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RESUMEN

Los polifosfatos inorganicos (poliP) son biopolimeros lineales que se encuentran en
todos los seres vivos y son esenciales en el metabolismo bacteriano. En Pseudomonas
aeruginosa, patdbgeno oportunista de animales y plantas y principal causa de
infecciones nosocomiales, las alteraciones en el metabolismo de los poliP causan
numerosas disfunciones estructurales y funcionales. Mutantes de la enzima polifosfato
quinasa (PPK1), que cataliza reversiblemente la sintesis de poliP a partir de ATP, son
mas sensibles a la fase estacionaria de crecimiento, al calor, a cambios en el pH, al
estrés causado por agentes oxidantes, cambios osméticos, radiacion y antibioticos.
También se ha descrito que estos mutantes tienen una menor sobrevida durante la
fase estacionaria. P. aeruginosa posee dos enzimas PPK, sin embargo la PPK2, que
sintetiza principaimente GTP a partir de poliP de forma reversible, ha sido poco
estudiada y nada se sabe de los efectos de su mutacion en esta bacteria.

Debido a gue los poliP generan efectos pleitrpicos en la célula, se realizaron
aproximaciones con técnicas émicas para estudiar el efecto de las mutaciones en el
gen ppk1 y en el gen ppk2 en P. aeruginosa PAO1, tanto a nivel fenotipico como
protedmico, ademas de ensayos de virulencia en un modelo animal para evaluar su
letalidad.

Mediante los ensayos de microarreglos fenotipicos (Biolog Inc., CA) se determiné
que no existen grandes diferencias en cuanto a la utilizacidén de nutrientes entre ambos
mutantes y la cepa silvestre, sin embargo se observé un marcado aumento en la
sensibilidad de los mutantes frente a antibiéticos y agentes téxicos. Esto puede ser

causado por la disminucion en proteinas relacionadas con la biogénesis de la pared y
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membrana celular, y de bombas de eflujo de drogas del tipo MexEF-OprN, reguladas
por MvaT, lo que se observd en los resultados de proteémica cuantitativa.

La virulencia de los mutantes nulos del gen ppk7 y del gen ppk2 de P. aeruginosa
PAO1, se evalué midiendo la produccién de pigmentos toxicos y mediante el método
de infeccion por inmersion en el modelo animal de pez cebra. Para esto se realizaron
curvas de sobrevivencia incubando a los peces con las cepas mutantes ppk? y ppkZ, la
cepa silvestre de P. aeruginosa y la cepa no virulenta Escherichia coli DH5a como
control, todas crecidas en medios con alto y bajo fosfato (Pi). A diferencia de la cepa
PAQO1 silvestre que sélo fue letal en condiciones de bajo Pi, la cepa mutante ppk2 lo
fue en ambos medios. Contrariamente, el mutante ppk7 generd una baja mortalidad en
las dos condiciones ensayadas. En relacion a los factores de virulencia, se determino
una mayor produccion de piocianina en el mutante ppk2 en carencia y exceso de Pi,
aumento compartido por el mutante ppk7 en carencia de Pi. El mutante ppk? mostré
una marcada disminucion en la produccion de pioverdina en ambas condiciones,
contrario a lo observado en el mutante ppk2 que presentd un aumento en la produccion
de este siderdforo en comparaciéon con la cepa silvestre. En ambos mutantes se
comprobaron estas diferencias en la produccion de pioverdina mediante proteémica
cuantitativa. De esta forma, la mutacién en el gen ppk1, pero no en el gen ppk2, genera
una disminuciéon en la produccion de dos de los factores de virulencia evaluados, y una
atenuacion en la virulencia en un modelo animal de infeccion, lo que sumado al
aumento en la sensibilidad a antibiéticos hace al metabolismo de los polifosfatos un

buen blanco para nuevas drogas antimicrobianas.



ABSTRACT

Inorganic polyphosphates (polyP) are linear biopolymers found in all living
organisms and are essential in bacterial metabolism. In Pseudomonas aeruginosa, an
opportunistic pathogen of animals and plants and the leading cause of nosocomial
infections, alterations in the metabolism of polyP cause numerous structural and
functional disorders. Mutants of polyphosphate kinase enzyme (PPK1), which reversibly
catalyzes the synthesis of ATP from polyP, are more sensitive to heat, pH changes,
stress caused by oxidizing agents, osmotic changes, radiation and antibiotics. Also it is
been described that these mutants have a lower survival during stationary phase P.
aeruginosa possess two enzymes PPK, however PPK2, which mainly synthesized from
GTP reversibly polyP, has been little studied and nothing is known about the effects of
its mutation in P. aeruginosa.

Because polyP has pleiotropic effects in the cell, we used omics approaches to
study the effect of null mutations in the genes ppk? and ppk2 in P. aeruginosa PAO1,
performed at a phenotypic and proteomic level, as well as virulence assays in an animal
model to evaluate the mutants lethality.

Through phenotypic microarray assays (Biolog Inc., CA) we determined that there
are no major differences in nutrient utilization between the mutant and the wild type,
however, there was a marked increase in the sensitivity of the mutants against
antibiotics and toxic agents. This may be caused by the decrease in proteins related to
wall and cell membrane biogenesis, and drug efflux pumps of the type-OprN MexEF
regulated by MvaT, which was observed in the results of quantitative proteomics.

Virulence of mutants ppk? and ppk2 of P. aeruginosa PAO1 was evaluated by

measuring the production of toxic pigments by the method of infection by immersion in



the animal model zebrafish. For this, Kaplan-Meier survival curves were performed,
incubating the fish with the mutant strains ppk? and ppk2, the wild-type strain of P.
aeruginosa PAO1 and the avirulent strain Escherichia coli DH5a as a control, all grown
in media with high and low phosphate concentrations (Pi). Unlike the PAO1 wild-type
strain wich was lethal only under low Pi, the ppk2 mutant strain was lethal in both
media. In contrast, the ppk? mutant generated low mortality in the two conditions
tested. In relation to the virulence factors, we determined that the production of
pyocyanin in the ppk2 mutant was higher than the wild-type strain in low and high Pi.
The ppk1 mutant increase the pyocyanin production only in phosphate deficiency, but it
showed a marked decrease in pyoverdin in both conditions, contrary to what is
observed in the mutant ppk2 which presented a notorious increase in the production of
this siderophore compared with the wild-type strain. These differences in pyoverdin
production were confirmed by quantitative proteomics in both mutants.

Thus mutations in the gene ppk? but not in the ppk2 generated a decrease in the
production of two virulence factors tested, and an attenuation of the virulence in an
animal model of infection, which added to the increased sensitivity to antibiotics, makes

polyphosphate metabolism a good target for new antimicrobial drugs.
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1. INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa de metabolismo muy
versatil que se encuentra en un amplio rango de ambientes, incluyendo distintos tipos
de suelo, pantanos, zonas costeras y habitats acuaticos, ademas de tejidos animales y
vegetales. Esta ubicuidad y versatilidad ecolégica se debe a su gran complejidad
genética, ya que con 6,3 millones de pares de bases y 5.570 marcos de lectura
abiertos, es uno de los genomas bacterianos mas grandes hasta ahora secuenciado
(117). Esto le confiere, entre otras cosas, la capacidad de crecer en ambientes
facultativamente anaerébicos con aceptores externos alternativos de electrones, o
fermentar arginina o piruvato, aunque su metabolismo se basa principalmente en el
catabolismo oxidativo. Aunque los azlcares son metabolizados eficientemente, no son
el sustrato preferido y son degradados por la via de Enter-Doudoroff. Sus fuentes de
carbono o nitrégeno preferidas son &cidos grasos de cadena corta, aminoacidos y
poliaminas, pero también puede degradar fuentes de carbono complejas como n-
alcanos, halogenados y aromaticos (xenobidticos) (32, 33, 37, 44, 50, 74).

P. aeruginosa ademas se caracteriza por ser un patbgeno oportunista de incidencia
nosocomial, y es el principal agente de infecciones tanto agudas como cronicas en
humanos que presenten compromiso del sistema inmune, pudiendo afectar el sistema
respiratorio principalmente en pacientes con fibrosis quistica, el tracto urinario,
colonizar dispositivos médicos como catéteres y otros implantes, heridas y quemaduras
extensas, incluso llegando a causar afecciones sistémicas como la septicemia (28, 79,
98). Estas infecciones presentan un gran desafio médico, ya que P. aeruginosa posee
resistencia intrinseca a numerosos antibidticos (46). Algunos de los mecanismos

asociados a la resistencia a mlltiples drogas es la disminucion de la expresion de



porinas de membrana, el engrosamiento de la pared celular y el aumento en la
produccion de exopolisacérido, y el transporte activo de drogas al exterior de la célula,
mediado por bombas de eflujo RND (Resistance-Nodulation-Cell Division}, o bombas

tipo Mex (2, 65, 107).

1.1. Virulencia en Pseudomonas aeruginosa

Gran parte de la virulencia de P. aeruginosa se ha atribuido a su habilidad para
secretar numerosos compuestos toxicos y degradativos, incluyendo proteasas y
exotoxinas, entre otros. Los factores de virulencia han sido definidos por A. Casadevall
como cualquier componente microbiano capaz de causar dafo al hospedero (14), y P.
aeruginosa posee un arsenal de ellos. Ademéas de los ya mencionados que se
consideran como factores de virulencia clasicos, existen otros que le permiten colonizar
y sobrevivir en el hospedero como exopolisacaridos, el sistema de secrecion tipo 3
(T3SS), mecanismos de adherencia y formacion de biopelicula, que son regulados por
complejas y extensas vias de sefializacion gue sensan moléculas externas y
endoégenas.

Probablemente el sistema mas estudiado en P. aeruginosa y otros Gram negativos
es el sistema de comunicacidén bacteriana mediado por N-acil homoserina lactonas
(AHL), o “Quorum sensing” (QS) (29, 85). Las AHL consisten en una cadena de &acidos
grasos de cadena variable unida por un enlace peptidico al anillo lactona (30). Estas
son sintetizadas por proteinas de la familia Luxl, y son sensadas por proteinas que son
ademas reguladores transcripcionales, de la familia LuxR. Luego de que una cierta

concentracion umbral de AHL es producida (que se correlaciona con la densidad



celular), se forma un complejo entre la AHL y la proteina receptora LuxR endbgena,
permitiendo su union al ADN (39, 40).

En P. aeruginosa existen dos sistemas QS de este tipo que tienen una relacion
jerarquica: el sistema Las y el Rhl. El primero se compone de la sintasa Lasl, la cual
sintetiza 3-ox0-C12-HL, la que es reconacida por el regulador transcripcional LasR, y el
segundo posee una sintasa de C4-HL, Rhll, y el regulador RhIR (93, 94). El sistema
Las regula la expresion de multiples factores de virulencia relacionados con la fase
aguda de la infeccion y el dafo celular en el hospedero, incluyendo las elastasas LasA
y LasB, la exotoxina A y proteasas alcalinas, ademas de activar el sistema Rhl y a si
mismo, de forma que la activacion del sistema LasIR produce una retroalimentacion
positiva y permite la activacion mas tardia del sistema RhIIR (42, 54, 69, 125). Este
Ultimo también genera una retroalimentacion positiva, ademéas de inducir la expresion
de otros genes como los responsables de |a sintesis de ramnolipidos que actlian como
surfactantes durante de la infeccién, y de reprimir la expresion de los genes
relacionados con el T3SS (9). Adicionalmente a los sistemas LasIR y RhlIR existen
varios homologos de LuxR sin su par Luxl, los cuales se han denominado homélogos
LuxR huérfanos. Uno de ellos es la proteina QscR, la cual forma complejos con LasR y
RhiR retardando la expresion de factores de virulencia en estadios tempranos, lo que
disminuye la virulencia in vivo e in vitro (70). Otros reguladores conocidos hasta el
momento que contribuyen a la temporalidad y nivel de expresion de estos sistemas QS
son: Rsal (represor transcripcional del sistema Las) (23), QteE (previene la
acumulacion postraduccional de LasR y de RIhR) (113) y QslA (previene la activacion
temprana de los sistemas de QS formando complejos con LasR que impiden su unién

al ADN) (108).



Existe otro sistema autoinductor en P. aeruginosa que se activa en forma similar a
los mencionados, perc se basa en moléculas derivadas de quinolonas llamadas PQS
(Pseudomonas Quinolone Signal) que al llegar a una concentracion umbral, se unen a
un receptor (MviR o PgsR) que regula la expresién de genes relacionados con la
sintesis de PQS y de fenacinas como el pigmento téxico piocianina (13, 25). Otros dos
reguladores son MvaT y MvaU, que también estan involucrados en la sintesis de PQS.
Al mutar estos reguladores aumenta la resistencia a antibiéticos y la produccion de
lectinas PA-IL y de piocianina, pero hay datos que sugieren que podria mediar la
sintesis de estos compuestos directamente. También se ha demostrado que MvaT por
si solo es un regulador global de los genes de virulencia en P. aeruginosa y es capaz
de reprimir la expresion de las bombas MexEF-OprN (27, 65, 126, 131).

A pesar de todo el conocimiento que se ha acumulado en relacion a la
comunicacion en P. aeruginosa, falta todavia mucho por saber con respecto a la
interconexion de estos sistemas, la regulacion de su expresion y de los factores de
virulencia, y mas importante, su relacién con el proceso infectivo y el desarrolio de la
enfermedad. Ademas, la patogénesis y el proceso infectivo son multifactoriales, y el
estado fisiologico del hospedero y del sitio de infeccion afecta la combinacion de

factores de virulencia que contribuyen para generar la enfermedad.

1.2. Los Polifosfatos en P. aeruginosa

Los polifosfatos inorganicos (poliP) (Figura 1) son macromoléculas de decenas o
centenas de residuos de ortofosfato (Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido de alta
energia. Estos polimeros se encuentran ampliamente distribuidos en Arquea, Bacteria
y Eucaria, y se asocian a numerosas funciones biologicas, incluyendo el crecimiento

celular, la respuesta al estrés fisico y quimico, y la adaptacion a ambientes extremos.



Ademas de ser sintetizados como reserva de fosfato y energia, es sustrato para la

generacion de nucleosidos trifosfato y Pi (62, 109, 134).
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Figura 1. Molécula de polifosfato. El valor de n puede variar dependiendo del tipo de célula y
el estado en que se encuentre.

En bacterias, el poliP es sintetizado por enzimas denominadas polifosfato quinasas
que polimerizan el fosfato terminal de los nuclettidos trifosfatos en la cadena de poliP,
siendo la polifosfato quinasa 1 (PPK1) la principal enzima responsable de su sintesis, y
es degrada por una exopolifosfatasa que libera moléculas de ortofosfato desde los
extremos de las cadenas de poliP. La enzima PPK1 esta altamente conservada, pero
fue descubierta inicialmente en la bacteria Escherichia coli por A. Kornberg y cols. (63).
Fue descrita como un homotetramero que se une a la membrana celular y cataliza la
sintesis procesiva del polifosfato a partir del ATP. Aunque la reaccion es reversible, el
equilibrio esta desplazado hacia la sintesis del poliP (84). La misma funcion y enzima
fueron descritas para Pseudomonas aeruginosa en 1997 por A. Kuroda y A. Konberg
(67), sin embargo se encontrd que al hacer mutantes nulos para la enzima PPK1 en
esta bacteria, se detectaba hasta un 20% de los niveles de poliP normales en la célula,
lo que posteriormente se atribuyd a la presencia de la enzima polifosfato quinasa 2
(PPK2), un parélogo del gen ppk1 capaz de sintetizar poliP. Sin embargo, la actividad
enzimatica de la PPK2 difiere de la PPK1 en dos puntos principales: (i) utiliza GTP y

ATP como sustrato para la sintesis de poliP, y (i) cataliza mayoritariamente la sintesis



de GTP a partir del polifosfato (actividad nucleésido bifosfato quinasa) a una tasa 75
veces mayor que la sintesis de poliP (51, 87) (Figura 2). Estas dos familias de enzimas
estan altamente conservadas, encontrandose ortdlogos en mas de 100 especies
procariontes, muchas de ellas patogenas. Curiosamente, aungue el poliP esta presente
en todas las células vivas, hay bacterias que presentan solo la enzima PPK1, solo la

PPK2, ambas o ninguna de ellas (102, 138).

La obtencion de mutantes de la enzima PPK1 en numercsas bacterias ha permitido
vislumbrar otros roles de esta macromolécula, distintos al de fuente energética o al
simple almacenaje de fosfato.

PPK1

PoliP,, + NTP .5 PoliP, + NDP

NDP: ATP > GTP > UTP > CTP

PPK2

PoliP, NDP — PoliP,; + NTP
+ (-_ 1 1

NDP: GDP > ADP

Figura 2. Ecuaciones de las actividades de las enzimas PPK1 y PPK2.

Se ha descrito que el poliP puede inhibir la degradacién del ARN, participar en la
estructuracion de canales de membrana y contribuir a la resistencia frente al estrés
generado por calor, agentes oxidantes, cambios osméticos, acidez, antibidticos y la
radiacion, entre otros (36, 56, 64, 100-102). Especificamente en P. aeruginosa, los
mutantes del gen ppk? presentan defectos tanto estructurales como funcionales
incluyendo la compactacion del nucleoide, la distorsién de la envoltura celular y un
déficit en la produccion de los exopolimeros, haciéndola por tantc susceptible a la

accién de antibiéticos y la desecacidén (36). Ademas, los mutantes ppk? en P.



aeruginosa estan afectados en los distintos tipos de motilidad (103), y aunque poseen
flagelo y pili aparentemente normales, estos no son funcionales para la motilidad y
tampoco para la adhesion al sustrato, lo que constituye el primer paso en la formacion
de las biopeliculas. Por otro lado, se han visto alteraciones en la comunicacion celular
del tipo “quorum sensing” ya que producen bajas cantidades de moléculas
autoinductoras. Como resultado, estos mutantes son deficientes en la formacion de
una biopelicula con estructura normal tridimensional, en la produccion de diversos
factores de virulencia y en el desarrollo de una infeccion en modelo de ratén quemado,
donde su letalidad se ve disminuida (105). Adicionalmente, otros estudios en distintas
bacterias patdgenas también muestran defectos en el crecimiento y produccion de
factores de virulencia cuando se muta el gen ppki. Por ejemplo, mutantes de
Salmonellay Shiegella muestran deficiencias en la invasion de células epiteliales (56),
mutantes de Neisseria meningitidis son mas propensos a ser eliminados por el suero
humano (124) y mutantes de Campylobacter jejuni son defectuosos en la colonizacion

de pollos y sobrevivencia en el intestino humano (55).

La enzima PPK1 ha sido ampliamente estudiada en muchos modelos bacterianos,
y en comparacién poco se conoce con respecto a la PPK2. Sin embargo, se han
realizado estudios que asocian la actividad de PPK2 con procesos propios de la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano, ya que es en esta etapa cuando su actividad
aumenta mas de 100 veces. Aqui el GTP es utilizado en la sintesis del alginato (entre
otras funciones), exopolisacarido esencial para la virulencia de P. aeruginosa (51, 106).
Por otro lado, se ha demostrado para Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
smegmatis que la PPK2 cumple un importante rol en la supervivencia al estrés por

acidez, hipoxia y calor (120, 121).



Todo esto convierte al metabolismo de los polifosfatos en un blanco deseable para
la construccién de nuevos antibiéticos que, en vez de crear una presion selectiva para
el desarrollo de mecanismos de resistencia al buscar la muerte del microorganismo,
busquen disminuir o eliminar la produccion de factores de virulencia que generen dafo

y evadan las defensas del hospedero.

Debido a que alteraciones en el metabolismo de los polifosfatos generan multiples
efectos estructurales y funcionales, la relacién entre el genotipo y los fenotipos
observados puede dilucidarse mediante la aproximacion de Biologia de Sistemas, en la
cual se utilizan técnicas de rastreo masivo en distintas escalas, como la protedmica

cuantitativa y los microarreglos fenotipicos.

1.3. El pez cebra como modelo de infeccion bacteriana

El pez cebra (Danio rerio) es un pequefio pez teledsteo de agua dulce que ha sido
ampliamente utilizado como modelo de estudio en biologia del desarrollo por mas de
100 afios, aunque estos extensos estudios han ayudado a dilucidar problematicas de
otras areas debido a su similitud con modelos mamiferos. Algunas de las numerosas
ventajas que popularizaron al pez cebra como modelo animal no mamifero es su facil
crianza y mantencion en el laboratorio, su tiempo generacional relativamente corto y su
numerosa progenie, lo que facilita estudios a gran escala (una hembra puede poner
hasta 200 huevos por semana); tanto la fertilizacion como el desarrollo son externos, y

los embriones son transparentes lo que permite manipularlos con facilidad.

El pez cebra es también un excelente modelo para realizar genética directa, su
genoma actualmente esta siendo secuenciado y los mutantes son relativamente

simples de obtener y rastrear. Para estudios genéticos se han desarrollado mutantes



de insercion, transgénicos y morfantes entre otros. Todo esto ha permitido el desarrollo
de la investigacion biomédica, ademas de estudios de comportamiento, neurobiologia,
toxicologia, farmacologia e inmunologia, basandose en su utilizacion como modelo de
enfermedades humanas (119). Una caracteristica importante de este pez es que
presenta tanto inmunidad innata como adaptativa, las que se asemejan a las
observadas en mamiferos. La primera respuesta inmune en aparecer es la innata, la
cual es observable en etapas tempranas del desarrollo embrionario, sin embargo el
completo desarrollo de la respuesta inmune adaptativa se alcanza entre las 4 y 6
semanas post fertilizacién, lo que permite el estudio de ambos sistemas por separado
(77). Esto ha llevado al uso del pez cebra como modelo de infeccion de numerosos
patégenos, incluidos los humanos, siendo especialmente (til para el estudio de
patégenos oportunistas en etapas tempranas del desarrollo larval, donde sélo se

encuentra presente la respuesta inmune innata.

Para los estudios de infeccion en larvas de pez cebra con distintos patogenos, y
especialmente con P. aeruginosa se han desarrollado métodos invasivos en los cuales
se inyecta una alta carga bacteriana directamente al torrente sanguineo, ya sea por la
vena caudal (11, 127), el valle circulatorio de vitelo (16, 96), o intraperitonealmente
(49), dependiendo de la bacteria utilizada. Ademas de la alta mortalidad que genera
este procedimiento, es poco Util para estudios masivos donde se busque probar
distintas condiciones, por lo que es deseable el uso de técnicas menos complicadas
como la inmersién estatica (coincubacion con bacterias). Se ha reportado el uso de
esta técnica de forma eficiente para estudios de infeccidon y enfermedad con
microorganismos patégenos de peces, como las bacterias Edwardsiella tarda (128),
Flavobacterium columnare (20) y Mycobacterium marinum (22), y algunos virus como

el rhabdovirus de septicemia hemorragica (VHSV) (31, 88). En este Uitmo se



comprob6 que sélo la incubacién con alta carga viral (alrededor de 10° virus/mL) y a
baja temperatura (14-16T), condiciones que podrian extrapolarse para la infeccién con
otro tipo de bacterias. A nuestro conocimiento, sélo se ha intentado la inmersion
estatica como método de infeccion en el género Pseudomonas en estudios de la
microbiota intestinal en peces gnotobidticos (6). Sin embargo, esto sienta un
precedente para el uso de esta técnica en el estudio de la virulencia o de la

enfermedad generada por otras bacterias de este género.

Ademas de E. coli, el organismo modelo P. aeruginosa PAO1 es el que concentra
el mayor nimero de estudios en el metabolismo de los polifosfatos, es de facil
mantencién y crecimiento en el laboratorio, y presenta su genoma secuenciado y
disponible. Ademas, poseemos mutantes por transposicion de los genes ppk1 y ppk2
(Jacobs y col., 2003). Por estas razones, sumado a la falta de conocimientos acerca de
los efectos globales de las mutaciones en los genes involucrados en la sintesis de
poliP y en especial el gen ppk2, nos hemos propuesto hacer estudios comparativos del

proteoma y de los fenotipos asociados a la carencia de polifosfato en los mutantes

PPk1y ppK2.

1.3. Hipétesis

Las mutaciones en los genes de la sintesis de los poliP (ppki1 v ppk2) en
Pseudomonas aeruginosa PAO1 generan efectos similares observables a nivel

protedmico, fenotipico y de virulencia.
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1.4. Objetivo general

Realizar estudios comparativos a nivel protedmico, fenotipico y de la virulencia de

la bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1, comparando la cepa silvestre con los

mutantes de las enzimas PPK1 y PPK2,

1.5.

1.

Objetivos especificos

Evaluar las diferencias fenotipicas observables entre las cepas mutantes ppk1y
ppk2 con la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1, enfocandose en los

fenotipos relacionados con factores de virulencia.

Realizar analisis comparativos cuantitativos de los fenotipos de las cepas
silvestres y mutantes mediante microarreglos fenotipicos (Phenotype

MicroArrays ™).

Realizar analisis comparativos de los proteomas totales de las cepas silvestre,
mutante del gen ppk1 y del gen ppk2 mediante protedmica cuantitativa usando

marcaje con ICPL (marcaje isotopico diferencial de proteinas).

Analizar mediante algoritmos bioinformaticos los resultados obtenidos de los

microarreglos fenotipicos y del proteoma.

Determinar las diferencias en la virulencia de las distintas cepas en un modelo

de infeccién animal con el pez cebra (Danio rerio).

11



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas

Las cepas mutantes de P. aeruginosa PAO1 se obtuvieron de la libreria de
mutantes por transposicién de Jacobs y cols. (52). Estas cepas y las demas utilizadas
en este estudio se muestran en la tabla a continuacion.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Bacteria = Descripcion ~ Referencia

Pseudomonas aeruginosa

L PAOH deilen Cepa silvestre ; (52)
Mutante ppk1. Cepa derivada de PAC1 con un
PW9826 cassette de resistencia a tetraciclina insertado (52)

en el gen ppki (PA5242); Mini-Tn5-Tet'
Mutante ppk2. Cepa derivada de PAO1 con un

PW1235 cassette de resistencia a tetraciclina insertado (52)
en el gen ppk2 (PA0141); Mini-Tn5-Tet'

Escherichia coli

F ¢80d/lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAtl
DH5a endA1 hsdR17(ri 'm.’) phoA supE44 N thi-1 (45)
gyrA96 relA1

Agrobacterium tumefaciens

; = Derivado de NT1 (AtraR) con una delecion :
NTL4 (pLZR4) interna del locus tefC58, AtefC58, Tc®. Fusion (73)
. de traG con facZ en el plasmido.

2.2. Medios de cultivo

Las bacterias se crecieron rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB, 10 g/L de
triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl a pH 7) suplementado con
50 ug/mL de tretaciclina para las cepas mutantes ppk? y ppk2. El medio LB sblido se
prepar6 en placas Petri con medio LB y agar al 1,5 %, y se suplementaron con

antibidticos cuando fue necesario.
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Las bacterias utilizadas para los experimentos de protedmica cuantitativa, los
ensayos de infeccion en pez cebra y la correspondiente medicién de sideréforos,
fueron crecidas en medio NGM (Nematode Growth Media, 2,5 g/L de Peptona, 3 g/L de
NaCl, 1 mM MgS04, 1 mM CaCl,, 5 pg/mL de colesterol, agar al 1,7% y tampon K-Ph
equivalente a 25 mM de fosfato a pH 6), que se modificé sacandole el colesterol,
disolviendo los componentes en agua nanopura y, cuando fue necesario,
suplementandolo con glicerol al 1%. Este medio también fue utilizado como caldo sin
agregarle el agar. En los casos donde se requiri6 cultivar a las bacterias en carencia de
fosfato no se agregd el tampoén K-Ph, y el pH del medio se ajustd con HCI. Esta
condicién se llamo bajo fosfato (|Pi) y el medio con K-Ph, alto fosfato (1Pi}). Para la
evaluacion del crecimiento bacteriano y la produccion de siderdforos, ademas de la
extraccién de acil-homoserina lactonas, las bacterias se crecieron en este mismo
medio suplementado con glicerol al 1%.

Los ensayos de identificacion de acil-homoserina lactonas se realizaron con el
biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4. Esta cepa fue crecida en placas o cultivos
liquidos, con medio LB o AB minimo (K:HPO, 3 g/L; NaH,PO, 1 g/L; NH.CI 1 g/L;
MgS0.,-7H:0 0,3 g/L; KCI 0,15 g/L; CaCl, 0,01 g/L; FeSO,7H,0 2,6 mg/L; glucosa

0,5%), suplementado con 25 ug/mL de gentamicina.

2.3. Curvas de crecimiento

Las bacterias se crecieron en matraces Erlenmeyer de 1 litro con 200 mL de medio
NGM +glicerol 1% 1Piy |Pi. Los indculos se hicieron a partir de cultivos de noche con
antibiéticos, los que fueron lavados 3 veces con el medio en el cual se iban a incubar
luego de centrifugar las células a 8.000 g por 5 min. Se agregé la cantidad necesaria

de estas células lavadas de forma que el matraz quedara con una densidad éptica a
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600 nm (DOswo) de 0,05. Los cultivos en triplicado se incubaron a 37C y 175 rpm.
Cada una hora se tomaron alicuotas de cada cultivo y se les midi6 la DOgg €n un

espectrofotdbmetro.

2.4. Medicién de sideréforos y piocianina
2.4.1. Ensayos de difusién en agar CAS para sideréforos

La medicion de sideroforos totales se realizd segun el método modificado para
fluidos biologicos de S. H. Shin y cols. (112), el cual se basa en la capacidad del cromo
azurol S (CAS) de quelar hierro, cambiando su color de naranja a azul. Brevemente,
60,5 mg de CAS se disolvieron en 50 mL de agua nanopura y se mezclaron con 10 mL
de una solucién con 1 mM FeCl-6H,0 y 10 mM HCI. A esta mezcla se agregaron 40
mL de agua con 72,9 mg de HDTMA y se autoclavo. Paralelamente se preparé una
solucion con 15 g de agar y 30,24 g de PIPES en 800 mL de agua nanopura y se
ajusto el pH a 6,8. Luego de autoclavar se mezcld con la solucion anterior. Se vertieron
25 mL en placas Petri, y una vez gelificadas se les hacen agujeros de 5 mm de
diametro con un perforador.

Para hacer la curva de calibracion se utilizé Desferal (mesilato de deferoxamina),
un siderdforo comercial derivado de Streptomyces pilosus, el cual fue diluido a distintas
concentraciones en agua, NGM 1Pi y |Pi, y NGM +glicerol 1% 1Piy |Pi (Figura 3). Se
pusieron 50 pL de soluciones en distintos medios (agua, NGM 1Pi y |Pi, NGM +glicerol
1% 1Pi y |Pi) de diluciones seriadas 1:2 a partir de una solucion 5 mM. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente entre 2 y 5 dias, luego de lo cual se midi6 el

diametro del halo y se estandarizé por la DOgco.
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B Curva de calibracion de Desferal
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Figura 3. Curva de calibracién de mesilato de deferoxamina (desferal) en placas CAS. (A)
Ensayo de difusién en placas CAS para distintas concentraciones de desferal (de izquierda a
derecha, diluciones seriadas 1/2 desde 5 mM a 0,039 mM), diluido en medio NGM1Pi (arriba) y
NGM|Pi (abajo). (B) Curva de calibracion de desferal en placas CAS diluido en distintos
medios. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes * error estandar.

Las curvas de desferal en los distintos medios difieren ligera pero
significativamente (P< 0,0001), por lo que se utilizaron las ecuaciones de las rectas de
forma especifica para cada medio.

Los ensayos de medicion de siderdforos en fluidos se realizaron con 50 uL de los
sobrenadantes de cultivos de las cepas de P. aeruginosa PAQO1 incubadas en medio

NGM +glicerol 1% con 1Piy |Pi, por 3, 6y 10 horas a 37C y 175 rpm.

2.4.2. Medicién espectrofotométrica

Debido a las diferencias en los protocolos de medicion de la absorbancia de los

distintos siderdforos de P. aeruginosa PAO1 encontrados, se realizaron barridos de
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longitudes de onda entre 200 nm y 500 nm de soluciones puras de piocianina y
pioverdina (Sigma-Aldrich) en distintos medios (agua, NGM1Pi y |Pi, NGM +glicerol 1%
tPi y |Pi), para determinar la longitud de onda a la que se observa un mayor pico de
absorbancia. Para este ensayo sblo se considerd a la pioverdina dentro de los
sideroforos, y la piocianina ya que existen en forma comercial y por tanto pueden
ocuparse como referencia.

En los espectros se observé un maximo de absorbancia a los 311 nm para la
piocianina en todos los medios probados (Figura 4A-E), mientras que en la pioverdina
se observaron distintos picos de absorbancia segln que esté disuelta en agua (379
nm, Figura 4F) o en los medios de cultivo, y difiere ademas entre los medios con alto
fosfato (386 nm) o bajo fosfato (383 nm). Esta Ultima variacién es tan sélo de 3 nm,
pero es consistente tanto para los medios suplementados con glicerol, como para los
no suplementados (Figura 4G-J). Por esta razon, las mediciones se realizaron
utilizando la longitud de onda especifica para cada medio de cultivo donde se crecieron
las bacterias.

Con los compuestos puros se realizaron curvas de calibracidon, midiendo la
absorbancia de las soluciones estandar a la longitud de onda asociada a cada medio
(Figura 5). Las pendientes de las curvas en los distintos medios son muy distintas para
el caso de la piocianina (P<0,0001), y levemente distintas para la pioverdina (P=0,053)
por lo que se utilizaron las ecuaciones de forma especifica para el medio en el cual se
realizd el cultivo y por tanto la medicién de absorbancia. Estas curvas se utilizaron para
la cuantificacion de los pigmentos toxicos en los cultivos de las distintas cepas de P.

aeruginosa.
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Figura 4. Espectros de absorcién de la piocianina y pioverdina en los distintos medios.
(A-E) Barrido espectrofotométrico entre 200nm y 500nm para soluciones de piocianina a una
concentracion de 12,5 pg/mL. (F-J) Barrido espectrofotométrico para soluciones de pioverdina a
100 pg/mL entre 300nm y 500nm (F) y a 90 pg/mL entre 200nm y 500nm (G-J). Los sideroforos
se disolvieron en agua destilada (A y F), medio NGM1Pi (B y G), medio NGM|Pi (C y H), medio
NGM+glicerol 1% tPi (D y 1), y medio NGM+glicerol 1% |Pi (E y J). Las flechas indican los picos
de maxima absorbancia junto con la longitud de onda correspondiente.
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Figura 5. Curvas de calibracion de la pioverdina y la piocianina en los distintos medios.
Se midie la absorbancia de soluciones con distinta concentracién de piocianina (arriba) y
pioverdina (abajo) en los medios NGM con 1Pi y |Pi, y NGM +glicerol 1% con 1Pi y |Pi. La
piociania se midié a 311 nm en todos los medios, y la pioverdina a 386 nm en medios con alto
fosfato, y a 383 nm en medios con bajo fosfato.

Para evaluar directamente la produccion de pioverdina y piocianina en medios sin
metales, se tomaron alicuotas de cultivos de las distintas cepas de P. aeruginosa a las
3, 6 y 10 horas de incubacion en medio NGM +glicerol 1% en 1Pi y |Pi, incubados a
37C y 175 rpm. Se separd el sobrenadante de las células evitando cambiar la
conformacion de los compuestos y se midié directamente la absorbancia a las
longitudes de onda asociadas a ellos. Esto también se realizd para los cultivos
destinados a la incubacion con los peces, l0s que se crecieron en medios NGM con 1Pi

y | Pi. Todas las mediciones se estandarizaron por la DOgq de l0s cultivos.
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2.5. Deteccion de acil-homoserina lactonas (AHLs) en cultivos liquidos de P.
aeruginosa

Con el fin de comparar la produccion de AHLs entre las cepas mutantes de los
genes ppk1 y ppk2 y la silvestre, se crecieron todas las cepas en medio NGM
+glicerol1% con 1Pi y |Pi en matraces Erlenmeyer de 1 L con 310 mL de cultivos
ajustados a una DOge=0,05, y se incubaron a 37T y 175 rpm. Se tomaron alicuotas
de 100 mL de cada cultivo a las 3, 6 y 10 horas de incubacion para la extraccion de
AHLs, y en cada tiempo se midi6 la DOsq ¥ la produccion de pioverdina y piocianina.

2.5.1. Extraccién organica de AHLs

La extraccién organica de AHLs de los cultivos se realizé segun los métodos
descritos anteriormente (34, 82), pero con algunas modificaciones para la extraccion en
cultivos no estacionarios de P. aeruginosa. Brevemente, se centrifugaron 100 mL de
cultivo bacteriano a 3.300 g por 30 minutos para remover las bacterias y se extrajeron
las AHLs del sobrenadante 3 veces con 0,5 volumenes de diclorometano. Los extractos
en diclorometano se secaron con sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y secaron
por rotaevaporacién a 50C. Los residuos se disolvieron en acetato de etilo y se
concentraron de forma que los extractos de los cultivos con menor densidad Optica se
disolvieron en 500 uL y los demas se ajustaron en relacion a su DOgqo. Estas muestras
se guardaron a -20T hasta su separacion cromatogra fica.

2.5.2. Separacién de los extractos organicos por cromatografia en capa fina

Los extractos se separaron en placas cromatograficas con una matriz Cqg de fase
reversa (Merck) segun lo descrito anteriormente (8, 110). En cada placa se pusieron
estandares de distinto largo de cadena de 3-acil-homoserina lactonas y 3-oxo-acil-
homoserina lactonas y 10 uL de cada muestra, y se corrieron 3 veces en metanol al

80% como fase movil.
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2.5.3. Ensayo de biosensor para la deteccion de AHLs

Una vez corridas y secas las placas de cromatografia en capa fina (CCF) se
revelaron con el biosensor de AHLs A. tumefaciens NTL4 (pZLR4), el cual carece del
gen traR y presenta una fusion de los genes /acZ con traG en trans (34, 73, 110).

Para realizar el ensayo de biosensor se utilizd como inéculo un cultivo de noche en
LB con gentamicina, diluyéndolo 100 veces en medio AB minimo. El cultivo se incubd a
28-30T por 8 horas con agitacion, luego de lo cual se mezcld el cultivo con igual
volumen de agar al 1%, se agrego X-gal (80 pg/mL) y se vertio de forma pareja sobre

la CCF. Luego, se incubd protegido de la luz a 28-30T por 48 horas.

2.6. Microarreglos fenotipicos

Las cepas mutantes y silvestre de P. aeruginosa PAC1 crecidas en LB-agar fueron
enviadas a Biolog® (EE.UU.) para el analisis. La metodologia patentada consiste en
crecer las bacterias en medios especificos distribuidos en placas de 96 pocillos, donde
cada pocillo corresponde a un ensayo fenotipico. Los ensayos se realizaron con
fuentes determinadas de carbono, nitrégeno, fésforo, azufre, péptidos, osmolitos y pH
(pruebas metabdlicas), y medios con distintos compuestos quimicos para evaluar la
sensibilidad de las cepas. A estos medios se les agreg6 un compuesto llamado violeta
de tetrazolio, el cual es un indicador de la respiracién celular incoloro en su forma
oxidada, y cambia de color a violeta al ser reducido por el NADH generado durante la
respiracion celular. Este cambio en el color en el medio es cuantificado en el tiempo
con el equipo OmniLog™, lo que permite comparar el crecimiento de las cepas

mutantes con la cepa control (silvestre)(10).
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2.6.1. Anélisis de los datos

Los datos crudos de la respiracion celular cuantificados mediante el cambio
colorimétrico del violeta de tetrazolio, fueron normalizados por los valores de la cepa
silvestre de forma que los valores mayores a 1 se consideraron como ganancias
fenotipicas (el mutante creci® mas que el control), y los valores menores a 1 como
pérdidas fenotipicas (el mutante crecid6 menos que el control). Adicionalmente, se
calcul6é el negativo del inverso multiplicativo de los valores menores a 1, para asi
obtener un valor que indique de mejor forma cuantas veces disminuyd el crecimiento
de la cepa mutante en relacion al control. Sélo se consideraron como significativos los
valores mayores a 1,5 y menores a -1,5, es decir un aumento o una disminucion en el
crecimiento de un 50%. Con estos datos se realizaron analisis de agrupamiento con el

programa Multiexperiment Viewer (MeV version 4.6).

2.7. Comparacion de los proteomas totales de las cepas de P. aeruginosa en
distinta disponibilidad de fosfato

Para comparar los cambios en la expresion de proteinas en la cepa silvestre de P.
aeruginosa al enfrentarse a una carencia de fosfato, y en los mutantes de la sintesis de
polifosfatos en la misma condicion, se utilizd la técnica de marcaje isotdpico de
proteinas para analizar los proteomas totales de las cepas en las condiciones
mencionadas.

2.7.1. Preparacion de los extractos totales de proteinas

Las cepas fueron crecidas en medio NGM suplementado con 20 mM de fosfato
inorganico para la condicion de exceso de Pi, y sin fosfato para la carencia de Pi. Se
realizaron cultivos en triplicado en matraces de 500 mL con 100 mL de medio,

inoculados a partir de un precultivo de noche en LB previamente lavado 3 veces con
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medio NGM. Las réplicas se juntaron y se centrifugaron por medio hora a 3.300 g a
temperatura ambiente. Se descartaron los sobrenadantes y los precipitados celulares
se resuspendieron en 2 mL de la solucién tampén de sonicacién (Tris-HCI 50 mM).
Estos se traspasaron a tubos de 1,5 mL y se lavaron con la solucion tampon 3 veces
luego de centrifugar a 13.200 rpm a 4T por 5 minut os. El precipitado se resuspendid
en 0,8 mL de tampo6n de sonicacion con inhibidor de proteasas (9 uL de PMSF 1 mM) y
10 pL de RNasa (10 mg/mL), y se lisaron las células mediante sonicacion en hielo con
4 ciclos de 30 segundos con intervalos de detencion del mismo tiempo, hasta que se
elimind la turbidez. Posteriormente, se agregaron 10 uL de DNasa (10 mg/mL) y se
incubd en hielo por 10 minutos. La concentracion de proteinas de la suspensién se
midié por UV con un Nanofotémetro (con la celda LaberlGuard™ Microliter, Protein-UV
Mode, NanoPhotometer™ IMPLEN, Versién 2.1,). Luego, se precipitaron 800 ug de
proteinas del extracto libre de células con el sistema Ready-Prep 2D Cleanup (Bio-
Rad®, USA). Los precipitados secos de proteinas fueron guardados a -20T y se
enviaron al Centro Nacional de Biotecnologia de Madrid (Espafa) para su posterior
analisis.
2.7.2. Analisis del proteoma total mediante marcaje isotépico

El analisis de los proteomas fue realizado en la Unidad de Proteémica del Centro
Nacional de Biotecnologia de Madrid, Espafia. La técnica de proteémica cuantitativa
desarrollada por este centro es el marcaje isotopico de proteinas (Isotope-Coded
protein Labeling, ICPL) (90), la cual se basa en el marcaje diferencial de las muestras
con el reactivo de ICPL (una muestra con el isdtopo liviano y la otra con el pesado).

Las comparaciones realizadas en este estudio fueron: PAO1 silvestre en NGM | Pi
vs. silvestre en 1Pi, mutante ppk? en NGM | Pi vs. silvestre en |Pi, y mutante ppk2 en

NGM |Pi vs. silvestre en |Pi.
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Para el ensayo, 100 ug de cada muestra fueron resuspendidos en una solucién
con urea 8 M y bicarbonato de amonio 25 mM, luego reducidos con reactivo de Cleland
(DTT) y alquilados con iodoacetamida. La mezcla fue sometida a una electroforesis
monodimensional en condiciones denaturantes (SDS-PAGE), y las bandas obtenidas
se cortaron y se digirieron con tripsina a una razén de 20:1 incubandola toda la noche a
37T. La digestion fue secada y luego de remover la urea se marcaron los péptidos con
el isétopo liviano (silvestre en NGM |Pi) y el pesado (silvestre en NGM 1Pi y mutantes
ppk1 'y ppk2 en NGM |Pi), y se mezclaron en proporciones iguales. Los péptidos
obtenidos se identificaron por cromatografia liquida acoplada a ionizacién electrénica
en forma de “spray” y cuantificados mediante espectrometria de masas en tandem (LC
ESI-MS/MS). Los datos de las fracciones individuales fueron procesados mediante el
programa DataAnalysis 3.4 (Broker Daltonics, Bremen, Alemania), y se fijé en un 5% la
tasa de falsos descubrimientos (False Discovery Rate, FDR) a nivel péptidico. Para la
identificacion de las proteinas, el espectro MS/MS (como archivos genéricos de
Mascot) fue cotejado con la base de datos de P. aeruginosa (http://www.uniprot.org).
Se consideraron s6lo aquellas proteinas cuantificadas con al menos dos péptidos y los
datos se expresaron en Log. para visualizar mejor la variacién de cada proteina con
respecto a la situacion control. Por dltimo, se consideré como significativa la variacion
de una proteina cuando su tasa de cambio, expresada en Logs, fuera superior a +0,6 0
inferior a -0,6 (90).

2.7.3. Analisis de los datos de proteémica
Los cambios significativos encontrados fueron clasificados funcionalmente segin la

basa de datos PseudoCAP de la pagina www.pseudomonas.com (133) y agrupados

por categoria funcional segln el cédigo COG de cada proteina para P. aeruginosa

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/grace/cogenome.cgi?g=287), en funcidén molecular,
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proceso  biologico y componente celular segun ‘GO Term Finder”

(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cai), agregando la categoria de factor

de virulencia utilizando la base de datos de “Virulence Factors of Pathogenic Bacteria”

(http://www.magc.ac.cn/VFEs/).

2.8. Evaluacién de la patogenicidad de las distintas cepas bacterianas en el
pez modelo Danio rerio

Con el fin de evaluar y comparar la virulencia de las cepas se desarrollé un método
de infeccion no invasivo en el pez cebra (D. rerio), utilizando larvas de peces silvestres
de la linea Tab5 que tiene el genoma secuenciado. Luego de la fecundacion, los
embriones se incubaron a 28 en medio embrionarioc E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM KCI,
0,33 mM CaCl,, 0,33 mM MgSQ,, pH 7) hasta las 72 horas post fecundacion (hpf).

2.8.1. Método de infeccidn por bacterias en el pez cebra

El método de infeccion no invasivo desarrollado para el pez cebra consiste en
incubar directamente los peces en una suspension bacteriana de alta densidad optica.
Para esto, los peces de 72 hpf se lavaron 3 veces con medio E3 estéril y se incubaron
a 18-22<T por lo menos una hora antes de agregarle las bacterias.

Para este ensayo se utilizaron las cepas de P. aeruginosa PAO1 silvestre, los
mutantes ppk? y ppk2, y E. coli DH5a a modo de control. De cada cepa se hicieron
cultivos de noche en medio LB con tetraciclina 50 uM para los mutantes ppk7 y ppkZ.
Los precultivos se lavaron 3 veces con medio NGM fresco suplementado con fosfato y
sin fosfato seg(n corresponda. Luego, 500 pL de cada uno se utilizaron como inoculo
para 50 mL de cultivos NGM con y sin fosfato, los que fueron crecidos por 18 horas a
37C y 170 rpm. Se centrifugaron 40 mL de cada cultivo por 30 min a 15000 rpm y el

precipitado celular se resuspendi6 en medio E3 estéril, luego se midi6 la DO
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ajustandose posteriormente a 1,4. Se tomaron alicuotas de cada suspensién para
luego calcular el titulo en LB agar sin antibitticos.

La incubacién con bacterias se realizo en placas plasticas de 6 pocillos, los cuales
contenian 10 larvas cada uno en 3 mL de E3 estéril. A cada pocillo se le agregaron
3 mL de las suspensiones bacterianas con DOgg = 1,4, quedando una DOgy, final de
0,7 correspondientes a alrededor de 5x10% unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL), o de E3 en caso del control, y se incubaron a 18-22T. Los
experimentos se realizaron en 6 réplicas biologicas en semanas diferentes.

2.8.2. Monitoreo de la infeccién y curvas de sobrevivencia

Los peces se inspeccionaron visualmente cada una hora para contabilizar los
eventos de muerte, definidos como el cese total del movimiento cardiaco, y cualquier
cambio en el comportamiento o fisiologia normal de las larvas. Los cambios
caracteristicos fueron registrados con fotografias tomadas con una lupa Olympus y un
aumento de 1,6X, luego de varios de lavados en E3.

Con estas observaciones se cred una escala de infeccion, basada en estudios de
infecciones virales en larvas de pez cebra (72), donde se clasifica la salud de las larvas
basandose en signos macroscopicos de la infeccion que siguen un patron predecible,
partiendo de larvas normales (estado 3) que pierden capacidad de nado (estado 2), la
reaccién refleja al tacto, cambios en el flujo sanguineo o frecuencia cardiaca (estado
1), hasta la muerte (estado 0). Luego de registrar el nimero de larvas muertas
incubadas por 28 horas para cada cepa bacteriana, se realizaron curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier donde los eventos de muerte se visualizan en una
funcién escalonada. Estas curvas fueron realizadas con el programa GraphPad Prism

version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA).
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3. RESULTADOS

Debido a la gran variabilidad fenotipica encontrada en aislados de P. aeruginosa
(47, 58), se estudiaron las caracteristicas macroscopicas de la cepa silvestre y los

mutantes ppk? y ppk2 mediante ensayos fenatipicos.

3.1. Seleccion de las condiciones de crecimiento

Con el fin de observar fenotipos relacionados con factores de virulencia, se
utilizaron medios de cultivo en los cuales puede modificarse facilmente la cantidad de
fosfato. Estudios realizados por el grupo de Alverdy y cols. (71, 137) determinaron que
la carencia de fosfato genera un aumento en la virulencia de P. aeruginosa en el
nematodo Caenorhabditis elegans y ratones sometidos a cirugia, lo que se traduce en
sepsis intestinal y muerte. En ambos modelos animales, la muerte es producida por un
fenotipo hipervirulento de P. aeruginosa provocado por la baja cantidad de fosfato
disponible, y se relaciona con un aumento en la produccion de factores de virulencia
como la lectina PA-l, sider6foros como la pioverdina y el pigmento toxico piocianina.
Por estas razones, decidimos utilizar el medio de cultive descrito para el crecimiento de
P. aeruginosa en los ensayos con C. efegans, llamado medio NGM (Nematode Growth
Media). A diferencia de los medios de crecimiento convencionales como el LB, el
medio NGM puede ser faciimente adaptade a una condicion de exceso de fosfato
(agregando un tampédn K-Ph que contiene 25 mM de fosfato inorganico), y una de
carencia de fosfato (sin el tampén K-Ph) donde la dnica fuente de fosfato es organica y
proviene de la peptona (Bacto peptona, Difco®) que se agrega al medio como fuente
de carbono. Este medio ademas se utilizd como caldo sin agregarle el agar, y en los

casos en que se requirid un mayor crecimiento de las bacterias, se complementd con
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glicerol al 1%. Al crecer las distintas cepas de P. aeruginosa en estos medios se
observo la coloracion caracteristica de los pigmentos toxicos que la bacteria produce
en carencia de Pi, lo que no ocurrié en el medio LB. Por esta razon, todas las cepas
fueron crecidas en este medio con alto fosfato (NGM 1Pi) y con bajo fosfato (NGM | Pi)

para evaluar sus caracteristicas fenotipicas.

3.2, Caracterizacion fenotipica de los mutantes de la sintesis de polifosfatos

(ppk1y ppk2) en P. aeruginosa PAO1

3.2.1. Crecimiento bacteriano y morfologia macroscopica

Luego de crecer las distintas cepas en medio NGM con y sin fosfato por 18 horas,
se observo la aparicion de color en los cultivos con bajo fosfato, lo cual corresponde a
la produccion de pigmentos caracteristicos de P. aeruginosa. El color mas intenso
corresponde al mutante ppk2 con un verde azulado, mientras que el mutante ppk?
presenta un color celeste, muy distinto a la cepa silvestre que se ve de un amarillo
(Figura 6A-C). Esto también se observa en el medio sélido pero la coloracion es mas
tenue, sin embargo al iluminar las placas con luz ultra violeta se observa fluorescencia
debida a pigmentos en el mutante ppk2 y en la cepa silvestre en ambas condiciones
(Figura 6D y E).

Luego, para evaluar el crecimiento de las cepas en condiciones de alto y bajo
fosfato, se realizaron curvas de crecimiento en NGM suplementado con 1% de glicerol,
ya que el medio NGM solo es insuficiente para soportar el crecimiento bacteriano en

este tipo de experimentos.
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Figura 6. Cultivos liquidos (A, B y C) y sélidos (D y E) en medio NGM suplementado alto
fosfato (1Pi) y bajo fosfato (|Pi). Precultivos en medio LB de las cepas de P. aeruginosa
PAO1 silvestre (A), mutante ppk7 (B) y mutante ppk2 (C), se utilizaron como inoculo para el
crecimiento en ambos medios. En las figuras D y E se muestran las mismas placas bajo luz
normal y luz ultravioleta, respectivamente.

Para realizar las curvas se midieron las DOgy cada una hora (Figura 7). Tal como
se esperaba, todas las cepas presentaron un menor crecimiento en el medio con
carencia de fosfato lo que se traduce en una menor tasa de crecimiento y mayor
tiempo generacional en el medio carente de fosfato (Tabla 2), ademas de un menor
tiempo para llegar a la fase estacionaria que las mismas cepas en alto fosfato.

También se comprobé |a deficiencia en el crecimiento de la cepa mutante en el gen
ppk1 (64) que mostré un menor crecimiento en ambos medios al compararla con la
cepa silvestre. Interesantemente, la cepa mutante ppk2 no muestra tanta diferencia en
su crecimiento al compararla con la cepa silvestre. Esto se observa al comparar la tasa
de crecimiento de ambas cepas, la cual difiere un 4,5% en el medio con alto fosfato, y

un 2,2% en el medio con bajo fosfato (Tabla 2).
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Figura 7. Curva de crecimiento de las cepas en estudio en medio NGM +glicerol 1%, en
carencia y exceso de fosfato (1Pi y |Pi respectivamente). Las cepas de P. aeruginosa PAO1
se crecieron en medio NGM suplementado con glicerol al 1% como fuente de carbono, cony sin
fosfato inorganico disponible (1Piy |Pi), a 37 y 175 rpm, a partir de cultivos frescos de noche
en LB ajustados a una DQOsg = 0,05. Se siguid el crecimiento celular midiendo la DOy cada
una hora. Los experimentos se realizaron en triplicado y se muestra el promedio + error
estandar.

En estos ensayos se observo la aparicion de color entre las 4 y 5 horas de
incubacién en la condicién de bajo fosfato en las cepas silvestre y mutante ppk2, y
ademas este mutante presenté coloracion a partir de las 7 horas de incubacion en alto

fosfato.

Tabla 2. Tasa de crecimiento y tiempo generacional de las cepas mutantes y la silvestre.
Se muestra el promedio + error estandar de tres mediciones independientes entre las 2y 5
horas de incubacién. Las diferencias estadisticamente significativas entre los mutantes y la
cepa silvestre, encontradas mediante un ANOVA de dos vias y el post-test de Bonferroni, se
muestran con un asterisco, correspondientes a un P<0,05.

e crecimie
-
\( +0,017
PAO1 ppk1 0,686 + 0,037
PAO1 ppk2  0,741+0,04

1Pi: medio NGM +glicerol 1% con alto Pi
Pi: medio NGM -+glicerol 1% con bajo Pi

0,6 + 0,046 (*)
07090017
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3.2.2. Evaluacion de la produccion de sideréforos

Como una primera aproximacion, se buscd evaluar la producciéon de todos los
siderdforos sintetizados por P. aeruginosa. Para esto se utilizo el ensayo de difusion en
agar CAS para fluidos biologicos descrito por Shin y cols. (112), el cual se basa en la
capacidad de los sideréforos de quelar hierro del medio circundante. Con este se
realizaron curvas de calibracion y se midid la concentracion de sideroforos en
equivalentes de Desferal, normalizado por la DOgo (Materiales y Métodos, Figura 3).
El ensayo se realiz con el sobrenadante de cultivos de 3, 6 y 10 horas de incubacion,
en medios con alto y bajo Pi.

Mediante un ANOVA de dos vias para mediciones repetidas se determind que el
tiempo de incubacion afecta la producciéon de sideroforos (P=0,0003), y que la
produccion difiere entre las cepas (P<0,0001). Ademas, la interaccion entre las
variables tiempo de incubacién y cepa se considera muy significativa (P=0,0017), lo
que se relaciona con la observacion de que a mayor tiempo de incubacion aumenta la
cantidad de sideroforos totales.

De forma general se observo una mayor produccion de siderdforos en la condicion
de bajo Pi, la cual fue estadisticamente significativa para todas las cepas (cepa
silvestre P=0,0002, mutante ppk7 P=0,0463 y mutante ppk2 P=0,0112).

Por otro lado, se comparé la produccion de sideréforos de las cepas mutantes con
la cepa silvestre mediante un ANOVA de una via para cada tiempo de incubacion por
separado, tanto en alto como en bajo Pi (Figura 8), y se evalu6 a qué mutante
correspondia la mayor varianza (y por tanto difiere mas de la cepa silvestre) mediante
un post-test de comparaciones mdlltiples de Tukey. En alto Pi, ambos mutantes
presentaron una mayor produccion de siderdforos que la cepa silvestre a las 3 horas

de incubacién, y solo el mutante ppk2 a las 10 horas.
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Figura 8. Medicion de siderdforos totales en cultivos liquidos de las distintas cepas de P.
aeruginosa mediante el ensayo de difusién en placas CAS. Comparacion de la produccion
de sideréforos en las cepas mutantes ppk? y ppk2 y PAO1 silvestre, normalizado como
equivalentes de desferal/DOg. Los graficos muesiran mediciones a las 3, 6 y 10 horas de
incubacién de las distintas cepas en medio NGM -+glicerol 1% con alto Pi (barras sélidas) y con
bajo Pi (barras achuradas). Cada punto representa el promedio de cuatro ensayos * error
estandar. Los asteriscos indican |as diferencias estadisticamente significativas obtenidas a partir
de un ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, al comparar
las cepas mutantes con la silvestre para cada condicion de Pi en cada tiempo.

En bajo Pi no se encontraron diferencias significativas entre el mutante ppkt y el
silvestre en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, en esta condicion de
fosfato el mutante ppk2 mostré una mayor produccion de sideroforos a las 3, 6 y 10
horas de incubacion (P<0,0001, P<0,05 y P<0,05 respectivamente, Figura 8), siendo

superior a la cepa silvestre y al mutante ppk7.

3.2.3. Medicion espectrofotométrica de los factores de virulencia
pioverdina y piocianina
Debido a que el ensayo de deteccion en placas CAS responde a todos los
compuestos capaces de quelar hierro, fue necesario utilizar un método capaz de
distinguir entre los distintos sideroforos producidos por P. aeruginosa basandose en la

diferencia de coloracion de ellos para utilizar técnicas espectrofotométricas. Sin
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embargo, el (nico sideroforo disponible comercialmente es la pioverdina (Sigma
Aldrich®) por lo que sdlo se realizaron los ensayos para esta, ademas de la fenazina
pigmentada piocianina (Sigma Aldrich®). Como los medios de cultivo utilizados fueron
modificados de forma de minimizar los metales disueltos e impedir la oxidacion o
reduccion de los compuestos, se asumid que la pioverdina se encontraria disuelta en
su forma reducida la cual es de color verde, estado en el cual puede ser medida en el
espectro visible (3), y que la piocianina se encontraria en su forma oxidada (azul), ya
que la ausencia de sustratos oxidables impide su reduccion al producte incoloro
leucopiocianina (17). Para medir directamente la absorbancia de estos metabolitos en
el medio de cultivo seleccionado, sin realizar una extraccién organica previa como se
ha descrito para la identificacion de estos sideréforos (75, 122, 136), se hicieron
barridos espectrofotométricos de los dos estandares puros disueltos en los distintos
medios de cultivo que se utilizaron en este estudio (Materiales y métodos, Figura 4).

Posteriormente, se realizaron curvas de calibracion para ambos metabolitos en los
medios de cultivo descritos para determinar de forma cuantitativa la produccion de las
distintas cepas (Materiales y métodos, Figura 5).

La determinacion de la presencia de la pioverdina y la piocianina se realiz6 en las
mismas condiciones y con los mismos cultivos con los que se hizo el ensayo de
difusion en agar CAS. Luego de tomar alicuotas de los cultivos a las 3, 6 y 10 horas de
incubacién, se removieron las células y se midié la absorbancia de los sobrenadantes a
las longitudes de onda sefialadas para cada medio.

En concordancia con lo observado en los ensayos de difusién en agar CAS, la
produccién de pioverdina se incremento en la condicion de carencia de fosfato (Figura
9). Tanto en la cepa silvestre como en el mutante ppk2 se observé un aumento de

alrededor de dos veces de la produccion de pioverdina a partir de las 6 horas de

32



incubacién, siendo mayor la producciéon de pioverdina en el mutante ppk2 que en el
silvestre en bajo Pi a las 10 horas de incubacion (P<0,05). En el mutante ppk7 se
observé una disminucion de la produccidn de pioverdina a las 6 y 10 horas de
incubacion en comparacion con la cepa silvestre, tanto en el medio con alto Pi como en

bajo Pi (P<0,0001 para todos los casos, Figura 9).
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Figura 9. Medicion espectrofotométrica de piocianina y pioverdina en sobrenadantes de
cultivos de las cepas mutantes y silvestre de P. aeruginosa PAO1. Las cepas se crecieron
en medio NGM+glicerol 1% con alto fosfato (barras sélidas) y bajo fosfato (barras achuradas).
Las mediciones de absorbancia de los sobrenadantes a las 3, 6 y 10 horas de incubacién, se
transformaron a concentracion de piocianina (arriba) y de pioverdina (abajo) y se normalizaron
por la DOggo. Cada punto corresponde al promedio de cuatro mediciones  error estandar. Los
asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas encontradas a partir de un
ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, al comparar las
cepas mutantes con la silvestre para cada condicion de Pi en cada tiempo.
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Por otro lado, se observé que la produccion de piocianina en todas las cepas en
alto fosfato no difiere significativamente luego de las 6 horas de incubacion. En bajo
fosfato la produccién de piocianina fue mayor que en alto Pi en todas las cepas, pero
fueron las cepas mutantes las que tuvieron mayor cantidad de este compuesto, ya que
aumentaron su produccién entre 2 a 4 veces. Ademas, en esta condiciéon se
acrecentaron las diferencias con la cepa silvestre, ya que la produccion de los
mutantes fue significativamente mayor a las 6 y 10 horas de incubacion (P<0,001 para

el mutante ppk1y P<0,0001 para el mutante ppk2, Figura 9).

3.2.4. Comparacion de la produccién de moléculas autoinductoras de tipo

acil-homoserina lactonas en las distintas cepas de P. aeruginosa PAO1

Para evaluar la produccién de AHLs en distintas etapas del crecimiento bacteriano
y en relacion a la cantidad de fosfato disponible, se utilizé el ensayo de deteccion
dependiente del biosensor A. tumefaciens NTL4.

Inesperadamente, se observaron entre 4 y 7 sefiales (dependiendo de la condicion
y la cepa) correspondientes a lactonas de distinto largo de cadena, algunas de las
cuales tienen sefiales que se corresponden con los estandares de 3-oxo-C-HSL y de
otras lactonas sin sustitucion. Sin embargo, muchas sefnales no coinciden con los
estandares de largo de cadena utilizados y por lo tanto no se pueden identificar. De las
lactonas endégenas de P. aeruginosa es posible identificar en todos los extractos la
molécula 3-ox0-C12-HSL, sin embargo no se observa una sefial clara y separada que
pueda corresponder a la C4-HSL.

En la cepa silvestre se observo una cantidad e intensidad de las manchas similar a
las 6 y 10 horas de incubacién en ambas concentraciones de fosfato. A las 3 horas de

incubacion la mayor produccién de AHLs se observé en la condicion de exceso de
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fosfato, correspondiente a una mayor intensidad y area de las manchas, lo que no se
repite en las demas cepas. Contrariamente, en el mutante ppki1 se observaron
manchas de mayor intensidad y area en carencia de fosfato a las 3 horas de
incubacion, y en el mutante ppk2 las manchas son similares en ambas condiciones. En
esta Ultima cepa tampoco se observan diferencias en la produccion de lactonas en las
distintas fases de crecimiento evaluadas, encontrandose una alta produccion de estas

moléculas en todas las condiciones.
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Figura 10. Deteccion de MN-acil homoserina lactonas en sobrenadantes de cultivos de P.
aeruginosa PAO1 por cromatogrfia de capa fina. (A) Extractos de la cepa silvestre, (B) de la
cepa mutante ppk1 y (C) del mutante ppk2. Las muestras se obtuvieron por extraccion organica
de sobrenadantes de cultivos en medio NGM+glicerol 1% con y sin fosfato (1Piy |Piyalas 3, 6
y 10 horas de incubacion. Los extractos fueron revelados en placas cromatograficas de capa
fina C18 de fase reversa, corridas en una mezcla de metanol/agua (60:40 v/v), y reveladas con
el biosensor A. tumefaciens NTL4. El primer carril corresponde a los estandares de acil-HSL, el
segundo a los de 3-oxo-acil-HSL y los demas a las muestras. Los largos de la cadena acilo de
los estandares se muestran para cada compuesto.
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3.3. Ensayos fenotipicos a gran escala

Debido a que los cambios metabdlicos ocasionados por las mutaciones en la
sintesis de los polifosfatos generan efectos en varios de los fenotipos observados, es
posible que muchos otros fenotipos también se vean afectados producto de estas
mutaciones. Es por esto que se vuelven (tiles los ensayos a gran escala, como una
forma de rastreo masivo de nuevos posibles fenotipos asociados a la alteracion de la
sintesis de los poliP. Para esto se tomaron dos enfoques, uno celular mediante el uso

de microarreglos fenotipicos, y otro molecular utilizando proteémica cuantitativa.

3.3.1. Microarreglos fenotipicos de las cepas de P. aeruginosa PAO1

Los microarreglos fenotipicos permiten evaluar simultaneamente cerca de dos mil
fenotipos celulares, lo que en este caso fue utilizado para comparar el efecto de las
mutaciones en el metabolismo de sintesis de los polifosfatos en P. aeruginosa PAO1.
Para ello se comparé el crecimiento de las cepas mutantes con el control en distintas
fuentes de carbono, nitrégeno y fuentes peptidicas de nitrégeno, fésforo y azufre, en
distintas condiciones de osmolaridad y pH, y frente a distintos compuestos quimicos
comeo antibioticos.

Los resultados se muestran como el consenso de dos réplicas separadas de
graficos cinéticos del crecimiento bacteriano, donde se compara la curva de la cepa
silvestre (rojo) con el mutante (verde). Estos ensayos se distribuyen en placas de 96
pocillos las cuales se denominan placas PM y se les asigna un numero del uno al
veinte segun el compuesto a probar. Un ejemplo de esto se muestra para las placas de
utilizacién de fuentes de carbono para ambos mutantes (Figura 11). Los sustratos
donde hubo un mayor crecimiento de la cepa silvestre se muestran en rojo y

representan una pérdida fenotipica, y el mayor crecimiento de los mutantes en verde
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indica una ganancia fenotipica, la porcion donde se sobreponen las dos curvas se

muestra en amarillo. Los cambios significativos estan enmarcados en negro.
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Figura 11. Resultados cinéticos de la placa PM1 de fuentes de carbono de los
Microarreglos Fenotipicos de Biolog. Las ganancias fenctipicas de los mutantes se observan
en verde, las pérdidas en rojo y la superposicion de las curvas en amarillo. Los cambios
significativos entre las cepas se muestran con un cuadrado negro. (A) Comparacion entre el
mutante ppk1 v la cepa silvestre. (B) Comparacion entre el mutante ppk2y la cepa silvestre.

En una visién general de los resultados se observa que ambas cepas mutantes se
comportan de forma similar tanto en la utilizacién de nutrientes (PM1-10) como en la
sensibilidad a compuestos quimicos (PM11-20), observandose una mayor cantidad de
pérdidas fenotipicas que ganancias (Figura 12). Al hacer una comparacion in silico de
los mutantes se observan solo dos diferencias fenotipicas, una ganancia de fenotipo
del mutante ppk1 en relacién al ppk2 en un cation toxico de la placa PM16A (cloruro
férrico), y una pérdida en la misma placa frente al compuesto diamida.

Para visualizar mejor los datos de los microarreglos se separaron en pruebas
metabdlicas (PM1-10) y pruebas de sensibilidad (PM11-20), y se realizaron analisis de
agrupamiento con el programa MultiExperiment Viewer version 4.6. Para esto se
utilizaron los datos metabdlicos de respiracion celular para cada placa y se
normalizaron dividiendo los valores de los mutantes con la cepa silvestre para cada

fenotipo. Los valores mayores a 1,5 se consideraron como ganancias fenotipicas
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(correspondientes a los graficos cinéticos con color verde), y a los valores menores a 1
se les calculd el inverso multiplicativo y se consideraron los valores menores a -1,5

como pérdidas fenotipicas (de color rojo en los graficos cinéticos).

Ganancia de Fenotipo

ppkl prk2

Pérdida de Fenotipo

ppkl ppk2

Figura 12. Diagramas de Venn de la comparacién de resultados de los Microarreglos
Fenotipicos para las cepas mutantes ppk1 y ppk2 con la cepa silvestre. Arriba, ganancia
de fenotipo de las cepas mutantes ppk1 y ppk2 en relacién con la silvestre. Abajo, pérdida de
fenotipo. En la interseccién se muestran los fenotipos comunes para ambos mutantes.

En la Figura 13 se representan los agrupamientos de las placas de pruebas
metabdlicas para ambos mutantes. En ellos se observa una mayoria de ganancias
fenotipicas (en verde) donde el comportamiento de los mutantes es similar, con
excepcion de algunos compuestos como el cido aspartico, la isoleucina y el acido
lactico, donde la intensidad de color es mayor para el mutante ppk? lo que indica que la

ganancia de fenotipo para esta cepa es mayor.
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Figura 13. Representacion de los perfiles fenotipicos obtenidos por analisis de
agrupamiento para las pruebas metabdlicas en los mutantes ppk1y ppk2 con respecto a
la cepa silvestre. Pruebas metabolicas corresponden a las placas PM1-10 de los Microarreglos
Fenotipicos (Biolog®). Los datos se muestran como una razén de cambio entre las cepas
mutantes y la silvestre, y se utilizaron solo aguelios donde el cambio fuera mayor a 1,5 veces 0
menor a -1,5 veces. Las ganancias fenotipicas (valores positivos) se muestran en verde y las
pérdidas fenotipicas (valores negativos) en rojo. Los anélisis fueron realizados con el Software
Multiexperiment Viewer (MeV versién 4.6).

En el caso de las placas de sensibilidad (Figura 14) hay tan solo 5 ganancias
fenotipicas en ambos mutantes, y 53 pérdidas fenotipicas en el mutante ppk1, y 46 en
el mutante ppk2, lo que claramente indica una mayor sensibilidad de estas cepas frente
a compuestos toxicos. Sin embargo, en la mayoria de los casos el mutante ppki
presenta un menor crecimiento que el otro mutante, lo que se refleja en una mayor
intensidad en la coloracion de los agrupamientos. Inclusive, hay compuestos como la
estreptomicina (aminoglucosido) donde no se observaron cambios significativos en el
crecimiento de la cepa mutante ppk2 con respecto de la silvestre, y el mutante ppk?

presenta sensibilidad a tres concentraciones de este compuesto.
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Figura 14. Analisis de agrupamiento para las pruebas de sensibilidad a compuestos
quimicos de las cepas mutantes ppk1y ppk2 con respecto a la cepa silvestre. Pruebas de
sensibilidad (placas PM11-20) de los Microarreglos Fenotipicos (Biolog®). Los datos se
muestran como una razén de cambio entre las cepas mutantes y la silvestre, y se utilizaron sdlo
aquellos donde el cambio fuera mayor a 1,5 veces o menor a -1,5 veces. Los compuestos
repetidos representan distintas concentraciones, siendo la primera la mas baja. Las ganancias
fenotipicas (valores positivos) se muestran en verde y las pérdidas fenotipicas (valores
negativos) en rojo. Los compuestos que generan mayor pérdida fenotipica se muestran a la
derecha. Los analisis fueron realizados con el Software Multiexperiment Viewer (MeV version
4.6).



3.3.2. Comparacion de los proteomas totales mediante protedmica
cuantitativa

Los cambios metabolicos generados producto de las mutaciones pueden
visualizarse como una expresion diferencial de las proteinas en los mutantes
estudiados, lo que puede ser cuantificado con la técnica de ICPL al comparar la
abundancia relativa de los péptidos presentes en las muestras de los proteomas
totales.

En primera instancia se quiso evaluar el efecto de la carencia de fosfato en las
células de P. aerguninosa PAO1 silvestre, para lo cual se compararon los extractos
proteicos de la bacteria crecida en carencia de Pi con la misma en exceso de Pi.
Luego, se realizaron experimentos comparativos entre las cepas mutantes ppk1y ppk2
con la cepa silvestre, crecidas en carencia de fosfato. En los resultados de los analisis
comparativos (Tabla 3) se muestra el nimero de proteinas con variacion significativa,
es decir, aquellas cuya expresion [Log. (promedio-mediana)] fuera igual o mayor a 0,6,
o igual o menor a -0,6, y hayan sido cuantificados al menos dos péptidos de cada
proteina. Esto implica que las proteinas que se encuentran en una sola condicion no se
consideran en el andlisis debido a gue su variacion es infinita. La diferencia entre el
promedio y la mediana permite hacer una correccion estadistica del valor obtenido en
el promedio. Las proteinas gque presentaron variacion en las células con bajo Pi
corresponden al 30% del total de las proteinas identificadas en esta comparacion
(Tabla 3). Por otro lado, al comparar el efecto de las mutaciones en carencia de fosfato
se observé que las proteinas con variacion significativa corresponden al 26% para el
mutante ppk1 y al 21% para el mutante ppk2. En total, se identificaron 211 proteinas
que se expresan de forma distinta en los mutantes de la sintesis de los polifosfatos en

relacion a la cepa silvestre en bajo Pi.
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Tabla 3. Resumen de los analisis de proteémica cuantitativa para las distintas cepas de
P. aeruginosa PAO1.

Cornpar Péptidos Péptida ’roteinas  Proteinas con

i Totales Cuantificados identificadas  variacién
PAO1|Pi/PAO11Pi 3.602 2.054 414 125

_ ppk1|Pi/PAO1/Pi 2816 1818 grgiis . 98
ppk2|Pi/PAO1 | Pi 5.096 2833 528 113

Los resultados de los analisis de proteémica cuantitativa se clasificaron segun las

bases de datos disponibles en PseudoCAP [www.pseudomonas.com (133)] y las

clasificaciones filogenéticas de las proteinas en los COGs (Cluster of Orthologous
Groups). De la Gltima, se utilizaron las categorias funcionales para la clasificacion de
las proteinas identificadas, agrupandolas en metabolismo, procesos celulares y
sefializacion, almacenaje y procesamiento de la informacion, y las poco caracterizadas.
Cada una de estas categorias se subdividi6 en otras basandose en las categorias
COG vy en otra base de datos de factores de virulencia (VFDB, Virulence Factors of
Pathogenic Bacteria).

Los datos clasificados en categorias principales se muestran en la Figura 15, y las
subcategorias en la Figura 16. En la primera se observa que la categoria funcional que
explica el mayor porcentaje de cambio es el metabolismo, en todas las cepas Yy
condiciones de crecimiento, y le sigue el almacenaje y procesamiento de la
informacién, excepto en los casos de disminucién de la expresion de proteinas en la
cepa silvestre y mutante ppk2.

Por otro lado, la distribucién de porcentajes en las categorias funcionales segln los
COGs fue mas uniforme, predominando de forma general la produccion y conversion
energética, las proteinas de transporte y la traduccion, estructura y biogénesis de

ribosomas (Figura 16).
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Aumento Disminucion

Silvestre
I Metabolismo
B Almacenaje y
procesamiento de
la informacién
Mutante
ppkl B Procesos
celulares y
sefalizacion
Poco
caractenzadas
Mutante
ppk2

Figura 15. Gréficos resumen de los resultados de proteémica cuantitativa agrupados en
categorias funcionales principales. Las comparaciones realizadas fueron entre la cepa
silvestre en |Pi versus en 1Pi, y las cepas mutantes PAQO1 ppk1 y PAO1 ppk2 crecidas en |Pi
versus la silvestre en |Pi. Los resultados se muestran para proteinas con un aumento la
expresion superior a 1,5 veces o una disminucion inferior a -1,5 veces, en relacion a la cepa
control (cepa silvestre en 1Pi en el primer caso y la silvestre en |Pi en los otros). Los datos de
protedbmica cuantitaiva obtenidos mediante la técnica de ICPL de las distintas comparaciones,
se agruparon en las categorias funcionales de metabolismo, procesos celulares y sefializacion,
almacenaje y procesamiento de la informacién, y poco  caracterizadas
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/grace/fiew.cai).

Algunos cambios interesantes de los mutantes con respecto a la cepa silvestre,
fueron el aumento en la expresion de las proteinas relacionadas con la biogénesis de
la pared celular, membrana y envoltura (11% de los aumentos en el mutante ppk? y 5%
en ppk2), y la motilidad y secrecién (9% y 7% en las cepas mutantes ppk7 y ppk2
respectivamente). Por otro lado, ademas de los proteinas relacionadas con

metabolismo, se observé una disminucion en la expresion de proteinas relacionadas
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con la adaptacibn a condiciones atipicas y el transporte de proteinas

(aproximadamente 8% y 10% en ambos mutantes, respectivamente).

Aumento Disminucion

B Produccidn y conversién
energética

@ i etabolismo de aminodcidos

Silvestre | Metaholismo de nucledtides

B Metabolismo de cofactores y
coenzimas

B Metabolismo de lipidos
B Proteinas de transporte

B Traduccion, estructura ¥
piogénesis de nbosomas

Mutante
ppk1

H Transcripcion

B Replicacion, recombinacién y
reparacion

O Medificaciones
postraduccionales, degradacion
de proteinas, chaperonas

O Biocgénesis de pared
celdarimembranaienvoliura

& Motilidad celular y secrecidn

Mutante
ppk2

B Adaptacion a condiciones
atipicas

B Factores de virulencia

O Desconocidas

Figura 16. Resultados de proteémica cuantitativa agrupados en subcategorias
funcionales segin los COGs. Los resultados de las comparaciones en los proteomas totales
analizados por ICPL para las cepas silvestre en |Pi versus en tPi, y las cepas mutantes PAQ1
ppk1y PAO1 ppk2 crecidas en |Pi versus la silvestre en |Pi, fueron agrupadas segin las bases
de datos COG (http//www.ncbi.nim.nih.gov/COG/) y VFDB (http://www.mgc.ac.cn/VFs/). Los
resultados se muestran para proteinas con un aumento la expresion superior a 1,5 veces o con
una disminucion inferior a -1,5 veces, en relacién a la cepa control.
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En relacion a los factores de virulencia, en ambas cepas mutantes se observd un
aumento en la expresion de proteinas relacionadas con su sintesis (Figura 16). En el
mutante ppk2, la expresion de estas proteinas aumenté en un 20% en relacion a la
cepa silvestre, mientras que solo una de ellas diminuyd su expresion. A diferencia esto,
en el mutante ppk? el porcentaje de factores de virulencia que aumenté su expresién
(10%) es similar al porcentaje que la disminuy6 (8%).

Como ya se menciond, la categoria funcional que presenta el mayor porcentaje de
cambio en todas las cepas es el metabolismo energético. La limitacidon de fosfato
durante el crecimiento de la cepa silvestre generd un incremento en la abundancia de
proteinas relacionadas con el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), como SucAB,
FumC2 y SdhAB, y sus variantes que degradan aminoacidos para generar energia
como la via de degradacion de metionina, representada por MetK y SahH, y la via de
degradacion de arginina V (via de la arginina deaminasa), de la cual se encontraron
aumentados todos los componentes de la via que culmina en la produccién de amonio,
CO, y ATP (ArcABC). Otras vias que generan sustratos para el ciclo TCA que se vieron
incrementadas fueron las involucradas en la sintesis de acetil-CoA como AceEF, y la
sintesis de succinato como GabD y GabT (Tabla suplementaria 1).

Adicionalmente, se observé una disminucion en la expresion de proteinas
relacionadas con la sintesis de aminoacidos aromaticos (PhhC), de valina (llvC) y
glutamina (GInA). Ademas, se encontraron disminuidas algunas proteinas relacionadas
con la respiracion anaerdbica como PrpCD y FumC1, sin embargo esta Gltima también
puede participar en el ciclo TCA (Tabla suplementaria 2).

Con respecto a los cambios metabdlicos experimentados por los mutantes ppk? y
ppk2 en carencia de fosfato, también se observaron alteraciones en la glicolisis y el

ciclo TCA. En el mutante ppk? aumentd la abundancia de las proteinas Pgi y FumC1,
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pero disminuyeron otras que también se asocian con la glicdlisis, la fermentacion y el
ciclo TCA, como Pgk, PykA, AcnAB y PrpBC. En relacion al metabolismo de
aminoacidos, se observé un mayor numero de proteinas que disminuyeron su
expresion tanto en la biosintesis de aminoécidos como en la degradacion de ellos.
Entre estas lltimas se encuentran las relacionadas con la degradacion de valina
(MmsA, IIvE), y de arginina (ArcABC), con excepcion de la degradacion de histidina
que se vio incrementada producto del aumento de HutH. Algo similar se observo en el
mutante ppk2, donde también se encuentran disminuidas las proteinas del
metabolismo de aminoacidos PhhC, ArcC y AruC, y del ciclo TCA y fermentacion
AcnAB, aunque se encuentran aumentadas las proteinas FumC1, NuoE y PrpD
relacionadas con las mismas vias (Tablas suplementarias 3 y 4).

En ambos mutantes se encontré una disminucién en la expresion de la proteina
pirofosfatasa inorganica, la cual estaba disminuida no significativamente en la cepa
silvestre crecida en bajo fosfato (log. (promedio-mediana) = -0,525). En esta cepa
ademas se encontrd en reducida abundancia la proteina nucleosido difosfato quinasa
(NdK), y lo mismo ocurrié para el mutante ppk2, sin embargo esta proteina no pudo ser
identificada en el mutante ppk7 (Tablas suplememtarias 3 y 4).

En la condicibn de bajo Pi en la cepa silvestre se observé un aumento en
transportadores y porinas, varios de los cuales se asocian al transporte de fosfato,
como PstB y PstC, y el regulador PhoU, lo que confirma el estado de escasez de
fosfato en la célula. En los mutantes crecidos en bajo Pi no se observd una mayor
expresion de las proteinas asociadas con la adquisicion de fosfato, en relacion a la
cepa silvestre (Tabla 4).

Por otro lado, en la cepa silvestre en bajo Pi se encontré aumentada la expresion

de una chaperona y cinco proteasas, una de las cuales es la proteasa Lon que
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participa en la degradacion de proteinas ribosomales para generar aminoacidos

durante la escasez de nutrientes (123) (Tabla suplementaria 1).

Tabla 4. Listado de proteinas relacionadas con el metabolismo del fosfato que cambiaron
significativamente los niveles de expresion en los andlisis protedmica cuantitativa.

Log; (mutante /

Comparacion Proteina Gen Locus silvestre)-
Tag Z
mediana
-Proteina de importacion de fosfato pstB PA5366 2,45
PAO1|Pivs. yunionaATP PstB
PAO17PI - Componente de transmembrana pstC PA5368 2,36
del complejo de transporte
especifico de fosfato
-Proteina reguladora del sistemade  phoU PA5365 1,98
transporte de fosfato PhoU
ppki|Pivs. -Componente de transmembrana pstC PA5368 -0,70
PAO1Pi] del complejo de transporte
especifico de fosfato
-Probable regulador de respuesta phoB PA3346 0,75
ppk2|Pivs.  de dos componentes (PhoB)
PAO1Pi| -Proteina reguladora del sistema de  phoU PA5365 -0,74

transporte de fosfato PhoU

En carencia de fosfato, al comparar ambos mutantes con la cepa silvestre se
observd un marcado aumento en la expresidn de transportadores y porinas. En el
mutante ppk1 se vio aumentada una bomba de eflujo tipo Mex y el receptor PhuR, y en
ambas cepas mutantes aumentaron las porinas OprD y OprE. Todas estas proteinas
se vieron disminuidas en la cepa silvestre crecida en bajo fosfato en comparacion con
la misma en alto fosfato. Sélo la porina OprQO y la proteina MexA, otro tipo de bomba de
eflujo de drogas, se encontraron aumentadas en esta cepa en bajo Pi (Tabla 5).

E! regulador transcripcional MvaT se encontrdé aumentado en la cepa silvestre
crecida en bajo Pi, no obstante, en los mutantes se observd un aumento en la

expresion de este regulador mayor aun al observado en la cepa silvestre (Tablas
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suplementarias 1 y 3). Se ha descrito que MvaT modifica la expresién del operdn

MexEF-OprN (relacionado con la expulsion de diversas drogas) de forma antagonica a

la expresion de la porina OprD, de manera que una disminucion en los niveles de MvaT

aumenta la expresion de MeEF-OprN y disminuye la de OprD (131). En ambos

mutantes se observé esta correlacion, donde MvaT se encontrdé aumentada al igual

que OprD, pero las proteinas relacionadas con la bomba MexEF-OprN se vieron

disminuidas.

Tabla 5. Listado de proteinas de transporte que cambiaron significativamente los niveles
de expresion en los andlisis de proteémica cuantitativa.

Cbmparacién

PAO1|Pivs.
PAO11Pi

ppkl | Pivs.
PAO1 Pi|

Proteina

-Porina O

-Proteina de resistencia a
multidrogas MexA

-Porina D

-Porina de membrana externa
inducible anaerdbicamente OprE
-Probable receptor dependiente de
TonB

-Metaloproteinasa de membrana
externa de rompimiento de insulina
-Probable proteina de membrana
externa

-Probable proteina no
caracterizada

-Transportador ABC

-Porina de dipéptido glicina-
glutamato OpdP

-Receptor de heme/hemoglobina
de membrana externa PhuR
-Transportador ABC
-Receptor de heme/hemoglobina
de membrana externa PhuR
-Proteina de unién a ATP e
importacién de sulfato/tiosulfato
CysA : :
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oprO
mexA

oprD
oprE

icmP

opdP

phuRr

phuR

cysA

Locus

Tag

PA3280
PAQ425

PA0O958
PA0291

PA3268
PA4370
PA2760
PA2349

PA4223
PA4501

PA4710

PA4223
PA4710

PA0280

Log, (mutante /
silvestre)-
mediana

3,01
0,873

-0,737
-0,763

-0,897
-0,926
-1,18
-1,28

-1,62
-1,66

-1,71

2,43
2,27

1,60



ppk2 | Pi vs.
PAO1Pi|

Dentro de los factores de virulencia que mostraron cambios en la cepa silvestre en
bajo Pi, se encontraron aumentadas dos proteinas relacionadas con el sistema de
secrecion tipo 6 (T6SS) y otras asociadas a la produccion del exopolisacarido alginato,
ademés de una proteina que participa en la sintesis de lipopolisacarido (Tabla 6). Por
otro lado, las proteinas relacionadas con la sintesis de pigmentos toxicos mostraron

una menor expresion en bajo Pi en esta cepa, mientras que en los mutantes ppk7 y

~Porina D

-Porina de membrana externa
inducible anaerébicamente OprE
-Transportador de eflujo de
multidrogas RND MexF
-Probable proteina de membrana
externa .
-Probable receptor dependiente de
TonB

-Porina O g
-Probable componente de unién a
ATP de transportador ABC :

-Proteina de membrana externa H1
‘_Proteina de membrana externa de

eflujo de multidrogas OprN

-Transportador ABC

-Porina D

-Probable componente de unién a
ATP de transportador ABC
(transporte de ectoina)

-Permeasa de union a ATPy
exportacion de lipido A MsbA
-Proteina G de biosintesis de
glucanos

-Proteina de membrana externa
-Porina O

-Transportador de eflujo de
multidrogas RND MexF
-Transportador de efiujo de
multidrogas de fusion de
membrana RND MexE

-Proteina de membrana externa H1
-Proteina de membrana externa de
eflujo de multidrogas OprN
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oprD
oprt

mexF

oprO

oprH
opriN

oprD

mshA

oprM
oprO
mexF

mexE

oprH
opriN

PA0958

PA0291

. PA2494.

PA2760

PA3268

PA3280
PA4595

PA1178
PA2495

PA4223
PAQS58

PA5152
PA4997
PAS078
PAQ427
PA3280
PA2494
PA2493

PA1178
PA2495

1,58
1,45

1,32

0,84

0,78

-1,23
-1,33

-1,48
-3,99

2,07
1,30

1,21
0,82
0,67
-0,66
-0,68
-0,74
-1,32

-1,36
-2,58



ppk2 se observo un aumento de la expresion de proteinas relacionadas con la sintesis
del sidertforo pioquelina y de receptores de ferrisideréforos. No obstante, solo en el
mutante ppk2 se observo un aumento en la expresion del sideréforo pioverdina (Tabla
6). En ambos mutantes se incrementaron ademas proteinas relacionadas con el
fenotipo mucoide, como MucD vy el factor sigma de funcion extracitoplasmatica Algu,
que regula la sintesis de alginato (35). En el mutante ppk2 se observd una mayor
cantidad de proteinas asociadas a la produccion de factores de virulencia que
aumentaron su expresion, a las que pueden sumarse las relacionadas con el sistema
de secrecion tipo 6 (PA2366 y PA2365). Por otro lado, en el mutante ppk1 se
observaron dos proteinas relacionadas con la sintesis de pioverdina con una expresion
muy disminuida con respecto a la cepa silvestre, lo que es considerabie tomando en
cuenta que la sintesis de este sideroforo ya se encontraba disminuida en esta cepa en

bajo Pi (Tabla 6).

Tabla 6. Listado de las proteinas relacionadas con la produccion y regulacién de factores
de virulencia, que cambiaron los niveles de expresién en los analisis de protedmica
cuantitativa.

Lobiis Log, (mutante /

Comparacién Proteina Gen : silvestre)-
: . Tag :
S o mediana
PAQ1/Pivs. -Proteina reguladora de la algP  PA5253 1,738
PAOLTPI transcripcion AlgP
-Fosfomanomutasa/fosfoglucomutasa  algC PA5322 1,725
-Probable isla de secrecion Hep (HSI-  tagQl PACO70 1,518
), sistema de secrecidn tipo VI
-Proteina Hepl componente del hepl PAQCSS 1,037
sistema de secrecidn tipo VI
(citotoxina secretada)
-Probakle metiltransferasa especifica  phzM PA4209 -0,616
a fenazinas
-Receptor de ferripioverdina fovA PA2398 -0,926
-Probable componente de unién a PA4222 -1,616

ATP de transportador ABC

50












pPk1|Pivs.
PAO1 Pi|

ppk2 | Pi vs.
PAO1Pi|

Aunque la pared celular y sus componentes se muestran en una categoria
separada, estos también corresponden a factores de virulencia y se observaron
cambios en su expresion en los mutantes. En ambos se encontré reducida la
abundancia de proteinas relacionadas con la sintesis de pared celular y LPS, como
PaglL, Wbpe y Wzz. En el mutante ppk2 ademas se encontré en menor cantidad la

proteina de unidon a galactosa LecB, lectina que participa en la adhesion celular (21)

-Receptor de Fe(3+)-pioquelina
-Proteina de biosintesis de
pioquelina PchD

-Segundo receptor de pioverdina
férrica FpvB

-Receptor de Fe(3+)-pioquelina
-Probable componente de uniona
ATP de transportador ABC
-Sintetasa de acido
dihidroaeruginoico

-Receptor de ferrisiderdéforos de tipo
hidroxamato :

-MucD
-Fosfomanomutasa/fosfoglucomutasa
-Proteina hecpl

-Sintasa de pioverdina PvdF.
-Probable dipeptidasa (sintesis de
pioverdina)

-Sintetasa de acido
dihidroaeruginoico

-Receptor de Fe(3+)-pioquelina
-Pioquelina sintetasa

-Probable componente de unidn a
ATP de transportador ABC

-Proteina G de la via general de
secrecion (T2SS)

-Transportador de sideréforos AmpP
(familia RhtX/FptX)

-Factor sigma-H de ARN polimerasa
-MucD

-PvdL

-Proteina hcpl

(Tabla suplementaria 4).
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fotA
pchD

fovB

JotA

pchE

“mucD

algC
hepl
- pvdF

pchE

fotA
pchF

xcpT
ampP
algl
mucD

pvdl
hepl

PA4221
PA4228

PA4168

PA4221
PA4222

PA4226
 PA4514

 PAO766

PA5322
PA0085

PA2396
PA2393

PA4226

PA4221
PA4225
PA4222

PA3101
PA4218
PAD762
PAO766

PA2424
PAOO85

-1,712
-2,178

-2,248

2,956
2,095

1,665
1,170
1,091
-0,691

-1,156
-2,553

-5,138

2,558

1,913
1,678
1,678

1,415
0,968
0,718
0,708

0,648
-1,282



Contrario a estas disminuciones en factores de virulencia observados en ambos
mutantes, se encontraron varias proteinas asociadas a un aumento en la motilidad
celular, como las de de biogénesis del pili (PilC y PilQ, Tabla suplementaria 3)

Por otro lado, se observé ademéas en estos mutantes una disminucion en las
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, como KatA, AhpC y una probable
peroxidasa en el mutante ppk7 y estas mismas mas la superodxido dismutasa SodB en

el mutante ppk2 (Tabla suplementaria 4).

3.4. Efecto de las mutaciones en la virulencia bacteriana

En P. aeruginosa, los poliP estan directamente relacionados con procesos
fisiologicos que se asocian con la capacidad infectiva, incluyendo la motilidad, la
comunicacién de tipo QS y la produccion de factores de virulencia (103, 104). Ademés,
se ha establecido que mutaciones en la enzima PPK1 generan una atenuacién en la
virulencia de distintos microorganismos, como por ejemplo se ha observado en P.
aeruginosa con el modelo de infeccion ocular en ratdn y de ratén quemado (91, 105), y
también en otros patdgenos como Salmonella sp. y Shiegella sp. donde mutaciones en
el gen ppk1 disminuyen la capacidad de invadir células epiteliales (56). Debido a la
importancia de estos procesos en el establecimiento de la enfermedad, se decidid
estudiar |a virulencia de cepas P. aeruginosa mutantes de la sintesis de poliP en en un
modelo animal de infeccién. Para ello decidimos utilizar el pez modelo Danio rerio en
un etapa del desarrollo larval donde sélo esta presente el sistema inmune innato, ya
que se ha descrito que en estas condiciones el pez cebra puede ser utilizado como
modelo de patogénesis bacteriana con P. aeruginosa PAO1 y PA14, causando la

muerte de los embriones de pez al infectarlos por microinyeccién (16, 96).



3.4.1. Desarrollo de un método de infeccién no invasivo en el modelo animal
pez cebra (Danio rerio)

Debido a la naturaleza oportunista de la infeccion generada por P. aeruginosa, 10s
ensayos descritos en el pez cebra se caracterizan por la inyeccion de una alta carga
bacteriana directamente en el sistema circulatoric del pez, procedimiento altamente
invasivo que genera un porcentaje alto de muerte sélo por efecto de la inyeccion (16).
Ademas de la letalidad generada por el método, el proceso de inyeccion es dificultoso
lo que impide su uso en ensayos masivos (78). Por otro lado, el ingreso directo de
bacterias al torrente sanguineo no forma parte del ciclo normal de infeccién de F.
aeruginosa en la mayoria de los casos, y podria enmascarar otros procesos fisiologicos
tanto de la bacteria como de la respuesta inmune del pez. Por estas razones, se
decidi6é desarrollar un método no invasivo donde se sumergen larvas de 72 horas post
fecundacion (hpf) en suspensiones bacterianas de alta densidad (Tabla 7), luego de
haber estresado a las larvas poniéndolas a 16-20C por unas horas antes de la

incubacién con bacterias y durante todo el ensayo.

Tabla 7. Conteo de células viables de las suspensiones bacterianas utilizadas en el
ensayo de sobreviencia con el pez cebra. Se realizd para un total de 5 experimentos distintos
con su respectiva desviacion estandar, a partir de suspensiones bacterianas con DOg=0,7.

Suspensi6n bacteriana en placas con

Cepa pez cebra (UFC/mL x10°%)
PAO1 1Pi 5+ 1,26
PAO1 ppk11Pi 5,8 1,06
PAO1 ppk2 1Pi 4,5+ 1,46
E. coliDH5a 1Pi - = 52+1,22
PAO1 |Pi 461,34
PAO1 ppk1 |Pi 4,6 +0,546
PAO1 ppk2 |Pi 4317
E. coliDH5a | Pi : 46+1,3
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Para descartar que el dafio observado en el pez se debiera a la alta concentracion
de bacterias en el medio (que genere por ejemplo una disminucion en el oxigeno
disponible), se utilizd como control una cepa bacteriana no patégena de E. coli (DH50).
Las larvas se observaron cada hora, se contabilizd la mortalidad y se evalud el estado

fisiolégico de ellas.

3.4.2. Curvas de sobrevivencia

Luego de contabilizar el nimero de peces muertos en cada hora, se realizaron las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para las cepas mutantes ppk y ppk2 y
silvestre de P. aeruginosa PAO1, crecidas en los medios NGM 1Pi y NGM|Pi (Figura
17). Los ensayos se monitorearon por 2 dias hasta las 28 horas post infeccion (hpi). Se
realizaron dos analisis estadisticos para las curvas de sobrevivencia, el de Mantel-Cox
que presupone que el nimero de muertes por unidad de tiempo es la misma para
todos los tiempos (razon de riesgo), y el de Gehan-Breslow-Wilcoxon que no asume
una funcién de riesgo pero le otorga mayor valor a las muertes que ocurren en tiempos
iniciales.

Como se realizaron varias curvas para cada condicion, se debe hacer una
correccion para comparaciones multiples de forma que los valores de P significativos
son aquellos menores a 0,0083 (corresponde a 0,05 dividido en el namero de
comparaciones realizadas).

En las curvas se observa que la letalidad de la cepa silvestre aumenté al crecerla
en el medio con bajo fosfato, lo que se reflejé en una disminucion de la sobrevivencia
de los peces (P<0,0001 segun el test de Mantel-Cox y de Gehan-Breslow-Wilcoxon).
Cabe sefialar que no se observo muerte en los peces incubados en E. coli DH5a en

todas las condiciones probadas.
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Figura 17. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para larvas de pez cebra infectadas
con bacterias crecidas en medio NGM con alto o bajo fosfato. Las cepas mutantes y
silvestre de P. aeruginosa PAQ1 fueron crecidas en medio NGM con y sin fosfato por 18 hrs a
37C con agitacion. Las larvas de 72 horas post fertilizacion (hpf) se incubaron en una
suspension bacteriana de ~5x10° UFC/mL en medio embrionario E3 estéril, a 20T. Se
muestran 5 experimentos independientes con 10 larvas cada uno, y el ancho de las curvas
indica el error estandar. Para el analisis estadistico se hicieron los test de Mantel-Cox (Log-rank
test) y de Gehan-Breslow-Wilcoxon, utilizando la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples (valores significativos con P< 0,0083).

El aumento en la letalidad de las bacterias crecidas en bajo Pi se vio también el
mutante ppk2 (P<0,0001 para ambaos test), pero no en el ppki (P=0,7836 para el test
de Mantel-Cox y P=0,8079 para el de Gehan-Breslow-Wilcoxon), el que presentd una
letalidad cercana al 10% en ambas condiciones de disponibilidad de fosfato, que no es

estadisticamente distinta de la de E. coli (Figura 17).
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Por otro lado, en el medio con alto fosfato se observé que el mutante ppk7 se
comporta de forma similar que la cepa silvestre presentando una baja letalidad, ya que
el mutante gener6 un 11% de mortalidad en los peces y el silvestre un 4% (Figura 17).
Ademas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las curvas
de estas dos cepas (P=0,905 segun el test de Mantel-Cox y P=0,0968 segln el de
Gehan-Breslow-Wilcoxon), ni tampoco al comparar ambas curvas con las de E. coli
(P=0,1948 en ambos test para la cepa silvestre, y P=0,0132 para el mutante ppk7).

Para el caso del mutante ppk2, las curvas de sobrevivencia presentaron diferencias
significativas tanto con E. coli (P<0,0001 en ambos test) como con P. aeruginosa
silvestre (P<0,0001 en ambos test), alcanzando un 100% de letalidad a las 24 hpi
(Figura 17). Esto se repitio en la condicion de carencia de fosfato, donde la letalidad del
mutante ppk2 fue mayor que la de la cepa silvestre, ya que al finalizar el ensayo los
peces incubados con ella presentaron un 40% de sobrevivencia, mientras que el

mutante ppk2 generd un 100% de letalidad a las 21 hpi (Figura 17).

3.4.3. Efectos de la toxicidad bacteriana en el pez cebra

En base a los resultados observados, se construyé una escala de infeccion
tomando en cuenta los cambios fisiolégicos visibles producto de la incubaciéon con
bacterias, correspondientes al latido y la frecuencia cardiaca, el flujo sanguineo y el
reflejo de respuesta al tacto.

La escala describe el estado infectivo en que se encuentra el pez, donde 3
corresponde a una larva normal y O a la muerte (Tabla 8). Las larvas en estado 2
podian en ocasiones recuperarse, pero una vez que llegaban al estado 1 morian dentro
de las siguientes horas. Inesperadamente, se observé que los peces mas afectados y

préximos a la muerte (estado 1y 0) sufrian una torcién aparentemente muscular en la
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cola 0 en las aletas pectorales, 0 en ambas, en uno o mas planocs, que le impedia
moverse con normalidad. Esto se observé en los peces prontes a morir producto de la
incubacion con cualquiera de las cepas de P. aeruginosa, pero solo se retratd para la
cepa silvestre (Figura 18B).

Tabla 8. Escala de infeccién desarrollada a partir de parametros fisiologicos observables
durante la infeccion del pez cebra por P. aeruginosa PAQ1.

Estado de Infeccién ; Cargcteris;ﬁcas

Larvas con flujo sanguineo y latide cardiaco
normales, reactivas al tacto.

Respuesta al tacto minima (nadan luego de
2 s tocar la cola 2 6 3 veces), disminucién del
flujo sanguineo en la cola.

Disminucién de la frecuencia cardiaca v flujo
sanguineo, acumulacion de sangre en el
corazén, inmevilidad (no nadan luego del
tercer tacto).

S Larvas muertas (sin flujo sanguineo ni latido
0  cardiaco observable), colas y/o aletas
- torcidas. -

Luego de establecer el nivel de infeccion de las larvas, se tomaron 3 puntos de las
curvas de letalidad donde se observd mayor diferencia entre las cepas, y se grafico el
estado de infeccion de los peces para esos puntos que corresponden a 1, 6 y 24 hpi
(Figura 19).

De forma general, se observé que las cepas de P. aeruginosa crecidas en alto
fosfato produjeron menos dafio a los peces que en bajo fosfato (Figura 19), lo que
indica que las bacterias en esta condicién no sélo son menos letales que las mismas
en bajo Pi, sino también menos virulentas. Por ejemplo, el mutante ppk2 generd dafio
tempranamente en las larvas infectadas solo en la condicion de bajo Pi, observandose

cerca de un 60% de larvas afectadas entre el estado 2 y el estado 1 (Figura 19A). Este
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mutante, que demostrd ser el mas letal en las curvas de sobrevivencia (Figura 17}, fue
también el que generd mas dafo en las larvas, ya que en éste se observd un mayor

porcentaje de larvas en estado 1 que en las otras cepas.

Figura 18. Efectos de la infeccién por P. aeruginosa PAO1 en el pez cebra. (A) Vista dorsal
(izquierda) y lateral (derecha) de una larva control de 72 hpf en medio E3 sin bacterias. (B)
Cuatro ejemplos representativos de larvas de 72 hpf incubadas por media hora en una solucién
bacteriana en medio E3 de ~1x10° UFC/mL. Las fotos se tomaron en campo claro con 1,6X de
aumento y antes de que las larvas murieran, excepto en la foto de abajo a la derecha donde se
muestra una larva muerta con necrosis ocular.
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Figura 19. Estados de infeccién del pez cebra producto de la incubacién con las distintas
cepas de P. aeruginosa PAO1. Las larvas fueron inspeccionadas visualmente luego de 1 hora
de incubacién con bacterias (A), 6 horas (B) y 10 horas (C). Estas se clasificaron segin los
distintos estados de infeccion, lo cuales se definieron anteriormente (Tabla 9).

Se observé a las 24 hpi (Figura 19C) un mayor porcentaje de larvas muertas

(estado 0) que afectadas (estados 1 y 2) en relacion a los otros tiempos de incubacién
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(Figura 19 A y B), y en este tiempo el porcentaje de larvas muertas se corresponde con
las que se vieron afectadas en los tiempos anteriores. Esto indica que los eventos de
muerte son precedidos de los estados 2 y 1 de infeccion, de forma que el dano
observado en las larvas es un indicativo de una futura muerte.

Por otro lado, con esta aproximacién se diferencié claramente el efecto de la
incubacidén con P. aeruginosa silvestre y mutante ppk1, de la incubacion con E. coli, ya
gue aunque estas cepas no mostraron diferencias significativas en la mortalidad de los
peces, si se observaron cambios en el dafo generado, esto debido a que las larvas
incubadas con E. coli siempre estuvieron en estado 3, mientras que se encontraron
larvas en los distintos estados a lo largo de la incubacion con cepas de P. aeruginosa

(Figura 19).

3.4.4. Produccion de pigmentos toxicos en cultivos bacterianos utilizados
para los ensayos de infeccion en pez cebra

Para evaluar la produccién de los factores de virulencia pioverdina y piocianina en
las mismas bacterias que posteriormente se utilizarian para la incubacion con los
peces, se utilizd el mismo método espectrofotométrico que se uso para cultivos
suplementados con glicerol (Figuras 8).

En la cepa silvestre, la produccion de piocianina fue menor en bajo fosfato
(P<0,01), mientras que no hubo diferencias significativas en la produccién de
pioverdina en los dos medios (Figura 20).

Por otro lado, en ambos mutantes se observd una mayor produccion de piocianina
en bajo fosfato (P<0,001), y en alto fosfato solo el mutante ppk2 obtuvo una mayor

produccion de este compuesto (P<0,01).
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Con respecto a la pioverdina, el mutante ppk2 fue la Unica cepa que aumentd
significativamente la produccién en el medio con bajo fosfato (P<0,01). En relacion a la
cepa silvestre, el mutante ppk7 tuvo una menor produccion de este sideroforo en los
dos medios (P<0,01 en alto Pi y P<0,001 en bajo Pi), mientras que el mutante ppk2

mostré un aumento significativo de la produccion en el medio con bajo Pi (P<0,01)

(Figura 20).
Piocianina mm PAO1 Pioverdina i BAG
= Eig: ppi; BB PAOT ppkt
15+ o 80+ B3 PAOT ppk2
£t 2 £T ]

-
(=]
1
[«:]
o
1

"
1

Concentracién
(ng/mL) / DO 600nNm
e

Concentracién
(ng/mL) / DO 600nm
5

(=]
[1

TPi LPi

tPi LPi

Figura 20. Medicion espectrofotométrica de pioverdina y piocianina en sobrenadantes de
cultivos de bacterias utilizados para la incubacion con pez cebra. Los cultivos de bacterias
de P. aeruginosa PAO1 silvestre y mutantes (ppk? y ppk2) se crecieron por 18 horas en medio
NGM1Pi y NGM|Pi. Se colecté el sobrenadante de cada cultivo y se midi6 la absorbancia a las
longitudes de onda ascciadas a cada compuesto (piocianina 313 nm, piovedina 1Pi 386 nm y
pioverdina |Pi 383 nm), y se estandarizé por la DOgy. Las bacterias se utilizaron para la
incubacién con las larvas de pez cebra. Se muestra el promedio = error estandar de tres
mediciones independientes. Se realizé un ANOVA de dos vias y un post-test de Bonferroni, y
las diferencias estadisticamente significativas entre las cepas mutantes y la silvestre se
muestran en el gréafico (asteriscos).
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4. DISCUSION

La ausencia de los polifosfatos tiene efectos pleiotrépicos en las bacterias. En
particular en P. aeruginosa, se ha demostrado que participan en numerosos procesos
incluyendo la motilidad (103), la formacion de biopeliculas, la comunicacion del tipo
“quorum sensing” y la virulencia en diferentes modelos animales (105). La asociacion
entre los polifosfatos y la virulencia se ha adquirido relevancia clinica a nivel global, ya
gue cada vez existe mas evidencia de la aparicion de cepas patogenas resistentes a
multiples drogas (MDR) por el uso desmesurado de antibitticos (5), por lo que se ha
propuesto a los poliP como un nuevo posible blanco para drogas antimicrobianas.

El potencial del metabolismo de los polifosfatos como nuevo blanco terapéutico se
debe a varios factores. Ademéas de los efectos ya mencionados en la virulencia de P.
aeruginosa, mutaciones en las enzimas de sintesis de poliP en otros patégenos como
Salmonelfa sp. y Shigella flexneri, disminuyen la resistencia celular a la acidez y a
polimixina B, y la capacidad de estos mutantes para invadir epitelios (102). Sin
embargo, como los efectos de las mutaciones en el metabolismo de los polifosfatos
son variados, el uso de técnicas Omicas permite un estudio mas comprensivo del
comportamiento de estos mutantes, y en este caso, los ensayos ulilizados se
complementan ya que se realizaron a un nivel molecular (protedmico) y a uno celular

(fenotipico).

4.1, Analisis de los Microarreglos Fenotipicos
Los cambios mas notables observados en el crecimiento de las cepas mutantes en
relacion a la cepa silvestre en los distintos sustratos utilizados, corresponden

principalmente a las placas de sensibilidad a compuestos quimicos (PM11-20).
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Con respecto a las placas metabdlicas (PM1-10), en el mutante ppk? se
observaron 9 ganancias y 5 pérdidas fenctipicas, correspondientes al 23% de los
cambios observados. En el mutante ppk2 el 29% de los cambios fenotipicos
corresponden a estas placas, de los cuales 6 fueron ganancias y 5 fueron pérdidas. De
esta forma, los mutantes del metabolismo de sintesis de los poliP mostraron una
capacidad de utilizar nutrientes similar a la de la cepa silvestre. A diferencia de lo
observado en estos mutantes, la mayoria de los cambios en los microarreglos
fenotipicos del mutante Appk71 de E. coli correspondieron a diferencias en la utilizacién
de fuentes de carbono, nitrégeno, fosforo y azufre (datos de nuestro laboratorio no
publicados). Esto puede deberse a que en P. aeruginosa existe mas de una copia del
gen que codifica para polifosfato quinasas, mientras que en E. coli sélo existe uno y por
tanto el fenotipo del mutante es mas severo.

Previamente, en las placas de sensibilidad a compuestos quimicos (PM11-20) se
encontraron 14 pérdidas fenotipicas en el mutante Appk? de E. coli, que representan el
87,5% de todas las pérdidas observadas. Esto se condice con lo observado en ambos
mutantes de P. aeruginosa, ya que la mayoria de las pérdidas fenotipicas se
observaron en las placas de sensibilidad (77% de los cambios en el mutante ppk? y
71% en el mutante ppk2). Cabe destacar que los mutantes de ambas especies
bacterianas mostraron una mayor sensibilidad a midltiples antibidticos con distintos
blancos de accion. Los mutantes de P. aeruginosa fueron sensibles a antibiéticos tan
diversos como cloranfenicol, tianfenicol y el aminoglicésido estreptomicina, los que
inhiben la sintesis de proteinas, algunos (- lactamicos como oxacilina y nafcilina, y
sulfonamidas que inhiben la sintesis de folato como sulfadiazina y sulfatiazol. La
sensibilidad observada en los mutantes puede explicarse, al menos en parte, gracias a

los resultados obtenidos de los ensayos de protedomica cuantitativa.
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En P. aeruginosa existe una familia de bombas de eflujo de mdultiples drogas
llamada RND (“Resistance-Nodulation-Cell Division”), o bombas tipo Mex (2, 65, 107).
A la fecha se han descrito en P. aeruginosa 11 tipos de bombas de eflujo capaces de
expulsar distintos antibidticos de la célula, y uno de ellos se encontrd disminuido en
ambos mutantes en comparacion con la cepa silvestre en bajo Pi, la bomba MexEF-
OprN, la cual confiere resistencia a cloranfenicol, trimetoprim y quinolonas, y
susceptibilidad a algunos p-lactamicos y amiglicosidos (60, 61). La regulacion de la
expresion de los distintos tipos de bombas no estd completamente dilucidada, sin
embargo el operdbn mexEF-oprN tiene una baja expresion basal en cepas silvestre (60),
y es el Gnico que se conoce cuya expresion es regulada positivamente por un gen
ubicado rio arriba de este operén, llamado mexT (59). La sobrexpresion de este operén
se induce en presencia de antibidticos, y es mediada por las proteinas MexT y/o MexS,
pero también se genera por estrés metabdlico mediado por un mecanismo
independiente de MexT (65).

La proteina MexT no fue identificada en los ensayos de protedbminca cuantitativa
en ninguna de las condiciones estudiadas, por lo que no pueden relacionarse
directamente los niveles de expresion de la bomba MexEF-OprN con este regulador.
Sin embargo, se ha descrito que MvaT también regula la expresion de esta bomba de
forma especifica, pero independientemente de la accion de MexT (131). MvaT es un
regulador transcripcional que pertenece a la familia de proteinas H-NS similares a las
histonas de estructuracién del nucleoidse (15), y es ademas un regulador global de la
expresion de genes de virulencia, ya que se ha descrito que la inactivacion del gen
mvaT en P. aeruginosa genera un aumento en la produccién de piocianina, de lectina
PA-IL y de las moléculas autoinductoras C4-HSL y oxo-C12-HSL, y también una

disminucion en el nado tipo “swarming” y la produccion de elastasa y proteasa LasA
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(27). La modificacion de la expresion de la bomba MexEF-OprN por parte de MvaT se
caracteriza por un concomitante aumento de la expresién de la proteina de membrana
externa OprD (131), porina permeable a imipenem, lo gue genera un aumento en la
sensibilidad a este antibidtico en P. aeruginosa (86). Interesantemente, en carencia de
fosfato tanto en la cepa silvestre como en los mutantes ppk7 y ppk2, los ensayos de
protedmica cuantitativa revelaron un aumento en la expresion del regulador MvaT
(Tablas suplementarias 1 y 3). No obstante, sélo en las cepas mutantes se observo
una disminucién de las proteinas que conforman la bomba de eflujo MexEF-OprN
(Tabla 5). Por otro lado, en ambos mutantes los aumentos en i) la expresiéon de la
porina OprD (Tabla 5), ii) la sensibilidad a cloranfenicol y tianfenicol, y iii) la resistencia
a carbenicilina, sugieren que la disminucion en la expresion de la bomba podria
deberse a la accién del regulador MvaT.

En relacién a los otros antibidticos frente a los cuales las bombas MexEF-OprN
confieren resistencia, sélo fue testeado en los microarreglos fenotipicos el trimetoprim,
con el cual no se observaron diferencias significativas entre los mutantes y la cepa
silvestre. Una posible explicacion para esto es que las concentraciones de antibidticos
fijadas para los experimentos de microarreglos fenotipicos por Biolog®, son mas bajas
que las utilizadas para P. aeruginosa, ya que estos ensayos fueron desarrollados para
E. coli. Esto también pudo haber dado como resultado falsos negativos para otros
antibidticos, frente a los cuales los mutantes ppk7 y ppk2 podrian mas sensibles que la
cepa silvestre.

Por otro lado, se identificaron otros 10 antibiéticos y 19 compuestos toxicos
{(quelantes, detergentes, ionéforos, iones toxicos y agentes oxidantes), que no pueden
relacionarse directamente con la acci6n de la bomba MexEF-OprN, y a los gque las

cepas mutantes son menos resistentes que la cepa silvestre. En estos mutantes se
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encontré aumentada la expresién de distintas proteinas de membrana como porinas y
transportadores de tipo ABC (Tabla 5). Lo anterior, en conjunto con la disminucién de
algunas proteinas de biosintesis de membrana y pared celular (Tabla suplementaria 4},
podria indicar que las mutaciones en la sintesis de los poliP generan alteraciones en la

permeabilidad celular a distintos agentes toxicos.

4.2. Cambios en la virulencia de las cepas mutantes ppk?y ppk2

La regulacion génica dependiente de la densidad celular se basa en la liberacion
de moléculas soluble que son sensadas por otras bacterias. En P. aeruginosa existen
al menos dos sistemas autoinductores (LasRl y RhiRl) que se interconectan de forma
jerarguica, donde LasR/3-oxo-C12-HSL activa al sistema RhIR/C4-HSL (69), y en
conjunto gatillan la transcripcién de los genes dependientes del “querum sensing” (QS),
muchos de los cuales estan involucrados en la virulencia bacteriana (38, 92, 114, 132).
Es por esto que se ha buscado utilizar este sistema autoinductor como un blanco para
drogas antimicrobianas (115, 118), y por tanto es un sistema a considerar cuando se
busca la atenuacion de la virulencia en cepas patégenas.

Estudios anteriores demuestran que la expresion de RIhR depende de LasR en
medios nutritivos, mientras que bajo condiciones de carencia de fosfato varios
activadores transcripcionales (como Vir, RhIR y ™) participan en la expresion de rhiR
desde multiples promotores, fomentando un aumento en su expresién (69). Ademas,
se ha descrito que bajas concentraciones de fosfato en el medio reducen los niveles de
AHLs (7). Por otro lado, mutaciones en el gen ppk? en P. aeruginosa (y en otras
bacterias patégenas) generan una disminucioén en la produccion de AHLs vy en la
virulencia (55, 57, 104, 105, 124). A pesar de esto, en los ensayos de deteccion de

AHLs con el biosensor A. tumefaciens NTL4 realizados en medios con bajo y alto Pi
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(Figura 10}, no se detectaron diferencias significativas entre las dos condiciones de
fosfato tanto en las cepas mutantes como en la silvestre, con excepcion de la fase
exponencial de crecimiento (3 horas de incubacién) donde la cepa silvestre mostré una
mayor produccion de AHLs en alto Pi y el mutante ppk7 en bajo Pi. El método utilizado
para la identificacion de AHLs es cualitativo y habria que realizar otro tipo de estudios
para poder cuantificar y confirmar las diferencias en la produccion de estas moléculas
por parte de los mutantes. Mediante esta técnica tampoco pudo detectarse con
exactitud la presencia de C4-HSL en ninguna de las muestras, sin embargo si se
observaron manchas con la misma migracion de la oxo-C12-HSL en todas las cepas y
condiciones, con menor intensidad a las 3 horas de incubacién (en todas las cepas)
que en tiempos posteriores, y es perceptible que la sefial de esta lactona es menor en
el mutante ppk1 que en el mutante ppk2y en la cepa silvestre.

Debido a que estos resultados no son concluyentes, no puede extrapolarse la
produccién de factores de virulencia a la presencia de las distintas AHLs observadas.
No obstante, se ha demostrado que, aunque es necesaria una concentracion critica de
moléculas autoninductoras para la activacion de este sistema, la expresién de algunos
genes de virulencia como /ecA estan “super-regulados” de una forma dependiente de la
fase de crecimiento mas que por la concentracion de AHLs (27). De igual forma, la
produccion de PQS -otra molécula de sefalizacion que controla la sintesis de factores
de virulencia como piocianina, lectina, ramnolipidos y HCN (26, 41)- demostré en un
principio ser dependiente de LasR/oxo-C12-HSL (95). Sin embargo, luego se demostrd
que la concentracién de PQS alcanza su maximo en la fase estacionaria tardia donde
el sistema de QS no estaria activo, sugiriendo que esta molécula no participa en la
deteccion de la densidad celular y puede activar la produccion de factores de virulencia

en respuesta a ofros estimulos (76). Esto también fue probado in vivo, donde se
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observé que bajas concentraciones de fosfato generan una mayor produccion de PQS
y del sideroforo pioverdina, que resultan en una mayor letalidad de P. aeruginosa frente
a C. elegans (137). Consistentemente, se observé también en este estudio un aumento
en la produccion de sideroforos totales (Figura 8), y de pioverdina y piocianina (Figura
9) en la cepa silvestre y en ambos crecidos en bajo fosfato. La medicién de estos
factores de virulencia se realizd en distintas fases de crecimiento, por lo que se
observd la progresion de la produccion de sideréforos en el tiempo, destacando que en
la cepa silvestre la producciéon es mas baja a las 3 horas en ambos medios, lo que
indicaria que la induccién en la produccion de sideréforos ocurre alrededor de las 6
horas de incubacién. El aumento en la produccién de sideréforos en carencia de
fosfato ha sido bien documentado (71, 137), por tanto el comportamiento de todas las
cepas en este medio era esperable. Sin embargo, la produccion de siderdforos totales
fue varias veces mayor en el mutante ppk2 que en el mutante ppk?, en comparacion
con la cepa silvestre. Ademas, la produccion de sideroforos en este mutante aumento
progresivamente con el tiempo de incubacion y a las 3 horas ya se observaba una gran
cantidad de éstos, lo que sugiere una sintesis muy temprana de este factor de
virulencia.

Por otro lado, en las mediciones espectrofotométricas (Figura 9) también se observo
una produccion significativamente mayor de pioverdina en el mutante ppk2 en relacion
a las demas cepas, lo que es corroborado por el ensayo de protedmica cuantitativa,
donde también se observd un aumento en la cantidad de proteinas relacionadas con la
sintesis de pioverdina en comparacion con la cepa silvestre (Tabla 6). Esto podria
explicar en parte la mayor cantidad de sideréforos totales sugerido por el ensayo de
difusion en agar CAS, debido a la alta afinidad por hierro de la pioverdina, aunque por

ICPL también se observaron aumentadas otras proteinas asociadas con la captura e
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ingreso de hierro a la célula, incluyendo la de sintesis de pioverdina PvdL (Tabla 6).
Esto es de gran importancia ya que se asocia a la pioverdina con una mayor capacidad
infectiva en distintos modelos animales y vegetales (80, 84), debido a su mayor
capacidad de adquirir hierro en sistemas biologicos removiéndolo incluso de proteinas
como la transferrina y la lactoferrina (130, 135), promoviendo de esta forma su
crecimiento y colonizacién de tejidos como se ha demostrado en modelos de ratén
quemado y de colonizacion de pulmén de rata (97, 105, 129). Adicionalmente, se ha
encontrado que la pioverdina inicia una cascada de sefalizacién que termina en la
induccion de la sintesis de otros factores de virulencia como la exotoxina A, la
endoproteasa PrplL y la misma pioverdina (68).

En el mutante ppk, los resultados del ensayo de difusiéon en agar CAS (Figura 8)
reflejaron una produccién global de sideréforos indistinta de la cepa silvestre, mientras
que la presencia de pioverdina, medida por espectrofotometria (Figura 9), es
significativamente menor que en la cepa silvestre (P<0,001). La diferencia entre la
medicion de sideroforos totales y la de pioverdina sugieren que habria un aumento en
la produccion de otros compuestos capaces de quelar hierro, pudiendo ser uno de
estos la pioquelina, un sideréforo secundario con menor afinidad por hierro (99). Esto
fue confirmado por ICPL (Tabla 6), donde se observaron aumentos de la PchE y FptA,
proteinas involucradas en la sintesis y el transporte de la pioguelina, respectivamente.
Ambas proteinas, ademas de la PchF, se encontraron aumentadas en el mutante PPKZ.
Se ha considerado que la pioverdina es el principal mecanismo de transporte de hierro
en la celula, ya que tiene una mayor capacidad de incorporar hierro de la pioguelina,
(Pvd K, = 10% M versus Pch K, = 2 x 10° M! en etanol) (1, 18). Sin embargo, al igual

que la pioverdina, la pioquelina promueve el crecimiento bacteriano y puede remover
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hierro de la transferrina y lactoferrina, ademas de actuar de forma sinérgica con la
pioverdina para causar infeccion (19, 116, 122).

De la misma forma en que se evalu6 la produccién de pioverdina, se midieron las
concentraciones de piocianina en los sobrenadantes de los cultivos de las distintas
cepas (Figura 9). La piocianina es un pigmento tdxico derivado de fenazinas
caracteristico del género Psedumonas, cuya accion se debe a sus propiedades redox
que, en presencia de oxigeno y de agentes reductores como NADH y NADPH, genera
la acumulacion de peroxido de hidrégeno y de superoxido (48). Estudios revelan que
altas concentraciones de piocianina generan una directa inhibicion de las catalasas
(89) y deplecion intracelular de la forma reducida del glutatién, cuya accion sobre la
piocianina produce radicales libres (83), activando procesos proinflamatorios que en
conjunto estimulan la atraccién de neutrtfilos a las vias respiratorias, causando
inflamacion y dafio tisular mediado por piocianina y sus derivados, especies reactivas
de oxigeno y de los mismos neutrofilos (24, 43, 83). Por otro lado, la piocianina
también puede actuar de forma sinérgica con la pioquelina, catalizando la formacion
del radical hidroxilo que dafia directamente a las células endoteliales pulmonares (12,
81). Por estas razones la piocianina se ha utilizado como un determinante de la
virulencia en P. aeruginosa, que permite tipificar a las cepas toxicogénicas (111).

La medicion de piocianina en los sobrenadantes de cultivos de P. aeruginosa
(Figura 9) revel6 un aumento de la produccion de piocianina en el tiempo, lo que se
condice con la regulacién de la produccion de este compuesto por parte del sistema de
QS. La cantidad de piocianina medida en la condiciéon de bajo fosfato fue
significativamente mayor en todas las cepas que en alto fosfato, comprobando la
induccién de la expresion de genes involucrados en la sintesis de fenazinas en

carencia de fosfato descrita anteriormente (4, 137). Por otro lado, en bajo fostfato la
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produccion de piocianina fue mayor en los mutantes ppk? y ppk2 que en la cepa
silvestre, sugiriendo que estos mutantes son mas sensibles a la carencia de fosfato, o
gue algin otro sistema regula positivamente su produccién en estas condiciones.
Lamentablemente, no pudo identificarse por protedmica cuantitativa proteinas
relacionadas con la sintesis de fenazinas en estos mutantes.

Recientemente, mediante experimentos de microarreglos de ADN en P. aeruginosa
se revelé que ademas de la induccién en la producciéon de piocianina y pioverdina, la
carencia de fosfato altera la transcripcidon de multiples genes relacionados con la
adquisicion de fosfato (pstSCAB-pholU, phoA, oprO, oprP), el sistema de QS (mviR
pvdS, rhiR), quimiotaxis (cipL, cipH y otros probables transductores de quimiotaxis) y
secrecion de toxinas (sistemas de secrecion tipo Il y V1), entre otros (4). Para la cepa
silvestre, en la condicién de carencia de fosfato utilizada para los ensayos de
protedbmica cuantitativa en este trabajo, también se observaron aumentadas proteinas
relacionadas con la adquisicion de fosfato (OprO, PstB, PstC y PhoU, Tabla 4).
Sumado a esto, se encontraron disminuidas nucleésido disfosfato quinasas (NDKs) y
aumentada la Lon proteasa (Tablas suplementarias 1 y 2), lo que sugiere un estado
general de déficit de nutrientes en la célula. En E. cofi la hambruna de aminoacidos
genera acumulacién de poliP en la célula, lo cuales forman complejos con la proteasa
Lon y gatillan la degradacién de proteinas, lo que aumenta la disponibilidad de
aminoacidos (66). Por otro lado, en P. aeruginosa se ha asociado la accion de la
proteasa Lon con una disminucion en la expresion del sistema de QS, lo que reprime
directamente la expresion de LasR/Lasl via la degradaciéon de la sintasa Lasl (123).
Esta observacion del aumento de la proteasa Lon en carencia de fosfato, podria ser
una explicacion a la disminucién en los niveles de AHL descritos anteriormente en esta

condicion (7, 53). En los mutantes ppk1 y ppkZ2 no se observd un claro aumento en
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proteinas relacionadas con el metabolismo del fosfato, ya que la porina OprO se
encontré disminuida en ambos mutantes, pero si aumentd el regulador PhoB en el
mutante ppk2. En este mutante ademas se encontrd una disminucién de NDKs, pero
no se detectd esta proteina en el mutante ppk7. Con respecto a la Lon proteasa,
aunque se encontro aumentada, este aumento no es significativo en ninguna de los
mutantes (Tablas suplementarias 3 y 4).

Finalmente, aunque las mediciones de sideréforos y piocianina sugieren una mayor
virulencia del mutante ppk2, el ensayo de la virulencia in vivo permitié clarificar y
comprobar lo observado en cuanto al efecto de estos factores de virulencia de las

distintas cepas de P. aeruginosa en un modelo animal.

4.2.1. Letalidad de P. aeruginosa en un modelo de infeccién por inmersién en
el pez cebra

En el presente estudio se demostro por primera vez que P. aeruginosa es capaz de
causar letalidad en un modelo de infeccidn por inmersion en el pez cebra. No obstante,
debido a la caracteristica oportunista del patdgeno, tanto la bacteria como el pez deben
encontrarse en condiciones especificas para que esto ocurra. Segun la teoria del
marco dafio-respuesta en la patogénesis microbiana de A. Casadevall y L. Pirofski
(14), la virulencia es una propiedad del microorganismo que sélo se expresa en un
hospedero susceptible, y la patogénesis microbiana es el resultado de la interaccion
entre el microorganismo y el hospedero, y no es atribuible a ninguno de los
componentes por separado. Esta teoria se ajusta especialmente a lo observado en P.
aeruginosa, ya que la patogenicidad de esta bacteria, es decir la capacidad de causar
dafio en el hospedero, depende fuertemente del estado inmunolégico del hospedero y

de la virulencia bacteriana. Como se observd en este estudio, solo se ocurrié dafio o
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muerte en condiciones especificas del pez cebra y de P. aeruginosa. Estas fueron un
estadio temprano en el desarrollo del pez (3 dpf), en el cual sélo se encuentra
desarrollado el sistema inmune innato; una baja temperatura de incubacién (menor a
24<C), la cual contribuye a una respuesta inmune di sminuida en el pez; una alta pero
determinada carga bacteriana (~5x10® UFC/mL), imprescindible para causar mortalidad
en los tiempos observados, ya que concentraciones mayores conducen a una rapida
muerte del pez en todas las cepas estudiadas (100% de muerte en media hora), y
concentraciones menores no generan efecto alguno en la salud del pez incluso luego
de 5 dias post infeccion (datos no mostrados). Ademas, se pudeo corroborar gue la
deplecion de fosfato induce la virulencia en P. aeruginosa como se observd en las
curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier (Figura 17), ya que la cepa silvestre de P.
aeruginosa s6lo generdé mortalidad en la condiciéon de bajo Pi (60% en bajo Pi versus
4% en alto Pi a las 28 hpi), lo que se habia descrito anteriormente en otros modelos
animales (71, 137),).

Por otro lado, se observé una marcada diferencia entre la letalidad de las cepas
mutantes ppk1y ppkZ, ya que la primera no generd una mortalidad superior al 10% en
ambas condiciones de disponibilidad de fosfato, mientras que el mutante ppk2 provoco
un 100% de mortalidad antes de las 22 hpi en bajo Pi y a las 24 hpi en alto Pi. Esto
sugiere que la carencia de fosfato no altera la virulencia de las cepas mutantes, ya que
en carencia de fosfato se mantuvo la atenuacion en la virulencia del mutante ppk71 vy la
alta letalidad del mutante ppk2.

De acuerdo con los cambios fisiol6gicos observados en los ensayo de virulencia en
el pez cebra, la diferencia en la letalidad de las cepas puede ser causada por la
secrecion o excrecion de compuestos toxicos para el pez, pudiendo ocurrir la muerte

de las larvas sblo un par de horas luego de la infeccion en algunas condiciones. Segln
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lo observado en este estudio, los sideréforos son un buen candidato para explicar la
diferencia en la toxicidad tanto de la cepa silvestre en bajo fosfato, como la de las
cepas mutantes. Como ya se menciond anteriormente, la produccion de sideroforos
totales en el mutante ppk2 es superior a la del mutante ppk7 y de la cepa silvestre, lo
que se correlaciona con la mayor letalidad de ese mutante. Sin embargo, el mutante
ppk1 presentd una produccion de sideroforos totales similar a la cepa silvestre, e
incluso una mayor cantidad de piocianina. Contrariamente, la produccion de pioverdina
de este mutante fue significativamente menor que la observada en las otras cepas,
siendo notoria la alta produccion de pioverdina por el mutante ppk2. En base a esto, la
mortalidad generada en los peces podria ser causa de una accion sinérgica
principalmente de la pioverdina con otros sideroforos (como con pioquelina cuyas
proteinas de sintesis se encontraron aumentadas en el mutante ppk2) y la piocianina,
los cuales se encontraron aumentados en las condiciones mas virulentas. En
concordancia, en las condiciones donde hubo una baja produccién de pioverdina
(como en la cepa silvestre en alto Pi y en el mutante ppk7), la letalidad de las cepas se
vio atenuada.

Estos estudios abren el camino para el uso del pez cebra como un modelo para
evaluar la virulencia de bacterias oportunistas como P. aeruginosa, utilizando técnicas
no invasivas para el pez. Ademas, la infeccién por inmersion permite escalar los
estudios a ensayos de rastreo masivo de mutaciones que atenlen la virulencia de

distintos microorganismos patégenos.
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5. CONCLUSIONES

Las mutaciones en los genes ppk1 y ppk2 generan efectos similares a nivel
metabélico, lo que se observo tanto en los resultados de los microarreglos
fenotipicos como en la protedmica cuantitativa, mientras que mostraron
comportamientos distintos en relacion a la virulencia bacteriana, observable en
la produccion de factores de virulencia y los ensayos de infeccion en el pez
cebra.

Los mutantes de la sintesis de los polifosfatos en P. aeruginosa presentan
pocos cambios en relacion a la cepa silvestre en la utilizacién de distintos
nutrientes (fuentes de C, N, P, S), lo que sugiere que los cambios en el
metabolismo central provocados por mutaciones individuales (del gen ppk1 o
del gen ppk2) son compensados por la funcién del otro gen paralogo del
metabolismo de los poliP.

Las mutaciones en la sintesis de los poliP en P. aeruginosa generan un
aumento en la sensibilidad a los antibiéticos y a otros agentes toxicos, la cual
se correlaciona con cambios en la expresion de genes relacionados con la
biosintesis de la membrana y la pared celular, transportadores y porinas, y
bombas de eflujo del tipo MexEF-OprN reguladas por MvaT.

La carencia de fosfato en los mutantes ppk7 y ppk2 genera efectos distintos a
los observados en la cepa silvestre, ya que en ellos no se encontré un aumento
consistente de los sistemas de ingreso de fosfato a la célula, la produccion de
piocianina fue mayor en ambos mutantes que en la cepa silvestre, y sélo en el

mutante ppk2 se observd una mayor produccion de los sideréforos totales,
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destacéndose la baja produccion de pioverdina en el mutante ppk? y la alta
produccion de esta en el mutante ppk2 en relacion a la cepa silvestre.

P. aeruginosa PAO1 genera mortalidad en el modelo de infeccion por inmersion
en el pez cebra, lo que permite el uso de este método para distinguir la letalidad
de distintas cepas y/o condiciones de crecimiento, como se observo en la cepa
silvestre crecida en alto y bajo fosfato.

El mutante ppk7 presentd una atenuacion en la letalidad en el pez cebra,
mientras que el mutante ppk2 generd una gran mortalidad (superior que la de la
cepa silvestre) en ambas condiciones de disponibilidad de fosfato, lo que se
correlaciona con la baja produccion de pioverdina en el mutante ppk? y la alta
produccion de este sideroforo en el mutante ppk2.

Este estudio confirma al gen ppk? como un buen blanco para el uso de drogas
antimicrobianas, debido a su baja letalidad en el pez cebra, baja produccion de
pioverdina y alta sensibilidad a antibidticos, pero no asi al gen ppk2, ya que en
este mutante se ve un aumento de la letalidad en el modelo animal estudiado y

una aumento de la produccion de los factores de virulencia evaluados.
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7. ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Listado de proteinas que aumentan su expresion en P. aeruginosa
PAO1 silvestre crecida en carencia de fosfato con respecto a la condiciénde exceso de
fosfato en los analisis de proteémica cuantitativa. Se muestran sélo las proteinas que
pertenecen a las categorias funcionales de proteinas de transporte, transcripcion,
modificaciones postraduccionales, degradacion de proteinas y chaperonas, biogénesis de pared
celular/membrana/envoltura, motilidad celular y secrecion, adaptacion a condiciones atipicas y
factores de virulencia.

Aumento de la expresion en |Pi en comparacion con tPi
. : Puntua- | % # # log,(Prom
Categoria Proteina Gen | ORF cién |Cob. |Pépt, (LH) Prom.| o diana)
METABOLISMO

ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION

Modificacio-
nes
postraduc-
cionales,
degradacion
de
proteinas,
chaperonas

Subunidad de
unién a ATP de
la proteasa Clp
dependiente de
ATP, ClpX
Subunidad de
union a ATP de
probable
proteasa ClpA/B

clpX  PA1802

PA0459

87

6347 148 4

497,10 30,6 28

22

20T

2,38

1,54

1,32




Chaperona CipB  ¢ipB  PA4542 23140 213 22 13 233 1,29
Subunidad

Eroteasa LK hilKk PA4942 5180 120 3 2 201 1,08
Zinc

metaloproteasa
dependiente de fisH  PA4751 70,42 67 8 2 1,73 0,865

ATP FtsH
Lon proteasa lon PA1803 69,42 12,7 10 6 1,68 0,822

... |Similar a UDP-
Biogenesis | glucosa /GDP-

de pared | manosa wbpA PA3159 5035 117 4 3 389 2,03
celular | deshidrogenasa
/membran | Lipotoxina F, LptF  IptF PA3692 88,51 107 4 3 2,59 1,45
a Proteina
/envoltura f:;ﬁ;”’g';a;;fade mreB PA4481 7152 130 4 3 2,00 1,07
MreB

% Cob. porcentaje de cobertura de la proteina
# Pept. nimero de péptidos identificados

# (L/H) péptidos empleados para la cuantificacion

Prom. promedio de los péptidos cuantificados {PAO1 |Pi/ PAO1 TPi)
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Tabla suplementaria 2. Listado de proteinas que disminuyen su expresion en P.
aeruginosa PAO1 silvestre crecida en carencia de fosfato con respecto a la condiciénde
exceso de fosfato. Se muestran solo las proteinas que perteneces a las categorias funcionales
de proteinas de transporte, transcripcion, modificaciones postraduccionales, degradacién de
proteinas y chaperonas, biogénesis de pared celular/membrana/envoitura, motilidad celular y

secrecion, adaptacion a condiciones atipicas y factores de virulencia.

Disminucién de la expresion en |Pi en comparacién con 1Pi

Ps o,
Categoria Proteina Gen ORF FPuntua- % #

#

cion Cob. Pépt. (L/H)

Prom.

loga(Prom
-mediana)

METABOLISMO

ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE INFORMACION

PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION

Medificacio-
nes

postraduc-

cionales, 10kDa

degradacién chaperonina
de

proteinas,

chaperonas

groES PA4386 20492 57,7 16

0,59

-0,687

Biogénesis de
pared celular

89




/ membrana
/ envoltura

% Cob. porcentaje de cobertura de la proteina
# Pept. nimero de péptidos identificados
# (L/H) péptidos empleados para la cuantificacion

Prom. promedio de los péptidos cuantificados (PAO1 |Pi/ PAO1 1Pi)

Tabla 3. Listado de proteinas que aumentan su expresion en los mutantes de sintesis de
los poliP en carencia de fosfato con respecto a la cepa PAO1 silvestre en la misma
condicién, en los analisis de proteémica cuantitativa. Se muestran sélo las proteinas que
perteneces a las categorias funcionales de proteinas de transporte, transcripcion,
madificaciones postraduccionales, degradacién de proteinas y chaperonas, biogénesis de pared
celularfmembrana/envoltura, motilidad celular y secrecion, adaptacién a condiciones atipicas y
factores de virulencia.

Aumento de la expresién en comparacion con PAO1 |Pi silvestre

log.
. : Puntua % #
Categoria Proteina Gen ORF -cién Cov. Pépt.(H/L) Prom. m(epg?:;; \ Mutante

METABOLISMO




ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE INFORMACION
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PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION

Modifica-
ciones
postraduc-
cionales,
degradacion
de proteinas,
chaperonas

Probable
proteasa
dependiente de
ATP

Proteasa Clp
dependiente de
ATP subunidad
proteolitica 2
Proteina grpE
Proteasa
dependiente de
ATP, subunidad
ATPasa HslU

Proteina Hfg
Subunidad de
proteasa HflK

PAQ779

PA3326
grpE PA4762
hsiU PAS5054

hfg PA4944
hiiKk PA4942

44,40

70,96

55,18

47,14

60,97
91,92

8,8

13,8

21,0

13,4

31,7
10,5

10

6,47

4,66

3,72

3,71

3,39
3,33

1,88

1,40

1,08

1,08

0,95
0,92

Ppk1

ppki1

ppki

ppki

ppki
ppk1

Clp proieasa
dependiente de
ATP, subunidad
proteolitica 2

PA3326

155,31

28,9

1,89

1,07

ppk2

Biogénesis
de pared
celular
/membrana

/envoltura

Lipotoxin F, LptF

Tetrahidro-
dipicolinato N-
succinil-
transferasa
Regulador del
largo de cadena
de antigeno O
Probable
proteina no
caracterizada
Probable
proteina no
caracterizada

IptF  PA3692

dapD PA3666

wzz PA3160

PA4925

PA1053

255,47

51,28

74,40

103,89

93,64

441

15,4

21,6

1,3

21,4

20

11

4,48

3,33

3,19

2,96

2,81

1,35

0,92

0,86

0,75

0,67

Ppki1

Ppki

ppki

ppk1

ppki

Tetrahidro-
dipicolinato N-
succiniliransfe-
rasa

Similar a UDP-
glucosa/ GDP-
manosa
deshidro

dapD PA3666

whpA PA3159

75,95

65,11

92

3,5

7.8

1,40

1,38

0,64

0,62

ppk2

ppk2




% Cob. porcentaje de cobertura de la proteina
# Pept. nimero de péptidos identificados
# (L/H) péptidos empleados para la cuantificaciéon

Prom. promedio de los péptidos cuantificados (PAO1 |Pi/ PAO1 1Pi)
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Tabla 4. Listado de proteinas que disminuyen su expresion en los mutantes de sintesis
de los poliP en carencia de fosfato con respecto a la cepa PAO1 silvestre en la misma
condicién, en los andlisis de proteémica cuantitativa. Se muestran sélo las proteinas que
perteneces a las categorias funcionales de proteinas de transporte, transcripcion,
modificaciones postraduccionales, degradacion de proteinas y chaperonas, biogénesis de pared
celular/membrana/envoltura, motilidad celular y secrecion, adaptacién a condiciones atipicas y
factores de virulencia.

Disminucién de la expresién en comparacion con PAO1 |Pi silvestre

|Ogg
. . Puntua- % #
Categoria Proteina Gen ORF cion  Cov. Pépt. (H/L) Prom. r('I:*er::;;:l-.la Mutante

METABOLISMO
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ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE INFORMACION

PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION

Modifica-
ciones
postraduc-
cionales,
degradacién
de proteinas,
chaperonas

Probable tiol
peroxidasa
Probable ClpA/B
proteasa,
subunidad de
unién a ATP
Chaperona dnaJ

Probable proteasa

tox PA2532

PAO459

dnaJ PA4760
PA1327

75,03

208,24

108,24
198,75

27,3

20,1

7.7
10,7

18

11

12

0,66

1,03

1,08
1,13

1,42

-0,77

-0,70
-0,64

Ppk1

PPk

ppki
ppk1

Probable ClpA/B
proteasa,
subunidad de
unién a ATP

PA0459

659,15

26,1

30

0,55

-0,71

ppk2

Biogénesis
de pared
celular
/membrana
/envoltura

Lipido A 3-O-

deacilasa pagL. ‘PAAG0]

71,80

14,5

1,08

-0,70

PPk1

Probable proteina
no caracterizada

UDP-2-acetamido-
2-dideoxi-d-ribo-
hex-3-acido
ulurénico
transaminasa,
WhpE
2-dehidro-3-
deoxifosfo-
octonato aldolasa

Lipido A 3-O-
deacilasa

PA1053

wbpE PA3155

kdsA PA3636

pagl PA4661

Regulador del
largo de cadena
de antigeno O

wzz PA3160

126,99

48,72

71,63

313,95

42,07

95

27,3

9,7

0,48

0,49

0,50

0,53

0,54

=091

-0,88

-0,85

-0,76

-0,74

ppk2

ppk2

Ppk2

ppk2

ppk2




% Cob. porcentaje de cobertura de la proteina
# Pept. nimero de péptidos identificados
# (L/H) péptidos empleados para la cuantificacion

Prom. promedio de los péptidos cuantificados (PAC1 [Pif PAO1 1Pi)
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Figura suplementaria 1. Resultados cinéticos de todos los microarreglos fenotipicos analizados para la comparacién entre el
mutante ppk7 y la cepa silvestre.

Consenso: PAO1 ppk1 (verde) versus PAO1 silvestre (rojo)
0210304 05 (06 07 05109 10 /11 12 . P




86

Figura suplementaria 2. Resultados cinéticos de todos los microarreglos fenotipicos analizados para la comparacion entre el
mutante ppk2y la cepa silvestre.

Consenso: PAO1 ppk2 (verde) versus PAO1 silvestre (rojo)
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