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Resumen

La mastitis bovina continla siendo la enfermedad mas frecuente y costosa para la
explotacién lechera pese a que se han realizado considerables progresos en el control de
dicha enfermedad. Se estima que el 90% de los casos de mastitis infecciosas encontradas
frecuentemente en tambos son causadas por bacterias de los géneros Staphylococcus y
Streptococcus. Los estreptococos ambientales son frecuentemente aislados tanto de mastitis
clinicas como subclinicas, considerandose a Streptococcus uberis como el principal patégeno
ambiental. Si bien la patégenesis de la mastitis producida por S. uberis ain no es bien
comprendida, se han descripto potenciales factores de virulencia entre ellos PauA y SUAM,
asociados a la activacion del factor activador del plasminégeno y a la capacidad de adherencia
e internalizacion a la células epiteliales mamarias bovinas. La ineficacia de las medidas de
control tradicionales para reducir la tasa de nuevas infecciones ha dirigido la investigacion
hacia la busqueda de métodos de control alternativos basados en el desarrollo de vacunas
para complementar las medidas de control existentes. La mayoria de los hallazgos informados
demuestran que tanto las proteinas PauA como SUAM podrian ser empleadas como
antigenos para el posible desarrollo de una subunidad vacunal. El objetivo del presente trabajo
estuvo dirigido a la obtencion de mutantes de S. uberis deficientes en los genes pauA y sua
mediante mutagénesis sitio-dirigida y la posterior caracterizacién de dichas mutantes. Para la
obtencion de las mutantes se emple6é el uso combinado de dos tipos de vectores con
replicacion condicional, derivados del plasmido pWVO01: los vectores pORI280 y pG*host3.

Para ello, fragmentos amplificados de los genes pauA y sua fueron clonados en el plasmido
pORI280 y recuperados en la cepa E. coli EC1000 RepA™. Posteriormente los plasmidos

recombinantes se emplearon para transformar la cepa S. uberis seleccionada.

Finalmente, la metodologia empleada en este trabajo permitié obtener cepas mutantes
de S. uberis. Dichas cepas fueron caracterizadas preliminarmente a nivel genotipico y
fenotipico. Cabe destacar que en la bibliografia nacional e internacional no se han descripto
estrategias para la obtencion de mutantes en S. uberis como la que ha sido desarrollada en

este trabajo.
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Introduccioén

1.1 MASTITIS BOVINA

La mastitis bovina es la inflamacién de la glandula mamaria, generalmente causada
por agentes bacterianos. A nivel mundial, es considerada como la enfermedad del ganado
vacuno que mayores pérdidas econdmicas causa al productor y a la industria lechera, ya que
provoca disminucion de la secrecion lactea y deterioro de la calidad de la leche (Booth, 1981,
Reneau y Packard, 1991). Se estima que debido a la menor produccién de leche, los mayores
costos por separacion de animales, el importe en antibidticos, la leche descartada debido a
tratamiento con antibioticos, los costos por servicios veterinarios y el trabajo extra, la
capacidad productiva anual disminuye del 10 al 11% (De Graves y Fetrow, 1993; Bramley y
col., 1996). Durante las ultimas décadas se han producido grandes transformaciones en el
sector lechero en Argentina. A partir de la década del 90 se observé un significativo aumento
de la produccion y la productividad y posteriormente los esfuerzos se centralizaron en mejorar
la calidad higiénica y sanitaria a través de un mayor control de la mastitis (Calvinho y Tirante,
2005). En Argentina, como consecuencia de esta enfermedad, se estiman pérdidas valuadas
en U$221 millones anuales (Paulén, 2012). El mejoramiento de la calidad de la leche y los
derivados lacteos que se producen en el pais es prioritario teniendo en cuenta un potencial
aumento de la capacidad exportadora del sector, principalmente en el marco del Mercosur.
Adicionalmente, son cada vez mayores las presiones del consumidor interno para el

mejoramiento de la calidad de los productos.

1.2 AGENTES CAUSALES DE MASTITIS

Se han identificado mas de 80 agentes causales de mastitis, incluyendo especies de
bacterias, hongos y algas (Watts, 1988). Sin embargo la mayoria de las infecciones son
causadas por bacterias, estos organismos causantes de mastitis han sido clasificados en
patégenos contagiosos y ambientales de acuerdo con sus caracteristicas de distribucion e
interaccion con el pezén y su canal. Los patégenos contagiosos viven y se multiplican en la
glandula mamaria y la piel del pezén, se transmiten de animal a animal principalmente durante
el ordefio e incluyen a Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium
bovis y especies de Mycoplasma. Los patdgenos ambientales son aquellos cuyo reservorio
primario es el medio ambiente que rodea a los animales. Estos organismos constituyen un
grupo heterogéneo, siendo los mas frecuentemente aislados los estreptococos y las bacterias
coliformes mientras que Streptococcus disgalactiae puede comportarse tanto como un
patégeno ambiental como contagioso. Un tercer grupo lo constituyen los Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN), que si bien son considerados como integrantes de la flora normal

de piel de la ubre y los pezones, también pueden causar infecciones del canal del pezény la
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glandula mamaria. La distribucién dentro de los rodeos lecheros de las distintas especies que
conforman este grupo reflejan, en parte, las practicas de manejo aplicadas en cada
establecimiento (Calvinho, 2010). La condicion multietiolégica de esta enfermedad y la
ubicuidad de algunos microorganismos en el ambiente hacen imposible la erradicacion de la
enfermedad, no obstante se cuenta con diversas técnicas que, utilizadas en forma conjunta
podrian asegurar su control. Los programas actuales empleados en el control de mastitis
bovina fueron desarrollados en la década del 60 y estan basados en higiene durante el ordefio,
incluyendo desinfeccion de pezones post ordefio, terapia antibiética en lactancia y al inicio del
periodo seco, y descarte de vacas con infeccidn cronica. La aplicacion de éstas medidas ha
conducido a un progreso considerable en el control de los patégenos contagiosos. Sin
embargo, la desinfeccion de pezones post ordefio y la terapia de vaca seca se han mostrado
menos efectivos contra los patdégenos ambientales (Calvinho, 2010). Varios estudios han
demostrado que en la medida en que se logré reducir la prevalencia de patégenos
contagiosos, la proporcion de infeccidon intramamaria (IIM) por patdgenos ambientales se
incremento (Calvinho, 2007). Por lo cual, no es sorprendente que las mastitis de tipo ambiental
se conviertan en un problema significativo en aquellos establecimientos que a través de un
buen manejo sanitario lograron un control de la mastitis causadas por organismos

contagiosos.

1.3 STREPTOCOCCUS UBERIS Y FACTORES DE VIRULENCIA

Streptococcus uberis es reconocido como el mas importante patégeno ambiental
causante de mastitis clinica y subclinica en vacas lactantes y no lactantes (Luthery col., 2008).
Es el estreptococo mas frecuentemente aislado y causa entre el 14% y 26% de los casos de
Canada, EEUU, Holanda o Reino Unido. Representa el 80% de los estreptococos no
agalactiae. Este microorganismo aparece a menudo en inicio de lactacion siendo en el 23%
de los casos aislado en el parto o en las dos primeras semanas postparto. Pueden permanecer
como subclinicos y a pesar de ello producir grandes pérdidas en la produccién. Los casos

crénicos pueden persistir con altos recuentos celulares durante meses (Calvinho, 2007).

Pese a que la patogénesis de la mastitis a S. uberis ain no es bien comprendida, se
han descripto potenciales factores de virulencia. Entre ellos se reconocen la capsula,
proteinas M-like y R-like, toxina neutrofilica, hialuronidasa y proteinas de union a
componentes de la matriz extracelular (Almeiday col., 1996). La produccion in vitro de factores
de virulencia se encuentra regulado por sefiales del medio ambiente (Leigh y col., 2004). Por
lo tanto, resulta relevante el estudio de los genes responsables de la sintesis de los

potenciales factores de virulencia.
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La capacidad de S. uberis para infectar la glandula mamaria es dependiente de su
capacidad para crecer en leche y para resistir a la fagocitosis por los neutrofilos. Es asi, que
se postula que el crecimiento de la bacteria auxotrofica en la glandula mamaria esta limitado
por la carencia de aminoacidos libres y péptidos. Consecuentemente, la protedlisis podria
constituir un prerrequisito esencial para el crecimiento de este microorganismo que no exhibe
actividad proteolitica detectable (Leigh y Lincoln, 1997). No obstante, se ha demostrado que
S. uberis es capaz de activar especificamente el plasminégeno bovino y que este hecho es
mediado por una proteina extracelular llamada factor activador del plasmindgeno de S. uberis
(PauA), cuyo peso molecular es de aproximadamente 30 KDa (Leigh y col., 1999; Rosey y
col., 1999). El activador PauA es el primer activador de plasmindgeno descripto en S. uberis
con capacidad para activar el plasmindégeno bovino, ovino y equino a plasmina, aunque
incapaz de activar el plasminégeno porcino o humano. Se sugiere que la activacion del
plasminégeno por PauA podria facilitar la colonizacion temprana de la glandula mamaria
debido a que promueve la remocién de nutrientes (Leigh y col, 1999; Rosey y col, 1999). In
vitro, se ha demostrado que PauA media la adquisicion de plasmina en un medio que contiene
plasmindgeno y que los péptidos derivados de la caseina bovina por accién de la plasmina
satisfacen algunos de los requerimientos de amino&cidos de esta bacteria. Durante la
infeccion de la glandula mamaria S. uberis se encuentra predominantemente en la region
luminal de los alvedlos secretores y el tejido ductular, indicando que el crecimiento bacteriano
ocurre en leche residual y recientemente sintetizada. Este ambiente es probablemente
deficiente en péptidos y aminoacidos libres, por lo cual la activacion del plasminégeno por
PauA in vivo podria facilitar el crecimiento de esta bacteria debido a que afecta indirectamente
la hidrélisis de caseina a péptidos que contienen aminoacidos esenciales (Leigh y Lincoln,
1997; Johnsen y col., 1999). Asimismo, la unién de plasmina en la superficie bacteriana
permitiria la disponibilidad de péptidos proximos a la célula (Lincoln y Leigh, 1998). Ademas,
la generacién de plasmina permite la ruptura proteolitica de la fibrina y de proteinas del tejido
conectivo, facilitando la penetracion bacteriana de las barreras tisulares y su diseminacion en
los tejidos circundantes a la infeccion. El activador PauA no seria la Unica proteina con
capacidad para activar el plasmindgeno y favorecer asi la habilidad de S. uberis para crecer
en leche o infectar la glandula mamaria bovina (Ward y col., 2003). Johnsen y col. (1999)
identificaron un segundo activador del plasmin6geno denominado PauB, con un peso
molecular de 45 kDa, en la cepa SK880 de S. uberis aislada de un caso de mastitis clinica en
Dinamarca. Mas tarde, Ward y Leigh (2002) determinaron la ausencia del activador de
plasminégeno PauA en esta cepa y comprobaron que el gen pauB ocupa el locus
normalmente ocupado por pauA. Los autores demostraron su actividad sobre plasminégeno
bovino, ovino, equino, caprino, porcino, de conejo y humano. Por lo cual, PauB representa un

nuevo activador de plasminégeno con amplia especificidad y de muy baja frecuencia. Se
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podria argumentar que la expresion de pauB confiere poca ventaja a la cepa, limitando asi su
diseminacion (Ward y Leigh, 2002). La mayoria de los hallazgos informados demuestran que
la proteina PauA también podria ser empleada como antigeno para el posible desarrollo de
una subunidad vacunal.

Por otro lado, S. uberis es un microorganismo muy versatil capaz de aprovechar los
elementos de su huésped para sobrevivir y colonizar la glandula mamaria del bovino. Una de
estas estrategias es la union a la Lactoferrina (Lf) una proteina del suero que se encuentra
normalmente en la leche y en las secreciones de la glandula mamaria de vacas no lactantes
(Smith y Oliver, 1981). La unién a la Lf se produce por una molécula de adhesion de S. uberis,
denominada SUAM la cual es codificada por el gen sua. Su peso molecular es de
aproximadamente 112 KDa y ha sido identificada y parcialmente caracterizada (Oliver y col.,
2004; Almeida y col., 2006). A partir de la proteina se determiné la secuencia teérica del DNA
y fue confirmada por PCR y digestién enzimética. Posteriormente la verdadera secuencia fue
elucidada y se encontr6 que posee un 99% de homologia con la secuencia determinada
teéricamente (Almeida y col, 2006). Se ha propuesto que esta molécula juega un importante
rol en la patogénesis de la mastitis causada por S. uberis y es considerada un potencial factor
de virulencia de éste microorganismo. Se sugiere que SUAM, por medio de su union a la
lactoferrina (Lf) y la posterior union de esta proteina a un receptor presente en la superficie de
la célula epitelial mamaria, facilitaria la adherencia bacteriana desencadenando la
internalizacién de este patdégeno dentro del citoplasma celular. La internalizaciéon provee un
ambiente protector frente a la fagocitosis por neutréfilos y a los antimicrobianos presentes en
la leche. Se considera que este es un evento temprano muy importante en el establecimiento
de una nueva infeccién intramamaria (Almeida y col., 2006; Luther y col., 2008; Patel y col.,
2009). Anticuerpos contra SUAM inhiben este proceso lo cual sugiere que SUAM podria ser

un prometedor inmunégeno para el control de ésta infeccién (Almeida y col., 2006).

1.4 VACUNAS CONTRA LA MASTITIS PRODUCIDA POR S. UBERIS

Diferentes vacunas contra la mastitis han sido ensayadas en bovinos (Calzolari y col.,
1997; Giraudo y col., 1997; Yancey, 2008).

El aumento de la frecuencia de las mastitis causadas por estreptococos ambientales
ha dado lugar a un nimero de intentos por producir vacunas contra estos patdgenos.
Especialmente las investigaciones se han enfocado en desarrollar una vacuna contra S. uberis
(Ruegg, 2005).

Los factores de virulencia asociados con la patogénesis de S. uberis ain no se han
comprendido totalmente, lo cual constituye el mayor obstaculo para el desarrollo de medidas

de prevencion y estrategias para el control de la enfermedad. Consecuentemente, durante los
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Gltimos afios los esfuerzos se han centrado en identificar y caracterizar potenciales factores
de virulencia involucrados en el proceso de infecciébn por S. uberis con el objetivo de
desarrollar inmun6genos que puedan ser potencialmente aplicados para inducir una respuesta
inmune que evite las interacciones entre el patdégeno y el hospedado y de este modo
complementar las medidas de control existentes. Hasta el momento se han utilizado tres tipos
de enfoques para desarrollar vacunas contra S.uberis: bacterinas, vacunas vivas y vacunas
de subunidades (Calvinho, 2007). Las bacterinas son vacunas a base de bacterias
inactivadas, las cuales utilizan numerosas proteinas y lipopolisacaridos relevantes desde el
punto de vista inmunoldgico, en combinacidon con un adyuvante para inducir una proteccién
fuerte y respuesta inmune de larga duracion; que se han utilizado por via local y parenteral.
Si bien se logro cierta proteccidn contra la cepa homdloga, las inmunoglobulinas generadas
no promovieron la fagocitosis o destruccion de la bacteria por los neutréfilos. Las bacterinas
contra S. uberis incluidas en vacunas polivalentes contra patdgenos de mastitis, no tuvieron
efecto sobre la incidencia de infeccién por estreptococos ambientales (Calvinho, 2007).

Se conoce que el empleo de cepas vivas como vacunas provee una respuesta inmune
mas fuerte y de mayor duraciéon que cuando se emplean microorganismos muertos o sus
subunidades. Los microorganismos pueden reproducirse en el huésped y producir antigenos
no presentes en una vacuna preparada con microorganismos muertos. Estudios previos
realizados en S. aureus han mostrado resultados satisfactorios en ensayos con animales a
partir de cepas atenuadas (Reinoso y col., 2002). En S. uberis, se ha evaluado una vacuna
por via subcutanea, complementada con antigenos de pared bacteriana por via intramamaria.
Se obtuvo cierta proteccion contra la cepa homadloga pero no basada en accion opsonica, y
como en el caso de la bacterina, no se desarrollé una respuesta que promoviera la fagocitosis
0 destruccién por neutréfilos. El efecto protector observado puede haber radicado en la
disminuciéon de la capacidad de S. uberis para colonizar la glandula mamaria. Estas
conclusiones sentaron la base para desarrollar nuevas estrategias de vacunacion que no
incluyeran la actividad neutrofilica como defensa excluyente.

Entre las vacunas de subunidades, se menciona al factor activador del plasminégeno
(PauA), asociado con la colonizacién temprana de la gldndula mamaria, el cual fue incluido
en un inmundgeno experimental como subunidad. Los estudios preliminares mostraron una
proteccion entre el 37 al 62% contra la enfermedad clinica luego del desafio experimental
con una cepa heteréloga y la recuperacion de bacterias en leche fue menor en los animales
vacunados comparados con los testigos. En la actualidad se intenta identificar nuevos factores
gue estén involucrados en interacciones con el hospedador, a través de la creacién de
mutantes isogénicos (Calvinho, 2007).

Investigaciones previas describen dos proteinas (PauA y SUAM) involucradas en la

virulencia, la proteina PauA esta presente en la mayoria de las cepas de S. uberis aisladas
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de casos de mastitis clinica. Estudios realizados por Rosey y col., (1999) han informado que
el gen pauA de dos cepas, una aislada de Estados Unidos y otra del Reino Unido, comparten
un 99% de identidad en su secuencia, sugiriendo que el antigeno es altamente conservado
entre las cepas. Con respecto al gen sua, se ha informado que el mismo estaria conservado
en las cepas de S. uberis (Luther y col. 2008). Por ende, ambas proteinas, resultan de interés
para el desarrollo de un inmunégeno que confiera proteccion a la glandula mamaria (Yancey,
2008; Leigh J., 2003; Almeida y col., 2006).

Estudios previos han descripto que la vacunacién con el factor activador de
plasminégeno de S. uberis induce la produccion de anticuerpos inhibitorios (Leigh y col.,
1999). Por otro lado, Prado y col., (2011) observaron que la vacunacién con una proteina
recombinante SUAM y paralelamente, con un péptido de la porcion N-terminal de dicha
proteina, inducia la formacion de anticuerpos que reducian la adherencia e internalizacion de
S. uberis a la célula epitelial mamaria. De acuerdo a los datos informados por diversos autores
(Leigh J., 2003; Almeida y col., 2006; Yancey, 2008), las proteinas SUAM y PauA podrian ser
candidatos potenciales para el desarrollo de subunidades vacunales, para su utilizacién como
inmunégenos con capacidad de inducir el sistema inmune y proteger a la glandula mamaria
frente al desafio heterélogo.

Las vacunas dirigidas a los patégenos ambientales pueden reducir la proporcion y
severidad de la enfermedad clinica. El desarrollo de una vacuna dirigida a S. uberis deberia
estar basada en la capacidad de brindar protecciéon cruzada contra grupos especificos de
cepas relacionadas (Yancey, 2008). Por el momento, no existen vacunas comerciales
disponibles que protejan contra la mastitis causada por estreptococos (Ruegg, 2005). La
necesidad de formulaciéon de vacunas ha dirigido la investigacion hacia estudios que sirvan
de base para el desarrollo de inmundgenos contra las mastitis a S. uberis. Cepas mutantes

deficientes en algun factor de virulencia podrian ser potenciales candidatos.

1.5 SISTEMAS PARA LA OBTENCION DE MUTANTES S. UBERIS

La busqueda de mutantes requiere el desarrollo de nuevas estrategias y herramientas
genéticas que faciliten el screening rapido de los clones recombinantes. La integraciéon
cromosomal y la inactivacibn de genes ha sido empleada con elementos conjugativos
transponibles como Tn916, Tn919 y Tn1545 en Estreptococos (Fitzgerald y Gasson, 1988).

En bacterias Gram positivas no existen sistemas genéticos eficientes para el
desarrollo de mutantes. Se requiere una alta eficiencia de transformacion para permitir la
deteccion de los eventos de baja frecuencia como la transposicion y la recombinacién dentro
del cromosoma. Dado que la mayoria de las bacterias Gram positivas son pobremente

transformables estas técnicas resultan limitadas. La necesidad de un sistema de
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transformacion eficiente puede ser resuelto por el uso de un plasmido termosensible (Ts). Aln
si la frecuencia de transformacion es baja, un replicbn Ts podria primero establecerse y
propagarse en una poblacién bacteriana, y el subsecuente cambio de temperatura podria
permitir la seleccion de los eventos de baja frecuencia como la transposicion y la
recombinacion. Maguin y col. (1992), han desarrollado un plasmido Ts, denominado pWV01
para bacterias Gram positivas. Dado que los vectores Ts pueden ser establecidos a una baja
temperatura en una poblacién bacteriana antes de la seleccion de los integrantes, esto puede
ser usado para la integracion en bacterias pobremente transformables (Biswas y col., 1993).

Lawy col., (1995) han descripto un sistema para la obtencion de mutantes en bacterias
Gram positivas, en el cual el uso combinado de dos vectores derivados del pWwV01 con
replicacion condicional constituye una poderosa herramienta para la inactivacién de genes
cromosomales. En dicho sistema, la transformacion de la cepa L. lactis MG1363 portadora del
plasmido pVE6007 (un vector Ts derivado del plasmido pwVO01) con el vector pORI19, permite
la replicaciébn de ambos plasmidos a 30°C, mientras que el cambio de temperatura a 37°C
causa la integracion del plasmido pORI19 al cromosoma bacteriano. Esta integracion resulta
estable y permite la identificacion de mutantes a una temperatura de crecimiento 6ptima (Law
y col., 1995).

Posteriormente, Leenhouts y col., (1996) para simplificar los procedimientos de
clonado y extender la aplicacion de los vectores pORI, construyeron un nuevo plasmido,
denominado pORI280, el cual puede ser empleado en estrategias de reemplazamiento de
genes cromosomales. Los plasmidos pORI poseen el origen de replicacion del plasmido
pWVO01, carecen del gen que codifica para la proteina RepA, necesaria para el inicio de la
replicacion, de este modo son incapaces de replicar solos, necesitan que la proteina RepA
sea provista in trans (Leenhouts y col, 1991). La construcciéon de los vectores de integracion
de los plasmidos pORI es posible gracias a la disponibilidad de cepas helper como E. coli, B.
subtilis y L. lactis, capaces de producir la proteina RepA debido a que poseen incorporado en
el cromosoma una copia del gen repA (cepas RepA™). Adicionalmente, el vector de integracion
pORI280 porta un gen de resistencia a Eritromicina (Em), como asi también el gen reportero
lacZ y un sitio de multiple clonado (MCS). El gen lacZ en pORI280 esta bajo el control del
promotor P32 el cual es reconocido tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas.
El MCS del vector contiene un sitio Unico de reconocimiento para enzimas de restriccion que
permite la insercién de fragmentos de ADN (Leenhouts y col., 1998). La presencia de un
fragmento de ADN cromosomal en un plasmido pORI permite su integraciébn por
recombinacion homdéloga con el cromosoma en una cepa que no produce RepA.
Particularmente, el plasmido pORI280 ha sido designado para mutar o delecionar genes o
insertar nuevos genes en el cromosoma. Las cepas que contienen una copia integrada del

plasmido pORI280 son resistentes a Em y producen colonias azules en placas con Xgal
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(Leenhouts y col., 1993; Leenhouts y col., 1996). Esta mutacion es estable a 37°C dado que
a menor temperatura el vector de integracion se escinde.

Por otro lado, el pG*host es un plasmido Ts que deriva del vector pWVO01l, su
termosensibilidad se debe a una mutacién en el origen de replicacion. Este vector es capaz
de proveer la proteina de replicacion RepA a los plasmidos pORI que si bien poseen el origen
de replicacibn son incapaces de sintetizar dicha proteina. Este vector replica a una
temperatura permisiva (28°C) en tanto que a una temperatura no permisiva (37°C) es incapaz
de replicar.

Tales sistemas en los que se emplea el uso combinado de dos vectores de replicacidén
condicional, derivados del plasmido pWVO01, constituyen una importante estrategia para el

desarrollo de mutantes (Leenhouts y col., 1998).
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El establecimiento de las infecciones intramamarias resultan de la interaccion entre el
microorganismo, el huésped y el medio ambiente. S. uberis es reconocido como el patégeno
ambiental mas importante implicado en mastitis bovina. Estudios previos llevados a cabo en
nuestro grupo de trabajo han mostrado la presencia de un genotipo mas frecuente entre 40
cepas de S. uberis asociado a los genes pauA y sua, entre otros. La asociacién de los genes
pauAy sua a este genotipo permitié especular sobre la importancia potencial de estos factores
de virulencia. A nivel mundial, sélo se ha descripto una estrategia de generacién de mutantes
por insercién al azar de S. uberis mediante la integracion de pGh9:ISS1 en el cromosoma
bacteriano. Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos se propone la obtencién de

mutantes de S. uberis deficientes en la sintesis de las proteinas PauA y SUAM.

1. HIPOTESIS

Se establece como hipétesis que la mutagénesis sitio-dirigida mediante el uso
combinado de dos tipos de vectores con replicacién condicional, derivados del plasmido
pWVO01, permite la obtencién de mutantes deficientes en los genes pauA y sua, asociados a
la activacion del factor activador del plasminégeno y a la capacidad de adherencia e
internalizacién a las células epiteliales mamarias bovinas, respectivamente. De esta manera,
estos determinantes genéticos de importancia potencial en la virulencia de S. uberis podrian
ser utilizados en el futuro como base para el desarrollo de inmundgenos experimentales

dirigidos al control de la mastitis causada por este patégeno.

2. OBJETIVO GENERAL

Obtener cepas mutantes de S. uberis deficientes en los genes pauA y sua mediante

mutagénesis sitio-dirigida y caracterizar las cepas mutantes obtenidas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Obtener cepas de S. uberis deficientes en los genes pauA / sua.

» Caracterizar preliminarmente a nivel genotipico las cepas mutantes de S. uberis
mediante técnicas moleculares.

» Caracterizar preliminarmente a nivel fenotipico las cepas mutantes de S. uberis.

10



Materiales y Métodos



Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo estan descriptos en

tabla 1. En las figuras 1, 2 y 3 se muestran los mapas de los plasmidos empleados.

Tabla 1: Cepas bacterianas y plasmidos

a

Cepas bacterianas

Descripcion

Referencias

E. coli DH5a

Alac U169- ¢80 lac ZAM15, hsdR17, recAf,
endAl, gyr A96, thi-1, relAl. Cepa supresora
deficiente en recombinacion, utilizada para el
crecimiento de plasmidos y césmidos. Permite a-
complementacion.

Hanahan, 1983

E. coli EC1000 RepA*
pORI280 ©

Cepa portadora del plasmido pORI280. RepA?*,
produce la proteina RepA in trans necesaria para
la replicacion del plasmido pORI280.

Leenhouts y col.,
1996

E. coli EC1000 RepA*
*

in trans
plasmido

RepA*, produce la proteina RepA
necesaria para la replicacion del
pORI280. Carece del plasmido pORI280.

Leenhouts y col.,
1996

Plasmidos

Descripcion

Referencias

PGEM®-T Easy

Vector lineal, derivado de pUC, de alto N° de
copias. Presenta un residuo de timina en cada
extremo saliente 3’. Posee un peso molecular de
3015 pb, Ap'". Presenta una mutacién lacZAM15.

Permite la a-complementacion.

Promega

fue obtenida por una mutacion en el ori del vector
pwV01). Provee in trans las funciones de
replicacion del plasmido pORI280.

pORI280 © Em', lacZ*, ori* del plasmido pwVO01. Replica s6lo | Leenhoutsy col.,
en cepas que proveen la proteina RepA in trans. 1996

pG*host3 Cnm', origen de replicacion Ts derivado del Maguin y col.,
plasmido pWVO01 (esta replicacion termosensitiva 1992

(*): Enviado cordialmente por el Dr. Raul Raya, CERELA-CONICET, Tucuman.
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Figura 1. Mapa correspondiente al vector de clonado pGEM®-T Easy.
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Figura 2. Mapa correspondiente al vector pORI280.
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Figura 3. Mapa correspondiente al vector pGhost3.
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2. Condiciones de cultivo y conservacion de las cepas

Para el crecimiento de las cepas de Streptococcus uberis se utilizé el medio Todd
Hewitt (TH) suplementado con cloranfenicol (Cm) a concentracioén final de 5 pg/ml. Los cultivos
se incubaron en estufa a 30°C. En el caso de las mutantes, las mismas fueron seleccionadas
en Em 5 pg/mly la incubacion se realiz6 a 37°C.

Las cepas E. coli DH5a, E. coli EC1000 RepA* pORI280 y E. coli EC1000 RepA”, se
hicieron crecer en medio Luria-Bertani (LB). Cuando correspondi6 se adiciondé Ampicilina (Ap)
a concentraciones finales de 150 pug/ml 6 Eritromicina (Em) a concentraciones finales de 125
pg/ml respectivamente. La incubacion se realizd en estufa o agitacién, a 37°C.

Para la conservacion de las cepas un volumen de 0.8 ml de un cultivo en fase

exponencial fue homogeneizado con 0.2 ml de glicerol estéril y conservado a -20°C.
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3. Soluciones y Medios de cultivo

3.1 Medios de cultivo

LB: para 1000 ml: 10 g Bacto-triptona, 5 g Extracto de levadura, 10 g NacCl, llevar a volumen

final con agua destilada.
Agar-LB, Apsougmi: agar-LB con Ap a concentracion final de 50 pg/ml.

Agar-LB, Apsougmi; Xgal e IPTG: agar-LB con Ap a concentracion final de 50 pg/ml. Dejar
solidificar y agregar para cada placa 45 pl de H,O estéril, 40 ul de Xgal (5-bromo-4 cloro-3
indolil-B-galactopirandsido) y 15 ul de IPTG (inductor gratuito del gen de la B-galactosidasa)

poner primero el agua y luego los otros reactivos sobre la gota de agua, distribuir con espatula

de Drigalsky y dejar secar las placas destapadas en estufa a 37°C durante 2 h.

SOB: para 1000 ml: 20 g Bacto-triptona, 5 g Extracto de levadura, 0.5 g NaCly 10 mI KC| 250
mM. Esterilizar en autoclave y antes de usar agregar 5 ml de una solucion estéril de MgCl,
2M.

SOC: medio idéntico al SOB, excepto que contiene 20 mM de glucosa.

TH: para 1000 ml pesar 30 g del medio y disolver en agua destilada.

Agarosa-leche descremada: para 10 ml de medio (una placa), pesar 0.1 g de agarosa
disolver en 9 ml de PBS-Lisina 20 mM, luego adicionar 1 ml de leche descremada 20%. Para
la preparacion de leche descremada al 20%, se pesaron 20 gr de leche y fueron hidratados

con 100 ml de agua estéril.

» Para la preparacion de medios sélidos fue agregado 1.5 % p/v de agar-agar.

> La esterilizacién fue realizada en autoclave a 121°C, 1 atmoésfera, durante 15 min.

3.2 Antibiéticos

Solucion stock de Ap 50 mg/ml: Pesar la droga y llevar a volumen final con agua destilada

estéril.

Solucién stock de Em 5 mg/ml: Pesar la droga y llevar a volumen final con etanol absoluto.
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Solucién stock de Cm 30 mg/ml: Pesar la droga y llevar a volumen final con etanol absoluto.

3.3 Soluciones Minipreps para extraccion de ADN plasmidico

Solucién I:

» Glucosa 50 mM
» Tris-Cl (pH 8.0) 25 mM
> EDTA (pH 8.0) 10 mM

» Lizosima 0.1 mg/l (una punta de espatula)

Solucién IlI: (preparar en el momento

» NaOH 0.2 N
» SDS 1%

Solucién lll: (Para 100 ml)

» Acetato de potasio 5 M: 60,0 ml
> Acido acético glacial: 11.5 ml
» H20:28.5 ml

3.4  Extraccion y amplificacion de ADN

» Buffer TE 1 X: Tris 10 mM — EDTA 5 mM pH 7,8.

» Buffer TE: Tris 10 mM - EDTA 1mM pH 7,5.

» Cloroformo - alcohol isoamilico (49:1 viv)

» Cloruro de sodio (NaCl) 5 M.

» Desoxinucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP): 100 mM (Promega)
» Etanol 100%.

» Fenol equilibrado con Tris 0,1 M - pH 8.

» Lisozima 50 mg/ml.

» Proteinasa K 20 mg/ml.

» RNAsa 10 mg/ml.

» SDS 20 % (p/v) en Tris 50 mM — EDTA 20 mM pH 7,8.

» STE:0,1 M NaCl, 20 mM Tris HCI (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8).

» Agua tridestilada filtrada estéril libre de nucleasas (Promega)

» Buffer Tagq Green 5x: pH 8,5 (Promega)
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» GoTaq DNA Polimerasa: 500 U, concentraciéon 5 U/ul (Promega)
» MgCly: 25 mM (Promega)

3.5 Kitcomercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Membrane Binding Solution:

» Isotiocianato de guanidina 4.5 M
» Acetato de potasio 0.5 M, pH 5.0

Membrane Wash Solution: (después de la adicion de etanol)

> Acetato de potasio 10 mM, pH 5.0
» Etanol 80%
> EDTA 16.7 uM, pH 8.0

3.6 Determinacién de actividad PauA

Buffer PBS: (Para 80 ml)

» NaCl:0.8¢g

» KCI:0.02 ¢

» Na;HPO.: 0.144 g
» KH>PO4: 0.024 g

Llevar a pH 7.4 con HCI

Stock Lisina 100 mM: pesar 0.18 g de lisina, hidratar con 10 ml de agua destilada estéril.

Buffer PBS-Lisina 20 mM: se prepara con 2 ml del Stock de lisina 100 mM y 8 ml de PBS.

Plasmin6geno bovino 20 mM: el vial conteniendo plasminégeno bovino fue hidratado con 200

ul de PBS-Lisina 20mM. Luego de hidratado el vial, se tomaron 4 pl y se adicionaron 196 pl

de PBS-Lisina, para obtener 200 pl de plasminégeno 20 mM.
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4. Obtencion de mutantes pauA / sua de S. uberis

Para la obtencién de las mutantes se clonaron fragmentos del ADN cromosomal de
interés en el plasmido pORI280 y se recuperaron en la cepa E. coli EC1000 RepA*. Los
plasmidos recombinantes fueron posteriormente empleados para transformar la cepa S.

uberis seleccionada, la cual previamente fue transformada con el plasmido pG*host3.

4.1 Clonado de los genes pauA / sua en el vector de clonado pGEM®-
T Easy

A las cepas de S. uberis SU73 y SU106, se les realiz6 la extraccibn de ADN
cromosomal y posteriormente se llevo a cabo la amplificacion mediante PCR de los genes
pauA y sua. Luego, los fragmentos amplificados de cada gen fueron ligados en ensayos
diferentes al vector de clonado pGEM®-T Easy. Esto se realiz6 debido a que dichos

fragmentos poseen una adenosina sobresaliente en ambos extremos 3.

41.1 Extraccion de ADN cromosomal

La extraccion de ADN se realizd segun las condiciones descriptas por Jayarao y col.,
(1991, 1992). Una alicuota de 1,5 ml de un cultivo de toda la noche de S. uberis fue
centrifugada durante 5 min a 7000 rpm. El precipitado obtenido fue resuspendido en 350 pl
de buffer TE 1X, procedido de agitacion en vortex. Las bacterias fueron tratadas con 20 pl de
lisozima (50 mg/ml) durante 60 min a 37 °C y luego lisadas con 20 ul de SDS (20%) y 3 pl de
Proteinasa K (20 mg/ml) por incubacion durante 2 h a 37 °C. La precipitacién de proteinas fue
realizada con la adicion de 200 pl de NaCl 5 M seguida por 15 seg de agitacion y posterior
centrifugacion a 7000 rpm durante 8 min. El sobrenadante extraido fue mezclado con 200 pl
de Tris-fenol y 200 ul de Cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). La fase acuosa superior fue
extraida por centrifugacién durante 10 min a 7000 rpm. EI ADN fue precipitado por el agregado
de 2 volumenes de etanol 100% y 30 pl de acetato de sodio 1 M seguido de una incubacion
de 2 h a -70°C. El ADN resultante fue obtenido por centrifugaciéon a 14000 rpm durante 10
min, secado en estufa a 37 °C y resuspendido en 30 pl de buffer TE incubando luego a 4 °C
toda la noche (Reinoso y col., 2005). Las muestras de ADNs fueron conservados a -20°C.

El ADN fue cuantificado mediante comparacion visual de la intensidad de las bandas
en un gel de agarosa 0.8% tefido con bromuro de etidio (BrEt) con respecto a un marcador

de ADN de concentracidon conocida.
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4.1.2 Amplificacion de los genes pauA / sua mediante PCR

Los genes pauA y sua fueron amplificados mediante PCR en reacciones
independientes, empleando primers especificos. En la tabla 2 se detallan los primers y

programas empleados.

Tabla 2: Primers y programas empleados

Gen Cebadores 5’- 3’ Programa Referencia

sua | ACGCAAGGTGCTCAAGA | TGAACAAGCGATTCTCAG 1 Reinoso y
GTT col., 2011

pauA | GAGATTCCTCTCTAGAT | GGGTGCAGATCCGTTAAA 2 Ward y Leigh,
ATCA AAATGACATTAATAT 2002

1: 94°C 2 min, (93°C 1min, 58°C 1min, 72°C 1.30 min) x 30, 72°C 5 min.
2:94°C 2 min, (94°C 60 seg, 54°C 60 segy 72°C 90 seg) x 30, 72°C 5 min.

La reaccion de PCR se llev6 a cabo en un volumen final de 50 ul conteniendo 20 ng
de ADN molde, 10 ul de buffer GoTaq Green 5X, 3 mM MgCl,, 1 uM de cada cebador, 0.4 uM
de cada dNTP y 1 U de Taq Polimerasa, agua libre de nucleasas. En la reaccién se incluy6
un control negativo, adicionando agua en lugar de DNA y un control positivo, empleando un
DNA de una cepa de S. uberis previamente caracterizada. La amplificacion fue llevada a cabo

en un Termociclador MJ Research PTC-220.

4.1.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
1.5% (p/v) tefiido con BrEt a concentracion final 1 ug/ml. La corrida electroforética se llevo a
cabo en buffer de corrida TAE 1X a voltaje constante (90 V) durante 60 minutos. Cinco
microlitros de cada muestra fueron sembrados empleando un marcador de peso molecular de
100 pb. El gel fue visualizado por transiluminacion con luz UV y luego digitalizado en un
digitalizador (Alpha Innotech Corporation) y almacenados en formato TIFF (Tagget Image

Files Format) para su posterior analisis.

4.1.4 Ligacién de los productos amplificados en el vector pPGEM®-T Easy

Los productos amplificados de los genes sua y pauA fueron ligados en el vector

comercial pPGEM®-T Easy. Este vector de clonado posee una timidina terminal en ambos
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extremos 3’ lo que permitio ligarlo con los productos de PCR amplificados. En la tabla 3 se

muestran los componentes del sistema.

Tabla 3: Componentes del sistema de clonado pGEM®-T

Easy

Product Size Cat.#
pGEME-T Easy Vector System | 20 reactions A1360
Includes:
. 12ug  pGEM®-T Easy Vector (50ng/ul)
. 12ul  Control Insert DNA (4ng/ ul)
. 100u T4 DNA Ligase
. 200ul  2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase
En la tabla 4 se muestran las reacciones de ligacion ensayadas.
Tabla 4: Reacciones de ligacion
Reaccién Control
estandar Control (+) Background
2X Buffer Ligasa 5ul 5ul 5ul
T4 DNA Ligasa (3 U/ul) pl ul ul
Inserto control DNA - 2ul -
Producto de PCR X pl) - -
Vector pPGEM®-T Easy (50 ng) 1l 1l 1pl
Agua libre de nucleasas 1pl 1pl 3ul

(*) La reaccion estandar se llevo a cabo con una relacion inserto/vector de 1:1, la cual es

aconsejada como Optima. Para ambos genes la cantidad apropiada de producto de PCR para

agregar a la reaccion de ligacion fue calculada por medio de la siguiente ecuacion:

ng de vector x tamaiio (Kb) del inserto

tamatfio (Kb) del vector

x relacion molar inserto/vector = ng de inserto

Las reacciones fueron incubadas durante 3 horas a temperatura ambiente.
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4.1.5 Obtencidn de células E. coli DH5a competentes

Previo a la transformacion, células E. coli DH5a competentes fueron obtenidas segun
la técnica descripta por Sambrook y col, 1989. De un stock de células E. coli DH5a congeladas
en glicerol al 0.8%, se tom6 una ansada y se sembré en medio LB el cual fue incubado a 37°C
durante 18 h. Las colonias crecidas se recogieron con ansa estéril y se resuspendieron en 5
ml de caldo LB, con posterior incubacion a 37°C en agitacion por un periodo de 18-20 h.
Posteriormente, un volumen de 2 ml del cultivo se resuspendié en 10 ml de caldo LB a 37°C
en agitacion hasta alcanzar una DOe2onm = 0.2. Una vez llegada a la DO se coloco el cultivo
en hielo durante 10 min. Se tomaron 5 ml del cultivo y se centrifugd a 7000 rpm a 4°C durante
15 min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado resuspendido en 10 ml de glicerol
10% frio. Los tubos se mantuvieron 10 min en hielo, posteriormente fueron centrifugados
nuevamente y el precipitado fue resuspendido en un volumen final de 2 mlde GYT. Por dltimo
se fraccionaron 200 ul en tubos Eppendorfy se conservaron a -20°C. Las células competentes
obtenidas fueron sembradas en el medio correspondiente para determinar la viabilidad antes

de su empleo.

4.1.6 Transformacion de células competentes E. coli DH5a

Para cada uno de los genes ensayados se llevo a cabo la transformacion de células
competentes E. coli DH5q, la misma fue realizada segun el protocolo descripto en el manual
del vector comercial pPGEM®-T Easy. Los tubos conteniendo las células competentes fueron
descongelados en hielo durante 30 min. Posteriormente, a 100 ul de células competentes se
le adicionaron 3 ul de cada una de las mezclas de ligacion (reaccion estandar, control positivo
y control background). Los tubos se mantuvieron 30 min a 0°C, luego se llevé a cabo un shock
térmico de 2 min a 42°C, posteriormente se conservaron en hielo por 2 min y se les agregé
800 pl de medio SOC precalentado. El contenido de los tubos se transfirié a un tubo de ensayo
estéril. Los mismos se incubaron en agitacion a 37°C durante 1 h. Finalmente, 100 pl de cada
uno de los tubos fueron sembrados por diseminacion con espatula de Drigalsky en medio LB
suplementado con Apisougmi, IPTG y Xgal. Las placas fueron incubadas a 37°C por un periodo
de 48 h. Posteriormente, la frecuencia y eficiencia de transformacion fueron determinadas

empleando las siguientes férmulas:

Eficiencia de transformacion:

(n° de col.transformantes)?
(ng ADN)

= eficiencia de transformacion
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a: el nimero de colonias transformantes se determiné por recuento en placa en presencia

del antibidtico correspondiente.

Frecuencia de transformacion:

eficiencia de transformaciéon

- = frecuencia de transformacion
n°de col.viables f f

4.1.7 Extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina

Se seleccionaron colonias blancas crecidas en placas LB con Apaiso ugmi, Xgal € IPTG,
las mismas fueron recogidas con ansa estéril y sembradas en tubos conteniendo caldo LB
suplementado con Apiso ygmi. La incubacion se realiz6 a 37°C en agitacion por 18 h. La
extraccion de plasmido se realizo por el método de lisis alcalina segun la técnica descripta por
Birnboim y Doly, (1979). Se transvasaron 1.5 ml de los cultivos a tubos Eppendorf y se
centrifugaron a 7000 rpm durante 2 min. Se removid el sobrenadante, el precipitado fue
resuspendido en 100 pl de Solucién | y se incub6 15 min en hielo-agua.

Posteriormente se agregaron 200 ul de Solucién I, los tubos fueron mezclados por
inversiéon rapida y suave durante 3 min. Luego, se adicionaron 150 pl de Solucion I,
mezclando suavemente por inversion durante 2-3 min. Se dejaron en hielo-agua 15 min. Los
tubos se centrifugaron a 11000 rpm a temperatura ambiente durante 5 min. El sobrenadante
se transfirié a otro tubo Eppendorf, cuidando de no transferir parte del material precipitado,
blancuzco. Se adicionaron 300 pl de cloroformo - alcohol isoamilico (49:1 v/v), agitando
vigorosamente. La mezcla fue centrifugada a 11000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se
transfirié sin tocar la interfase a un tubo limpio. Las muestras fueron tratadas con 3 ul de
RNAsa (10 mg/ml) e incubadas a 37°C 1 h. EI ADN fue precipitado con 2 volimenes de etanol
mezclando por inversion y conservandose a -20°C toda la noche.

La corrida electroforética se realiz6 en un gel de agarosa 0.8% bajo las mismas
condiciones descriptas anteriormente en la seccion 4.1.3. Previamente, los tubos se
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min, se descartd el sobrenadante y se dejaron secar a
37°C durante 15 min para permitir la evaporacion del etanol residual. Finalmente, el
precipitado se resuspendio en 10 pl de agua libre de nucleasas. Para la siembra se emplearon
5 pl de cada una de las muestras. Un marcador de 1 Kb fue utilizado como marcador de peso

molecular.
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4.2 Subclonado de los genes pauA / suaen el vector pORI280

4.2.1 Liberaciony purificacion del inserto

El plasmido purificado obtenido de la extraccibn de ADN plasmidico de colonias
blancas tedricamente consiste en un pldsmido recombinante: el vector pGEM®-T Easy
portando un inserto, sea éste el fragmento amplificado del gen pauA o del gen sua seguln
corresponda. Los plasmidos recombinantes fueron digeridos con la enzima de restriccion
EcoRlI para la liberacién del inserto. Las reacciones de restriccion se realizaron segin se

detalla en la tabla 5. La incubacion se realiz6 en estufa a 37°C por un periodo de 2 h.

Tabla 5: Digestion enzimética

Componente Volumen
ADN 10 pl
Buffer H 10X 2ul
AlbUumina Bovina 10X 2ul
EcoRlI 1l
H20 libre de nucleasas 5ul
Volumen final 20

Los productos de digestion enzimatica fueron sembrados en un gel de agarosa 0.8 %
tal como se detall6 anteriormente. La banda de interés (banda de inserto) fue escindida del
gel y purificada empleando el Kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 una

corrida electroforética del fragmento purificado con el fin de corroborar la presencia de ADN.

4.2.2 Aislamiento y digestion enzimética del plasmido pORI280

La cepa E. coli EC1000 RepA* pORI280 se hizo crecer en medio LB suplementado

con Emios ygmi @ 37°C durante toda la noche. Se realizé la extraccion de ADN plasmidico y la
corrida electroforética. Se sembraron 10 ul del producto obtenido, incluyéndose también un
marcador de peso molecular. Posteriormente se procedié a la digestion enzimética del

plasmido pORI280 con la enzima de restriccion EcoRI.




Materiales y Métodos

4.2.3 Ligacion de los insertos purificados con el plasmido pORI280

La ligacion del inserto purificado del gen sua al plasmido pORI280 se llevé a cabo en
una relacién inserto/vector de 1:1, segun se detallé en la seccion 4.1.4. En tanto que, para la
ligacion del inserto purificado del gen pauA al plasmido pORI280 se ensayaron las reacciones
de ligacién (A y B) detalladas en la tabla 6. Esto se realiz6 debido a que, en la corrida
electroforética del producto de digestion enzimatica del plasmido recombinante pGEM:pauA
no se observo s6lo una banda correspondiente a inserto si no que se observaron mas de una
banda, dichas bandas fueron escindidas del gel, purificadas y posteriormente empleadas en

ensayos de ligaciéon al vector pORI280.

Tabla 6: Reacciones de ligacion Ay B

Reaccion A Reaccion B
2X Buffer Ligasa 5ul 5ul
T4 DNA Ligasa (3 U/ul) 1l 1l
Vector pORI280 5l 1l
Inserto pauA purificado 7,6pl 1,5u
Agua libre de nucleasas 3ul 7ul

4.2.4 Preparacion de células competentes E.coli EC1000 RepA*

Para la obtencién de células E. coli EC1000 RepA* competentes se siguid el
procedimiento descripto para E. coli DH5a. En este caso, la cepa se hizo crecer en medio LB
liqguido o sdlido, segun corresponda, adicionado con Emiss ygmi incubandose a 37 °C.
Posteriormente, para determinar la viabilidad de las células obtenidas las mismas fueron

sembradas en medio LB incubdndose a 37°C durante 18 h.

425 Transformacién de células competentes E.coli EC1000 RepA™

Para la transformacion se siguié el protocolo empleado para E. coli DH5a. Las
bacterias transformantes fueron sembradas por diseminacion en medio LB con Emizs ygmi €
incubadas a 37°C durante 48 h. Asimismo, la frecuencia y eficiencia de transformacion fueron

determinadas empleando las férmulas descriptas en la misma seccion.
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4.2.6 Seleccion de transformantes pORl:sua/ pORIl:pauA

A las colonias transformantes crecidas en LB adicionado con Em s ,gmi Se les realizo
extraccion de ADN plasmidico en mini prep. Posteriormente se realizd una extraccion en maxi
preparacion (maxiprep), segin Sambrook y col., (1989). Para maxiprep, las colonias
transformantes fueron sembradas en 50 ml de medio LB suplementado con Emizs ygmi, 1a
incubacion se realizé en agitacion a 37°C durante 18 h. Posteriormente, se centrifugaron 15
ml del cultivo a 7000 rpm a 4°C durante 15 min. El sobrenadante fue descartado y el
precipitado resuspendido en STE, nuevamente se centrifugé a 7000 rpm a 4°C durante 15
min, descartandose posteriormente el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 2 ml
de Solucion | con vértex, incubandose en hielo durante 15 min. Luego, se agregaron 4 ml se
Solucion 11, se mezcld por inversion durante 2 min, inmediatamente fueron adicionados 3 ml
de Solucion I, y se incubd 15 min en hielo. Posteriormente, se centrifugdé a 8000 rpm, 4°C
durante 25 min. Luego, se adicioné un volumen de cloroformo y se centrifugé a 6000 rpm a
18°C durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio, se agregaron 2
volumenes de etanol y se conservé a -20°C por 2 h. Posteriormente, se centrifugé a 9000 rpm
a 4°C durante 20 min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado se resuspendié en 0.5

ml de buffer TE. Se distribuyé en alicuotas de 350 pl. Para cada alicuota se agreg6 100 pl de
AcNH4 y 1 ml de etanol, conservandose a -20°C por 30 min. Luego, se centrifugé a 13000

rpm por 7 min, descartdndose el sobrenadante. Se agreg6 1 ml de etanol 70%, se mezclé por
inversion y se centrifug6é a 13000 rpm durante 2 min. Se descartd el sobrenadante y fueron
agregados 30 pl de buffer TE. Por Gltimo se conservo a -20°C. La corrida electroforética se
llevd a cabo como se detallé previamente en la seccion 4.1.3. Se sembraron 10 pl del producto
obtenido, incluyéndose también un marcador de peso molecular. Esta maxi prep de ADN
plasmidico se realiz6 con el objetivo de permitir el aumento del nimero de células portadoras
del plasmido recombinante y asi facilitar la recuperacién de dicho plasmido.

Para determinar la presencia de los plasmidos pORI:sua 6 pORI:pauA en los clones
transformantes, se realizaron reacciones de amplificacion mediante PCR, empleando primers
especificos disefiados con el software Primer3. Para la deteccion del plasmido pORI:sua se
realizé una reaccion de PCR utilizando el ADN plasmidico de la extraccion como ADN molde.
Se llevé a cabo una reaccion de PCR con los primers que se listan en la tabla 2 para detectar
si el fragmento del gen sua se hallaba presente. Como control positivo se incluyeron ADNs de
las cepas suall4 y sua2l0. Otra reaccion de PCR fue realizada empleando primers
especificos diseflados para amplificar aproximadamente 300 pb del plasmido pORI280 que
flanquean el inserto clonado (Figura 2). Para dicha reaccion se utilizé el ADN de la extraccion
como ADN molde. Se incluyé como control positivo el plasmido pORI280. Los primers fueron
denominados pORI1 y pORI2 de secuencia pORI1 5 CAC GGG TCG AGA TCT AATCG 3'y
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pORI25 CCAACT GGC TCAAGG GTT TA 3'. Las condiciones de ciclado empleadas fueron
las siguientes: 94°C 2 min, (93°C 1min, 53°C 1min, 72°C 1.30 min) x 30, 72°C 5 min.
Similarmente, para la deteccion del plasmido pORI:puaA se realizé una reaccion de PCR
empleando primers especificos de pauA los cuales fueron disefiados con el software Primer3
y se denominaron pauAl 5 GGGAATTCCACCCACTACCT 3 y pauA2 5
GGGTCCTTAGCCATGATACG 3.

Con los productos de PCR obtenidos se realizé una corrida electroforética en un gel
de agarosa 0.8% segun las condiciones detalladas previamente en la seccion 4.1.3. Se

sembraron 10 pl del producto obtenido, incluyéndose también un marcador de peso molecular.

4.3 Transformacion en cepas de S. uberis con pORIl:sua/ pORIl:pauA

4.3.1 Preparacion de células competentes de S. uberis

Previo a los ensayos de transformacion, las cepas de S. uberis SU73 y SU106 fueron
sembradas en tubos con 3 ml de caldo TH suplementado con Cm 5 pg/ml (el antibiético se
adicion6 para mantener la presion de seleccion en las cepas y evitar la pérdida del plasmido
pG*host3). Los tubos fueron incubados en estufa a 30°C, durante toda la noche.
Posteriormente, 500 pl fueron inoculados en 20 ml de TH con Cms ugm Y Se dejo crecer en
estufa a 30°C hasta alcanzar una DOsoonm = 0.4. Una vez llegada a la DO se centrifugé a 4000
rpm durante 10 min a 4°C para producir la precipitacion de las células. Las células fueron
lavadas 2 veces con 3 ml de agua bidestilada estéril (4000 rpm a 4°C durante 10 min).
Posteriormente fueron lavadas con solucion de sacarosa 0.5 M - glicerol 10% y resuspendidas
en 200 ul de la misma. Por ultimo se fraccionaron en alicuotas de 50 ul y se conservaron a -
70°C. Las células competentes obtenidas fueron sembradas en medio TH para determinar su
viabilidad.

4.3.2 Transformacion de las cepas de S. uberis con el vector pG*host3

La transformacion del plasmido pG*host3 en cepas de S. uberis SU73 y SU106 fue
llevada a cabo mediante electroporacion con el equipo Gene Pulser (Bio-Rad). Se adicionaron
8 pl de plasmido pG*host3 a 50 pl de células competentes previamente descongeladas en
hielo. La mezcla fue transferida a una cubeta de 0.2 cm y se procedié a la electroporacion
empleando los siguientes parametros: 25 pyF, 1.8 KV, 600 Q durante 2.5 msec (Maguin y col.,
1996). Inmediatamente, se adicionaron 1 ml de TH con sacarosa 6 %, la incubacién se realiz6
en estufa a 30°C durante 90 min. Posteriormente, para la seleccién de los transformantes
fueron sembrados por diseminacion 100 pl en placas con medio TH suplementado con Cms

ugmi. La incubacion se realizo en estufa a 30°C durante 18 h.
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4.3.3 Ensayos de estabilidad del vector pG*host3 en cepas de S. uberis

Se determiné la estabilidad del plasmido pG*host3 en las cepas transformantes S.
uberis SU73 y SU106 fue determinada. Para realizar dichos ensayos, las células se hicieron
crecer a 30°C en medio TH suplementado con Cm 5 pg/ml durante 18 h. Dos mililitros del
cultivo fue inoculado en medio TH con Cms ,gm @ 30°C durante 3h. Posteriormente, se
realizaron diluciones hasta 102 en dos tubos con caldo TH sin Cm. Luego se plagqueé la
dilucién 10! en TH agar 1.2% con y sin Cm (5 pg/ml; tiempo 0). Se incubaron los caldos a
30°C y 37°C durante 8 h. Se plaquearon las diluciones 104 en TH agar 1.2% con y sin Cm.
Las placas agarizadas se incubaron a 30°C durante 48 h. Se realiz6 el recuento de colonias.

El porcentaje de pérdida del plasmido fue comparado empleando la siguiente férmula:

(N° colonias en ausencia de Cm) — (N° colonias en presencia de Cm) x 100

% pérdida (T°) =
bpérdida (T°) N° colonias en ausencia de Cm

4.3.4 Transformacion en S. uberis pG*host3 con los pladsmidos pORl:sua/

pORI:pauA y seleccién de mutantes

La transformacion del plasmido pORIl:sua / pORl:pauA en S. uberis pG*host3 fue
llevada a cabo mediante electroporacion con el equipo Gene Pulser (Bio-Rad) segin se
detall6 anteriormente. Luego de la electroporacién, la mezcla se resuspendié en 1 ml de TH
con sacarosa 6 %, suplementado con Em 50 ng/ml. La incubacion se realizé en estufa a 30°C
durante 90 min. Luego, la concentracién de Em se aumenté a 5 pg/ml y la incubacién se
continuo por 90 min bajo las mismas condiciones (Law y col., 1995). Posteriormente, los tubos
fueron incubados en estufa a 37°C durante 2 h. Para evaluar la capacidad de crecer en
presencia de los diferentes antibioticos se sembraron 100 pl por diseminacién con espatula
de Drigalsky en placas con medio TH adicionado con Ems ugmi, TH con Cms ugm 'y TH con Ems
ugm Y Cms ygmi. Las placas fueron incubadas en estufa a 37°C durante 18 h. Las mutantes
fueron seleccionadas solo en presencia de Ems  gmi @ 37°C debido a que a esa temperatura
el plasmido pG*host3 Ts es no replicativo y se produce la integracién del plasmido pORI280

recombinante al cromosoma bacteriano.
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5. Caracterizacion de las mutantes obtenidas de S. uberis

La caracterizacion de las mutantes obtenidas se realiz6 a nivel geno y fenotipico. Para
el estudio genotipico se extrajo ADN de las cepas mutantes y se realizaron ensayos de PCR

con primers especificos.

51 Extracciéon de ADN cromosomal

Las colonias crecidas en medio TH con Ems ugm fueron tomadas una por una con un
palillo estéril y sembradas en caldo TH suplementado con Ems ygmi. La incubacion se realizé
a 37°C durante 18 h. Posteriormente, se llevd a a cabo la extraccion de ADN cromosomal
segun las condiciones descriptas por Jayarao y col. (1991, 1992). Las bacterias crecidas en
agar sangre durante 18 h a 37 °C fueron recogidas con ansa estéril y resuspendidas en 1 ml
de buffer TE 1X (10 mM Tris — 5 mM EDTA; pH 7,8). El precipitado obtenido por centrifugaciéon
de la suspensién bacteriana a 7000 rpm durante 5 min fue resuspendido en 350 pl de buffer
TE 1X (10 mM Tris — 5 mM EDTA; pH 7,8) procedido de agitacion en vortex. Las bacterias
fueron tratadas con 20 ul de lisozima (50 mg/ml) durante 60 min a 37 °C y luego lisadas con
20 pl de SDS (20% p/v en 50 mM Tris — 20 mM EDTA; pH 7,8), 3 ul de Proteinasa K (20
mg/ml) y 3 pl de RNAsa (10 mg/ml) por incubaciéon durante 2 h a 37 °C. La precipitaciéon de
proteinas fue realizada con la adicion de 200 ul de NaCl 5 M seguida por 15 seg de agitacion
y posterior centrifugacion a 7000 rpm durante 8 min. El sobrenadante extraido fue mezclado
con 200 pl de Tris-fenol y 200 ul de Cloroformo-alcohol isoamilico. La fase acuosa superior
fue extraida por centrifugacion durante 10 min a 7000 rpm. El ADN fue precipitado por el
agregado de 2,5 volumenes de etanol 100% y 30 pl de acetato de sodio 1 M seguido de una
incubacién de 2 h a -70°C. El ADN resultante fue obtenido por centrifugaciéon a 14000 rpm
durante 10 min, secado en estufa a 37 °C y resuspendido en 30 pl de buffer TE (10 Mm Tris
— 1 mM EDTA; pH 7,5) incubando a 4 °C toda la noche (Reinoso y col., 2005). Los ADNs
fueron conservados a -20°C para evitar su degradacion por la actividad enziméatica de las
DNAsas.

La cuantificacién fue realizada por visualizacion en geles de agarosa al 0,8 % en buffer
TAE 1X tefidos con 0,8 pl de BrEt. En dicho gel se sembraron 4ul de cada muestra y un
marcador de peso molecular de 1 Kb. En cada caso se adicion6 buffer Taq Green 5X y se
llevé a un volumen final de 10 pl con buffer TE (10 Mm Tris — 1 mM EDTA; pH 7,5). La

electroforesis fue llevada a cabo durante 1 h a 70 V.
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5.2 PCR paraladeteccién del gen sua

Para detectar la presencia del gen sua en el cromosoma, se realiz6 PCR utilizando los
primers detallados en la tabla 2. Se emple6 como ADN molde el ADN obtenido de la extraccion
de ADN cromosomal. Con los productos de PCR obtenidos se realizé una corrida
electroforética con 10yl del producto obtenido, incluyéndose también un marcador de peso

molecular.

5.3 Secuenciamiento de los productos sua amplificados

El fragmento obtenido fue escindido y enviado a secuenciar al CERELA - CONICET.
Las secuencias fueron analizadas en la base de datos de GenBank utlilizando el programa
BLASTX2.0.10.

5.4 PCR paraladeteccion del gen pauA

Para detectar la presencia del gen pauA en el cromosoma, se realizaron ensayos de
PCR utilizando los primers y condiciones previamente detalladas en la seccién 4.2.6. Se
empledé como ADN molde el ADN obtenido de la extraccién de ADN cromosomal. Con los

productos de PCR obtenidos se realizd una corrida electroforética.

5.5 Determinacion de Factor activador de plasminégeno en mutantes
pauA

La presencia de actividad PauA sobre el plasmindgeno bovino fue chequeada en
placas agarosa-leche descremada (Leigh, 1993). Para ello un cultivo en caldo TH
suplementado con Ems ugm de las cepas mutantes pauA fue incubado a 37°C durante 18 h.
Posteriormente, se centrifugd a 8000 rpm a 4°C por 20 min. Un volumen de 30 ul de
sobrenadante fue incubado 1 h a 37°C con plasminégeno bovino 20 mM en PBS-Lisina 20
mM a pH neutro libre de plasmina en relacién 1:1. El control negativo consisti6 en partes
iguales de sobrenadante de cultivo y PBS-Lisina 20 mM. Un volumen de 40 ul de la mezcla
fue depositado en pocillos practicados en placas de agarosa 1% adicionado con 2% de leche
(Leigh, 1994). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h. La produccion de factor
activador de plasmindgeno se detectd por conversion del plasmindgeno a plasmina y posterior
actividad caseinolitica en placas agarosa-leche descremada, observandose la formacion de

un halo en aquellas colonias positivas a dicha prueba.
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Resultados y Discusion
1. Obtencion de mutantes pauA / sua de S. uberis

Con el objetivo de profundizar el estudio de los factores de virulencia en cepas de S.
uberis con genotipos prevalentes, en el presente trabajo se propuso obtener cepas mutantes
de S. uberis deficientes en los genes pauA y sua mediante mutagénesis sitio-dirigida. Las
mismas fueron obtenidas a partir de dos cepas de S. uberis denominadas SU73 y SU106
correspondientes a un genotipo prevalente obtenido por electroforesis de campos pulsantes
(PFGE) informado en estudios anteriores (Reinoso y col., 2013). Previamente, los autores
determinaron la presencia de 11 potenciales genes asociados a la virulencia mediante
ensayos de PCR, entre ellos pauA y sua (Reinoso y col., 2011).

Para la obtencion de las mutantes, se amplificé un fragmento interno del gen pauA que
codifica para un activador del plasmindgeno. Asimismo, se amplificé un fragmento interno

del gen sua que codifica para la molécula de adhesién SUAM. Dichos fragmentos se clonaron
en el plasmido pORI280 y se recuperaron en la cepa E. coli EC1000 RepA*. Los plasmidos

recombinantes fueron posteriormente empleados para transformar la cepa S. uberis
seleccionada. En la figura 4 se muestra una representacién esquematica de la metodologia

realizada.

1.1 Clonado de los genes pauA / sua en el vector de clonado pGEM®-
T Easy

Los fragmentos internos amplificados de los genes pauA y sua fueron clonados en el
vector pPGEM®-T Easy segln se detalld en la seccion 4.1. de Materiales y Métodos.
Posteriormente fueron liberados mediante digestion enzimatica con el fin de obtener
fragmentos de ambos genes con sitios de reconocimiento para la enzima EcoRI para su
ligacion en el vector de clonado pORI280. El plasmido pORI280 tiene un sitio maltiple de
clonado que no facilita la seleccion de los plasmidos recombinantes mediante inactivacién de
un fenotipo. Una de las estrategias es generar primers con sitios de restriccion definidos en el
fragmento a clonar. En este trabajo se decidid clonar los genes en el vector de clonado
pGEM®-T Easy de modo que posteriormente sean liberados con una enzima de corte comun
para pORI280.
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Figura 4. Representacion esquematica de la transformacion y subsecuente integracion del
vector pORI280.
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1.1.1 Amplificacién de los genes pauA / sua mediante PCR

En el presente trabajo se amplificaron fragmentos de 1200 pb y 776 pb
correspondientes a los genes pauA y sua respectivamente. Para corroborar la amplificacion
de los fragmentos se llevo a cabo una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1.5%.
En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos.

1 2 348 8 7 8

1200 pb
1000pb 7
_—
_—
a0 D 800 pb

Figura 5. Productos amplificados de los genes sua y pauA. Corrida electroforética en gel de
agarosa 1.5 %. Calle 1: marcador de peso molecular (PM) de 100 pb (Promega); calle 2: control (+)
pauA; calle 3, 4, 5: productos amplificados del gen pauA; calle 6: control (+) sua; calles 7, 8: productos

amplificados del gen sua.

1.1.2 Ligacién de los productos amplificados en el vector pGEM®-T Easy

Se realizé la reaccion de ligacion de los fragmentos amplificados con el vector de
clonado. De ambos genes la cantidad apropiada de producto de PCR que debi6 adicionarse
a la reaccion de ligacion fue calculada por medio de la ecuacién descripta en Materiales y

Métodos:

Para el gen pauA

50 ng de vector x 1.2 Kb inserto 1 20 . ,
3.0 Kb vector X 1°- ng inserto

Para el gen sua

50 ng de vector x 0.77 Kb inserto 1 128 . ,
3.0 Kb vector x 1- ng inserto
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Segun la férmula empleada se necesitaron 20 ng y 12.8 ng de los genes pauA y sua
respectivamente. Para determinar el volumen en microlitros del producto de PCR
correspondientes a 20 ng y 12.8 ng de inserto se estimo la concentracion de ADN a partir de
la corrida electroforética. Se estableci6 que las bandas visualizadas correspondian a
aproximadamente 50 ng de ADN, dado que se sembraron 5 ul de cada muestra, entonces la
concentracion de ADN de los productos de PCR corresponde a 10 ng/ul. Por lo tanto, 20 ng
del gen pauA correspondieron a 2 ul del producto de PCR y 12.8 ng del gen sua a 1.3 ul del
producto de PCR.

1.1.3 Transformacién y seleccién de colonias portadoras de plasmido
recombinante.

Previo al empleo de las células competentes se realizaron ensayos de viabilidad,
obteniéndose en dichos ensayos un crecimiento confluente. Posteriormente, la mezcla de
ligacion se empleo para transformar células E. coli DH5a competentes. Debido a que el vector
de clonado pGEM®-T Easy permite ser utilizado en a-complementacion y confiere resistencia
a Ap, las colonias transformantes fueron seleccionadas en un medio apropiado con el
agregado de Ap, IPTG y Xgal. Asimismo, se obtuvo un valor de eficiencia de transformacién
de alrededor de 1x103 ufc/u ADN. Se considera que 1x10° — 1x108 ufc/u DNA seria un valor
de eficiencia de transformacién adecuado para obtener 10-30% de clones recombinantes con
la mezcla de ligacién. Si bien la eficiencia de transformacién obtenida no fue la 6ptima, los
resultados obtenidos fueron alentadores para continuar los ensayos.

Se obtuvieron aproximadamente 20 colonias blancas y 30 azules. Las colonias blancas
corresponden a colonias portadoras del plasmido recombinante ya que son incapaces de
sintetizar la porcion amino terminal de la B-galactosidasa dado que el gen se encuentra
interrumpido por el inserto (fragmento de 1200 pb o 776 pb correspondiente al gen pauA o
sua, respectivamente). Las colonias azules corresponden a colonias que portan plasmido sin
inserto ya que la enzima B-galactosidasa es sintetizada y degrada el cromégeno Xgal
otorgando la coloracion a la colonia. Se seleccionaron las colonias blancas y a partir de dichas

colonias se procedi6 a la extraccién de ADN plasmidico (Figura 6).
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Figura 6. Extraccion de ADN plasmidico de colonias blancas sua y pauA. Corrida electroforética
en un gel de agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calle 7: extraccion de ADN
plasmidico de una colonia blanca sua; calle 8: extraccion de ADN plasmidico de una colonia blanca

pauA.

1.2 Subclonado de los genes pauA / sua en el vector pORI280

1.2.1 Liberacién y purificacién del inserto

Los plasmidos recombinantes de colonias blancas previamente extraidos, fueron
digeridos con la enzima de restriccion EcoRlI para la liberacion de los insertos (pauA o sua
segun corresponda). En las figuras 7 y 8 se muestran las corridas electroforéticas de los
productos de digestion. La figura 7 corresponde a la digestién del plasmido recombinante
portador del fragmento del gen sua observandose una banda de aproximadamente 800 bp.
En la figura 8 se observan 2 bandas de aproximadamente 600 bp y 300 bp correspondientes
a la digestion del plasmido recombinante portando el inserto del gen pauA. Se observan 2
bandas, lo que demuestra la presencia de un sitio interno de reconocimiento para la enzima
EcoRI. Para verificar el sitio interno de restriccion se emple6 el software NEBCutter y el
andlisis de la secuencia amplificada del gen pauA reveld la presencia de un sitio interno de
reconocimiento para la enzima EcoRIl (Figura 9). Posteriormente, las bandas de
aproximadamente 800 pb del gen sua y de 600 pb del gen pauA fueron escindidas del gel y
purificadas empleando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega).
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Figura 7. Corte con EcoRl del plasmido recombinante pGEM:sua. Corrida electroforética en gel de
agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calle 5: bandas correspondientes al
fragmento sua liberado (0.8 Kb) y al plasmido pGEM®-T Easy (3.0 Kb).
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Figura 8. Corte con EcoRlI del plasmido recombinante pGEM:pauA. Corrida electroforética en gel
de agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calles 2 y 3: bandas de 600 pb y 300

pb correspondientes al inserto pauA liberado.
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Figura 9. Andlisis de la secuencia amplificada del gen pauA con el software NEBCutter. Se

observa la presencia de un sitio interno de reconocimiento para la enzima EcoRI.

1.2.2 Aislamiento y digestion enzimatica del plasmido pORI280

En forma simultanea, se realizé la extraccién del vector de clonado pORI280 a partir
de la cepa E. coli EC1000 RepA™ pORI280 (Figura 10). Posteriormente se llevé a cabo su

digestion enzimatica con la enzima EcoRI.
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Figura 10. Extraccion del plasmido pORI280. Corrida electroforética en gel de agarosa 0.8%. Calle
2: extraccion de ADN plasmidico del vector pORI280; calle 4: marcador de PM de 1 Kb (Promega).
1.2.3 Transformacién y seleccién de transformantes

Se determind la viabilidad de células E. coli EC1000 RepA* competentes previamente

obtenidas, en dichos ensayos se observo un crecimiento confluente.
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Los fragmentos de los genes sua y pauA previamente digeridos y purificados fueron

ligados en el vector pORI280 en reacciones independientes. El vector pORI:sua 6 pORI:pauA
fue empleado para transformar cepas de E. coli EC1000 RepA™ competentes. Dado que el

plasmido de integracion pORI280 confiere resistencia a Em, los transformantes fueron
seleccionados en un medio apropiado suplementado con Emizs .gmi. De dichas transformantes
se determind la eficiencia de transformacién obteniéndose un valor aproximado de 1x10* ufc/
wADN. Si bien el valor de eficiencia obtenido no es el 6ptimo, aln asi se considera aceptable.

A las colonias resultantes se les realizo la extraccion de ADN plasmidico para confirmar
la presencia de plasmido pORI280 recombinante. Al realizar la corrida electroforética se
observaron bandas poco nitidas, por lo que se decidio realizar extracciones maxiprep. La
dificultad en visualizar bandas nitidas de ADN plasmidico podria deberse a la reducida masa
extraida, aun realizando una extraccion maxiprep. De este modo se recurrio a la reaccion de
PCR, por ser una técnica altamente sensible, para detectar la presencia de plasmidos

recombinantes e inserto en los transformantes.

Para detectar el plasmido recombinante pORI:sua se realizaron dos reacciones de
PCR independientes. Una reaccion de PCR se realiz6 con los primers que se listan en la tabla
2, para determinar si el fragmento del gen sua se hallaba presente. Como control positivo se
incluyeron ADNs de las cepas suall4 y sua210 previamente caracterizada (Reinoso y col.,
2011). Otra reaccion de PCR fue realizada empleando primers especificos detallados en la
seccion 4.2.6. Los mismos fueron disefiados para amplificar un fragmento de
aproximadamente 300 pb del plasmido pORI280 que flanquean el sitio multiple de clonado.
Se incluyé como control positivo el plasmido pORI280 enviado cordialmente por el Dr. Radl

Raya. En la figura 11 se observan los resultados obtenidos.
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i1 2 3 4 S5 6 7 8 9 320 211 12 13

Figura 11. Deteccion del plasmido pORIl:sua mediante reaccion de PCR. Corrida electroforética en
gel de agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calle 2: control positivo de pORI280;
calle 3: amplicon pORI280; calles 4 a 7: amplicones pORI transformantes; calles 8 y 9: controles

positivos gen suall4 y sua210; calles 10 a 13: amplicones gen sua de cepas transformantes

Para detectar el plasmido recombinante pORIl:pauA se realiz6 reaccion de PCR
empleando nuevos primers especificos disefiados para amplificar 600 pb de uno de los
fragmentos del gen pauA. Los resultados de la corrida electroforética de los productos de PCR
obtenidos no se ha incluido debido a que la visualizacién de la bandas fue muy tenue.

Por otro lado se verifico la presencia del plasmido pORI280 en las cepas
transformantes. Para ello, ademas de ser sembradas en un medio apropiado suplementado
con Emazs ugmi, las mismas fueron sembradas en placas con medio TH con la adicion de Em1zs
ugm Y Xgal. Todas las cepas transformantes crecieron en presencia del antibiotico y produjeron

colonias azules en presencia de Xgal.

1.3 Transformacién en S. uberis con pORIl:sua/ pORI:pauA

1.3.1 Transformacién de las cepas de S. uberis con el vector pG*host3y

ensayo de estabilidad del plasmido pG*host3

Se evalud la transformacién de las cepas S. uberis SU73 y SU106 con el pG*host3
(Cm") como asi también su termosensibilidad. Los transformantes fueron capaces de crecer

en presencia de Cm a 30°C. Posteriormente, se determind la estabilidad del plasmido
pG*host3 en las cepas transformantes.

El porcentaje de pérdida del plasmido fue calculado empleando la siguiente formula:
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(N° colonias en ausencia de Cm) — (N° colonias en presencia de Cm) x 100

% pérdida (T°) =
% pérdida (T°) N° colonias en ausencia de Cm

Los resultados obtenidos del recuento de colonias se listan en las tablas 7 y 8.

Tabla 7: Porcentaje de pérdida del plasmido en la cepa S. uberis SU73

Temperatura (T°)

Horas 30°C 37°C
s/Cm Cm s/Cm Cm
0 1376 (x10Y)* 1600 (x101) *
8 47 (x10%)* 31 (x10%)* 236 (x10%)* 93 (x107) *

* nimero de unidades formadoras de colonias

% de pérdida a 30°C: 34%
% de pérdida a 37°C: 99%

Tabla 8: Porcentaje de pérdida del plasmido en la cepa S. uberis SU106

Temperatura (T°)

Horas 30°C 37°C
s/Cm Cm s/Cm Cm
0 1088 (x101) *  860(x10) *
8 44 (x10°%) * 35 (x10%) * 1080 (x10%) * 32 (x104) *

*: nimero de unidades formadoras de colonias

% de pérdida a 30°C: 20%
% de pérdida a 37°C: 99%

De acuerdo a los resultados el porcentaje de pérdida fue 6ptimo, ya que a 37°C se obtuvo un
99% y a 30°C entre un 20 y un 34%. Dichos resultados fueron alentadores para transformar

las cepas seleccionadas.

1.3.2 Transformacién de S. uberis pG*host3 con el plasmido pORI:sua/

pORI:pauA y seleccidon de mutantes

Previamente a la transformacién se obtuvieron células competentes de S. uberis SU73
y SU106 (pG*host3) para ello se sembraron en caldo TH suplementado con Cm 5 pg/mly se
incubaron a 30°C. El antibidtico se adicioné para mantener la presion de seleccion en las
cepas y evitar la pérdida del plasmido pG*host3. Luego se ensayo la viabilidad de las células

obteniéndose crecimiento confluente en placas con medio LB.
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Posteriormente los plasmidos recombinantes pORI:sua / pORIl:pauA se emplearon
para transformar mediante electroporacion las células competentes de S. uberis SU73 y
SU106 (pG*host3). Los transformantes que incorporaron el plasmido recombinante
pORI:pauA 6 pORI:sua fueron capaces de crecer en un medio apropiado suplementado con
los siguientes antibidticos: 1) TH con Ems .gmi (la resistencia a Em es otorgada por el plasmido
pORI280 recombinante); Il) TH con Cms wgm (la resistencia a Cm es proporcionada por el
plasmido pG*host3); 11l) TH con EMs ugmi + Cmsgmi (Ia resistencia a Em y Cm es proporcionada
por los vectores pORI280 recombinante y pG*host3 respectivamente). Sin embargo, la
seleccion de mutantes solo se realizo en placas con medio TH suplementado con Ems ygmi €
incubadas a 37°C dado que, a esa temperatura el plasmido pG*host3 Ts es no replicativo por
lo cual la resistencia a Cm se perderia y conjuntamente con el cambio de temperatura de 30°C
a 37°C se produciria la integracion por recombinacion homologa del plasmido pORI:pauA /
pORI:sua con el cromosoma bacteriano. Si bien el plasmido pG*host3 es un vector Ts y no
replicativo a 37°C se ha demostrado que el cambio de temperatura de 30°C a 37°C no produce
la pérdida total del plasmido (Law y col., 1995). Para producir la pérdida total del plasmido
seria necesario incubar la mezcla de transformacién al menos durante 3 h a 37°C y luego
continuar la incubacion durante 180 min a 30°C antes de plaquearse en medio TH
suplementado con Ems ,gm € incubarse a 37°C.

Cinco cepas mutantes para el gen sua (SU1, SU2, SU3, SU4 y SU5) y 6 cepas para el
gen pauA (pauASUl, pauASU2, pauASU3, pauASU4, pauASU5, pauASU6) fueron

seleccionadas para la posterior caracterizacion.

2. Caracterizacion de mutantes pauA / sua de S. uberis

Las mutantes previamente obtenidas fueron caracterizadas a nivel genético y
fenotipico. Para la caracterizacién genotipica se extrajo ADN cromosomal de los clones

selelccionados y posteriormente se realizaron ensayos de PCR con primers especificos.

2.1 PCR paraladeteccion del gen sua

Se determiné la presencia del gen sua en el cromosoma de las cepas mutantes
seleccionadas mediante reacciones de PCR para la cual se emplearon los primers detallados
en la tabla 2 de Materiales y Métodos. Se incluyé como control positivo la cepa sua210. En la
figura 12 puede observarse la corrida electroforética correspondiente a los productos de PCR

obtenidos.
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Figura 12. Deteccion del gen sua en mutantes S. uberis mediante reaccién de PCR. Corrida
electroforética en gel de agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calles 2,3,4,5, 6:

prod. de PCR de cepas mutantes sua; calle 7: producto de PCR de cepa sua210 (control positivo).

Se observaron bandas correspondientes a los productos amplificados de mayor peso

molecular que el control.

2.2  Secuenciamiento de los productos sua amplificados

Una de las bandas obtenidas en la reaccion de PCR para detectar la presencia del gen
sua en cepas mutantes fue enviada a secuenciar y posteriormente analizada en la base de
datos de GenBank utlilizando el programa BLASTX 2.0.10. La secuencia mostré corresponder
al gen sua, aungue la muestra enviada result6 tener impurezas. En la figura 13 se muestra el

fenograma obtenido.
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Figura 13. Fenograma de la secuencia amplificada del gen sua.

2.3 PCR paraladetecciéon del gen pauA

La presencia del gen pauA en el cromosoma de las cepas mutantes fue determinada
mediante ensayos de PCR utilizando los primers y las condiciones previamente detalladas.
Se emple6 como ADN molde el obtenido de la extraccion cromosomal. En la figura 14 se

muestran los productos de amplificacion obtenidos.
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Figura 14. Deteccion del gen pauA en mutantes S. uberis mediante reaccién de PCR Corrida
electroforética en gel de agarosa 0.8%. Calle 1: marcador de PM de 1 Kb (Promega); calles 3y 4, prod.

de PCR de cepas mutantes pauA.

2.4  Determinacion de Factor activador de plasmindgeno en mutantes
pauA

Se determind la presencia de actividad PauA sobre el plasminégeno bovino en placas
de agarosa-leche descremada. Se emplearon como control positivo cepas de S. uberis
previamente caracterizadas como positivas (Lasagno y col., 2011). Los resultados obtenidos

pueden observarse en la figura 15.

Figura 15. Placa agarosa-leche descremada. Pocillo A: control positivo, pocillo B: cepa mutante
pauAz2, pocillo C: cepa mutante pauA5, pocillos D, E y F: controles negativos.
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En el presente trabajo se obtuvieron cepas mutantes de S. uberis sua” y pauA,

mediante mutagénesis sitio-dirigida. Se emple6 una estrategia combinada con dos vectores
Ts, derivados del plasmido pWVO0L1: los plasmidos pORI280 y pG*host3. Este sistema aplicado
para generar mutantes en bacterias Gram positivas es similar al desarrollado por Law y col.,
(1995) en el cual se emplea el vector pORI19. En dicho vector el sitio de multiple clonado
(MCS) se encuentra dentro del gen lacZ de modo que el clonado de un inserto interrumpe el
gen facilitando el screening de colonias portadoras de plasmido recombinante por a-
complementacion. En tanto que, en el vector pORI280 el MCS no interrumpe el gen lacZ de
modo que se dificulta el screening de colonias portadoras de plasmido recombinante debido
a que no puede realizarse por a-complementacion. Aln asi, el sitio multiple de clonado de
pORI280 contiene sitios Unicos de reconocimiento para diferentes enzimas de restriccion lo
gue permite la insercién de fragmentos de ADN cromosomal.

La presencia de un fragmento del gen sua o pauA en el plasmido pORI280 permitio la

integraciéon cromosomal por recombinacion homaéloga en cepas de S. uberis que no producen
RepA (RepA”). Un plasmido termosensible (pG*host3) fue empleado como “helper” del vector

pORI280. Resulta importante destacar que en la bibliografia nacional e internacional no se
han descripto ensayos de mutantes en S. uberis mediante la metodologia empleada en el

presente trabajo.
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PERSPECTIVAS

Con los ensayos realizados previamente se llevé a cabo una caracterizacion preliminar
de las cepas mutantes pauA / sua de S.uberis obtenidas mediante mutagénesis sitio-dirigida.
Se propone la realizacion de las siguientes técnicas con el fin de completar la caracterizacion

de las mutantes obtenidas.

1. Ensayos de adherencia en mutantes sua

Con el fin de determinar la capacidad de adherencia de las mutantes sua, se realizaran

ensayos en células MAC-T.

2. Electroforesis de campos pulsantes (PFGE)

Con el objetivo de caracterizar genotipicamente las cepas mutantes obtenidas se
realizaran ensayos de electroforesis de campos pulsantes (PFGE) de las cepas salvajes y de

las cepas mutantes, para el andlisis del perfil de bandas obtenido.

3. Southern blot e hibridacion

La técnica se realizara segun el protocolo estandar de Southern blot (Sambrok, 1989)
con sondas disefiadas especificamente para hibridar con: a) un fragmento del vector pORI280
(con el fin de corroborar la integracion del plasmido al cromosoma), b) fragmentos de los

genes sua y pauA (para determinar la insercién del fragmento en el cromosoma).

4. Secuenciar la/s banda/s hibridada/s

Las bandas con marca seran enviadas a secuenciar con el fin de analizar su secuencia.

5. SDS-PAGE y Western blot

Cepas salvajes y cepas mutantes obtenidas serian analizadas por SDS-PAGE para
comparar el perfil proteico obtenido. Para dicho andlisis debe tenerse en cuenta que la cepa
salvaje produce proteinas cuya masa molecular es de 112 KDa para SUAM y 30 KDa para la
proteina PauA. Los resultados obtenidos podrian confirmarse mediante Western blot

utilizando anticuerpos anti-SUAM, anti-PauA como sonda.
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Conclusion



Conclusion

» En este trabajo este trabajo hemos demostrado que el uso combinado de dos vectores
de replicacion condicional derivados del plasmido pWVO01 constituye una importante
estrategia para la inactivacion de genes cromosomales permitiendo asi el desarrollo

de mutantes en S.uberis.

» Se obtuvieron cepas de S. uberis alteradas a nivel fenotipico y genotipico en los genes

pauA / sua mediante mutagénesis sitio-dirigida
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