasolv® grau HPLC (Sigma). El mateix percentatge de ACN
té la fraccid F34 provinent del sobrenedant de S. maltophilia E77 separat per HPLC per a
detectar i caracteritzar les molécules d’AHLs per CCF i MS en apartats anteriors. Mentre que la
fraccio6 F37 del sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1l que ha activat el swarming en

S. maltophilia E77 conté el 39 % v/v de ACN en aigua Chromasolv® grau HPLC (Sigma). Aix0 ens
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indica que probablement la F37 contingui la molecula C10oxo-HSL la qual per cromatografia
HPLC ha de tenir un temps de retencid posterior a la C8-HSL (F34) i anterior a la C10-HSL (F44)
amb la metodologia emprada en aquest treball. Les molécules C8-HSL i C10oxo-HSL migren per
CCF (Silica gel 60 o Ci;5 de fase reversa) amb gairebé el mateix temps de retencid i es
diferencien I'una de I'altre en que la substitucio carbonil en el tercer carboni provoca una taca
en forma de llagrima (Shaw, et al., 1997). La caracteritzacié preliminar en CCF de la Fraccié F37
(Figura 4.56) indica que té un valor Ry molt similar a la C8-HSL (present a la fraccié F34) i que es

diferéncia d’aquest per la forma de llagrima degut a la substitucid -oxo en el tercer carboni.

Figura 4.56. Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 salvatge (A), amb preséncia
de 10 ul de sobrenedant concentrat total extret amb acetat d’etil de P. aeruginosa MPAO1 (B), fraccio
F37 provinent de la separacié per HPLC del sobrenedant de P. aeruginosa MPAO1 (C) en medi BM2-agar
(0,5 %) a 30 °C durant 7 dies en plaques de Petri de 55 mm. D, CCF dels tipus Silica gel 60 de les fraccions
obtingudes en HPLC dels sobrenedants concentrats de P. aeruginosa MPAO1 (F37) i S. maltophilia E77
(F34) sén separades mitjancant la capa fina i el solvent organic d’acetona/hexa (55:45, v/v).
Posteriorment es revela la CCF amb una capa de medi AT-agar tou i X-gal amb suspensié de la soca
biosensora A. tumefaciens KYC55 i s’incuba 24 h a 30 °C.

La induccié per part d’'una molecula d’AHL sobre la motilitat de tipus swarming en
S. maltophilia E77 ens dona una evidéencia de que probablement la induccié d’aquesta motilitat
podria també estar relacionada amb la preséencia d’AHLs en els sobrenedants concentrats
extrets de P. aeruginosa MPAOQL. Els resultats obtinguts suggereixen que el regulador LuxR

juga un paper clau en aquest procés. Ja ha estat descrit anteriorment que el QS, regulat per les
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molecules d’AHLs, controlen les motilitats del tipus swimming i swarming en altres especies

bacterianes (Atkinson, et al., 2006, Fuqua, 2006, AL-Ghonaiem, 2009).

4.12.4. Efecte de les AHLs sintétiques sobre el swarming en S. maltophilia E77.

Per a determinar si les AHLs poden induir la motilitat del tipus swarming en S. maltophilia
E77, s’han assajat diferents AHLs sintetiques a concentracié de 10 mM en les plaques de
swarming. S’han escollit per aquest assaig les molécules d’AHLs detectades en el sobrenedant
de S. maltophilia E77. S’han dipositat 50 ul del stock d’AHLs sintetiques a concentracié 10 mM
resuspeses amb 10 ul de ACN al 100 % dipositats a 2 cm del lloc de sembra de I'inocul de la
colonia. A la Figura 4.57, es pot observar I'efecte inductor en la motilitat de S. maltophilia E77
quan s’addiciona a les plaques de swarming les molécules C8oxo-HSL (C), C8-HSL (D) i C10-HSL
(E), respecte les plaques on no s’addiciona (A). Aquestes molecules s’han detectat en els
sobrenedants de S. maltophilia E77. Com a control s’ha afegit ACN al 100% a la placa de

swarming (B).

Figura 4.57. Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 amb preséncia de diferents
tipus d’AHLs sintétiques a concentracio final 10 mM dissoltes amb ACN al 100%. S’han dipositat 10 pl a 2
cm del lloc de I'inocul inicial en plaques BM2-agar (0,5 %) incubades durant 5 dies a 30 °C. S. maltophilia
E77 (A) amb preséncia de ACN al 100% (B), C8oxo-HSL (C), C8-HSL (D), C10-HSL (E). Plaques de Petri de
90 mm.

Observem també que es produeix un cert efecte inhibitori en el lloc on s’han dipositat els
10 pl de cada molécula sintética (posici6 marcada amb una fletxa). Entenem doncs, que
probablement la concentracié usada en el punt d’inoculacié és molt elevada i que fins que
aquesta no difon per I'agar no estimula el swarming de S. maltophilia E77. El que és molt
interessant és que aquest efecte inhibitori no es produeix quan només assagem el solvent
d’acetonitril utilitzat per dissoldre les molécules. Destacar que I’addicié d’AHLs en les plaques

de swarming no estimula la motilitat en la soca mutant pel gen luxR (dades no mostrades).

En els assaigs anteriors hem pogut constatar que la motilitat del tipus swarming en
S. maltophilia esta induida per un nombre major d’AHLs diferents de les que realment s’han
detectat en els sobrenedant de la soca d’estudi. Aquest fet es pot atribuir a que possiblement

s’estigui produint una comunicacié interespécie, ja que S. maltophilia i P. aeruginosa sén
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especies bacterianes que cohabiten en diferents habitats naturals i probablement les
molécules senyal que s’alliberen a I'espai extracel-lular interfereixen en diverses funcions

biologiques com ara la motilitat.
4.13. Complementacio del biofilm en S. maltophilia E77Asmit1839.

La complementacié en trans del regulador /uxR s’ha dissenyat mitjancant |'electroporacié
del plasmidi pBBR1IMCS-5 Amplicé E77 el qual conté el gen luxR amb el propi promotor. La
complementacid en trans en la soca mutant no ha funcionat quan s’assaja la formacié de
biofilms en plaques de poliestireé. Malgrat que el plasmidi incrementa la formacié de biofilms
en la soca mutant també ho fa el plasmidi control pPBBRIMCS-5. Invers és I'efecte en la soca
salvatge, on la introduccié d’ambdds plasmidis disminueixen la formacié de biofilms. Aquest
resultats es mostren a la Figura 4.58-A. Tot i aixi, creiem que la disminucié en biofilms per part
del regulador no és fruit de I'acumulacié de mutacions puntuals en la soca S. maltophilia
E770smlit1839 degut que els diferents clons mutants obtinguts per aquest regulador han
mostrat perdua en la formacié de biofilms i mantenen el mateix fenotip en els experiments

realitzats.

La complementacié en tubs de vidre (Figura 4.58-B) on s’avalua la pel-licula més
superficial, observem que si es complementa el biofilm en aquest experiment en la soca

mutant i que el plasmidi control no afecta en el fons genétic salvatge o mutant pel gen /uxR.
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Figura 4.58. A, quantificacié relativa (AssonmCV/As20nmCultiu) del biofilm format en plaques de 96
pous en medi BM2 durant 48 h a 30 °C de les soques S. maltophilia E77 i S. maltophilia E77Asmlt1839
amb els plasmidis pBBR1MCS-5 o pBBR1IMCS-5 Amplicé E77. B, tincié de la pel-licula de biofilm formada
en la part més superficial del tub de vidre en les mateixes condicions. Els resultats en A sén la mitjana de
com a minim de tres experiments independents. Les barres d’error representen la desviacid estandard
dels experiments.,**p<0,01 s’ha considerat significatiu mitjancant I'analisi unidireccional de variancia
(ANOVA) amb comparacié multiple post-test de Bonferroni. En aquest analisi s’indica les diferéncies
significatives entre la formacié de biofilm de la soca salvatge respecte la soca mutant pel gen sm/t1839.
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4.14. Complementacio del swarming en S. maltophilia E77Asmlit1839.

Després que diferents estrategies realitzades en el laboratori per a la complementacié en
trans del gen smIt1839 no hagin funcionat, en aquet apartat s’ha abordat la complementacié
del swarming mitjangant I'addicié de biotensioactius en les plaques on s’estudia aquesta
motilitat. Els biotensioactius tenen I’habilitat de reduir la tensié superficial facilitant la migracié
i translocacié (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007). Aquest metode ja s’ha descrit anteriorment per a
abordar la complementacié en altres especies bacterianes. Per exemple, el autors Huber, et
al.,, (2001), complementen la motilitat del tipus swarming en el mutant luxR anomenat cepR en
B. cepacia, a partir d’addicionar en la placa de swarming diferents biotensioactius com per
exemple serrawetina W2 extret de S. liquefaciens. Per a la complementacié de la motilitat del
tipus swarming en la soca mutant de S. maltophilia E77Asmit1839 en aquest treball s’ha

escollit el sobrenedant total i concentrat extret amb acetat d’etil de P. aeruginosa MPAOL1.

Els experiments realitzats anteriorment ens han permeés corroborar que I'estimulacio de la
motilitat en S. maltophilia E77 es deu principalment a la concentracié de ramnolipids presents
en el sobrenedant de P. geruginosa MPAO1. A la Figura 4.59 observem la complementacio del
swarming de la soca S. maltophilia E77Asmit1839, realitzada a partir de I'addiciéo de
sobrenedant concentrat de P. aeruginosa MPAO1. Es pot observar que l'addicid6 de
sobrenedant concentrat provinent de MPAO1 en les plaques de swarming on s’estudia la
motilitat de la soca S. maltophilia E77Asmit1839 (D), suposa un augment de la motilitat de la
soca mutant respecte la placa on no s’addiciona el sobrenedant (B) En les imatges A i C s’ha
realitzat el mateix experiment en paral-lel en la soca salvatge i observem que I'addicid de
sobrenedant provinent de P. aeruginosa MPAO1 estimula fortament la motilitat d’aquesta

respecte la placa on no s’addiciona.

Figura 4.59. Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77 salvatge (A) amb 10 pl
sobrenedant MPAO1 (B). Motilitat del tipus swarming de la soca S. maltophilia E77Asmit1839 (C) amb
10ul sobrenedant MPAO1 (D) en medi BM2-agar(0,5 %) a 30 °C durant 7 dies. S’indica la posicié on s’han
dipositat 10 pul de sobrenedant filtrat amb una creu (a 2 cm de l'asterisc). Aquests resultats sén
I’exemple visual de minim tres experiments independents. Plaques de Petri de 90 mm. .
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5. DISCUSSIO GENERAL

5.1. Deteccid i caracteritzacio de les AHLs en el sobrenedant de

diferents soques cliniques de S. maltophilia.

Durant décades s’havia considerat que els bacteris eren organismes simples basats en dos
conceptes erronis, subestimar-los degut a la grandaria i a I'aparent abséncia de sistemes de
comunicacio. El terme de “comunicacié” s’havia associat en gran part al regne animal, capacos
de transmetre missatges utilitzant el llenguatge verbal o corporal. No obstant, en |’actualitat és
obvi que els bacteris ja havien desenvolupat la capacitat de transferir missatges sense
necessitat d’emprar el so o el moviment. Inequivocament, la quimica es pot considerar el
llenguatge cel-lular més universal que opera en tots els organismes vius, incloent els bacteris.
Els bacteris poden produir i detectar una gran varietat de missatges que permeten a les
cél-lules de forma individual sentir i reaccionar en un entorn en constant canvi. Els bacteris
mitjancant la comunicacié cel-lular a través de senyals quimics, sén capacos de determinar la

densitat de poblacié i la diversitat, dos factors ecologics crucials per a la supervivencia.

Molts bacteris gram negatius, inclosos els patogens, detecten la poblacié existent i
controlen I'expressido d’un elevat nombre de fenotips a partir dels components de QS de la
familia LuxI/R mitjangant la produccié i resposta a la molécula Al del tipus AHL (Boyer &
Wisniewski-Dye, 2009). Malgrat I'existencia de nombrosos estudis realitzats en aquest camp
en altres bacteris patogens amb els quals S. maltophilia coinfecta o sén filogenéticament
propers, limitats estudis s’han realitzat per tal d’esbrinar 'existéncia d’'un possible mecanisme
de comunicacié regulat per les AHLs en S. maltophilia sind que tots els estudis s’han focalitzat
en el sistema de QS mediat pel DSF. Probablement degut al fet que es reconeixen facilment en

el genoma tots els gens d’aquest sistema.

No s’ha informat que S. maltophilia disposi d’un sistema de QS regulat per les molécules
senyal del tipus AHLs, degut que el seu genoma no codifica per una proteina de la familia del
tipus Luxl o sintasa tot i que si presenta una proteina del tipus LuxR amb domini d’unié a AHLs
(Crossman, et al., 2008). L'4s de biosensors d’AHLs és una eina molt util per I'estudi de
sistemes de QS regulats per les AHLs en bacteris gram negatius. Estrategies com la PCR o la
hibridacié del DNA per a detectar sistemes de QS basats en la produccié d’AHLs no es poden
usar degut a la baixa similitud entre seqliéncies de nucleotids entre els gens lux! i luxR

homolegs (Steindler & Venturi, 2007).
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En el present estudi, hem investigat la preséncia d’un possible sistema de QS regulat per
les molecules senyal del tipus AHL en les soques cliniques S. maltophilia E77 i M30 préviament
caracteritzades en el nostre laboratori per Ferrer-Navarro, et al., (2013) i en la soca clinica de

referéncia K279a amb genoma seqiienciat (Crossman, et al., 2008).

Per tal de detectar si S. maltophilia produeix molecules senyal del tipus AHLs s’han escollit
diferents soques biosensores, entre elles la soca ultrasensible d’A. tumefaciens KYC55, i s’han
realitzat diferents tipus de bioassaigs que pretenen aportar més informacié als pocs treballs
realitzats fins a dia d’avui pel que fa a la deteccié de molécules del tipus AHLs en aquesta
especie. Els Unics treballs realitzats en aquest sentit, només s‘han basat en I'estudi d’extractes
crus del sobrenedant a partir de bioassaigs en sembra en forma de “T” els quals no han induit
sota les condicions emprades les soques biosensores C. violaceum CV026 i A. tumefaciens NT1
(pZLR4) (Schaefer, et al., 2000, Zhu, et al., 2001, Veselova, et al., 2003). Malgrat que aquestes
soques detecten AHLs de cadena curta i llarga respectivament, fins a dia d’avui no s’han
realitzar bioassaigs a partir d’extractes de sobrenedant concentrats per a la deteccié d’AHLs en

S. maltophilia.

Els experts subratllen que amb un resultat negatiu en el bioassaig no es pot concloure
rigorosament que la soca problema no sigui productora d’AHLs, degut que hi ha diversos
motius a tenir en compte davant d’un resultat negatiu. Una de les raons podria ser que la soca
a provar produeixi AHLs amb una nova estructura no detectada pel ventall de soques
biosensores existents. Podria ser també que la soca produis baixes concentracions d’AHLs, les
quals estiguessin per sota del llindar de deteccié de les soques biosensores. Es molt important
remarcar que el sistema de QS s’activa en diferents condicions ambientals que potser no es
poden reproduir al laboratori, per tant, és probable que succeeixin falsos negatius quan
s’utilitzen bacteris biosensors en segons quines condicions s’estudii la produccié d’AHLs. Altres
factors importants a tenir en compte a I’hora de preservar la integritat de la molecula, és per
exemple controlar el pH del cultiu, degut que les AHLs s’hidrolitzen en condicions basiques
com ja hem comentat anteriorment. Un altre aspecte important és la difusié de les AHLs en
funcié de la permeabilitat de la membrana, la qual cosa pot afectar en la purificacid i deteccid

d’aquestes (Steindler & Venturi, 2007).

En aquest treball hem detectat les AHLs produides en S. maltophilia E77 mitjangant els
assaigs realitzats amb la soca biosensora d’ A. tumefaciens KYC55 mentre que la soca

C. violaceum CV026 i les soques d’E. coli portadores de plasmidis biosensors basats en la
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proteina LuxR de V. fischeri no han servit per a detectar les AHLs presents en el sobrenedant
de diferents soques cliniques de S. maltophilia. Aixi doncs, basant-nos amb els resultats
obtinguts amb les tres soques biosensores i en la bibliografia, els resultats en aquest treball
ens suggereixen que probablement S. maltophilia produeix AHLs només de cadena llarga i a
baixa concentracid en les condicions estudiades en el laboratori, degut que només amb la soca
biosensora ultrasensible A. tumefaciens KYC55 hem pogut caracteritzar les AHLs a partir de
sobrenedants concentrats. En tot cas, la produccié d’AHLs sembla ser estesa entre les soques
de S. maltophilia ja que s’han detectat AHLs en diferents soques cliniques de diferents

procedencies.

Inicialment, les primeres proves realitzades en medi solid amb la soca biosensora
A. tumefaciens KYC55, van suggerir la presencia d’AHLs ens els sobrenedants crus de
S. maltophilia. Tal i com s’ha descrit, la metodologia que suposa la concentracié del
sobrenedant és necessaria per a una deteccié més acurada de totes les AHLs produides per
I’espécie a estudiar i posterior analisi per HPLC, CCP i MS. Els estudis realitzats mitjancant les
cromatografies en HPLC i CCF en combinacié amb els bioassaigs, han mostrat diferents
fraccions positives amb diferents valors Rfque han permés predir la possible preséncia d’AHLs
diferents en el sobrenedant de les soques de S. maltophilia M30 i E77. Finalment s’ha usat
I’espectrometria de masses, la qual és una tecnica indispensable en tots els treballs que
pretenen caracteritzar i corroborar la preséncia de les molécules d’AHLs en els sobrenedants
de les soques d’estudi. Malgrat que també s’han detectat les AHLs en les soques cliniques de S.
maltophilia M30 i K279a, la caracteritzacié per MS només s’ha realitzat amb les fraccions
corresponents de la soca E77 degut que ha estat la soca clinica on s’ha detectat major senyal
d’AHLs en les condicions estudiades. Aquest fet és repeteix a la bibliografia i es coneix que
diferents soques d’'una mateixa espécie, a vegades amb diferencies entre soques cliniques o
ambientals, produeixen diferents concentracions d’AHLs sota les mateixes condicions de cultiu

(Lewenza, et al., 1999).

En les condicions emprades, |'assaig per MS ens ha permeés detectar inequivocament les
AHLs presents en les fraccions préviament caracteritzades per bioassaigs, HPLC i CCF de la soca
S. maltophilia E77 a través de la comparativa amb les AHLs sintétiques. Aquesta metodologia
identifica I'estructura de forma inequivoca de les molécules del tipus AHLs gracies a que
aquestes estan compostes d’un anell invariable que no pot ser destruit en el procés de MS i
gue produeix un fragment de 102 m/z, el qual es correspon amb I'anell lactona. Aixi doncs,
després de la caracteritzacié preliminar de les fraccions del HPLC per CCF i bioassaig, s’ha
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pogut caracteritzar la preséncia de tres molecules d’AHLs diferents a partir del fraccionament
de I'id corresponent a la massa/carrega per a cada molécula esperada en cada fraccié. La
divisié d’aquests ions ha originat el fraccionament de I'anell i de la cadena per cadascuna de
les AHLs detectades corresponents a les molecules d’AHLs: C8oxo-HSL, C8-HSL i C10-HSL,

senyal definitiu per a afirmar la presencia d’AHLs en cada fraccio.

Tanmateix no podem excloure la possibilitat que altres molecules d’AHLs siguin
sintetitzades amb menor abundancia per S. maltophilia o que no hagin estat detectades amb

aquesta metodologia.

Malgrat que en les espécies de Xanthomonas sp. no s’ha detectat una sintasa del tipus
Luxl en el genoma, en el treball realitzat per Cha, et al., (1998) es va detectar la preséncia
d’AHLs en els sobrenedants concentrats de diferents especies de Xanthomonas sp. (entre elles
X. campestris i X. oryzae). A partir de la caracteritzaci6 aproximada dels extractes de
sobrenedants totals separats per CCF, es van detectar la presencia de com a minim dos AHLs
diferents en el sobrenedant d’aquest genere, amb temps de retencid similars a les molecules
C8oxo0-HSL i C8-HSL emprant la soca biosensora A. tumefaciens NT1(pZLR4), la qual no és tan
sensible com I'A. tumefaciens KYC55. El sistema de deteccié d’AHLs basat en A. tumefaciens

(PtraG::lacZ) es considera el més sensitiu i versatil de tots (Zhai, et al., 2012).

L’ds de sobrenedants provinents de la soca de P. aeruginosa MPAO1, han servit com a
control durant la caracteritzacié de les AHLs en S. maltophilia. Els resultats obtinguts
confirmen que els bioassaigs realitzats amb les diferents soques biosensores s’han realitzat
correctament i que son eines robustes per a aquesta finalitat. Aixo ho podem confirmar gracies
a que la metodologia utilitzada per a la deteccié d’AHLs en S. maltophilia, ha permes detectar

en P. aeruginosa MPAO1 sis de les sis AHLs diferents descrites per aquesta especie.

Degut a la preséncia d’AHLs en el sobrenedant de S. maltophilia, en aquest treball s’ha fet
una cerca in silico en el genoma de S. maltophilia K279a per a buscar la sintasa responsable de
la produccié d’AHLs en aquesta especie. La cerca s’ha realitzat a partir de seqiieéncies motlles
pertanyents a les tres families de sintases ja descrites. S’ha escollit com a sintasa hipotetica
productora d’AHLs en S. maltophilia, una proteina anotada com aciltransferasa codificada per
I'ORF smlt4572, la qual ha presentat amb les eines bioinformatiques emprades en aquest
treball, els majors valors d’identitat amb la proteina HdtS. Tot i que la caracteritzacié a nivell
de seqliéncia, dominis i motius, ens ha dut a delecionar I'ORF smit4572, els resultats obtinguts
no han validat que fos la sintasa responsable de la sintesi d’AHLs en S. maltophilia E77.
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Propers estudis haurien de centrar-se en localitzar el gen responsable de la sintesi de les
molecules d’AHLs en S. maltophilia a partir de la prediccid bioinformatica i posterior validacié
experimental ampliant la cerca in silico realitzada en aquest treball o mitjancant un procés de
cribratge que permeti detectar directament els transformants en E. coli que contenen el gen
de la sintasa de S. maltophilia. Actualment, es coneix que ja no tan sols els membres de la
familia Lux! i AinS/LuxM soén els responsables de la sintesi d’AHLs sind que altres membres de
la familia de les aciltransferasa ja s’ha demostrat que sén capaces també de produir AHLs

(Laue, et al., 2000, Rivas, et al., 2007).

5.2. Caracteritzacio de la funcionalitat del domini d’unié a AHLs del

regulador LuxR de S. maltophilia E77.

Ates que hi ha anotat en tots els genomes seqiienciats de S. maltophilia un Unic regulador
del tipus LuxR amb domini d’unid6 a AHL i DNA, s’ha iniciat en aquest treball la seva
caracteritzacié. A través d’'un primer analisi in silico entre les soques seqlienciades de
S. maltophilia i 1a soca d’estudi escollida E77 s’ha pogut observar que aquest conté els dominis
conservats d’unié a AHL i DNA en totes les soques estudiades (ambientals i cliniques), malgrat
que conté dos residus no conservats en el domini d’'unié a AHLs. En els genomes seqlienciats
de S. maltophilia hi ha anotades més proteines LuxR pero cap altra conté el domini d’unié a

AHL.

Els experts indiquen sobre els diferents reguladors del tipus LuxR, que el domini d’unid al
DNA és molt conservat mentre que el d’'unié a AHLs és més variable, probablement per
acomodar-se a la varietat de molécules Al que s’hi poden unir (Vannini, et al., 2002, Zhang, et

al., 2002).

En I'arbre filogenetic realitzat per tal de relacionar els LuxR de S. maltophilia entre els
reguladors ja estudiats (Figura 4.35), s’observa que els LuxR de S. maltophilia estan més
propers als reguladors d’espécies bacterianes associades a plantes ja sigui de forma simbiont o
patogena, del grup de LuxR “solos” anomenat PAB i el LuxR TraR amb sintasa cognada Tral

d’A. tumefaciens.

Tot i que I'arbre filogenetic mostra que el regulador LuxR de S. maltophilia és més proper
a especies fitopatogenes, les quals formen part del grup PAB, els estudis in silico ens han
permés determinar que existeixen diferencies en el domini d’'unié a AHLs degut que les

substitucions originades en els residus conservats del domini d’unié a AHLs sén diferents entre
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el grup PAB i els LuxR de S. maltophilia. Tot i aixi, les substitucions han mantingut les
caracteristiques hidrofobiques o aromatiques dels aminoacids substituits en tots dos casos. Els
treballs realitzats entorn aquestes modificacions en el domini d’unié a AHLs del grup PAB,
semblaria que s’han originat en aquestes especies per acomodar-se als compostos alliberats
per les plantes tot i que no es descarta que aquest compost tingui una estructura similar a les

AHLs (Gonzalez & Venturi, 2013).

La presencia i seqléncia similar d’ortolegs del regulador LuxR amb els mateixos residus
conservats en el domini d’unié a AHLs en totes les soques de S. maltophilia indica que el gen
luxR forma part dels gens compartits en el genoma (genoma core) i que a més a més la
proteina LuxR podria jugar un rol conservat associat amb la deteccid i resposta a molecules
senyal del tipus AHLs endogenes o exogenes. Es per aquest motiu que s’ha iniciat la seva
caracteritzacié mitjancant I'avaluacié de I'especificitat d’'unié entre la proteina LuxR de
S. maltophilia E77 a les AHLs detectades en el sobrenedant. Aixi doncs, hem pogut corroborar
gue malgrat els dos residus modificats en el domini d’unié a les AHLs, el regulador LuxR de
S. maltophilia E77 reconeix dos de les AHLs endogenes detectades en el sobrenedant de
S. maltophilia. El fet que no detectem unié a la molécula C10-HSL pot deures als factors
comentats anteriorment que probablement puguin donar-nos un fals negatiu per aquesta

unié, mitjangant I'ds de soques biosensores no prou sensibles per aquesta molécula.

El fet que el LuxR de S. maltophilia contingui dos residus diferents en el domini d’unié
d’AHLs podria ser perque d’aquesta manera és capag d’unir-se a un ventall d’AHLs més ampli

del que s’ha pogut estudiar en aquest treball.

5.3. Cerca del promotor luxR en S. maltophilia i estudi de I’expressio

del regulador /uxR en la soca E77.

Mitjancant la comparativa genomica de la regié anterior al gen luxR de les soques
seqienciades i la soca d’estudi E77, s’ha localitzat i predit un promotor hipotétic del gen luxR.
Els assaigs d’expressio de la regié promotora hipotetica fusionada amb el gen lacZ han servit

per confirmar la funcionalitat del promotor /uxR predit.

Els resultats obtinguts en aquest treball, recorden als resultats presentats anteriorment
per altres autors, pel que fa a I'expressid del gen luxR. Hem pogut constatar efectes similars al
que succeeix en P. ageruginosa, és a dir, major expressidé del regulador al final de la fase

logaritmica i durant la fase estacionaria tal i com també s’ha predit per altres reguladors de QS
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(Schuster, et al., 2004, Subramoni & Venturi, 2009, Gamage, et al., 2011). L’ Analisi comparatiu
d’expressio del gen luxR, entre la soca salvatge i mutant al llarg del temps, ens indica que la
regulacié del gen luxR depéen d’altres estimuls probablement relacionats amb el sistema de QS,
via un regulador encara no identificat que regula I'expressié d’aquest en funcié de la fase de
creixement. A més a més, hem pogut observar que tot i addicionar AHLs en la fase inicial del
cultiu, I'activacié de la transcripcio del regulador LuxR no s’inicia fins que el cultiu no entra en
fase estacionaria (Schuster, et al.,, 2003, Schuster, et al., 2004). Tanmateix observem
diferéncies d’expressid entre els cultius on s’addicionen AHLs exogenes respecte els cultius on
no s’addicionen, fet que ens suggereix que possiblement el complex LuxR-AHL estigui activant
I'expressié del gen luxR, ja que en la soca mutant no s’ha observat cap canvi d’expressio.
L’estudi de I'expressié del regulador /uxR utilitzant un medi de cultiu condicionat, on s’ha afegit
sobrenedant d’un cultiu de nit saturat, activa molt notoriament |'expressié d’aquest quan es
compara I'expressié del regulador /uxR en aquells cultius on s’ha afegit medi LB fresc. Aquestes
diferencies també s’expliquen per altres autors, que sostenen que I'abséncia d’inhibidors en el
medi activa la transcripcié dels gens de QS regulats per la fase de creixement (Yarwood, et al.,

2005).

Ja hem esmentat que el patrd de la regulacié en funcié a la fase de creixement esta
reportat per altres espécies bacterianes com P. aeruginosa. Els autors Schuster, et al., (2003) i
(2004), demostren que la majoria dels més de 300 gens regulats pel QS (6 % del genoma de
P. aeruginosa) s’indueixen durant la transicid entre la fase logaritmica i la fase estacionaria
independentment de la presencia d’alts nivells d’AHLs exogenes agregades en les fases inicials
o del factor sigma per a I'activacié RpoS. Conclouen que tot i I'addicié d’AHLs en el cultiu, els
gens de QS no s’activen fins que la densitat Optica del cultiu no entra en fase estacionaria.
Sostenen que altres factors limiten la transcripcié d’aquests gens en fases inicials o
logaritmiques del creixement. La seva hipotesi es basa en que els reguladors LasR i RhIR sén
limitants en les fases inicials de creixement i que I'abundancia augmenta a mesura que el cultiu

creix.

També hem obtingut resultats similars als que obtenen els autors Yarwood, et al., (2005),
els quals conclouen que el medi de cultiu LB conté un inhibidor/s que poden prevenir la
induccié de molts gens regulats pel QS-AHL fins que aquest inhibidor no és consumit per P.
aeruginosa. Sostenen en que la substancia inhibidora esta present en |'extracte de llevat i

triptona del medi de cultiu de creixement (LB), degut que el tractament amb medi on s’ha
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crescut préviament un cultiu activa la transcripcid genica dels gens regulats pel QS a fases més

inicials.

Per tant, s’ha pogut observar que la resposta a les AHLs per part dels gens regulats pel QS
és un fenomen continuament influenciat i modificat per les condicions ambientals i que la
manera simplista de creure que el QS coordina I'expressié dels gens a través de la densitat
poblacional on les molécules senyal s’acumulen fins a una concentracié llindar, subestima la

complexitat d’aquest circuit de regulacid.

A l'analitzar la regié promotora del gen luxR de S. maltophilia E77 i de les altres soques
seqlienciades hem localitzat una caixa Jux hipotética amb estructura palindromica que

probablement permeti la unié del complex LuxR-AHL.

Futurs estudis haurien d’anar direccionats a identificar els gens diana regulats pel
regulador LuxR en resposta a les AHLs o altres condicions de cultiu, aixi com identificar la caixa

lux consens seleccionant les bases del palindrom crucials per a la unié d’aquest regulador.

5.4. Participaciéo del regulador LuxR en la formacio de biofilms en

S. maltophilia E77.

Els estudis publicats en el transcurs de la darrera decada suggereixen que el QS juga un
paper clau en el desenvolupament dels bacteris en els biofilms, per tant el QS sembla ésser
una nova diana terapéutica molt valuosa pel tractament d’infeccions relacionades amb

biofilms.

En el present treball, s’ha analitzat el fenotip de la soca mutant respecte la soca salvatge
pel que fa a la quantificacié del biofilm adherit en plaques de poliestire al llarg del temps i
emprant diferents medis. Utilitzant aquest simple metode, hem mostrat les diferéncies
significatives detectades entre la soca salvatge de S. maltophilia i la soca mutant pel gen JuxR,
pel que fa a I’habilitat de formar biofilm. Els resultats obtinguts suggereixen que el regulador
LuxR pot jugar un paper clau durant aquest procés en S. maltophilia. D’altra banda, la inspeccié
a temps real del desenvolupament de biofilms a partir del creixement en cambres de vidre
sotmeses a un flux continu i posterior inspeccié en el microscopi CLSM, ha revelat diferéncies
en la morfologia quan es compara la soca salvatge i mutant. Ambdds metodes han revelat que
el LuxR no és responsable de la I'adhesid inicial sind que I'arquitectura del biofilm es veu

afectada a posteriori.
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Ha estat ben documentat que el creixement i formacié de biofilms és un greu problema
en la medicina i industria (Costerton, et al., 1995). En conseqiéncia hi ha un fort interes en
trobar molecules que inhibeixin el QS bacteria. El bloqueig de les interaccions entre els bacteris

els obliga a valer-se per si mateixos de forma individual (LaSarre & Federle, 2013).

Resultats ensenyats en aquest treball mitjancant I'estrategia amb I’Us d’inhibidors de QS,
basada en els estudis de Ramli, et al., (2012) també han demostrat efectes en la disminucid de
la formacié de biofilm en S. maltophilia E77 i P. aeruginosa MPAQ1, a través de la hidrolisi de
les AHLs produida per una lactonasa present en el sobrenedant de B. subtilis A24, addicionats
a I'assaig durant el procés de formacié de biofilms. Els resultats obtinguts indiquen la possible
activitat 1QS exercida per les lactonases presents en el sobrenedant de B. subtilis via la

degradacié d’AHLs.

En el cribatge virtual desenvolupat per Ding, et al.,, (2011), demostren que un compost
anomenat emodin és capag d’inhibir I'adhesio i posterior formacioé de biofilms en P. aeruginosa
i S. maltophilia mitjancant la proteolisi dels reguladors de QS del tipus LuxR. Els autors no
entenen com el compost emodin exerceix la mateixa inhibicié en els biofilms de S. maltophilia

degut que no esta reportat que disposi d’un sistema de QS regulat per les AHLs.

Mitjancant el blocatge de reguladors de QS en experiments realitzats per Ding, et al.,
(2011) o amb enzims que hidrolitzen les AHLs realitzats en aquest treball, hem pogut observar
que la formacio de biofilms en S. maltophilia E77 i P. aeruginosa MPAO1 s’inhibeix mentre que
les taxes de creixement no es veuen influenciades per I'addiciéd d’IQS. Aquests resultats
assenyalen que el regulador LuxR en S. maltophilia és important pel desenvolupament

d’aquestes estructures.

L’activitat lactonasa del gen aiiA es creu que és una eina molt Util per a investigar el rol de
les AHLs en aquelles espécies bacterianes on les funcions bioldgiques regulades per les AHLs
no han estat descrites. Com s’ha vist en aquest treball generar el mutant basant-nos amb
homologia de seqliéncia de les proteines del tipus Luxl (sintases d’AHLs), és i resulta ser una
estrategia dificil, perqué els percentatges de similitud de seqliencia entre els diferents generes

sén bastant baixos (entre un 28-35 %) (Dong, et al., 2000, Reimmann, et al., 2002).

El treball portat a terme, evidencia la importancia del regulador LuxR en el procés de
formacié de biofilm. Destacar que el QS no és un procés essencial per a la cél-lula i els mutants

deficients en QS no han mostrat defectes de creixement. A més a més podem interrelacionar
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que les diferéncies fenotipiques observades a partir de 48 h en el procés de formacié de
biofilms en S. maltophilia es poden relacionar segurament amb I'augment d’expressié del gen
luxR quan aquest entra en fase estacionaria, basant-nos amb els resultats d’expressié del gen

luxR en les mateixes condicions de cultiu.

El QS com a nova diana terapéutica és interessant ja que el tractament amb IQS no s’ha
vist que provoqui una supressié del creixement cel-lular i no exerceix pressié selectiva que
produeixi el desenvolupament de futures resistencies. Mitjangant 'analisi semi-quantitatiu del
biofilm format en plaques de poliestire, s’ha detectat activitat IQS de I'enzim lactonasa present
en el sobrenedant de B. subtilis sobre el biofilm de S. maltophilia. Per aquest motiu, les
perspectives de futur haurien d’aprofundir en I'activitat IQS de I'’enzim lactonasa en diferents
experiments on s’estudii I'estructura i desenvolupament del biofilm de S. maltophilia. Aixi com
també, observar I'activitat QS del gen aiiA sota un promotor fort compatible en S. maltophilia

que s’expressi de forma heterologa o a través d’uns altres compostos I1QS.

5.5. Participacio del regulador LuxR en la motilitat del tipus swarming

en S. maltophilia E77.

La motilitat del tipus swarming és una forma especial de translocacié que permet als
bacteris moure’s a la part superior d’una superficie de manera coordinada, sovint

caracteritzada per tenir un aspecte colonial en forma de dendrita.

Al laboratori aquest tipus de motilitat s’estudia de forma rutinaria per discernir si la soca
d’estudi és capag¢ de moure’s en superficies semi-solides. Existeixen molts medis usats en la
bibliografia per a descriure la motilitat del tipus swarming depenent de I'espécie bacteriana o
de I'assaig realitzat. Hi ha molts factors que defineixen el diametre i morfologia del halo com
per exemple, el medi, la concentracié de sucres i d’agar escollits, entre altres (Henrichsen,
1972, Harshey & Matsuyama, 1994, Niu, et al., 2005). Es coneix que el swarming i el seu
fenotip depenen en gran mesura de |'estat nutricional de les cél-lules i les propietats fisiques
de la superficie, per tant aquest assaig depen fortament dels parametres experimentals
(Harshey, 1994, Eberl, et al., 1999). Des d’un unt de vista aplicat, influir en aquesta motilitat es
creu que pot ajudar a controlar la colonitzacié i que pot tenir importants aplicacions, entre
elles a nivell sanitari, on inhibir aquesta funcid pot proporcionar una estratégia terapeutica
alternativa per a combatre contaminacions microbianes en dispositius medics i infeccions

(Daniels, et al., 2004).
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Estudis previs realitzats en el nostre laboratori per Ferrer-Navarro, et al.,(2013), descriuen
la motilitat del tipus swarming en diferents soques cliniques de S. maltophilia sent
fenotipicament major en la soca E77, soca clinica d’estudi en aquest treball. Recentment el
grup de Roscetto, et al., (2012), han descrit la possible implicacid d’'una xaperona en la
motilitat del tipus swarming de S. maltophilia després de 24h d’incubacié perd no relacionen
gue aquesta motilitat estigui regulada pel QS, ni descriuen que la motilitat tingui un fenotip del

tipus ramificat, tal i com s’explica en I'estudi previ realitzat en el laboratori i en aquest treball.

Els resultats presentats, mostren que el regulador LuxR de S. maltophilia participa en la
regulacié de la motilitat del tipus swarming en aquesta espécie, degut que la mutacio en el gen
luxR provoca la supressié d’aquest fenotip. En canvi les motilitats del tipus swimming i

twitching no s’han vist afectades per aquesta deficiéncia en les condicions estudiades.

No és sorprenent que el regulador LuxR només sigui responsable d’afectar a la motilitat
del tipus swarming en S. maltophilia, perque ja s’ha descrit en altres espéecies com per exemple
B. cepacia (Huber, et al., 2001). Treballs previs publicats amb altres reguladors del tipus LuxR,
ja han determinat que sén importants per aquesta motilitat, per exemple en les espécies de P.
aeruginosa, S. liquefaciens o B. cepacia (Ochsner & Reiser, 1995, Lindum, et al., 1998, Huber,

etal., 2001).

Per altra banda, mitjangant I'addicié de sobrenedant de B. subtilis A24, també s’ha pogut
apreciar 'activitat 1QS que exerceix el sobrenedant sobre les swarm cells, inhibint aquesta

motilitat a través de la placa, ja sigui en S. maltophilia E77 com en P. aeruginosa MPAO1.

El fet que en S. maltophilia s’hagin descrit tres tipologies de motilitat diferents
(swimming, twitching i swarming), probablement reflecteix la varietat d’habitats on es troba,
sent fenotipicament més evident en les soques procedents d’aillats clinics (Huang, et al., 2006,
Ferrer-Navarro, et al., 2013). Aquesta dada, pot corroborar la importancia de la motilitat en la
colonitzacié i patogénia d’aquesta especie. Fins a dia d’avui cap estudi ha posat de manifest

que el regulador LuxR és important per a la regulacid de la motilitat del tipus swarming.

La motilitat ha estat molt relacionada amb la viruléncia de P. aeruginosa, la qual juga un
paper important en la mobilitzacié i la colonitzacid de diferents ambients, adhesié dels bacteris
a la superficie i formacidé de biofilms. Els autors Overhage, et al., (2007), evidencien que és

possible obtenir mutants deficients en el swarming sense alterar el flagel, el pili tipus IV o la
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concentracié de ramnolipids, per tant es considera que aquest tipus de motilitat és un

mecanisme complex ja que un ampli nombre de gens diferents el poden influenciar.

Contrariament a aix0, s’ha detectat que els mutants deficients en el swarming mostren un
deteriorament en la formacié de biofilms indicant doncs I'estreta relacié entre aquests dos
estadis de desenvolupament (Overhage, et al., 2007). Per tant, tot i que haguem demostrat
que el regulador LuxR podria ésser una bona diana terapeutica amb la qual seguir treballant
per a pal-liar la patogenia de S. maltophilia, no és sorprenent que ambdds fenotips siguin
regulats en S. maltophilia per a altres vies de regulacié i de vegades també per diferents

sistemes de QS tal i com succeeix en altres espécies bacterianes (Suppiger, et al., 2013).

5.6. Estrategies per a la complementacié de la soca mutant pel gen

luxR en S. maltophilia E77.

Malgrat que no s’ha pogut realitzar una complementacié en trans del gen luxR que
restauri el fenotip de la soca mutant en la formacié de biofilms i swarming, diferents clons
mutants /uxR s’han analitzat per ambdds fenotips per assegurar que el fenotip obtingut no és
fruit d’'una mutacid puntual. A més a més, mitjancant I'enzim lactonasa com a IQS, hem pogut
apreciar I'efecte inhibitori exercit sobre la formacid de biofilms i swarming. Aquests resultats
ens permeten valorar que possiblement el regulador LuxR en S. maltophilia esta implicat en
aquests dos processos. Cal remarcar que, I'estudi de la degradacié de les AHLs per part d’1QS
com les lactonases, permet estudiar el possible impacte del QS en els bacteris gram negatius

sense necessitat de realitzar mutuants en les sintases d’AHLs (Liu, et al., 2011).

Hem pogut constatar que el sobrenedant concentrat de P. aeruginosa MPAO1 estimula la
motilitat en S. maltophilia i restaura el fenotip deficient per aquesta motilitat en la soca
mutant pel gen luxR. Mentre que I'addicié del sobrenedant de P. aeruginosa que produeix
menor concentracié de ramnolipids no estimula la motilitat en S. maltophilia salvatge. Aquest
efecte s’ha pogut corroborar mitjancant I'expressié heterologa del gen aiiA que codifica per
una lactonasa en P. aeruginosa MPAO1. Gracies a [lactivitat 1QS que exerceix la
sobreproducccié de I’enzim lactonasa, aquesta soca disminueix la concentracié d’AHLs i

ramnolipids presents en el sobrenedant.

La translocacid a través de la superficie es coneix que pot ser facilitada per molécules
quimiques, factors quimiotactics o molécules senyal. Els biotensioactius com la serrawetina de

S. liquefaciens (Eberl, et al., 1999), ramnolipids de P. aeruginosa (Kohler, et al., 2000) i
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surfactina de B. subtilis faciliten el swarming. La bibliografia descriu la restauracié en la
motilitat del tipus swarming en els mutants deficients pels reguladors del tipus LuxR,
mitjancant I'addicié en les plaques de swarming de biotensioactius per a complementar aquest
fenotip. Per exemple la deficiencia en el swarming identificada en el mutant CepR, regulador
de QS del tipus LuxR en B. cepacia, també es complementa addicionant biotensioactius de
procedencies diverses (Huber, et al., 2001). A X. oryzae la mutacio del LuxR “solo” OryR afecta
la motilitat del tipus swarming i els autors Gonzalez, et al., (2013) no aconsegueixen restaurar

el fenotip a partir de I'expressio en trans del gen oryR, sind amb I'adicié de macerats d’arros.

S’ha proposat també que el DSF i set acids grassos saturats i insaturats derivats d’aquests
produits en S. maltophilia tenen un paper humectant en la motilitat de S. maltophilia, els quals
s’han descrit que faciliten la translocacio radial en superficie independent de flagel (Huang &
Lee Wong, 2007). Cal assenyalar que aquesta motilitat és molt diferent fenotipicament al
swarming. El sistema DSF es va descriure per primer cop a X. campestris pv. campestis (Xcc) i
esta molt conservat en S. maltophilia i en el complex de B. cepacia (Bcc) el qual conté 17
especies molt relacionades entre si. En el complex Bcc, s’inclouen patogens oportunistes que
originen el major nombre de casos d’infeccions en pacients de FQ (Suppiger, et al., 2013).
Molts treballs han demostrat la implicacié en la patogénia i viruléncia del sistema del tipus DSF
en el grup Bcc, i sembla ser que els mutants en les proteina RpfFgc i RpfCsc tenen un efecte
pleiotropic en el fenotip (Deng, et al., 2009, Ryan, et al., 2009, McCarthy, et al., 2010). Els
sistemes de QS presents a Bcc sén el Cepl/R regulat per les AHLs i la molécula senyal BDSF, els
quals juguen un paper clau en la comunicacié cel-lula-cél-lula i controlen trets fenotipics
similars que inclouen: la formacié de biofilms, I'activitat proteolitica, motilitat i regulacié de
diversos factors de viruléncia. En alguns casos sén regulats de forma comuna mentre que
altres no i, els autors suggereixen que, els dos sistemes de senyalitzacié operen en paral-lel i es
superposen en la regulacié d’'un conjunt de gens (Schmid, et al., 2012, Deng, et al., 2013,

Suppiger, et al., 2013).

Les espécies de S. maltophilia i P. aeruginosa es troben de forma ubiqua en I'ambient i
s’aillen freqiientment en diversos ninxols que inclouen des de la rizosfera, plantes i pulmons
amb FQ. Un fet important en la comunicacié interespécies originada pel DSF de S. maltophilia
K279a, s’ha demostrat en el treball realitzat per Ryan, et al., (2008). En aquest veuen que el
DSF produit per S. maltophilia és reconegut per P. aeruginosa gracies a la presencia d’una
kinasa sensora capa¢ de sensar el DSF, el qual I'influencia a nivell de desenvolupament de
biofilms i tolerancia a polimixines B i E (colisina). P. aeruginosa no conté un cluster del tipus rpf
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ni cap sintasa propera a la proteina RpfF. Recentment els autors Davies i Marques., (2009),
amb el seu treball han demostrat que P. aeruginosa durant el seu creixement allibera un acid
gras capag de provocar la dispersié dels biofilms i la inhibicié d’aquests a escala intraespecifica,
interespecifica (sobre un ampli rang de bacteris gram negatius i positius) i interregnes afectant
els biofilms de C. albicans. Aquest curt acid gras, anomenat 2-cis-decenoic esta
estructuralment relacionat amb el DSF i es sintetitza a partir d’'una Enoyl coA hidratasa amb
identitat del 30% respecte la proteina Enoyl coA hidratasa RpfF de X. campestris (Davies &
Marques, 2009)

Malgrat I'efecte humectant del DSF i 7 derivats d’aquests produits en S. maltophilia dels
guals no es coneix I'estructura, descartem que el sobrenedant de P. aeruginosa que estimula
el swarming en S. maltophilia sigui perqué produeix un acid gras proper al DSF que actuaria
com a agent humectant. El treball realitzat amb sobrenedants, IQS i sobrenedants extrets de
fons genétics deficients en ramnolipids degut a la hidrolisi de les AHLs precents en el
sobrenedant, evidencien que altres molécules senyals, biotensioactius i reguladors indueixen i

regulen el swarming en S. maltophilia.

5.7. Efecte de les AHLs en la motilitat del tipus swarming en

S. maltophilia E77.

Majoritariament els bacteris a la natura formen comunitats microbianes, per tant la
comunicacié interespécie és un recerca molt important ja que existeixen molts sistemes de QS
implicats en vies de regulacié molt importants. La importancia biologica de que les especies
siguin capaces de respondre a AHLs exogenes, s’ha proposat que es podria deure a que és un
mecanisme que serveix per a detectar la poblacid existent en el ambient. Per tant, és molt
important comprendre i establir el rol dels gens i proteines implicats en aquesta comunicacio

interespecifica en les comunitats (Ryan & Dow, 2008).

Els resultats obtinguts en aquest estudi, revelen que la induccié en la motilitat és
multifactorial, ja que hem pogut observar que el swarming en S. maltophilia E77 també
s’indueix amb I'addicié d’AHLs sintétiques exogenes. La bibliografia utilitza aquest assaig per
estimular la motilitat o bé per a restaurar el fenotip de Isoques deficients per aquesta
motilitat, quan el que interessa és complementar una mutacié produida per una proteina
sintasa. Destacar que s’ha descrit en un treball, un possible efecte humectant de les molécules

d’AHLs de cadena llarga (a partir de dotze carbonis), sobre la motilitat del tipus swarming a
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Rhizobium etli (Daniels, et al., 2006). En tot cas, la induccid per part de les AHLs sobre la soca
salvatge i no sobre la soca mutant en el gen /uxR ens evidencia que concentracions elevades

d’aquestes molecules Al sén capaces d’induir el swarming en aquesta espécie.

Diversos autors ja han demostrat amb anteririoritat que el swarming i el swimming poden
estar regulats per les AHLs. Per exemple, AL-Ghonaiem, et al.,, (2009) demostren que la
motilitat del tipus swimming és induida per un nombre major d’AHLs diferents de les que
realment s’han detectat en els sobrenedant de la soca d’estudi i ho atribueixen a diferents
raons. Com ara que no detecten certes molécules perque estan a concentracions inferiors del
limit de deteccid de la soca biosensora o que directament sén AHLs que no produeix la soca
sind que son produides per altres bacteris amb qui cohabita en I'habitat natural i que

interfereixen en la seva motilitat produint-se una comunicacié interespecie.

Una altra via per a corroborar |'efecte multifactorial sobre I'estimulacié del swarming en
S. maltophilia s’"ha determinat mitjancant el fraccionament del sobrenedant de P. aeruginosa a
través del qual s’ha detectat que probablement la molécula C10oxo-HSL podria induir el
swarming en S. maltophilia, després d’una tentativa caracteritzacié de la fraccié a través de
separacido per HPLC i CCF i posterior bioassaig. S’"ha demostrat en aquest treball que els
biotensioactius presents en el sobrenedant de P. aeruginosa MPAQ1 activen la motilitat de
S. maltophilia E77. Per tant, cal considerar la possibilitat de que a més a més dels
biotensioactius, part de la induccié en la motilitat de S. maltophilia E77, es produeixi per una
comunicacio interespecifica entre el sobrenedant de P. aeruginosa a partir d’'una molecula
autoinductora com la C10oxo-HSL. Pel que hem pogut observar, I'estimulacié del swarming en
la soca d’estudi es produeix amb un nombre major d’AHLs que les detectades en el

sobrenedant.

5.8. Present i futur de I’estudi del QS bacteria.

Molts estudis han demostrat que el QS és un procés de regulaciéo molt més complex que el
gue es va descriure inicialment, i que els gens lux/ i i luxR estan regulats, directament o
indirectament, per un nombre de reguladors transcripcionals o post-transcripcionals que
responen a les condicions ambientals (Boyer & Wisniewski-Dye, 2009). Per tant, el panorama
actual és molt més complex que el model simple inicial que involucrava només una AHL
sintasa, una molecula senyal d’AHL i el regulador LuxR especific que responia a una alta

densitat poblacional. Els gens de QS s’insereixen en una xarxa de regulacié global on la sintesi
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del senyal d’AHL és molt sensible a la fase de creixement i als factors ambientals. D’altra
banda, diferents sistemes de QS poden coexistir dins d’un sol bacteri i 'ajust entre aquests
permet I'expressid de fenotips regulats pel QS. Fins i tot s’ha pogut detectar que les xarxes de
regulacié de QS, a vegades sdn soca especifica i presenten diversos patrons de regulacié de QS

dins de soques de la mateixa espécie

En els biotops naturals, la senyalitzacid bacteriana esta sotmesa a molts factors, tan
abiotics (tals com el pH, temperatura i composicié del medi) com biotics (altres membres de la
comunitat). L'acumulacié d’AHLs es basa en I'estabilitat, la difusid, el segrest, la inactivacié
d’AHLs i la distribucid. Més enlla, pot patir interferéencies interespeécies o interregnes, com per
exemple les molécules produides per cel-lules eucariotes, les quals han desenvolupat

estrategies per interferir en la senyalitzacié bacteriana i protegir-se de bacteris patogens.

Per tant, és evident que la senyalitzacié d’AHL és molt més que una qlestié de quorum,
donada la complexitat de les xarxes de regulacid i el nombre de factors que afecten a la
senyalitzacié de QS. Els diferents sistemes de QS bacterians ens proporciona una gran visié de
les diferents xarxes de senyalitzacid presents en molts patogens bacterians els quals presenten

multiples molécules de senyalitzacié i vies de regulacio i transcripcio genica.

Fins a dia d’avui, el sistema de comunicacié mediat per la molécula senyal DSF s’ha
estudiat en diversos treballs de S. maltophilia. En canvi, aquest treball s’ha centrat en iniciar el
coneixement de les bases moleculars i fisiologiques que es corresponen amb un sistema de QS
regulat per les moléecules Al del tipus AHLs, no descrit fins ara en I'espécie de S. maltophilia. Els
resultat obtinguts evidencien que els membres de S. maltophilia podrien dominar diferents
sistemes de comunicacié. Futurs estudis haurien d’anar dirigits en coneixer si ambdds sistemes
operen d’una forma independent I'un de I'altre o convergeixen per a controlar I'expressio de
certs gens i si I'activitat d’ambdods sistemes de QS esta controlada via un regulador comu que
encara resta per identificar. Es sabut que, una de les dificultats de treballar amb sistemes de
QS rau en que és una eina complicada en aquelles especies que coexisteixen diferents sistemes
de QS. Aixo és degut al fet que les vies de regulacid i transcripcié genica moltes vegades estan

relacionades i la manca d’un sistema pot sostenir-se per I'existéncia d’un altre.
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6. CONCLUSIONS

1. Els bioassaigs realitzats amb la soca biosensora d’A. tumefaciens KYC55 han
demostrat la preséncia d’AHLs en el sobrenedant de soques cliniques de
S. maltophilia. El posterior fraccionament per cromatografia HPLC i de capa fina, i
posterior analisi per espectrometria de masses, han corroborat la presencia de

tres AHLs: la C8oxo-HSL, la C8-HSL i la C10-HSL.

2.'expressio del gen luxR en S. maltophilia E77 depén de la fase de creixement en que
es troba el cultiu, la qual és maxima en cultius saturats, fet que indica una
resposta davant d’altes densitats poblacionals, coincident amb una resposta tipus
quorum sensing. L’addicié d'AHLs exogenes suposa un increment de I'expressio
del gen luxR, fet suggereix que el complex LuxR-AHL pot activar la transcripcio del

regulador.

3.La regié promotora del gen /uxR conté una hipotética caixa d’unid lux conservada i pot
constituir el lloc d’unié del complex LuxR-AHL, el qual podria ser el responsable de

I'autoregulacié de I'expressio de luxR detectada.

4.l’analisi d’'unié de C8oxo-HSL i C8-HSL a LuxR demostren la presencia d’un domini

d’unié especific en aquest regulador per a les moléecules del tipus AHL.

5.La deleciod del gen luxR suposa una disminucié en la formacié de biofilm. Tant I’analisi
semi-quantitatiu (amb cristall violeta) com la inspeccié morfologica a temps real
(en cambres de vidre sotmeses a flux continu), confirmen la implicacié d’aquest

regulador en la genesi del biofilm.

6.L’absencia de /uxR afecta negativament la motilitat del tipus swarming i I'addicié de
sobrenedant concentrat de P. aeruginosa MPAO1 complementa el fenotip de la
soca mutant probablement degut als ramnolipids presents que actuen com a

biotensioactius.

7.La cerca per similitud de seqiiencia en els genomes de Stenotrophomonas seqlienciats
disponibles a les bases de dades del NCBI i I'estudi posterior amb una soca mutant
per a una hipotética sintasa (codificada en el gen sm/t4572), no han permes

determinar la sinatasa d’AHLs en S. maltophilia.
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Conclusions

8.La importancia del QS regulat per les AHLs en la formacié de biofilms i motilitat del
tipus swarming en S. maltophilia E77, s’ha evidenciat a partir de I'activitat
inhibitoria de quorum sensing (IQS) que exerceix I'enzim lactonasa AiiA de

B. subtilis A24, ja que inhibeix el desenvolupament d’ambdos processos.

9.Els assaigs realitzats amb les AHLs sintetiques estimulen el swarming de la soca
salvatge i no de la defectiva en el gen luxR. El sobrenedant de P. aeruginosa
MPAO1 conté una AHL Cl0oxo-HSL que també estimula la motilitat de la soca

salvatge actuant de forma interespecifica, tal i com succeeix amb el sobrenedant

total.
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