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Abreviaturas

FC: Fibrosis Quistica

QS: Quorum Sensing

poliP: Polifosfato

Pi: Fosfato inorganico

PPK1; Enzima Polifosfato Kinasa 1

PPK2: Enzima Polifosfato Kinasa 2

ppk1: Gen codificante para la enzima polifosfato Kinasa 1
ppk2: Gen codificante para la enzima polifosfato kinasa 2
ATP: Adenosin Trifosfato

ADP: Adenosin Difosfato

GTP: Guanosin Trifosfato

GDP: Guanosin Difosfato

CTP: Citosin Trifosfato

CTP: Citosin Difosfato

dpf: Dias Post Fecundacion

wt: cepa silvestre




Resumen

Pseudomonas aeruginosa posee una incidencia en huranos principalmente nosocomial e
infecta a pacientes que sufren de Fibrosis Quistica (FC), cancer, quemaduras severas 0 a
organismos inmunocomprometidos. Posee varias bombas de flujo para multi-drogas que le otorgan
una resistencia intrinseca a numerosos antibiéticos y desinfectantes. P. aeruginosa destaca por
poseer multiples factores de virulencia que han sido estudiados extensivamente bajo condiciones in
vitro. La infeccion crénica de este organismo en pacientes con FC provoca un progresivo deterioro
pulmonar, deficiencia respiratoria e incluso la muerte.

Los polifosfatos inorganicos (poliP) son esenciales en el metabolismo bacteriano, y afectan
importantes procesos como la virulencia y la comunicacion celular. En Pseudomonas aeruginosa, la
enzima polifosfato kinasa (PPK1) cataliza reversiblemente la sintesis de poliP a partir de ATP,
mientras que la PPK2 sintetiza principalmente GTP a partir de poliP. Con el fin de evaluar la
virulencia de las mutantes de los genes ppk? y ppk2 derivadas de P. aeruginosa PAO1, se ensayo
la produccién de los siguientes factores de virulencia: pigmentos téxicos, elastasa, proteasa,
ramnolipidos y hemolisina, y se evaluo la letalidad de dichas cepas utilizando larvas de pez cebra
como modelo animal. Para esto, se realizaron curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier de las
larvas ante distintas bacterias mutantes derivadas de P. aeruginosa PAO1, crecidas en medios con
alto y bajo fosfato (Pi). Se utilizaron las mutantes de Pseudomonas aeruginosa del metabolismo de
los polifosfatos (ppk? y ppk2) y de la sintesis de pigmentos toxicos (pvdF, pchF, phzM, phzS y
phzR) en las dos condiciones de Pi.

La cantidad de pioverdina secretada resulté ser significativamente menor en las mutantes
ppk1 y pvdF con respecto a la wt, en ambas condiciones de fosfato. En los ensayos de letalidad,
solo las cepas ppk1 y pvdF tienen un fenotipo de virulencia atenuado. La produccién de los otros
factores de virulencia no demostro diferencias significativas entre las cepas bacterianas utilizadas.
Se concluye por lo tanto, que de todos los factores de virulencia ensayados, el siderdforo pioverdina

seria una de los mas relevantes para causar dafio sobre larvas de pez cebra.




Abstract

Pseudomonas aeruginosa has an incidence in human mainly nosccomial and infects
patients suffering from Cystic Fibrosis (FC), cancer, severe burns or immunocompromised bodies. It
has several flow pumps for drugs that give intrinsic resistance to many antibiotics and disinfectants.
P.aeruginosa stands out by producing muitiple virulence factors that have been studied extensively
in vitro Infection. Chronic infection of this organism in patients with FC causes a progressive
pulmonary deterioration, respiratory deficiency and death.

The inorganic polyphosphates are essential in bacterial metabolism, and affect important
processes such as the virulence and cell communication. In Pseudomonas aeruginosa, the enzyme
Polyphosphate kinase (PPK1) reversibly catalyzes the synthesis of polyP from ATP, while the PPK2
mainly synthesized GTP from polyp. In order to evaluate the virulence of the mutants of genes ppk?
and ppk2 of P. aeruginosa PAO1, the production of the following virulence factors were tested: toxic
pigments, elastase, protease, surfactants and hemolysin, and the lethality of this strains was tested
using Zebra fish as an animal model. For this, Kaplan-Meier survival curves of larvae were done
with different bacteria grown in media with high and low phosphate (Pi). The polyphosphates
mutants of Pseudomonas aeruginosa (ppk1 and ppk2) and the metabolism of toxic pigments (pvdF,
pchF, phzM, phzS and phzR) were used in both conditions of phosphate.

The amount of secreted Pyoverdine was significantly less for mutants ppk? and pvdF in
respect to the wt, under both conditions of phosphate. Only ppk! and pvdF strains presented an
attenuated virulence phenotype for fatality in zebrafish. The production of the others virulence
factors didn’t result in significantly differences within the strains used. Therefore, it is concluded that
within all tested virulence factors, the siderophore pyoverdin would be one of most relevance to

cause damage in zebrafish larvae.




I, Introduccién

L.i Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram-negativa con la capacidad de adaptarse a una
gran variedad de nichos ecoldgicos (Frimmersdorf y col, 2010), desde suelo y hébitats marinos
hasta tejidos animales y vegetales, esto gracias a que puede utilizar un amplio rango de
compuestos organicos como fuente nutricional. El metabolismo principal es el catabolismo oxidativo
y las fuentes de carbono y nitrégenc son adquiridas preferencialmente a partir de acidos grasos de
cadena corta, aminoécidos y poliaminas. Sin embargo, también puede adquirir carbono de fuentes
mas complejas como compuestos aromaticos y halogenados (Entner y col, 1951 y Eschbach y col,
2004), Ademéas puede crecer facuitativamente en condicién anaerébica mediante la fermentacion
de arginina, piruvato o con aceptores externos alternativos de electrones (Ginn-Pease y col, 1998 ¥
Goldbourt y col, 2007). Su versatilidad demuestra que es de alta complejidad genética siendo uno
de los genomas bacterianos mas grandes secuenciados hasta ahora (Stover y col, 2000).
Principalmente su incidencia en humanos es nosocomial e infecta a pacientes que sufren de
Fibrosis Quistica (FC), cancer, quemaduras severas 6 a organismos inmunocomprometidos (Lyczak
y col, 2000). Tiene a su favor que posee varias bombas de flujo para multi-drogas que le otorgan
una resistencia intrinseca a numerosos antibiéticos y desinfectantes. La infeccion crénica de este
organismo en pacientes con FC provoca un progresivo deterioro pulmonar, deficiencia respiratoria e

incluso la muerte (Singh y col, 2000).

Pseudomonas aeruginosa ha sido descrita en numerosas ocasiones como un patdgeno
oportunista, ya que destaca por causar enfermedad en organismos susceptibles a la infeccion,
mientras que su presencia no es dafiina en organismos que no lo son, e incluso forma parte de
microbiotas naturales. Sin embargo, la clasificacion de un microorganismo como patégeno se
vuelve bastante mas compleja cuando se cuestiona que la virulencia sea algo intrinseco del
microorganismo y se acepta que existe una interaccion entre el patogeno y el hospedero, [0 que
determinara la respuesta o dafio del hospedero y aquel dafio puede ocurrir como resultado de
factores microbianos, del hospedero o de ambos. En este contexto, Casadevall y col, 2008 define el
termino de patogénesis como la capacidad que tiene un microbio de causar dafio en un hospedero,
mientras que la virulencia es la capacidad relativa que tiene un microbio para causar dafio en un

hospedero.




Lii Factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa

Un Factor de Virulencia es un componente microbiano que puede dafiar a un hospedero
susceptible (Casadevall y Pirofski 2003). Pseudomonas aeruginosa destaca por poseer multiples
factores de virulencia que han sido estudiados extensivamente bajo condiciones in vitro (Handfield y
col, 2000), entre ellos se encuentra la produccién de proteasas, adhesinas, exotoxinas,
exopolisacaridos, ramnolipido, elastasa, hemaglutinina, sideréforos, fenacinas, pigmentos toxicos,
la formacién de biofilms y el sistema de secrecién tipo lll (Clatworthy y col, 2009). Los efectos
asociados a los factores de virulencia son diversos, por ejemplo; la elastasa degrada la matriz
extracelular de células epiteliales en vasos sanguineos (Bejarano y col, 1989) y degrada la elastina
del pulmén humano (Yanagthara y col, 2003); mientras que el ramnolipido destruye las células
epiteliales y promueve la invasiéon de P.aeruginosa (Zulianello y col, 2006) y se involucra ademas
con la motilidad celular (de tipo swarming) y con la formacién de biofilms; y la secrecién de toxinas
resultan letales para las células del hospedero (Mahajan-Miklos y col, 1999), entre muchos ofros.
Sin embargo, la produccién de factores de virulencia depende de las condiciones ambientales
(Scheie y col, 2004) y de la relacién patégeno-hospedero, por lo que las investigaciones in vivo son
cruciales para las aplicaciones terapéuticas. Un ejemplo de esto en P. aeruginosa es la
disponibilidad de fosfato inorgdnico (Pi) en el medio. Cuando P. aeruginosa crece en condiciones
de bajo fosfato aumenta la produccion de factores de virulencia y causa una mayor letalidad en el
hospedero (Zaborin y col, 2009; Long y col., 2008). Los ensayos en este seminario se realizaran en

presencia y carencia de Pi para modular la virulencia de P. aeruginosa PAO1.

Los sideréforos son compuestos quelantes de hierro que proveen al organismo de éste nutriente
esencial para su crecimiento. P.aeruginosa utiliza dos siderdforos para acumular hierro: Pioverdina
y Pioquelina. La produccién de pioverdina esta regulada por el operon pvd y PvdS funciona como
factor sigma (Cunliffe y col, 1995). Se ha reportado que mutantes deficientes en la sintesis de
pioverdina son menos virulentas en raton (Meyer y col, 1996). A pesar de que la pioquelina posee
una menor afinidad por hierro en comparacion con la pioverdina, igualmente juega un rol importante
para la virulencia de P.aeruginosa (Pocle y McKay 2003). Se ha detectado la presencia de
pioquelina y pioverdina en pacientes infectados con esta bacteria (Martin y col, 2011).

La Piocianina por otro lado, es un pigmento téxico producido Unicamente poe P.aeruginosa

(Yahr & Parsek 2008) que participa de manera activa en reacciones redox. Inhibe la respiracion
celular (Hassett y col, 1992), la expresion de catalasa (Lau y col, 2004a), el crecimiento en celulas
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de la epidermis (Wilson y col, 1988) y se ha relacionado estrechamente con la Infeccién pulmonar
(Lau y col, 2004b) y la adquisicion de hierro (Wilson y col, 1988). Ademas las membranas

biologicas son permeables al pigmento (Lau y col, 2004a).

La virulencia de Pseudomonas aeruginosa estd estrechamente relacionada con el sistema de
comunicacién bacteriana (Quorum Sensing: QS) (Van Delden y col, 1998), el cual determina el
comportamiento bacteriano mediante moleculas de sefializacion que permiten la comunicacion
bacteriana y dependiendo de la densidad de la poblacion, se inducen o reprimen ciertos genes
blancos. Este sistema (QS) esta involucrado en la colonizacién (Chun y col, 2004), adhesion,
esporulacién (Miller & Bassler 2001), formacioén de biofilm (Davies y col, 1998), y motilidad (Déziel y
col, 2003). Se han descrito tres sistemas QS en Pseudomonas aeruginosa: las (Passador y col,
1993), rhl (Latifi y col, 1995) y quinolona (PQS: pseudomnas quinolone system) (Pesct y col, 1999),
que se enirelazan complejamente en sus vias de sefializacién (Déziel y col, 2005) y regulan la
expresion de multiples factores de virulencia. Por ejemplo, LasR regula la expresion de rhiR y la
biosintesis de ramnolipidos (Ochsner & Reiser 1995) y se requiere para la produccién de PQS
(Pesci y col, 1999). PQS regula la produccion de elastasa, ramnolipidos y piocianina (Diggle y col,
2006), pero la sintesis de elastasa es regulada por lasR (Passsadory col, 1993), mientras que la de

ramnoliipidos y piocinanina por el operon il (Wagner y col, 2006a).

Mediante e! sistema de secrecion tipo lll, P. aeruginosa secreta sus toxinas dentro de las
células del hospedero (Tommassen y col, 1992) y se ha reportado que su expresion es inducida
luego de contacto con células eucarioticas (Shen y col, 2008} y que causa apoptosis de células
epiteliales (Hauser & Engel 1999).

Liii Los polifosfatos inorgdnicos

Los polifosfatos inorganicos (poliP) son biopolimeros lineales de residuos de ortofosfato unidos
por enlaces fosfoanhidrido de alta energla (Kornberg y col, 1999). La funcion de ésta
macromolécula se asocia con almacenar fosfato inorganico (Pi) y ser una reserva de energia. Sin
embargo, se ha relacionado también con diversas funciones celulares y estructurales entre las
cuales se encuentra la adaptacidn a ambientes extremos, crecimiento celular, respuesta al estrés,

comunicacion, formacion de biopeliculas y virulencia (Varela y col, 2009).
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Figura 1. Molécula de polifosfato. Los residuos de ortofosfatos pueden ser desde decenas a
centenas y el valor de n varia dependiendo del tipo de célulay el estado en que se encuentre.

La sintesis del poliP en bacterias estd mediada por la enzima polifosfato quinasa 1 (PPK1), que
cataliza reversiblemente la sintesis de poliP a partir de ATP; y la enzima polifosfato quinasa 2
(PPK2), que cataliza reversiblemente la fosforilacién de GDP a partir de poliP (Achbergerova y col,
2011). También pueden utilizar otros nucleétidos, como UTP y CTP, pero con menor afinidad que
los mencionados y a pesar de ser ambas reacciones reversibles, cada una posee un
desplazamiento favorable hacia la sintesis o degradacion de poliP respectivamente (Figura 2). Se
ha reportado que las enzimas PPK estan altamente conservadas en muchas especies procariontes

las cuales pueden poseer ambas enzimas o so6lo una de ellas (Zhang y col, 2002).

PPK1 Figura 2: Sintesis y degradacion de

PoliP,.1+ ATP ___) PoliP, + ADP poliP. PPK1 cataliza reversiblemente
(—— la sintesis de poliP a partir de ATP

(ATP > GTP > UTP > CTP), mientras

PPK2 que PPK cataliza reversiblemente la

fosforilacion de GDP a partir de poliP

PoliP, + GDP ——)\ PoliPnt + GTP 550 ADP).

Mutantes del gen ppk1 derivadas de P.aeruginosa han demostrado defectos en la motilidad,
adhesién y la envoltura celular. Ademas de un déficit en la produccién de factores de virulencia,
expolisacarido y de moléculas autoinducturas. Es por esto que la virulencia, formacion de
biopeliculas y comunicacion QS se encuentran alteradas en esta mutante. Por otra parte, su
letalidad se ha reportado disminuida en modelo de ratén con quemaduras severas (Rashid y col,
2000) y su virulencia es atenuada en los modelos biolégicos de pez cebra (Danio rerio), el
nematodo Caenorhabditis elegans (Zaborin, A., 2009) y la ameba Dictyostelium discoideum (Bravo,
C., 2015).

En cuanto a la enzima PPK2 se ha reportado que su actividad aumenta notablemente
durante la fase estacionaria de crecimiento bacteriano, etapa en la cual se sintetiza el

exopolisacarido alginato a partir del GTP producido y que es esencial para la virulencia de
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P.aeruginosa (Roychoudhury y col, 1992). Sin embargo no se conocen los fenotipos asociados a la
carencia de PPK2 en P. aeruginosa ni en ofras bacterias que contengan tanto PPK1 como PPK2.

Liv Danio rerio como modelo de estudio

Danio rerio es un pez de agua dulce, conocido como pez cebra y es considerado un
excelente modelo de estudio por poseer diversas ventajas. Entre ellas se encuentra su sencilla
reproduccidn, crianza y mantencion en el laboratorio. Ademas su tiempo generacional es corto Yy
produce una numerosa progenie. El huevo destaca por ser transparente, permitiendo una amigable
visualizacién y manipulacion, 1o cual ha posibiiitado un gran aprendizaje en el ambito de la Biologia
del Desarrollo y de la patogénesis in vivo. Su genoma esta completamente secuenciado, por lo que
la obtencién de distintos tipos de mutantes es bastante asequible. Presenta una inmunidad tanto
innata como adquirida, que se desarrollan en desfase durante el desarrollo del pez, o cual permite
realizar diversos estudios inmunolégicos y mas aln relacionarlos con el sistema inmune de
mamiferos. Gracias a que posee sistemas Unicos de interaccion patégeno-hospedero y que muchos
patégenos humanos poseen una baja especificidad de especie y pueden infectar a una gran
variedad de hospederos (Kurz y col, 2007}, ha sido ampliamente utilizado para estudiar la virulencia
de patdgenos humanos in vivo.

En etapas tempranas del desarrollo embrionario del pez hay presencia de un sistema
inmune innato que se compone de macréfagos primitivos que son fagociticamente activos luego del
primer dia post fecundacién (1dpf), neutrdfilos que producen mieloperoxidasa (actividad
microbicida) luego de 2dpf y linfoblastos inmaduros (precursores de células T) a los 5 dpf. El
sistema adaptativo por otro lado, alcanza la maduracion (respuesta de células Ty B) luegode 2a 4
semanas post fecundacion (Meeke y col, 2008).

Danio rerio se ha utilizado anterlormente como modelo de infeccién con P.aeruginosa PAO1
mediante inyeccion directa de la bacteria al torrente sanguineo o mediante la incubacion de ambos
(inmersién estatica) (Ortiz-Severin, J., 2012), siendo del segundo método menos invasivo para el
pez el cual genera una menor mortalidad (Bates y col, 2006).

En resultados previos de nuestro laboratorio con el método de inmersion demostramos una
virulencia diferencial de las cepas ppk? y ppk2 de P. aeruginosa PAQ1 (Ortiz-Severin, J., 2012). Es
decir, confirmamos el fenotipo de virulencia atenuado de la mutante ppk1 observado en ofros
modelos murinos y en contraste encontramos un fenotipo hipervirulento de la mutante ppk2. Las

causas de esta diferencia en la virulencia entre ambas mutantes no esté del todo claro y para
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evaluarlo seria necesario estudiar la expresion de diferentes factores de virulencia en dichas

meutantes.

Lv Hipétesis y Objetivos

La hipotesis del presente seminario es que “La diferencia en la virulencia sobre el pez cebra
observada en las cepas ppk? y ppk2 de Pseudomonas aeruginosa, se debe a la expresion

diferencial de sideréforos y pigmentos toxicos”.

El objetivo general del presente seminario es estudiar la virulencia de las cepas mutantes del
metabolismo de los poliP y de la sintesis de los sideroforos y pigmentos toxicos derivadas de
PAO1, bajo condiclones de crecimiento diferenciales de fosfato, utilizando Danio rerio como modelo

animal in vivo.
Los objetivos especificos son:

1. Estimar la produccion de siderdforos totales y cuantificar los pigmentos tdxicos, piocianina y
pioverdina, de los mutantes de Pseudomonas aeruginosa del metabolismo de los
polifosfatos (ppk? y ppk2) y de los pigmentos t6xicos (pvdF, pchF, phzM, phzS y phzR) en

condiciones de carencia y abundancia de fosfato.

2. Ensayar la produccion de factores de virulencia (actividad de proteasas, elastasa,
hemolisina y ramnolipido) de los mutantes de Pseudomonas aeruginosa del metabolismo de
los polifosfatos y pigmentos toxicos en ausencia y presencia de fosfato en el medio.

3. Determinar la letalidad sobre larvas de Danio rerio causada por los mutantes de
Pseudomonas aeruginosa en la sintesis de polifosfato y pigmentos toxicos, luego de crecer

en condiciones de alto y bajo fosfato.
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il. Materiales y Métodos

Li Cepas bacterianas

La cepa bacteriana ufilizada es Pseudomonas aeruginosa PAO1 junto a una serie de
mutantes por transposicién generadas a partir de la misma (Tabla 1). Se utilizaron dos mutantes del
metabolismo del polifosfato inorganico (ppk? y ppk2), dos mutantes de la produccién de sideroforos
(pvdF y pchF) y tres mutantes de la via de sintesis del pigmento piocianina (phzR, phzM y phzS).
Todas las cepas fueron obtenidas mediante la libreria comercial Pseudomonas Genome Database

disponible en: www.pseudomonas.com (Jacobs y col, 2003).

Tabla 1: Cepas de Pseudomonas aeruginosa utilicadas en este estudio.

Cepas Descripcion

Pseudomonas aeruginosa

PAO1 Cepa silvestre

Cepa mutante ppk?. Derivada de PAO1 con insercion de un cassette de resistencia a

PW9826 fetraciclina (Mini-Tn5-Tet) en el gen ppk? (PA5242)

Cepa mutante ppk2. Derivada de PAO1 con Insercion de un cassette de resistencia a

PW1236 tetraciciina (Mini-Tn5-Tet’) en el gen ppk2 (PA0141)

PW8171 Cepa mutante pchF. Derivada de PAO1 con insercién de un casseite de resistencia a
tetraciclina (Mini-Tn5-Tet’) en el gen pchF (PA4225)

PW5033 Cepa mutante pvdF. Derivada de PAQ1 con insercion de un cassette de resistencia a
tetraciclina (Mini-Tn5-Tet) en el gen pvdF (PA2396)

PW8142 Cepa mutante phzM. Derivada de PAQ1 con insercion de un cassette de resistencia a
tetraciclina (Mini-Tn5-Tet') en el gen phzM (PA4209)

PW8154 Cepa mutante phzS. Derivada de PAO1 con insercidn de un cassette de resistencia a
tetraciclina (Mini-Tn5-Tet') en el gen phzS (PA421T)

PW4325 Cepa mutante phzR. Derivada de PAO1 con Insercion de un cassette de resistencia a

tetraciclina (Mini-Tn5-Tet") en el gen phzR (PA1898)

Lii Condiciones de crecimiento bacteriano

Las cepas bacterianas de P. aeruginosa fueron crecidas a modo de pre-cultivos en medio
Luria-Bertani (LB Difco, 20g/l) suplementado con el antibiotico tetraciclina (50 pg/mi) para todas las
cepas mutantes. Los cultivos de P. aeruginosa fueron inoculados en una razén de 100:1 con los
pre-cultivos de noche, que previamente, se lavaron dos veces con medioc PGS descartando el

sobrenadante en cada ocasién (8000g por 5 min a temperatura ambiente). A continuacién, los
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cultivos fueron incubados durante 18 horas a 37°C y 180 rpm bajo condiciones de alto y bajo
fosfato, utilizando los medios PGS alto Pi (3 g/l NaCl, 2% glicerol, 2,5 g/l peptona, 25 ml/l de
Tampén K-pH 1M (KH:PO, 1M y se agrega K,HPO, 1M hasta alcanzar pH=6), CaCl; 1 mM, y
MgSO: 1 mM. pH=6) y PGS bajo Pi (3 g/l NaCl, 20 ml/l glicerol, 2,5 g/l peptona, CaCl; 1 mM y
MgSO. 1 mM. pH=6) respectivamente.

Liii Cuantificacion de pigmentos téxicos

Para la cuantificacion de los pigmentos toxicos se realizé un barrido espectrofotometrico
entre 200 y 500 nm utilizando el sideréforo comercial pioverdina y el pigmento comercial piocinina
(SIGMA), con el fin de estimar los picos de absorcion de cada compuesto bajo condicion de alto y
bajo fosfato. Ademas, se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los compuestos
comerciales (de 0 a 15 pg/ml para piocinanina y de 0 a 100 pg/ml para pioverdina) con el fin de
cuantificar estos componentes en el sobrenadante bacteriano. Para esto, se utilizo la ecuacion de la
recta de la regresion linear de cada una de las curvas de calibracion (Figura 3 y 4). El sobrenadante
de los cultivos celulares, crecidos en medio PGS alto Piy bajo Pi durante 18hrs, fue filtrado
mediante 0,22 uym y guardado a -20°C para mediciones de absorbancia (Synergy 2, BioTek). La
absorbancia fue medida a 311 nm con el fin de cuantificar el pigmento piocinanina en ambos
medios de Pi, mientras que a 383 y 386 nm se cuantifico al siderdforo pioverdina en las condiciones
de alto y bajo Pi respectivamente. Las muestras fueron diluidas para los valores de absorbancia
mayores a la unidad. Se midieron cuatro replicas bioldgicas de muestras de sobrenadantes para
ambas condiciones de crecimiento, resultando en ocho muestras para cada cepa bacteriana de P.

aeruginosa.

Curva de Calibracién de Piocinina

2.0- —— 1Pi
‘é- Y = 0.1023*X + 0.04586
‘E 1.54 R?=0.9996
-—
a .
- - |Pi
g 107 Y = 0.1157*X + 0.02369
3 R2=0.9973
5 0.5
K=}
L4

0-0 | | | L] 1

0 5 10 15 20
Piocinina (pg/mL)

Figura 3: Curva de calibraciém de Piocianina. La absorbancia a 311 nm fue medida en funcion de la concentracion del
pigmento comercial piocianina (que vario de 0 a 15 pg/ml) y fue disuelto en los medios PGS alto Pi (y = 0,102x + 0,046) y
PGS bajo Pi (y = 0,116x + 0,024) de manera independiente, ajustando de manera lineal cada situacion.
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Curva de Calibraciéon de Pioverdina
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Figura 4: Curva de calibraciém de Pioverdina. La absorbancia a 383 y 386 nm fue medida en funcion de la
concentracién del pigmento comercial pioverdina (que varié de 0 a 100 pg/ml) y fue disuelto en los medios PGS alto Pi (y
= 0,013x + 0,062) y PGS bajo Pi (y = 0,013x + 0,081) de manera independiente, ajustando de manera lineal cada
situacion.

l.iv Estimacion de los sideroforos totales

Para la estimacion de los sideréforos totales se utilizo el agar CAS que se preparé segun lo
descrito por Shin y col ,2001 y se distribuyd en placas de Petri (90 mm) con 25 ml cada una. Una
vez gelificado el agar, se perfor6 cada placa con seis agujeros de 0,5 cm de diametro
aproximadamente. Se realizé una curva de calibracion con ajuste lineal, utilizando 50 pl por pocillo
del sideroforo comercial Mesilato de Deferoxamina (Desferal) en un rango de concentracion de 0,1
a 1 mM en los medios PGS alto y bajo Pi (Figura 5). El sobrenadante de cada uno de los cultivos
celulares, crecidos en medio PGS alto Pi y bajo Pi durante 18 h, fue filtrado mediante filtros de 0,22
pm para el ensayo de difusién en agar CAS (CASDA). Se vertieron 50 pl de sobrenadantes (en
duplicado) en cada uno de los agujeros de la placa con agar CAS vy se realizaron cinco replicas
biolégicas. Luego de 24-48 hrs de incubacion a temperatura ambiente, se midieron los diametros de
los halos amarillos alrededor de los agujeros (anexo). Mediante la ecuacion de la recta de la curva
de calibracién, se calcularon los equivalentes de Desferal para todos los sobrenadantes ensayados
(Figura 5).
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Curva de Calibracién Desferal
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Figura 5: Curvas de calibracion Desferal. La concentracién de desferal varié de 0,1 a 1mM y fue disuelto en los medios
PGS alto Pi (y = 0,65x + 0,70) y PGS bajo Pi (y = 0,59x + 0,67) de manera independiente, ajustando de manera lineal
cada situacion.

I.v Ensayos de factores de virulencia adicionales

Los ensayos para factores de virulencia se realizaron mediante el estudio de las actividades
de proteasas, hemolisina, elastasa y ramnolipidos, ensayadas en los medios indicadores de agar
leche (Difco), sangre (Biomerieux), elastina y CTAB respectivamente. Todos los medios fueron
distribuidos en placas de Petri (90 mm) con 25 ml cada una, a excepcion del medio elastina que fue
distribuido en placas de Petri (55 mm) con 5 ml cada una. Se inocularon 5 pl de los cultivos de P.
aeruginosa PAO1, crecidos en alto y bajo fosfato, directamente en los medios de agar
mencionados. Cada ensayo se incubdé a 37°C durante 24-48 horas y se midieron los halos de
degradacion alrededor de las colonias bacterianas en proporcién al diametro de la colonia
respectiva. Todas las cepas de la Tabla 1 fueron ensayas en al menos tres de los medios
mencionados y los ensayos se llevaron a cabo con cinco replicas bioldgicas. Mediante el programa
computacional GraphPad Prism 6, se realizaron los gréaficos de columnas con analisis estadistico

ANOVA de una via y comparaciones mdltiples de todas las cepas mutantes contra la cepa silvestre.

I.vi Ensayos de letalidad de Pseudomonas aeruginosa en Danio rerio

Entre las cepas bacterianas utilizadas de P. aeruginosa se encuentran la cepa silvestre,
PAO1 wt, las cepas mutantes del metabolismo de los polifisfatos, ppk1y ppk2, las de produccion de
sideréforos, pvdF y pchF, y las de sintesis de piocianina, phzM, phzR y phzS. La letalidad
provocada por estas bacterias a larvas de pez cebra fue analizada bajo condiciones de crecimiento
en alto y bajo fosfato. Los cultivos bacterianos, crecidos en medio PGS alto Pi y PGS bajo Pi,

fueron centrifugados (a 25°C y 6000 rpm por 10 min), se descarté el sobrenadante y se
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resuspendieron los precipitados bacterianos en medio E3 1X (E3 50X: 14,33 g/l NaCl, 0,63 g/l KCI,
2,24 g/l CaClyy 4,08 g/l MgSO4x7H-0, pH=7). Por otro lado, los peces fueron incubados a 28°C en
medio E3 1X hasta alcanzar los 3 dias post-fecundacion (3dpf), sin embargo durante el experimento
fueron mantenidos a 22°C. Cada cepa bacteriana fue agregada en tres densidades opticas (0,7 ,
0,525y 0,35) a grupos de 10 a 15 peces y se contaron los individuos muertos bajo la lupa cada dos
horas, hasta un total de 30 horas (Figura 6). Mediante el programa computacional GraphPad Prism
6, se graficaron las curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier y el analisis estadistico se baso
ANOVA de una via y en comparaciones multiples de todas las cepas mutantes contra la cepa

silvestre.

Experimental Protocol

AP ¥pi
{] ‘
D.0gom 0.7 0,525 0,35
—— ——1 r:‘ il ~ $p|
e e Ypi

Bacteria growing in Centrifugation (600rpm,

media with high and low 10min), resuspended in Each well has 10-15

Pi for 18hrs. E3 1x media and larvae (3dpf) and a final
adjusted D.Ogygm 10 0,7 volume of 6ml.

Counting dead larvae by ' r——

each 2 hours for a total 5
of 30 hours. o

e
—
o ST

Figura 6: Procedimiento experimental para determinar la virulencia de P. aeruginosa PAO1 en Danio rerio. Luego
de cultivar por 18 hrs, las bacterias fueron resuspendidas en E3 1X y agregadas a placas de 6 pocillos junto con larvas de
pez cebra de 3dpf. Bajo lupa, se realizo conteo de viables por 30 horas.
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lll. Resultados

Li Efecto de la cantidad de fosfato en el medio sobre la produccion de fenotipo de mutantes

de P. aeruginosa

P. aeruginosa PAO1 y sus mutantes derivadas fueron crecidas por 18 hrs con distinta
cantidad de Pi. En condicién de bajo Pi, los cultivos celulares presentaron una variedad de
fenotipos con colores intensos y variables, mientras que en la condicién opuesta todas las cepas
presentaron un fenotipo semejante, de caracter opaco y blanquecino en general (Figura 7). Se
observa claramente que la carencia de fosfato estimula la produccion de pigmentos en todos los
casos. Es interesante notar ciertas semejanzas de fenotipo entre algunas de las cepas mutantes
frente a la carencia de fosfato, resultando un color azul para ppk1y pvdF, amarillo brillante para la
cepa silvestre y la mutante phzM y verde para ppk2, pchF y phzR. La mutante phzS fue la unica en

presentar un color café en esta condicién.

TA.

()

7B.

Figura 7: Cultivos celulares de P. aeruginosa bajo condiciones diferenciales de Pi, incluyendo a la cepa silvestre
PAO1, dos mutantes del metabolismo del polifosfato inorganico (ppk1y ppk2), dos de la produccion de siderdforos (pvdF
y pchF) y tres relacionados con la produccion del pigmento piocianina (phzR, phzM y phzS). (A) Cultivos celulares
crecidos en medio PGS Alto Pi (4) y PGS Bajo Pi (¥). (B) Mediante flechas se distingue el crecimiento en medio PGS
Alto Pi (4) y PGS Bajo Pi (W) para cada cepa bacterianas utilizada.
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Lii Cuantificacion de pioverdina y piocianina en los mutantes de Pseudomonas aeruginosa
en la sintesis de polifosfato y pigmentos toxicos

Con vistas a cuantificar la produccién de los pigmentos téxicos pioverdina y piocianina, se
midieron los picos de absorcién de los respectivos compuestos comerciales y el medio PGS
respectivo se utilizé como blanco para cada condicién de fosfato. Obteniéndose para la pioverdina
un méaximo a los 386 nm en la condicion de alto Pi'y 383 nm para la de bajo Pi (Figura 8A), mientras
que para la piocianina, se obtuvo 311 nm en ambas condiciones (Figura 8B). Segun esto, se realizo
una curva de calibracién de la medicién de la absorbancia en funcion de la concentracién de cada
compuesto comercial y se ajustaron en base a un comportamiento lineal. El rango de concentracion
medido de piocianina fue 0 a 15 pg/mi, mientras el de pioverdina fue entre 0 y 100 pg/mi a 386y

383 nm respectivamente (Figura 3 y 4).

Para cuantificar los pigmentos piocianina y pioverdina producidos por cada cepa bacteriana
luego de ser crecidas en condicion de alto y bajo fosfato, se midiG la absorbancia de todos los
sobrenadantes de los cultivos bacterianos a longitudes de onda de 311, 383 y 386nm. Para los
valores de absorbancia mayores a la unidad, se realizé la dilucién adecuada. Se grafico la
absorbancia en funcién de la concentracion de cada pigmento téxico y mediante estas curvas de

calibracion se calculd la cantidad de cada uno.

La deficiencia de fosfato en el crecimiento bacteriano resulté en un notable aumento de
piocianina por parte de la cepa silvestre (wt), las mutantes del metabolismo de poliP (ppk? y ppk2) y
de la sintesis de sideroforos (pvdf y pchF) en comparacion con la condicién de alto fosfato
respectiva (Figura 9A y 9B). En condiciones de bajo Pi, la cepa PAO1 wt produce casi tres veces
mas piocianina con respecto al cultivo de alto Pi. Es interesante destacar que las cepas ppk7y
ambas mutantes de sideréforos producen una menor cantidad del pigmento en presencia de fosfato
respecto a la wt y no asi la cepa ppk2. Sin embargo, en bajo Pi ninguna de estas cuatro cepas se

diferencia significativamente de PAO1 wt.
En cuanto a las mutantes implicadas en la ruta sintesis de piocianina (phzM, phzS y phzR),

la cantidad de este pigmento no es afectada en alto Pi, mientras que se ve disminuida

significativamente en comparacion con la cepa silvestre en la condicién de bajo Pi (Figura SC).
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Figura 8: Barridos espectrofotométricos en equipo Nanodrop entre 200 y 500 nm. Los maximos de absorsion para
los compuestos comerciales fueron de 383 nm para |a condicion de alto Pi y 386 nm para la de bajo Pi en el caso de
pioverdina (A), mientras 311 nm resulté para ambas condiciones de fosfato para piocianina (B).
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Por ofro lado, la cantidad del siderdforo pioverdina se encuentra disminuido
significativamente con respecto a la cepa silvestre por parte del mutante ppk? en ambas
condiciones de fosfato, mientras que la mutante ppk2 resultd tener menor cantidad de pioverdina
s6lo en presencia de Pi (Figura 10A). De la misma manera que ppk1, la mutante pvdF produce
menos pioverdina que PAO1 wt bajo ambas condiciones de crecimiento. La mutacion genética pvdF
estd implicada en la sintesis del sideroforo en cuestion, por lo que dicho resultado era esperable
para este mutante (Figura 10B). Por su parte, el mutante pchF no mostrd diferencias significativas
con la cepa wt en ninguna de las condiciones de Pi y mas aun fue la cepa con el comportamiento

mas semejante a la cepa silvestre en cuanto a la cantidad de pioverdina producida.

Finalmente, en las mutantes implicadas en la ruta sintesis de piocianina (phzM, phzS 'y
phzR), la cantidad de pioverdina es menor en la cepa phzR en comparacion con la wt en ambas
condiciones de Pi, mientras que para la cepa phzM es menor solo en bajo Pi. La mutante phzS en
cambio, no presenta diferencia significativa con respecto a la cepa silvestre en ninguna de las

condiciones de Pi (Figura 10C).
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Figura 10: Cuantificacién de la Pioverdina en cepas mutantes de P. aeruginosa PAO1. Se muestra la cuantificacion
de pioverdina en cultivos celulares de Pseudomonas aeruginosa, entre ellos el de la cepa silvestre, (A) mutantes del
metabolismo del polifosfato inorganico (ppk1 y ppk2), (B) de la produccion de sideroforos (pvdF y pchF) y (C) de la
produccion del pigmento piocianina (phzR, phzM y phzS). Los graficos de barra representan el promedio de pioverdina
ajustado a la D.Osoonm de cada cultivo celular y la desviacion estandar de cada caso, N=4.
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Lili Estimacion de los siderdforos totales en los mutantes de Pseudomonas aeruginosa en la
sintesis de polifosfato y pigmentos téxicos

Para tener una estimacion de la produccion total de sideréforos en las distintas mutantes de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 en la sintesis de polifosfato y pigmentos toxicos, a partir de los
diamétros de los halos generados por el Desferal en agar CAS, se realizé una curva de calibracion
en funcion de su concentracion (rango de 0,1-1mM) en los medios alto y bajo fosfato de manera
independiente (Figura 5). En base al trabajo de Shin y col, 2001, se calculd el logaritmo de cada
variable (Diametro Halo vs. Concentracion de Desferal) y cada condicién de Pi, se ajustd al
comportamiento lineal. Los halos generados por parte del compuesto comercial y la cepa silestre
(PAO1 wt), se muestran en Anexo. La ecuacion de la recta de cada curva de calibracion, fue
utilizada para estimar los equivalentes de desferal para cada uno de los sobrenadantes bacterianos

de P.aeruginosa PAQ1 ensayados en agar CAS (Figura 11).

Los secretfomas de todas las cepas mutantes crecidas en carencia de Pi, resultaron tener
una menor cantidad de sideréforos totales con respecto a la cepa control (PAO1 wt). Para la
condicién de alto Pi, sélo las mutantes pchF y phzM no presentan una diferencia significativa con
respecto a la wt (Figura 11B y 11C) y ambos niveles de sideréforos totales es bastante semejante al
de la cepa silvestre. Esto coincide con el resultado de la cuantificacién de pioverdina (Figura 10}
para estas cepas. Al comparar ambas condiciones de Pi, todas las cepas ensayadas demostraron
una mayor estimacion de sideroforos totales en alto Pi, mientras que la cepa silvestre aumentod

levemente los niveles de los compuestos quelantes de hierro en bajo Pi.

En cuanto a las mutantes de poliP, se estimé que el mutante ppk2 produce alrededor del
doble de sideréforos que el mutante ppk? en presencia de Pi (Figura 11A). Cabe destacar la
diferencia atin mas drastica que hay en los resultados entre las mutantes de la produccién de
siderdforos (pvdF y pchF), estimandose menos sideroforos totales para la mutante pvdF en ambas
situaciones de Pi, al menos dos veces menor en bajo Pt y tres veces en alto Pi (Figura 11B). La
mutante para la sintesis de pioverdina presenta semejante estimacion de siderdforos producidos

que la mutante de poliP ppk7 en ambas condiciones de Pi.
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Figura 11: Cuantificacién de los equivalentes de Mesilato de Deferoxamina (mM) bajo condicién de alto y bajo
fosfato para cultivos celulares de Pseudomonas aeruginosa PAO1, incluyendo la cepa silvestre (wt) y las mutantes (A)
del metabolismo del polifosfato inorganico (ppk1 y ppk2), (B) de la produccién de sideroforos (pvdF y pchF) y (C) de la
produccion del pigmento piocianina (phzR, phzM y phzS). N=5.
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lLiv Ensayos de factores de virulencia adicionales en las mutantes de Pseudomonas
aeruginosa en la sintesis de polifosfato y pigmentos téxicos

Pseudomonas aeruginosa produce una gran cantidad de factores de virulencia, algunos de
los cuales su produccion puede ser detectada en agares especificos (Figura 12). En este trabajo
determinamos las actividades proteasa, hemolisina, elastasa y ramnolipidos en los medios agar
leche, sangre , elastinay CTAB, respectivamente. Los halos de degradacién generados por PAO1
wt en los cuatro medios selectivos se exponen en la Figura 12. Los diametros de estos halos fueron
medidos y estandarizados en base a los diametros de las colonias bacterianas (Dhaio/Dcoonia)

respectivas.

Actividad | Proteasa Elastasa Hemolisina Ramnolipidos

A Pi

WV Pi

Figura 12: Ensayos de produccién de factores de virulencia en los medios agar leche, elastina, sangre y CTAB
(izquierda a derecha) luego de ser crecida bajo condicion de alto y bajo fosfato (4\Piy WVPi). Mediante una barra se indica
el grosor del halo.

Estos ensayos se realizaron a todos los mutantes de Pseudomonas aeruginosa PAO1 en la
sintesis de polifosfato y pigmentos toxicos. Mediante el andlisis estadistico no se observaron
diferencias significativas entre las cepas al comparar las dos condiciones de fosfato, incluso la gran
mayoria de las cepas mutantes se comporta de manera similar a la cepa silvestre en cuanto a las
actividades de los factores de virulencia ensayados en los distintos agares indicadores. Sin
embargo, sélo algunas cepas si presentaron diferencias significativas cuando se les comparé en la
misma situacion de Pi con la cepa silvestre, tal es el caso de una mayor actividad elastasa del
mutante ppk? en condicion de alto fosfato (p<0,5) y del mutante pvdF (p<0,5) en condicion de
carencia de fosfato (Figura 13C). El mutante phzS presentd una menor actividad de proteasas en
alto Pi (Figura 14B). De manera general para el resto se puede concluir que la actividad de
hemolisina, proteasas, elastasa y ramnolipidos no presentan diferencias drasticas con respecto

PAO1 wt en ambas condiciones de Pi. A pesar que ppk1 presenta una amplia dispersion de datos
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en cuanto a la actividad de hemolisina, se puede apreciar que alcanza valores mas altos que la

cepa wt'y ppk2.
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13D. Actividad Ramnolipidos
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Figura 13: Ensayo de factores de virulencia de mutantes de Pseudomonas aeruginosa en la sintesis de
polifosfato en agares indicadores especificos. Agar sangre para la actividad de hemolisina (A), agar elastina para la
actividad de elastasa (B), agar leche para la actividad de proteasas (C) y agar CTAB para la accién de ramnolipidos (D).
Los diametros de los halos degradativos fueron medidos y estandarizados en base a los diametros de las colonias
bacterianas respectivas (Dhaio/Deolonia) Y €Stan representados con graficos de caja y bigotes (box plot).
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14C. Actividad Elastasa
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Figura 14: Ensayo de factores de virulencia de mutantes de Pseudomonas aeruginosa de sideréforos realizados
en agares indicadores especificos. Agar sangre para la actividad de hemolisina (A), agar elastina para la actividad de

elastasa (B), agar leche para la actividad de proteasas (C) y agar CTAB para la

accion de ramnolipidos (D). Los diametros

de los halos degradativos fueron medidos y estandarizados en base a los diametros de las colonias bacterianas
respectivas (Dnaio/Deoionia) Y €Stan representados con graficos de caja y bigotes (box plot). N=5.
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Figura 15: Ensayo de factores de virulencia de mutantes de Pseudomonas aeruginosa en la sintesis de
piocianina. Agar elastina para la actividad de elastasa (A), agar leche para la actividad de proteasas
para la accion de ramnolipidos (C). Los diametros de los halos degradativos fueron medidos y estandarizados en base a
los diametros de las colonias bacterianas respectivas (Draio/Deoionia) Y €Stan representados con graficos de caja y bigotes

(box plot).

(B) y agar CTAB
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iv. Estudios de virufencia de Pseudomonas aeruginosa en Danio rerio

Con vistas a determinar la virulencia de P. aeruginosa PAO1 utilizamos el pez cebra (Danio
rerio) como hospedero y mediante ensayos de inmersién, cuantificamos la letalidad sobre el animal
ante el desafio con las diferentes mutantes de Pseudomonas aeruginosa en la sintesis de
polifosfato y pigmentos téxicos. Luego de contabilizar sobrevivencia de Danio rerio cada una hora,
se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meler para las cepas mutantes y silvestre de P.
aeruginosa PAO1. El andlisis estadistico se baso en la prueba de Mantel-Cox donde el nimero de
muertes por unidad de tiempo es la misma para todos los tiempos (razon de riesgo) y se realizo la
correcciéon de Bonferroni para comparaciones multiples (el valor de P=0,05 es dividido por la
cantidad de comparaciones realizadas). Se muestran los resultados de infeccion bacteriana de dos
densidades 6pticas a 600nm (0,525 y 0,35) para cada condicién de fosfato (alto y bajo Pi) (Figura
16).

Todas las cepas ensayadas demostraron un aumento en su letalidad sobre el pez cuando
se compara la carencia versus la ausencia de fosfato en el crecimiento bacteriano respectivo. En la
Figura 16 se puede observar que la cepa silvestre (PAO1 wt) crecida en condicion de alto fosfato
disminuye el porcentaje de sobrevida de los peces a un 50% antes de las 10hrs de incubacion en
D.Ogoonm= 0,525 y después de 20hrs en D.Ogoonm= 0,35. En la condicién opuesta de crecimiento el
porcentaje de muerte de larvas es de un 90% aproximadamente a las 10hrs en D.Ogponm= 0,525 ¥
de un 30-40% en D.Oggonm= 0,35.

A pesar de gque la letalidad provocada por parte de la mutante ppk7 en carencia de fosfato
es al menos un 50% de las larvas, es bastante menor que la provocada por la PAO1 wt y la
mutante ppk2, que llegan a matar e! 100% de los individuos. Ademas ppk? no es letal en condicion
de alto fosfato, mientras que ppk2 es similar a la cepa silvestre (Figura16). Esto demuestra que
ppk1 es una cepa avirulenta en condicion de alto Pi y de letalidad reducida en bajo Pi, mientras que
la cepa ppk2 es altamente virulenta con comportamiento similar a PAO1 wt en ambas condiciones
de Pi.

Con respecto a las mutantes de sintesis de siderdforos, la cepa pvdfF resultd ser menos letal
que pchF en ambas condiciones de crecimiento. A D.Ospoem= 0,35 en bajo Pi, pdvF maté a un 50%
de peces aproximadamente, mientras que en alto Pi presento una leve letalidad de apenas 10%
(Figura 17). La mutante de sintesis de ploquelina (pchF} por otro lado, demostro ser altamente letal
e incluso mas que la cepa silvestre a2 D.Ogoonm= 0,525 para ambas condiciones de Pi.
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Las mutantes de la sintesis de piocianina resultaron ser similarmente letales entre ellas y sin
mayor diferencia en comparacion a la cepa silvestre (Figura 18). Sin embargo se puede observar
que phzR posee un desfase en cuanto a la letalidad de las larvas en comparaciéon con las dos

cepas restantes para todos los casos.

Se puede inferir por lo tanto que la carencia de fosfato aumenta la virulencia de las mutantes
del metabolismo de los polifosfatos y que la mutante ppk? no es virulenta cuando es crecida en
presencia de fosfato y su virulencia es atenuada en condicién de bajo Pi, en comparacion con sus
contrapartes, PAO1 wt y ppk2. Resultados similares a la mutante ppk1 muestra la mutante de la

sintesis de pioverdina (pvdF).
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Figura 16: Curvas de sobrevivencia de Danio rerio frente a bacterias mutantes del metabolismo del polifosfato
tras una infeccidn por inmersién con Pseudomonas aeruginosa crecida alto y bajo fosfato. E.coli Dh5a fue utilizado como
control negativo y las cepas bacterianas ensayadas son las mutantes ppk? y ppk2. N=6
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Figura 17: Curvas de sobrevivencia de Danio rerio frente a bacterias mutantes de la sintesis de sideroforos tras
una infeccién por inmersién con Pseudomonas aeruginosa crecida alto y bajo fosfato. E.coli Dh5a fue utilizado como
control negativo y las cepas bacterianas ensayadas son pvdF y pchF. N=6
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Figura 18: Curvas de sobrevivencia de Danio rerio frente a bacterias mutantes de la sintesis de piocianina tras una
infeccion por inmersion con Pseudomonas aeruginosa crecida alto y bajo fosfato. E.coli Dh5a fue utilizado como control
negativo y las cepas bacterianas ensayadas son phzR, phzM y phzS. N=6
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V. Discusion

El objetivo general propuesto para el presente seminario de titulo fue determinar la produccion
de factores de virulencia de las cepas mutantes del metabolismo de los poliP y de la sintesis de
siderdforos y pigmentos toxicos de PAO1 asi como la letalidad de las mismas utilizando Danio rerio

como modelo animal,

La produccién de los factores de virulencia se analizé mediante la cuantificacion y estimacion de
los pigmentos téxicos producidos por P.aeruginosa, ademas de la produccion de cuatro importantes
factores de virulencia producidos por Pseudomonas aeruginosa (hemolisina, ramnolipidos, proteasa
y elastasa). Esto combinado con los ensayos de inmersion para determinar la letalidad de la
bacteria en larvas del pez cebra de 3dpf nos permitié determinar qué factores de virulencia son
importantes para la virulencia de P. aeruginosa PAO1 en el pez cebra y cuales podrfan ser las
causas de la virulencia diferencial de los mutantes de la sintesis de los poliP (ppk7 y ppk2).

En el primer objetivo estimamos la produccion de sider6foros totales y cuantificamos los
pigmentos téxicos, piocianina y pioverdina, en [as mutantes de Pseudomonas aeruginosa del
metabolismo de los polifosfatos (ppk? y ppk2} y pigmentos téxicos {pvdF, pchF, phzM, phzS y
phzR) en dos condiciones de fosfato (alto Pi y bajo Pi). Para determinar los cambios en la
produccién se realizé 1) la cuantificacién por absorbancia de Piocianina y Pioverdina presentes en
muestras de secretoma de las cepas bacterianas de P.aeruginosa y 2) el ensayo de difusion en

agar CAS (Shin y col ,2001) para [a estimacion de siderdforos totales.

La cantidad de Piocianina aumentd en la condicién de bajo Pi con respecto a la opuesta
para la mayoria de las cepas bacterianas, a excepcion de las mutantes involucradas en la sintesis
del pigmento {phzM, phzS y phzR) que incluso produjeron notoriamente menos piocianina que la
cepa control PAO1 wt en bajo Pi (Figura 9). La mutantes ppk7, pvdF y pchF resultaron producir
significativamente menor cantidad del pigmento téxico cuando se les comparé con la cepa silvestre
en la condicién de alto fosfato. Estos resuitados coinciden con lo reportado en la literatura ya que
en condiciones de bajos niveles de fosfato, los niveles de pigmentos toxicos aumentan (Zaborin y
col., 2009; Long y col., 2008).

Por el otro lado, la cantidad de pioverdina secretada resultd afectada en la mayoria de las
cepas mutantes, en especial para ppk71 y pvdF que produjeron significativamente menos pioverdina
en ambas condiciones de fosfato con respecto a la wt. Esto se correlaciona con el fenotipo azul

observado tras el cultivo de ambas cepas en carencia de Pi, indicando mayoritariamente presencia
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de piocianina y reducido color de pioverdina (amarilio). Curicsamente en los ensayos de letalidad
en el pez cebra solo las cepas ppk1 y pvdF tienen un fenotipo de virulencia atenuado, lo que
sugiere que la pioverdina es un factor de virulencia esencial para causar dafio en el pez cebra.
Ademas se ha reportado que mutantes deficientes en la sintesis de pioverdina son menos
virulentos en ratén (Meyer y col, 1996). Adicionalmente en nuestros ensayos de inmersién el tnico
mutante de la produccién de pigmentos toxicos que tuvo un fenotipo de virulencia atenuada fue
pvdF lo que sugiere que el resto de los pigmentos no son esenciales para causar dafio en el pez

cebra.

Por su parte la cepa mutante de la sintesis de pioguelina (pchF), presento similares niveles
de pioverdina que la cepa control demostrando que la mutacién presente no afecta la produccion
del otro siderdforo. La cantidad de pioverdina en el secretoma de la mutante ppk2 fue notoriamente
mayor que ta de ppk1 en amabas condiciones de Pi. Sin embargo el nivel de este sideroforo fue
menor que el producido por la cepa silvestre en alto Pi. Dentro de las mutantes en la sintesis de
piocianina, phzR y phzM tuvieron menor cantidad de pioverdina que la cepa phzS cuando se les

comparé respectivamente con PAO1 wt en ambas situaciones de Pi.

Nuestros resultados apuntan a que el mutante ppk7 tiene una disminucion de los niveles de
pioverdina y esto podria ser uno de los factores de virulencia que contribuyen al fenotipo de
virulencia atenuado. Sin embargo, ;qué otros factores de virulencia estén afectados en el mutante

ppk1 de P. aeruginosa PAO17?

Para contestar esta pregunta realizamos 4 sencillos ensayos que permiten estimar la
produccién de factores de virulencia tanto en los mutantes de la sintesis de los poliP (ppk?y ppk2)

como también en los mutantes de produccién de pigmentos tdxicos.

Estos experimentos, fueron realizados en base a agares indicadores especificos que
permitieron comparar la produccién de hemolisina, ramnolipidos, proteasa y elastasa en las ocho
cepas derivadas de P.aeruginosa PAO1. La gran mayorfa de las cepas mutantes no presenté
diferencias significativas con respecto al control para los cuatro factores de virulencia ensayados.
Sin embargo, las mutantes ppk? y pvdF presentaron una mayor actividad de elastasa en alto y bajo
Pi respectivamente y una reducida actividad de proteasas en caso de la mutante phzS en alto Pi.
Estos resultados sugieren que ningln otro factor de virulencia disminuye sus niveles en la cepa
mutante ppk? en comparacién con la cepa silvestre. Estos estudios sugieren que de todos los
factores de virulencia ensayados en P. aeruginosa, la pioverdina es el mas relevante en el pez

cebra.
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Finalmente realizamos ensayos de infeccién mediante inmersién en larvas del pez cebra. En
ensayos previos realizados en el laboratorio (Oriiz-Severin, J., 2012) se habia demostrado el
fenotipo diferencial entre los mutanies ppk? y ppk2 de P. aeruginosa PAO1 y se establecid el
profocolo de inmersidn para los ensayos de virulencia en larvas de 3 dpf (Figura 6). Sin embargo,

no se conocfa el fenotipo de los mutantes de sideréforos y de piocianina estudiados en esta tesis.

El protocolo de este experimente fue disefiado en base a experiencia previa del laboratorio
(Ortlz-Severin, J., 2012), donde la temperatura a 22°C de co-incubacién de las larvas y bacterias
favorece el debilitamiento del sistema inmune del pez cebra para favorecer la infeccion bacteriana
por inmersion. La edad de la larva utilizada (3dpf), permite estudiar los efectos de P,aeruginosa en
el sistema inmune primitive que el pez ya posee a dicha edad (Figura 19), lo cual es una gran
ventaja para poder estudiar la virulencia de patégenos y su posterior relacidn con otros veriebrados.
Al utilizar dos concentraciones bacterianas para la infeccion, se demuestra que una mayor D.Ogoonm

bacteriana, aumenta la mortalidad del pez cebra para ambas condiciones de Pi.

Primero confirmamos que el mutante ppk? del metabolismo del poliP present6 una virulencia
atenuada con respecto a la cepa silvestre tanto en condicion de alto Pi como de bajo Pi. Este
fenotipo de virulencia atenuada ha sido observada en modelos murinos (Rashid y col, 2000) por lo
que reproducir dichos resultados en el pez cebra, ratifica su uso como modelo hospedero-patdgeno
para el estudio de dicha interaccién. Interesantemente, la virulencia diferencial entre ppk1 y ppk2
confirma resultados previos de nuestro laboratorio en la ameba social D.discoideum, donde la cepa
ppk1 también posee una virulencia atenuada con respecto a PAO1 wt, mientras que el mutante
ppk2 resulté ser similar o mas virulento que la cepa control para la ameba (Bravo-Toncio, C., 2015).
Por el otro lado, la mutante ppk2 generd una letalidad similar al control en ambas condiciones de
fosfato, siendo mas letales en el tiempo en la condicién de bajo Pi con respecto a la de alto, como
se observa que la letalidad no alcanzé el 100% con la D.Osoonm de 0,525 en alto Pi. Nuestros
resultados confirman entonces que la condicion de fosfato en el medio es esencial para la virulencia
de P. aeruginosa PAO1 en ensayos de inmersion en el pez cebra y que el mutante ppk{ tiene una

virulencia atenuada.

En este trabajo se pudo determinar la virulencia de numerosos mutantes de pigmentos
toxicos en los ensayos de inmersion con larvas (3 dpf) de pez cebra. De manera similar a la ppkT,
la mutante de la sintesis de pioverdina también mostro una letalidad atenuada en comparacion a la
cepa silvestre y a la mutante en la sintesis del sideréforo pioquelina. La mutante pchf resulto tener
similares curvas de sobrevida de las larvas con PAO1 wt a una D.Oggonm de 0,35. Sin embargo a

una mayor concentracién bacteriana, se observa que pchF puede ser incluso mas letal que la cepa
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control en alto Pi, observandose la mayor reduccion de sobrevida luego de 10 horas de la infeccion.
Un comportamiento similar también se observé en el modelo D. Discoideum, donde pchF y la cepa
silvestre resultaron ser altamente virulentos, mientras que la cepa pvdF permite el desarrollo social
de la ameba por lo que presenta un fenotipo de virulencia atenuada. Con respecto a las cepas
mutantes de las sintesis de piocianina, las tres cepas redujeron la sobrevida del pez cebra de
manera mas drastica que la cepa control, observandose claramente una menor letalidad de esta

ultima luego de 10 horas de infeccién en todas las concentraciones ensayadas.

La virulencia atenuada mostrada en los ensayos de inmersion del pez cebra por la mutante
en la sintesis de los poliP (ppk?) contrasta con la del mutante ppk2 lo que se correlaciona con la
disminucion de la produccién del sideréforo pioverdina. Esto sumado a que el mutante de la sintesis
de pioverdina (pvdS) también mostré estos fenotipos y que la pioverdina fue el Unico de los factores
de virulencia que fue contrastante entre los mutantes ppk? y ppk2 es que comprobamos que
nuestra hipotesis es verdadera. “La diferencia en la virulencia observada en las cepas ppk1y ppk2
de Pseudomonas aeruginosa en el pez cebra, se debe a la expresion diferencial de siderdforos y
pigmentos téxicos”. Nuestros resultados sugieren que particularmente la pioverdina seria el factor

de virulencia que en nuestros ensayos resulté esencial para causar dafio en el pez cebra.
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V. Conclusiones

Mediante el presente seminario se logrd estudiar la virulencia de las cepas mutantes del
metabolismo de los poliP, de la sintesis de siderdforos y pigmentos toxicos de P.aeruginosa, bajo
condiciones de crecimiento diferenciales de fosfato, utilizando Danio rerio como modelo animal in
vivo. Se confirma que la virulencia se relaciona con el metabolismo de los polifosfatos, y se

establecié que dicha diferencia se asocia a una produccién diferencial de factores de virulencia.

De todos los factores de virulencia ensayados (Pigmentos tdxicos, elastasa, proteasa,
ramnolipidos y hemolisina) el sideréforo pioverdina serfa esencial para causar dafio en los ensayos

de inmersidn con larvas (3dpf) de pez cebra.

Los niveles diferenciales de pioverdina se correlacionan con el fenotipo atenuado de virulencia

mostrado por los mutantes ppk? y pvdS, asi como con el fenotipo virulento del mutante ppk2.

Perspeciivas

Los ensayos de infeccion con larvas en el pez cebra son una herramienta para la busqueda de
nuevos compuestos antivirulencia contra patdégenos del genero Pseudomonas y que tengan como

blanco la sintesis de los poliP y de pioverdina.

Estos ensayos también permitiran estudios in vivo de la respuesta molecular y celular de la
interaccién patégenc-hospedero. Mediante el uso de tecnologias émicas y utilizando lineas
trasngénicas tanto del pez cebra como de las bacterias patdgenas es posible descifrar mecanismos

in vivo que luego puedan ser verificados en modelos murinos.
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VIl. Anexos

3dpf: Exposure for 30 hours to
with P.aeruginosa in static
inmersion system (229C)

i
L]

primitive macrophages neutrophils producing immature lymphoblasts f'\é
phagocytotically active myeloperoxidase (T-cell precursars) L
Curva de calibracién de Desferal PAO1 WT

APi VP APi

Figura 19: Desarrollo del sistema
inmune en Danio rerio.

El crecimiento de los huevos hasta
desarrollo larval de 2dpf se mantuvo a
28°C y a los 3 dpf fueron sometidos a la
infeccion por inmersion bacteriana y
mantenidos a 22°C durante las 30 horas
de experimentos.

VPi
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APi ppk1 ppk2 VPi ppk1 ppk2

APi pvdF pchF Y Pi pvdF pchF

APi  phzM phzS phzR VYPi  phzM phzS phzR

Figura 20: Curvas de calibraciéon Desferal. La concentracion de desferal varié de 0,1 a 1mM y fue disuelto en los
medios PGS alto Pi y PGS bajo Pi de manera independiente.
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