Expansion Microscopy en Bacterias y

Biofilms




ExM estandar (Chozinski et al 2016)
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ExM se ha implementado en diferentes
modelos de estudio

Modelos “estandar’: Otros modelos:

Cultivos celulares
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ExM se ha implementado en diferentes
modelos de estudio

Modelos “estandar’: Otros modelos:

Cultivos celulares

“pExM”

Cortes de tejidos Embriones de Drosophila Bacterias (planctonicas e
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Jiang et al. (2018) Lim et al. (2019)



ExM estandar no considera reactivos para
degradar pared celular ni exopolisacaridos

EPS:

« Exopolisacaridos
* Proteinas

* ADN extracelular
* Lipidos
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ExM estandar no considera reactivos para
degradar pared celular ni exopolisacaridos

EPS: |
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Proteus mirabilis: patdogeno formador de
biopeliculas en catéteres urinarios

Célula nadadora (swimmer) Célula enjambre (swarmer)

~1.5—-2 pum




Proteus mirabilis: patdogeno formador de
biopeliculas en catéteres urinarios

Superficie del catéter
Superficie del catéter cubierta por proteinas del hospedero

Matriz de la biopelicula
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Modificado de Wasfi et al. (2020).
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Visualizacion de la biopelicula de P.
mirabilis D1 (WT)

Tincion de ADN y polisacaridos extracelulares. Barras de escala: (A, A’, A”) 50
um; (B, B’, B”) 10 um.

Biopelicula de P. mirabilis formada sobre
un portaobjetos, tefiida con cristal violeta.
Cortesia de Mg.(c) Nicole Canales,
SCIAN Lab.

Barras de escala: (E, E’, E”) 50 um; (F, F’, F”’) 10 pum.



Meéetodo para cuantificar factor de expansion

Seleccion de regiones que faciliten la segmentacion
A 2ddc

 Distribucién espacial sin sobrelapamiento.

» Facil identificacion de bacilos individuales.

T

Tincién de ADN con yoduro de propidio (YP). Barras de escala: (A)10 um; (B) 2 um.

Segmentacion de bacterias individuales

MicrobeJ

Generacion de contorno
y de eje medial

» Segmentacion inicial
+ Segmentacion refinada

Imagenes deconvolucionadas
(fluorescencia de YP) de biopeliculas
dela7ddc

Imagenes binarias, Imagenes con sobreposicion de
segmentadas contornos suavizados y ejes mediales

Barras de escala: 2 pm.



Extraccion de descriptores morfologicos




P. mirabilis

Aplicacion de ExM estandar y HEXM sobre

post-ExM planctonicas == | post-pExM planctonicas
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Tincion de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de
proyecciones planas: 10 um. Barras de escala de recuadros interiores: 2 um.

Sin ExM

~

— Sin ExM

— Planc-post-ExM

— Planc-post-uExM
Post-ExM
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Aplicacion de ExM estandar y HEXM sobre
P. mirabilis

1

post-ExM plancténicas

c.____

= | post-HEXM planctdnicas

post-ExM biopeliculas

Tincion de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de
proyecciones planas: 10 um. Barras de escala de recuadros interiores: 2 um.

E 1.2 +0.08
0-80- 1.1+0.06
g 0-75'_ 1.2 +0.09
> 0.70- o
E . ——
& 0.65-]
£ ]
2 0.60-
Q =
c
< (0.55-
1 1
> N N &
& & < &
® &£ & &
& $ Q
N ()
Q\fb Q\’bo

Se analizaron 13153 bacterias de biopeliculas sin ExM
(control); 121 bacterias planctonicas post-ExM estandar
(Planc.post-ExM); 86 bacterias planctonicas post-pExM
(Planc.post-uExM) y 1551 bacterias de biopeliculas post-
ExM estandar (post-ExM). Las barras de error
corresponden al error estandar de la media. Gris claro:
datos de bacterias planctonicas; gris oscuro: datos de
bacterias de biopeliculas.




Aplicacion de ExM estandar y HEXM sobre
P. mirabilis
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Se analizaron 13153 bacterias de biopeliculas sin ExM
( . H 7o L 7

Tincion | «  EXM estandar y HExM fueron ineficaces para expandir bacterias planctonicas de P. mirabilis.
proyecc

+ ExM estandar fue ineficaz para expandir biopeliculas de P. mirabilis.

bacterias de biopeliculas.



Diseino de biofiimExM: diferentes secuencias de
degradacion

Exopolisacaridos - pared celular - proteinas Pared celular - exopolisacaridos - proteinas Pared celular - - - exopolisacaridos - proteinas
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Diseino de biofiimExM: diferentes secuencias de
degradacion

Pared celular - exopolisacaridos - proteinas
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Aplicacion de biofilmExM “V.1” sobre P.
mirabilis

Sin ExM
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Tincion de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de . 0.5 1.0 15

proyecciones planas: 10 um. Barras de escala de recuadros interiores: 2 pm. Distancia (um)
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Aplicacion de biofilmExM “V.1” sobre P.
mirabilis

1.2 +0.02
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post-ExM biopeliculas — post-bioﬁlanxM biopeliculas Se analizaron 13153 bacterias de biopeliculas sin ExM (control); 121

L ] bacterias planctonicas post-ExM estandar (Planc.post-ExM); 86
Tincion de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de bacterias plancténicas post-HExM (Planc.post-HExM); 1551 bacterias

proyecciones planas: 10 um. Barras de escala de recuadros interiores: 2 pm. de biopeliculas post-ExM estandar (post-ExM) y 197 bacterias de

biopelicula post-biofilmExM (post-biofimExM). Las barras de error
corresponden al error estandar de la media. Gris claro: datos de
bacterias planctonicas; gris oscuro: datos de bacterias de
biopeliculas.



Aplicacion de biofilmExM “V.1” sobre P.
mirabilis
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post-ExM biopeliculas — post-bioﬁlanxM biopeliculas Se analizaron 13153 bacterias de biopeliculas sin ExM (control); 121

bacterias planctonicas post-ExM estandar (Planc.post-ExM); 86

Tin : ., e . . . p bacteri
oro| Esta primera version de biofilmExM fue ineficaz para la expansion de una biopelicula madura de P. | "
mirabilis. de error
com =‘datos de

bacterias planctonicas; gris oscuro: datos de bacterias de
biopeliculas.



Si se desea expandir el biofilm, primero se debe
poder expandir la bacteria plancténica

Bacterias fijadas,
permeabilizadas y Q
tenidas (IF, PF, u otras)

l Digestion 1 (mutanolisina)

Bacterias con integridad
estructural de pared c:D
celular comprometida

l Anclaje

l Polimerizacion

l Digestion 2 (proteinasa K)

l Expansion
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Si se desea expandir el biofilm, primero se debe
poder expandir la bacteria plancténica

Bacterias fijadas,
permeabilizadas y Q
iges

tenidas (IF, PF, u otras)

Digest (mutanol )
Bacterias con integridad ';’ j. PN
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Muestras planctdonicas de P. mirabilis
expandidas tras modificaciones a MEXM

Control (sin ExM) Post-pExM + GHs

Tincion de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala: 10 pum.

YP = yoduro de propidio
GHs = glicésido-hidrolasas



En proceso: evaluacion de otras enzimas

Alpha-amylase Cellulase Beta-galactosidase

Modificado de Fleming et al. (2017). Liticasa
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En proceso: evaluacion de otras enzimas

Banar et al. BMC Microbiology (2019) 19:291

https://doi.org/10.1186/512866-019-1662-9 BMCM iCI’ObiOlOgy

RESEARCH ARTICLE Open Access

The efficacy of lyticase and [3-glucosidase @
enzymes on biofilm degradation of
Pseudomonas aeruginosa strains with

different gene profiles

Maryam Banar', Mohammad Emaneini', Reza Beigverdi', Rima Fanaei Pirlar’, Narges Node Farahani',

Willem B. van Leeuwen® and Fereshteh Jabalameli'” .
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Extracellular DNA as a target for biofilm control n Zlm aS
Mira Okshevsky', Viduthalai R Regina' and Q) oo
Rikke Louise Meyer'+
DNase treatment is effective against biofilm formation in a wide range of microbes
Bacterium Prevention of Disruption of Type of DNase
biofilm formation preexisting biofilm
Gram-negative bacteria —O
Acinetobacter baumannii I~ DNase |
Acinetobacter baumannii I DNase |
Actinobacillus I~ DNase |
actinomycetemcomitans
Bdellovibrio bacteriovorus - DNase |
Bordetella pertussis I DNase |
Bordetella bronchiseptica - DNase |
Campylobacter jejuni - DNase |
Comamonas denitrificans 17 DNase |
Escherichia coli 1% DNase |, NucB
Haemophilus influenzae 1% 1% DNase |
Klebsiella pneumoniae - DNase |
Neisseria meningitides I DNase |
Pseudomonas aeruginosa I 1% DNase |, Varidase,
DNase 1L2
Shewanella oneidensis 17 7 DNase |
Vibrio cholera %4 DNase |, AExonuclease “ ase
Gram-positive bacteria
Bacillus lichenifarmis 1% NucB
Bacillus subtilis I NucB
Enterococcus faecalis 7 DNase |
Listeria monocytogenes 4 - DNase |
Micrococcus luteus % NucB
Staphylococcus aureus 1% DNase |, rhDNase |, NucB
Staphylococcus epidermidis 1% DNase |, DNase 1L2, NucB
Staphylococcus haemolyticus - DNase |
Streptococcus anginosus » NucB
Streptococcus constellatus 7 NucB
Streptococcus salivarius %4 NucB 0S
Staphylococcus lugdunesis - NucB
Streptococcus intermedius 1% NucB
Streptococcus intermedius » DNase |
Streptococcus mutans - DNase | ar
Streptococcus pneumoniae I rhDNase | A D N asa I
Streptococcus pyogenes =4 DNase |

—




