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B. RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdgena oportunista para humanos, animales y
plantas, comunmente afecta a pacientes con fibrosis quistica, los cuales son vulnerables a
infecciones nosocomiales; puede colonizar mas facilmente el tracto respiratorio,
especialmente pulmones, ocasionando la muerte del paciente por afectacion del sistema
respiratorio e inmunoldgico.

Investigaciones recientes, han demostrado que el mecanismo de comunicacién bacteriana
Quorum sensing (QS) modula la virulencia y la produccién de biopeliculas en P. aeruginosa.
Ademas, el QS posee caracteristicas de adaptacién dependiendo del ambiente en el que
se encuentre, por lo que provee una alta flexibilidad en el control de la expresién de genes
relacionados con los mecanismos de virulencia. Esta comunicacion jerarquica esta dada
por enzimas Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), las cuales sintetizan
Ciclodipéptidos (CDPs). Por lo que, se ha sugerido que los CDPs podrian estar jugando
papeles importantes de sefializacion en los mecanismos que controlan la patogénesis
bacteriana; tales como la senalizacion bacteria-hospedero, crecimiento y/o proliferacion
celular, evasion de la respuesta inmune, entre otras. Sin embargo, la participacion de los
CDPs como moléculas de sefializacion, asi como los mecanismos moleculares
involucrados han sido pobremente estudiados. Por lo que, es de gran importancia dilucidar
el mecanismo por el cual los CDPs de P. aeruginosa PAO1 contribuyen en su virulencia y/o
patogénesis. En el presente trabajo, se evalud si las NRPS estan involucradas en la
virulencia de la bacteria, determinando los factores de virulencia que producen y si estan
involucradas en la regulacion del QS. Utilizando cepas mutantes simples y dobles en NRPS,
principalmente de: AmbB, AmbE, PchE, PchF, PvdL, PvdJ, Pvdl, PA3327, y PA4078 se
cuantificd la produccion de sideréforos, tales como pioverdina y pioquelina, ademas de la
produccion de elastasa y proteasa, donde no se obtuvieron diferencias significativas.
Asimismo, se cuantificdé la produccion de biopeliculas, supervivencia del nematodo
Caenorhabditis elegans, CDPs y Quinolona, donde se observaron cambios en dichos
factores de virulencia, principalmente por los genes Amb y Pvd’s. Los resultados obtenidos
mostraron que puede existir redundancia génica por parte de estas NRPS, y que las
mutantes en Pvd’s podrian estar involucradas en la produccion de biopeliculas, asi como
en el establecimiento de la infeccidn. La conclusion del trabajo indica que las mutaciones
simples realizadas por la insercion del transposén en los genes pvdl, pvdJ y pvdL fueron
insuficientes para abolir la sintesis de pioverdina, lo que indica que mddulos especificos en

las NRPS son funcionales y que podria ocurrir una redundancia de funciones.
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Adicionalmente, las NRPS (Pvdl, PvdJ y PvdL) de P. aeruginosa PAO1 afectan la estructura

de las biopeliculas y la capacidad del establecimiento de la bacteria en el hospedero,
modificando asi su virulencia.

Palabras Clave: Pseudomonas aeruginosa, Quorum sensing, virulencia, ciclodipéptidos,
biopeliculas.
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C. ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium for humans, animals,
and plants. Commonly, affects patients with cystic fibrosis, which vulnerable to nosocomial
infections; it can more easily colonize the respiratory tract, especially the lungs, producing
the death of the patient due to involvement of the respiratory and immune systems.

Recent research has shown that the bacterial communication mechanism Quorum sensing
(QS) modulates virulence and biofilm production in P. aeruginosa. In addition, QS has
characteristics of adaptation depending on the environment in which it is found, thus
providing high flexibility in the control of the expression of genes related to virulence
mechanisms. This hierarchical communication is given by nonribosomal peptide
synthetases (NRPS) enzymes, which synthesize Cyclodipeptides (CDPs). Therefore, it has
been suggested that CDPs could be playing important signaling roles in the mechanisms
that control bacterial pathogenesis, such as bacteria-host signaling, cell growth and/or
proliferation, evasion of the immune response, among others. However, the participation of
CDPs as signaling molecules, as well as the molecular mechanisms involved, have been
poorly studied. Therefore, it is of great importance to elucidate the mechanism by which P.
aeruginosa PAO1, contribute to its virulence and/or pathogenesis. In the present work, it
was evaluated if the NRPS are involved in the virulence of the bacteria, determining the
virulence factors that they produce and if they are involved in the regulation of QS. Using
single and double mutant strains in NRPS, mainly of: AmbB, AmbE, PchE, PchF, PvdL,
Pvdd, Pvdl, PA3327, and PA4078, the production of siderophores, such as pyoverdin and
pioquelin, was quantified, as well as the production of elastase and protease, where no
significant differences were obtained. Likewise, the production of biofilms, survival of the
Caenorhabditis elegans nematode, CDPs and Quinolone were quantified, where changes
in said virulence factors were observed, mainly due to the Amb and Pvd's genes. The results
obtained showed that there may be gene redundancy on the part of these NRPS, and that
the Pvd's mutants could be involved in the production of biofilms, as well as in the
establishment of the infection. The conclusion of the work indicates that the single mutations
made by the transposon insertion in the pvadl, pvdJ and pvdL genes were insufficient to
abolish the synthesis of pyoverdin, indicating that specific moduleszo in the NRPS are
functional and that redundancy could occur. functions. Additionally, the NRPS (Pvdl, PvdJ
and PvdL) of P. aeruginosa PAO1 affect the structure of biofiims and the ability of the

bacteria to establish itself in the host, thus modifying its virulence.
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I. INTRODUCCION

Los metabolitos extracelulares secretados al ambiente como resultado de la actividad
metabdlica de las células son esenciales para la vida microbiana, ya que pueden ser usados
como substratos para los microorganismos. Por otra parte, se ha establecido que los
microorganismos pueden secretar un amplio rango de sustancias con mdltiples actividades
bioldégicas capaces de influenciar la reproduccion y estado fisiolégico de las plantas y
animales, tales como vitaminas y factores de crecimiento, inhibidores enzimaticos o
autoreguladores, entre otros (Chhabra et al., 2005). Adicionalmente, existe evidencia sobre
el papel que juegan los compuestos extracelulares en la adaptacion microbiana, confiriendo
propiedades que les permiten adaptarse a las variantes condiciones ambientales, asi como

poder interactuar entre si o con hospederos de diferente reino (Fuchs et al., 2012).

1.1. El género Pseudomonas
El género Pseudomonas comprende un amplio grupo de bacterias que son facilmente
encontradas en el ambiente, su diversidad ecoldgica es el reflejo de sus requerimientos
nutricionales y su capacidad metabdlica para asimilar un amplio nimero de compuestos
organicos. Este género pertenece a la familia Pseudomonadaceae que se sitla dentro del
orden Pseudomonadales que comprende a la familia Moraxellaceae. “Pseudomonas”
deriva del griego, “pseudo” que significa “falso” y “monas” que significa “unidad simple”, es
decir, “falsa unidad”. En general, las especies de este género crecen rapidamente y en un
amplio rango de temperaturas, aproximadamente de 20°C a 42°C, y son capaces de
desarrollarse en diferentes condiciones ambientales. Son organismos muy ubicuos y se
pueden encontrar tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres, por lo que suelen ser

patégenos de plantas, animales y humanos (Palleroni, 1993).

Pseudomonas es un bacilo Gram negativo aerobio, no fermentador, prueba de catalasa y
oxidasa positivo y movil, debido a su flagelo polar ubicado en un extremo de la bacteria.
Algunas cepas de Pseudomonas producen pigmentos difusibles como son pioverdina
(amarillo-verdoso), piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo) y la piorrubinas (rojo-
pardo) (Silby etal.,, 2011). Este género es conocido por su versatilidad metabdlica y
fisioldgica, asi como, su plasticidad genética lo que le permite la colonizacion de diversos
habitats terrestres y acuaticos. Frecuentemente son resistentes a antibiéticos, detergentes,
desinfectantes, metales pesados, asi como a solventes organicos (D’Arezzo et al., 2012;

Lanini et al., 2011). Actualmente, son de gran interés debido a su importancia en producir
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enfermedades de plantas y humanos, ademas de su creciente potencial en aplicaciones

biotecnoldgicas (Fig. 1).

Figura 1. El género Pseudomonas puede encontrarse en diferentes ambientes.
El género consiste en un grupo de bacterias importantes desde el punto de vista médico y
biotecnoldgico, los cuales pueden habitar en una amplia gama de ambientes como el suelo

y agua, asi como asociaciones con plantas y animales (tomada de (Silby et al., 2011)).

Algunas especies del género Pseudomonas causan enfermedades en diversos
organismos. Dentro de las especies que han sido mas estudiadas y que son patégenos
oportunistas se encuentran P. syringae, la cual es patégena principalmente de plantas, asi
como, P. aeruginosa que es patégena oportunista en plantas y animales. Las infecciones
que puede producir este género han generado un gran interés, ya que se puede comparar
la diversidad entre los genes con potencial patégeno, destacando principalmente, el alcance
de la coevolucién hospedero-patégeno, ademas de la inmensa gama de mecanismos
potencialmente utilizados por este género para causar enfermedades en diferentes
hospederos (Silby et al., 2011).
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1.1.1. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria en forma de bacilo recto o ligeramente curveado,
Gram negativa y pertenece al grupo de y proteobacterias (Fig. 2) (Woese, 1987). Su
metabolismo es aerobio, aunque puede desarrollarse como anaerobio utilizando nitrato, es
catalasa y oxidasa positivas. Asimismo, debido a que pertenece al género Pseudomonas,
presenta un flagelo ubicado al extremo de la bacteria, y pilis en su anatomia, lo cual le da

movilidad para llegar a infectar al hospedero (Frank, 2012).

Figura 2. Pseudomonas aeruginosa.

La anatomia de esta bacteria es en forma de bacilo, con pilis y un unico flagelo situado al
extremo de la bacteria que le permite moverse e infectar al hospedero. Tomada de Centers
for Disease Control and Prevention, National Center for Emerging and Zoonotic Infectious
Diseases (NCEZID), Division of Healthcare Quality Promotion (DHQP) (2019).

La versatilidad metabdlica de P. aeruginosa se destaca por su capacidad para sintetizar
matrices extracelulares en respuesta a las condiciones ambientales, por lo que suele ser
ubicuo en el medio ambiente, lo que le permite persistir de manera eficaz en el agua, y
suelo, con requerimientos nutricionales minimos; crece entre 20-43°C. De igual manera, es
utiliza fuentes de carbono y nitrégeno como acetato y amoniaco, obteniendo energia de la
oxidacion de azucares. El genoma central de P. aeruginosa es altamente conservado y
dispuesto linealmente como un solo cromosoma. Aproximadamente, el genoma de esta
bacteria es de cerca de 6.3 millones de pares de bases, lo que representa un mayor tamafio

en comparacion con otros genomas de bacterias secuenciados (Kawalek et al., 2020). La
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estructura de mosaico del genoma se ve interrumpida por el genoma accesorio que se
compone de regiones de plasticidad, islas integradas, transposones, fagos o elementos IS.
Las comparaciones de cepas del mismo complejo clonal, aunque de origen geografico no

relacionado, muestran una baja tasa de sustitucion (Azam & Khan, 2019).

La versatilidad esta relacionada con una combinacién de un gran genoma, elementos
accesorios y una variedad de sistemas reguladores (Frank, 2012). Esta bacteria
metabdlicamente versatil implica con frecuencia sublineas o derivados de la cepa PAO1
de P. aeruginosa, aislada originalmente de una herida de un paciente en el laboratorio de
Holloway, Melbourne, Australia (Holloway, 1955), esta cepa no contiene plasmidos. Mas de
la mitad de los genes de P. aeruginosa PAO1 presentan una homologia cercana y un
arreglo transcripcional en operones similar a los de Escherichia coli. También P.
aeruginosa presenta homologia en la secuencia y en la organizacion genética con bacterias
ambientales, incluso con bacterias Gram-positivas. El 32% de los genes predichos a partir
de la secuencia del genoma de esta bacteria no tienen homologia con las secuencias
depositadas en los bancos de datos, lo que sugiere que se trata de genes que codifican
para actividades enzimaticas novedosas. Del analisis del genoma de esta bacteria es
notorio la gran abundancia de genes que parecen codificar para bombas que expulsan
compuestos de la célula. La abundancia de estos transportadores pudiera estar relacionada
con su alta resistencia a distintos compuestos toxicos y, en ultima instancia, con su

extraordinaria versatilidad (Kawalek et al., 2020)

Asimismo, es capaz de producir proteasas y elastasas, enzimas que degradan
multiples proteinas inmunorreguladoras, incluyendo surfactantes, complementos,
inmunoglobulinas y péptidos antimicrobianos. Ademas, P. aeruginosa produce pigmentos
que le dan el color caracteristico a la bacteria cuando crece en medio de cultivo, entre ellos
destacan: el compuesto verde fluorescente, pioverdina; pigmento fenacinico azul-verdoso,
piocianina; y cuando la pioverdina se combina con piocianina, se crea el color verde brillante
caracteristico de la bacteria; la piorrubina (rojo) y la piomelanina (marrén) (Fig. 3). Estas
sustancias, cuya produccion se ve favorecida por temperaturas menores a 37 °C y por la
presencia de hierro en el medio, fueron aplicadas como marcadores fenotipicos con utilidad
variable, se ha demostrado que poseen actividad antibacteriana y efecto sobre la integridad

del epitelio respiratorio (Merino, 2007).

14



MC Sharel Pamela Diaz Pérez

Figura 3.Pigmentos producidos por P. aeruginosa,
colonias aisladas de hospitales. Se aprecian los diferentes pigmentos producidos sobre

agar Mueller Hinton después de 48 h de incubacién a 28 °C (tomada de Merino, 2007).

P. aeruginosa presenta una extraordinaria capacidad para desarrollar resistencia
antimicrobiana a casi todos los agentes antipseudomonas disponibles, a través de la
seleccion de mutaciones cromosomicas. De hecho, el fracaso del tratamiento causado por
el desarrollo de resistencia antimicrobiana es un resultado demasiado frecuente de las
infecciones por P. aeruginosa. El problema de la resistencia a los antibiéticos mediada por
mutaciones se amplifica aiin mas en el entorno de infecciones crénicas, debido a la muy
alta prevalencia de cepas hipermutables, que muestran tasas de mutacion espontanea
mejoradas causadas por sistemas defectuosos de reparacion o evitacion de errores del
ADN (Macia et al., 2005; Oliver et al., 2000).

Esta bacteria es patdgena de plantas, como Arabidopsis thaliana y patdgena oportunista en
humanos (Rahme et al., 1997). Este patdgeno oportunista suele ser causa de infecciones
nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. En pacientes con fibrosis quistica, P.
aeruginosa coloniza cronicamente los pulmones y es un factor importante de mortalidad.
Por lo regular, esta bacteria se encuentra en pacientes hospitalizados representando el 10-
20% de las infecciones intrahospitalarias, especialmente asociadas con enfermedades

neoplasicas o quemaduras severas (Kawalek et al., 2020).

1.2. Factores de virulencia
La capacidad que tiene P. aeruginosa para causar un amplio margen de infecciones radica

en la gran variedad de factores de patogenicidad que posee. P. aeruginosa muestra un
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amplio repertorio de factores de virulencia tanto asociados a las células como extracelulares

que contribuyen a su patogenia, siendo controlados por circuitos reguladores y sistemas de
senalizacién increiblemente complejos e interconectados, que le dan a este patégeno una
gran plasticidad (Fig. 4) (Jurado-Martin et al., 2021).

Figura 4. Representacion esquematica de los principales factores de virulencia
utilizados por P. aeruginosa durante infecciones respiratorias.

Capacidad de formacién de biopeliculas y composicién de la matriz extracelular de las
biopeliculas (exopolisacaridos, proteinas y ADN extracelular); (b) los tres sistemas
principales de deteccion de quérum (QS) (Las, Rhl y Pgs); (c) flagelinas FIiC y FIiD
incorporadas dentro de la estructura flagelar; (d) sideréforo de pioverdina (PVD) como
sistema de captacion de hierro; (e) pili tipo 4 (T4P); (f) lipopolisacarido (LPS) y proteinas de
membrana externa (OMP); (g) el sistema de secrecion de tipo Il (T3SS) y sus cuatro
efectores principales; (h) el sistema de secrecion tipo VI (T6SS); (i) el sistema de secrecion
tipo Il (T2SS) y los compuestos que libera al medio extracelular: enzimas liticas (lipasas,
proteasas (AprAy PIV) y elastasas (LasA y LasB)), exotoxina A (ETA) y piocianina. Tomado
de Jurado-Martin et al., 2021.
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1.2.1. Movilidad

1.2.1.1. Flagelo
P. aeruginosa posee un unico flagelo polar que consta de un filamento hecho de flagelina
polimerizada dispuesta helicoidalmente (FIiC), una proteina especifica de tipo (FIliD), el
gancho en la base del filamento (FIQE), dos ganchos de filamento de proteinas de union
(FIgKL), y una serie de componentes del cuerpo basal a través de las membranas internas
y externa. Aunque P. aeruginosa también se mueve sobre superficies solidas, el flagelo es
el principal responsable de la motilidad de natacion en ambientes acuosos o de baja
viscosidad a través de la rotacién en forma de sacacorchos, generando una fuerza que

mueve a la bacteria hacia adelante (Garcia et al., 2018).

1.2.1.2. Pili
P. aeruginosa presenta pilis tipo IV, que son apéndices filamentosos retractiles similares a
pelos que estan ubicados polarmente, ademas, son estructuras esenciales para el inicio de
la infecciéon al mediar la motilidad y la adhesion. Controlan la motilidad de espasmos,
utilizados para la colonizacion rapida de diferentes superficies. Esto implica ciclos
secuenciales de extension, adhesién y retraccion de las fibras T4P, que generan la fuerza
para impulsar la célula hacia adelante. La extension y retraccion del pilus se logra a través
de dos ATPasas asociadas a la membrana citoplasmatica (PilB y PilT) que,
respectivamente, polimerizan y despolimerizan las subunidades PilA en su base. Ademas,
hay cinco grupos de T4P (I, II, Ill, IV y V) que estan asociados con diferentes patrones de

produccion de biopeliculas y resistencia a multiples farmacos (MDR) (Tala et al., 2019).

1.2.2. Lipopolisacaridos
El lipopolisacarido (LPS) se compone de tres dominios: el lipido A, la regién central y el
antigeno O o polisacarido O (OPS), y se producen varias glicoformas que contribuyen a su
virulencia. Es una barrera fisica que interviene en las interacciones con los receptores del
hospedero y causa un dano tisular debido a su actividad endotdxica. EI LPS estimula la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y mucina formadora de gel en las
células epiteliales de las vias respiratorias, o que se asocia con la morbilidad y mortalidad
de los pacientes con asma, EPOC y FQ. Aumenta la permeabilidad paracelular epitelial de
las vias respiratorias e induce la inflamacion pulmonar al estimular el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), la interleucina (IL)-1, la IL-6 y el interferon (IFN)-y. EI LPS también
contribuye a la resistencia a los antibidticos e influye en la formacion de vesiculas de

membrana externa (OMV) y biopeliculas (Florez et al., 2017).
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El lipido A es un glicolipido hidrofébico que ancla los otros dos restos de LPS en la
membrana externa (OM) y media la endotoxicidad. Se compone de un esqueleto de
bifosfato de diglucosamina con acidos grasos enlazados por O y N y varia entre los
aislamientos segun las condiciones de crecimiento y las fuentes de aislamiento, lo que tiene
implicaciones considerables para la adaptacion al nicho. Las cadenas de acilo del lipido A
se unen al receptor MD2 de la célula hospedera, activando la via de senalizacion del
receptor tipo toll (TLR)-4. Tanto las cadenas de acilo como los fosfatos del lipido A
interactian con una quinolona del sistema de deteccién de quérum (QS) de Pgs cuando se
exporta al OM, induciendo la curvatura de la membrana, lo que lleva a la formacion de
OMV. Los mutantes defectuosos para la sintesis de lipido A no pudieron desarrollar
biopeliculas en las superficies bidticas y abidticas y exhibieron una unién bacteriana
significativamente menor a las células epiteliales de las vias respiratorias, lo que sugiere
que el LPS puede desempefiar un papel indirecto en la adhesion bacteriana y la formacion
de biopeliculas (Lindhout et al., 2009).

El O-polisacarido es una cadena larga periférica altamente variable e inmunogénica
de polisacaridos repetitivos que pueden ser lineales o ramificados. Dos formas de LPS
estan expuestas en la superficie bacteriana, llamadas "cubiertas" o "lisas" y "sin tapar" o
"asperas" cuando el OPS esta presente o ausente, respectivamente (King et al., 2009).
Ademas, se producen simultdneamente dos antigenos O: (i) el antigeno polisacarido comun
(CPA o banda A), un homopolimero que tiene una estructura conservada que consta de
unidades repetitivas de trisacarido d-ramnosa y (ii) el antigeno especifico O (OSA o B-
band), un heteropolimero de cepa variable que da lugar a 20 serotipos, segun el esquema
propuesto por el Sistema Internacional de Tipificacion Antigénica (IATS) (Sainz-Mejias
et al., 2020). Debido a que, el OPS se extiende hacia afuera desde el MO, esta involucrado
en muchas interacciones hospedero-patogeno: (a) la prevencion de la muerte bacteriana al
inhibir la deposicion del complejo de ataque de membrana formador de poros y la
fagocitosis, (b) la proteccion contra la oxidacién y estrés, y (c) probablemente, estimulacion
de NETosis (Huszczynski et al., 2020). Los cambios en el OPS afectan el tamano de OMV
y el contenido de proteinas, aunque el mecanismo aun no se conoce bien. Ademas, las
células que no producen CPA no lograron convertirse en biopeliculas robustas y exhibieron
cambios en la morfologia celular y la produccién de matriz de biopelicula, probablemente
porque el OPS es esencial para una motilidad efectiva. EI CPA también puede ser
importante para la unién bacteriana a las células epiteliales bronquiales humanas (Jamasbi
& Taylor, 2010).
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1.2.3. Enzimas proteoliticas
P. aeruginosa libera una amplia gama de proteasas extracelulares que son criticas
para la invasion en infecciones agudas: elastasas LasA y LasB, proteasa alcalina (AprA),
proteasa tipo IV (PIV), proteasa pequena de P. aeruginosa (PASP), exoproteasa grande A

(LepA), P. aeruginosa aminopeptidasa (PAAP) y MucD (Kuang et al., 2011).

Las elastasas LasA y LasB son secretadas por el T2SS bajo la regulacion de los
sistemas QS y degradan la elastina del hospedero. La elastasa LasB, también denominada
“elastasa” o “pseudolisina”, es una metaloproteasa dependiente de zinc de la familia de las
termolisinas codificada por el gen lasB. Es la proteasa mas abundante y se considera el
principal factor de virulencia extracelular. Aparte de su actividad elastinolitica, también
interrumpe las uniones estrechas epiteliales y escinde otras proteinas del hospedero, por
ejemplo, proteinas surfactantes (SP-A y SP-D), citoquinas (TNF-a, IFN- vy, IL-6 o IL-2),
inmunoglobulinas y componentes del inflamasoma, lo que interfiere con la eliminacion
bacteriana. También degrada la flagelina exdgena cuando existe un aumento de calcio en
el hospedero, evitando el reconocimiento de TLR5 y socava la actividad de los macréfagos
alveolares a través de la regulacion a la baja de la produccion de importantes ROS
secretadas y moléculas y receptores inmunitarios innatos (Casilag et al., 2015). También
afecta la formacion de biopeliculas a través de la regulacion de ramnolipidos (RL), LasA, o
estafilolisina, esta es una serina proteasa codificada por el gen lasA, su nombre se debe a
su capacidad para causar una lisis rapida de S. aureus al romper el puente de pentaglicina
en su PG. Aunque su actividad elastinolitica es limitada, puede mejorar esta accion en otras
proteasas, incluida LasB, al romper los enlaces glicina-glicina dentro de la
elastina. Recientemente, la expresion de LasA se correlaciond con la resistencia a los

antibidticos en aislamientos clinicos de P. aeruginosa (Bastaert et al., 2018).

La proteasa alcalina, o aeruginolisina, es una metaloendopeptidasa dependiente de
zinc secretada a través del T1SS y codificada por el gen aprA. Interfiere principalmente con
la fibronectina y la laminina, dos componentes de la matriz extracelular, y degrada las
proteinas del complemento (C1q, C2 y C3) y las citoquinas (IFN-c, TNF-a e IL-6), lo que
permite la evasion fagocitica. También escinde mondmeros de flagelina libres y puede
reducir la eliminacién mucociliar de bacterias al activar el canal de sodio epitelial
(ENaC). También contribuye a la produccién de otros factores de virulencia, como PYC
(Butterworth et al., 2014).
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Esta proteasa de tipo IV (PIV) es una serina proteasa secretada por T2SS que
pertenece a la familia de quimotripsinas S1. Esta codificado por el gen pivy su expresién
esta bajo el control del sistema Las QS. Aunque tiene un papel importante en la virulencia
de la cérnea, también puede ser importante para la patogenia de P. aeruginosa dentro del
pulmén con FQ al degradar el fibrindgeno y las proteinas del surfactante (SP-A, SP-D y SP-
B), lo que contribuye a la invasion de tejidos. PIV también promueve la evasiéon inmune al
degradar el plasminégeno, inmunoglobulinas, C1q, C3 e IL-22, lo que dificulta la regulacion
de la defensa de la mucosa y exacerba la neumonia neumocdcica y la enfermedad invasiva.
También puede interferir con la activacion de la senalizacién Toll y la produccién de
adenosin monofosfato (AMP) (Park et al., 2014).

1.2.4. Ramnolipidos
Los ramnolipidos son metabolitos secundarios extracelulares anfipaticos formados por una
fraccion de mono- o di-(L)-ramnosa (grupo hidrofilico) unida a través de un enlace O-
glucosidico a un dimero de la cola de acido graso B-hidroxi (grupo hidrofébico). Contribuyen
significativamente a la patogenia de P. aeruginosa en el pulmén, al degradar el surfactante
pulmonar, reducir la resistencia eléctrica transepitelial y alterar las uniones estrechas en el
epitelio respiratorio. Su produccion por aislamientos colonizadores se ha asociado con el
desarrollo de neumonia asociada a ventilacion mecanica (NAV) (Kohler et al., 2010). Si bien
la sobreproduccion de RL impide el desarrollo de biopeliculas, las bajas concentraciones
mejoran la liberacion de LPS a la superficie celular, lo que aumenta la hidrofobicidad y la
afinidad para la adherencia inicial de las bacterias a una superficie. La produccion de una
cantidad adecuada contribuye a la arquitectura de la biopelicula al mantener abiertos los
canales no colonizados. Los RL también facilitan la motilidad deslizante en ausencia de T4P
y flagelos y permiten la motilidad en enjambre al reducir la tension superficial debido a sus
propiedades surfactantes. Asi, la produccion de RL se induce en condiciones de restriccion
de hierro, lo que promueve la motilidad de espasmos (Nickzad & Déziel, 2014). También
participan en la evasion inmunitaria para facilitar las infecciones crénicas al causar la muerte
necrotica de los leucocitos polimorfonucleares. Suprimen la inmunidad innata del
hospedero, evitando una respuesta de B-defensina2 humana inducida por flagelina a través

de la proteina quinasa C (Wang et al., 2014).

1.2.5. Fenazinas
Las fenazinas son moléculas pigmentadas, con actividad redox, heterociclicas, que

contienen nitrégeno, secretadas por un numero considerable de bacterias, incluidas
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multiples Pseudomonas spp fluorescentes (Chin-A-Woeng et al., 2005). Las fenazinas

muestran un amplio espectro de actividad (téxica) hacia los organismos procariotas y
eucariotas, que varia segun la naturaleza y la posicion de los sustituyentes en el anillo
heterociclico. Esta toxicidad confiere una clara ventaja a los productores de fenazina al
eliminar a los competidores y mejorar la supervivencia en entornos muy poblados, como la
rizosfera (Pierson & Pierson, 1996). La piocianina (5 - N -metil-1-hidroxifenazina), el primer
y mas estudiado miembro de la familia de las fenazinas, es producida unicamente por P.
aeruginosa, especificidad que ha sido util en el diagndstico rapido de este patégeno
oportunista. Esta fenazina azul es uno de los principales factores de virulencia de este
patégeno, contribuyendo tanto a infecciones agudas como crénicas, ya que suprime la
proliferacion de linfocitos, dafa las células epiteliales como consecuencia de la formacién
de radicales hidroxilos, inactiva los inhibidores de la proteasa (lo que provoca dafio tisular
por proteasas enddgenas) y se dirige a multiples funciones celulares (Nadal Jimenez et al.,
2012).

1.2.5.1 Piocianina
La fenazina mas estudiada es la piocianina (5-N-metil-1-hidroxifenazina), que es azul
cuando se oxida. La piocianina (PYO) se aisl6 originalmente de heridas de pacientes y
posteriormente se demostré que estaba asociada con infecciones causadas por P.
aeruginosa. Su presencia se asocia con una alta morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos, como los pacientes con fibrosis quistica (Courtney et al., 2007,
Murray et al., 2007), también se estudian ampliamente para su aplicacion en el manejo de

enfermedades de las plantas.

La piocianina es un metabolito secundario con actividad redox responsable del color azul
verdoso de las colonias de P. aeruginosa en cultivo. Esta fenazina, se asocia con la
gravedad de la enfermedad y el deterioro de la funcién pulmonar debido a sus efectos
proinflamatorios y de radicales libres. Puede aumentar las ROS intracelulares y el H2Oo,
provocando estrés oxidante y dafiando los componentes del ciclo celular, varias enzimas y
el ADN, lo que lleva a la lisis celular. En consecuencia, se libera ADN extracelular (eDNA),
lo que probablemente contribuya a la formacion de biopeliculas y ayude a la persistencia
de las infecciones. Se induce la liberacion de ROS mitocondriales, lo que conduce a la
apoptosis de los neutrdfilos y, ralentiza el latido ciliar, causa disrupcion epitelial y aumenta

la secrecion de mucosa en el tracto respiratorio, lo que contribuye a la colonizacion
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pulmonar. Posteriormente, aumenta la produccién de IL-8 por los macréfagos alveolares y

la entrada de neutrdfilos (Hall et al., 2016).

1.2.6. Sideréforos
El hierro (Fe ") es un nutriente esencial para el crecimiento bacteriano y la virulencia. En
el ambiente estresante del hospedero, el hierro no esta facilmente disponible debido a su
baja solubilidad y la actividad de las proteinas de union al hierro del hospedero (transferrina
y lactoferrina). Para cumplir con los requisitos de hierro, P. aeruginosa utiliza diferentes
estrategias: (i) La produccién de compuestos organicos de bajo peso molecular llamados
siderdforos (pioverdina y pioquelina); (ii) La captacion de xenosiderdéforos; (iii) Captacion de
grupos hemo de las hemoproteinas del hospedero a través de dos sistemas;y (iv)

Reduccién de hierro por fenacinas a través del sistema Fe (Perraud et al., 2020).

La pioquelina es un sideroforo fendlico que contiene dos anillos heterociclicos que
contienen azufre (Ankenbauer et al., 1986). El mecanismo de captacion es similar al de la
pioverdina. En P. aeruginosa la pioquelina es reconocida por FtpA, un transportador
especifico de membrana externa para ser translocado al interior de la célula para liberar el
hierro y ser utilizado (Nosran et al., 2021). Se ha demostrado que P. aeruginosa primero
produce pioquelina y cambia a produccién de pioverdina solo cuando la concentracion de

hierro es realmente baja (Cornelis & Dingemans, 2013).

Mientras que la pioquelina es un sideréforo basado en salicilato con una menor afinidad por
el hierro, la pioverdina (PVD) tiene una naturaleza peptidica y se considera el principal
sideréforo (Cezard et al.,, 2015). Dado que la produccion de PVD es un proceso que
demanda energia, P. aeruginosa produce principalmente pioquelina solo cuando la
concentracion de hierro es realmente baja. La PVD se compone de una cadena peptidica
variable y un cromoéforo de dihidroxiquinolina conservado, que se une al hierro (Poole &
McKay, 2003) Las diferentes cepas producen mas de 50 pioverdinas, aunque se pueden
agrupar en tres tipos (PVDI, PVDIIl y PVDIII) segun las diferencias en la cadena peptidica
(Ravel & Cornelis, 2003). La PVD quela el hierro libre y lo elimina de las proteinas del
hospedero, y esto se logra mediante una red compleja de transportadores y bombas de
salida periplasmicas y de membrana. A pesar de ser esencial, el hierro cataliza las
reacciones de Fe produciendo ROS en altas concentraciones, lo que lleva a la citotoxicidad.
Por lo tanto, este sistema se apaga en presencia de suficiente hierro intracelular por el

regulador de absorcion férrico (Ghssein & Ezzeddine, 2022). Ademas, existe una relacién
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intrinseca entre el sistema Pgs QS y los niveles de hierro, ya que el principal regulador

PvdS controla la expresion de PgsR y, por lo tanto, la sintesis de PQS. Por su parte, la
pioquelina puede causar dafno oxidativo e inflamacion, especialmente en presencia de

piocianina (Bonneau et al., 2020).

1.2.7. Biopeliculas
En la naturaleza, la mayoria de las bacterias pueden adherirse a diferentes superficies y
formar biopeliculas. La biopelicula es un agregado complejo de bacterias encerradas en
una matriz extracelular polimérica (EPS), la cual, es una de las estrategias clave para la
supervivencia de las especies durante cambios inesperados en las condiciones de vida,
como la fluctuacion de la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. Las bacterias dentro
de una biopelicula pueden evadir las respuestas inmunes del hospedero y resistir los
tratamientos antimicrobianos hasta 1000 veces mas que sus contrapartes plancténicas
(Brindhadevi et al., 2020).

P. aeruginosa forma biopeliculas para colonizar e invadir tejidos y érganos. Una biopelicula
es un arma resistente fundamental para que P. aeruginosa compita, sobreviva y domine el
entorno polimicrobiano de la fibrosis quistica pulmonar. P. aeruginosa también coloniza
eficazmente una variedad de superficies, incluidos materiales médicos (catéteres urinarios,
implantes, lentes de contacto, etc.) y equipos de la industria alimentaria (tanques de mezcla,
cubas y tubos) (Soares et al., 2020). Por lo tanto, una mayor comprension de la composicion
y estructura de la biopelicula, asi como de los mecanismos moleculares subyacentes a la
tolerancia antimicrobiana de las bacterias que crecen dentro de una biopelicula son vitales
para el disefio de estrategias efectivas para manejar, prevenir y, lo que es mas importante,

erradicar las infecciones asociadas a la biopelicula (Schiessl et al., 2019).

P. aeruginosa es conocida por desarrollar biopeliculas robustas que son altamente
resistentes a los antibidticos, lo que afecta la eliminacion bacteriana y conduce al
establecimiento de infecciones crénicas altamente recalcitrantes que son un problema
médico importante. Mas del 50% de la matriz extracelular de P. aeruginosa esta formada
por tres exopolisacaridos (EPS): el alginato de polisacarido capsular y dos polisacaridos
agregativos (Psl y Pel), pero también contiene ADN extracelular (eéDNA) y proteinas. Las
biopeliculas al madurarse se caracterizan por estructuras en forma de hongo "tapadas" y
una red compleja de canales que distribuyen nutrientes y oxigeno y eliminan los productos
de desecho (Brindhadevi et al., 2020).
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El desarrollo de biopeliculas es multifactorial. La iniciacion se produce con un aumento
de c-di-GMP, un segundo mensajero intracelular que induce la biosintesis de adhesinas y
EPS y los cambios fisioldgicos necesarios para pasar del crecimiento plancténico moévil a
un estilo de vida sésil asociado a biopeliculas (De Kievit, 2009). La secrecion de varias
enzimas extracelulares controladas por QS (esterasas, lipasas y elastasas) afecta la
composicion de EPS, las propiedades de la matriz extracelular y la motilidad celular, lo que
influye en la formacion y arquitectura de biopeliculas mucoides de P. aeruginosa (Arana-
Pena et al., 2020).

W3 Células planctdnicas

— P - "
o Fenotipo disperso a plancténico o

== Células dispersas

= “transicidn de 2 h
* Incrementa la fijacidn

W= Células muertas

* Incrementa la Sustancias poliméricas extracelulares {EPS)

wvirulencia

& s
g &
)
g
7
| -
o
/Ai
=S V&= ‘
@ Adhesisninicial @) Fijaciontemprana €  Biopeliculajoven © Biopelicula madura © Disperso
* Asociaciénde la = Adherencia 3 Fr_:lrnaciém‘ie * Estructuras similaral caparazén |, po ol 0 e
superficie-bacteria irreversible microcolonias de hongos = Libeta fas calul
* |nteraccion célula- * Incrementa la tolerancia a I-" era las celulas
* Biosintesis de EPS = Divisién bacteriana célula antibiéticos dispersas

Figura 5. Ciclo de vida del desarrollo de las biopeliculas producidas por P.

aeruginosa.

Se divide en seis etapas: (1) las bacterias se asocian con la superficie y producen
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que incluyen proteinas, polisacaridos, lipidos
y eDNA. A continuacion, (2) tiene lugar la division celular y la transicién de unién reversible
a irreversible. Los siguientes pasos son la formacion de microcolonias (3) y el posterior
desarrollo de estas microcolonias en estructuras con forma de hongo (4). La interaccion
célula a célula y la produccion de factores de virulencia juegan un papel esencial en la
maduracién y solidez de las biopeliculas. Luego se forma la cavidad de la matriz en el centro
de la microcolonia (5), a través de la autolisis celular para romper la matriz para la liberacion

de la poblacion dispersa. Finalmente, (6) las células liberadas experimentan una transicion
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de aproximadamente 2 h a fenotipos plancténicos que posteriormente ocupan espacios no

colonizados.Tomado y modificado de Thi. et.al., 2020.

La formacion de biopeliculas se da en 5 diferentes etapas (Fig. 5) (Moser et al., 2021;
Thi et al., 2020):

- Etapa I: Forma plancténica. Las células bacterianas se adhieren a la superficie del
hospedero a través del flagelo y sus pilis; sin embargo, esta adherencia puede ser
reversible. Comienza la produccién de sustancias extracelulares poliméricas
(EPS), entre las cuales estan, proteinas, polisacaridos, lipidos y eDNA. En esta
etapa, aun no hay respuesta inmune por parte del hospedero.

- Etapa Il. Microagregados/ microcolonias. La adherencia es irreversible, comienza
la divisién bacteriana y la comunicacion celular. Inicia la respuesta inmune innata
del hospedero, en caso de que la bacteria sea patégena. En esta etapa, los
antibiéticos son efectivos.

- Etapa Ill. Biopeliculas jovenes. Autoproduce matriz extracelular. Produce
agregados en tejidos o secreciones, como esputo. La bacteria se propaga
progresivamente, con el fin de atacar al hospedero, a través de la arquitectura de
las estructuras de las microcolonias. La respuesta inmune innata por parte del
hospedero esta activa. En esta etapa, comienza la tolerancia a los antibioticos.

- Etapa IV. Maduracion de las biopeliculas. Continua la autoproduccion de la matriz
extracelular. Las microcolonias se desarrollan hasta alcanzar una forma
tridimensional, creando estructuras similares al caparazon de los hongos. En esta
etapa se pueden generar mutaciones y subclones, comienza la dispersion,
incrementa el riesgo de que la infeccidn se expanda, ocasiona dafio a tejidos y por
lo tanto, que exista una tolerancia y resistencia a los antibiéticos. Asimismo,
comienza la respuesta inmune adquirida. Se da una interaccion célula a célula,
produciendo factores de virulencia que juegan un papel esencial en la maduracion
y solidez de las biopeliculas.

- Etapa V. Dispersion. En esta etapa, ocurre una persistente colonizacion, el
crecimiento de la biopelicula puede bajar, pero existe un riesgo de volver a crecer,
asimismo, comienza la etapa de inflamacion, la cual puede continuar. Finalmente,
las células liberadas experimentan una transicion de aproximadamente 2 h a
fenotipos planctdnicos que posteriormente ocupan espacios no colonizados, por lo

que, comienza nuevamente los estadios de las biopeliculas.
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Recientemente, se ha planteado la hipotesis de que el QS también puede controlar el
paso de dispersion; de hecho, la formacion de OMV inducida por quinolonas puede facilitar
la dispersion celular. Finalmente, los ARN pequenos también regulan la formacién de
biopeliculas. Es de destacar que un estudio reciente mostré que existen varias vias para
desarrollar biopeliculas y que la expresion de genes que regulan las respuestas al estrés y
la adaptacion a entornos limitados en oxigeno y hierro es vital para este proceso (Riquelme
et al., 2020).

1.3. Quorum sensing

El quorum sensing (QS), o bien, la comunicacién entre bacterias es fundamental para
regular la expresion de varios genes, en respuesta a la densidad celular, lo que permite la
comunicacion entre células y la adaptacién a los cambios ambientales. La produccién de
metabolitos secundarios activa factores de transcripcion, los cuales, modulan y coordinan
la expresion de genes del QS a través de comunidades de células. Se ha observado que la
secrecion y difusién de metabolitos secundarios de comunidades bacterianas influye en el
crecimiento de comunidades adyacentes. EI QS es un sistema de comunicacion intercelular
que es capaz de sensar la densidad poblacional. El sistema de QS esta modulado por
pequefias moléculas de sefializacion; N-acilhomoserinlactona para las bacterias Gram
negativas, oligopéptidos para bacterias Gram positivas, y autoinductores-2 (Al-2) para
ambas clases de bacterias (Juhas, et.al., 2005). P. aeruginosa tiene cuatro sistemas QS
(Las, Rhl, Pgs e Igs) que estan interconectados jerarquicamente: el sistema Las esta en la
parte superior de la jerarquia de sefalizacion y controla positivamente la expresion de los
otros tres sistemas. De manera similar, el sistema Igs tiene un efecto estimulador sobre
Pgs, y este sobre el sistema Rhl, mientras que Rhl regula negativamente Pgs. Esta red QS
es altamente adaptable y capaz de responder a factores estresantes externos,
proporcionando a P. aeruginosa una flexibilidad extraordinaria (Fig. 6) (Lee & Zhang,
2015).

1.3.1. Sistema Las y Rhl
LasR y Rhl representan los circuitos reguladores mas dominantes. En el sistema Las,
Lasl es la sintasa autoinductora (Al) que media en la sintesis de N-3-oxododecanoil-L-
homoserina lactona (C12HSL). Lasl se une al activador transcripcional (LasR), creando un
complejo con formas multiméricas que regula especificamente la transcripcién de genes de
virulencia involucrados en infecciones agudas y dafio de la célula hospedero (LasA, LasB,

AprA, PVD y ETA). También induce la produccion de la IA, creando un ciclo de

26



MC Sharel Pamela Diaz Pérez

autorregulacién positivo. El inhibidor de Rsal es responsable de la represion de la sintesis

de Lasl y C12HSL. El sistema Las también suprime la produccién de exopolisacarido Pel,
afecta la formacion de T6SS junto con los sistemas Rhl y Pgs e induce la apoptosis en las
células epiteliales de las vias respiratorias y degrada sus uniones estrechas. C12HSL
también ayuda a la supervivencia bacteriana al producir la muerte de las células
inmunitarias del hospedero. Es importante destacar que PYC y C12HSL aumentan el
numero de células persistentes en las poblaciones de P. aeruginosa, lo que puede ser
responsable de la obstinacion de las infecciones cronicas. De manera similar, Rhll sintetiza
la IA de este sistema, la N-butiril-L-homoserina lactona (C4HSL), que forma un complejo
con la proteina activadora (RhIR). Este circuito mejora principalmente la produccién de RL,
pero también de AprA, LasB, cianuro, PVD y PYC. También regula la produccion de lectina
LecA, lo que influye en la formacién de biopeliculas, y reprime los genes implicados en el
ensamblaje y la funcion de T3SS (Ahator & Zhang, 2019; Bleves et al., 2010).

1.3.2. Sistema Quinolona: Pgs

P. aeruginosa produce numerosas alquil-4(1H)-quinolonas (AQ), incluida la 2-heptil-hidroxi-
1H-quinolin-4-ona (PQS) y su precursor 2-heptil-4(1H)-quinolona (HHQ), el AQ mas
comunmente asociado con QS. Son sintetizados por enzimas codificadas en grupos
de genes pqsABCDE, phnABy pqsH, y tanto PQS como HHQ son reconocidos por la
proteina reguladora afin (PgsR o MvfR). Al igual que el sistema Las, el sistema Pqgs crea un
bucle de retroalimentacion positiva que se une al promotor de pgsABCDE, lo que conduce
a la produccién de PgsE, el principal efector de virulencia del sistema de quinolonas. Esta
proteina, junto con el sistema Rhl, esta involucrada en la regulacion de la sintesis de
piocianina. Ademas, regula positivamente la expresion de genes relacionados con la falta
de hierro, las bombas de expulsion involucradas en la resistencia a los antibioticos y la
biosintesis de cianuro de hidrégeno, RL, elastasa y quitinasa extracelular (Lin et al., 2018).
Ademas, el sistema Pgs media en la liberacién de eDNA, esencial para la creacion de
biopeliculas estables y maduras. Ademas de ser una molécula de sefalizacion de QS, PQS
también actia como mediador en la adquisicién de hierro, la citotoxicidad y la biogénesis
de OMV; suprime la secrecion de IL-2 e IL-12; y estimula la quimiotaxis de neutréfilos, ROS
y la generacién de TNF-a (Ahator & Zhang, 2019; Kariminik et al., 2017)

1.3.3. Sistema QS: Igs
Este sistema QS integrado se descubri6 mas recientemente y utiliza un nuevo tipo de

molécula de sefial: 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido (IQS). Hasta la fecha, se
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desconoce su receptor afin. Ademas de monitorear la densidad bacteriana, Igs también

detecta la limitacion de fosfato, un estrés comun durante la infeccion, para regular la
produccion del factor de virulencia. Ademas, puede controlar parcialmente las funciones del
sistema Las y, cuando se interrumpe, disminuye la produccion de piocianina, ramnolipidos
y elastasas. Finalmente, IQS inhibe el crecimiento de la célula hospedero y estimula la
apoptosis de una manera dependiente de la dosis, lo que altera la reparacion del dafo del
ADN del hospedero (Ahator & Zhang, 2019; Lee et al., 2013; Wang et al., 2014).
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Figura 6. Quorum sensing en P. aeruginosa.

Se muestran los sistemas de comunicacion jerarquica de P. aeruginosa. Modificado de Lee,
& Zhang, 2015.
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1.3.4. Ciclodipéptidos

Muchas bacterias dependen del QS para coordinar la produccion de antibiéticos y factores

de virulencia, los organismos procariotas y eucariotas también podrian producir inhibidores
quimicos o enzimas que apagan el quérum para degradar las sefiales de QS o bloquear la
senalizacién de QS para obtener ventajas competitivas (De Kievit, 2009). Esto ha impulsado
la busqueda de productos naturales que puedan interrumpir la sefalizacién de QS y reducir
la virulencia bacteriana como un medio para controlar la patogenicidad bacteriana (Smith &
Iglewski, 2003). Dado que el mecanismo general de QS se basa en la percepcion de
sefiales quimicas por parte de los reguladores de QS, cuando se alcanza un umbral minimo
de concentracion estimulante para impulsar diversas actividades fisiolégicas, la mayoria de
los métodos de deteccidn para nuevos agentes estimulantes o inhibidores de QS emplean
construcciones de bioensayos dirigidos a QS mediante la incorporacién de elementos
genéticos, en el circuito de QS interactuan con estas moléculas para provocar una
respuesta celular especifica (Lee & Zhang, 2015) (Figura 6). Aprovechando este sistema,
la construccién del bioensayo compuesta por el promotor luxR (de V. fischeri) y el operén
estructural lux (luxCDABE de Photorhabdus luminescens), que emite luz en respuesta a las
AHL exogenas, se utilizo para detectar e identificar nuevas moléculas de sefializacion
(Higgins et al., 2018). Debido al repertorio de moléculas sefializadoras que activan los
reguladores de la respuesta QS, se aplicaron procedimientos analiticos quimicos
adicionales que llevaron a la identificacién de dos moléculas senalizadoras, ciclo(L-Ala-L-
Val) y ciclo(L-Pro-L-Tyr), conocidas como dipéptidos ciclicos (CDPs). Estos CDP podrian
activar los biosensores AHL basados en LuxR y basados en LasR en E. coli, pero en
concentraciones mucho mas altas que los activadores naturales 30OC6HSL y 30C12HSL,
respectivamente. Los estudios de competencia han mostrado que los dos CDP antagonizan
la induccion de bioluminiscencia mediada por 30C6HSL, lo que sugiere que pueden
competir por el mismo sitio de union en LuxR) (Lee & Zhang, 2015). Un estudio mas reciente
identificd cuatro moléculas de CDP de los sobrenadantes de cultivo de la cepa PAO1 de P.
aeruginosa: ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Leu ), y ciclo(L-Pro-L-Phe),
en este mismo estudio se determiné que la biosintesis de CDPs esta influenciada por unas
pocas enzimas NRPS, y la mezcla de CDPs podria estimular el sistema de las ultimas con
un mecanismo desconocido (Gonzalez et al., 2017) . Estos sistemas de comunicacion
quimica interconectados son capaces de modular la fisiologia bacteriana y la virulencia en
respuesta a diversos cambios ambientales, incluida la dinamica de la densidad de poblacion

y el estrés por deficiencia de fosfato (Ahator & Zhang, 2019).
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Los CDPs y sus derivados, las dicetopiperazinas (DKPs), constituyen una clase novedosa
de moléculas pequenas sintetizadas por microorganismos a las cuales se les ha encontrado
diversas propiedades bioldgicas. Por ejemplo, los compuestos ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo(L-
Phe-trans-4-OH-L-Pro) actian como antifungicos (Strom et al., 2002). Por otra parte, la
epipolitiodioxopiperazina muestra propiedades antitumorales, antibacterianas, antivirales e
inmunosupresoras (Gu et al., 2013). Por otro lado, las dicetopiperazinas comprenden una
importante familia de metabolitos secundarios que han sido durante mucho tiempo
ignorados; sin embargo, recientemente se han sugerido como drogas. Por ejemplo, en
cultivos de Propionibacterium jensenii se encontrd que las DKPs actian como componentes
antifungicos contra Aspergillus fumigatus (Stréom, et al., 2002). Las dicetopiperazinas
comprenden también ejemplos de antibidticos clasicos, uno de los ejemplos mejor
conocidos es el producto natural biciclomicina, este es un antibiético producido por
Streptomyces sapporonensis 'y S. aizunensis, el cual posee baja toxicidad (DLso >4 g/Kg en
ratén), permitiendo su aplicacion como una droga efectiva contra la diarrea en humanos,
exhibiendo actividad en contra de un amplio espectro de bacterias Gram negativas, con
excepcion de especies de Proteus y P. aeruginosa, asi como contra la bacteria Gram
positiva Micrococcus luteus (P. de Carvalho & Abraham, 2012).

Por otra parte, el ciclo(L-Phe-L-Pro) aislado de P. fluorescens y P. alcaligenes, se ha
reportado que esta involucrado en mecanismos de percepcion de quérum, los cuales
sincronizan respuestas fisiolégicas bacterianas de una manera dependiente de la densidad
celular; el hallazgo de éste mismo ciclodipéptido en L. plantarum sugiere la posibilidad de
un entrecruzamiento entre sistemas de sefializacion de bacterias Gram negativas y Gram

positivas (Strém et al., 2002).

1.4. Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS)
Las péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) son responsables de la sintesis de farmacos
de origen natural, entre los cuales destacan: los antibiéticos como vancomicina, los
anticancerigenos como la bleomicina, e inmunosupresores como la ciclosporina (Wyatt
etal., 2013). Las NRPS son enzimas de alto peso molecular y son conformadas por
multiples médulos cataliticos independientes, donde cada médulo esta constituido de un
grupo de dominios. Para cada dominio de las NRPS se asigna una actividad, los distintos
dominios son: dominio de adenilacion (dominio A), el cual capta a los aminoacidos y los
activa por adenilacién usando ATP. El dominio de Tiolacion (T) que une covalentemente el
aminoacido al tiol del grupo prostético 4-fosfopanteina (también llamado dominio PCP) y

transporta el aminoacido activado al dominio de condensacién (domino C), el cual cataliza
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la formacion de los dos enlaces peptidicos, y finalmente el dominio tipo tioesterasa (dominio

Te) libera el péptido formado por la enzima NRPS (Fig. 7).

A) ausA ausB
X
B)
AusA
- 2 Q/\[
T C T Re
é T —== AureusiminaA (1)

e % oL

R =H, OH N_ _O

Leuvalina )

Figura 7. Biosintesis de un ciclodipéptido mediante enzimas NRPS, el cual es un

sistema dependiente de ATP para la activacion de los aminoacidos.

Las enzimas tienen diferentes dominios, los cuales tienen actividades definidas para la

formacion de los ciclodipéptidos (Gondry et al., 2018)

1.4.1 Dominio de Adenilacion (A)

El dominio de adenilacion (550 aa) es el primer dominio que interviene en la biosintesis de
péptidos no-ribosomales. El dominio de adenilacion reconoce de manera especifica y activa
a los aminoacidos. Este dominio en primer lugar reconoce de manera especifica el
aminoacido de entre los substratos disponibles y en una segunda instancia activa el
aminoacido como un aminoacil-adenilato. Posteriormente, el aminoacil-adenilato
intermediario es transferido al grupo tiol del cofactor 4 -fosfopantoteina localizado en el
dominio PCP (Fig. 5; Griinewald & Marahiel, 2006).
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1.4.2 Dominio PCP

El dominio PCP ¢ 80 aa) facilita el transporte ordenado de substratos y la elongacion
intermediaria de los centros cataliticos de todos los productos intermedios unidos covalente
al grupo tiol del cofactor 4-fosfopanteina (ppan) del dominio T; lo cual facilita la canalizacién
de substratos por lo que se optimiza la eficiencia de la biosintesis mediada por NRPS. Este
dominio muestra un residuo de serinass que es el responsable de union al cofactor ppan; el
residuo se encuentra en uno de los brazos el cual esta extendido y une a las dos primeras
hélices de las cuatro que conforman el paquete de hélices del dominio PCP (Fig. 8;
(Grinewald & Marahiel, 2006).

1.4.3 Dominio de condensacion (C)
La formacion del enlace peptidico en la biosintesis de péptidos no-ribosomales esta
mediada por el dominio de condensaciéon C (450 aa). Este dominio cataliza el ataque
nucleofilico del aminoacido unido rio abajo al domino PCP. La direccionalidad de este
proceso es realizada por los sitios donador y receptor del dominio C por electréfilos y
nucledfilos, respectivamente. Segun el mecanismo de portacion de multiples tioésteres, el
sitio del aceptor une el nucledfilo con alta afinidad hasta que el electréfilo entrante culmina

el proceso de condensacion (Fig. 8) (Grinewald & Marahiel, 2006).
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Figura 8. Formacion del enlace péptidico.
Dominios de adenilacion (A), dominio PCP y dominio de condensacién (C) (Tomado de
Grunewald y Marahiel, 2006).
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1.4.4 Dominio Te y su participacion en la ciclacion

Los péptidos no-ribosomales van creciendo por la adicién consecutiva de unidades
monomeéricas de aminoacilos activados. La cadena alargada se desplaza cada vez de arriba
abajo en el dominio PCP durante la elongacion de una cadena, una vez que la cadena
peptidica alcanza su longitud final, ésta es liberada rio abajo del dominio PCP, quedando
la enzima libre para el siguiente ciclo de sintesis. Generalmente la terminacién de la sintesis
de péptidos por las NRPS es realizada por un dominio tioesterasa (dominio TE, 280
residuos), fusionado al extremo carboxilo terminal (C-terminal) del médulo. Este ultimo
dominio en la enzima utiliza en su sitio activo un residuo de serina como catalizador
nucleofilico. La liberacién del péptido se inicia por la transferencia de la cadena peptidica
enlazado a la serina del sitio TE rio abajo, para generar un producto intermediario del tipo
acilo-O-TE (Grunewald & Marahiel, 2006).

La molécula intermediaria puede ser rota por una molécula de agua para producir
un péptido lineal (un ejemplo es la vancomicina), o por accién de un nucledfilo interno,
produciendo un ciclodipéptido como la daptomicina (Fig. 9A). Mientras que los dominios TE
representan la solucién mas comun para la liberacion del péptido, se conocen estrategias
alternativas. Por ejemplo, se propone al dominio C, involucrado en la sintesis de la
ciclosporina, para la sintesis de ciclosporina 7, para catalizar la liberacion del péptido por
condensacion (Fig. 9B). En un tercer ejemplo, la liberacién del péptido puede ocurrir por
reduccion del grupo carboxilo mediada por el dominio de reduccion (Dominio R)
dependiente de NADPH de la NRPS; como ocurre en la sintesis del péptido lineal
gramicidina A y en la formacion de la lactona nostociclopéptido 8 (Fig. 9C) (Griinewald &
Marahiel, 2006).
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Figura 9. Mecanismo de liberacion de los NRPS.

Liberacién de los péptidos no-ribosomales por el dominio tipo tioesterasa (Te) y su
intervencion en la ciclacion de los péptidos producidos. (Tomado de Grunewald y Marahiel,
2006).

1.4.5. NRPS de P. aeruginosa PAO1
En el genoma de P. aeruginosa PAO1 se han encontrado NRPS, las cuales fueron
identificadas mediante un alineamiento de la secuencia de aminoacidos usando el algoritmo
blastp para comparar con la secuencia del gen AusA de S. aureus. Los resultados del
alineamiento revelaron el dominio de adenilacién (A) en cerca de los 55 putativos
homodlogos de los NRPS. Como se observa en la tabla 1, en el primer grupo, las proteinas
PvdD, Pvdd, Pvdl y PvdL estan involucradas en la sintesis de pioverdina, y sus genes
correspondientes estan localizadas sobre dos diferentes pero adyacentes grupos de
cromosomas la P. aeruginosa PAO1. Otro grupo de NRPS catalizan la sintesis de
pioquelina, PchF y PchE. Un tercer grupo incluye proteinas AmbB y AmbE, asociadas con
la biosintesis de IQS con sus genes pertenecientes dentro del grupo AmbABCDE.
Finalmente, dos proteinas hipotéticas con desconocidas funciones fueron catalogadas, las
cuales se denominaron PA3327 y PA4078 por su ORF con 2352 aminoacidos (demostrando
2 multi-modulos) y 991 aminoacidos (con un multi-médulo) respectivamente.

Interesantemente, las secuencias de Pvdl y PvdL consisten en aprox. 5000 aminoacidos
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(mostrando 4 multi-modulos cada uno); el PvdD, PvdJ y PA3327 con cerca de 2000

aminoacidos (con dos multi-moédulos cada uno), y las proteinas pequefias AmbE, AmbB,

PchF, PchE y PA4078 con cerca de 1000 aminoacidos (mostrando un solo mddulo)
(Gonzalez et al., 2017)

Tabla 1. Comparacion de Dominios y porcentajes de identidad de NRPS proveniente

de S. aeurus.

ORF Descripcion % id Dominios l# médulos] #aa
AusA Aureusimina Sintetasa - |C-Aa-T-C-X-Aa-T-R 2 2397
(Staphylococcus aureus)

PA2302 | AmbE, péptido sintetasa no ribosomal | 24 JA-MeT-T-C-Tio 1 2124

PA2305 | AmbB, péptido sintetasa no ribosomal| 30 |[C-T-A 1 1249

PA2424 PvdlL, sintetasa L pioverdina 35 JA-T-C-A-T-C-A-T-C-C-A-T 4 4342

PA2400 Pvd, sintetasa J pioverdina 34 |c-AT-CAT 2 2157

PA2402 Pvdl, sintetasa | pioverdina 36 |C-A-T-C-C-A-T-C-A-T-C-C-A-T 4 5149

PA3327 probable péptido sintetasa no 31 |C-A-T-C-A-T-Tio 2 2352
ribosomal

PA4078 probable péptido sintetasa no 32 JA-T-NAD 1 951
ribosomal

PA4225 PchF, pioquelina sintetasa 26 |JC-A-T-Tio 1 1809

PA4226 PchE, acido dihidroaeruginoico 26 |T-C-A-T 1 1438
sintetasa r

Tabla 1. NRPS en el genoma de P. aeruginosa PAO1 evaluando el porcentaje de

identidad, asi como, los dominios, cantidad de médulos y nimero de aminoacidos

contra el NRPS de Auresimina Sintetasa perteneciente a S. auerus (Tomado de
Gonzalez et.al., 2017).
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Il. ANTECEDENTES

Anteriormente, se ha determinado que el sistema Lasl/LasR modifica la produccién de tres
CDPs, ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Tyr), los cuales presentaron
propiedades en la estimulacion del crecimiento vegetal de A. thaliana (Castro et al., 2013;
Ortiz-Castro et al., 2011, 2014). Sin embargo, existe poca informacién concerniente al
mecanismo de biosintesis en bacterias y su papel en la comunicacion con las células de los
hospederos. Aunque los CDPs son moléculas con notables propiedades bio-activas, existe
poca informacion concerniente al mecanismo de biosintesis en bacterias y su papel en la
comunicacion con las células de los hospedadores. Ademas, se ha demostrado que la
produccion de CDPs por P. aeruginosa dependen en gran parte por las péptido sintasas no
ribosomales multi-modulares (MM-NRPS), las cuales pueden intervenir en el QS de la
bacteria. En este mismo estudio, se encontré que aumentan in vitro lo niveles de piocianina,
el cual es un factor de virulencia en P. aeruginosa, en cepas mutantes en el gen pvdL, el
cual es un gen perteneciente a la sintesis de péptido sintasas no ribosomales (NPRS)
(Gonzélez et al., 2017)). Asimismo, se ha descrito que, en lineas celulares cancerosas,
como Hela y CaCo-2, la mezcla de ciclodipéptidos: Ciclo(L-Pro-L-Tyr), Ciclo(L-Pro-L-Val)
y Ciclo(L-Pro-L-Phe), producidos por P. aeruginosa PAO1 promueven apoptosis (Vazquez-
Rivera et al., 2015)).

No existen evidencias contundentes de que los CDPs funcionen en la naturaleza como
verdaderas moléculas de sefal tipo QS. Sin embargo, la mezcla de CDPs se ha descrito
que en un rango de concentracion de 2 a 100 uM inducen luminiscencia dependiente de
LasR, a niveles similares al su autoinductor 30C12HSL (Gonzalez et al., 2017)Ademas de
su asociacién potencial con la comunicacion célula-célula bacteriana de P. aeruginosa,
varios articulos publicados recientemente revelaron el papel de los CDPs en las
interacciones hospedero-patégeno. La mezcla de CDPs de P. aeruginosa descrita
anteriormente puede desencadenar la apoptosis a una concentracién tan baja como 1
pg/mL y promover la muerte celular de las lineas celulares humanas de manera
dependiente de la dosis, con una IC50 de alrededor de 0.6 mg/mL. Ademas de la actividad
de la combinacién de CDPs, también se han documentado las actividades de los CDPs
individuales. Ciclo(L-Pro-L-Phe) a una concentracién final de 1 mM fue capaz de inducir
danos en el ADN en células de mamiferos mediante la elevacion de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (Hernandez-Padilla et al., 2017). Estos hallazgos fueron validados aun
mas por los hallazgos de que los cuatro CDPs individuales purificados de P. aeruginosa

inhibieron la proliferacién de células HelLa al detener el ciclo celular en la transicion G0-G1
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con una LD50 a 60-250 uM, y este efecto implico la inhibicion de la via de sefializacion
P13K-Akt mTOR-S6k (Hernandez-Padilla et al., 2017).

Una busqueda exhaustiva en el genoma de P. aeruginosa con AusA y LgrA como secuencia
de aminoacidos modelos, que son las péptido sintasas no ribosomales (NRPS) asociadas
con la biosintesis de CDPs en S. aureus y Brevibacillus brevis, respectivamente, revel6 diez
NRPS probables que podrian potencialmente ser involucradas en la biosintesis de CDPs.
Entre ellos se encontraban las proteinas hipotéticas PA3327 y PA4078 y las enzimas
asociadas con la biosintesis de pioverdina (PvdD, PvdJ, Pvdl y PvdL), pioquelina (PchE y
PchF) e IQS (AmbB y AmbE). Se han validado las funciones de algunos de estos NRPS
putativos en la produccién de CDPs. La mutacién de pchE y pchF abolié la produccion de
ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Leu); sin embargo, su produccion no se afecté en las
mutantes de pioverdina. La mutante PA3327 produjo niveles bajos de ciclo(L-Pro-L-Val) y
ciclo (L-Pro-L-Leu) en comparacion con la cepa WT. Por el contrario, se demostré que las
mutantes de ambB y ambE producian un nivel muy elevado de ciclo(L-Pro-L-Tyr), similar a
las mutantes pvdJ, PA3327, PA4078 y pchE. Por el contrario, la eliminacion de pchF redujo
significativamente la produccion de ciclo (L-Pro-L-Tyr). Dado que tanto PchE como PchF
estan involucradas en la biosintesis de pioquelina, este efecto contrastante de las
mutaciones de pchE y pchF en la produccion de CDPs sugiere que es esencial determinar
y distinguir las NRPS responsables de la sintesis de CDPs, de los responsables de la
produccion de sefalizacion o regulacion de vias relacionadas con la biosintesis de CDPs
(Gonzalez et al., 2017).

En un reciente reporte, Solis-Ortiz et al., 2022, determiné que los CDPs de P. aeruginosa
actuan como elicitores de la respuesta de defensa de A. thaliana, al “inmunizar” la planta
se contrarrestan los efectos negativos de las mutantes patégenas de P. aeruginosa PAO1,
los cuales se relacionan principalmente con ramnolipidos y piocianina, que son factores de

virulencia importantes para la patogenicidad de la cepa PAO1.
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lll. JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista en humanos, produce una gama de
factores de virulencia en el proceso de patogenicidad. Se ha demostrado que las NRPS
sintetizan CDPs, que funcionan como inductores en el quorum sensing, el cual esta
involucrado en el mecanismo de produccidon de factores de virulencia, que esta
directamente relacionado con la capacidad infectiva de la bacteria. El autoinductor del QS,
la HSL(30-C12-HSL) causa la evasion por la bacteria P. aeruginosa de la respuesta inmune
en pulmones de raton infectados. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual los
CDPs se relacionan con la virulencia y si éstos estan involucrados con los mecanismos de

evasion de la respuesta inmune en la interaccion hospedero —patdégeno.

IV. HIPOTESIS

Los CDPs producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 actuan como factores de
virulencia para evadir la respuesta inmune en el modelo de infeccion respiratoria de Mus

musculus.

V. OBJETIVO GENERAL

Dilucidar el mecanismo involucrado en la virulencia y evasién de la respuesta inmune por
Pseudomonas aeruginosa PAO1 dependiente de la produccién de CDPs en un modelo de

infeccion in vivo.

5.1 Objetivos particulares

1) Evaluar la virulencia de P. aeruginosa PAO1 asociada a las NRPS.

2) Evaluar el mecanismo de invasion y colonizacion de P. aeruginosa PAO1
dependiente de la sintesis de las NRPS en un modelo de infeccién in vivo.

3) Determinar el efecto de los CDPs de P. aeruginosa PAO1 en la respuesta inmune

innata de M. musculus.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Factores de
virulencia

Supervivencia

Mecanismos de
respuesta inmune y
fagocitosis
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material Biolégico

Tabla 2. Organismos utilizados en este estudio.

Organismos Cepas
Pseudomonas aeruginosa WT

PAO1
AlaslArhll

AambB

AambE

ApchE

ApchF

ApvdJ

ApvdL

Apvdl

APA3327

APA4078

AambB/Apvdl

AambB/ApchF

Caracteristicas

Cepa estandar de laboratorio

doble mutante en Alasl, Arhll; Tc'

PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2305
PAO1 transposon [SlacZ/hah
mutante en el ORF PA2302
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4226
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400
PAO1 transposon [SlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402
PAO1 transposon [SlacZ/hah
mutante en el ORF PA3327
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4078
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA2305::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2305::Gm’

Referencias
(Holloway, 1955)

(Pearson  etal.,

1997)
(Jacobs et al.,
2003)
(Jacobs et al,
2003)
(Jacobs et al.,
2003)
(Jacobs et al.,
2003)
(Jacobs et al.,
2003)
(Jacobs et al,
2003)
(Jacobs et al.,
2003)
(Jacobs et al,
2003)
(Jacobs et al.,
2003)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)
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AambB/ApvdJ

AambB/ApvdL

AambE/ApchF

AambE/Apvdl

AambE/ApvdJ

AambE/ApvdL

ApchE/ApchF

ApchE/Apvdl

ApchE/ApvdJ

ApchE/ApvdL

ApchF/Apvdl

PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2305::Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA2305::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2302:Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA2302:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2302:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA2302:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA4226::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA4226::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA4226:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA4226::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA4225::Gm’

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)
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ApchF/ApvdJ

ApchF/ApvdL

Apvdl/ApchF

Apvdl/ApvdJ

Apvdl/ApvdL

ApvdJ/ApvdL

ApvdL/ApchF

ApvdL/Apvdl

ApvdL/Apvdd

APA3327/ApchF

APA3327/Apvdl

PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA4225::Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA4225::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2402:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2402::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA2402:Gm’
PAO1 transposon [SlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA2400::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2424::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA2424::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2424::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA3327:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA3327:Gm’

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)
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APA3327/ApvdJ

APA3327/ApvdL

APA4078/ApchF

APA4078/Apvdl

APA4078/ApvdJ

APA4078/ApvdL

AambB/Apvdl

AambB/ApchF

AambB/ApvdJ

AambB/ApvdL

AambE/ApchF

AambE/Apvdl

PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA3327:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA3327:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA4078:Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA4078:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA4078:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA4078:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutant in the ORF PA2402;

PA2305::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2305:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2305:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA2305:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2302:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)
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AambE/ApvdJ

AambE/ApvdL

ApchE/ApchF

ApchE/Apvdl

ApchE/ApvdJ

ApchE/ApvdL

ApchF/Apvdl

ApchF/Apvdd

ApchF/ApvdL

Apvdl/ApchF

ORF PA2402; PA2302::Gmr
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2302:Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA2302:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA4226::Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA4226::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA4226::Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA4226::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA4225::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA4225::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA4225::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2402::Gm’

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

44



MC Sharel Pamela Diaz Pérez

Apvdl/ApvdJ

Apvdl/ApvdL

ApvdJ/ApvdL

ApvdL/ApchF

ApvdL/Apvdl

ApvdL/Apvdd

APA3327/ApchF

APA3327/Apvdl

APA3327/ApvdJ

APA3327/ApvdL

APA4078/ApchF

PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA2402:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA2402:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

PA2400::Gm'
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA2424::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA2424::Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

transposoén

PA2424::Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA3327:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2402;

PA3327:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2400;

PA3327:Gm’
PAO1 ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA2424;

transposoén

PA3327:Gm’
PAO1 transposon ISlacZ/hah
mutante en el ORF PA4225;

PA4078:Gm’

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)

(Solis Ortiz, 2017)
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PAO1 transposon ISlacZ/hah
APA4078/Apvdl ~ mutante en el ORF PA2402; (solis Ortiz, 2017)

PA4078:Gm’
PAO1 transposon [SlacZ/hah

APA4078/ApvdJ  mutante en el ORF PA2400; (Solis Ortiz, 2017)

PA4078:Gm
PAO1 transposon ISlacZ/hah
APA4078/ApvdL ~ Mutante en el ORF PA2424; (golis Ortiz, 2017)
PA4078:Gm
Escherichia coli OP50 Cepa resistente a
estreptomicina, auxétrofa a
uracilo, usada como comida de
nematodos.
Caenorhabditis elegans N2 Derivada de la cepa silvestre (Brenner, 1974)
Bristol. Cepa estandar utilizada

para investigacién de C.

elegans.
Mus musculus BALB/c Albinos, uso general,
investigacion inmunolégica

(produccion de  anticuerpos
monoclonales, asi como,
hibridomas), defectos en

desarrollo neuronal.
7.2. Medios de Cultivo

7.2.1. Medio LB
Medio utilizado para crecer P. aeruginosa y E. coli OP50, se prepar6 con 1% de peptona
de caseina (Solbiosa), 0.5% de extracto de levadura (BD Bioxon), y 1% de cloruro de sodio

(J.T. Baker). Se esteriliz6 a 15 Ib de presion a 121°C por 20 minutos.

7.2.2. Medio NGM (Nematode Growth Medium)
Medio utilizado para la obtenciéon de Caenorhabditis elegans. Se prepard con 0.2% de
cloruro de sodio (J.T. Baker), 0.4% de peptona de caseina (Solbiosa), 0.3% de fosfato de
potasio monobdasico (Golden Bell), 0.05% de fosfato de potasio dibasico (Meyer), y 2% de

agar (BD Bioxon). Se esterilizd6 a 15 Ib de presion a 121°C por 20 minutos. Una vez a
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temperatura ambiente se adicion6 1 mL de una solucién de colesterol (5 mg/mL) (Sigma-
Aldrich) disuelto en etanol al 100% (J.T. Baker).

7.3. Métodos

7.3.1. Condiciones de crecimiento de P. aeruginosa
Se inoculé en medio LB solido, con su respectivo antibidtico como se describe en la Tabla
1, se incubaron la cepa WT, Alasl/Arhll, y las mutantes simples a 37°C. En cambio, las

mutantes dobles se inocularon con su respectivo antibiético a 30°C.

Los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa se obtuvieron del medio liquido LB
después de 48 h de incubacion a 120 rpm y 37°C. El sobrenadante libre de células se

centrifugd a 12 000 rpm.

7.3.2. Crecimiento y mantenimiento de Caenorhabditis elegans
Para la preparacion de la fuente de comida de C. elegans, se inoculé 1 mL de E. coli OP50
por mililitro de medio LB liquido, se incub6 a 37°C con agitacién constante a 200 rpm por
24 h. Posteriormente se tomaron 500 pL del precultivo de E. coli, el cual fue esparcido en
cada caja Petri de 100x15 mm con medio NGM a utilizar; mientras que en cajas Petri de
60x15 mm se adicionaron 250 uL del precultivo bacteriano antes descrito. Se incubaron a
30°C por 48 h hasta su crecimiento total. Para propagar C. elegans se transfirieron
pequefas partes de agar con al menos un nematodo a cada caja Petri, previamente
crecidas con la cepa de E. coli, se dejo incubar por 3 dias a 20°C hasta la fase adulta del

nematodo.

7.3.3. Ensayos de Quorum sensing
El ensayo dependiente de AHL de QS se realiz6 utilizando la cepa reportera E. coli JM109
transformada en el plasmido pSB1075, que contiene la fusién transcripcional plasRlasIRhll::
luxCDABE, y produce luminiscencia en respuesta a 3-oxo-C12-HSL. Se inoculd E. coli
JM109 (pSB1075) y se dejo crecer toda la noche en medio liquido LB a 37°C con agitacion.
Luego, el cultivo se diluyé con medio LB nuevo para obtener una densidad optica (DO) de
0.1 a 600 nm (OD600) y se distribuyeron 200 yL en cada pocillo de una placa de cultivo de
96 pocillos. Se anadieron 10 nM del disolvente a los medios de crecimiento bacteriano y se
incubaron durante 2 h. Posteriormente, se agregaron 50 uL de sobrenadantes de cultivo de
P. aeruginosa, y se dejé incubando a 37°C con agitacion constante. Tanto la ODeo como la

luminiscencia se determinaron usando un sistema de imagenes ChemiDoc MP (BioRad).
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7.3.4. Extraccidén y caracterizaciéon de ciclodipéptidos
Aproximadamente, 2.5 x 108 UFC de cada una de las cepas de P. aeruginosa se inocularon
en 50 mL de LB, se incubaron durante 48 h a 37°C y en agitacion constante (120 rpm). Los
sobrenadantes libres de células fueron extraidos por centrifugacion a 8500 rpm a 20-25°C
durante 10 min. El sobrenadante resultante se extrajo dos veces con dos volumenes de
acetato de etilo suministrado con acido acético (0,1 ml/ L). Los extractos se evaporaron a
sequedad a 60°C en campana. El residuo se disolvié en metanol, se concentré y se disolvio
en 1 ml de metanol de alto rendimiento de cromatografia liquida (HPLC). La HPLC se realizo
usando un detector de Photo Diode Array y una columna de HPLC Sephasil-Peptide C18,
12 p 4.6 mm x 250 mm (Amersham) de fase inversa para el analisis de la muestra. Las
fracciones se eluyeron con agua / acetonitrilo, comenzando con una mezcla de solvente de
equilibrio de 0: 100; seguido de un gradiente lineal de 60:40, con un flujo de 1 ml / min
durante 15 min; finalmente, siguiendo con un retorno a 0: 100 mezcla de solventes por 3
min y una fase de equilibrio por 2 min. El agua desionizada y el acetonitrilo de grado HPLC
se filtraron y desgasificaron. Los extractos se analizaron para la identificacion de CDP por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Gonzalez et al.,
2017). La cuantificacion de CDP se evalu6 midiendo las unidades de area mostradas en

cromatogramas, obtenidas del analisis de HPLC.
7.3.5. Determinacion de factores de virulencia

7.3.5.1. Biopeliculas
Los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa se ajustaron a la densidad a OD6¢o = 0.1
con LB. Se distribuyeron alicuotas de 100 pL de cultivos diluidos en placas de
microtitulacion de 96 pozos, incubados a 30°C durante 48 h. La cuantificacion se realizo
tinendo la placa de 96 pozos con cristal violeta y midiendo la densidad 6ptica de todas las

muestras en placa a 550 nm (Coffey & Anderson, 2014).

7.3.5.2. Elastasa
La determinacién de elastasa se realizé con el ensayo Elastin Congo Red (ECR), a 250 L
de los sobrenadantes se les adicioné 10 mg de ECR, se disolvieron en 0.1 M Tris-HCl y 1
mM CaCl2, pH 7, y se incubaron durante 16 h a 37°C, con agitacién constante. La ECR
restante se elimind por centrifugacion a 10.000 x g durante 5 minutos, y la absorbancia del

sobrenadante se midié a 495 nm en un espectrofotometro (Kohler et al., 2010).
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7.3.5.3. Piocianina
Se mezcld 1 mL del sobrenadante con 1 mL de cloroformo en agitacién constante, se dejo
reposar por 5 minutos y se obtuvo la fraccién organica. Esta fraccion organica fue mezclada
con 1 ml de HCI 0,2 N. La fraccién organica se separo y la absorbancia se midié a 520 nm

para la determinacion de piocianina (Ortiz-Castro et al., 2014).

7.3.5.4. Proteasa alcalina
Las cepas de P. aeruginosa fueron ajustadas a una DOegoo de 0.1, se cultivaron a 37°C
durante 48 h en el medio de sales de extracto de levadura (YES) descrito previamente por
(Crabbe et al., 1994). Para este medio se prepararon tres soluciones madre: solucién A
(50x), 50 g de KoHPO4 y 25 g de KH2PO4 por litro; Solucion B (100x) 50 g MgSO4 - 7H.0
por litro y Solucion C (1000x) 1.0 g MnCl; - 4H20, 14 mg CuCl; - 2H,O , 11 mg ZnClz, 20 mg
CoCl, - 6H20 , 13 mg NazxMos - 2H,0 y 75 mg FeClsz 500 6H20. Las soluciones B y C se
filtraron y esterilizaron y se almacenaron a temperatura ambiente. La solucién A se diluyé
1:50 con agua destilada y se complement6 con 0.4 g de NH4CI, 4.0 g de gelatina y 20 mg
de extracto de levadura por litro y se esterilizé en autoclave y se enfrid. La solucion B (10
ml /L) y la solucion C (1.0 ml / L) se agregaron para completar el medio Sl y se agregaron
15 g/ L de agar; el pH final fue de 7.2 (Mueller et al., 1999). Para la determinacion de la
actividad de la haloproteasa, la tincion se realizé en placas con azul de Coomassie (0.1%)
en acido acetico-metanol (3: 1) durante 30 minutos. Mas tarde, cada placa se lavé con
solucion de acido acético (10%), metanol (50%) y H-0 (40%). El halo transparente alrededor

de la colonia indica la hidrdlisis de la proteina, que se midio.

7.3.5.5. Ramnolipidos
Para la extraccién de ramnolipidos se utilizé 1 ml de los sobrenadantes libres de células
acidificado a pH 2.0 con HCI 6N, después se centrifugd durante 15 minutos a 10 000 rpm;
el sedimento se disolvio en 300 ul y se agregaron 600 pl de cloroformo / metanol (2: 1). La
mezcla se agité 10 min, posteriormente se dejaron reposar, para que las fases se
separaran, se recolecté la fase organica y se llevaron a evaporar. Los ramnolipidos
obtenidos se disolvieron en 100 puL de agua destilada. La cuantificacién indirecta se realizo
utilizando el método de orcinol por cuantificacion de la ramnosa. Se afadié solucién de
orcinol (0.19% en H>S0O4 al 53%) y se colocaron en un bafio de agua durante 30 minutos a
80°C. Una vez que las muestras fueron atemperadas, la absorbancia de la solucion fue

medida a una longitud de onda de 426 nm y la concentracién se calculé reemplazando los
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valores en la curva estandar de ramnosa basada en el estudio de Marchant y Banat
(Cakmak et al., 2017).

7.3.5.6. Pioquelina

Se utilizaron 5 mL de sobrenadante de las diferentes cepas de P. aeruginosa, los cuales
fueron acidificados con acido citrico hasta un pH de 3.0. Se colocé 1 mL de CHCly,
recolectando y evaporando las fases organicas. La pioquelina se aisla como un aceite, por
lo cual se diluyeron con 1 mL de la siguiente solucién: metanol (80%) - H2O (20%). Se midio
la absorbancia de la mezcla obtenida a 313 nm y la cuantificacion se realizé siguiendo la
ley de Beer-Lambert, el coeficiente de extincion molar (€) de PCH es 4 900 M- cm™ en
MeOH / H.O (Hoegy et al., 2014).

7.3.5.7. Pioverdina
Se utilizaron 100 uL del sobrenadante libre de células con 900 pL de una solucién tampén
de piridina-acido acético 50 mM, pH 5.0, se mezcl6 la solucion y se midié a 380 nm. La
cuantificacion de pioverdina se realizé de acuerdo con la ley de Beer-Lambert, teniendo en
cuenta el coeficiente de extincion molar (€) de PVD es 16500 M' cm™ en Pyr/ AcOH 50
mM buffer ph 5.0 (Hoegy et al., 2014).

7.3.5.8. Lipopolisacaridos
Se utilizaron los concentrados celulares de 15 mL de medio LB de cada una de las cepas
de P. aeruginosa, incubadas durante 48 h a 37°C a 150 rpm. Una vez obtenidos se lavaron
cuatro veces con PBS pH 7.4, centrifugando a 8500 rpm por 5 minutos. El LPS se extrajo
por el método de cloroformo-metanol segun (Mirzaei et al., s/f). El concentrado celular se
resuspendié en 2 mL de etanol al 95% y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente, el sedimento se lavd con etanol al 95%, tres veces. El sedimento se llevo
a sequedad, se resuspendiéo en 1 mL de EDTA al 10% y se sonic6. Se afadié 1 mL de
metanol-cloroformo (1: 2), se agitd durante 2 h y se centrifugd a 2000 rpm durante 10
minutos. Se formaron 3 fases, se tomaron la fase superior (metanol) y la fase inferior

(cloroformo) y se llevaron hasta sequedad por evaporacién a 60°C.

Para la cuantificacion de LPS, se midieron los polisacaridos de la superficie por el método
colorimétrico de acido sulfurico-fenol (Brimacombe & Beatty, 2013). Utilizando como
estandares de azucar, una mezcla 50:50 de sacarosa y fructosa diluida de un stock de
concentracién conocida. Las células se resuspendieron en 1 mL de EDTA 50 mM. Se

utilizaron 20 pL de LPS resuspendido mezclado con 180 pL de fenol al 5% en un tubo de
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vidrio para la cuantificacion de carbohidratos colorimétricos con fenol- acido sulfurico. Se

afiadié 1 mL de acido sulfurico y se mezcld hasta homogeneidad, después de 10 minutos
presento un tipo de coloracion café. Posteriormente, se midio la intensidad de color a 490
nm en un espectrofotdmetro y estos datos se correlacionaron con la curva obtenida con los

estandares de carbohidratos de concentraciones conocidas.

7.3.6. Ensayos de virulencia con Caenorhabditis elegans
Se transfirieron 1 mL de los distintos sobrenadantes de cultivos previamente crecidos de M.
circinelloides, a cada uno de los pozos de placas de 24 pozos (Corning). Mediante la
observacién en un microscopio estereoscopio (Leica MZ75) los nematodos (10-20) fueron
transferidos con un “picker” a cada uno de los pozos utilizados. Para los ensayos de
virulencia con sobrenadantes de las distintas cepas de P. aeruginosa, se colocaron 1 mL
del medio del cultivo crecido a 24 y 48 horas, y posteriormente, se colocaron de 10 a 20
nematodos por pozo. En todos los ensayos de virulencia los nematodos fueron observados
mediante un microscopio estereoscopico cada 12 h por un tiempo no mayor a 48 h. El
criterio que se siguio para determinar la muerte del nematodo fue cuando éste permanecio

inmovil a la estimulacion fisica.

7.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de la varianza de una via
(ANOVA). Se usb el programa STATISTICA 7. Ademas, la prueba post hoc empleada fue
Tukey para determinar la participacion de las mutantes en NRPS, las diferencias
estadisticamente significativas (a<0.05) se muestran con asteriscos. Para los ensayos de
virulencia, la significancia de datos de tasa de mortalidad fue evaluada usando curvas de
supervivencia Kaplan-Meier con el software de estadistica PRISM (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA).
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VIIl. RESULTADOS

Capitulo 1. Los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran en el articulo:

Diaz-Pérez, S. P., Solis, C. S., Lépez-Bucio, J. S., Valdez Alarcon, J. J., Villegas, J., &
Campos-Garcia, J. (2022). Pathogenesis in Pseudomonas aeruginosa PAO1 Biofilm-
Associated Is Dependent on the Pyoverdine and Pyocyanin Siderophores by Quorum

Sensing Modulation. Microbial Ecology, 1-15.
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Abstract

Psendomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium for humans. animals, and plants. through producing dif-
ferent molecular factors such as biofilm, siderophores, and other virulence factors which favor bacterial establishment and
infection in the host. In P aeruginosa PAO1L. the production of these factors 1s regulated by the bacterial quorum sensing
(0)5) mechanisms. From them, siderophores are involved in iron acquisition, transport, and homeostasis. They are also con-
sidered some of the main virulence factors in P. aeruginosa: however, detailed mechanisms to induce bacterial pathogenesis
are poorly understood. In this work, through reverse genetics. we evaluated the function of bacterial pathogenesis in the pyd
cluster genes. which are required for synthesizing the siderophore pyoverdine (PVD). Single pvdl, pvdld. pvdL, and double
mutant strains were analyzed, and contrary to expected. the pydl and pyvd! mutations increased the concentration of PVD
and other phenazines. such as pyocyanin (PYO) and phenazine- | -carboxylic acid (PCA) and also an increased biofilm pro-
duction and morphology depending on the antoinducer 2-alkyl-4-quinolone (PQS) and the Q5 molecules acyl-homoserine
lactones. Consequently, in the in vivo pathogenicity model of Casnorhabditis elegans, the mutations in pvdl, pvdl, and
pvdL increased the survival of the worms exposed to supernatants or biofilms of the bacterial cultures. However. the double
mutant pvdiipvdf increased its toxicity in agreeing with the biofilm production, PVD, PY0, and PCA. The findings indicate
that the mutations in pvd genes encode non-ribosomal peptide synthetases impacted the biofilm’s structure, but suppres-
sively also of the phenazines, confirming that the siderophores contribute to the bacterial establishment and pathogenicity
of P acruginosa PAOL.

Keywords Non-ribosomal peptide synthetases - Pseudomonas aeruginosa - Quorum sensing - Biofilm - Siderophores -
Pyoverdine - Pyocyanin
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acute infections that commonly affect immumocompromised
patients [3]. QS is a cell-to-cell communication system that
uses signal molecules (autoinducers) to enable hierarchical
signaling networks [4] and coordinate diverse physiologi-
cal processes the bacterial density through modulating a
vast number of genes that drive the production of proteases,
clastase, exotoxins, rhamnolipids. pyocyamin. hydrogen
cyanide. and some of the considered as virulence factors
and also oxidative stress and antibiotic resistance. motility,
and biofilm formation; additionally, the QS systems regu-
late immune response evasion in humans and animals [5,

@ Springer
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fi]. Peendpmonas aeruginog possesses at least four func-
tional Q5 circuits, two of them are mediated by N-acyl-
homoserine lactones (HSL) known as Las and B, and two
are mediated by guinolones and carbaldehyde called Pex
and fgx 05 systems, respeciively [7]). The avtoinducers of
Les and R systems are N~ 3-oxododecanoyl)-L-homosenne
lactone {3-oxo-C12-HSL) and N-butanoyl-L-homoserine
lactone (C4-HSL). which are syn'll'n:si;u:d by the Lasl and
Rhll acyl-L-homoserine lactone synthases, respectively
[, 8, 9]. The Pys-0QS system involves the participation of
2-hepiyl-3-hydroxy-4-( | Hi-quinolone (PQS), 2-hepiyl-4-hy-
droxyquinaling (HHEGY), and 2-heptyl-4-hydroxyquinoline
N-oxide (HOQNO} autoinducers that sre synthesized by the
enzymes encoded in the pgABCDHE gene cluster. Both
5 systems hink signal tmnsduction to LysR-type transcnp-
tion regulstors, LasR, RhlR, and PgsR, which specifically
respand to the cognate signal molecules {6, 10, 11]. Lastly,
the fgs system 15 defined by the 2-( 2-hydroxy phenylj-thia-
#ole-4-carbaldehyde signaling molecule {105, also known
as acruginaldelyde and it down-product. the dibydroaergi-
noate. Dha), which is synthesized by the enzymes from the
amhBCOE gene cluster [5, 6. 12]. The fgr system by IgsR
profein regulates the Pags OS-cystem into the PgsR transcrip-
tional regulator and, consequently, acts on the RhiR regula-
tor from the Ky QS-system.

Biofilms are complex. robust structures resalting from
organized social communities of microorganisms connected
{x a surface constituied by an exiracetiular polymeric matrix
{polysaccharides, lipids, proteins. and extracellular DNA)
and an: different from planktonic baceerial cells. which typi-
cally form heterogenic communities with a high cell density
that respond coordinately and modulaie gene cxpression and
physiological sctivities [ 13]. Biofilms allow the microorgan-
isms to resist antibiotics. oxidative siress, nuinent depriva-
tion, and evading the host’s immune responses, which is an
essential factor in bactenial colonization and pathogencsis
[14—16]. In F. geruginesa, o biofilm is commonly associ-
aled with chronic infections; 11 contains extracellnlar mol-
ecules such as cyanide, rhamnolipids, elastase, pyocyanin,
and siderophores regulated throagh Q5 systems [13, 16, 17].

Likewise, the prodoction of siderophores, such as pyover-
dine — a Auvorescent peptide-siderophone — is essential for
iron eegquisition and biofifm formation at the infection sie
[17]. At least 60 different pyoverdine molecules produced
by diverse Preudomonas strans have been chemically char-
acterized: they consist of a dibyvdroguinoline-type chromo-
phore linked toa peptide (sequences strain-specific) [18].

Fyoverdine biosyathesis in P aeruginosg and floo-
rescent Preudomonads is & complex process involving
the pvd gene cluster. At least 12 different gene products
have been described; the resulting proteins allow the pro-
duction of more than 60 different pyoverdines [ 13, 19].
The Prewdomonas pyoverdines share the structure of the

&) Springer

chromofluorophore (15 )-3-amino-2 3 -dihydro-8_9-dihy-
droxy-1H-pyrimido-{ 1.2-ajquinoline-1-carbox ylic acid) bot
differ in the attached strain-specific peptide chain which is
synthesized by non-ribosomal peptide synthelases (NRPS)
[ 8. 19]. The pyoverdine synthesis invokves first the biosyn-
thesis by the siderosome at the cytoplasmic level, participat-
ing the NRPS Pvdl, Pvdl, Pvd), and PvdD). also with the
other enzymes such as PvdH, PvdF, and PvdA. After the
siderophores are produced, they are transporied to the pere-
plasm space, where they arc modified and hnally exporied
oul of the hacterial cell by a complex mechanism of secre-
tiodr or recycling Lo tron acquisition where multiple profeins
participate (PvdE, PvdQ). PydP, PvdO. PvdN PvdT, PvdR,
OpmQ, Fpv A, FpvC, FpvF, FpvR, FpvL, PydS, ete: [18]

Drespite that, it has been demonstrated that the sidero-
phores synthesized by the NPRS play csscntial roles in
cell-cell communicatbon and biofilm formation, which regu-
lates the imfesctive and colomzation capacity of the bactermem
on the host poorly understood. There is controversy absout
the robe of the pvd penes in P aeruginosa. Some studies sug-
gest that it is crucial in establishing and maintaining bacte-
rial infection. In commst. other studies indicate that the pud
genes are dispensable in producing pyoverdine [ 2.

This study aimed to characierize the effect of mutation
on MR PS encoded in the pedl, peadd, and pydl genes, which
have been involved in the synthesis of pyoverdine sidero-
phores, a range of vimlence factors production also as in
the biofilm production/structure, and pathogenesis of the B
aerugingia bacteria.

Methods
Bacterial Strains

The mutant strains used in this study were denved from the
P geruginosa PAGI (Table 1), All strains were grown in
Luria—Bertani {LB) with their respective antibeotics. Escler-
ichia coli IMIDR (pSBI075) was pdded to 100 po/mL of
ampicillin. For £ geruginesa, 200 pg/ml. streptomycin,
60 po/mL tetracycline, and 30 po/ml gentamicin were used,

Mutagenesis Procedure

Mutants were constructed using triparental conjugation as
previously described |26]. Using the P. acruginesa PAOI
wild-type strain and the single mutants. the pRE2013 helper
plasmid and the Esxcherichia coli §17.1 strain comaining
the respective plasmids pKpdl: Gme®, pKpvdlz: Gm®, and
prer'L'.'EmE. whose plasmids contain the pudl, pedd, or
prdL genes, interrupted with a gentamycin resistance cas-
sette {Table 1) Bactenal tmnsconjugants were selected from
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Table 1 Strums and plasmids used in this work

Strains or plasmids Relevani chamacteristics Source or references
Strains
2 aeragirosa PADISM  Sponlaneoss streplomycin resisiant mulant derived from PACH sirain [21]
Afarffhridy Dxoble mutant in the faxl 2nd rhil penes derived fom P aernginong PAD] 2]
Apvedl PADH :ISlacZhah, T, trunsposon insertion m ORF PA2ID2. Tc® 23]
Agrvadd PADH IS fac@hah, Te", tnnspesen mssrion m ORF PAZ4O0, Tc® 23]
Apvel. PAD ESlacZihah, Te", trunsposon nsertion in ORF PAZE2E, Tc® 21
ApvellAdpdy Diouble mutand strain dermved from Apvd?, mmtsted with the ppadl--Ge® plasnid, Te¥ Gm® This stedy
Aprvad Pl Diowhle mutant strain derived from Apwid, mutated with the pipwil-Gr" plasmid, This shudy
To*, Gim®
Al Advel! Dbl muitant stram derived from Apndl, mutated with the pKpedl: G® plasmid, Te® Gm®™ The stady
Flasmids
pOEM-T Plasmid wsed for PCR fragments cloning:, Ap® Invitrogen
plipval pOEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment conlaamng pral from PAO], disnapbed with a This wark
pentnmycin nesistance cassefe (0 bp) ligaied mbo Sell site of ped! gene
plpvdd pOEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment contsmng prad from PAO], dsnapted with a This wark:
EEntamycin nesistance casiefe (W0 by ligaied mba Xhel sibe of pyol gene
plpedl pOEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment contsimng pedl rom PAQL, dismapied with o This wark
pentnmycin nesistance caxsefie (0 by ligaied mbo Xhol sibe of pydl. peoe
pROKS pBR3IZS derved merb + plasmud; Te®, Apt, Cr® i24]
pRE2013 Conjugation helper plasmid, Tra, ColEl replicon; Km® [25]
pEpvdl-Gm” PO with FroRl fragment comtaining pvdl:-Gm® from plpvel This wark
pEpvddsGm® pEOES with EcoRl Fragment comaining prdf::Gm" from pGevdl This wark
pKpvdl-Gm® pKOKS with Ecolll fragment comaining prefl Gm® from pCpud! This wark

plates with the approprisic antibaotics and submitied o PCR
for characterization.

Quorum Sensing Assay

The (38 AHL-dependent assay was performed using the
E eofi IMIO9 reporter strain transtormed in the pSB 075
plasmid. which contains the transcriptional fosion
plasRiasIRMI o COABE and produces luminescence in
response 1o 3-o0o-C12-HSL [27]. K, coli IM109 (pSB 1075)
was grown ovesnight in LB liquid medinm at 37 5C with shak-
ing. The culture was diluted with fresh LB medinm to obtain
an optical density {00 of 0.1 at 600 nm (ODGOK), 200 pl. of
cultures were distributed in each well of o 96-well culture plate
and incubated for 2h at 37 °C. Subsequently. 50 pl of cell-free
supematams of P aeruginosg cultures was added 1o each well
and incubated st 37 °C with slight shaking. The QD600 and
lummescence were determined on the $6-well culture plates
wsing 4 ChemiDoc MP imaging system (BioRad) [25].

Determination of Virulence Factors
Bichilm

Cultores of P aeruginosa sirains wiere adjusicd to-an oplic
density (0.0.) at 600 nm=10.1 with LB; 100 gL aliquois of

diluted cultures were collocated inio S%6-well culture plates
and incubated ot 37 °C for 48 h. Biofilm was quantified by
dyeing the H-well plate with violet crystal, and spectrophi-
tometric ahsorbance was measured at 550 nm [29]. Protein
content in hiofilm was determined by the Bradiord method
{ Biorad).

eDMA

eDMNA was extracted from biofilms collected from 24-well
culture plates. suspended in water. mixed with an equal vol-
ume of phenol:chloroform:izoamyl alcohol {253:24:1} and
after with chloroformasoamyl dlcohol (24:10 The aqueous
phase was mixed with three volumes of tsopropanol and
/10 yolume of 3 M sodium acetate (pH 5.2} and stored
at— 20 *C for I¥ h to precipitation. The eDNA was collected
by centrifugation {13,000 x g for 20 min at 4 *C) and washed
three times with 70% cthanol, air-dned, spd then dissolved
in 10 pL of TE buffer (Tris HCI1 mM EDTA. pH 80} The
amount of ¢DMNA was determined st U 260 nm using o
spectraphatometer [30].

Elastase

Elastase determination was carricd out using the Elastin
Congo Red assay (ECR) [31]. 250 pl. samples of cell-free
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supernatants were treated with 10 mg of ECR: the sumples
were dissolved in (L1 M Tris—HCE and | mM CaCl, at pH
7. The samples were incubated for 16 b oat 37 °C with hght
shaking. The remaining ECR was eliminated by centrifuga-
tion at 10,000 g for 5 min, and the absorbance of superma-
tants was measured at 495 nm in a spectrophotometer.

Pyocyanin

Ome midliliter of the cell-free supernatant was mixed with
I mL of chloroform, and the organic fraction was collected
and mixed with 1 mL 0.2 ¥ HCL The organic fraction was
then separated, and the absorbance was measured ot 320 nm
in a spectrophotometer [25].

Alkaline protease

Cultures of P. geruginesa strains were adjusied 1o
OD6 =0.1 in yeast extract salis (YES ) medivm and incu-
hated a1 37 °C fior 48 h Protease activity was determimed by
protein halo degredation after staining plates with Coomas-
sie blue (0.1'%) in acetic scid-methanod (3:1) for 30 min.
Later. dishes were washed with acetic acid {109 ), metha-
ool (50%}, and distilled H,0. A transparent halo around the
bacterial colony indicaies the protein h_',*dru]!.ls.is, which was
measured nsing a ruler

Rhamnolipids

Cell-free supernatants obtained from cultures of £ aerugi-
noga strains grown ot 37 °C for 48 h were used (o quantify
rhamnolipids using the orcinol method rhamnose based
an a standerd curve of rhamnose mensuring absorbance at
543 nm in a spectrophotometer [32].

Pyochelin

Five milliliters of cell-free supermatanis of the P aerugi-
nosa strains cultures was adjusted pH to 3.0 with citric
acid and extracted by adding 1 mL of chloroform, Then,
the organic phase was collected and evaporated. Pyocheln
was dissalved with 1 mL of methanol 80%, and the ahsorb-
ance was mcasured at 3 13 nm; quantification was performed
using the molar extinction cocfhicient {E) for pyochelin
4900 M~ cm~" in MeOH/H-0 [33].

Pyoverdine

Cell-free supernatants { 100 pl.) of the B aeruginoss sirains
cultures were added with 900 pl of a pyridine/acetic acid
solution (pyridine 30 mM, scetic acid 50 mM, pH 5.0) and
mixed. Absorhance was measursd spectrophoiometrically at
350 mm. and quantification was performed using the molar

) Springer

extinction cocflicient (£} of pyoverdine 16,500 M~ em ™!

[33].

Cyclodipeptides

P aeruginesa PAD] strains were grown in 20 mL of LB
mizdinm at 37 "C by 48 h with 150 rpm shaking. Cyvelodipep-
tides from cell-freée supernatanis were exiracicd with acidi-
fied ethyl acctale solvent, evaporated in a rotavapor ak 60 °C,
and dissolved in methanol. Samples were analyzed by HPLC
and GC-MS as previously described [28, 34)

Survival Assays using Caenorhabditis elegans

Caenarhabdinis elegans Bristol N2 worms {provided by the
Cacnorhabditis Genetics Center, University of Minnesota}
were synchronized by hypochlorite isolation of eggs from
gravid adules [35]. L1 larvae were transferred onto nema-
todde growth medium plates seeded with the £ eoli QP50
sirain grown on the plates as a food source. The larvae were
incubated at 18 “C for 45 days until they rezched the young
adult phase. Worms were incubated with a cell-free medivm
collected from bacterial cultures of PAO strains grown for
43 hiin LB mediom or biohlm. For each experiment, 20-30
worms were incubsted at 25 *C and scored for life st 6, 12,
24, and 43 h. For statistical purposes, at least three replicates
per trial were carmied out. € elegens worms were considered
dead when they stopped moving-and did not respond o a
nodge with a platinum wire. The Hoorescence microscopy
images were taken using a Auorescent and phase-contrast
inveried microscope (Mikon Eclipse TE30} with PlanFluor
42 10xdry lenses. and an AmScope ML 3.1 MP digital
color camera.

Microscopy and image acquisition of biofilm
structures

Cuoltures of P ageruginesa PADT strains were adjusted to
ODE00 =11 with LB. 1K pl. aliquots of diluted cultures
were collocated into 96-well culure plates and incubated
at 37 °C for 48 h. After the mediom was eliminated, pro-
pidium iodide (PI) and 5YT0¥ stains were sdded. Plates
were washed using PBS and analyzed wsing a confocal laser
scanning microscope ( Olympus Fluoview FVIDO0), All
microscopy images were recorded using filter sets for mon-
itoring Pl and SYTOY fluorescence. respectively. Images
were obtained using a 40 xby 1.3 objective. Simulated 30
images and sections were gencrated using the Olympus
FV 1000 sofiware package. Additionally, photographs of
biafilms obtained by confocal microscogy were analyzed
to-determine surfece plots and biomass content using . the
Imagel (NTH Image ) and Comstat2 software [26].
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Phenazines Analysis by LC-MS

Twenty milliliters of cell-free supernatants — from the £
aertginesa PAO] cultures grown in LB medium at 37 °C.
under 150 rpm for 48 h — was extracted with an acidified
ethyl acetate solvent, evaporated in a rotavapor at 60 °C,
and dissolved in 1 mL of methanol. The phenazines were
quantified wsing tandem liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS/MS), consisting of an ACQUITY
UPLC and Xevo TQ-5 (Waters). One-microliter samples
were injected into a reverse-phase LC column ACQUITY
UPLC BEH CI18 2.1 x50 mm. 1.7 pm) using 0.4 mL/min
fHow with the gradient program. Eluent A was composed
of 4 mM of ammonium-formate and 0.1% formic acid in
water, and eluent B was composed of acetonitrile { 100%). A
linear gradient was used as follows: from 90% A:10% B for
4 min, 10% A:90% B for 1.0 min, 90% A:10% B by | min,
and finally | min for equilibration. A flow rate of 0.4 mL/
min was used. The column temperature was maintained at
40 °C, while the samples in the autosampler were at 10 °C.
For detection, a Xevo TQ-S instrument was used in the scan
{range of 100-2000 m/z) and multiple-reaction monitoring
(MEM) modes. The MS/MS transition-specific parameters
were determined for each compound. All compounds were
measured using a capillary voltage of 2.20 (kW) at a gas des-
olvation temperature of 500 °C, gas flow N, (800 L/h), cone
gas flow (50 L/h), and nebulizer gas flow (7.0 Bar). Calcula-
tions were performed using each compound’s peak areas of
the quantifier transition. MS/MS acquisition phenazine was
operated in the same parameter using fixed collision energy
30 eV in positive mode.

RT-gPCR

RNA total from the P. aeruginosa strains cultures was
obtained after 24 h of growth as described [37], treated with
DNase ( Thermo Fischer Scientific). It was utilized to obtain
cDMNA through Superscript I Reverse Transcriptase using
reverse random primers (Thermo Fischer Scientific) in a
reaction volume of 20 pL for | pg of RNA materal, accord-
ing to the manufacturer's instructions. The resulting reaction
was diluted to 50 pL., and 2 pl. was added to a gPCR SYBR-
Gireen reaction mix which contains 5 pL. of PCR master mix,
0.5 pL. of forward and reverse primers for each gene to evalu-
ate (Table 81, supplementary material), and deionized sterile
water to a final volume of 10 pL. The gPCR reaction was
performed in a ABI StepOne thermocycler (Applied Biosys-
tems) with the thermal eyeling program 95 °C for 2 min, 40
cycles of 95 °C for 5 s, and 60 °C for 30 5. The product was
routinely examined using a dissocialion curve as suggested
by Applied Biosystems, and the amount of transcript was
compared with the relative Ct method with rpe8 gene as an
internal reference control. The 2 — 24 method was used to

analyze the experimental data of the genes fasi, rhlA, psgA.
phzS, psiA. pelB. and pvdl.

Statistical Analysis

For all experiments. the overall data were statistically ana-
Iyzed by using the GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad
Software Inc.). One-way variance (ANOVA) analyses with
Tukey's post hoc tests were performed (o determine treat-
ments” statistical differences.

Results

The Mutation of pvd Genes Modifies Biofilm
Structure in P. aeruginosa PAO1 and Biofilm
Production

Biofilm formation was determined into the single and
double mutants in the pvdl, pvdf, and pvdL genes —
which encode NRPS described as being required for the
pyoverdine synthesis — and evaluated the effect on the
biofilm structure by confocal microscopy. The biofilm’s
typically smooth and uniform morphology in the P. aer-
uginosa PAOL strain is observed (Fig. 1). Figure 22 and b
show the quantification of the fluorescence intensity ren-
dered by bacterial cells and the thickness of the biofilm,
respectively. In addition, surface plots showed clearly the
constitutton of layers and intensity of complexity of the
particles, observed as dots (Fig. I: analyzed by Imagel
and Comstat2 software as described [36]). The biofilm
structure of the Apvdl mutant displays similar character-
istics to the WT strain (Figs. | and 2a and b). The mutant
Apvdl showed decreased fluorescence intensity (xy plane)
and decreased internal compaction (z plane) than the
WT. and interestingly. the Apvdl mutant exhibited the
most substantial impairment in fluorescence intensity,
thickness, and internal biofilm complexity: its biofilm
contained rough structures, like mountains, and delicate
linear structures like thin fibers (Figs. 1 and 2a and b).
The double mutant ApvdllApvdl shows similar character-
istics to WT, and the double mutant ApvdL/Apvdl severely
affected their biofilm structure (producing thin biofilm
layers with irregular morphology) and decreased fluores-
cence intensity (Figs. | and 2a and b). The ApvdJ and the
double mutant Apvdl/ApvdL showed similar morphology
and structure to the WT strain; however, the complexity
was affected (z plane). Unexpectedly. the double mutant
Apvdl/Apvdl, although it showed a structure like the
WT strain, presented a significant increment in the fluo-
rescence intensity and complexity on the biofilm layer
on all planes. As a negative control, the double mutant

@ Springer

57



MC Sharel Pamela Diaz Pérez

5. P Diaz-Pérez et al.

Fig. 1 Biofilm structure
analyses in the P aeruginosa
pvd mutants, The P aerugr-
mosa strains were grown oo LB
medium in 96-well plates to
analyze biofilm structure and
production. Representative
images of biofilm structures in
the prd mutants were observed
by confocal laser scanning
microscopy (CLSM) at 48 hof
culture at 37 °C. The biofilms
were stained with SYTOS
{green) o hive cell staining.
The image magnification is
403 . The xy plane corresponds.
to i view from the top of the
biofilm layer (2-D dimension).
The xvz plane corresponds to a
prcture of the biofilm layer in
the 3-D diménsion. The © plane
ndicates the structune of biofilm
een in 4 cross-sectional view.
Plots of surface analysis 3-D
show the constitution of layers
and intensaty of complexity and
particles count-intensity (ana-
lyzed by Imagel software)

Alasi/Arhll was included. In agreement with previous
stodies describing AHL-dependent mutations, the bio-
film layers are impaired and decreased in fluorescence
intensity (Figs. | and 2a and b).

In quantifying biofilm production by crystal violet spec-
trophotometric method, the Apvdd and Apvdl/ApvdL mutants
produced similar amounts of biofilm to the WT strain, while
the Apvdl, ApvdL, and Apvd L/AApvdl mutants produced sig-
nificantly less biofilm than WT strain (Fig. 2c). As expected.
in the Alasf/Arhll strain, the amount of biofilm was almost
totally undetected. At the same time. in concordance with
the luorescence method, the mutant Apval/Apvdl exhibited
the most increased biofilm production. (Fig. 2c), and the
protein and DNA quantitation and biomass determination

@ Springer

were consistent between the different techniques of biofilm
analysis (Fig. 2a-e).

The biofilm-mediated bacterial pathogenicity is also
associated with various virulence factors: thus, several
virulence factors were determined in the pyvd mutants.

The rhamnolipid production was increased in the sin-
gle mutants pvdl, pvdl, and pvdl and the double mutant
ApvdL/Apvdl, compared to the WT strain (Fig. 2f). As
expected, the Alasf/Arhil double mutation reduced the
production of rhamnolipids. proteases. and elastase;
however, the single or double pvd mutants did not show
significant differences in the production of protease and
elastase compared with the WT strain (Fig. 51, supple-
mentary material).
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Mutation of the pvd Genes Modifies the Quorum
Sensing Response in P. aeruginosa PAO1

To determine whether the modifications of biohlm observed
in the pvd mutants are associated with QS-dependent mod-
ulation, the QS-AHL system functionality was evaluated
using a biosensor strain (£. coli transformed with the plas-
mid plasRlasiRhil:luxCDABE) [27]. The cell-free superna-
tants of the double mutant Alasl/Arhll, as expected, pro-
duced less than 10% of fluorescence than that of the PAO
WT strain (100% ) (Fig. 3a). Interestingly, the single mutants

e*" ¥ D@ﬁ’

Apvdl, Apvdl, and ApvdL showed 15-35% in the level of flu-
orescence induced into the AHL-biosensor compared with
that of the WT (Fig. 3a). Although the double pvd mutants
showed increased fluorescence levels compared to the sin-
gle pvd mutants, the induction levels of the biosensor by
the double mutants remained below that of the WT strain
(~50% average).

To evaluate whether the pvd mutations in the P. aer-
uginosa PAOI strain modify the response of the pgs-QS
system, the PQS autoinducer content was determined in
culture supernatants. Results showed that the PQS amounts
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Fig. 3 Puarticipation of Q8 systems in the pyd mutants of P aerugi-
nosa. Cell-free supernatants from cultures of the P. geruginosa strains
grown in LB mediom for 48 h at 37 °C were used to determine the
mduction of Q8 systems and gene expression. a Induction of the las/
rhl-dependent biosensor by cell-free supernatants of the P aerugi-
nosa strains, determined by bioluminescence generation. The assay
was performed wsing the £, cofi IM109 réporter strain harboring the
pSBIU75 plasmid, producing luninescence m response o 3-o0x0-C 5
HSL. b Determination of PQS, 2-heptyl-3-hydrony-4-{ | /) -quinolone

decreased ~25% in the cell-free supernatants from cultures
of the Apvel and Apvdl/Apvdd mutants, while that at - 50%
in the Apvd/ApvdL mutant (Fig. 3b). mRNA quantitaion
determined by RT-gPCR at 24 h of cultivation on the indi-
cated mutants showed that the expression of the fas/ and
rhid, as expected in the double mutant Alasi/Arhll, was
almost undetected, but significantly. the fasl decreased in
the pvd mutants tested (Fig. 3c). On the contrary, the riid
gene expression remains similar to the WT strain in the pvd
mutants (Fig. 3c). For its part, the expression of the pgsA
gene was increased in the AlasPArhll and the ApvdL/Apvdl
mutant but decreased its expression in the Apvdl mutant.
To explore whether the differential production of viru-
lence factors observed in the pvdl, pvdl, and pyvdl mutants
are associated with the interference of the QS circuits
involved in siderophore and phenazine synthesis, mRNA
quantitation was determined (Fig. 3c). The expression of
the phz§ gene involved in the phenazines synthesis showed
increased expression in the Afasi/Arhll and Apvdl/Apvdld
double mutants; a similar behavior was observed in the
pslA expression (encodes a glycosyl transferase involved
in exopolysaccharides required for biofilm formation) [38].
The pvdL expression was significantly increased in the
double mutants ApvdlfApvd] and Apvdl/Apvdl. However,
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mRNA expression [relative to rpoS)

in cell-free supernatants of the P aeruginosa strains by HPLC. ¢ The
relative expression levels of tunscnpts through RT-gPCR assays
for the P aeruginesa strons are shown. Datn were analyzed by the
2240 mgthod using rpoS, a reference gene. The results are presented
s expression-fold changes. Bars represent the means of at least thres
independent experiments (#-h), or three replicates of RT-qPCR {c).
One-way ANOVA with a Tukey post hoc est was used 1o compare
treatments, Values with significant differences (P < 0.05) are denoted
by lowercase letters

the pelB expression (encodes an outer-membrane porin
involved in polysaccharides exporting essential for biofilm
formation) [39] was impaired in the pydl. and double mutant
Apvdl/Apvdl but suppressively increased strongly in the
double mutant ApvdL/AApvdf (Fig. 3c).

Mutation of the pvd Genes Modifies the Production
Phenazines in P. aeruginosa PAO1

To evaluate whether the mutation on the pvd genes modifies
the production of secondary metabolites, also considered
virulence factors, quantitation of cyclodipeptides (CDPs)
and phenazines was carried out. The cyclo (L-Pro-L-Phe),
cyclo (L-Pro-L-Val), and cyclo (L-Pro-L-Tyr) quantitation
in the cell-free supernatants of £ aeruginesa cultures indi-
cate that individually some mutants produced less of some
CDPs. Even total CDP amounts in the prd mutants were not
observed compared with the PAOI WT strain (Fig. 4a—c}.
Determining the virulence factor pyocyanin in cell-free
supernatants of P agruginesa cultures shows that the pvd
mutants (single or double) significantly increased pyocya-
nin production compared to the PAO] WT strain, where
the Apvdl/Apvd] mutant was the better producer of pyo-
cyanin {Fig. 4d}). In addition, we evaluated the production
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Fig.4 Determination of secondary metsbalites and phenaeines in the
pvd mutants of B aernginosa. Metabolite determination in cell-free
supematants from cultures of the P aeruginesa strains grown in LB
medium for 48 b at 37 *C, as described i the “Materials and Meth-
ods.” a—¢ Cyclodipeptides. a cycle (L-Pro-L-Phe), b cyclo (L-Pro-
L-Valp, ¢ cyelo (L-Pro-L-Tyr), d pyocyanin, ¢ PCA, phenatine-1-

of PCA and OHPHZA phenazines in the cell-free super-
natants by LC-MS5. Notably. the yield of PCA was sig-
nificantly increased in all the pvd mutants, with the dou-
ble mutant Apvdl/Apvdd again the highest PCA producer
(Fig. 4e). However, an opposite effect was observed in the
OHPHZA phenazine production, where its production was

S
7 m;;ﬁi;f

carboxylic acid. I OHPHAZ, [-hydroxyphenasine, g pyochelin, b
pyoverdine. Bars represent the means of at least three independent
experiments. One-way ANOVA with a Tukey post hoc test was used
toy compare treatments. Volues with significant differences (P <0.05)
are denoted by lowercase leters

significantly impaired in all pvd mutants compared to the
WT strain. In contrast, the mutant Apvdl/Apvdl yielded
the lowest amounts of OHPZA, similar to the Alasi/Arhil
negative control strain (Fig. 4f). Thus, the double mutant
Apvdl/Apvd] increased the production of pyocyanin and
PCA but impaired OHPZHA production.
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Mutation of the pvd Genes Increases the Production

of Pyochelin and Pyoverdine Siderophoresin P.
aeruginosa PAO1

Likewise, the iron-sequester siderophores pyochelin and
pyoverdine were determined in the cell-free supernatants
of the PAOI cultures. Results show that the mutant strains
Apvdl/fApvdt and ApvdL/Apvd] produced similar amounts
of pyochelin as compared to the WT and double mutant
Alasl/Arhll sirains. However, the single mutants Apvdl and
Apvdd produced less pyochelin, while the single mutant
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Fig.5 Eifect of iron in the pyoverdine production in the pvd mutanes
of P geruginoya. Cultures of P aerugiosa strains grown in MY min-
imal medium for 48 hat 37 “C with the addition of different concen-
trations of FeCl, as indicated were utilized to analyze the pyoverdine
coment as described in the “Materiuls and Methods.” Bars represent
the means of at least three independent experiments

ApvdL and the double mutant Apvdd/ApvdL produced the
highest amounts of pyochelin (Fig. 4g).

On the other hand. the production of pyoverdine in the P
aeruginosa pvd mutants showed an unexpected Ainding: the
production of pyoverdine in the single mutant supernatants,
Apvdl and ApvdL, and in the double mutant Apvdi/fApvadl
was significantly increased as compared to the WT strain
(Fig. 4h). However, as expected, when the mutants were
grown in a medium supplemented with increased concentra-
tions of FeCl, (0-100 uM), the pyoverdine content decreased
depending on the iron concentration in the culture medium
(Fig. 5). Taken together, the data indicate that mutations in
the pvd genes increased pyoverdine production, which was
reverted by iron supplementation in the culture media.

Mutation of the P. aeruginosa pvd Genes Increases
the Death of Caenorhabditis elegans Worms

Caenorhabditis elegans is currently used as a host model to
evaluate in vivo infection procedures. including the patho-
genic P aeruginosa bacterium [40]. Thus, cell-free super-
natants and biofilm from cultures of the pvd mutants were
used to evaluate the pathogemicity using the in vivo worm
model. As expected. the worm’s survival plots showed
that the PAOI WT strain was more virulent than the pvd
mutants. Importantly, the supernatant from the double
mutant Apvdl/ApvdS was more virulent than that of the WT
PAO] strain. (Fig. 6a). Interestingly. the supernatants of
the double mutants Apvdl/ApvdL and ApvdL/Apvdl showed
a percentage of worms survival similar to the AlasiZArhil
control strain (Fig. 6a). Thus, the killing capability of the
cell-free supernatants of the P aeruginosa strains was as
follows: Apvdl/Apvdld = PAOI > Apvdld > ApvdL > Apvel >
ApvdliApvd] = Alasl/Arhll > ApvdJiApvdL.

Likewise, we evaluated the survival of C. elegans worms
in the presence of biofilm samples from the P. qeruginosa

Fig. 6 Toxicity of cultures of -
the pvd mutants of P ger- {a] (b} Biofilm
wginasa on . elegany worms, 100 1
Adult . elegans worms (20
individuals) were incubated — I
with cell-free supernatants = =
obtained ofter the growth of g bird
P aeruginosa stoins in LB g 0 g &n
mmedinm for 48 hoat 37 °C (a) E E
and biofilm (b} Worm survival = = Madsum = = Medium
was determined ot indicated z 40 g ﬁ:} o : g ' PA1
mmes as described in “Materials E - d.l:l\-dl'ﬂ E
and Methods." Bars represent 5 = ﬂﬂﬁ S ': Apvirt
the means + standard error (SE) ; 0] ﬁﬁWﬂW '-m_.g g 20 Apvel
of three independent assays B dpwellApvdl W Apvadiapvl A
. F ApvdL At * apvaLispvdt B
o 20 40 60 a EIU 4‘0 EIU‘
Time (h) Time (h)
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bacterial cultures grown for 48 h. Results showed similar
behavior as when supernatants were used; biofilm from
the double mutant Apvdl/Apvd) was more pathogenic than
that of the WT PAOI strain. Still, the biofilm from the
ApvdL/Apvdl mutant was less harmful (Fig. 6b). The biofilm
killing capability of the P. aeruginosa strains on the worm
model was as follow: Apvdl/Apvdl = PAOIL = Apvdl/ApvdL
= Apvdl = Apvd = ApvdL > AlastiAridl = Apvd L/AApvd].

Discussion

Pseudomanas aeruginosa is an opportunistic pathogenic
bacterium in which QS controls the production of multiple
virulence factors involved in its pathogenicity. In B aer-
uginosa, as in other pathogen bacteria. forming biofilms
is essential for establishing chronic and severe infections,
favoring host colonization [16]. In clinical 1solates of P. aer-
uginosa, the structures in the biofilms are vastly different;
this variation has been correlated to the degree of bacterial
virulence, while in a planktonic form, the bacterium 15 less
virulent than when the biofilms are structured [41]. Bac-
terial pathogenesis mediated by biofilms is controlled by
several regulatory factors and the expression of a hierarchi-
cally regulated Q8 system to produce a diversity of virulence
factors [6].

In a previous study. Gonzalez et al. (2017) described that
mutation of non-ribosomal peptide synthetases (NRPS)
modifies the pathogenicity of P aernginosa PAOL in A.
thaliana depending on the production of pyocyanin [28].
Thus, the role of the NRPS in modulating the virulence fac-
tors production in P aeruginosa 1s of great interest to elu-
cidate and understand their relationship with pathogenicity.

In this study, we determined in P aeruginesa PAOT the
effects of mutation in the pvd genes, involved in the synthe-
sis of the pyoverdine siderophores, on bacterial pathogenic-
ity. The mutagenesis approach in the PAOI strain was car-
ried out in the pvdlf, pvdl, and prdL loci encoding for NRPS
described as the primary enzymes involved in pyoverdine
siderophores synthesis [ 19].

The mutation of the pvd genes caused a substantial
modification of the biofilm structure (Fig. 1) In this
sense, the biofilm morphology in the single pvdl and
pvdLl mutants showed that the biofilm thickness was sig-
nificantly decreased, but not for the pvdd mutant, where
film thickness increased with a double mutation in the
Apvdl/Apvd] genes. Contrarily, in the double mutant
ApvdL/Apvdl, the biofilm formation and structure were
significantly impaired, consistent with an increase in
rhamnolipids production (Figs. | and 2). Additionally, the
single mutation of the pvdL gene showed the most substan-
tial modifications in biofilm structure and complexity; that
15 in agreement with mRNA expression of the pelB gene

involved in exopolysaccharides synthesis and transport,
which are essential for biofilm formation [38, 39]. These
results indicate that the mutation in the P. aeruginosa
pvdl. pvdf. and pvdL genes modifies the biofilm composi-
tion, showing a correlation with the rhamnolipids content.
In agreement. it has been described that the rhamnolipids
and the expression of the psiA and pelB genes are essen-
tial to produce, export, and maintain biofilm architecture,
facilitating the degradation of the matrix, decreasing the
cellular adhesion, favoring the dispersion, and activating
the motility of the bacteria contained in the biofilms [16,
38, 39, 42].

Pathogenic bacteria use diverse mechanisms (i.e.. pro-
duction of virulence factors) to evade the immune response
by inactivating critical components of the immune system,
which is crucial for the imvasion of host tissues [43]. Prew-
domonas aeruginosa produces a variety of extracellular
products which possess potent biological activity in mam-
malian tissues, such as proteolytic enzymes, elastase, and
alkaline protease, all of which are regulated by the QS sys-
tems [43]. Studies describe that the increase of the elastase
and protease is associated with highly complex and more
robust biofilm structures, while their decrease results in
superficial, unstructured biohlm layers [17]. In our study.
changes in the production of these virulence factors in the
NRPS-mutants studied were not observed (Fig. 51) and did
not show a correlation with the modifications to structure
biofilm observed (Fig. 1), suggesting the implication of other
virulence factors.

In P aeruginosa, QS has a dual role: the modulation
of the virulence factors and induction of the host immune
response [44]. In addition. the biofilm formation in P. aer-
uginosa is regulated by QS dependent on N-acyl homoserine
lactones (QS-AHL) [16]. Also, it has been described that
AHL-dependent S hierarchically regulates downstream
QS systems such as the Pgy QS-system, which utilizes the
guinolone PQS as an autoinducer, which also can modulate
the biofilm production and structure [16, 45].

In our study, we further confirmed that the mutation of
the NRPS encoded in the prd genes moditied the AHL-
dependent las-Q8S signaling (Fig. 3a). The double mutant
Apvedl/ApvdL was the only strain that changed the produc-
tion of the POQS guinolone, the autoinducer of the Pgs-QS
system (Fig. 3b): however, the pvd mutations modified the
mRNA expression of the pgsA gene (Fig. 3c). This is the
first report describing in £ aeruginesa that the PQS synthe-
515 18 associated with the NRPS (PvdL and Pvdl) modula-
tion. Consequently. the regulation of genes dependent on
the Pgs Q8 system may be altered. These findings suggest
that mutation of the pvdl gene modifies the PQS produc-
tion. Therefore, the Pgs QS-system, also known as the las-
QS system, can be responsible for the observed biofilm
structure modifications. several virulence factors, biofilm
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development. and iron-starvation response be modified by
the POQS system [ [0)].

Other factors described as modulators of QS are the
CDPs. These molecules are involved in the bacterial signal-
ing of Q8 independent of the Las/Rhl/Pgs systems [7]. In
P aeruginosa, the CDPs are synthesized by NRPS, which
molecules interfere with AHL QS signaling [28, 46]. In this
study, our results indicate that the NRPS (PvdYPvdl/PvdL)
did not modify CDP synthesis (Fig. du-c).

On the other hand, phenazine synthesis is associated with
biofilm production, which is required for the bacteria estab-
lishment in both the host and the lungs of cystic hibrosis
patients [47]. F. aeruginosa secreted three main phenazines:
pyocyanin, phenazine- 1-carboxamide, and 1-hydroxyphena-
zine {(OHPHAZ), where OHPHAZ is from phenazine- 1 -car-
boxylic acid (PCA) [48]. Pyocyanin plays a role in the multi-
species interactions, exacerbation of host pathogenesis, ROS
generation, and iron acguisition, being widely described as
related to the P. aeruginosa pathogenesis [17]. OHPHAZ is
implicated in ROS generation, host cilia dysfunction, and
iron acquisition, while PCA improves biofilm formation,
iron acquisition, and antibiotic resistance [49].

Our study found that mutations in the pvdl, pvdl,
and pvdL significantly increased the production of the

DN '

@..-_' ref:hn _"

Fig. 7 Model of the mteraction of the guorum-sensing system with
siderophores biosynithesis and biofilm formation in P geruginesa
PAOIL. Iron deprivation induces the expression of the fur regulon,
which generates the Fur cegulstor and induce the expression of the
PvdS sigma factor. This controls the pyd regulon of biosynthesis of
pyoverdines (PYV), o Kind of siderophore that is involved in the iron
acguisition and ion homeostasis. On the other hand, the las-Q8 sys-
tem regulates the pgs operon, which consequently modulates the pgs-
08 system. The POS function as an iron sequester also modulates the
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phenazines, pyocyanin (PYO), and PCA: oppositely, the
output of OHPHAZ was impaired (Fig. 4d-f). The synthesis
of PYO involves an intermediary from the chorismic acid,
first to obtain PCA, and subsequently PYO: collaterally is
also produced the phenazine- 1.6-dicarboxylic acid (PDC).
and [ -hydroxyphenazine (OHPHAZ). which all compounds
possess multiple biological properties [50]. These findings
indicate that in the P aeruginosa PAOL, the NRPS PvdlY
Pvdl/PvdL mutations consequently induce the synthesis of
other siderophores such as pyochelin or phenazines such as
PYO and PCA. Additionally, we can suggest that the pool of
OHPHAZ was decreased in function on demand of metabo-
lite precursors required PYO synthesis (Fig. 7). These find-
ings indicate that although the pvd genes are essential for
the synthesis of pyoverdine, these are also involved in the
phenazines synthesis.

In P. aeruginosa. it has been described that iron chela-
tion is vital for the establishment of bacterial infection and
progression towards a chronic disease where available iron
is limited [ 19]. The siderophores such as pyochelin and pyo-
verdine can sequester iron from host depots to improve the
bacterial establishment during the infection (Fig. 7); addi-
tionally. the siderophores can act as signaling molecules
[54]. PQS cooperatively stimulates the iron scavenging

1 Pathogenesis
R

E
t
i
1
1
]
i
i
1
1
i
i
1
1
-4

phzAliphzA2 operons mvolved in the synthesis of phenazines (PCA
and OHPHAZ), also as for the ROS scavenger iron-dependent pyo-
cyamn (PY0). Siderophores are essential in the formaton of the bio-
film structure, rendening with other virulence factors a biofilm struc-
ture critical to the establishment of pathogenicity and resistance of £
aeruginosa 0 hosts or environmental niches (the model was adapted
from the findings obtained n this work and from models described
previously [51-53])
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siderophores, such as pyoverdine and pyochelin, resulting
in the modulation of siderophore production under differemt
environmental and nutritional conditions [55].

Contrary to impairing the pyoverdine production,
in our study, the production of these siderophores was
favored mainly in the pvd double mutations (Fig. 4g and
h). In agreement. the supplementation of iron reverted the
overproduction of pyoverdine in a dose-dependent man-
ner (Fig. 5). This finding suggests that multiple partici-
pants in the regulation of gene expression of structural
genes, regulatory genes, and transport-involved, among
other modifications in the pyoverdine structure, show the
complexity of the pyoverdines synthesis and the multiple
factorial points that are involved in their synthesis and
modulation (Fig. 7).

The nematocidal activity of the siderophore pyover-
dine has been reported in F. aeruginosa, revealing that
it is sufficient to kill C. elegans [50]. Deletion of the
pvdD and pvd] genes in P. syvringae caused the inhibi-
tion of pyoverdine production and attenuated virulence
against C. elegans worms [56]. Furthermore, the deletion
of the pvdD and pvd/l genes negatively impacts phena-
zine production, which affects the killing capability of
P aeruginosa over C. elegans [57]. Nevertheless. in
our study, it was demonstrated that in the pvd mutants,
increased pyoverdine concentration was correlated with
the decreased capability 1o cause the fast mortality of
C. elegans, except for the double mutant Apvdl/Apvdl,
which continued to be killing at similar levels to the WT
strain (Fig. 6a). In P. geruginesa, biofilm is a protec-
tive structure for bacterial growth, essential for survival
in nosocomial environments: it may also maintain the
persistence of the imflammatory response in chronic
bacterial infections, favored by the excretion of diverse
virulence factors. However, the degree of pathogenicity,
expression of virulence factors, or resistance to antiibiot-
ics by bacteria cannot always be associated with the abil-
ity to form biofilms [58, 59]. But our results point to the
possibility that increasing biofilm formation correlates
with increased virulence factors, i.e., pyocyanin produc-
tion as shown in Apvdl/Apvd] strain, and this modifica-
tion correlates with increased mortality of C. efegans.
Whereas, those mutants impaired on biofilm production
show decreased killing capability on the in vivo patho-
genicily of C. elegans model, showing from most viru-
lent to least: ApvdifApvdl = PAODL > Apvdl > Apvdl = A
pvdl = ApvdL/Apvd] = AlasI/Arhil = ApvdJ/ApvdL. The
behavior was similar when utihzing supernatants and
biofilms (Fig. 6b).

On the other hand. the PQS system in P. aeruginosa
regulates the synthesis of several virulence factors, form-
ing an intercommunication between the two central QS
systems Las and Ril systems. In P. aeruginosa. the PYO

synthesis is performed by two paralogous gene clusters
(phzl and phz2), in which the PsqE protein and the RAf Q5
system regulate its synthesis, along with other virulence
factors, such as biofilm and rhamnolipids, all of which are
important for the bacterial pathogenicity [47]. Our find-
ings showed that the las-0Q8 and pgs-0Q8S systems modulate
the PYO synthesis pathway, where both PYO and PCA
significantly increase concentration for the pvd mutants
(Figs. 4 and 7).

The role of pyocyanin in iron acquisition has been
studied, although how PCA phenazine favors biofilm
production by promoting iron chelation 15 poorly under-
stood. In this context, the iron acquisition in P. aerugi-
nosa is associated with the siderophores, pyochelin, and
pyoverdine [18, 19]. The pyochelin (low affinity by iron})
is synthesized by enzymes encoded into the pchDCEA
genes cluster. In contrast, pyoverdine tyvpes (high affinity
by 1ron) are encoded into the pvd genes clusters located
in different operons conforming in the PAOI strain
around 20 regulatory and structural proteins [60].

To our knowledge, this is the first report in P. aer-
uginosa that explores the pvd gene involvement in the
biofilm structure and phenazines production by a Q8-
dependent mechanism. Our findings showed that the sin-
gle mutations carried out by transposon insertion in the
pvdl, pvdl. and pvdl were insufficient to abolish the PVD
synthesis. indicating that specific modules on the NRPS
are functional or that redundancy of function could occur.
It further confirms that the NRPS Pvdl. Pvdl, and PvdL
are involved in synthesizing the pyoverdine siderophore
and phenazines, which were found to impact the biofilm
structure and the biofilm-associated bacterial estahlish-
ment pathogenicity of P. aeruginosa PAOL.
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Figure 51. Determination of virulence factors in the pvd mutants of P. aeruginosa.

Cell-free supernatants from cultures of the P. aeruginosa strains grown by 48 h at 37°C
were used to determination induction of metabolite amounts as described in Materials and
Methods section. (A) Alkaline protease activity. (B) Elastase activity. Bars represent the
means of at least three independent experiments. One-way ANOVA with a Tukey post-hoc

test was used fo compare treatments. Significant difference (P < 0.05) are dencted by
different lowercase letters.
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Table §51.- Oligonucleotides sequences used in RT-qPCR analysis.

Gene Sequence

rpoS Fw-CTATGTCAATCGCGGACTGT Bv- AGGTAGACGTTGAGCTCCTT

psid Fw-ATATCTTCAGCAACCGCCTG Rv-GTGGTTGCGTACCAGGTATT

pelB Fw-CGCTGCAGATGTTCGATTTC Bv-ATGCGTTCCTTGACACTCAG

PhzS Fw-CTGGTCGCCTATCCGATCTC Rv-GGTACTGCAGGATCAACTGG
PgsA Fw-CCCTTTGCTCGACGATTTCT Rv-TTGGGAATCGAATACAGCCG

lasf Fw-CGATGGTTATGACGCACTCA Rv-GTCCAGAGTTGATGGCGAAA

rhid Fw-GAGGTCAATCACCTGGTCTC Rv-TGATGGTTGCTGGCTTTCAG

pvdL Fw-GCGCCTCGGCTGCTGCCTGAC Rv-CTGGCCGCCACGCGGGCGGCGAA
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IX. DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista, y se ha demostrado que
los genes implicados en la regulacién de Quorum sensing estan implicados en la produccion
de factores de virulencia. Se ha visto, que en cepas mutantes con el sistema las, el sistema
IQS funciona como una alternativa para mantener la expresién de genes de virulencia,
especialmente en infecciones cronicas (Jakobsen et al., 2017). Asimismo, el sistema IQS
bajo condiciones de estrés puede reemplazar la funcion del regulador principal de QS (Lee
et al., 2013; Lee & Zhang, 2015).

En este estudio, se evalud la produccion de factores de virulencia de la bacteria P.
aeruginosa utilizando mutantes en los principales NRPS que participan en la produccién de
CDPs (Gonzalez et al., 2017). Esto incluyé la evaluacion de mutantes simples y dobles en
NRPS, asi como, las proteinas involucradas en la sintesis de pioverdina (PvdD, PvdJ, Pvdl
y PvdlL), pioquelina (PchF y PchE), sistemas de senalizacion del QS, Amb (AmbB y AmbE),
una quinolona que participa en un sistema de sefalizacion del QS y dos proteinas
hipotéticas con funciones desconocidas (PA3327 y PA4078), demostrando la participacion
de estas NRPS en el mecanismo del QS, ademas de participar en aumentar los factores de

virulencia, como fue el caso de las proteinas involucradas en la sintesis de pioverdina.

Asimismo, se ha visto que la formacion de biopeliculas in vitro depende en gran medida de
la regulacién de QS, ya que disminuye el tiempo en el cual, la biopelicula se puede
diferenciar, y madurar en P. aeruginosa, ademas de que la produccion de estas
comunidades bacterianas son clave para el establecimiento de infecciones croénicas y
agudas (De Kievit, 2009). En este estudio se evalué la produccion de biopelicula,
determinando que la ausencia de los genes ApchF / ApvddJ regulan que produzcan una gran
cantidad de biopelicula; y que de esta forma pueden estar participando en un aumento de
la virulencia de P. aeruginosa. Por otro lado, los ramnolipidos secretados por P. aeruginosa
son necesarios para que las bacterias formen biopeliculas de manera eficiente y con una
estructura interna que incluye poros y canales (Zheng et al., 2017). Estos ramnolipidos
influyen en multiples facetas de P. aeruginosa de formacion de biopeliculas como la
formacion de microcolonias, mantenimiento de canales abiertos y desprendimiento de
células de las biopeliculas, porque los ramnolipidos estan sujetos a control QS (De Kievit,
2009). Sin embargo, la cepa AambE/ApvdJ redujo considerablemente la produccién de
estos tensoactivos, participando en la regulacion de ramnolipidos, ya que disminuye la

produccion de este factor de virulencia, lo que conlleva a favorecer la produccion de las
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biopeliculas. Sin embargo, las biopeliculas producidas por mutantes deficientes en la

sintesis de ramnolipidos no mantienen los canales no colonizados que rodean las
microcolonias (Davey et al.,, 2003). Asimismo, P. aeruginosa produce una variedad de
productos extracelulares que poseen una potente actividad biolégica en tejidos de
mamiferos, como las enzimas proteoliticas, la elastasa y la proteasa alcalina que son
reguladas por el sistema de comunicacién QS (Blackwood et al., 1983); en este estudio, no
se observaron cambios en la produccion de estos dos factores de virulencia dependientes
de NRPS.

En P. aeruginosa, como en otras bacterias patégenas, la formacion de biopeliculas es
fundamental para el establecimiento de infecciones crénicas y graves, favoreciendo la
colonizacién del hospedero (Brindhadevi et al.,, 2020). En aislamientos clinicos de P.
aeruginosa, las estructuras en las biopeliculas son muy diferentes; esta variacion se ha
correlacionado con el grado de virulencia bacteriana, mientras que en forma planctonica la
bacteria es menos virulenta que cuando las biopeliculas estan estructuradas (Théming
et al., 2020). La patogenia bacteriana mediada por biopeliculas esta controlada por varios
factores reguladores y la expresion del QS regulado jerarquicamente para producir una

diversidad de factores de virulencia (Lee & Zhang, 2015).

Gonzalez et al.,, en el 2017, describieron que la mutaciéon de péptido sintetasas no
ribosomales (NRPS) modifica la patogenicidad de P. aeruginosa PAO1 en A. thaliana en
funcién de la produccién de piocianina. Por lo tanto, el papel del NRPS en la modulacion de
la produccion de factores de virulencia en P. aeruginosa es de gran interés para dilucidar y
comprender su relacion con la patogenicidad. En este estudio, se determiné en P.
aeruginosa PAO1 los efectos de la mutacion en los genes pvd (pvdd, pvdl y pvdl)
implicados en la sintesis de los sideroforos de pioverdina, sobre la patogenicidad bacteriana
(Schalk & Guillon, 2013). La morfologia de las biopeliculas producidas por las mutantes en
pvdl y pvdL mostré que el grosor de la biopelicula disminuyé significativamente, sin
embargo, en la otra mutante simple en el gen pvdJ no disminuyd, al contrario, se mantuvo
similar a la PAO1, mientras que el grosor de la pelicula aumenté en la doble mutante
Apvdl/Apvdd. Por el contrario, en ApvdL/Apvd|, la formacion y la estructura de la biopelicula
se afectd significativamente, lo que concuerda con un aumento en la produccién de
ramnolipidos (Fig. 1y 2; Diaz-Pérez et al., 2022). Ademas, la cepa mutante en el gen pvdL
mostré mayores modificaciones en la estructura y complejidad de la biopelicula; lo que

concuerda con la expresion de ARNm del gen pelB involucrado en la sintesis y el transporte
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de exopolisacaridos, que son esenciales para la formacion de biopeliculas (Byrd et al.,
2009). Estos resultados indican que la mutacién en los genes pvdl, pvdJ y pvdL de P.
aeruginosa modifica la composicion de la biopelicula, mostrando una correlacién con la

produccion de ramnolipidos.

Se ha descrito que los ramnolipidos y la expresion de los genes ps/A 'y pelB son esenciales
para producir, exportar y mantener la arquitectura de las biopeliculas, facilitando la
degradacién de la matriz, disminuyendo la adhesion celular, favoreciendo la dispersion y
activando la motilidad de las bacterias contenidas en las biopeliculas (Brindhadevi et al.,
2020; Byrd etal., 2009; Marmont etal., 2017; Wittgens etal., 2011). Las bacterias
patogenas utilizan diversos mecanismos (es decir, la produccion de factores de virulencia),
para evadir la respuesta inmune al inactivar componentes criticos del sistema inmunitario,
lo cual, es crucial para la invasién de los tejidos del hospedero (Laarman, et. al., 2012). P.
aeruginosa produce una variedad de productos extracelulares que poseen una potente
actividad bioldgica en los tejidos de los mamiferos, como enzimas proteoliticas, elastasa y
proteasa alcalina, los cuales estan regulados por los sistemas QS (Laarman, et. al., 2012).
Recientes estudios describen que, el aumento de elastasa y proteasa esta asociado con
estructuras de biopeliculas altamente complejas y mas robustas, mientras que su
disminucion da como resultado capas de biopeliculas superficiales y desestructuradas
(Das, et.al., 2020). En este estudio, no se observaron cambios en la produccion de estos
factores de virulencia en los mutantes NRPS estudiados (Fig. S1; Diaz-Pérez, et.al., 2022)
y no mostraron una correlacion con las modificaciones en la estructura de la biopelicula
producida (Fig. 1; Diaz-Pérez, et.al., 2022), lo que sugiere la implicacién de otros factores
de virulencia, como produccién de autoinductores u otras moléculas de sefalizacién de QS,

que aumentan la produccion de biopeliculas y regulan la patogenicidad de la bacteria.

En P. aeruginosa, el QS tiene un doble papel: la modulacion de los factores de virulencia y
la induccion de la respuesta inmune del hospedero (Kariminik, et.al., 2017). Ademas, se ha
descrito que la formacion de biopeliculas en P. aeruginosa esta regulada por el QS
dependiente de N-acil homoserina lactonas (QS-AHL) (Brindhadevi, et. al., 2020). EI QS
dependiente de AHL regula jerarquicamente los consecuentes sistemas del QS, como el
sistema Pgs-QS, que utiliza el PQS de quinolona como un autoinductor, el cual, puede
modular la produccion y las estructuras de las biopeliculas (Brindhadevi, et. al., 2020;
Cooke, et.al., 2020). En este estudio, se confirmé ademas que mutaciones en las NRPS

codificadas en los genes pvd, modifican la sefializacion de Las-QS dependiente de AHL
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(Fig. 3a; Diaz-Pérez, et.al., 2022). La doble mutante en los genes ApvdJ/ApvdL, fue la unica
cepa que cambid la produccién de la quinolona PQS, el cual es autoinductor del sistema
Pgs-QS (Fig. 3b; Diaz-Pérez, et.al., 2022); sin embargo, las mutaciones en los genes pvd,
modificaron la expresiéon del ARNm del gen pgsA (Fig. 3c; Diaz-Pérez, et.al., 2022). Este
es el primer reporte que describe en P. aeruginosa, que la sintesis de PQS esta asociada
con la modulacién de NRPS, en PvdL y PvdJ. En consecuencia, la regulacion de genes
dependientes del sistema Pqgs -QS puede verse alterados. Estos hallazgos sugieren que la
mutacion del gen pvdL modifica la produccién de PQS. Por lo tanto, el sistema Pgs-QS,
también conocido como el sistema Las-QS, puede ser responsable de las modificaciones
observadas en la estructura de la biopelicula, asi como de varios factores de virulencia, el
desarrollo de la biopelicula y la respuesta de falta de hierro puede ser modificada por el
sistema PQS (Rampioni, et.al., 2016).

Otros factores descritos como moduladores del QS son los CDPs. Estas moléculas estan
involucradas en la sefalizacion bacteriana de QS independientemente de los sistemas
Las/Rhl/Pgs (Ahator & Zhang, 2019). En P. aeruginosa, los CDPs son sintetizadas por las
NRPS, cuyas moléculas interfieren con la senalizacion de AHL QS (Gonzalez, et.al., 2017;
Campbell, et.al., 2009). En este estudio, los resultados indican que las NRPS
(Pvdl/PvdJ/PvdL) no modifican la sintesis de CDPs (Fig. 4a-c; Diaz-Pérez, et.al., 2022).

Por otro lado, la sintesis de fenazinas esta asociada con la produccion de biopeliculas, las
cuales son necesarias para la adhesion de la bacteria y el establecimiento de la infeccion,
tanto en el hospedero como en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica (Garcia-
Reyes, et.al., 2020). P. aeruginosa secreta tres fenazinas principales: piocianina, fenazina-
1-carboxamida y 1-hidroxifenazina (OHPHAZ), donde OHPHAZ proviene del acido
fenazina-1-carboxilico (PCA) (Mavrodi, et.al., 2001). Por lo anterior, la piocianina juega un
papel en las interacciones de multiples especies, exacerbacion de la patogénesis del
hospedero, en la generacién de especies reactivas de oxigeno y adquisicion de hierro, el
cual, ha sido ampliamente relacionado con la patogénesis de P. aeruginosa (Das, et.al.,
2020). OHPHAZ esta implicado en la generacién de ROS, la disfuncién de los cilios del
hospedero y la adquisicién de hierro, mientras que PCA mejora la formacion de biopeliculas,
la adquisicion de hierro y la resistencia a los antibioticos (O’Brien, et.al., 2017). Nuestro
estudio encontré que las mutaciones en pvdl, pvdJ y pvdL aumentaron significativamente
la produccion de fenazinas, piocianina (PYO) y PCA; por el contrario, la salida de OHPHAZ

se vio afectada (Fig. 4d-f; Diaz-Pérez, et.al., 2022). La sintesis de PYO involucra a un
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intermediario del acido corismico, primero para obtener PCA, y posteriormente PYO; al
mismo tiempo, también se produce el acido fenazina-1,6-dicarboxilico (PDC) y la 1-
hidroxifenazina (OHPHAZ), cuyos compuestos poseen multiples propiedades bioldgicas
(Wang, et.al., 2020). Estos hallazgos indican que en P. aeruginosa PAO1, las mutaciones
en las NRPS PvdI/PvdJ/PvdL inducen la sintesis de otros sideréforos, como pioquelina o
fenazinas (PYO y PCA). Ademas, se sugiere que OHPHAZ disminuye en funcion de la
demanda de precursores de metabolitos que requirieron la sintesis de PYO (Fig. 7; Diaz-
Pérez, et.al., 2022). Sin embargo, aunque los genes pvd son esenciales para la sintesis de

pioverdina, estos también estan involucrados en la sintesis de fenazinas.

En P. aeruginosa se ha descrito que la quelacién del hierro es vital para el establecimiento
de la infeccion bacteriana y la progresién hacia una enfermedad crénica, donde el hierro
disponible es limitado (Schalk, & Guillon, 2013). Los sideroforos, como la pioquelina y la
pioverdina, pueden secuestrar hierro de los depésitos del hospedero para mejorar el
establecimiento de la infeccion por parte de la bacteria (Fig. 7; Diaz-Pérez, et.al., 2022);
ademas, los sideroforos pueden actuar como moléculas sefalizadoras (Little, et.al., 2018).
El sistema PQS estimula de forma cooperativa a los sideréforos captadores de hierro, como
la pioverdina y la pioquelina, lo que da como resultado la modulacién de la produccién de
sideroforos en diferentes condiciones ambientales y nutricionales (Popat, et.al., 2017). Al
contrario de perjudicar la produccién de pioverdina, en nuestro estudio, la produccién de
estos sideréforos se favorecio principalmente en las mutantes dobles de los genes en pvd
(Fig. 4g y h; Diaz-Pérez, et.al., 2022). Sin embargo, cuando se suplementd con hierro se
revirtié la sobreproduccion de pioverdina de manera dosis-dependiente (Fig. 5; Diaz-Pérez,
et.al., 2022). Por consiguiente, se sugiere que algunos de los participantes en la regulacion
de la expresidn génica de genes estructurales, reguladores y de transporte, entre otras
modificaciones en la estructura de pioverdina, muestran la complejidad de la sintesis de
pioverdina y los multiples puntos factoriales que estan involucrados en su sintesis y/o

modulacion (Fig. 7; Diaz-Pérez, et.al., 2022).

Recientemente, se ha evaluado la toxicidad del sideréforo pioverdina en P. aeruginosa,
revelando que puede matar a C. elegans (Bashir, et.al, 2020). Se ha reportado que, la
inhibicién de los genes pvdD y pvdJ en P. syringae provoca la reduccion de la produccion
de pioverdina y atenua la virulencia contra C. elegans (Bashir, et.al, 2020). Asimismo, estas
mutantes tiene un impacto negativo en la produccién de fenazinas, lo que afecta la

capacidad de muerte de P. aeruginosa sobre C. elegans (Cezairliyan, et.al., 2013). Sin
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embargo, en nuestro estudio, se demostré que en las cepas mutantes en pvd, al aumentar

la concentracion de pioverdina se correlaciona con la disminucion de la capacidad de
causar mortalidad rapida en C. elegans, excepto por la doble mutante en Apvdl/ApvdJ, que
disminuyd la supervivencia del nematodo a velocidades similares de la cepa WT (Fig. 63;
Diaz-Pérez, et.al., 2022).

Por otro lado, en P. aeruginosa, las biopeliculas son una estructura protectora para el
crecimiento bacteriano, esenciales para la supervivencia en ambientes nosocomiales;
también puede mantener la persistencia de la respuesta inflamatoria en infecciones
bacterianas cronicas, favorecida por la excrecién de diversos factores de virulencia. Sin
embargo, el grado de patogenicidad, la expresion de factores de virulencia o la resistencia
a los antibioticos por parte de las bacterias no siempre pueden asociarse con la capacidad
de formar biopeliculas (Gajdacs, et.al., 2021; Moser, et.al., 2021). Pero nuestros resultados
apuntan a la posibilidad de que el aumento de la formacion de biopeliculas se correlaciona
con el aumento de los factores de virulencia, es decir, la produccién de piocianina como se
muestra en la cepa Apvdl/Apvdd, y esta modificacion se correlaciona con el aumento de la
mortalidad de C. elegans. Mientras que las mutantes afectadas en la producciéon de
biopeliculas muestran una disminucion de la toxicidad en el modelo de patogenicidad in
vivo de C. elegans, mostrando de mas virulento a menos: Apvdl/Apvdd > PAO1 > ApvdJ >
ApvdL > Apvdl > ApvdL/ Apvdl > Alasl/Arhll > ApvdJ/ApvdL. ElI comportamiento fue similar

cuando se utilizaron sobrenadantes y biopeliculas (Fig. 6b; Diaz-Pérez, et.al., 2022).

Por otro lado, el sistema PQS en P. aeruginosa regula la sintesis de varios factores de
virulencia, formando una intercomunicacion entre los dos sistemas centrales QS Las y Rhl.
En P. aeruginosa, la sintesis de PYO es realizada por dos grupos de genes paralogos (phz1
y phz2), en los que la proteina PsqE y el sistema Rhl QS regulan su sintesis, junto con otros
factores de virulencia, como biopeliculas y ramnolipidos, los cuales son importantes para la
patogenicidad bacteriana (Garcia-Reyes, et.al., 2020). Nuestros resultados mostraron que
los sistemas Las-QS y Pgs-QS modulan la sintesis de PYO, donde tanto PYO como PCA
aumentan significativamente la concentracion de las mutantes en pvd (Figs. 4 y 7; Diaz-
Pérez, et.al., 2022).

Se ha estudiado el papel de la piocianina en la adquisicion de hierro, aunque no se ha
dilucidado asertivamente, cémo la fenazina PCA, esta favorece la produccién de
biopeliculas al promover la quelacion del hierro. En este contexto, la adquisicién de hierro

en P. aeruginosa esta asociada con los sideréforos, como la pioquelina y la pioverdina
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(Ringel, & Bruser, 2018; Schalk & Guillon, 2013). La pioquelina (baja afinidad por el hierro)

es sintetizada por enzimas codificadas en el grupo de genes pchDCBA. Por el contrario, los
tipos de pioverdina (alta afinidad por el hierro) que codifican para grupos de genes pvd, que
se encuentran ubicados en diferentes operones en la cepa PAO1, lo conforman alrededor
de 20 proteinas reguladoras y estructurales (Moon, et.al., 2008). Hasta donde sabemos,
este es el primer reporte que explora la participacién del gen pvd en la estructura de las
biopeliculas y la produccién de fenazinas por un mecanismo dependiente de QS, en P.

aeruginosa.
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X. CONCLUSION

Los genes pvdl, pvdJ y pvdL no suprimen la sintesis de PVD, lo que indica que moédulos
especificos en NRPS son funcionales o que podria ocurrir una redundancia de funciones.
Ademas, las NRPS (Pvdl, PvdJ y PvdL) estan involucradas en la sintesis del sideréforo
pioverdina, asi como en la sintesis de fenazinas, las cuales afectan directamente la
estructura de las biopeliculas y el establecimiento de la bacteria en el hospedero de P.

aeruginosa PAO1.
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Introduccién

la comunicacian entre indmviduos &5 un
proceso indispensshie pars transmitr nformacion e intercambiar ideas para
d rollar potencialida Este: fendmenc t=n cotidianc ez importan o
para seres fumanas;: plantas, aremales, como para s Microorganismes. pars
llevar 2 cabo funcionss biolopicas tales como sobrewnar, adaptarse, crecer,
reproducirse, lara

Desde el ongen de las o

Actuaiments, 52 uti

herramientas ecnoldgicas en tiempo real para
|z comunicackan entre seres humanos, como el eléfono celular, con muoltiples
aplicaciones o apgps. Tal es el caso de WhatsApp, una de las aphcaciones mds
populsres, 3 gue es utilizads @ nivel mundisl par millones de persanas. Pof
otro lado, los microorganismos unicelulares procanotas llamadas bacterias,
han utiizado mecansmos de comunicacian para poder reproducirss, emitie s,
imcliosn generar infeccicnes & human rrialies y plantas (Ver imagen 1)

Ura de las bacteras
n mecanismo e

entra = B3
3: etpecie de  Pseudomondas
CETHEOST Esta bactaria

en humanos es patdgend
oponuniste ausa  nfeccikanes
de wias

piratonas. ko g
3 respiratoric
del hospedero
£ la regulacion de la
comunicacion  entre csl oestad
asociada con la produccidn de mudtiples factanes de virulenca, que infiuyen =n la
colonizacdn y patogenicidad [Lee y 2 215}, Este sistemna de comaunicacion
bacteriano 58 denoming censooio o percEn GrLITT (CEROITITT] SENSEE, oul, ¥
B5 LM Mec 0 qQue reglea la producod s de virulencia, kas cuales
son esenciales en |3 infecodn 2n bumanos, amemales y'o plantas. y, por lo tanto,
en 5u patogenicidad

"

Erase una vez, hace 41 aiios

El sistema de comumicaodn celular, os foe descubveno en dos especes
bactensnas que viven en el mar, Vibrio fischen v ¥ibrio honeyl debido agueen
ambas =e obsend emisidn de lur Esta ez obsenada en las playas llamadas
o nnes; cormz Hodbox en e caribe mexicans [yervdeo 1) Dichs emisién
de lur es producida por srgansmas diroflapeladaos, |35 cuaslss zon algas
wrwen en el fendo del mar y quecontenen dos largas colas lamadas flagelo: =
a sU ver tienen enzimas derominadss luciferasas (producen luminscencial. Esta
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Wideo 1

Los creadores y administradores del grupo Q5 de
Pseudomonas aeruginosa
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anversacon; o el inicio del o e el sisEma lmm gue camienmE & gensrar un
mersae cuandao 13 enzima Las| produce 13 molécula seftal MN-3-oxododecancd
homoserina lactons (QdDHLL Cuando ésta se generd-a una determinada
cancentraciin, como escnbir palabras y preguntas hasta completar un mensaje.
seune consureguiadar rapscripoional (LasR) el cusi funciona coma un genarador
e comversacdn en el grupo de SYWhatsApp', siendo de esta manera capaz de
emaar 8l mensaje-ala conversacicn, Postenarmente, kas admirestradoreu rivy pgs
emraran a fla conversacion: Con lo cusl, i entra en actividad (oen inea)y, dela
mismiE manera gue el admimistrados igs su enzima Rl produce su autolnductor
c-matecula sefial N-butinlhomozerina lactona (een) (Ahator y Thang, 20019) A

generarse acumulacon de estas moleoulas sefial, a similitud =2n una conversacion;
sa ganeran los mensajes y estos se unen 2l modulador de la conversacidn (RRRY
elcual, 3 suver, evitara el envio del mensaje al sistemapgs {por sus siglas eninglés
Peenpdomanoy Quirmsions SEnnl)

ag® 8%

o385 o

RhiR actiia comao wun modsrador
dentro del grupo para goe

no S& PENSTEN  COMMIOVErsls
o zaturacdn de mensajes. ya
gue pogs es €l particpants que
reanyiz mensajes no deseados,
tales como: wideos o cadenas
que no san uules parE la
comunicacion. Cabe  destacar
que lossEtemas \as y o fueron
s primeros en descubrirse
¥ =on° los =mas  clave
wolucrados en |3 reguiscidn
de  procesos f=iolbpicos,

a=l como la virulenca de B
oerigimasd, Sin embargo; =l
sistema fos eu |3 cabers del
grupa a rivel jerdrguico, por o que i comesponderis ser considerado coma
el creador del “WhatsApp® utiizsdo por la bacteria P oeruaginosa. Asimismo, &
ercer sistama g nducido .3 mensaear por el modulador de converzaoones
fms, retroafimenta |3 corwersacion para- activar & los partcapantes: del grupe,
camoa il ¥ comectar =i con los-3 madulos de sefialzacion; por lo gue Ssie
actiia como e participante “zen” en este grupo, o bien el que slempre desea los
buenos dias a todos dos integrantes y llena de stickers & grupo de What=App. B
sistema pgs seleccona stickers @ traves de un grupo de genes connodos coma
PosABCD, gracias 3 la participacion de su sutoinductor denominado ros (Z-heps-
3-radrox-4{ 1H)-Crdinolona) (Ahator ¢ Thang, 2019). Arslmente, existe Wna cuarta
sefisl gue artia en <350 de gue #dista un smbente-de estrés, para gensrar un
amiaente aymanico, proporcionando 5 “buena vibra®, ;s donde las enaimas
AmbBLDE son las penaradoras de la mofecula sefal s [2-(2-hidrogifenll) tazol-
A-Carbaidehido] al unirse a sumbodetador lgsR (Lee'gtal, 2013}
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Las funciones del “WhatsApp” de Pseudomonas oeruginoso

#hora blen, &s impartante conocer las consecuenoas de:esta comunicacion de
“Whatsapp™ en A peru@inosa. Lina de las funclones mas importantes gue gjgrce sl
principal adminstrador de este Crouito i35 e5 Benelar mecansmios [ara crecer
y multipbcarse. de tal forma que crean una red de comunicacon tan grande que,
en tonjunto, &5 esencial para el procesc de infecoion bacteniara en cualouler
arEgano o tejido del mdiedud, este ferdmeno en la cienda es denominado
Jormarignfprooi/codn de biopelituias midrobianos

Por otro fada, el sistema rh repula

of i i el g S -f .
la produccidn de snzimas ¥ Componentss
| i o @B pemgnem  CEfUlaTEE Que favorecen el estsbbecmmientos
- , b la infeccion con o gue se Began 3
‘ destruir tefidos Asimemo, & sistema pgs

se encargs de modular la produccidn tsni
. bo3/1 e biopeficilas microbianas como de un
compuesto que es utilizado para evadir 21

] « ‘sistema inmuncltgico ¥ gQue ocasions |3
'ﬁ' i toloracitn arubverde cafacteristics de |2
Suanim saing bactera P, oerugimoso cuando 2s crecida en
@ o et e medeos de culovo, denominado plocianma
{Moradall er of, 20017} Estas son algunas
| ™ - Chats de la= consecusncias gue se geperan de
4 et o Ges i, FSIEETUpG Oe WhatsApp para regular
A e =i = lz produccion de factores de wvirulenoia,
,‘ & @ =sociddos con i3 patogenicidad de esta

. o bactena durante los procesos de infec
- para el zer humant. Sin embargo, no toda la
e- a regulacitin de esta comunicacsdn tiene comao
a8 e ronsecuencia ejercer  3igln dafio. Estos
. administradores de grupos de “Whatsspp®

Loguran cha

en otras bacierias repulan @ambign 1a

| ﬁ b rrpciaat. produccidn de- anthicticos, bioluminiscancia,
a5 Lo 13 sintesis de compesios de interés
bistecnologico y terspéutco.

irmagen A Ciipo o6 .
AWruatsAprr dis FErcksccnn Conclusiones

begEe=

La comumeacion bactedana es tan importants como s comunicacion goe
generamos en i35 redes sooiales y aplicaciones coma WhstsaApp Como podras
darte cusnta, dicha comunicacion es necesaria para ld bactena de P oeruginoss
en- el controlfmodulacién de B produccdn de factores de vinulencia, gus
favgrecen las infecciones mioobianas en humanos anemales y plantas. Sin
embargn, no todo o penerada en esta comunicacian o grupn de WhatsApn' es
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dafing por el contrario, también se pueden.-generar maléculas benéficas que
ayuden a cambaty cigrtas enferrmedades, comoel cancer: Debido & eflo es de
Imeres clentfico ¥ mé&dico conocer adetalle cdmo se comunican las bactenas en
sus particulares grupos de “WhatsApp” para generar nuevo conocimientn: que
toniribuya con el establecimientio de tratamientos erapeldticas mas eficlentes

para el combate de la= infecoones microbianas
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Xll. RESULTADOS NO PUBLICADOS.

12.1. Efecto en la producciéon de estructura y dinamica de biopeliculas en

mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa.
Para el establecimiento de la infeccion bacteriana es necesaria la produccion de
biopeliculas, ya que de esta manera el hospedero puede colonizarse y conferir resistencia
a los antimicrobianos (Breidenstein et al., 2011). Se pueden formar biopeliculas en equipos
médicos insertados, como catéteres y tubos endotraqueales (Veesenmeyer et al., 2009), y
se ha propuesto que P. aeruginosa puede crecer como una biopelicula en los
tejidos/superficies epiteliales del hospedero durante infecciones crénicas, particularmente

en la FQ pulmédn (Bjarnsholt et al., 2010).

Asimismo, P. aeruginosa regula la produccion de biopelicula a través del QS al producir
altos niveles de autoinductor perteneciente a las acilhomoserina lactonas (AHL), el cual
interactua con las células hospedero para estimular la produccion de diversos mediadores
de la respuesta inmune innata (Smith & Iglewski, 2003). De esta forma continuamos
determinando la produccién de biopelicula in vitro de las cepas mutantes simples y dobles
en NRPS (Figura 10A), de esta manera se determiné que la cepa Alasl/Arhll no produce
biopelicula, por lo que nuestro control negativo, las otras cepas produjeron una biopelicula
similar a la de la cepa WT; sin embargo, la cepa ApchF/ApvdJ produjo una gran cantidad
de biopelicula duplicando el valor de la cepa WT. Estos datos sugieren que, estos genes

podrian estar regulando la produccién de biopeliculas en P. aeruginosa.

Alternativamente, los ramnolipidos son importantes para el mantenimiento de la
arquitectura de las biopeliculas y la motilidad bacteriana (Wittgens et al., 2011), por lo que
determinamos la produccion de ramnolipidos in vitro con el método indirecto orcinol (Figura
10B). Determinamos que todas las cepas mutantes simples y dobles produjeron
ramnolipidos de manera similar e incluso se duplicaron o triplicaron en comparacién con la
cepa WT. Sin embargo, la cepa AambE/ApvdJ redujo considerablemente la produccion de
estos tensioactivos, al igual que la cepa Alasl/Arhll. Por tanto, este factor de virulencia puede

estar regulado por este tipo de genes pertenecientes al NRPS.
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Figura 10. NRPS en P. aeruginosa regula la produccién y estructura de biopeliculas.
Las diferentes cepas de mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa se inocularon
en placas de 96 pocillos para cuantificar la produccion de biopelicula (A). Tras 48 h de
incubacién a 37°C, se tifieron con cristal violeta y se cuantificé la absorbancia obtenida a
una longitud de onda de 550 nm. (B) Cuantificacion de ramnolipidos de sobrenadantes
mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa (48 h). Los ramnolipidos se identificaron
por el método del orcinol y se cuantificaron en comparacion con la curva de ramnosa. Las
barras representan cinco experimentos independientes que se realizaron en las mismas
condiciones. Las letras minusculas diferentes representan diferencias estadisticas

significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05).
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12.2. Produccién de mecanismos de evasion inmune en mutantes
relacionados con NRPS de P. aeruginosa.
Se ha demostrado que el quorum sensing de P. aeruginosa juega un papel dual en la
modulacion de la respuesta inmune, porque tanto el sistema como las moléculas pueden
estimular o inducir la respuesta del hospedero (Kariminik et al., 2017). Uno de los
mecanismos que utiliza la bacteria para evadir la respuesta inmunitaria es la produccion de
proteasa alcalina, que inactiva componentes clave del sistema inmunitario, siendo crucial

para la invasion del tejido del hospedero (Hoge et al., 2010; Laarman et al., 2012).

Por lo tanto, la determinacién de la proteasa alcalina la realizamos de manera
semicuantitativa, donde, como se puede observar en la Figura 11A, todas las cepas
produjeron cantidades similares o iguales de este factor de virulencia en comparacién con
la cepa WT. Obteniendo asi que ninguno de los genes NRPS evaluados estan regulando la

produccion de este factor de virulencia.

Ademas, investigaciones recientes han demostrado que la produccién de elastasa por parte
de las bacterias conduce a la degradacion de proteinas como la elastina, el colageno y la
fibrina, lo que provoca danos en los tejidos del hospedero y, por lo tanto, aumenta una
invasion e infeccion graves (Hoge et al., 2010). De esta forma, realizamos la cuantificacion
de elastasa in vitro (Figura 11B). Demostrando que no hay diferencias significativas con
mutantes simples o dobles en comparacion con la cepa WT, sin embargo, la cepa Alasl/Arhll

redujo significativamente la produccion de este factor de virulencia.
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Figura 11. Los mecanismos de evasion inmune de P. aeruginosa no son modificados

por los NRPS.
con azul de Coomasie. Se midio el halo, el cual define la actividad proteasa de la bacteria

mismas condiciones. Las letras minusculas diferentes, representan diferencias estadisticas
sobrenadantes libres de células de 48 h de mutantes relacionados con NRPS de P.

(A). Las barras representan cuatro experimentos independientes que se realizaron en las
significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05). Los

0.1, permitiéndoles crecer a 37°C por 48h, en el medio YES y posteriormente te

(A). A las cepas mutantes en NRPS de P. aeruginosa se les ajust

Se utiliz
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aeruginosa se usaron para cuantificar la produccion de elastasa (B). Los valores de SE p <

0,05 con respecto al control, se muestran con asteriscos. Prueba ANOVA de una via y
prueba post-hoc de Tukey; n=4.

12.3. Efecto de los mecanismos de citotoxicidad en mutantes relacionados con

NRPS de P. aeruginosa.
Para evaluar los mecanismos de citotoxicidad se ha visto que una de las toxinas mas
importantes y que causan dafios importantes al hospedero por parte de P. aeruginosa es la
produccion de piocianina, que es un alcaloide de la fenazina que provoca apoptosis en
células del sistema inmunoldgico (neutréfilos), ademas de causar estrés oxidativo e inhibir
la fagocitosis de cuerpos apoptoticos producidos por macréfagos que causan dafio al
hospedero (Li et.al, 2011; van't Wout et.al., 2015; Hall et.al., 2016). Como se puede
observar en la Figura 13, la mayoria de los mutantes (simples o dobles) incrementaron la
produccion de esta toxina en comparaciéon con la cepa WT PAO1, aunque las cepas
AambE/Apvdl, Apvdl, y principalmente la ApchF/Apvdl, aumenté considerablemente, por lo

que estos genes podrian tener un papel en la produccion de esta toxina.
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Figura 12. Los NRPS estan involucrados en el aumento de piocianina en P.
aeruginosa

Los sobrenadantes de 48 horas de los diferentes mutantes en NRPS se utilizaron para
extraer y cuantificar la produccién de piocianina segun el método utilizado por (Ortiz-Castro
et al., 2013). Las barras representan cinco experimentos independientes que se realizaron
en las mismas condiciones. Las letras minusculas diferentes representan diferencias

estadisticas significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05).
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12.4. Los mecanismos de eliminacion de hierro por sideréforos en mutantes

en NRPS de P. aeruginosa.
En P. aeruginosa se ha demostrado que la quelacién del hierro es una parte vital para el
establecimiento de la infeccion y la progresién hacia una infeccién cronica, ya que el
ambiente del hospedero tiene pequefias moléculas de hierro libre debido a sus propias
moléculas de secuestro como la lactoferrina y transferrina. Los sideréforos, la pioquelina y
la pioverdina, pueden secuestrar el hierro de los depdsitos del hospedero y actuar como
una molécula de senalizacion (Gellatly & Hancock, 2013); de esta manera es crucial para

el establecimiento de la infeccion.

Debido a que es un factor importante para el establecimiento de la infeccion por P.
aeruginosa en el hospedero, cuantificamos la produccion de pioquelina (Figura 13A).
Asimismo, nuestros resultados demuestran que las cepas mutantes (sencillas y dobles)
produjeron cantidades similares de pioquelina en comparacion con la cepa WT; sin
embargo, dos cepas, AambB y AambB/ApvdJ, produjeron la mitad de la cepa WT; mientras
que solo la cepa ApvdJ/ApvdL duplicé la cantidad producida por la cepa WT. Por tanto, los

genes NRPS regulan la produccion de este sideréforo en P. aeruginosa.

Ademas, evaluamos la produccion de otro sideréforo, la pioverdina, porque se ha visto que
la bacteria prospera en un ambiente pobre en hierro en los pulmones de los ratones al inicio
de la infeccién y que los sistemas individuales de captacion de hierro tienen diferentes
capacidades para promover la enfermedad letal en ratones, segun la siguiente jerarquia:
pioverdina > pioquelina > captacion de hierro ferroso = captacién de hemo (Minandri et.al.,
2016). Como se puede observar, en la Figura 13B, existe un aumento o similitud en la
produccion de pioverdina en las cepas mutantes (sencillas o dobles) en comparacion con
la cepa WT. Si comparamos los dos graficos, podemos ver que puede haber competencia
en los sistemas de adquisicion de hierro, por lo que en algunos mutantes en la produccion
de pioquelina aumenta la produccién de pioverdina disminuye y al revés, por lo que los
mutantes relacionados con P. aeruginosa NRPS regulan la produccion de sistemas de

adquisicion de hierro.
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Figura 13. Relacion de la produccién de pioquelina y pioverdina de los mutantes en

NRPS de P. aeruginosa.

Se usaron los sobrenadantes libres de células de 48 horas de los mutantes NRPS de P.

aeruginosa. La pioquelina (A) y la pioverdina (B) se cuantificaron por espectrofotometria

segun la ley de Beer-Lambert, con el coeficiente de extincion molar. Las letras min

diferentes representan diferencias estadisticas significativas (prueba ANOVA de una viay

prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05).
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12.5. Determinacion de la viabilidad en C. elegans con los sobrenadantes

mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa.
Caenorhabditis elegans se usa actualmente como un modelo para desarrollar ensayos de
infeccidén para varias especies bacterianas, incluida P. aeruginosa (Powell & Ausubel,
2008). Asimismo, se ha descrito que P. aeruginosa PAO1 paraliza y mata rapidamente al
nematodo C. elegans. Esta muerte, denominada muerte paralitica, estd mediada por un
factor difusible que esta bajo el control de los reguladores de deteccion de quérum LasR y
RhIR (Darby et al., 1999). Por lo tanto, los sobrenadantes sin células de los mutantes de
NRPS se usaron y monitorearon durante 48 horas (Figura 5A). El grafico muestra que WT
PAO1 es mas virulento que el doble mutante, sin embargo, de todos los mutantes, ninguno
es mas virulento que WT. Asimismo, en los dobles mutantes, especialmente de los genes
pvd, la virulencia disminuye. Entonces, estos genes participan en la regulacion de la

virulencia en C. elegans.

Ademas, el sistema inmunitario innato humano comparte muchas caracteristicas con el de
C. elegans, a pesar de las vias de respuesta inmunitaria relativamente simples de este
ultimo. Se ha demostrado que los lipopolisacaridos juegan un papel importante en la
estimulacion del sistema inmunologico, ejerciendo un efecto toxico, entre otras funciones,
ademas de ser un componente importante de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas; el cual, estd compuesto por una parte lipidica y cadenas caracteristicas de
oligosacaridos y polisacaridos (Matsuura, 2013). Por ello, se extrajeron y cuantificaron los
lipopolisacaridos de las diferentes cepas (Figura 5B), obteniendo los siguientes resultados:
PAO1 WT obtuvo el doble de produccién en comparacion con el doble mutante Alasl/Arhll,
mientras que los otros mutantes obtuvieron una cantidad similar que las dos cepas, mas no
asi para los dobles mutantes ApchF/ApvdJ y ApchF/ApvdL que tienen menor cantidad de
LPS en su membrana, por lo que podrian estar evadiendo la respuesta inmune en el

nematodo, ya que no mostraron toxicidad en este modelo.
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el sedimento de las cepas cultivadas a las 48h a
dos superficiales pertenecientes al LPS (B). Las

Strains

A). Se utilizaron un total de 20 nematodos por pozo y

(
se incubaron a 20°C durante 48 hrs. Los resultados presentados son el promedio de cuatro
Las letras minusculas diferentes representan diferencias estadisticas

Figura 14. Efecto de NRPS sobre la viabilidad de C. elegans y la proporcién de LPS
ginosa.

Los sobrenadantes sin células de los mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa
barras representan tres experimentos independientes que se realizaron en las mismas

significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05).

de 48 h se colocaron en C. elegans
experimentos independientes. Asimismo
37°C se utilizé para cuantificar los sacari

de P. aeru
condiciones.
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12.6. Relacion en mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa con el

quorum sensing.
Recientemente, se ha descubierto el efecto de mutantes simples sobre el NRPS putativo
donde se podria demostrar que estos genes afectan la respuesta QS-AHL (Gonzalez et al.,
2017). Para determinar si estas mutaciones en NRPS afectan la regulacién de QS en la
bacteria, afectando principalmente la sintesis de AHL (Figura 15), el sobrenadante de 48 h
de cada cepa se coloco con la cepa biosensora que emite luz al detectar AHL durante 4
horas, obteniendo que para la cepa control gscr que regula la sintesis de AHL se observa
que produce menos cantidad que PAO1, no asi para la cepa doble mutante que produce
menos del 20% que produce la cepa PAO1. Ademas, se observa que cada uno de los genes
produce una menor cantidad de luminiscencia que la cepa mutante PAO1, no asi en el caso
de las cepas en ApvdL ApchF, APA4078 simples. Determinando que existe una modulacion

de estos genes implicados en la produccién de NRPS con respecto a la sefalizacién QS.

30000000+

- -

20000000+

Luminescense (U.R.)

Strains

Figura 15. Generacion de bioluminiscencia en el biosensor dependiente de AHL por
mutantes NRPS de P. aeruginosa.

Sobrenadantes libres de células de los mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa
de 48 h. Se utilizé la cepa reportera de E. coli JM109, transformada en el plasmido
pSB1075, que produce bioluminiscencia en respuesta a 3-oxo-C12-HSL. Las barras
representan tres experimentos independientes que se realizaron en las mismas
condiciones. Letras minusculas diferentes representan diferencias estadisticas

significativas (prueba ANOVA unidireccional y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05; n=5).
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12.7. Produccion de CDP en mutantes relacionados con NRPS de P.

aeruginosa.
La regulacién del QS esta implicada en la produccion de varios factores de virulencia, y
también se ha visto que ciertas moléculas pueden regular la sefalizacién del QS, que se
han identificado como Ciclodipéptidos (CDPs). Ademas, se ha visto que los NRPS estan
asociados a la biosintesis de estas moléculas de CDP (Gonzalez et al., 2017). Por lo tanto,
era de nuestro interés evaluar sila mutacién de dos NRPS esta involucrada en la produccién
de estos CDP. Se cuantificoé la produccion de Ciclo (L-Pro-L-Phe) (Figura 16A), Ciclo (L-
Pro-L-Val) (Figura 16B) y Ciclo (L-Pro-L-Tyr) (Figura 16C). Se observé que para la
cuantificacion de Ciclo (L-Pro-L-Phe) (Figura 16A) no se observaron diferencias con
respecto a la cepa WT, sin embargo, las cepas AambB, ApvdJy APA4078 disminuyeron la
produccion de esta CDP. También se determiné que para Ciclo (L-Pro-L-Val) (Figura 16B),
de igual manera no se obtuvieron diferencias con respecto a WT, aunque la deformacion
en AambB esta disminuida en la produccién de esta CDP. De la misma manera, se analizd
el Ciclo (L-Pro-L-Tyr) (Figura 16C), donde se observd que ApchF aumenta hasta el doble
que la cepa silvestre, mientras que ApchE/ApvdJ y APA4078 las cepas disminuyeron la
produccién de esta CDP, asi como las cepas AambB, AambB/Apvdd, AambE/Apvdd,
ApchE/ApvdL, Apvdl/ApchF, Apvdl/Apvdd, APA3327, APA3327 /ApchF, APA3327/ApvdL,
APA4078/ApchF y APA4078/ApvddJ. Sorprendentemente, en las tres CDPs se ve afectada
al disminuir la produccion de estas en AambB, por lo que la biosintesis de estos compuestos

podria estar relacionada.

Se continu6 evaluando si estos NRPS estan involucrados en la regulacion del sistema I1QS
en el QS. Por lo que, evaluamos la produccién del autoinductor IQS en HPLC (Figura 17),
y se observo que APA4078/ApvdL disminuye la produccion de esta molécula. Mientras que
AambB/Apvdd, AambE, ApchE, ApchE/ApchF, ApchF, ApchF/ApvdL disminuyeron la
produccion. También se observa que el grupo de ApchF’s disminuye a la mitad la
produccion de esta molécula, con lo que el gen pchF puede estar participando en la
regulacion del sistema IQS en el QS. Ademas, se observa que estos NRPS participan en la

regulacion del sistema 1QS.
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Figura 16. Produccion de ciclodipéptidos en cultivos de mutantes NRPS de P.

aeruginosa.
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Los picos de las areas correspondientes a cada CDP se obtuvieron por HPLC producido

por las diferentes cepas a las 48h, luego se continué con una curva para cuantificarlos y
expresarlos en ug/mL. Los resultados de Ciclo-L-Pro-L-Phe (A), Ciclo-L-Pro-L-Val (B) y
Ciclo-L-Pro-L-Tyr (C) fueron analizados y la confirmacién de las estructuras fue
posteriormente realizado por GC-MS. Se realizé la prueba ANOVA de una via, con prueba

post-hoc de Tukey; n = 3. Los valores para SE (p < 0.05) se muestran en minusculas.

(LI

T T
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A PR Ry

-\b 4& ‘ab .qb 48"
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Figura 17. Efecto de la participacion de NRPS en la regulacion de QS en P.
aeruginosa.

Se volvié a utilizar el extracto de la mezcla de CDPs y se continué cuantificando por HPLC
la produccion del autoinductor IQS perteneciente a la sefial integrada de deteccion de
quorum (IQS). Las barras representan cuatro experimentos independientes que se
realizaron en las mismas condiciones. Las letras minusculas diferentes representan
diferencias estadisticas significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de
Tukey; p < 0,05).
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12.8. Correlacion de factores de virulencia respecto a la producciéon de CDPs

por mutantes en NRPS de P. aeruginosa.
Debido a la gran cantidad de datos obtenidos respecto a la produccion de factores de
virulencia, asi como a la produccion de CDPs, se realizé un analisis de componentes
principales (PCA), el cual, permite describir un conjunto de datos correlacionando tanto las
mutantes, como los diferentes factores de virulencia. Como se observa en la Figura 18, el
circulo rojo muestra las cepas que producen menor cantidad de factores de virulencia
diferente a la WT y que producen menor cantidad de Quinolona, asi como de CDPs; sin
embargo, producen la misma cantidad de Ciclo- L-Pro-L-Tyr, que si comparamos con la
produccion de biopeliculas que también esta contenida en el circulo y que se ha visto, que
el aumento de la produccién de biopeliculas aumenta la capacidad infectiva de la bacteria
en el hospedero (Brindhadevi, 2020), por lo que podriamos sugerir que el ciclodipéptido
Ciclo- L- Pro-L- Tyr podria estar relacionado con el aumento de toxicidad de P. aeruginosa.
Mientras que, las mutantes englobadas en circulo negro, son las que tienen mayor
diferencia vs la cepa WT y la doble mutante en /asl/rhll, aunque los factores de virulencia
no estuvieron fluctuando con diferencias significativas. Por otro lado, las mutantes
contenidas en el circulo azul estan involucradas con la produccion de ramnolipidos y
pioverdina, ademas que producen menor cantidad de estos factores de virulencia
relacionando con la doble mutante avirulenta, Alasl/Arhll. Por lo anterior, existe una gran
variabilidad en la produccién de factores de virulencia relacionados con la produccion de
ciclodipéptdos, sin embargo, es de relevancia que el ciclo L-Pro-LTyr podria estar
involucrado en el aumento de la produccion de biopeliculas, que esta relacionada con el

inicio de la infeccién al hospedero en P. aeruginosa.
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Figura 18. Correlacion de la produccién de factores de virulencia vs la produccién de

CDPs por mutantes en NRPS de P. aeruginosa

Los datos se analizaron mediante técnicas exploratorias multivariables con analisis de

correspondencia PCA 2-D de frecuencias sin agrupar variables utilizando el sistema de
software STATISTICA 8.0 Stat Soft. C?
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12.9. Efecto de las NRPS de P. aeruginosa en la virulencia en Mus musculus.

Para determinar si las mutantes en NRPS generan mayor patogenicidad en ratones hembra
Balb/c sanos, se inocularon 1x108 UFC de cada una de las distintas cepas, via intranasal.
Estos ensayos fueron realizados de acuerdo con los procedimientos de la NOM-062-ZOO-

1999, tanto para el manejo como el cuidado de los ratones.

Unicamente, se inocularon las cepas de P. aeruginosa WT PAO1, Alasl/Arhll, AambB, y
AambB/ApvdlL, estas ultimas dos cepas fueron elegidas porque se observé con los
resultados obtenidos que AambB, generd mayor produccion de factores de virulencia y
quinolona, sin embargo, disminuyé la produccién de ciclodipéptidos. Mientras que, la doble
mutante AambB/ApvdL, en el estudio de correlacion fue la que se aisl6 de los 3 circulos,
debido a que tiene mayor diferencia respecto a la produccion de factores de virulencia, asi
como de ciclodipéptidos, y relacionando con los datos obtenidos, fue la que produce mayor
toxicidad en C. elegans, ademas de que produce mayor cantidad de biopeliculas, que son

importantes para que P. aeruginosa genere patogenicidad.

Por lo anterior, se prosiguio a evaluar a los ratones por 15 dias post-infeccion. Se tomo la
temperatura corporal de los ratones (Figura 19A), ya que es un indicador importante del
establecimiento de la infeccién, el cual, fue tomado usando un termémetro infrarrojo en el
abdomen. Numerosos estudios han mostrado que las temperaturas altas que produce el
cuerpo, mejoran la respuesta inmune, aumenta la movilidad y actividad de los leucocitos,
estimula la produccién de interferones, produce la activacién de los linfocitos-T, por lo que,
la respuesta inmune se activa al aumentar la temperatura corporal. Como se puede apreciar
en la Figura 19A, la temperatura de los ratones se mantuvo entre los 35-36°C, indicando
que no hubo respuesta inmune por parte de los ratones, debido a que la temperatura

corporal normal de los ratones Balb/c es de 35-37°C.

A la par, se monitoreo el peso de los ratones post-infeccion (Figura 19B), como podemos
observar, el peso se mantuvo por el transcurso de la infeccidon. Asimismo, se evalué la
supervivencia de los ratones (Figura 19C) observando que, el 100% de los ratones
inoculados con la doble mutante Alasl/Arhll hasta el dia 28, al dia 18 s6lo sobrevivid el 70%
de los ratones inoculados con la PAO1, mientras que a los 23 dias post-infecciéon
unicamente sobrevivieron el 70% de los ratones infectados con la doble mutante
AambB/ApvdL, y al dia 25 se observo una disminucion de la supervivencia de los ratones
inoculados con la cepa AambB, de un 30%. Estos datos indican, que se necesita inocular

cantidades muy altas, para que la infeccion con estas cepas inicie.
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Consecuentemente, para determinar que realmente las UFC infectaron a los pulmones, se

sacrificaron los ratones para determinar la carga bacteriana de los pulmones infectados. Se
removieron asépticamente y se homogenizaron de forma individual mediante
homogenizador, en 1 mL de PBS estéril. Se tomo 20 uL de este homogéneo y se realizaron
diluciones decimales seriadas de las que se sembraron 20 uL en placas Petri con medio
LB. Como se puede observar en la figura 19D, la carga bacteriana es similar en cada uno
de los pulmones, por lo que la infeccién llegé a los pulmones, sin embargo, no fue suficiente

para que se diseminara a los érganos, a los 30 dias post-infeccion.
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Figura 19. Efecto de la participacion de NRPS de P. aeruginosa en la supervivencia
en ratones.

(A, B, D) Las barras representan cuatro experimentos independientes que se realizaron en
las mismas condiciones. Las letras minusculas diferentes representan diferencias
estadisticas significativas (prueba ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey; p < 0,05).
Se inocularon por via intranasal 1x108 UFC de las cepas las cepas de P. aeruginosa WT
PAQO1, Alasl/Arhll, AambB, y AambB/ApvdL en cada ratéon Balb/c de 10-12 semanas de
edad. N=6 para cada grupo, se repitid el experimento 3 veces de forma independiente.
Prueba estadistica Kaplan-Meier. SE. p<0.005.
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