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RESUMEN

Actinobacillus seminis es una bacteria Gram negativa autoctona que afecta a los
organos reproductivos, causando epididimitis, baja fertilidad y abortos ocasionales
en ovinos y caprinos. Los factores de virulencia y los mecanismos de
patogenicidad de A. seminis aun no se han dilucidado claramente. En este trabajo
se describe y caracteriza la produccion de biopeliculas por A. seminis en ensayos
in vitro. Después de 48 h de incubacion a 37 °C en caldo de soya y tripticaseina,
A. seminis formé biopeliculas que contenian una matriz extracelular compuesta
principalmente de material fibrilar. La microaerofilia o la presencia de calcio
disminuyeron la formacion de biopeliculas en aproximadamente un 50% y un 70%,
respectivamente, pero las bajas concentraciones de hierro la incrementaron en un
40%. A través de digestion enzimatica de los componentes de la biopelicula, se
encontr6 que las proteinas eran el componente principal de estas. Las
observaciones estructurales mediante microscopia electrénica de barrido indicaron
la presencia de una gran cantidad de material fibrilar en el que se encontraban
inmersas las bacterias. Los anticuerpos contra diferentes proteinas de la superficie
bacteriana, como a los componentes de matriz de biopelicula y anti-sueros que
reconocen proteinas de la matriz de la biopelicula o diferentes adhesinas
disminuyeron la formacion de biopelicula en un 70 % y un 25 %, respectivamente;
mientras que furanona C-30 y LED-209, compuestos descritos como inhibidores
de quoérum sensing, inhibieron completamente la formacién de biopeliculas. En
conclusién, las condiciones ambientales pueden influir fuertemente en la formacion
de biopeliculas en A. seminis y esto podria ser una estrategia ventajosa que
permite que las bacterias persistan dentro de un hospedero.
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Abstract

Actinobacillus seminis is an autochthonous gram-negative bacterium that affects
reproductive organs, causing epididymitis, low fertility, and occasional abortions in
ovine and goats. The virulence factors and the pathogenicity mechanisms of A.
seminis have not been clearly elucidated yet. In this work, biofilm production by A.
seminis in in vitro assays is described and characterized. After 48-h incubation at
37 °C in trypticase soy broth, A. seminis formed biofilms containing an extracellular
matrix comprised mainly of fibrillar material. Microaerophilia or the presence of
calcium diminished biofilm formation in approximately 50% and 70%, respectively,
but low iron concentrations increased it 40%. Through enzymatic digestion, it was
found that proteins were the main component of these biofilms. Structural
observations through scanning electron microscopy indicated the presence of a
high amount of fibrillar material in which bacteria were immersed. Antibodies
against different bacterial surface proteins, such as anti-biofilm matrix and anti-
adhesin, diminished biofilm formation in 70% and 25%, respectively; whereas
furanone C-30 and LED-209, compounds described as quorum-sensing inhibitors,
completely inhibited biofilm formation. In conclusion, environmental conditions can
strongly influence biofilm formation in A. seminis, and this could be an
advantageous strategy that allows bacteria to persist inside a host.

Keywords: A. seminis; biofilm; exopolymers; quorum sensing; virulence.
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INTRODUCCION

1.1.- Familia Pasteurellaceae

La familia de bacterias Pasteurellaceae (Pohl 1979) incluye patégenos
oportunistas y primarios asociados principalmente con animales de sangre
caliente, incluidos los humanos (Christensen et al., 2014; Murmullos et al., 1989).
Originalmente, la clasificacion de la familia incluia tres géneros: Pasteurella,
Haemophilus y Actinobacillus. El trabajo taxondmico adicional, que involucra
principalmente la caracterizacion fenotipica y la clasificacion molecular basada en
la hibridacion ADN-ADN vy el analisis filogenético de la secuencia del gen 16S
rRNA, ha dado como resultado numerosos géneros nuevos, asi como la
reclasificacion de algunos de los miembros originales de Pasteurella, Haemophilus
y Actinobacillus resultando en un total de 28 géneros (Christensen et al., 2014 a,
b; Adhikary et al., 2018; Nicklas et al., 2015).

La clasificacion a nivel de género se ha basado principalmente en el analisis
filogenético de la secuencia del gen 16S rRNA. Recientemente se informé que
este enfoque implica ciertas limitaciones y, en cambio, se sugirid el analisis
filogenbmico mediante la inferencia de arboles filogenéticos (arboles
filogendmicos) sobre la base de multiples genes conservados para proporcionar
un mejor marco taxonémico, especialmente en el género y niveles superiores
(Chun et al., 2018).

Desde un punto de vista taxonémico, el enfoque para seleccionar miembros de la

familia Pasteurellaceae, para la secuenciacién genémica completa, a menudo se
basaba en un interés clinico o en organismos modelo, descuidando el uso de
cepas tipo. Sin embargo, a la fecha existe una serie de genomas completos de
cepas tipo disponibles en las bases de datos publicas, esto ha permitido
esclarecer la relacion filogenética por medio de comparaciones de secuencias de
31 proteinas conservadas, presentes en 52 tipos de cepas de especies
disponibles. Utilizando esta informacion, se ha establecido la similitud dentro y
entre 14 géneros de esta familia (Figura 1) (Christensen and Bisgaard, 2018).
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Figura 1. Arbol filogenético de la familia Pasteurellaceae: Relaciones filogenéticas basadas en
andlisis de maxima verosimilitud entre cepas tipo de especies de la familia Pasteurellaceae
basadas en

la comparacion de 31 secuencias de proteinas predichas concatenadas y
conservadas, obtenidas de secuencias gendémicas completas.

Los soportes para grupos
monofiléticos por andlisis bootstrap se indican como numeros de 100. La barra de escala
representa la variacion de la secuencia considerando los modelos para la sustitucion de
aminoacidos (Dayhoff) (Christensen and Bisgaard ,2018).

1.2.- Género Actinobacillus

El género Actinobacillus consta de 17 especies. La taxonomia de la familia
Pasteurellaceae es compleja, ya que los estudios moleculares han demostrado
que las especies que pertenecen a varios géneros, incluidos Actinobacillus,
Haemophilus y Pasteurella, estan entremezcladas filogenéticamente (Christensen
and Bisgaard, 2018). Al igual que la familia Pasteurellaceae, la taxonomia del
género Actinobacillus en si es compleja e inconsistente. Solo nueve de las 17
especies actualmente reconocidas forman un grupo taxonémico monofilético y se

asignan a Actinobacillus sensu stricto (Christensen et al., 2014; Bisgaard et al.,
2012), las especies restantes, estan a

la espera de su reclasificacion
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probablemente como parte de otros, o nuevos géneros, dentro de la familia
Pasteurellaceae.

Actinobacillus sensu stricto incluye la especie tipo: Actinobacillus lignieresii, asi
como A. equuli, A. suis, A. pleuropneumoniae, A. hominis, A. ureae, A. arthriditis,
A. anseriformium y A. capsulatus (Figura 2) (Bisgaard et al., 2012).

Las ocho especies restantes: A. seminis, A. rossii, A. indolicus, A. delphinicola, A.
scotiae, A. succinogenes, A. minor y A. porcinus podrian ser reclasificadas en
nuevos géneros o dentro de los géneros existentes de la familia Pasteurellaceae.
Algunos miembros anteriores del género, como A. muris y A
actinomycetemcomitans, se han reclasificado dentro de nuevos géneros como
Muribacter muris  (Nicklas W et al, 2015) 'y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Ngrskov-Lauritsen et al., 2006), respectivamente.

Las especies de Actinobacillus infectan a una variedad de animales, aunque solo
A. pleuropneumoniae generalmente se considera un patégeno primario
(Christensen et al.,, 2014). Los huéspedes incluyen ovejas, cerdos, caballos,
vacas, liebres y aves, algunas de las cuales pueden actuar como reservorio de
infecciones humanas oportunistas (Graevenitz et al., 2007).

Una de las mas recientes reclasificaciones de Actinobacillus fue el caso de
Actinobacillus vicugnae sp. nov., que anteriormente se pensaba como una nueva
especie, sin embargo, estudios de filogenia, revelaron que pertenece al grupo de
Actinobacillus sensu stricto, cabe mencionar que esta especie fue aislada de
alpacas (Vicugna pacos) que estan distribuidas en todo el Reino Unido (Hunt et al.,
2013).

12
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Figura 2. Arbol filogenético del genero Actinobacillus: Andlisis filogenético de aislados de
Actinobacillus en alpaca en comparacion con las secuencias de cepas tipo disponibles de
miembros del género Actinobacillus deducidas de secuencias de 16s rRNA (Bisgaard et al., 2012).
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1.3.- Actinobacillus seminis

A. seminis se reportd6 como una especie nueva por primera vez en 1960, en
Australia, después de confirmar que este agente bioldégico es causante de la
epididimitis en caprinos libres de Brucella ovis, que hasta entonces era el agente
principal asociado a esta patologia. Estos estudios se realizaron con muestras de
liguido seminal de caprinos con signos de epididimitis infecciosa. (Baynes and
Simmons, 1960).

Desde entonces se han reportado aislamientos en todos los continentes y
principalmente en zonas productoras de ganado caprino como son: Estados
Unidos de América (1964), Sudéfrica (1977), Nueva Zelanda (1977), Hungria
(1987), Argentina (1990), Reino Unido (1991), Turquia (1991), Kenia (1996),
México (1999), Esparia (2000) y Brasil (Al-Katib & Dennis, 2009; Dos Santos et al.,
2009).

A. seminis es una bacteria Gram negativa que se ha descrito como un bacilo
pleomdrfico, de 1 x 1-4 micras, inmovil y no forma endoesporas (Figura 3). Las
condiciones de crecimiento son: una atmosfera de 10 % de COz, e incubacion a
37°C, en medio infusibn cerebro corazébn o soya Yy tripticaseina; no crece en
MacConkey, ademas de que su crecimiento, se ve favorecido con la adicion, al
medio de cultivo, de sangre de carnero o suero bovino descomplementado.
Después de 24 h se observan las colonias del tamafio de una cabeza de alfiler, a
las 48 h alcanzan un diametro de 1 a 2 mm, poseen color gris blanquecino,
convexas, redondeadas con margenes enteros, a los cuatro dias adquieren un
diametro mayor de 3 mm y muestran estriaciones radiales. Las caracteristicas
bioguimicas de A. seminis incluyen presentar reacciones de catalasa positiva,
oxidasa negativa, nitrato negativo, indol negativo y presentar pobre fermentacion
de la glucosa. En estudios de microscopia electronica no se observan esporas,
capsulas, ni pili en las cepas evaluadas (Acosta Dibarrat, 2001). A. seminis se ha
reportado como sensible a penicilina, estreptomicina, cloranfenicol, aureomicina,
tetraciclinas, eritromicina, sulfonamidas y novobiocina, pero resistente a
bacitracina y parcialmente resistente a neomicina (Baynes y Simmons 1960;
Erasmus et al., 1982). Patrones de susceptibilidad o resistencia, mas recientes,
son desconocidos.

14



Figura 3. Imadgenes de microscopia electrénica de A. seminis: (A) microscopia electronica de
barrido y (B) microscopia electrénica de transmisién después de la tinciéon con acido fosfotlingstico
(Nufiez del Arco et al., 2006).

1.4.- Factores de virulencia de A. seminis

La patogénesis de A. seminis es incierta; se sugiere que asciende desde la
cavidad prepucial donde se sabe que es parte de la microbiota autéctona y
coloniza el tracto genital, causando los signos clinicos en el epididimo (Acosta et
al., 2006). Respecto a su patogénesis y a los factores de virulencia de A. seminis,
a nivel mundial existe poca informacion, hasta el momento se ha descrito su
capacidad de adherirse a células epiteliales de bovino y su inhibicion por suero
policlonal contra A. seminis (Healey et al., 1991); Se han descrito que las
proteinas Fosfoglicerato mutasa y el factor de elongacion-Tu tienen funcion de
adhesinas (Montes-Garcia et al., 2018). Se ha caracterizado el potencial
inmunogénico de una proteina similar a la proteina tomB de Yersinia pestis,
asociada a la captacion de hierro y unién a transferrina (Soto-Ramirez, 2006). Se
ha demostrado que cuenta con una proteina homologa a GroEL que funciona
como hemaglutinina y también interactta con fibrindgeno y fibronectina (Montes-
Garcia et al., 2019). Recientemente se reporté el primer genoma de A. seminis,
encontrando que cuenta con varios factores asociados a virulencia (Negrete-
Abascal et al., 2018). También se sugiere la produccion de una toxina tipo RTX,
por inmuno reconocimiento cruzado con suero contra Apxl (Schaller et al., 2000);
la capacidad de secretar micro vesiculas conteniendo proteinas inmunogénicas en
ellas (Nufez-del Arco et al.,, 2006), asi como la identificacion de actividad
proteolitica en fracciones de proteinas secretadas (Jiménez-Pacheco et al., 2008).
Méas ampliamente se ha descrito y caracterizado una metaloproteasa secretada
por A. seminis, la cual es capaz de degradar IgG y fibrinbgeno de bovino (Cruz
Montoya, 2015). Se ha realizado la purificacion de dos proteasas secretadas de
150 kDa y 50 kDa, ambas reconocidas por antisueros dirigidos contra proteasas
de A. pleuropneumoniae (Jiménez Suarez, 2022).
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1.5.- Patologia causada por A. seminis

La inflamacion del epididimo es muy comun. Independientemente de la causa, el
dafio al conducto del epididimo da como resultado un efecto negativo a los
espermatozoides y otros contenidos luminales, granulomas espermaticos y el
desarrollo subsiguiente de epididimitis crénica. La excepcién son los animales
prepuberes en los que no hay espermatozoides; en estos casos, se producen
verdaderos abscesos. La epididimitis en ausencia de granulomas espermaticos es
posible en adultos, pero por lo general es un evento subclinico o temprano (Figura
4).

Figura 4.- Caprino con epididimitis: Macho cabrio reproductor Moxot6 de cuatro afios con
cuadro clinico de orquitis unilateral y epididimitis (Dos santos et al 2014).

La epididimitis suele ser infecciosa, y la enfermedad infecciosa con frecuencia
causa un espectro de lesiones, incluida la inflamacién de las glandulas genitales
accesorias. Los efectos de la epididimitis suelen ser mas dramaticos que los de la
prostatitis, la adenitis vesicular o la ampulitis, y a menudo se pasan por alto. La
epididimitis con granulomas espermaticos ocurre en trastornos ductales
congénitos del desarrollo sexual, adenomiosis, traumatismos y reflujo de orina
(Elderbrook et al., 2019).
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Las bacterias causan la mayoria de las infecciones del epididimo. Aunque muchos
virus se replican en el epididimo, rara vez inducen epididimitis. Cualquier agente
que cause orquitis es capaz de inducir epididimitis (Gkentzis et al., 2014).

(b)

(c) (d)

Figura 5.- Diseccidn de testiculos ovinos con signos de epididimitis: Hallazgos generales en
carneros experimentalmente infectados con A. seminis. ((a) y (b)) Absceso epididimario. (a) Cola
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de testiculo izquierdo donde se aprecia el epididimo aumentado con un area focal amarillenta y (b)
lleno de liquido viscoso amarillento (exudado purulento). (c) La atrofia testicular es asociada con
fibrosis difusa de la tanica vaginal. El testiculo izquierdo esta disminuido de volumen y la tanica
vaginal esta engrosada y firmemente adherida al testiculo. (d) Epididimitis purulenta severa. La
cola del epididimo izquierdo esta rodeada de exudado purulento y hemorragia (Moustacas et al.,
2014).

La epididimitis infecciosa es mas comun e importante en los carneros. Ocurre de
dos formas principales en carneros: por via hematoégena, por Brucella ovis, y por
infeccion ascendente con bacterias como A. seminis, Histophilus somni y
Escherichia coli. Independientemente del microbio causante, la lesion es similar y
estd dominada macroscopica y microscopicamente por la hinchazon y luego por la
formacion de granulomas espermaticos (Bulgin, 1990).

Macroscopicamente, las lesiones suelen estar restringidas a la cola del epididimo,
independientemente de la bacteria causante. La cola del epididimo se agranda
hasta 10 veces y es mas grande cuando se forman granulomas espermaticos.
Microscépicamente, la luz del conducto contiene una mezcla de espermatozoides,
neutréfilos y macréfagos y células gigantes multinucleadas tipo cuerpo extrafio
(Figura 5) (Paul S., 2017).

El epitelio cambia de columnar simple y ciliado a columnar pseudoestratificado y
cubico con hiperplasia focal. Estas regiones a menudo desarrollan espacios o
cavidades intraepiteliales. Parte del epitelio se vuelve de tipo escamoso
estratificado (metaplasia escamosa). La pared de muasculo liso del conducto y el
intersticio contienen muchos linfocitos y células plasmaticas, ademas de edema y
fibrina inicialmente (Robert F., 2017).

El tejido fibroso se desarrolla rapidamente comenzando con el tejido de
granulacion y eventualmente formando tejido fibroso maduro. Los abscesos
intersticiales y los granulomas espermaticos se desarrollan después de la muerte
del tejido o la ruptura del conducto y el desarrollo de un espermatocele. El
espermatocele puede romperse en la cavidad de las tunicas vaginales y producir
una periorquitis grave. Con el tiempo y la gravedad, las tinicas se engrosan con
edema y deposito de fibrina, seguido de tejido de granulacion y finalmente fibrosis.
(Paul S., 2017; Moustacas et al., 2010).

Existen reportes de abortos en borregas a causa de A. seminis. Los casos de
epididimitis ovina causados por A. seminis se han reportado en diferentes regiones
productoras del mundo, en México se reporté por primera vez en 1986 (Nufiez-del
Arco et al., 2006); las pérdidas econdmicas a los productores se deben a que la
infeccion por A. seminis causa esterilidad en los machos sementales.
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1.6.- La biopelicula bacteriana

Histéricamente el estudio de bacterias se habia centrado en la busqueda de
biosidas contra bacterias mortales, cultivando a los patdgenos bacterianos en
medios de cultivos liquidos, debido a la arraigada idea de que las bacterias eran
microrganismos individuales que flotan libremente, carentes de interaccion social o
asociacion alguna. La aparicion de bacterias resistentes a los medicamentos y la
dificultad para matar algunas bacterias llevaron a una reevaluacion del estilo de
vida bacteriano y ahora se reconoce que la agregacion de bacterias dentro de
matrices auto producidas, llamadas biopeliculas, dota a las bacterias de
mecanismos para resistir los biocidas. Ya en 1684, un cientifico holandés, Antonie
van Leeuwenhoek, habia observado la placa dental usando un microscopio
construido por él mismo y lo describié como caspa, esto era una biopelicula, pero
aun no se comprendia su naturaleza, las biopeliculas se observaron unos siglos
antes de que se comprendiera su relevancia para la persistencia de la enfermedad
(Rabin et al., 2015).

Durante el siglo XX los cientificos comenzaron a darse cuenta de que algunas
bacterias sésiles, es decir bacterias no plantbnicas estaban directamente
relacionadas con la enfermedad, por ejemplo, en 1977, se encontr0 una
agregacion de Pseudomonas aeruginosa en el esputo de los pulmones de
pacientes con fibrosis quistica infectados con esta bacteria. En 1978, Clark
informé que un componente importante de la biopelicula de Streptococcus mutans,
gue se le llamo glucocdéliz, compuesto de polisacarido, se formaba en los dientes.
El término 'biopelicula’ fue introducido formalmente en 1978 por Costerton
(Costerton et al., 1978).

Las biopeliculas son organizaciones microbianas compuestas por
microorganismos que se adhieren a las superficies gracias a la secrecion de un
exopolimero; estas estructuras complejas estan constituidas principalmente de
proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos (exopolimeros). Estas conformaciones
microbianas presentan caracteristicas como heterogeneidad, diversidad de
microambientes, resistencia a antimicrobianos y capacidad de comunicacion
intercelular que las convierten en complejos dificiles de erradicar de los ambientes
donde se establecen. En un principio en el hombre, las biopeliculas se asociaban
con un gran numero de procesos infecciosos, que por lo general son de transcurso
lento o cronicas. Actualmente se reconoce la importancia de las biopeliculas en
enfermedades infecciosas de animales importantes en el sector ganadero. El
estudio de las biopeliculas es un éarea excitante, en continua evolucion; las
biopeliculas tienen repercusiones importantes para la humanidad; las
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implicaciones que presentan estas asociaciones en los diversos dmbitos abarcan
la medicina y la industria, e incluso la produccion e inocuidad alimentaria
(Betancourth et al., 2004)

Figura 6.- Biopelicula de S. mutans: Microscopia electrénica de barrido (SEM) de la biopelicula
de S. mutans, mostrando la conformacion del material secretado por las bacterias y la forma en la
que se arregla en conformacion 3D (Relucenti et al., 2021).

Una forma de persistir, por una bacteria, en un hospedero, es a través de la
produccion de biopeliculas. Las bacterias presentes en estas estructuras pueden
controlar su fisiologia a través de una regulacién genética, induciendo cambios en
la morfologia celular, propiedades superficiales generales y/o expresion de
determinantes especificos para la adhesién. Una gran variedad de componentes
de la biopelicula puede estar involucrada en el proceso de colonizacion bacteriana
(Flemming et al., 2010).

1.6.1 Formacién de biopelicula

El proceso de formacion de biopeliculas se desencadena con la adherencia de los
microorganismos planctonicos a las superficies y, por lo tanto, se considera una
etapa importante para desarrollar los microorganismos de flujo libre en una
estructura de comunidad ensamblada (Haggag, 2010). Durante la etapa inicial de
formacion de biopeliculas, los microorganismos se adhieren de manera transitoria
y reversible a las superficies y esta etapa se caracteriza por la presencia de
microorganismos polarmente unidos a las superficies. A partir de entonces, los
microorganismos cambian la orientacion para “acostarse” sobre las superficies y
buscan una union irreversible que desarrolla resistencia a muchos factores fisicos
que podrian dificultar la formacion de biopeliculas (Banerjee et al., 2015) (Figura
7).

20



Crecimiento o formacién de micro colonias

Poco después de la adhesion exitosa de los microorganismos a las superficies, los
microorganismos adheridos comienzan a multiplicarse y agregarse dentro del
exopolimero de produccion propia, lo que conduce a la formacion de micro
colonias en presencia de una alta concentracion de c-di-GMP. Las motilidades
mediadas por flagelos y pili tipo IV son importantes para las interacciones entre los
microorganismos y las superficies, y las agregaciones de células para formar
micro colonias, respectivamente (Rabin et al., 2015).

Maduracion

El exopolisacarido (EPS) juega un papel crucial en la maduracion de biopeliculas,
ya que ayuda en la union microbiana a las superficies, estabilizando la estructura
tridimensional de la biopelicula, agrupando células, protegiéndolas de diversos
estreses como la respuesta del sistema inmunologico del huésped,
antimicrobianos, dafio oxidativo y cationes metalicos; también encapsular
moléculas de sefalizacion necesarias para la deteccion de quoérum, productos
metabdlicos y enzimas (Toyofuku et al., 2016). Una biopelicula madura puede
adquirir una estructura en forma de "hongo" o "torre" en la que los
microorganismos se organizan segun la aerotolerancia y la tasa de metabolismo
(Rabin et al., 2015). Otto en 2013 demostré el papel de los tensoactivos y las
modulinas en la maduracion de la biopelicula de Staphylococcus spp a través de
mecanismos mediados por deteccién de quérum. Una biopelicula madura es una
estructura de tres capas: capa reguladora interna, capa basal microbiana media y
capa externa habitada por la forma planctdénica de microorganismos que estan
listos para salir de la biopelicula (Zhao et al., 2017).

Dispersién

Finalmente, la biopelicula madura se rompe de forma activa (dispersion
dependiente de la degradacion de exopolimeros y la motilidad) o pasiva (factores
fisicos como la dispersion dependiente del flujo de liquido) para dispersar los
microorganismos y comenzar un nuevo ciclo de formacion de biopelicula. Algunos
factores que son los principales responsables de la dispersién de la biopelicula
madura incluyen la poblacion superada, la competencia intensa, la falta de
nutrientes (Rabin et al., 2015), la accién enzimatica que provoca la digestion del
alginato en Pseudomonas spp. (Costerton et al., 1999), y la variaciéon en las
condiciones ambientales como la temperatura, la deficiencia de oxigeno y la
acumulacion de metabolitos, asi como la regulacidbn positiva de genes
responsables de la motilidad celular y la degradacion de EPS, y la regulacion
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negativa de genes importantes para la sintesis de polisacaridos y fimbrias
(McDougald et al., 2012).

Biofilm Life Cycle
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Figura 7.- Pasos de la formacién de la biopelicula microbiana: 1-Inicio de la adhesion
bacteriana (fuerzas mas débiles); 2-Acciébn de deteccion de quérum y comienzo de fuerzas
vinculantes mas fuertes; 3-Formacién de micro colonias con mayor produccion de EPS y formacién
de estructuras tridimensionales; 4-biopelicula madura; 5-Desprendimiento y reversion al
crecimiento plancténico (dispersién celular) (Banerjee et al., 2015).

1.6.2 Composicion de la biopelicula

La biopelicula es una estructura heterogénea que comprende principalmente
células microbianas (10-25 %) y una matriz exopolimérica de produccion propia
(75-90 %). Ademas, en una biopelicula heterogénea, los huecos intersticiales o
canales de agua de la biopelicula son necesarios para separar las micro colonias
entre si (Evans, 2003). La matriz exopolimérica forma un andamio que mantiene
unida la biopelicula y, por lo tanto, ayuda en la comunicacién de célula a célula y
proporciona las fuerzas de adhesion y cohesién necesarias para la formacion de
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biopelicula. La matriz exopolimérica ayuda en el flujo de nutrientes, mantiene la
disponibilidad de acido desoxirribonucleico (ADN) para la transferencia horizontal
de genes (HGT) y actia como una barrera protectora contra los biocidas
oxidantes, los antibioticos, la radiacion ultravioleta, la desecacion y el sistema de
defensa inmunitario del huésped (Flemming et al., 2000; Rather et al., 2021)
(Figura 8).

Polisacaridos

La mayoria de los polisacaridos son heterogéneos, mientras que algunos son
homogéneos, como la celulosa, los fructanos derivados de la sacarosa y los
glucanos (Flemming et al., 2010). Varias interacciones como las descritas de van
der Waals, las fuerzas electrostaticas de atraccién y repulsion, las fuerzas de
atraccion ionicas y los enlaces de hidrogeno, promueven la interaccién de los
polisacaridos consigo mismos o con las proteinas y los iones necesarios para
mantener la estructura y la estabilidad de la matriz de la biopelicula (Lembre et al.,
2012). En P. aeruginosa, tres exopolisacaridos, a saber, Pel, Psl y alginato,
contribuyen predominantemente a la formacion de biopeliculas y al mantenimiento
de la arquitectura de biopeliculas (Rehm, 2010). El papel de los polisacéaridos es
actuar como un pegamento molecular necesario para la adhesién bacteriana entre
si y con las superficies bidticas y abiodticas para la colonizacién, ademas de
desempefiar un papel protector contra el sistema inmunitario y otras tensiones
externas (Limoli et al., 2015).

Proteinas extracelulares

Las proteinas extracelulares en la matriz de la biopelicula son la amalgama de
proteinas extracelulares secretadas, subunidades proteicas de apéndices
celulares como pelos y flagelos, adherencias a la superficie celular y proteinas de
vesiculas de membrana externa. Estas, interactian con exopolisacaridos y acidos
nucleicos, por lo que ayudan en la estabilizacién de la matriz de la biopelicula, la
colonizacion de la superficie y el mantenimiento de la integridad y la arquitectura
de la biopelicula (Fong et al., 2015). Algunas proteinas ayudan en la degradacién
y dispersion de la matriz de la biopelicula, como las proteasas, que digieren las
proteinas de la matriz (Marti et al., 2015), la dispersina B, de la glicosil hidrolasa,
gue degrada los polisacéaridos (Kaplan et al., 2003) y las ADNasas que rompen los
acidos nucleicos extracelulares (Mann et al., 2003; Nijland et al., 2005). Jiao y
colaboradores describieron una diferencia significativa entre la composicién del
proteoma de la matriz de la biopelicula y la de la fraccién de células individuales y
encontré una concentracién alta de proteasas, proteinas de pared celular, enzimas
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del metabolismo de los polisacaridos, disulfuro-isomerasas, chaperonas vy
proteinas de unién al ADN en la matriz de la biopelicula. Toyofuku y colaboradores
demostraron en el 2016 que alrededor del 30 % de las proteinas de la matriz de P.
aeruginosa eran proteinas de membrana que se encontraban en vesiculas de
membrana externa (OMV), mientras que una parte de las proteinas se derivaba de
células lisadas y proteinas secretadas por esta bacteria.

ADN extracelular

El ADN extracelular (eADN) es uno de los componentes clave de la matriz de la
biopelicula; importante para la agregacién microbiana dentro de una biopelicula. El
mecanismo de origen del eADN es diverso, ya que se libera a través de los
sistemas de secrecion bacterianos, la lisis celular debido a infecciones por fagos,
la autdlisis, la liberaciébn de ADN regulada por deteccion de quérum o tal vez se
encuentre en asociacion con OMV que contienen ADN (Allesen-Holm et al., 2003;
Montanaro et al., 2011; Vorkapic et al., 2016; Wilton et al., 2016; Ibafiez de
Aldecoa et al., 2017). El eADN guia la motilidad, proporciona estabilidad
estructural, favorece la patogenicidad y quela los cationes que mejoran la
resistencia a los antibiéticos. El eADN también desempefia un papel integral en la
adhesion celular, el mantenimiento de la integridad estructural de la matriz, la
proteccion contra el sistema inmunitario del huésped y los antibiéticos (Okshevsky
et al., 2015). Wilton et al. en 2016 describieron que el eADN es responsable de la
acidificacion de la matriz que contribuye a una mayor resistencia de P. aeruginosa
contra los antibioticos. Ademas, Harmsen y colaboradores en 2010 describieron el
papel de eADN en la unién y la formacién de biopeliculas en cepas de Listeria
monocytogenes.

Surfactantes y lipidos

Algunas especies como Rhodococcus spp. producen exopolisacéridos
hidrofébicos y se adhieren al teflén y colonizan superficies cerosas (Neu et al.,
1988). Ron y Rosenberg en el 2001 informaron sobre el papel de los
biosurfactantes en la unién de metales pesados y la produccion de factores de
virulencia. Algunos lipidos con propiedades tenso activas disponibles en la matriz
de la biopelicula son la surfactina, el emulsan y la viscosina; estos aumentan la
disponibilidad de sustancias hidrofébicas dispersandolas. Los ramnolipidos, una
clase importante de tensoactivos estudiados en P. aeruginosa, inician la formacion
de micro colonias, ayudan a formar biopeliculas y también facilitan la dispersion de
biopeliculas (Kjelleberg et al., 2007).
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Agua

El agua se considera el componente mas abundante de la matriz exopolimérica de
la biopelicula, mantiene la biopelicula hidratada y la protege de la desecacion;
incluso durante las fluctuaciones del contenido de agua ambiental (Flemming,
Wingender, 2010). El flujo y el mantenimiento de los nutrientes esenciales dentro
de una biopelicula se atribuyen a la cantidad de agua disponible (Sutherland,
2001).
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Figura 8.- Esquema de los componentes de la matriz exopolimérica de la biopelicula:
Representacidon esquematica de los principales componentes de la matriz de la biopelicula y sus
funciones. La matriz de la biopelicula consta de una amplia gama de biomoléculas funcionales,
como los exopolisacéridos (Pel, Psl, alginato, Vibrio polisacarido (VPS), 3-glucanos, a-mananos,
adhesina intercelular de polisacarido (PIA), glucanos/fructanos, epsA-epsO, exopolisacérido
codificado por operén), proteinas (BslA, TasA, flagelo, FnBP, proteina A, SasG, BAP , Gtf, Fitf,
dextranasa, P1, Gbps, pilinas tipo IV (T4P), LecA, LecB, Bapl, RbmA, RbmC, MshA pili, Als),
acidos nucleicos vy lipidos que se organizan en una matriz extracelular. Esta matriz sirve como
andamio para el soporte estructural y un entorno dindmico que proporciona sefiales quimicas y
fisicas variables a las comunidades microbianas, promoviendo un estilo de vida de biopelicula.
(Karygianni et al., 2020)
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1.6.3 Estructura de la biopelicula

Las propiedades estructurales y bioquimicas de la biopelicula proporcionan las
propiedades emergentes de ésta, incluida la adhesion a la superficie, las
heterogeneidades espaciales y quimicas, las interacciones polimicrobianas
sinérgicas/competitivas, asi como la resistencia antimicrobiana; estas propiedades
estan relacionadas con la capacidad virulenta de las bacterias patégenas, sin
embargo, la biopelicula también es una forma de vida comun en ambientes fuera
del hospedero. Por ejemplo, la microbiota en la piel, donde la mayoria de las
bacterias se organizan como pequefios agregados (Burmolle et al., 2010).

Ademas de las biopeliculas asociadas a infecciones y otras asociadas al
hospedero, las bacterias en el medio ambiente estan presentes como colonias
adheridas a una superficie y como agregados incrustados o que flotan libremente.
Un ejemplo de esto son los procesos biolégicos en el tratamiento de aguas
residuales, donde agregados densos de mdltiples especies de microorganismos
se auto ensamblan en procesos aerdbicos y anaerdbicos para mantener un buen
ritmo de procesamiento de desechos organicos presentes en el agua a tratar. La
observacion general es que la microbiota ambiental estda dominada por patrones
heterogéneos de bacterias agregadas en lugar de peliculas continuas de bacterias
en areas grandes (centimétricas); sin embargo, hasta cierto punto, se trata de una
cuestidon de escala. Las biopeliculas de algas en los cascos de los barcos pueden
aparecer macroscopicamente continuas y, en areas localizadas, como una capa
plana uniforme, pero aparecen irregulares bajo el examen microscopico (Salta et
al., 2013; Flemming et al., 2019).

La arquitectura de las biopeliculas esta influenciada por muchos factores micro
ambiental, incluido las condiciones hidrodindmicas, la concentracion de nutrientes,
la motilidad bacteriana y la comunicacion intercelular, asi como los
exopolisacéridos y las proteinas, como lo demuestra la morfologia alterada de las
biopeliculas producidas por mutantes que carecen de componentes de EPS. Por
ejemplo, los exopolisacaridos de V. cholerae y el acido colanico de E. coli estan
involucrados en la formacion de una arquitectura de biopelicula tridimensional
(Danese et al., 2000)

Uno de los exopolisacaridos mejor estudiados involucrados en la formacion de
biopeliculas es el alginato en las biopeliculas de cepas mucoides del patdgeno
oportunista P. aeruginosa. El alginato no es esencial para la formacion de
biopeliculas en este microorganismo, pero tiene un efecto notable en la
arquitectura de la biopelicula cuando esté presente (Figura 9) (Tielen et al., 2005).
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En condiciones en las que los productores de alginato forman biopeliculas
estructuralmente heterogéneas, las cepas no mucoides desarrollan biopeliculas
planas y mas homogéneas. Los grupos acetilo son sustituyentes comunes de los
exopolisacéridos y aumentan las propiedades adhesivas y cohesivas del EPS y
alteran la arquitectura de una biopelicula. La modificacion del alginato con grupos
acetilo influye fuertemente en la agregacion de bacterias en micro colonias y
determina la arquitectura estructuralmente heterogénea de biopeliculas maduras
(Wozniak et al., 2003).

a Mushroom structure of P. aeruginosa b Mucus-embedded aggregates of P. aeruginosa surrounded
biofilm in vitro in a flow cell by PMLs in a cystic fibrosis lung
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¢ Wound-embedded aggregates of P. aeruginosa d Aerobic granules from a full-scale wastewater
surrounded by PMLs treatment process
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Figura 9.- Estructuras variadas de la biopelicula de P. aeruginosa: Variedad de estructuras de
biopeliculas que subrayan las diferencias entre biopeliculas in vitro e in vivo o ambientales. Las
imagenes originales se muestran en la columna de la izquierda y un dibujo esquemético de las
estructuras y su organizacion se proporciona en la columna de la derecha con sombreado que
denota agua (azul), células microbianas agregadas (purpura) y sus sustancias poliméricas
extracelulares (amarillo), células huésped y otro material, incluido moco o tejido (rojo), y la
superficie de insercion (gris sombreado) (Tielen et al., 2005).

27



La arquitectura de la biopelicula también puede verse fuertemente influenciada por
la interaccion del EPS anionico, que contiene grupos carboxilicos, con cationes
multivalentes. Por ejemplo, el Ca?* puede formar un puente entre moléculas de
alginato polianiénico, estimulando el desarrollo de biopeliculas gruesas y
compactas con mayor estabilidad mecanica (Kérstgens et al., 2001)

1.6.4 Regulacién de la formacién de la biopelicula

La organizacion de las biopeliculas bacterianas, basados en la matriz, permite que
las bacterias puedan interactuar entre si, lo hagan en estrecha proximidad entre
las células. Esto permite el intercambio de metabolitos, moléculas de sefializacion,
material genético y compuestos defensivos, todos los cuales dictan interacciones
entre organismos de la misma especie o entre diferentes especies. Ademas, la
heterogeneidad de la biopelicula brinda oportunidades de cooperacién entre
especies con diferentes capacidades metabdlicas o gradientes fisiolégicos
(Flemming et al., 2016).

La actividad fisiologica de las biopeliculas produce fuertes gradientes de aceptores
y donantes de electrones, asi como del valor de pH y las condiciones para
reacciones de oxido reduccién. Estas caracteristicas Unicas de las biopeliculas no
solo se pueden detectar en biopeliculas multicapa gruesas, sino que ya han
surgido después de que solo un numero relativamente pequefio de células se
haya adherido a una superficie (Kalmbach et al., 1997).

Se observa heterogeneidad estructural y de composicién incluso en biopeliculas
mono especies, que probablemente sea el resultado de la variacién fenotipica que
surge de la expresion génica fluctuante a lo largo del tiempo en células
individuales y la expresion génica diferencial entre diferentes células. La actividad
fisiologica localizada de estas células inmovilizadas espacialmente separadas
contribuye a la formacion de gradientes de nutrientes, desechos y moléculas de
sefalizacion que aumentan adn mas en las biopeliculas multicapa, como los
tapetes microbianos o los fléculos (Figura 19) (Flemming et al., 2010).

Uno de los desencadenantes externos mas importantes del establecimiento de
gradientes es la disponibilidad de aceptores de electrones como el oxigeno. En los
habitats acuaticos, en los que el oxigeno esta presente en la fase acuosa, la capa
superior de la biopelicula es aerdbica. Las micro colonias aerdbicas que respiran
activamente pueden consumir oxigeno mas rapido de lo que se difunde a través
de la biopelicula, lo que da como resultado la formacion de zonas anaerdbicas en

28



las capas profundas de la biopelicula, mientras que las capas superiores siguen
siendo aerdbicas. Los gradientes de disponibilidad de oxigeno pueden ocurrir en
una distancia pequefia, de modo que las areas aerdbicas y anaerdbicas de la
biopelicula estén separadas entre si por solo unos pocos micrémetros (Von Ohle
et al., 2010).

A

gesmy

PERSPECTIVES

Figura 10.- Heterogeneidad en biopeliculas de B. subtilis. (A) Vista superior de las células al
Inicio del Desarrollo de la Colonia (IDC). Superposicion de imagenes de fluorescencia con células
IDC (gris), moviles (roja) y productoras de matriz (verde). Barra 5 um. (B) seccion delgada de
biopelicula de tres dias de desarrollo. El agar esté en la parte inferior y el centro de la colonia esta
a la derecha. Superposicién de imagenes de fluorescencia con células IDC (gris), moéviles (azul) y
esporuladas (naranja). Barra 50 um. (Lopez et al., 2010)

La estratificacion fisioldgica y la heterogeneidad en las biopeliculas permiten la
organizaciéon espacial de biopeliculas de especies mixtas (asi como mono
especies). Por ejemplo, los microorganismos fototroficos, como las algas, las
cianobacterias y las bacterias fototréficas anoxigénicas, generan vy liberan
sustratos organicos como exudados, y las especies vecinas cercanas a las células
productoras se benefician de estos sustratos y muestran una actividad metabdlica
mejorada. Estas interacciones metabodlicas permiten el desarrollo de biopeliculas
espacialmente organizadas que son sistemas interactivos complejos, como las
esteras microbianas o las biopeliculas fluviales. Los detalles microscépicos de
tales biopeliculas solo se volvieron accesibles experimentalmente con la
disponibilidad de micro electrodos especificos que permitieron medir parametros
como el oxigeno y el pH a una resolucion de micro escala (Billings et al., 2015).

La compleja red y la divisién coordinada del trabajo que emerge de la estrecha
proximidad entre las células en la matriz de la biopelicula ha inspirado la
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introduccion del término antropomorfico “sociomicrobiologia”. Uno de los
mecanismos habilitadores de la sociomicrobiologia es el proceso de sefializacion
intercelular, que en si mismo esta fuertemente influenciado por las propiedades de
la matriz de la biopelicula, pero la actividad metabodlica también es una
caracteristica importante de las interacciones sociales en las biopeliculas. De
hecho, dadas las altas densidades celulares y la diversidad de especies de
muchas biopeliculas, no sorprende que las biopeliculas sean los sitios principales
para el intercambio de subproductos metabdlicos entre especies (Kragh et al.,
2016).

Tales procesos no son posibles para suspensiones de células planctonicas. La
auxotrofia de aminoacidos es una estrategia comun mediante la cual las
comunidades microbianas reducen la carga metabdlica colectiva de la biosintesis
y estabilizan la cooperacion, y es probable que esto también sea cierto para los
azucares y los nucleétidos. Asi, el intercambio de aminoacidos y azucares puede
considerarse como interacciones mutualistas comunes en sub comunidades que
existen en paralelo entre si (Zelezniak et al., 2015).

La distincibn entre poblaciones (grupos de individuos de una especie) y
comunidades (grupos de individuos de varias especies) es fundamental para el
estudio de la ecologia de las biopeliculas. Como tal, los resultados bioldgicos,
como la reparticion de recursos, el parasitismo (Garcia-Contreras et al., 2020), la
cooperacion y la competencia, que ocurren en biopeliculas de especies mixtas
deben enmarcarse en el contexto de una comunidad, en lugar de en el contexto de
una poblacion de individuos de una sola especie. Sin embargo, aunque la mayoria
de las biopeliculas naturales existen como comunidades muy diversas, la mayoria
de los experimentos de laboratorio se realizan con biopeliculas que son
poblaciones de una sola especie en lugar de comunidades de especies mixtas.
Estudios recientes de modelos de biopeliculas de especies mixtas demuestran
claramente la apariciéon de un comportamiento cooperativo (Lee et al., 2014)

La cooperacion no ocurre necesariamente en todas las biopeliculas, e incluso se
ha sugerido que la mayoria de las interacciones especie-especie en las
biopeliculas son negativas (es decir, interacciones competitivas o interacciones
gue son indeseables para un socio y neutrales para el otro). De acuerdo con este
argumento, las observaciones que atribuyen un mayor nimero de interacciones
sociales a efectos cooperativos pueden deberse a una seleccion previa de
interacciones cooperativas y/o al uso de una definicidbn de cooperacion que carece
de rigor. Los mecanismos que median la competencia en las biopeliculas se han
revisado exhaustivamente por Rendueles y colaboradores en 2015 e incluyen el
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uso de antibidticos, bacteriocinas, vesiculas de membrana extracelular y sistemas
de secrecion tipo VI (como es el caso de V. cholerae). Estas habilidades de
competencia impulsan estrategias competitivas que incluyen la inhibicién de la
adhesion inicial a la biopelicula, el cubrimiento de la superficie (por ejemplo, la
propagacion de células de P. aeruginosa en la superficie al modificar la motilidad,
evitando asi la adhesion de células competidoras de Agrobacterium tumefaciens)
o la produccién de biosurfactantes con propiedades antimicrobianas. Ademas, los
invasores pueden inhibir la maduracibn de una biopelicula y promover su
dispersion mediante la regulacion a la baja de la produccion de adhesinas, la
inhibiciébn de la comunicacion entre células o la degradacién de polisacéaridos,
acidos nucleicos y proteinas de la matriz (Mcintyre et al., 2010).

Deteccidén de Quorum-sensing (QS) en la formacién de la biopelicula.

La deteccion de quorum (QS) es un mecanismo de comunicacién descrito
primeramente entre bacterias que permite controlar procesos especificos, como la
formacién de biopeliculas, la expresién de factores de virulencia, la produccién de
metabolitos secundarios y los mecanismos de adaptacion al estrés, como los
sistemas de competencia bacteriana, incluidos los sistemas de secrecion (Figura
11) (Hawver et al., 2016).

El quérum sensing actia monitoreando la densidad celular a través de sefiales
quimicas que permiten la comunicacion entre bacterias para regular la expresion
de genes involucrados en virulencia, competencia, patogenicidad y resistencia a
antibioticos (Paul et al.,, 2018). En general, los sistemas QS dependen de la
especie microbiana y contribuyen a procesos como el mantenimiento celular, la
formacion de biopeliculas y la transferencia horizontal de genes (Pena et al.,
2019).

QS confiere a las bacterias la capacidad de reconocer la densidad de poblacién
midiendo la acumulacion de una molécula de sefalizacion especifica que secretan
los miembros de la comunidad. Solo cuando la densidad de poblacion es alta, la
acumulacion de la sefial en el medio extracelular es suficiente para activar una
respuesta. Estructuralmente, las moléculas de sefial QS tienen un peso molecular
bajo y pertenecen a una amplia gama de clases quimicas que incluyen acil
homoserina lactonas (AHL), diésteres de borato de furanosilo (Al2), acidos grasos
insaturados en cis (sefales de la familia DSF) y péptidos (Solano et al., 2014)

Las evidencias recientes indican que muchas especies bacterianas utilizan QS
para coordinar la formacion y el desmontaje de las biopeliculas. La dispersiéon de
biopeliculas es esencial para permitir que las bacterias escapen y colonicen
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nuevos nichos cuando los nutrientes y otros recursos se vuelven limitados y se
acumulan productos de desecho. Existen diferentes estrategias para lograr la
dispersion de la biopelicula: finalizar la sintesis de los compuestos de la matriz de
la biopelicula, degradar la matriz y también interrumpir las interacciones no
covalentes entre los componentes de la matriz. Debido a que las redes
reguladoras de QS suelen ser muy complejas y pueden incluir varios genes cuyos
productos afectan el desarrollo de biopeliculas en diferentes etapas, no siempre es
facil entender como la activacion de QS desencadena finalmente la dispersion de
biopeliculas (Otto, 2013).
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Figura 11. Deteccion de Quorum-sensing (QS) en la formacion de la biopelicula: La deteccion
de quérum involucra un sistema regulatorio de dos componentes (Otto, 2013)

El Al se acumula de una manera dependiente de la densidad celular hasta que se
alcanza un nivel de umbral (quérum). Cuando se alcanza el umbral, la IA se une a
la proteina reguladora de la respuesta y la activa, lo que a su vez induce una
cascada de sefalizacion que concluye con la expresion del gen objetivo. El
regulador de respuesta consta de dos dominios: la region N-terminal que
interactda con Al y la C-terminal, que es el dominio de unién al ADN (Watrrier et al.,
2021)

1.6.5 Virulencia asociada a la biopelicula

Las propiedades fisicas y quimicas de la matriz de la biopelicula proporcionan
propiedades emergentes que son criticas para la existencia de la biopelicula y la
expresion de virulencia. Estos incluyen la adhesién-cohesion, los microambientes
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patologicos, la resistencia mecénica y a los antibiéticos; que pueden conducir al
inicio de la enfermedad y empeorar su gravedad (Karygianni et al., 2020)

La importancia de la matriz en el comportamiento y la funcion de los colectivos
microbianos, asi como para la tolerancia a los antimicrobianos, se reconoce cada
vez mas y se considera parte integral de la biopelicula y su relacién con la
virulencia (Flemming et al., 2016; Dragos et al., 2017). La matriz juega un papel
esencial en la patogenia de las enfermedades humanas y animales, ya que varios
constituyentes de la matriz se reconocen como posibles factores de virulencia
(Hyun et al., 2016; William et al., 2018; Giaouris et al., 2015). Por ejemplo, el
eADN vy el polisacarido de superficie compuesto de poli- N-acetilglucosamina
(PNAG), median numerosos rasgos de virulencia, incluida la colonizacién del
huésped y la resistencia a los antimicrobianos. Otro ejemplo es que la activaciéon
de la produccion de PNAG en S. aureus no solo contribuyé a la formacion de
biopeliculas en la superficie de los catéteres implantados (Burgui et al., 2018), sino
que también ralentizo el reclutamiento de neutréfilos y la eliminacién de bacterias
en ratones desafiados por via intraperitoneal con células de biopeliculas de S.
epidermidis de un mutante defectuoso en PNAG (Ferreirinha et al., 2016). Cepas
productoras de biopeliculas de P. aeruginosa son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica. En un modelo animal, el
aumento de los niveles de citoquinas Th2 y macréfagos fue impulsado
principalmente por EPS en lugar del propio patégeno P. aeruginosa (Bielen et al.,
2017).

La secrecion de proteasas y otras enzimas extracelulares, como lipasa, esterasa,
DNasa, RNasa y fibrinolisina, es un proceso esencial para el crecimiento
bacteriano y la virulencia. Por ejemplo, las glicosiltransferasas bacterianas y sus
productos de glucano se han estudiado ampliamente por sus roles funcionales en
la patogénesis de la caries dental, en estudios clinicos e in vivo. Los glucanos
promueven la adhesién-cohesion bacteriana, las interacciones entre especies y la
acumulacion de biopeliculas, ademas de ayudar a crear microambientes
protectores y altamente acidos. Recientemente, se describi6 una supuesta
glucosiltransferasa en S. mutans modula las interacciones dinamicas entre dos
componentes clave de la matriz de la biopelicula, el glucano y el eADN. La
eliminacion de smu-833 disminuye la concentracion de glucano y aumenta la del
eADN, pero mantiene la biomasa global de la biopelicula con una virulencia
reducida en un modelo de caries dental en ratas in vivo (Rainey et al., 2019). La
dextranasa (Dex) es un tipo de glucanasa de S. mutans, que participa en la
modificacion y degradaciéon de los glucanos extracelulares solubles en agua, que
se ha asociado con el desarrollo de caries en ratas (Yang et al., 2019).
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Los patdégenos bacterianos P. aeruginosa y S. aureus, han desarrollado una
compleja red de evasién, contra inhibicion y subyugacién en su batalla por el
espacio y los nutrientes. En particular, los componentes de la matriz también
juegan un papel importante en las interacciones, in vivo, entre especies que
conforman una biopelicula (Hotterbeekx et al., 2017). El ensamblaje de la
biopelicula entérica es esencial para comprender su papel en la virulencia. La
matriz de las biopeliculas de bacterias entéricas, que incluyen principalmente
proteinas de tipo amiloide como curli, eADN, antigeno O, celulosa y proteinas de
superficie como BapA, estédn etiolégicamente asociados con la enfermedad
autoinmune lupus eritematoso y pueden activar la fibrilacion del amiloide
a,relacionado con la enfermedad de Parkinson (Tursi & Tukel 2018). Los
componentes de EPS entéricos se han reconocido durante mucho tiempo como
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) que pueden activar los
receptores inmunitarios innatos pro inflamatorios, como los receptores tipo Toll
(TLR2, TLR9), Y el heterocomplejo CD14 y NLRP3. Las proteinas Curli son fibras
amiloides extracelulares producidas por entero bacterias como E. coli y
Salmonella. Se ha demostrado que estas fibras desempefian un papel importante
en la formacién de biopeliculas, ya que interactian directamente con el sustrato y
forman haces entre las células bacterianas, lo que permite una asociacién
cohesiva y estable de células en la biopelicula. Se ha descubierto que Curli no
solo protege a E. coli, sino que también mejora su potencial de virulencia al
bloquear las acciones de C1q. Otras fibras proteicas, a menudo descritas como
amiloides funcionales o fibras similares a amiloide, por ejemplo, las fibras Fap en
Pseudomonas spp., las fibras TasA no amiloidogénicas formadas por B. subtilis y
las fibras Bap de S. aureus, también estdn cominmente presentes en biopeliculas
(Erskine et al., 2018). Sin embargo, es importante sefialar que existe una gran
diversidad en la composicion de las fibras amiloides como las proteinas
“‘moonlighting” formadas por una amplia gama de especies; esto necesita mayor
aclaracion, especialmente en la forma en que la biopelicula contribuye a la
virulencia (Singh et al., 2020).
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2.- Antecedentes.

Vaca y colaboradores en 2011 describen por primera vez la formacién de una
biopelicula por Gallibacterium anatis, una bacteria miembro de la familia
Pasteurellaceae que infecta aves de corral causando salpingitis y pérdidas
econOmicas en la produccién de huevo. Los autores muestran la capacidad de
adherencia de G. anatis a superficies inertes como vidrio y poli estireno, sus
ensayos demuestran la disminucion de esta adherencia al tratar a las bacterias
con tripsina, al visualizar esta adherencia por microscopia electronica de barrido
después de 6 horas cultivo, observan una matriz exopolimérica robusta lo que
sugiere una biopelicula, las bacterias se encuentran entrelazadas por estructuras
fimbriales abundantes y observan la secrecion de microvesiculas, este trabajo
concluye que las formas fimbriales pueden ser de origen proteico y que participan
en la adherencia, primer paso en la formacion de la biopelicula.

Boukahil & Czuprynski en 2015 describen la formacién de la biopelicula in vitro de
Mannheimia haemolytica, Esta bacteria miembro de la familia Pasteurellaceae es
el principal causante de la fiebre de embarque en bovinos, una enfermedad
pulmonar que puede ser mortal y causar fuertes pérdidas econémicas para el
productor. En este trabajo se describe la condicibn en la que se forma la
biopelicula, asi como su composiciéon y la proporcion de los exopolimeros
presentes en ella; encontrando que los medios enriquecidos como el medio
infusidn cerebro corazon y el crecimiento a 37°C después de 36 horas incrementa
su formacion. A través de tinciones y visualizacion en microscopio evidencian la
presencia de proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. Cuantificando la
biomasa determinan que las proteinas son las que la conforman en su mayoria y
muestran una mayor resistencia a antibiéticos en comparacion con los cultivos
planténicos.

Sager y colaboradores en 2015 describen la formacion de biopelicula in vitro en
Pasteurella pneumotropica y Actinobacillus muris, que son las especies de la
familia Pasteurellaceae mas aisladas de ratones de laboratorio con rinitis y atrofia
osteomuscular de la mandibula. En este trabajo se investiga si las proteinas, el
ADN extracelular y los polisacaridos estan involucrados en la formacion y
estructura de la biopelicula mediante ensayos de inhibicién y dispersion de la
biopelicula utilizando proteinasa K, DNAsa | y peryodato de sodio. Ellos reportan
gue la biopelicula confiere resistencia a antibiéticos; y que P. pneumotropica forma
biopeliculas robustas, posiblemente conformadas principalmente por proteinas y
acidos nucleicos. El uso del peryodato de sodio inhibe el crecimiento bacteriano
cuando se afiade al comienzo del ensayo de formacion de biopeliculas, lo que
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dificulta la evaluacion del papel de los polisacaridos B-1,6-enlazados en la
formacion de biopeliculas, pero tuvo un efecto estimulante en la formacion de
biopelicula cuando se afiade a intervalos preestablecidos en biopeliculas maduras
de P. neurotropica; en A. muris no se observo formacion de biopelicula.

Hathroubi y colaboradores en 2018 recapitulan los conocimientos sobre formacion,
composicién, estructura de la biopelicula y relacién con el desarrollo de la
enfermedad causada por Actinobacillus pleuropneumoniae; esta bacteria
pertenece a la familia Pasteurellaceae y es el agente causal de la pleuroneumonia
porcina, una enfermedad respiratoria altamente contagiosa que es responsable de
importantes pérdidas econdémicas en la industria porcina mundial. Los autores
explican que la biopelicula ha sido descrita in vitro e in vivo y su composicion
principal es de carbohidratos y que el uso diferentes medios de cultivo cambian la
cantidad en la formacion, pero no en su composicion, el medio infusién cerebro
corazon parece ser el ideal. El N-Poliacetilglucosamina es el principal componente
de la biopelicula y se expresa mas cuando se induce la biopelicula sobre una
superficie de células epiteliales que sobre una superficie inerte, se ha descrito la
interaccidn con proteinas de la superficie de células y que su formacién es
regulada por Quérum sensing.

Petruzzi y colaboradores en 2020 describen la formacién de la biopelicula de
Histophilus somni y Pasteurella multocida que son dos de los multiples agentes
responsables de la enfermedad respiratoria bovina en el ganado y miembros de la
familia Pasteurellaceae. Los investigadores plantean la posibilidad de estudiar una
biopelicula polimicrobiana in vitro e in vivo. Las interacciones entre las dos
especies en la biopelicula se caracterizaron y cuantificaron mediante
fluorescencia. La matriz de biopelicula de cada especie se examin6é usando
lectinas especificas para el exopolisacarido marcadas con fluorescencia. Las
interacciones bacterianas se determinaron por autoagregacion y morfologia de la
biopelicula. P. multocida y H. somni se distribuyeron uniformemente en la
biopelicula in vitro y ambas especies contribuyeron a la matriz de biopelicula
polimicrobiana. La biomasa promedio y el espesor de la biopelicula, asi como el
contenido total de carbohidratos y proteinas de la biopelicula, fueron mayores
cuando ambas especies estaban presentes. Los aislados de P. multocida
encapsulados que no pueden formar una biopelicula sustancial mejoran la
formacion de biopelicula en asociacién con H. somni, in vitro, lo que sugiere que
contribuyeron a la matriz de biopelicula polimicrobiana. La evidencia indirecta
indic6 que P. multocida encapsulada también contribuyd a una biopelicula
polimicrobiana in vivo.
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3.- Justificacion

La produccion ovina existe a nivel mundial, pero no es tecnificada como en otros
sectores ganaderos o0 en otros paises, la falta de regulaciones sanitarias
relacionadas con A. seminis ha retrasado las investigaciones relacionadas con la
virulencia, la patogenia y el monitoreo epidemioldgico.

Aunque se ha confirmado y se ha descrito la patologia que desarrolla
exclusivamente en el aparato reproductor de machos, aun se desconocen los
factores de virulencia implicados en la patogénesis. Con este proyecto se pretende
abordar puntos clave en toda infeccion: la colonizacion, el establecimiento y la
persistencia.

Se desea saber las condiciones Optimas para inducir la formacion de biopelicula in
vitro de A. seminis, para caracterizar los exopolimeros presentes en ella y poder
identificar la presencia de factores de virulencia. Los resultados obtenidos en este
proyecto permitirdn conocer algunas de las moléculas involucradas en la
formacion de esta bioestructura, su composicion, y su participacion en
patogénesis.

4.- Hipotesis

Actinobacillus seminis es capaz de formar una biopelicula in vitro, en condiciones
microambientales estresantes con una composicién y estructura similar a otros
miembros de la familia Pasteurellaceae, conteniendo proteinas inmunogénicas y
pudiendo ser regulada por Quérum sensing.

5.- Objetivos

GENERAL.

Caracterizar la formacién de biopelicula de Actinobacillus seminis in vitro.
PARTICULARES.

1.- Determinar las condiciones para la formacién de la biopelicula de A. seminis in

vitro.
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2.- Determinar el efecto de las condiciones micro ambientales de estrés sobre la

formacion de biopelicula de A. seminis.
3.- Determinar la naturaleza bioquimica de la biopelicula de A. seminis.

4.- Identificar la presencia de posibles factores de virulencia presentes en la
biopelicula de A. seminis utilizando anti-sueros contra proteinas asociadas con

virulencia.

6.- Materiales y métodos

Cepas

Se utilizaron tres cepas de A. seminis: una de referencia (ATCC 15768) y dos
aislados de campo de borregos con signos clinicos de epididimitis (A4 o0 ENA-04 y
A8 0 ENA-08). Las cepas se mantuvieron congeladas en medio TSB con glicerol a
-70° C y las cepas de trabajo se mantuvieron por resiembra en agar sangre a 37°C
(Montes-Garcia et al., 2018).

Condiciones para la formacion de la biopelicula in vitro

Se probaron los siguientes medios de cultivo: caldo de soya y Tripticaseina (TSB),
caldo de infusion cerebro y corazén (BHI) y medio RPMI; incubando a las
siguientes temperaturas: 30, 37 y 40 °C en microaerofilia; la formacion de
biopelicula se midié cada 12 h por 72h (Boukahil & Czuprynski, 2015).

Cuantificacion de la formacion de la biopelicula

Los ensayos de formacion de biopelicula se realizaron en placas de poliestireno
de 96 pozos. Esta se cuantifico por tinciéon con una solucién de cristal violeta al
1%. Después de formada la biopelicula, el medio de cultivo se elimino y ésta se
fij6 con metanol durante 5 minutos, se retird el metanol y enseguida se agrego el

colorante y se dejo en el pozo 15 minutos en agitacion. El exceso de colorante se
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elimino y el colorante retenido se extrajo con una solucion de acido acético al 30%

y se cuantifico a una longitud de 590 nm (Fredheim et al., 2009).

Efecto de condiciones de estrés sobre la formaciéon de biopelicula

Habiendo determinado que las condiciones méas apropiadas de formacion de
biopelicula eran en medio TSB a 37 °C e incubaciones por 48 h, todos los
posteriores experimentos se realizaron usando estas condiciones: se evalu6 el
efecto de 2,2 dipiridyl (0.25mM), cloruro de calcio (25 mM) y la microaerofilia, ésta
dltima se produjo dentro de una jarra con una vela. Se cuantifico la formacién de

biopelicula en placa de 96 pozos.

Observacion microscopica de la biopelicula

Se indujeron biopeliculas de A. seminis en cajas Petri para observar su forma
macroscopica y también en cubreobjetos de vidrio dentro de placas de plastico de
80 x 15 mm que contenian medio TSB inoculado con pre cultivos de toda la noche
(1% v/v). Después de 48 h de incubacion, las biopeliculas se fijaron con
glutaraldehido al 2% durante 1 h y se procesaron para ser visualizadas mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), las muestras se recubrieron con oro y
se examinaron con un SEM JEOL JSM 6510LV a 25 kV. (Vaca et al., 2011).

Tinciéon de los exopolimeros presentes en la biopelicula

Para detectar visualmente la presencia de los diferentes polimeros extracelulares,
las biopeliculas producidas en cubreobjetos de vidrio inducidas como se describié
anteriormente se tifleron con azul de Coomassie, para evidenciar la presencia de
las proteinas; azul Alcian para tefir carbohidratos y GelRed para tefiir eADN y se
visualizaron con un microscopio de contraste de fase Nikon alphaphotYS2. Las
imagenes se fotografiaron con una amplificacion de 20X. EI ADN extracelular se

visualiz6 en un transiluminador de UV (Boukahil & Czuprynski, 2015).
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Degradaciéon enziméatica de la biopelicula

Para determinar la proporcién de los exopolimeros presentes en las biopeliculas
de A. seminis, se indujo la formacion de biopelicula en placa de 96 pozos en
medio TSB a 37°C durante 48 h. posteriormente se reemplaz6 el sobrenadante
con soluciones enziméticas que contenian de manera independiente proteinasa K
(30 mM), a-amilasa (2.5 U) o ADNsa | (10 mM), todas de Sigma-Aldrich, cada una
con sus respectivos tampones de reaccidon como describen Boukahil y Czuprynski
(2015). Después de la incubacién, se eliminé el medio y los pocillos se lavaron una
vez con agua des ionizada. A continuacion, las biopeliculas se tifieron con cristal

violeta y se cuantificaron.

Cuantificacion bioquimica de exopolimeros de biopeliculas

Los exopolimeros se cuantificaron a partir de biopeliculas inducidas en placas
Petri de 10 cm que contenian 7 ml de TSB mas 3 ml de A. seminis cultivados
durante la noche en el mismo medio con agitacion a 37°C; Las placas se
incubaron durante 48 h a 37°C, luego, se recolecto la biopelicula y el medio y se
centrifugaron a 1800g durante 3 min. Se elimind el sobrenadante y el sedimento
se lavo dos veces con PBS. Para extraer la matriz polimérica, el sedimento se
suspendié en 1 ml de NaCl 1.5 M, se mezcl6 en un vértex y se incub6 en agitacion
durante 20 min a temperatura ambiente (23 + 2°C). La mezcla se centrifugé a
15.800 g durante 2 min y la fase liquida se congel6 hasta su uso (Chiba et al.
2015). Las proteinas se cuantificaron mediante el método de Bradford, los
polisacéaridos reducidos mediante el método descrito por Ochoa et al. (2015) y el
ADN con un espectrofotometro NanoDrop ™ 2000 (ThermoFisher, México)
después de limpiar el ADN con un kit de limpieza de Promega (Madison, WI, EE.
uu.).

Efecto de antisueros sobre la formacion de biopelicula
Con el fin de determinar la participacion de diversos componentes producidos por

A. seminis en la formacién de la biopelicula, se evalud el efecto de diversos
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antisueros: suero de ovino con epididimitis, anti- Fosfoglicerato mutasa (PGM) de
A. seminis (Montes-Garcia et al., 2018), , anti-Factor de elongacion Tu (EFTu) de
G. anatis (Lopez-Ochoa et al.,, 2017), anti-hemaglutinina (HA) de G. anatis
(Montes-Garcia et al., 2016), anti-Omp P2 like de M. haemolytica (Montes-Garcia
et al., 2018), las proteinas que reconocen estos antisueros, fueron asociadas a la
formacién de la biopelicula en cada una de las cepas donde se describieron.

Los antisueros anti-A. seminis (cepa ATCC), anti-proteinas secretadas de A.
seminis, anti-matriz de biopelicula de A. seminis, y anti-exopolisacarido de A.
seminis fueron producidos en conejos de acuerdo con la metodologia descrita por
Montes-Garcia y colaboradores en 2018; brevemente: 200 pg de la muestra se
suspendio en adyuvante completo de Freund y se inyectd por via subcutanea en
conejos blancos hembra Nueva Zelanda. Los animales recibieron tres inyecciones
de refuerzo de proteinas en adyuvante incompleto de Freund cada 2 semanas
antes de tomar muestras de sangre por puncion cardiaca para obtener el suero
hiperinmune. Se siguieron los lineamientos de la guia oficial mexicana para el uso
y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999). Como control
negativo se uso suero pre-inmune.

Los antisueros fueron adicionados a un pre inoculo con una ODeoo de 0.3 en medio
TSB a una concentracion final de 1:100. Esta mezcla se colocé en el pozo de la
placa de 96 pozos (30 pozos por suero), se incubo por 48h a 37°C, posteriormente

se midio la formacion de biopelicula por tincion con cristal violeta.

Efecto de inhibidores de Quérum sensing

Para poder determinar si en la formacién de biopelicula de A. seminis intervienen
mecanismos de comunicacion celular (Qquorum sensing), se evaluo el efecto de
dos inhibidores de QS: LED-209 (Curtis et al., 2014) y Furanona C-30 (Garcia-
Contreras et al., 2015) a concentraciones de 5 nM y 10 mM respectivamente en
placas de 24 pozos, utilizando medio TSB adicionado con 50 pg/ml de rojo Congo,
para facilitar la visualizacion de la biopelicula; se incubo 48 h a 37°C. Para

determinar que los cambios en la cantidad de biopelicula no se debian a cambios
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en la cantidad de células, se realiz6 la cuenta viable por dilucién del contenido de
cada pozo para comparar la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC)

presentes en cada pozo.

Obtencion de las fracciones proteicas del cultivo plantonico y de la

biopelicula

Se cultivaron las 3 cepas en medio TSB, durante 48h a 37°C después del tiempo
de incubacion se recupero el cultivo y se centrifugo a 10 000 rpm para separar la
biomasa y el sobrenadante (SN). El SN libre de células, se precipité con 1
volumen de metanol, en refrigeracion, toda la noche. Las proteinas precipitadas se
recuperaron por centrifugacion 30 min a 10 000 rpm, esta fraccion corresponde a

las proteinas concentradas.

La biomasa se dividio en tres alicuotas; la primera se re suspendié en PBS y se le
adiciono 3% de acido tricloroacetico (TCA), se mantuvo en agitacién por una hora,
después se mantuvo en reposo una hora y posteriormente se centrifugo para
retirar el sobrenadante, la biomasa se re suspendié en PBS y se soOnico por 5
minutos (10 s sonicaciéon 10 s reposo), La suspension se centrifugd durante 15 min
a 13000 g. Las proteinas liberadas, presentes en el SN, se concentraron por
precipitacion con 1 vol. de metanol, esta fraccion corresponde a la fraccidn
enriquecida con probables adhesinas (Rea-Hernandez, 2022) (Figueroa-
Valenzuela et al., 2022).

La segunda alicuota se re suspendio en PBS-NaCl 2M y se agito vigorosamente
durante 15 minutos posteriormente se centrifugo 30 min a 10 000 rpm al SN se le
adiciono un volumen de metanol, se mantuvo en refrigeracion durante toda la
noche y posteriormente se centrifugo a 30 min a 10 000 rpm, para recuperar las
proteinas liberadas, considerando esta fraccion como proteinas de matriz

exopolimérica (Huang et al., 2014)
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La biomasa se resuspendié en tampon HEPES 20 mM, pH 7,4, suplementado con
1 mg de lisozima por mililitro. La suspension bacteriana se incub6 1 hora con
agitacion y se sonico durante 5 minutos en hielo (15" encendido/10” apagado, 60
% de amplitud). La suspension bacteriana sonicada se centrifugd a 13.000 ¢
durante 3 min para recoger las células bacterianas intactas. Una parte del
sobrenadante se guardd en una alicuota a la cual se le considero la fraccion de
extracto total. Continuando con el procedimiento la fase liquida se volvié a
centrifugar a 13.000 g durante 30 min. El sedimento se suspendié con HEPES 20
mM, pH 7,4, Triton X-100 al 1% (concentracion final). La suspension se incub6 en
agitacion durante 2 h y se centrifugé a 13.000 g durante 30 min. El sedimento se
lavé con HEPES y se centrifugd durante 2 min. Esta fraccion se considerd la
fraccion enriquecida de proteinas de membrana externa (OMPs) (Figueroa-

Valenzuela et al., 2022).

Los procedimientos descritos se realizaron para el cultivo plancténico y con la

biopelicula formada en cultivo estacionario
Separacion electroforética de las fracciones proteicas.

Las diferentes fracciones proteicas fueron cuantificadas por el método de
Bradford, cada muestra fue separada electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al
10% cargando 20 ug por carril. Los patrones de proteinas fueron visualizados por
tincién con azul de Coomassie y posteriormente se quitdé el exceso de colorante

con una solucion al 15% de &cido acético y metanol (Lopez-Ochoa et al., 2017)

Inmunorreconocimiento por Western-blot

Con el fin de determinar si las proteinas obtenidas eran inmunogénicas, se
realizaron reconocimientos inmunes usando sueros de borrego con epididimitis, o
sueros de conejo anti-proteinas secretadas de A. seminis; anti-biopelicula de A.

seminis, o anti- A. seminis, de acuerdo con Nufiez-del Arco et al., (2006). La
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reaccion se determiné usando anticuerpos anti-borrego o anti-conejo marcados

con peréxidasa.
Efecto de carbohidratos sobre la formacion de biopelicula

Aunque previamente se ha demostrado que el medio TSB es el mas apropiado
para la formacion de biopelicula de A. seminis, este medio contiene glucosa al
2.5%, por lo que para evaluar el efecto de glucosa, fructosa, galactosa o fucosa, a
concentraciones de: 0.1, 0.3, 0.5y 0.7 % plv, se realizé en medio LB incubado a
37°C y evaluando la formacion de biopelicula a las 24 h, el medio TSB Unicamente

se utiliz6 para comparar.
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7.- Resultados

A. seminis puede formar una biopelicula a partir de las 24 h a 37°C, en
condiciones estacionarias, en cualquiera de los medios probados. Sin embargo, se
observé una mayor formacion de biopelicula en TSB (Figura 12). La incubacion a

40°C afecta esta formacion considerablemente, no asi la incubacién a 30°C.

mm-m

ATCC 0.41 2.9 0.5
A4 0.20 1.5 2.5 1.5 2.4 1.1
A8 : . . 2.9

Figura 12.- Formacion de biopelicula por A. seminis: valores de absorbancia del colorante
extraido de las biopeliculas formadas en diferentes medios de cultivo y temperaturas de

incubacion; se muestran los pozos representativos de la placa donde se forma la biopelicula.

Establecido el medio de cultivo y la temperatura de incubaciéon apropiados, se
evaluo la formacién de la biopelicula en el tiempo. Se encontré que entre las 24 y
36h de incubacion, hay una maxima formacion de ésta, pero disminuye a las 48 h,
probablemente por desprendimiento de la biopelicula (Figura 13). Las condiciones

ideales fueron utilizadas para formar biopelicula en una caja Petri (Figura 14).
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Figura 13.- Formacion de biopelicula a lo largo de 72h: Valores de absorbancia
obtenidos de la cuantificacién del cristal violeta captado de la formacion de biopelicula a

través de 48 h de incubacion, haciendo lecturas cada 12 horas y unaa 72 h.

Las biopeliculas formadas en caja de Petri en las condiciones ideales (medio TSB,
37°C, 48 h) presentan una apariencia mucoide para las tres cepas, en la figura 14

se muestran solo la biopelicula de la cepa ATCC y A8.

Figura 14.- Biopelicula formada en caja Petri de 10 cm en medio TSB, durante 48
Horas a 37°C. A) Cepa ATCC y B) cepa A8.
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Habiendo determinado las condiciones mas apropiadas de formacion de
biopelicula se evaluaron las condiciones consideradas de estrés en el
microambiente, encontrando que la condicion limitante de hierro, usando 2,2
dipiridyl (0.25mM), favorece la formacion de la biopelicula en las 3 cepas, con un
incremento de hasta el 25% en comparacion con el control. EI medio de cultivo
adicionado con cloruro de calcio (25 mM) provoco una disminucion de mas del
50% con respecto a la cantidad de biopelicula formada por el control sin calcio. El
pH (5-9), peroxido de hidrogeno (5%) y la microaerofilia no causaron algin cambio
en los valores de la cantidad de la biopelicula comparada con el control.
Adicionalmente para corroborar que los estimulos evaluados estuvieran afectando
la biopelicula directamente y no a la cantidad células presentes se realiz6 una
cuenta viable de UFC, encontrando cantidades muy similares entre los controles y
los tratamientos con 7.5 x107 +/- 1.0 UFC/ml (Figura 15).

La biopelicula de la cepa ATCC que se formé en caja Petri fue procesada para
microscopia electronica de barrido. En las imagenes se puede observar como la
biopelicula se arregla de forma radicular, teniendo un relieve que le confiere
grosor, en imagenes de mayor aumento de las regiones que parecen raices
principales se puede observar que la mayor parte de la matriz exopolimérica se
conforma de fibras en la que se encuentran inmersas las bacterias, esas

proyecciones fibrilares tiene su origen en los polos de las bacterias (Figura 16).

Una vez observada la micro estructura de la biopelicula se procedi6é a evidenciar
que tipo de exopolimeros la conformaban, por lo cual se formaron biopeliculas
sobre cubre objetos que después fueron tefiidas con azul Coomassie para
proteinas, azul Alcian para carbohidratos y Gel Red para acidos nucleicos,
indicando que en las biopeliculas de A. seminis estan presentes proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos; de estas imagenes se puede observar que el
colorante para proteinas tifie en mayor proporcion la biopelicula en comparacion

con los otros dos colorantes (Figura 17).
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Figura 15.- Efecto de las condiciones de estrés micro ambiental sobre la formacién de
biopelicula; NAE-04 (cepa A4) y NAE-08 (cepa A8).
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Figura 16.- imagenes de microscopia electrénica de barrido de la biopelicula formada por A.
seminis cepa ATCC: A) vista general de la superficie de la biopelicula la flecha indica que tiene
lineas radiculares en relieve de mayor grosor, B) la flecha sefiala la abundante presencia de
estructuras fibrilares que conforman la biopelicula, C) y D) se observan a diferentes aumentos que
el origen de las estructuras exopoliméricas es en los polos de las bacterias (flechas de figuras C y
D)

Para conocer las proporciones relativas de los diferentes exopolimeros presentes
en la biopelicula, se plante6 probar el efecto de enzimas que degradarian algun
grupo de biomoléculas como la proteinasa K que redujo drasticamente la cantidad
de biopelicula en las tres cepas, de manera similar al tratamiento con amilasa, y

de una manera minima con DNAsa (Figura 18).
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Figura 17.- Tincion de biopelicula formada sobre cubreobjetos por A. seminis ATCC 15768
(A, Dy G), A4 (B, EyH)yA8(C, F e l)tincion con azul de Comassie (A - C); azul Alcian (D - E);
observados en microscopio Optico a 20x o Gel Red (G - 1); cubreobjetos visto en transiluminador

con luz UV.
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Figura 18.- Degradacion enzimatica de la biopelicula de A. seminis: absorbancias obtenidas de
la biopelicula de A. seminis después de la degradacion enzimatica (método cristal violeta); A)

digestion con proteinasa K, B) digestion con amilasa y C) digestion con DNAsa |.

Para corroborar que la biopelicula esth compuesta en su mayoria por proteinas se

procedié a la cuantificacion de exopolimeros encontrando que de la matriz
exopolimérica recuperada, aproximadamente existen 2 ug / ul de proteina, 0.5 pg /
ul de carbohidratos y 1000 ng / ul de ADN para cada muestra de biopelicula, sin

diferencias significativas entre las tres cepas de A. seminis (Figura 19).
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Figura 19.- Cuantificacion de los componentes bioquimicos de la biopelicula de A. seminis:

A) proteinas, B) azucares reducidos y C) ADN exopolimérica

Efecto de los anti-sueros sobre la formacién de la biopelicula.

El bloqueo de la funciéon de algunas proteinas por la presencia de anticuerpos
puede afectar el correcto ensamblaje de la biopelicula. Posterior a la incubacién
de las bacterias en presencia de cada antisuero se encontrd0 que el antisuero
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contra la biopelicula de A. seminis es la que reduce la mayor cantidad de
biopelicula, hasta en un 60%; el antisuero contra OmpP2 like de M. haemolytica,
una proteina amiloidea asociada con la estructura de la biopelicula producida por
este microorganismo, reduce su formacion en un 35%, el anti-suero contra una
hemaglutinina de G. anatis la redujo en un 30%; un valor similar se obtuvo con el
anti-suero contra el factor Tu de G. anatis; proteina amiloidea presente en la
biopelicula y adhesina del mismo microorganismo. Sin embargo, el suero de un
ovino con epididimitis, el antisuero contra el exopolisacarido de A. seminis y el
anti-suero contra PGM de A. seminis, que es una adhesina expresada por este
microorganismo para adherirse a células epiteliales de rifibn, mostraron valores

estadisticamente similares al suero pre inmune y al control sin suero (Figura 20).

anti-biopelicula
anti-omp P2
anti-HA —
anti- fTu
anti- exopolisacarido
suero de borrego
anti-PGM —
pre-inmune
control

anti-suero

0 1 2 3 4
Abs a 590 nm

Figura 20.- Efecto de anti-sueros sobre la formacién de biopelicula: Los datos muestran la

absorcién de cristal violeta de la biopelicula formada posterior a la incubacion.

Efecto de inhibidores de Qudérum sensing
El Quérum sensing es un mecanismo de comunicacion celular dado entre
poblaciones bacterianas, el cual regula la expresion de factores de virulencia

incluida la formacion de biopelicula. En este experimento se pudo observar la
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inhibicion de la formacién de la biopelicula de A. seminis por la presencia de LED-
209 y Furanona C-30 utlizando medio TSB adicionado con rojo Congo, un
colorante que se ha utilizado para evidenciar con mas facilidad, la formacion de
biopelicula. Esta disminucion no se vio afectada por la cantidad de células
presentes, pues el nimero de éstas no vario significativamente como se puede
apreciar en la Figura 21.

A B
Control Furanona LED-209

Viabilidad celular
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Figura 21.- Inhibicién de la formacién de biopelicula por LED-209 Y Furanona C-30: A)
Evidencia visual de la inhibicién de la formacion de la biopelicula en presencia de inhibidores de

guérum sensing. B) UFC presentes en cada pozo con o sin inhibidor de QS.

Efecto de carbohidratos sobre la formacion de biopelicula.

La fuente de carbono es importante para la formacién de una biopelicula, en este
ensayo se observa que la glucosa mostro un efecto dosis dependiente siendo la
concentracion de 0.5% la que supera al control LB sin azucares y se acerca

estadisticamente al valor del medio TSB control. Ninguno de los otros
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carbohidratos evaluados, excepto fructosa a 0.1%, indujo un incremento
diferencial en la cantidad de biopelicula formada (Figura 22). La glucosa a
concentraciones de 0.5% induce la formacién de la biopelicula en una cantidad
similar a la producida en medio TSB. La fucosa a concentraciones de 0.1%

disminuye la cantidad de biopelicula en 27 %
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Figura 22.- Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la formacion de biopelicula de A.
seminis: se muestran los valores de absorbancia de cristal violeta obtenidos después de la

formacién de biopelicula.
Patron de proteinas

La biomasa de cultivos plantdnicos y de biopelicula muestran diferencias en la
conformacién y agregacion de las biomasas (Figura 23); esta expresion cambia
drasticamente durante la formacion de biopelicula en comparacion con el
crecimiento plantonico de A. seminis. Los patrones de proteinas obtenidos por los
diferentes procedimientos, muestran cambios en todas las muestras analizadas de
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cultivos planténicos y su comparacion con la respectiva muestra de biopelicula
(Figura 24). Los patrones de proteinas totales muestran la sobreexpresion de una
proteina de 55 kDa en la muestra de extracto total, también se observa la
ausencia de una banda de 25 kDa y la expresion de una banda de 23 kDa. En la
fraccion de proteinas secretadas de la biopelicula, se aprecia la presencia de una
proteina de 100 kDa, ausente en la fraccion soluble del cultivo planctonico

Planténico Planténico Biopelicula

Biopelicula
\

T

Figura 23.- Aspecto de la biomasa de la biopelicula de A. seminis: cultivos planténicos y de
biopelicula de A. seminis cepa ATCC cultivados en matraces de fondo plano y la biomasa

recuperada en solucién PBS previo a la centrifugacion.

En la fraccion de proteinas solubles en triton X100 se pueden ver dos proteinas de
35y 40 kDa en las muestras obtenidas de la biopelicula. En la fraccién de Omps,

se observaron 5 proteinas insolubles en triton, y dos proteinas solubles en triton
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de 35y 40 kDa, en la muestra de biopelicula, pero ausentes en la muestra del
cultivo plancténico. En el patron de probables adhesinas encontramos
principalmente una banda de aproximadamente 40 kDa en ambas muestras, pero
en la muestra del cultivo plancténico también se aprecian dos bandas de

aproximadamente 45y 50 kDa (Figura 24).
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Figura 24.- Patrones de proteinas en Geles SDS-PAGE 10% de la bioplicula y del cultivo
plantonico de A. seminis: Se muestra de forma comparativa los patrones de proteinas obtenidos
de diferentes procesos de extracion de proteinas, las flechas sefialan cambios evidentes en los
patrones como ausencia, presencia o aumento en la expresion de las proteinas. M: marcador de

peso molecular (kDa). P: cultivo plantonico, B: biopelicula
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Inmunorreconocimiento

Con el fin de determinar si las proteinas presentes en la biopelicula eran
inmunogénicas, se utilizaron las diferentes fracciones obtenidas de la biopelicula y
se pusieron en contacto con los diferentes antisueros. Todas las fracciones
permitieron visualizar bandas de proteinas inmunogénicas. A excepcion de las
muestras de proteinas secretadas en que todos los sueros reconocieron una
banda de aproximadamente 100 kDa y una banda de aprox. 35 kDa en la fraccion
soluble en tritdn, los patrones de reconocimiento inmune son muy variados en
todas las fracciones evaluadas. Sin embargo, es posible el observar bandas de
reconocimiento Unicas en muestras de biopelicula, como la banda de 35 KDa en la
fraccion de proteinas de membrana externa. En la fraccion de extracto total se
reconocen dos proteinas de bajo peso; una de ellas, menor a 25 KDa, solo se

expresa en la biopelicula.

El suero de conejo anti-A. seminis (AS), reconocié 23 proteinas en total, la
mayoria en el extracto total, proteinas de membrana externa y matriz de
biopelicula, en la fraccion de triton solo reconocié una proteina de 35 KDa. El
suero anti-proteinas secretadas de A. seminis (PS) se generd partir de muestras
de cultivos plantonicos, sin embargo, reconoce proteinas secretadas de la
biopelicula, en especial una proteina de 100 KDa que se expresa Unicamente en
biopelicula y también reconoce una proteina de 25 KDa que solo se expresa en la

fraccion de triton.

El suero anti-biopelicula de A. seminis se realiz6 con toda la biomasa obtenida
después del cultivo como se muestra en la figura 1, se muestra un bajo nimero de
proteinas reconocidas en cada una de las fracciones, es interesante que las
proteinas obtenidas de la matriz de la biopelicula no muestren inmunogenicidad
con el suero anti-biopelicula solo en una banda de 40 KDa, la proteina secretada
de 100 KDa también es reconocida por este suero y una muy marcada de 35 KDa

en la fraccion de proteinas de membrana externa. Por ultimo en la fraccion de
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extracto total se reconocen dos proteinas de bajo peso una de ella menor a 25

kDa solo se expresa en la biopelicula.
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Figura 25.- inmunorreconocimiento de las fracciones proteicas de la biopelicula de A.

seminis: Inmuno reconocimiento con suero de borrego con epididimitis (SB), anti- Actinobacillus
seminis (AS), anti-proteinas secretadas de A. seminis (PS) y anti-biopelicula de A. seminis de las

fracciones obtenidas de cultivo plantonico y de biopelicula (BP): se muestran las fracciones en el



mismo orden de la figura 24, los inmuno reconocimientos corresponden solo a las fracciones

obtenidas de la biopelicula.

8.- Discusion

En el presente trabajo se evalu6é la capacidad de A. seminis para producir
biopelicula en tres medios de cultivo diferentes, encontrando mejores condiciones
en medio TSB incubado a 37 °C durante 48 h (figura 12). La produccién de la
biopelicula se vio afectada por iones de calcio, hierro y microaerofilia, o por
incubacion previa de A. seminis con sueros contra adhesinas o componentes de la
matriz de la biopelicula. La cantidad de biopelicula formada por un
microorganismo patdégeno de humanos o de animales puede ser variable pero
una cantidad de biopelicula alta no esta necesariamente asociada con una mayor
virulencia como se ha descrito en un estudio comparativo entre las cepas
avirulentas de Haemophilus parasuis que producen mayores cantidades de
biopelicula en comparacion con las cepas virulentas, o que sugiere que las
biopeliculas podrian ayudar a que las cepas avirulentas persistan mas tiempo en
el tracto respiratorio superior de los cerdos (Bello-Orti et al., 2014), aunque los
mecanismos especificos de persistencia ain no han sido dilucidados. Por el
contrario, una mayor cantidad de biopelicula producida por una cepa virulenta de
Histophilus somni podria ser ventajosa para las cepas que causan infecciones
sistémicas (Sandal et al., 2007). Se ha descrito que la formacién de biopeliculas
en Actinobacillus pleuropneumoniae, varia segun las condiciones de crecimiento o
la fuente de medio de cultivo utilizada (Labrie et al., 2010); y no esta relacionada
con la virulencia entre las cepas (Pereira et al., 2018). En el caso de A. seminis la
cantidad de biopelicula es similar entre la cepa de referencia y los aislados de
campo. Sin embargo, que no existan diferencias entre las cepas con respecto a la
formacion de biopelicula no puede ser atribuida a diferencias en su virulencia,

pues esta no ha sido evaluada.
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El efecto de diferentes factores de estrés, como las condiciones de hierro, en la
formacion de biopeliculas varia segun el organismo. En Staphylococcus coagulasa
negativo, la restriccion de hierro reduce la cantidad de la biopelicula formada vy la
desestabiliza si la quelacion del hierro se combina con antibiéticos (Coraca-Huber
et al., 2018). Sin embargo, en Haemophilus, la restriccion de hierro induce un
aumento en la produccién de biopelicula (Szelestey et al., 2013), similar a lo
descrito en este estudio para A. seminis (figura 15).

La adicion de calcio al cultivo de TSB dio como resultado una disminucion de la
formacién de biopelicula de A. seminis (figura 15). La presencia de calcio en los
ensayos de formacion de biopeliculas reportado en diferentes estudios tiene
resultados contradictorios. En S. aureus, el calcio induce la reducciéon del espesor
de la biopelicula; sin embargo, en P. aeruginosa, la presencia de calcio produce
mayor masa de biopelicula, concentracion de polisacaridos extracelulares y
adhesion (Sarkisova et al., 2005; Sukhla y Rao 2013; Kannan et al., 2016).
Curiosamente, la modificacion de la producciébn de biopeliculas de estos
microorganismos parece no alterar el crecimiento bacteriano; resultados similares
fueron observados con A. seminis, y la disminucion en la formacion de biopeliculas
no se atribuyé a la disminucién del crecimiento bacteriano. En S. aureus se
encontrd que la reduccién de la biopelicula no se debe a la presencia de calcio
que pudiera formar complejos entre el calcio y los nutrientes esenciales o0 a una
reduccion en el crecimiento bacteriano, sino que el efecto podria deberse mas
bien a un proteoma alterado (Shukla y Rao 2013). Se ha descrito que las
fluctuaciones de la concentracion de calcio afectan la fisiologia de diferentes
organismos, incluidas las bacterias (Sarkisova et al., 2005). La formacion de
biopeliculas de A. seminis podria verse afectada por un proceso similar al descrito

para S. aureus.

En Neisseria gonorrhoeae, el oxigeno es esencial para las interacciones pilus tipo
IV (Dewenter et al., 2015). En este microrganismo se ha sugerido que bajas

concentraciones de oxigeno inducen una mayor produccion de biopeliculas en
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diferentes microorganismos; sin embargo, en A. seminis se observdé una menor
produccion de biopelicula con respecto al control en condiciones normales (Figura
15). En A. seminis, se desconocen las implicaciones del bajo nivel de oxigeno en
su entorno para la formacion de biopeliculas, pero podria estar ocurriendo de
manera similar a N. gonorrhoeae, ya que se han identificado genes que codifican

pilus tipo IV en el genoma de A. seminis.

La biopelicula producida por A. seminis se ve afectado negativamente por los
iones de hierro y calcio, las concentraciones ambientales de oxigeno, asi como
por la temperatura y la composicion del medio de cultivo; sin embargo, su
produccion podria conferir ventajas clave a esta bacteria, permitiéndole persistir en

los tejidos del huésped y, en condiciones apropiadas, causar enfermedades.

La ultra estructura de la biopelicula de A seminis, evidenciada por microscopia
electronica de barrido, muestra una forma radicular con abundantes fibras en las
qgue las células se encuentran embebidas y son puede apreciar a bajo aumento
algunas estructuras radiculares de mayor grosor en comparacion con el resto del
tapete microbiano, comparando con datos de estudios similares en otros modelos
microbianos como el de P. aeruginosa donde se describe la biopelicula con
forma mucoide y de elevado espesor donde es dificil apreciar a las células
bacterianas, en este modelo ademas se ha descrito que su compasioén principal es
de exopolisacarido, podria considerarse que el exopolimero predominante da
forma a la arquitectura de la biopelicula (Tielen et al., 2005). La forma radicular de
la biopelicula, compuesta principalmente por proteinas, también fue descrita en M.
haemolytica (Boukahil y Czuprinsky 2015).

Los exopolimeros de biopeliculas se producen en diferentes proporciones
dependiendo de los microorganismos involucrados. Estos exopolimeros se han
visualizado sobre la biopelicula utilizando colorantes afines a las propiedades
bioquimicas de cada biomolécula (figural7). La biopelicula de B. subtilis

comprende principalmente dos componentes: exopolisacaridos y TasA (Dragos et
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al. 2018). Las biopeliculas de H. somni contienen exopolisacaridos como
componentes principales (Petruzzi e Inzana 2016). Por el contrario, las
biopeliculas de M. haemolytica parecen estar compuestas principalmente de
proteinas (Boukahil y Czuprinsky 2015). Al igual que M. haemolytica, las proteinas
parecen ser el componente principal de las biopeliculas de A. seminis (Figura 18 y
19).

Se ha descrito que las proteinas adhesinas son importantes para que las bacterias
inicien la formacion de biopeliculas. Estas proteinas facilitan la adhesion
bacteriana, uniendo las células tanto a las superficies inertes como a las células
huésped. Una vez que las células bacterianas se adhieren, podrian secretar
sustancias exopoliméricas para formar la biopelicula bacteriana (Boukahil y
Czuprynski 2015). La inhibicion de la formacion de biopeliculas de A. seminis por
los diferentes antisueros (Figura 20) respalda la relevancia de las adhesinas para
la formacion de biopeliculas de A. seminis; la digestion enzimatica de los
componentes de la biopelicula confirma que las proteinas son el principal
componente polimérico (Figura 18). La inhibicion de la formacion de biopeliculas
con los antisueros previamente incubados podria deberse a un efecto bloqueador
de las proteinas de la superficie bacteriana y no a la muerte de las células
bacterianas ya que los antisueros presentaron diferentes porcentajes de inhibicion

de la formacion de biopeliculas y el suero pre inmune no afecté esta inhibicion.

Ademas, la reactividad cruzada entre anti-EF-Tu de G. anatis (L6pez-Ochoa et al.,
2017) y anti-OMP2-like de M. haemolytica (Montes-Garcia et al. 2018b), dos
proteinas de tipo amiloide, sugiere la posible presencia de proteinas de tipo
amiloide en las biopeliculas de A. seminis. El tinte rojo Congo tifié la biopelicula y
esta es una caracteristica utilizada para poner evidencia la presencia de las
proteinas amiloides, lo que respalda la sugerencia antes mencionada. La
inhibicion de la formacion de biopeliculas por los sueros anti-adhesina de A.
seminis (Montes-Garcia et al. 2018a) y por anti-hemaglutinina de G. anatis

(Montes-Garcia et al. 2016) sugiere que las proteinas adhesinas forman parte de

62



la biopelicula de A. seminis de manera a como fue descrito en la composicién de
la biopelicula de M. haemolytica (Boukahil y Czuprynski 2015), en el que se
describi6 la participacion de OmpA, una proteina que ademas de ser una porina,
participa en diferentes funciones, incluida la adhesiéon (Figueroa-Valenzuela et al.,
2022) (Figura 20).

La formacién de una biopelicula ha sido descrita como un proceso en el cual se
requiere una comunicacién celular (quorum sensing). Proceso que ha sido
demostrado con el uso de inhibidores de quorum sensing (Garcia-Contreras et al.,
2020). Un ejemplo de la participacién de QS en la formacién de biopelicula se
describe en Streptococcus, donde al inhibir el QS con furanona C-30 a 6 pM/ml es
posible reducir hasta en un 60% la formacion de la biopelicula (He et al., 2012). En
este estudio, observamos que 10 pM/ml de furanona C-30 o 5 nM LED-209
inhibian completamente la formacion de biopeliculas de A. seminis (Figura 21). La
furanona interactta con la proteina reguladora R en el sistema LuxIR, un sistema
bacteriano de fosforilacibn de dos componentes, que participa en la respuesta
bacteriana de deteccién de quérum a través de lactonas de homoserina, como
moléculas autoinductoras (Al), asi como en diversos fenotipos como
bioluminiscencia, virulencia, esporulacion, adhesion y formacion de biopeliculas
(Jang et al., 2013). En el caso de LED-209, es un pro farmaco que interactia
especificamente con el receptor bacteriano QseC, una histidina quinasa unida a la
membrana, que responde a las hormonas del estrés del huésped, como la
epinefrina, la norepinefrina o la sefal bacteriana Al-3. Muchos patdgenos
bacterianos aprovechan la cascada de sefalizacion de QseC para promover la
virulencia. La molécula LED-209 modifica alostéricamente las lisinas en QseC al
alterar su funcion y evitar la activacion de genes que codifican factores de

virulencia (Curtis et al., 2014).

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente la presencia de un sistema LuxIR
funcional y un receptor QseC dentro del genoma de A. seminis. Sin embargo, la

busqueda de un sistema LuxIR o receptor QseC dentro de la secuencia del
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genoma de A. seminis no produjo un resultado positivo, o que sugiere la
presencia de otras secuencias genéticas con una funcién similar. Los genes Isr se
han descrito como genes funcionales para el sistema LuxS en S. entérica serovar
tiphymurium (Taga et al., 2001); Los genes Isr estdn presentes en el genoma de A.
seminis (Negrete-Abascal et al., 2018). Por lo que un préximo proyecto podria
basarse en determinar si los genes Isr son en realidad los responsables de

controlar esta respuesta.

El efecto de LED-209 o furanona C-30 sobre la inhibicién de la biopelicula de A.
seminis es especifico y no se debié a una inhibicion del crecimiento del cultivo
celular, como se ha descrito en otros microorganismos. La inhibicion de la
formacion de biopeliculas por LED-209 sugiere que A. seminis puede interactuar
con su huésped a través de la deteccion de catecolaminas (Curtis et al., 2014;
Weigel y Demuth 2016); Los inhibidores de QseC podrian considerarse como un
enfoque anti virulento para patdgenos gramnegativos y, en particular, para A.

seminis.

La adhesion bacteriana a las superficies esté influenciada por las propiedades
fisicoquimicas del medio ambiente y la superficie de adhesién, asi como por las
caracteristicas de la superficie celular bacteriana (Di Bonaventura et al., 2008). A.
seminis forma biopelicula no solo sobre vidrio, también sobre plastico, una
superficie hidrofilica y con carga negativa, asi como sobre poliestireno, que es una
superficie hidrofébica. Esto sugiere que A. seminis interactla con las superficies a
través de diferentes componentes de la superficie celular, incluidas las adhesinas
y las fimbrias, entre otras moléculas. En las cepas de Salmonella, se forma
significativamente mas biopelicula sobre poliestireno que sobre una superficie de
vidrio, si expresan fimbrias y celulosa (Jain y Chen 2007), en comparacion con las
cepas que no expresan uno o ambos de estos componentes. En A. seminis la
capacidad de formar biopeliculas en amabas superficies es un indicador de la
posible expresion de variadas proteinas con propiedades adherentes como se

puede observar en el patron de proteinas de la figura 24.
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S. mutans es una bacteria presente en la microbiota de la placa dental, en
condiciones de excesiva proliferacion de este microrganismo en forma de
biopelicula, esta contribuye a la desmineralizacion de los dientes en humanos,
dando lugar al desarrollo de caries, se ha descrito que la fuente de carbono,
mientras pueda ser metabolizada, ayuda a S. mutans a formar una biopelicula
robusta y con exceso de dextrano y provoca la acidificacion del microambiente por
la fermentacién de las fuentes de carbono (Paulino et al., 2004), para A. seminis,
se probo el efecto de cuatro fuentes de carbono (glucosa, lactosa, fructosa y
Fucosa), estas moléculas se encuentran presentes en el liquido seminal del
rumiante siendo la fructosa la que se encuentra en concentraciones altas en

comparacion con la glucosa (Oliveira et al., 2015).

Bajo la idea de que la fructosa podria ser un factor de induccién de biopelicula se
comparé con la glucosa que esta presente en los medios de cultivos probados,
encontrando que contrario a lo que se esperaba, la presencia de fructosa no
favorece la formacion de la biopelicula como se aprecia en la grafica donde las
diferencias no son estadisticamente significativas, aunque se muestre un ligero
aumento en la concentracion de 0.1% de fucosa (figura 22), en S. aureus se tiene
evidencia que la fructosa favorece la union de la biopelicula a superficies nano
rugosas inertes (Durmus et al., 2012). Con respecto a esto en A. seminis, al tener
predileccion por colonizar el aparato reproductor de machos en especial la region
del epididimo, 6rgano encargado de formar el liqguido seminal donde se
embeberan los espermatozoides para madurar, es sabido que el liquido seminal
contiene fructosa que utiliza el esperma para obtener energia para mantener el
vigor de la movilidad, la posibilidad de que en este microambiente A. seminis
podria utilizar esta fuente de carbono para formar biopelicula, sin embargo no fue
asi, siendo la glucosa la fuente de carbono que favorece la formacion de
biopelicula, resultados similares se vieron en P aeruginosa donde la formacién de
biopelicula fue dosis dependiente al aumento de glucosa en el medio, esto esta

relacionado con la sobreexpresion de exopolisacaridos, que ademas favorecian la
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resistencia contra antibiéticos de amplio espectro (She et al., 2019), es posible que
la presencia de glucosa en concentraciones mas altas que el medio TSB, cambien
la composicion de la biopelicula de A. seminis, seria interesante abordad mas a

fondo este efecto.

Las bacterias se organizan en una variedad de estados colectivos, en el que se
sabe que existe una diversificacion fenotipica en una pelicula mono especie, al
formar una biopelicula, las propiedades fisicoquimicas cambian su estructura y su
comportamiento mostrando en la mayoria de bacterias un cambio de
hidrofobicidad (Worlitzer et al., 2022), en A. seminis, la biopelicula muestra
agregados altamente densos y con propiedades hidrofébicas al ser concentradas
en PBS, donde se observa la dificultad de disolver la biopelicula y esta se

mantiene en forma de una nata densa (figura 23).

Una biopelicula se puede definir como una comunidad sésil de células bacterianas
gue estan incrustadas en una matriz de sustancia polimérica extracelular. Aunque
los exopolisacaridos son componentes esenciales de la matriz de la biopelicula,
estudios recientes revelaron que las proteinas expuestas en la superficie
bacteriana probablemente desempefien un papel importante en el desarrollo de la
biopelicula. (Cucarella et al., 2001).

En S. aureus los cambios en proteinas expresadas durante la formacion la
biopelicula, en comparacion con las expresadas durante el crecimiento planténico,
fueron identificadas y agrupadas en proteinas asociadas a metabolismo, a
adhesién a superficies y a degradacién de la biopelicula (Cincarova et al., 2016),
este estudio deja en evidencia la importancia del estudio de las proteinas que

forman parte de una biopelicula.

En el andlisis de la composicion protéica de la biopelicula elaborada por A.
seminis se encontraron cambios en los patrones de proteinas en las diferentes
fracciones obtenidas de la biopelicula (figura 24). Estos resultados nos hablan de

una complejidad, en la composicion de la biopelicula de A. seminis, semejante a la
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descrita para S. aureus (Cincarova et al., 2016). Los cambios mas abundantes en
el patron de proteinas de la biopelicula y el crecimiento plancténico de A. seminis
se evidencian mejor en la fraccion de la matriz de la biopelicula, seguida de la
fracciobn de Omps, como puede observarse en la figura 24. Aunque cabe decir que
en todas las fracciones hubo diferencias, las implicaciones que esto tenga en
relacion a la formacion de la biopelicula o incluso su relacién con la virulencia no
es clara, un abordaje mas profundo al estudio de las proteinas de la biopelicula

arrojara luz a la comprension de esta forma de vida en A. seminis.

Wang y colaboradores, en 2012, analizaron las diferencias en las expresiones de
proteinas de células enteras de Streptococcus suis cultivadas en condiciones de
biopelicula o planctonicas. Ellos identificaron trece proteinas, que mostraron
expresion diferencial en condiciones de crecimiento plantonico respecto a las de
biopeliculas. De las 13 proteinas, seis proteinas estaban reguladas al alza y siete
proteinas estaban reguladas a la baja en el proteoma de la biopelicula. Estudios
similares se han realizado en diferentes modelos microbianos formadores de
biopeliculas como: Acinetobacter baumannii (Shin et al., 2009), Bacillus cereus
(Oosthuizen et al.,, 2002), Campylobacter jejuni (Kalmokoff et al.,, 2006), y
Streptococcus mutans (Svensater et al., 2001) en estos trabajos se menciona que
la identidad de las proteinas estaba relacionada con flagelos y adhesinas
fimbriales y no fimbriales, asi como proteinas amiloides, no exceptuando a
proteinas relacionadas con la dispersion de la biopelicula, como las proteasas en
la biopelicula de Vibrio cholerae (Jemielita et al., 2021). A la fecha no existe un
estudio de proteinas inmunogénicas expresadas por A. seminis, excepto las
adhesinas no fimbriales (Montes-Garcia et al., 2018) y una proteina GroEL
identificada como hemaglutinina, reportadas por nuestro grupo de investigacion
(Montes-Garcia et al., 2019). Previamente, se reporté la presencia de algunas
proteinas inmunogénicas en vesiculas de membrana liberadas por A. seminis,

pero sin haber llegado a ser identificadas (Nufiez-del Arco et al., 2006).
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Los resultados muestran el reconocimiento de proteinas inmunogénicas en las
diferentes fracciones de la biopelicula (figura 25), siendo las reconocidas por suero
de borrego con signos de epididimitis por A. seminis las que podrian estar
estrechamente relacionas con la patogenicidad, debido a que si son reconocidas
por este suero es porque en el proceso de enfermedad despertaron una respuesta
inmune en el animal. Fueron en total 15 proteinas reconocidas por el suero anti-
biopelicula, lo que sugiere que son proteinas posiblemente presentes en la
superficie de la biopelicula o en la matriz exopolimérica, recordando que el primer
paso de la formacion de la biopelicula es la adhesion es probable que también se

encuentren posibles adhesinas.

El reconocimiento inmune de diferentes proteinas observado con el uso de
diferentes antisueros abre una nueva linea de investigaciobn para continuar
estudiando los componentes de la biopelicula de A. seminis. Esta podria permitir
identificar alguna(s) moléculas que permitieran controlar la epididimitis causada
por A. seminis, a través de una vacuna o establecer una herramienta diagnostica,

hasta ahora inexistente.

La forma de vida en biopelicula de A. seminis descrita en este trabajo muestra las
propiedades que puede adquirir una bacteria de acuerdo a las condiciones micro
medio ambiental y da informacion consistente de su formacién y composicion, con
esta informacién es posible plantear preguntas de investigacion futuras que

contribuyan al entendimiento de la biopelicula de A. seminis.
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9.- Conclusiones

1.- Actinobacillus seminis forma una biopelicula robusta in vitro en medio TSB a

37°C a partir de las 12 h de cultivo.

2.-Se favorece la formacion de biopelicula en presencia de 22 dipyridyl y el calcio

la disminuye.
3.- Las proteinas son su principal componente.

4.- El suero anti-biopelicula reduce considerablemente la formacion de la

biopelicula.
5.- LED-209 y la furanona inhiben la formacién de biopelicula.
6.- La fructosa disminuye la formacion de biopelicula y la glucosa la aumenta.

7.- Los patrones de proteinas son diferentes entre el cultivo plantonico y la

biopelicula en las fracciones que se obtuvieron.

8.- Algunas proteinas son reconocidas en cada una de las fracciones por los
distintos sueros utilizados en este trabajo, dos proteinas que se expresan
Gnicamente en biopelicula una de 23 kDa en biomasa y una de 100kDa en

secretadas, estas no son reconocidas por el suero control.
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10.- Perspectivas

1.- Caracterizar el efecto de la fucosa sobre la formacion de la biopelicula
2.- Caracterizar el efecto de la glucosa sobre la formacién de la biopelicula

3.- Comparar la actividad proteolitica entre los cultivos planténicos y la biopelicula

con el fin de identificar alguna proteasa presente en biopelicula.

4.- Obtener patrones de proteinas por geles SDSD-PAGE 2D para corroborar las

diferencias en los patrones de proteinas obtenidas en este trabajo

5.- Identificar las proteinas inmunogénicas presentes en la biopelicula de A.

seminis.
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