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Resumen

Resumen

Acinetobacter baumannii es un patégeno bacteriano oportunista que es
responsable de muchas de las infecciones intrahospitalarias causadas por bacterias
Gram-negativas. Esta clasificado por la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas como uno de los seis microorganismos mas importantes resistentes a
multiples antimicrobianos (MDR) en hospitales de todo el mundo.

La reduccién del impacto socioecondmico de las infecciones debidas a A.
baumannii requiere de un conocimiento detallado de la fisiopatologia del organismo.
Entre los mecanismos de virulencia propuestos, el sistema de secrecién tipo 6
(SST6) es una maquina que atraviesa las células y que trasloca proteinas efectoras
toxicas a células eucariotas y procariotas. Es por ello que se postula que podria
contribuir a la patogénesis causada por dicha bacteria.

Con el objeto de comprobar esta hipétesis, en este trabajo de tesina hicimos
uso de un modelo de infeccion validado recientemente y hasta ahora nunca
explorado en nuestro laboratorio: el nematodo Caenorhabditis elegans. Mediante el
andlisis de cepas bacterianas con caracteristicas variadas en relacion al SST6 y a
través de diferentes bioensayos, logramos ahondar en el conocimiento en la
interaccién hospedador-patdogeno. Pudimos asi determinar que mientras algunas
cepas no son capaces de provocar infeccién, otras causan la muerte en el término
de 24 h. Entre las primeras, se encuentra la cepa A. baumannii NCIMB8209.
Mediante la secuenciacion de su genoma y el analisis posterior detectamos que ésta
no codifica el SST6. Por otra parte, entre las cepas letales para el gusano se
encuentran principalmente aquellas que codifican y expresan este sistema, que en el
caso de la cepa A. baumannii ATCC 17978 resulta critico para causar la muerte del
nematodo. De esta forma, determinamos que el SST6 juega un papel importante en
la virulencia de A. baumannii de una manera cepa dependiente. Proponemos que las
diferencias observadas en esta interaccién podrian deberse al conjunto de toxinas

codificadas en cada genoma.
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Introduccion

1.1 Acinetobacter baumannii: un patégeno oportunista

Los cocobacilos Gram-negativos clasificados como Acinetobacter baumannii
(A. baumannii) son patdgenos bacterianos oportunistas muy importantes debido a
que son responsables del 2 al 10% de todas las infecciones intrahospitalarias
causadas por bacterias Gram-negativas. Actualmente se reconoce que A. baumannii
causa una amplia gama de infecciones nosocomiales graves, que incluyen
infecciones cutaneas y de tejidos blandos, infecciones del tracto urinario y meningitis
(Antunes y col., 2014).

Si bien los reservorios de A. baumannii son aun desconocidos, el mismo
presenta pocos requerimientos nutricionales y elevada capacidad de sobrevivir por
largos periodos en condiciones de sequedad, falta de nutrientes, tratamientos
antimicrobianos y/o antisépticos de uso hospitalarios. Esto conduce a que todas las
superficies, animadas e inanimadas, del medio ambiente hospitalario (personal
hospitalario, pacientes, sistemas de ventilacion, instrumental quirtrgico, dispositivos
de intubacibn como sondas y catéteres, etc.) se conviertan en reservorios

potenciales (Joly-Guillou, 2005).

1.1.1 CEPAS MULTIRRESISTENTES DE A. BAUMANNII
A. baumannii esta clasificada por la Sociedad Americana de Enfermedades

Infecciosas como uno de los seis microorganismos mas importantes resistentes a
multiples compuestos antimicrobianos (MDR) en hospitales de todo el mundo
(Antunes y col., 2014). La dificultad en el tratamiento de infecciones causadas por
Acinetobacter es principalmente atribuido a su alta tolerancia intrinseca a la mayoria
de los antibioticos, producto de una excepcionalmente baja permeabilidad a los
mismos, bombas de eflujo expresadas constitutivamente, ademas de los genes de
resistencia albergados en islas genémicas y plasmidos adquiridos por transferencia
horizontal de genes (THG) (Elhosseiny y col., 2018).

Las tasas de resistencia a meropenem, imipenem, ceftazidima, piperacilina-
tazobactam, ciprofloxacina y gentamicina en América Latina parecen estar entre las
mas altas del mundo. Por ejemplo, sélo el 71% de los aislamientos fueron
susceptibles a meropenem o imipenem en un estudio en el periodo entre 2002-2004.

En otro estudio que incluyé cepas provenientes de Argentina, Brasil, Chile y

10



Introduccion

Colombia aisladas entre 1997 y 2001, las tasas de resistencia fueron las mas altas
en Argentina y ningun pais estuvo libre de aislamientos resistentes a mdultiples
farmacos. (Peleg y col., 2008). En un informe mas reciente, aproximadamente el
37% de los aislamientos del complejo A. baumannii-calcoaceticus ensayados fueron
resistentes al imipenem y al meropenem. Las polimixinas han permanecido efectivas
contra Acinetobacter, pero debido a las dosis terapéuticas de estos antibiéticos que
son nefrotéxicos y neurotoxicos, siguen siendo un tratamiento de Ultimo recurso. Un
enfoque alternativo es el de reutilizar drogas ya existentes en el mercado, tales
como el medicamento contra el cancer mitomicina C, que estid actualmente bajo
estudio. Otro enfoque es emplear nuevas combinaciones de medicamentos, como
daptomicina-colistina-teicoplanina, meropenem-polimixina B intensificada, o el uso
de nuevos analogos de los antibiéticos convencionales, como las tetraciclinas. Sin
embargo, a pesar de las pruebas continuadas para maximizar el uso de los
antibiéticos y medicamentos disponibles, sus toxicidades no se eliminan. Ademas, la
eficacia de tales combinaciones no han sido completamente validadas (Elhosseiny y
col., 2018).

Cabe ademas destacar que, la reduccién del impacto socioecondmico de las
infecciones debidas a A. baumannii requiere de un conocimiento detallado de la
fisiologia de esta bacteria incluyendo los mecanismos involucrados en la virulencia,
la interaccidon con el hospedador, la resistencia a antibidticos, y la persistencia en el
ambiente, lo que se conoce en su conjunto como la fisiopatologia del organismo
(Kimy col., 2011).

1.1.2 FACTORES DE VIRULENCIA DE A. BAUMANNII
Los factores que contribuyen a la creciente patogenicidad de A. baumannii

son aun poco conocidos, si bien se propone una combinacion de mecanismos que
incluyen una alta plasticidad gendmica y una elevada resistencia a desafios
ambientales. La primera esta directamente relacionada con la gran cantidad de
mecanismos de THG con los que cuentan las cepas de A. baumannii, entre los que
podemos mencionar conjugacion, transformacion y transduccion (McConnell y col.,
2013). En particular, un fenébmeno importante en especies de Acinetobacter es la
adquisicién de genes por transformacion durante la competicion bacteriana (Cooper
y col.,, 2017). La muerte dependiente de contacto, provoca la lisis celular que

conlleva a la liberacion del ADN que queda disponible para su captacion no soélo por

11



Introduccion

la bacteria atacante sino también por células cercanas, que pueden no tener la
capacidad de eliminar otras bacterias. Esto resalta el papel que pueden desempefar
las interacciones polimicrobianas para facilitar la THG (Cooper y col., 2017) y la
diseminacion de mecanismos de resistencia a antimicrobianos (McConnell y col.,
2013).

Dentro de los factores que determinan la persistencia ambiental de A.
baumannii se encuentran involucradas las proteinas de membrana externa (PME).
Las PME cumplen funciones vitales para la fisiopatologia de distintos patégenos
Gram-negativos incluyendo: favorecer el ingreso de nutrientes y otros compuestos
hidrofilicos mediante la formacion de canales acuosos; participar como componentes
de bombas de eflujo responsables de la expulsion de compuestos téxicos incluyendo
numerosos antimicrobianos (Coyne y col., 2011); funcionar como adhesinas en la
union a superficies bioticas y abidticas asi como en la secrecion de macromoléculas
involucradas en la motilidad y formacion de biofilms, entre otras (Peleg y col., 2008;
Eijkelkamp y col., 2011; Towner, 2009; Gordon y col., 2009).

Por otro lado, las estructuras moleculares presentes en la superficie celular, y
aquellas que se extienden mas all4 de la superficie, son también de importancia
central en la patogénesis de A. baumannii (Figura 1.1) y, por lo tanto, representan
objetivos importantes para nuevos antimicrobianos y vacunas (Weber y col., 2016).
Es importante ademas remarcar que los distintos factores responsables de la
virulencia de A. baumannii pueden variar considerablemente en distintos grupos
clonales o aun en aislamientos dentro de los mismos, indicando la importancia del
estudio de cepas locales causantes de infecciones para su control y eventual
erradicacion (Stietz y col., 2013).

El lipopolisacarido (LPS), el componente principal de la lamina externa de la
membrana externa (ME) de muchas bacterias Gram-negativas, es una molécula
inmunoestimuladora que desempefia un papel importante en la resistencia
bacteriana al estrés. En base a datos recientes, se ha descripto que las especies del
género Acinetobacter producen lipooligosacaridos (LOS) pero no LPS. De todas
maneras, este componente contribuye de manera importante a la supervivencia y
virulencia de Acinetobacter. También se ha demostrado que hay glicoproteinas que
juegan un papel en la virulencia, ya que mutantes deficientes en la glicosilacion
muestran efectos sobre varios fenotipos asociados a la virulencia (Weber y col.,
2016).

12
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Ademés, como muchos otros patdgenos, las distintas especies de
Acinetobacter producen una capsula extracelular que proporciona una capa de
proteccion contra amenazas externas, como la muerte bacteriana mediada por
complemento. También producen el polisacarido poli-1-6-N-acetilglucosamina
asociado a la superficie (PNAG), que es importante para la virulencia y la formacion
de biofilms (Weber y col., 2016). Otras estructuras relacionadas a la superficie
celular, las constituyen las fimbrias, que son apéndices dinamicos de la superficie
bacteriana conocidos por mediar la motilidad, la THG y la formacion de biofilms. Se
ha demostrado que Acinetobacter produce pili de tipo IV (Tfp) (Harding y col., 2013).

También se destacan los procesos de secrecion de proteinas, los cuales son
diversos en composicion, funcion y a menudo son importantes para mediar la
virulencia. Dentro de éstos, pueden mencionarse los sistemas de secrecion (SS) tipo

Il'y VI, y las vesiculas de membrana externa (OMVs) (Weber y col., 2016).

) I
Pil
TilpuOSIV PNAG

Autotransportador
ATA
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00
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LipA .
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GspD ** 1\ VipA/B LOS

Chaperonas SST2

Figura 1.1: Representacion esquematica de estructuras de membrana en
Acinetobacter spp. Estas son utilizadas para la adhesion, formaciéon de biofims y
patogénesis, entre otras funciones. SS: Sistemas de secrecion;, OMV: Vesiculas de
membrana externa; LOS: Lipooligosacéridos; PNAG: Poli-1-6-N-acetilglucosamina. Imagen
adaptada de Weber y col., 2016.

13



Introduccion

1.1.3 SISTEMAS DE SECRECION BACTERIANOS
Las bacterias Gram-negativas usan estructuras complejas unidas a la

membrana, denominadas sistemas de secrecion, para la secrecion especializada de
proteinas biolégicamente activas. Estos sistemas pueden abarcar tanto la membrana
interna como la membrana externa (IM y OM, respectivamente), tal son los casos de
los sistemas de secrecion tipo | (SST1), SST2, SST3, SST4 y SST6, o0 abarcar solo
la OM, como se determiné para el SST5 (Figura 1.2). Segun el SS, la proteina
secretada puede ser expulsada al espacio extracelular, permanecer unida a la célula
o ser inyectada en la célula blanco. Debido a su importancia en la secrecién de
factores de virulencia microbiana, supervivencia, fithess y competencia, los SS y sus
sustratos representan objetivos terapéuticos excelentes. Por estas razones,
recientemente se ha prestado mas atencién a las funciones de estos sistemas en la

patogenicidad de Acinetobacter (Elhosseiny y col., 2018).

o ———————

Baseplate »
(TssEFGK) | GspE
Sheath 7 b P Ve Vb Al
(TssBC)
S8T6 SST2 SSTS SST1

Figura 1.2: Representacion esquemética de los sistemas de secrecion mejor
estudiados en Acinetobacter spp. Arquitectura general y componentes. Los sistemas
SST1, SST2 y SST6 atraviesan las dos membranas. SST5 atraviesa solo la ME y es
dependiente del sistema Sec. SS: Sistema de secrecion. ME: Membrana externa, PG:
Peptidoglicano, MI: Membrana interna. Adaptado de Elhosseiny y col., 2018.
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Entre ellas, el SST6 es una maquina que atraviesa las células y que trasloca
proteinas efectoras téxicas a células eucariotas y procariotas y tiene un papel central

en la patogénesis y la competencia bacteriana (Costa y col., 2015).

1.2 Sistema de Secrecion tipo 6 (SST6)

Los sistemas de secrecion de bacterias Gram-negativas son diversos en
términos de los componentes estructurales usados para ensamblar el sistema de
secrecion y las proteinas exportadas por cada aparato. Entre los diferentes sistemas
secretores empleados por bacterias Gram negativas, el SST6 se ha convertido en un
mecanismo generalizado para la exportacion de proteinas de una manera
dependiente de contacto. Los SST6 se encuentran en el genoma de
aproximadamente el 25% de las diferentes especies bacterianas (Benz y col., 2014).

El SST6 de A. baumannii y de especies relacionadas esta compuesto por un
cluster de 18 genes conservados denominados genes tss, por “Type six secretion”
(TssA-M) asi como de genes asociados al SST6 denominados genes tag por “T6SS-
associated genes” que son componentes accesorios que a menudo contribuyen a la
regulacion, pueden tener roles estructurales, o actuar como chaperones, (Figura 1.3)
(Boyer y col., 2009; Weber y col., 2016).

9 T

“ & N NP
¢ g & & doF § Fée ¢

C-] o 3 N ; C“_Ilb DD

ACX60_11705 ACX60_11600

Figura 1.3: Representacion del cluster central SST6 y genes asociados de A.
baumannii ATCC 17978. Las flechas negras indican los genes tss (tssA-M) y tag, las
flechas gris los genes con funcién desconocida. Adaptacion de Weber y col., 2016.

Ademas del cluster de genes centrales SST6, se pueden encontrar varias
copias vgrG "huérfanas" dispersas en cada genoma bacteriano (Figura 1.4). Las
regiones que flanquean estos genes se conocen como islas VgrG (Maayer y col.,
2011) y representan hot spots para la integracion de genes que codifican proteinas

efectoras (Unterweger y col., 2014).
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A. baumannii ATCC 17978
) vgrG1 tle
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IS ACX60_15360
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~pf§m15604,l -DUF1851
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Gad-like domain
1
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Figura 1.4: Esquematizacién de las islas vgrG presentes en A. baumannii ATCC 17978.
Islas vgrG distribuidas dentro del genoma. Genes vgrG (azul). Genes de proteinas efectoras
(rojo). Genes de inmunidad (verde). Adaptado de Weber y col., 2016.

1.2.1 ESTRUCTURA DEL SST6
Desde el punto de vista estructural, la maquinaria SST6 consta de dos piezas

principales: un complejo de membrana (CM) que comprende proteinas de
membrana interna que son homodlogas a componentes del SST4 (como las proteinas
estructurales TssM y TssL) y un complejo de cola (CC) que contiene componentes
que estan relacionados evolutivamente con colas contractiles de bacteriéfagos T4
(incluyendo las proteinas secretadas Hcp y VgrG) (Zoued y col., 2014; Chang y col.,
2017).

El CC se puede subdividir en la placa de base y el complejo de la vaina
contractil (Chang y col., 2017). El primero esta constituido por Tssk, TssF, TssG y
TssK (Brunet y col., 2015) y TssA promueve el inicio del proceso de polimerizacion
de la vaina (Planamente y col., 2016; Zoued y col., 2014). La placa de base se ha
propuesto que interconecta el CM con la vaina contractil. La vaina esta compuesta
por TssB y TssC. Ademas, hay una proteina citoplasmatica de reciclaje de la vaina
(ClpVITssH) y una aguja inyectable (Hcp/TssD) que esta tapada por una proteina
gue forma un capuchén (VgrG/Tssl), (Figura 1.5) (Fitzsimons y col., 2018).
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Figura 1.5: Vision general del T6SS. (A) Criotomografia electrénica de células de Vibrio
cholerae que producen el SST6. La flecha apunta a la larga estructura tubular citoplasmica
correspondiente a la vaina SST6. En el panel B se muestra una amplificacién de la parte
superior de la tomografia, que enfatiza la presencia de distintos complejos (verde, vaina
contractil; purpura, placa base; amarillo, complejo de membrana). (C) Representacion
esquematica del SST6 basado en criotomografias de electrones y en datos genéticos,
bioquimicos, microscopicos y estructurales. Ml: membrana interna; PG: Peptidoglicano, ME:
membrana externa. La barra de escala es de 50 nm. Adaptado de Zoued y col., 2014.

Hcp forma hexameros que se ensamblan como estructuras tubulares y se
asemejan al tubo de cola bacteriéfago T4. In vivo, los hexameros de Hcp se
acumulan en el citoplasma y el sobrenadante de cultivo. La secrecién de Hcp se
considera un marcador molecular de un SST6 funcional y se ha utilizado
ampliamente para evaluar su actividad (Zoued y col., 2014).

Las proteinas VgrG (“Valine-Glycine-Repeat protein  G-like”) son
estructuralmente similares al dispositivo de puncién del bacteri6fago T4 que esta
compuesto por los productos génicos gp5 y gp27. Estas dos proteinas se asocian en
un complejo enorme en el que la forma distintiva de aguja es proporcionada por el
dominio C-terminal de gp5. En SST6s bacterianos las proteinas equivalentes se
fusionan en VgrG, en la que los péptidos gp27 y gp5 estan representados por los
dominios N-terminal y C-terminal, respectivamente. Algunas proteinas VgrG,
designadas como VgrGs evolucionadas, muestran adicionalmente una serie de
dominios C-terminales que actian como efectores aportando asi mas diversidad a
las funciones de SST6 en las interacciones célula-célula (Zoued y col., 2014).
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1.2.2 EFECTORES DEL SST6
Los sistemas de secrecion liberan proteinas efectoras en el medio extracelular

0 en células eucariotas o procariotas, y desempefian un papel crucial en la
adaptacion de las bacterias a sus entornos. En particular, el SST6 funciona como
una "jeringa molecular" que inyecta toxinas en la célula blanco. (Figura 1.6). Algunos
efectores se traslocan a las células blanco en forma de fusion con proteinas de la
“‘jeringa” tales como VgrG, Hcp o PAAR (efectores “especializados”), mientras que
otros se entregan como carga no unida covalentemente (efectores de "carga”)

(Fitzsimons y col., 2018).
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Figura 1.6: Mecanismo de accion del SST6. Se muestran las diferentes etapas del
ensamblaje y el modo de accién del SST6. La biogénesis del complejo macromolecular (a,
b, ¢) se puede dividir en dos pasos: al ensamblaje del complejo de membrana y la placa
base en el sitio de la secrecidon (a) seguido del alargamiento de la estructura tubular
citoplasmica construida por hexameros Hcp (rectangulos negros) apilados unos sobre otros
acoplados a la polimerizacion de la vaina TssBC (rectangulos azules) (b, c). Una vez en
contacto con una célula blanco, la vaina se contrae, por lo tanto, impulsa el tubo interno
hacia la célula blanco para suministrar proteinas efectoras (d). Una hélice a de TssC que
sobresale de la vaina contraida recluta la ATPasa ClpV (e) que desmonta y recicla las
proteinas de la vaina TssBC (f). Adaptado de Zoued y col., 2014.

La funcion mejor caracterizada de los SST6s es el suministro de toxinas
antibacterianas, tales como las muramidasas o glucosido hidrolasas que atacan la
pared celular bacteriana, nucleasas que se dirigen a los acidos nucleicos, y lipasas
que degradan las estructuras de la membrana, promoviendo asi la competicion
bacteriana (Yang y col., 2018). Sin importar cual sea su blanco, todos los efectores

antibacterianos identificados actualmente se expresan conjuntamente con una
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proteina de inmunidad asociada, cuya funcién es prevenir la intoxicacién en la propia
célula o el fratricidio (Fitzsimons y col., 2018).

El género Acinetobacter ha sido estudiado en la competicién bacteriana y se
ha observado que mediante el SST6 distintas cepas como A. baumannii ATCC
17978 y DSM30011, y A. baylyi ADP1, pueden matar una amplia variedad de
bacterias, entre ellas a E. coli, como asi también a diferentes cepas del mismo
género Acinetobacter y a otros patdégenos nosocomiales (Repizo y col., 2015; Weber
y col., 2016; Ringel y col., 2017).

Algunos efectores bacterianos relacionados al SST6 del género Acinetobacter
han sido identificados bioinformaticamente y en algunos casos caracterizados
experimentalmente (Weber y col.,, 2016; Ringel y col., 2017). Entre ellos se
encuentran efectores asociados a las islas vgrGs (a excepcion de Tpel que se halla
codificado dentro de una isla PAAR) los cuales se detallan en la Tabla I.I con su
respectiva actividad enzimatica y el tipo de organismo que afecta.

Tabla I.I. Efectores caracterizados en Acinetobacter spp. vinculados a islas vgrG.

Acinetobacter baumannii ATCC 17978

Efector Actividad Organismo Target Referencia
Tle Lipasa
Tde DNAsa E. coli Weber y col., 2016
Tse Desconocida
Tae Amidasa (PG)
Acinetobacter baylyi ADP1
Efector Actividad Organismo Target Referencia
Tpel Metalopeptidasa Desconocido
Tlel Fosfolipasa Ringel y col., 2017
Tsely?2 Desconocida E. coli
Tael Amidasa (PG)

1.2.3 ROL DEL SST6 EN LA PATOGENESIS
El SST6 proporciona una ventaja de colonizacion en el medio ambiente o

durante la infecciébn para muchos patégenos. En este contexto, el SST6 se ha

asociado con la induccion de citotoxicidad celular en Aeromonas hydrophila y
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Campylobacter jejuni, en células epiteliales y glébulos rojos, respectivamente
(Suarez y col., 2010). En Vibrio cholerae, el SST6 no sélo es necesario para escapar
a la depredacion de las amebas, sino que también esta implicado en la induccion de
la citotoxicidad en células fagociticas (Ma y col.,, 2010). En Pseudomonas
aeruginosa, que alberga tres SST6 diferentes (H1 a H3), los sistemas H2 y H3 se
encargan de inyectar proteinas efectoras que potencian la invasion de células
epiteliales humanas mediante la modulacion de una via dependiente de la
fosfatidilinositol 3 quinasa (Sana y col., 2013). El SST6-5 de Burkholderia
thailandensis (que alberga hasta seis diferentes SST6), también necesario para la
virulencia, se ha demostrado que facilita la diseminacién bacteriana intercelular por
inducir la formacion de células gigantes mononucleadas (Schwarz y col., 2014). En
Acinetobacter baumannii DSM30011, se ha probado que el SST6 actiia como factor
de virulencia usando como modelo de infeccién larvas de Galleria mellonella (Repizo
y col., 2015).

La mayoria de los estudios que desarrollan ensayos de virulencia para A.
baumannii y patdgenos humanos similares han utilizado modelos de infeccién en
mamiferos, especialmente en roedores. Sin embargo, como el uso de vertebrados
requiere instalaciones complejas y personal especializado para mantener y manejar
grandes cantidades de animales, los modelos de invertebrados han ganado
popularidad (Vallejo y col., 2015). Un ejemplo de esto, lo constituye el nematodo
Caenorhabditis elegans, el cual se ha convertido en un modelo de infeccién util y
facilmente manipulable para el estudio de bacterias patégenas para el hombre, dado
gue a nivel molecular las infecciones en el nematodo demuestran significativo

paralelismo a las infecciones bacterianas en vertebrados (Sifri y col., 2005).

1.3 Caenorhabditis elegans como modelo de estudio

1.3.1 GENERALIDADES Y ANATOMIA
Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre que se encuentra en

forma natural alrededor del mundo. Una larva recién nacida tiene 0,25 milimetros de
longitud, mientras que un adulto alcanza una longitud de 1 milimetro (Corsi y col.,
2015). Este gusano se propuso por primera vez cCOMO un organismo genético
modelo por Sydney Brenner en 1974. Sus caracteristicas mas sobresalientes son: su

cultivo econdémico, su facil manipulacién y la gran cantidad de herramientas
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genéticas y moleculares disponibles para ser usadas. Es un animal anatbmicamente
simple y su cuerpo es transparente, lo que facilita su visualizacion en la lupa
permitiendo observar marcadores fluorescentes in vivo (Corsi y col., 2015). Ademas,
el genoma de este animal ha sido completamente secuenciado, observandose que
posee un 60% de genes homdlogos con el genoma humano (Hulme y col., 2011) y
aproximadamente el 40 % de los genes asociados a enfermedades en humanos
presentan homologos en C. elegans (Teschendorf y col., 2009). Dado que a nivel
molecular las infecciones en el nematodo demuestran similitudes significativas con
las infecciones bacterianas en vertebrados, se lo utiliza para estudiar determinantes
genéticos de la virulencia bacteriana y de la respuesta inmune del hospedador (Sifri
y col., 2005). Sumado a esto, se lo ha presentado como una poderosa plataforma

para el testeo de nuevas drogas (Artal-Sanz y col., 2006).
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Figura 1.7: Anatomia de C. elegans adulto. A) Microscopia de un nematodo adulto. Se
puede apreciar la transparencia del animal y las estructuras que lo componen. Adaptado de
http://web.science.uu.nl/developmentalbiology/boxem/elegans_intro.html. B) Representacion
de un nematodo hermafrodita en la que se indican los 6rganos principales. Se observa la
faringe (verde), el intestino (violeta) y el sistema reproductor (en celeste y azul oscuro).El
sistema reproductor esta formado por la génada distal y la gbnada proximal, la espermoteca
y el utero donde comienza el desarrollo de los huevos. C) Representacion de un nematodo
macho en la que se indican los érganos principales. Se observa la faringe (verde), el
intestino (violeta) y el sistema reproductor (en celeste y azul oscuro). Adaptado de
WormAtlas (www.wormatlas.com).

En el laboratorio, es facil de cultivar ya que se puede crecer sobre un césped

de bacterias (en general la cepa Escherichia coli OP50) en un medio de cultivo de
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tipo microbiolégico con agar. El mantenimiento de las poblaciones de C. elegans es
extremadamente simple y soOlo requiere transferirlos mediante el recorte de un
pequefio trozo de agar de la placa de origen a la de destino.

Los adultos poseen alrededor de 1.000 células somaticas, pero aun asi
presentan variedad de tejidos, como muscular, nervioso e intestinal (Corsi, 2006)
(Figura 1.7).

C. elegans presenta dimorfismo sexual, pudiendo ser machos o
hermafroditas, con 1.031 y 959 células somaticas respectivamente. LoOsS
hermafroditas son esencialmente hembras que producen y almacenan
espermatozoides en una determinada etapa del desarrollo, antes de comenzar a
producir ovocitos. Los machos aparecen en la poblacion muy infrecuentemente [(0,1-
0,2) %], como resultado de la no disyuncion del cromosoma sexual X. Son
morfolégicamente distinguibles de los hermafroditas ya que son mas pequefios y
finos y poseen una cola con forma de abanico (Figura 1.7). Estas diferencias
anatomicas entre ambos sexos se hacen notorias a partir del cuarto estadio larval
(L4). Gracias a este dimorfismo sexual, los hermafroditas son Gtiles para mantener
mutaciones homocigotas sin la necesidad de un cruzamiento, mientras que los
machos pueden utilizarse para trasladar mutaciones entre cepas. Si un hermafrodita
se auto-fertiliza, puede generar una progenie de unos 300 individuos (dada la
cantidad limitada de espermatozoides que almacena), mientras que, si se aparea

con un macho, el numero asciende a ~1.000 individuos (Corsi, 2006).

1.3.2 CiCLO DE VIDA
El ciclo de vida de C. elegans consiste de: una etapa embrionaria, cuatro

estadios larvales (L1-L4) y la adultez (Figura 1.8). El ciclo de vida completo de C.
elegans transcurre a lo largo de aproximadamente 3 dias en condiciones 6ptimas.
Su extension es dependiente de la temperatura. Asi, un embrion puede alcanzar la
adultez en 3 dias a 25°C, pero demora 5 dias a 15°C. El embribn comienza su
desarrollo dentro del hermafrodita, sin importar si el esperma que fertiliza al ovocito
provenga de la espermoteca del hermafrodita o del apareamiento con un macho.
Una vez que el embridn alcanzé aproximadamente las 28-30 células, es depositado
en el ambiente exterior. La embriogénesis se completa luego fuera del hermafrodita
durante un periodo de 13 horas a 22°C. Al eclosionar este estadio larval (L1) su

desarrollo se arresta si no encuentra disponibilidad de comida. En presencia de
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alimento, la larva procede a través de cuatro estadios que son delimitados por los
cambios de cuticula necesarios para soportar el aumento en el volumen corporal, y
en el transcurso de los mismos se desarrollan los caracteres sexuales especificos
(Corsi, 2006). El nematodo se reproduce cada dos o tres dias poniendo entre 200 y
300 huevos y tiene un promedio de vida de entre dos y tres semanas (Fielenbach y
col.,, 2008). Una ruta alternativa del desarrollo post-embrionario es tomada en el
estadio L1 tardio (Figura 1.8) cuando el gusano se encuentra en condiciones
ambientales desfavorables, como, por ejemplo, carencia de comida, altas
temperaturas o superpoblacién. En estos casos, el nematodo ingresa en un estadio
gue se caracteriza por tener un metabolismo alterado y es denominado larva “dauer”
(del aleman “duracion”). Esta larva se caracteriza principalmente porque presenta
una cuticula mas resistente que las larvas del desarrollo regular del nematodo (Hu,
2007). Gracias a esta caracteristica, la larva dauer es capaz de vivir entre 3y 4
meses, a diferencia de cuando se encuentra en ciclo reproductivo (2 a 3 semanas).
En las larvas dauers, la alimentacion se interrumpe definitivamente y la locomocién
se torna mas lenta. Estas larvas son altamente resistentes a todo tipo de estrés y
cuando las condiciones ambientales mejoran, pueden reingresar al ciclo normal del
desarrollo, directamente en el estadio L4. No importa cuanto tiempo haya estado el
gusano como dauer, al retomar el desarrollo normal, el promedio de vida no se ve
afectado respecto de un gusano que nunca cursé por ese estadio (Fielenbach &
Antebi, 2008).
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Figura 1.8: Ciclo de vida de un hermafrodita a 22°C. El nematodo consta de una etapa
embrionaria, cuatro estadios larvales y la adultez. Una via alternativa en condiciones estrés
da origen al estadio resistente “dauer”’. Adaptado de WormAtlas (www.wormatlas.com).

1.3.3 ESTUDIO DE PATOGENESIS BACTERIANA EN C ELEGANS.
Numerosos estudios se han realizado en los ultimos afios usando como

modelo de infeccion al nematodo C. elegans. Se han definido distintos mecanismos
de patogénesis siendo estos: infeccion con colonizacién intestinal (la mayoria de los
patbgenos humanos), infecciones persistente (S. entérica, E. faecalis, S.
marcescens), invasion (patdégenos naturales de C. elegans), formacion de biofilms
(Yersinia pestis) y muerte mediada por toxinas (P. aeruginosa) (Sifri y col., 2005).

Ali y sus colaboradores (Ali y col.,, 2016), realizaron infecciones con
Pseudomonas syringae y pudieron ver que las cepas en estudio cambiaban su
condicion de no patdgena a patégenas segun las caracteristicas del medio de
cultivo, ademas de comprobar la colonizacion del intestino del nematodo por parte
del patogeno.

Vallejo y su grupo (2015), realizaron diferentes bioensayos (killing, fertilidad)
con distintas cepas de A. baumannii (ATCC 17978 y 19606, encapsulados clinicos, y
sus mutantes) para lograr diferenciar distintos grados de patogenicidad entre las

cepas de interés, valiéndose de cambios en la temperatura, utilizacion de medios
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con diferente osmolaridad y distintas cepas mutantes del modelo de infeccion C.
elegans. Esto les permiti6 desarrollar un modelo in vivo sensible, confiable,
reproducible y relativamente asequible para comparar cepas de distintos origenes.

Espinal y colaboradores (2019) utilizaron una variedad de cepas de A.
baumannii resistentes y sus respectivas cepas sensibles a distintos agentes
antimicrobianos con la finalidad de evaluar la existencia de una posible relacion
entre la presencia de mecanismo de resistencia y la potencial virulencia de cada
cepa.

Por lo tanto, C. elegans puede ser un modelo util para el estudio de la
contribucion del SST6 a la interaccion del patégeno nosocomial A. baumannii con el

hospedador.
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Objetivos

2.1 Objetivos generales

Este proyecto tiene como objetivo estudiar la interaccion patdégeno-hospedador de
Acinetobacter baumannii usando como modelo al nematodo Caenorhabditis elegans,

centrandose en la contribucién del Sistema de Secrecion Tipo 6.

2.2 Objetivos especificos

1- Poner a punto el modelo de infeccion que utiliza a Caenorhabditis elegans como

hospedador.

2- Comparar la capacidad patogénica de distintas cepas de Acinetobacter baumannii
sobre C. elegans.

3- Determinar si existen factores secretados al medio que sean causantes de

patogenicidad.
4- Establecer si el SST6 esta involucrado en la patogenicidad hacia el nematodo.

5- Estudiar los cambios morfolégicos que provoca la colonizacién de Caenorhabditis

elegans por parte de Acinetobacter baumannii.
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Materiales vy
meétodos:
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3.1 Cepas bacterianas utilizadas

Materiales y métodos

Tabla lll.I. Cepas de pruebay sus caracteristicas principales
Cepas Descripcién Referencias
A. baumannii Cepa ambiental multisensible. (Allen y col., 1944)
DSM30011 SST6"
A. baumannii Mutante en el gen tssM. SST6" | (Repizo y col., 2015)

DSM30011 tssM

Resistente a Apramicina

A. baumannii Cepa clinica modelo. (Piechaud y col., 1951)
ATCC 17978 SST6"
A. baumannii Mutante en el gen tssM. Repizo y col., 2015

ATCC 17978 tssM’

SST6

A. baumannii Cepa ambiental multisensible. (Allen y col., 1944)
NCIMB8209 SST6 desconocido
A. baumannii Cepa clinica multirresistente. (Jacobs y col., 2014)
5075 SST6"
A. baylyi Cepa ambiental (Vallenet y col., 2004)
ADP1 SST6"
E. coli Cepa control nematodo. (Brenner, 1974)
OP50 Resistente a Estreptomicina

La tabla Ill.I resume brevemente las cepas utilizadas en el presente trabajo de
tesina. Las mismas fueron seleccionadas en base a diferencias en su origen
(ambiental y clinico) y en la presencia y/o actividad del SST6, pudiendo de esta
forma, disponer de una combinacion de estos factores que permitan el analisis y la
realizacion de los objetivos planteados. Cabe destacar que la cepas ambientales A.
baumannii DSM30011 (también denominada NCIMB 8208, Repizo y col., 2017) y
NCIMB8209 fueron aisladas de la misma fuente (Allen y col., 1944).
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3.2 Medios y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas fueron cultivadas durante toda la noche (over night,
ON) a 37°C en medio L-Broth liquido con agitacidon constante o bien en medio LB
sélido, suplementado con antibiotico estreptomicina (Str) cuando correspondiera en
concentracion final de 100 pg/mL.

Los gusanos fueron crecidos en medio NGM (Nematode Growth Media) solido

a 20°C. Como fuente de alimento se utilizaron las cepas bacterianas mencionadas

en la tabla lll.I. Escherichia coli OP50 es utilizada como cepa control de infecciéon no-
patogénica.
En la tabla Ill.1l, se describen la composicién de los medios utilizados.

Tabla lll.Il Medios de cultivo y soluciones utilizadas

L-Broth:
Triptona 10 g/L
NacCl 59/L
Extracto de Levadura 0.5¢g/L
NGM
NacCl 3g/L
Agar 17 g/L
Triptona 2.5¢/L
CaCl, 1 mM
Colesterol 1 mM
MgSO4 1mM
Buffer Pi pH=6 25 mM
Buffer M9
KH,PO4 30 g/L
NaHPO, 60 g/L
NaCl 50 g/L
Solucién basal
NaCl 5,80 g/L
Buffer Pi pH=6 50 mM
Colesterol 5 mg/L
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Solucion de congelado
NacCl 5,8 g/L
Buffer Pi pH=6 50 mM
Glicerol 3% (v/v)
MgSO. 1M

Solucidén blanqueadora
Lavandina (Conc.) 20% (v/v)
NaOH 0.5M

3.3 Mantenimiento de C. elegans

Los gusanos fueron colocados en placas de Petri de 60 mm con medio NGM
sélido (Vallejo y col., 2015) y con 50 pL de cultivo liquido de E. coli OP50
(concentrado 10X del ON), previamente secado en flujo laminar. A medida que las
bacterias iban siendo consumidas por los nematodos, los gusanos fueron removidos
mediante el corte de una porcién del medio solido de 1 cm? de superficie (chunk) y
transferidos a placas nuevas de NGM sélido con alimento fresco. Todo el proceso se
llevé a cabo en esterilidad.

Todas las observaciones del nematodo se realizaron en lupa estereoscopica
RW 122 con aumento fijo de 40X.

3.4 Conservacion de las cepas bacterianas y los nematodos

A partir de un cultivo ON, las cepas bacterianas de interés fueron congeladas
en glicerol al 20% (v/v) y almacenadas a -80°C.

Para la conservacion y almacenamiento de los nematodos, éstos fueron
congelados a -80°C en tubos Eppendorf estériles en solucién de congelado a partir
de placas con alimento agotado donde predominan las larvas en estadios L1 y L2
(estadios mas resistentes al congelado y posterior descongelado, porcentaje de
supervivencia aproximado 40%; Stiernagle, 2006). Para ello, las placas sin alimento
fueron lavadas con solucion basal para recuperar los gusanos, posteriormente se
centrifugd 30 segundos a 2.000 rpm, se removio el sobrenadante hasta mitad de su

volumen. Se agreg6 un volumen de solucién de congelado, se fraccion6 para su
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almacenamiento en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Se colocaron 1 hora en freezer a -
20 °C y luego fueron llevados a -80°C para su almacenamiento final. Uno de los
tubos (tubo de prueba) fue descongelado 24 h posterior a su congelamiento para

evaluar la viabilidad de los gusanos.

3.5 Aislamiento de huevos y sincronizacién de C. elegans

Para obtener de forma aislada los huevos de una determinada poblacion de
gusanos, se utilizo la técnica denominada bleaching. Para ello se lavd una placa de
NGM conteniendo una poblacién mixta de gusanos con 10-15 mL de buffer M9, y se
recolect6 el material en un tubo Falcon estéril de 15 mL. Se centrifugd 3 min a 3.000
rpm y luego se descartd el sobrenadante. Se agreg6 entre 1 y 2,5 mL de solucion
blanqueadora al pellet (10 veces el volumen del mismo) y se incub6 de 4 a 10 min
(hasta dejar de observar gusanos suspendidos mirando el tubo a contra luz) con
constante agitacion para favorecer la lisis de los gusanos. La reaccion se detuvo con
el agregado, hasta llenar tubo, de buffer M9. Se volvié a centrifugar por 3 min a
3.000 rpm, se descartd el sobrenadante y se lavd nuevamente con buffer M9. Estos
pasos se repitieron hasta que se logro la eliminacion de la solucidon blanqueadora
(ausencia de olor a lavandina). Los huevos aislados finalmente se resuspendieron
en 1 mL de buffer M9 (Stiernagle, 2006). Para obtener una poblacién sincronizada
de gusanos, se induce la eclosion de los huevos obtenidos por bleaching en 1 mL de
buffer M9 ON a 20°C y con agitacion constante sin alimento. De esta manera, las

larvas quedan arrestadas en estadio L1.

3.6 Ensayos de patogenicidad de A. baumannii utilizando a C.

elegans como modelo de infeccion

3.6.1 ENSAYO DE SUPERVIVENCIA.
Se realizdé un ensayo de supervivencia de los nematodos, para comparar la

capacidad infectiva de diferentes cepas de A. baumannii. La cepa E. coli OP50 fue
utilizada como control. A este fin, se prepararon placas de NGM solido sobre las
cuales se depositaron 50 pL de cultivo liquido ON de cada una de las cepas en
estudio (spot bacteriano) ajustadas a un titulo de 10’ UFC. Las mismas fueron luego

secadas en flujo laminar. Todos los ensayos se hicieron por duplicado. Sobre cada
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spot se inocularon 20 nematodos en estadio L4, los cuales se obtuvieron a partir de
nematodos arrestados en estadio L1 que fueron alimentados en placas de NGM
sélido con E. coli OP50 durante 30-36 h a 20°C. Durante el ensayo las placas se
mantuvieron a 20°C y para evitar la mezcla con la progenie, los nematodos adultos
fueron removidos a placas nuevas con el mismo alimento fresco cada 48-72 h segun
fue requerido. EI nimero de nematodos vivos fue monitoreado diariamente. Se
consider6 al nematodo muerto cuando este no respondio al contacto con el alambre

de platino (pick) utilizado para realizar las transferencias entre placas.

3.6.2 ENSAYO DE SECRECION
Este ensayo se realizO para determinar si las cepas en estudio secretan

efectores toxicos al medio con la capacidad de matar a los nematodos (ver Figura
3.1). Las cepas bacterianas de prueba (y la control) fueron crecidas de forma
separada sobre discos de Acetato de Celulosa con poros de 0,22 um depositados
sobre placas de NGM sodlido. Para ello, se inocularon 50 pL de cultivo ON ajustado a
un titulo de 10" UFC vy las placas se incubaron durante 24 h a 37°C (1).Trascurridas
las 24 h, se removio la membrana con la cepa de prueba (2). En el sitio donde se
encontraba el disco, se colocaron 50 puL de un cultivo ON de E. coli OP50, que
posteriormente fue debidamente secado en flujo laminar (3). Luego, sobre el spot de
la cepa control, se colocaron nematodos sincronizados en estadio L4 (4) y se
procedié luego al conteo de los nematodos vivos a intervalos de tiempo regulares

por un periodo de 48 h.
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Figura 3.1: Representacion esquematica del ensayo de secrecion. Las cepas de prueba
fueron retiradas después de 24 h de crecimiento sobre el filtro y los nematos alimentados
con cepa control sobre la zona con metabolitos secretados. Adaptado de Ali y col., 2016.

3.6.3 ENSAYO DE SECRECION MODIFICADO
Con la finalidad de que los nematodos solo puedan desplazarse sobre la zona

donde se encuentra su alimento y donde, de existir, estarian las secreciones de las
cepas de prueba en mayor concentracion, se procedid a realizar un ensayo de
secrecion sobre una porcion de medio de cultivo solido NGM equivalente al tamafio
de la membrana utilizada, en lugar de utilizar una placa entera cubierta de NGM.
Sobre esta porcion, se realizaron los pasos de la Figura 3.1. Esta modificacion
planteada, tiene la finalidad de maximizar la exposicion de los nematodos a los
potenciales efectores toxicos y evitar la disminucién de la concentracion por difusiéon

de los mismos en el medio.

3.7 Observacion bajo el microscopio

3.7.1 PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
Se colocaron 500 uL de agarosa caliente al 2 %(P/V) suplementada con azida

de sodio 30 mM en el centro de un portaobjeto y a continuacion se presioné
perpendicularmente con otro portaobjeto de manera de generar una lamina de
agarosa de 0,5 mm de espesor aproximadamente (pad). La azida sédica permite la

observaciéon de los nematodos ya que los mata sin alterar estructuras internas. Una
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vez solidificada la agarosa se transfirieron los gusanos correspondientes con ayuda
del pick (Porta-de-la-Riva y col., 2012).

3.7.2 MICROSCOPIA OPTICA
Aprovechando la naturaleza transparente del modelo de estudio, las

estructuras del mismo pueden ser distinguidas bajo el microscopio usando
microscopia de contraste interferencial diferencial (DIC) o también conocido como
microscopia Nomarski. Para caracterizar el fenotipo de los nematodos luego de la
infeccion con las distintas cepas se utilizd esta técnica. Las micrografias de los
nematodos C. elegans fueron obtenidas utilizando una camara Nikon Digital Sight

DS-fil montada sobre un microscopio directo Olympus BH2.

3.8 Analisis de secrecidn de la proteina Hcp mediante SDS-PAGE

Se inocularon las cepas de A. baumannii en 20 mL de NGM liquido y se
crecieron ON a 37°C en agitacion constante. Los cultivos fueron ajustados a una
DOgoo=1 con medio liguido NGM. Mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10
min se obtuvieron los correspondientes sobrenadantes (SN).

Para concentrar las proteinas del SN 100 veces, se utilizaron tubos de ultra
centrifugacion (Amicon®, Millipore) de 10 kDa de corte en centrifuga refrigerada a
4°Cy a 7.500 rpm hasta lograr un volumen final de 200 pL.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se llevaron a cabo utilizando la celda Mini-PROTEAN Il de Bio-Rad y el
sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli,1970). Las concentraciones finales de
acrilamida fueron de 18% (P/V) para el gel de separacion y 6% (P/V) para el de
concentracion. Las muestras fueron diluidas 1:5 en buffer de siembra (60 mM Tris-
HCI pH 6,8, 25% (V/V) glicerol, 2% (P/V) SDS, 5% (V/V) 2-mercaptoetanol y 0,1%
(P/V) azul de bromofenol) y se calentaron a 95°C durante 5 minutos. Las
electroforesis se llevaron a cabo a voltaje constante, los primeros minutos a 80V y
luego a 100 V. Las proteinas en los geles fueron analizadas por tincion con azul de

Coomassie.
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3.9 Extraccién de ADN genémico de A. baumannii NCIMB8209,
secuenciacion y andlisis de la presencia de genes codificantes para

el SST6

Se aislo el ADN de A. baumannii NCIMB8209 utilizando un kit comercial
(Wizard Genomic DNA kit de purificacién, Promega), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La secuencia genémica fue obtenida utilizando una estrategia hibrida a
partir de los datos obtenidos utilizando tanto la tecnologia PacBio Sequel
(MrDNALab, Shallowater, Texas, USA) como la de Illumina MiSeq (lecturas de un
solo extremo, instalaciones genomicas de la Universidad de Chicago). El
cromosoma de A. baumannii NCIMB8209 finalmente ensamblado fue anotado
usando las herramientas bioinformaticas disponibles en NCBI y depositado en DDBJ
/ ENA / GenBank bajo el numero de acceso CP026863. Se realiz6 un analisis
gendmico en busca de genes SST6 y elementos relacionados por comparacion de
los genomas de las cepas de A. baumannii NCIMB8209 y DSM30011 utilizando el

software Mauve version 2.4.0.

3.10 Ensayos estadisticos

Las curvas de supervivencia se analizaron utilizando el software GraphPad
Prism version 5. El analisis estadistico de supervivencia de C. elegans se realizd
mediante la prueba de log-rank de Mantel-Cox y la prueba de Gehan-Breslow-
Wilcoxon. Probabilidades asociadas (P) <0,05 fueron consideradas significativas e
informadas de la siguiente manera: “****” para P<0,0001, “***” para 0.0001 <P
<0.001, “**” para 0.001 <P <0.01 y “*” para 0.01 <P <0.05.
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4.1 Evaluacion de la patogenicidad de distintas cepas de

Acinetobacter usando a C. elegans como modelo de infeccidn.

C. elegans se ha convertido en un modelo de infeccién util y facilmente
manipulable para el estudio de bacterias patégenas para el hombre (Sifri y col.,
2005). Para poder evaluar la potencial virulencia de distintas cepas bacterianas de
A. baumannii y especies relacionadas (tabla Ill.I) de diversos origenes (ambientales
y clinicas), se realiz6 un ensayo de supervivencia donde los nematodos fueron
alimentados con las cepas en estudio (Figura 4.1) y se evalué el comportamiento de
los mismos a lo largo del tiempo. Para un analisis complementario con el ensayo, en
la tabla 1V.l se detallan caracteristicas de las cepas que resultan relevantes para los
objetivos planteados en la Seccién 2. La presencia de SST6 en los genomas de las
cepas en estudio y la evidencia de la secrecion de la proteina Hcp fue obtenida de
trabajos previos (Repizo y col., 2015; Weber y col., 2016; Ringel y col., 2017).

Tabla IV.Il. Evidencia de SST6 y su actividad en las cepas de prueba

Cepas Origen Presenciade | Secrecién
genes SST6 de Hcp

ATCC 17978 CLINICO Sl S
AB5075 CLINICO Sl NO
DSM30011 AMBIENTAL Sl Sl
ADP1 AMBIENTAL Sl S
NCIMB8209 AMBIENTAL no no

determinado | determinado
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Figura 4.1: Ensayo de supervivencia. Infeccién del nematodo con distintas cepas
de Acinetobacter spp. Titulo inicial de bacteria: 10" UFC totales. ns: no significativo

Este grafico nos permite realizar una primera evaluacion del grado de
patogenicidad de cada cepa sobre el modelo utilizado. En una primera instancia,
cabe destacar la diferencia notable en la infecciobn con las cepas A. baumannii
DSM30011 y ATCC 17978 con respecto a las restantes, las cuales ademas
presentan un comportamiento similar al de la cepa control E. coli OP50. Las cepas
antes mencionadas, provocan la muerte total de la poblacién del nematodo en 24 h
dando una idea del grado de patogenicidad que presentan sobre este modelo de
infeccion. En segundo lugar y teniendo en cuenta la informacion complementaria de
la tabla 1V.I, se puede resaltar que una cepa que causa este fenotipo es de origen
ambiental (DSM30011) y la otra, de origen clinico (ATCC 17978). Ambas cepas
codifican y expresan el SST6 y lo utilizan en la competicién bacteriana (Repizo y
col., 2015; Weber y col., 2016), pudiendo en este caso, estar también involucrado en
la muerte del nematodo.

La cepa clinica A. baumannii 5075, y las cepas ambientales A. baumannii
NCIMB8209 y A. baylyi ADP1 no alteraron la supervivencia de C. elegans, por lo que
no presentan mecanismos de virulencia que provoquen la muerte del hospedador.
De estas tres, la primera ha sido ensayada en otro modelo de infeccion tal como
Galleria mellonella, donde se vio que presentaba un alto grado de virulencia (Jacobs

y col.,, 2014), resultado totalmente opuesto a lo obtenido en el estudio aqui
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presentado. Estudios realizados por nuestro grupo han evidenciado que a pesar de
la presencia de los genes codificantes para el SST6 en el genoma, la bacteria no
secreta la proteina Hcp en las condiciones ensayadas. La falta de este sistema
funcional en la infeccién del modelo aqui utilizado como asi también, la posible
ausencia de toxinas nocivas especificas, podria ser la razén por la cual los
resultados obtenidos difieren del estudio de Jacobs y colaboradores.

Por otra parte, la cepa ADP1 ha sido estudiada en la competicion bacteriana
siendo capaz de eliminar a otras bacterias mediante el SST6 (Ringel y col., 2017).
En nuestros ensayos de infeccidn no detectamos efecto alguno, por lo que esta cepa
podria ser incapaz de expresar el SST6 u otros factores de virulencia en las
condiciones ensayadas, o no codificaria toxinas SST6-dependientes especificas
para el modelo de infeccion aqui utilizado. Por altimo, la cepa NCIMB8209, que fuera
co-aislada con la DSM30011, no presenta ningun grado de virulencia para el
nematodo, se ha observado que no puede eliminar a E. coli (resultado presentado
en JAM 2018) y hasta el momento no se ha caracterizado ningin mecanismo
involucrado en la competicion bacteriana. Esto nos ha llevado a realizar un andlisis
de su genoma y la busqueda de factores de virulencia, tal como el SST6 (Seccion
4.2).

También es importante mencionar algunas diferencias entre nuestros ensayos
y estudios previos realizados por Vallejo y colaboradores, (Vallejo y col., 2015)
donde se valieron del uso del mismo modelo de infeccién aqui utilizado y ensayaron
la infeccion con distintas cepas de virulencia variable (categorias designadas en
base a pruebas previas realizadas en células en cultivo alveolares humanas y
murinas). Los resultados informados por el grupo de Vallejo exponen que tanto la
cepa A. baumannii 307-0294 (precategorizada como de alta virulencia), como la
cepa de A. baumannii ATCC 17978 (precategorizada como de virulencia intermedia)
y las restantes que forman parte de su ensayo, presentaban curvas de muerte del
nematodo similares entre ellas, las cuales a su vez no se diferencian de la cepa
control de E. coli OP50. En dicho trabajo, el tiempo total requerido para registrar la
muerte de todos los nematodos durante el ensayo de supervivencia fue en promedio
de 15 dias, lo cual difiere notablemente del empleado en el presente trabajo de
tesina, el cual no fue superior a las 50 horas (2 dias) Ademas, utilizaron una
temperatura de incubacion de 25°C durante el ensayo de supervivencia (20°C en

nuestro caso). Es destacable notar que la temperatura de crecimiento 6ptima del
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nematodo es 20°C. Esto lleva a resaltar el hecho de que en nuestros ensayos, el
gusano no experimentaria estrés debido a la temperatura de crecimiento, reforzando
la idea de una interaccién especifica entre C. elegans y las cepas DSM30011 y
ATCC 17978.

4.2 Andlisis genémico de A. baumannii NCIMB8209. Busqueda de

genes codificantes para el SST6.

En base a los resultados obtenidos en la Seccién 4.1, nos propusimos estudiar el
genoma de A. baumannii NCIMB8209 el cual fue secuenciado durante el presente
trabajo de tesina. Mediante el andlisis in silico con el programa Mauve (ver Figura
4.2) procedimos a la busqueda del cluster y los genes asociados al SST6. Teniendo
en cuenta que esta cepa comparte un nicho comun con A. baumannii DSM30011 y

gue esta Ultima codifica el SST6, decidimos utilizarla como cepa de referencia.
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Figura 4.2: Comparacion de los genomas de las cepas DSM30011 (parte inferior) y
NCIMB8209 (parte superior) usando Mauve. Cada bloque se correlaciona con un
fragmento de ADN del cromosoma de color distintivo para mayor claridad. El grado de
conservacion esta indicado por las barras verticales dentro de los bloques. Su posicion
relativa a la linea del genoma denota regiones colineales e invertidas. ICI: Islas de
competicion interbacteriana. ICI 1: Region asociada a vgrG 1; ICI 2: cluster central SST6; ICI
3: Isla gendémica con toxinas tipo Rhs; ICI 4: Region asociada a vgrG 2; ICI 5: Region
asociada a vgrG 3.
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Como se puede observar en la Figura 4.2, el genoma de A. baumannii
NCIMB8209 no posee el cluster SST6 ni codifica loci asociados con dicho sistema
de secreciodn, los cuales suelen ser generalmente diferentes versiones de proteinas
VgrG y toxinas asociadas. Esta evidencia es interesante dado que la ausencia de
SST6 podria ser la causa por la cual esta cepa no afecta a la supervivencia del

nematodo.

4.3 Estudio del rol del SST6 en la virulencia.

Como se ha planteado en los objetivos de este trabajo, se decidié analizar la
influencia del SST6 sobre la capacidad que tiene A. baumannii para eliminar al
nematodo. Se ha mencionado ya en la introduccion que diferentes bacterias utilizan
el SST6 para provocar distintos tipos de respuestas tanto en células bacterianas
como eucariotas. En particular, se ha observado que otras bacterias tales como
Pseudomonas aeruginosa (Sana y col., 2013), son capaces de utilizar este sistema
para inducir la muerte de C. elegans. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en el ensayo de supervivencia (Figura 4.1), decidimos trabajar con las cepas A.
baumannii DSM30011 y ATCC 17978 y sus respectivas mutantes en el gen tssM
(Tabla Ill.I). En este contexto, es importante recordar que la proteina TssM es un
componente de membrana clave del aparato de secrecién tipo VI, necesario para el
ensamblado de la maquinaria de forma funcional. Por ello, una cepa mutante en
dicha proteina es incapaz de utilizar el sistema de secrecion para la liberacion de

sus respectivos efectores (Repizo y col., 2015).

4.3.1 SECRECION DE LA PROTEINA HCP.
Para poder evaluar el rol del SST6, es importante primero evidenciar la

funcionalidad del mismo y para ello resulta util hacer un seguimiento de la secrecion
de la proteina Hcp. Esta proteina es un componente principal de la vaina, por lo cual,
Su presencia en sobrenadantes de cultivos bacterianos es una evidencia de que el
SST6 esta siendo ensamblado (Weber y col., 2016). Para conocer si las cepas
elegidas presentan un SST6 activo, y de esta forma poder asociarlo al efecto sobre
el modelo de infeccion C. elegans, se evalud la presencia de Hcp mediante un
experimento de SDS-PAGE (Figura 4.3). Se analizaron los sobrenadantes de
cultivos bacterianos de las cepas salvajes A. baumannii DSM30011 y ATCC 17978 y
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sus respectivas mutantes en el SST6. Cabe destacarse que los cultivos liquidos se
llevaron a cabo usando medio NGM el cual es el utilizado para el crecimiento del

nematodo.
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Figura 4.3: SDS-PAGE de sobrenadantes de los cultivo ON de las cepas
de prueba. 1) A. baumannii. DSM30011 salvaje. 2) A. baumannii. DSM30011
tssM™. 3) A. baumannii. ATCC 17978 salvaje. 4) A. baumannii. ATCC 17978
tssM™. PM de la proteina Hcp 19 KDa.

Las calles 1 y 3, correspondientes a las cepas salvajes DSM30011 y ATCC
17978 respectivamente, presentaron una banda de aproximadamente 19 kDa,
concordante con el peso molecular (PM) de la proteina Hcp. Esta banda no se
visualiza en las respectivas cepas mutantes (calles 2 y 4). Por lo tanto, concluimos
gue este sistema de secrecibn se encuentra activo para las cepas salvajes
DSM30011 y ATCC 17978, cuando las bacterias son crecidas en el medio NGM.
Ademas corroboramos que, efectivamente, las cepas mutantes para el gen tssM son

incapaces de secretar la proteina Hcp.

4.3.2 RoL DEL SST6 EN LA SUPERVIVENCIA DEL NEMATODO.
Teniendo en cuenta lo antedicho y los resultados observados en el SDS-

PAGE, se realiz6 un ensayo de supervivencia con las cepas DSM30011 (Figura 4.4)
y ATCC 17978 (Fig. 4.5) salvajes y sus respectivas mutantes en el gen tssM para

evaluar el efecto de la mutacion del SST6 en la supervivencia del nematodo.
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Figura 4.4. Ensayo de supervivencia DSM30011. Cepas utilizadas: A.
baumannii DSM30011 y su derivada SST6". Cepa control E. coli OP50.

Titulo inicial de bacteria: 10" UFC totales.
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Figura 4.5: Ensayo de supervivencia ATCC 17978. Cepas utilizadas: A.
baumannii ATCC 17978 y su derivada SST6". Cepa control E. coli OP50.
Titulo inicial de bacteria: 10" UFC totales.
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En la Figura 4.4 se observa que A. baumannii DSM30011 (cepa salvaje) y su
cepa isogénica tssM™ presentan la misma curva de supervivencia de C. elegans,
eliminando a toda la poblacion en periodos de tiempos idénticos e iguales a 24 h.
Por el contrario, en la Figura 4.5 se observa que A. baumannii ATCC 17978, provoca
la muerte de toda la poblacion de C. elegans en menos de 24 h, mientras que A.
baumannii ATCC 17978 tssM™ presenta un porcentaje de supervivencia de C.
elegans similar a la cepa control y por ende, totalmente diferente a la cepa salvaje
en el tiempo que se realizd el ensayo. Por su parte, E. coli OP50 (cepa control) no
presenta un efecto sobre la muerte del nematodo en el tiempo que se realiz6 el
ensayo. Estos resultados indicarian que A. baumannii DSM30011 provoca la muerte
de C. elegans por un mecanismo independiente del SST6 mientras que A.
baumannii ATCC 17978 lo estaria haciendo de un forma dependiente de SST6.

4.4 Efecto del titulo de patdégeno en la infeccion del nematodo.

Se evalud el titulo inicial de bacteria con la cual se alimenta al nematodo para
analizar si este tiene un efecto sobre la supervivencia del mismo. Para ello, se llevo
a cabo un ensayo de supervivencia con las cepas salvajes y mutantes analizadas en
el apartado 4.3 a tres titulos iniciales diferentes. En todos los casos, el control
utilizado fue E. coli OP50, el cual presentd curvas de supervivencia que no se vieron
modificadas por el titulo inicial de bacteria y tiempos de muerte total

correspondientes a los tiempos de vida normales del nematodo.
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En la Figura 4.6 (A), se observa que al colocar un titulo bajo de bacterias de la
cepa DSM30011 con la cual se alimenta al nematodo, la poblacion disminuye de
forma paulatina, aumentando el tiempo de muerte total (tiempo que tarda en llegar la
poblacién a cero). Este resultado se observa tanto para la cepa salvaje como para la
cepa mutante.

En la Figura 4.6 (B), el titulo inicial fue de dos 6rdenes de magnitud mayor al
anterior, se observa que al principio el numero de nematodos desciende
abruptamente en las primeras horas para luego después hacerlo de forma paulatina,
de manera similar a lo ensayado en (A), obteniéndose similares tiempos de muerte
total. Finalmente, en la Figura 4.6 (C), se observa que la poblacion de nematodos
disminuye en su totalidad dentro de las primeras 24 h del comienzo del ensayo para
la cepa salvaje y practicamente la misma situacion se observa para la cepa mutante.

En la Figura 4.7 A y B, en los ensayos donde el alimento fue A. baumannii
ATCC 17978 salvaje, la poblacién del nematodo disminuyé mas de un 80% en la
primeras 48 h. Nuevamente para la cepa salvaje, se observa que al aumentar la
cantidad inicial de bacterias a 10’ UFC (Figura 4.7 C), la muerte total de los
nematodos se alcanza en las primeras 24 h del ensayo. En los tres ensayos (A, B,
C), la cepa ATCC 17978 mutante para el SST6 no presenté diferencias en las curvas
de supervivencia al variar el titulo inicial de bacteria.

Tomando en cuenta lo analizado en estos ensayos y considerando lo
expuesto en la Seccion 4.3 podemos pensar que la cepa DSM30011, al no utilizar un
mecanismo dependiente del SST6 para matar al nematodo, estaria utilizando, para
tal fin, un mecanismo general que es dosis-dependiente. Mientras que la caida
abrupta de las curvas de supervivencia de la cepa ATCC 17978 (desde el titulo mas
bajo inclusive) refuerza la idea de una relacion mas directa y especifica con el
nematodo, concordante con la utilizacion del SST6 para la patogénesis, ya que este,
es un mecanismo dependiente de contacto y por el cual, la inyeccion de una minima

cantidad de toxinas implicaria un efecto deletéreo mas pronunciado.
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4.5 Evaluacion de la presencia de factores difusibles causantes de

la muerte de los nematodos

4.5.1 ENSAYO DE SECRECION
Teniendo en cuenta que el SST6 estaria involucrado en la capacidad de A.

baumannii ATCC 17978 de eliminar a C. elegans, decidimos evaluar la existencia de
compuestos secretados por esta cepa que pudieran mediar el proceso de muerte de
los nematodos. Para ello, se realizo el ensayo de secrecion descripto en la Seccion

3.6.2 de Materiales y Métodos.
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Figura 4.8: Ensayo de secreciéon. Cepas de A. baumannii ATCC 17978 salvaje y mutante
en el gen tssM. Control E. coli OP50. UFC totales: 10’.

En la Figura 4.8 se observa que la supervivencia de los nematodos expuestos
a las secreciones tanto para la cepa salvaje, como para la cepa mutante en el SST6,
no se ve alterada durante el tiempo en el cual se tomaron las mediciones, siendo

ambas curvas similares a la de la cepa control.

4.5.2 ENSAYO DE SECRECION MODIFICADO
Al realizar el ensayo descripto en el apartado anterior nos dimos cuenta de

gue los compuestos secretados por las bacterias pueden difundir en el medio de
cultivo sélido sobre el cual se deposita el nematodo y, de esta forma, disminuir su

concentracion efectiva. Otro inconveniente que se presenta es que los gusanos
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pueden pasar tiempo alejados de la zona de secrecion, al ser capaces de abandonar
el pasto bacteriano y desplazarse por el resto de la placa, minimizando asi el tiempo
qgue pudieran estar en contacto con dichos compuestos. Por tal motivo, se decidio
realizar el ensayo de secrecién modificado, segun se detalla en la seccion 3.6.3 de

Materiales y métodos.
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Figura 4.9: Ensayo de secrecion modificado. Cepas de A. baumannii ATCC 17978
salvaje y mutante tssM. Control E. coli OP50. UFC totales 10’.

En la Figura 4.9 podemos observar que la supervivencia de los nhematodos
depositados sobre el disco de medio sélido y expuestos a las moléculas secretadas
no se vio alterada durante el tiempo en el cual se tomaron las mediciones,
observandose curvas similares para todas las cepas involucradas en el ensayo.

En conclusién, las pruebas realizadas para exponer al nematodo a eventuales
efectores nocivos que secreten las bacterias, no produjeron cambios en las curvas
de supervivencia. Esto se correlaciona con la hipétesis de que la muerte del
nematodo se produce por toxinas que se secretan directamente en la célula blanco,
es decir, de una manera dependiente de contacto, propia del SST6. Estudios
realizados por Weber y sus colaboradores (2016), valiéndose del uso de cepas
mutantes en los genes vgrG y en toxinas asociadas a estos ultimos, han aportado
una estrategia Util para descubrir los efectores toxicos relacionados al SST6, que

son capaces de matar a E. coli (Tde y Tse). De esta forma, han logrado caracterizar
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las moléculas que utiliza A. baumannii para eliminar a su célula blanco. Un enfoque

similar, seria capaz de definir las toxinas que resultan nocivas para C. elegans.

4.6 Visualizacion por microscopia del efecto de la infeccion de C.

elegans

C. elegans se alimenta de bacterias y éstas al ser ingeridas pueden tener un
estrecho contacto con el nematodo, de modo que los procesos infecciosos que
puedan darse para producir la muerte del nematodo podrian ser muy variables (ver
Seccion 1.3.3). Como una primera medida para la elucidacion del proceso por el cual
A. baumannii ATCC 17978 podria estar afectando la supervivencia de C. elegans, se
realizd un analisis del fenotipo de los gusanos por visualizacion por microscopia de
contraste interferencial diferencial (DIC o Nomarski). Los mismos fueron alimentados
con las cepas salvaje y mutante en el SST6 y como control E. coli OP50.

En la Figura 4.10.A, la bacteria utilizada como alimento fue A. baumannii
ATCC 17978 salvaje y se observa que no hay estructuras conservadas del intestino
y la faringe, y la distensién del lumen es maxima en el nematodo. En los paneles B y
C, donde el alimento fue A. baumannii ATCC 17978 tssM™ y E. coli OP50
respectivamente, pueden observarse de forma clara, a diferencia del caso A, las
diferentes estructuras de la faringe (procorpus, metacorpus, itsmo y bulbo terminal) y
una forma regular del intestino y sin distencién del lumen. Se ha reportado que la
variabilidad en la forma y tamafio del intestino y distension de la faringe y el lumen
intestinal son sintomas asociados a la acumulacion de bacterias sin digerir (Garigan
y col., 2002). Esto sugiere que A. baumannii ATCC 17978 coloniza el intestino de C.

elegans.
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Figura 4.10: Microscopia DIC. Imagenes obtenidas del nematodo después de 24 h de incubacion
con la cepa en estudio. A) A. baumannii ATCC17978 salvaje. B) A. baumannii ATCC17978 tssM". C)
E. coli OP50.
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Los modelos in vivo son esenciales para la comprension de enfermedades
infecciosas en el humano. Si bien los modelos de mamiferos como los roedores son
la primera opcién, otros modelos sustitutos son utiles y con mayor aceptacion por
parte de los comités de ética institucionales. Tal es el caso del nematodo C. elegans,
el cual ha comenzado recientemente a emplearse como modelo para desarrollar un
sistema sencillo de interacciones hospedador-patdégeno con el objetivo de identificar
mecanismos de patogénesis bacteriana basicos evolutivamente conservados. En
este contexto, es poco lo que se conocia de la contribucion del sistema de secrecion
tipo 6 de A. baumannii en la interaccion hospedador-patégeno, por lo que el
presente trabajo de tesina intenté ahondar sobre dicha interacciébn a través del
analisis de diferentes cepas con una combinacién de caracteristicas propicias para
tal fin.

En este estudio, hemos analizado la capacidad de cepas de origenes
diversos, como por ejemplo A. baumannii DSM30011 (ambiental) y A. baumannii
ATCC 17978 (clinico), para eliminar por completo una poblacién de larvas de C.
elegans. Debido a que estas cepas bacterianas son poseedoras de los genes
asociados al SST6 en su genoma, y su actividad fue evidenciada en las condiciones
empleadas en este trabajo, nos planteamos que factores secretados por el mismo
fueran probablemente responsables de la muerte de los nematodos. La comparacion
de las infecciones llevadas a cabo con cepas salvajes y mutantes en dicho sistema,
nos permitié6 concluir que la cepa ATCC 17978 mata a C. elegans de una manera
dependiente del SST6 mientras que la cepa DSM30011 lo hace de una manera
independiente.

Adicionalmente, los ensayos de secrecion realizados pudieron confirmar que
el mecanismo de muerte provocado por la cepa ATCC 17978 no se relacionaba a la
presencia de compuestos secretados al medio que posteriormente entraban en
contacto con el nematodo, sino que la necesidad de contacto entre el patdgeno y el
hospedador era un factor clave para la accion del SST6. Otra evidencia que refuerza
esta idea es que el efecto del titulo inicial de bacterias con la cual se alimenta al
nematodo, no tenga una influencia considerable en el caso de la cepa que presenta
un mecanismo dependiente de contacto directo.

Sumado a todo lo expuesto anteriormente, la evidencia obtenida por
microscopia, confirma la existencia de la interaccion directa patégeno-hospedador

atribuible al SST6. Esto se debe a la observacion del fenotipo asociado a la
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acumulacion de bacterias sin digerir dentro del nematodo, produciendo la
colonizacion del mismo.

Por otro lado, dentro del grupo de cepas que no generaron ningun efecto en la
supervivencia del gusano, nos encontramos con cepas como A. baumannii 5075.
Esta cepa no presentaria un SST6 activo en las condiciones utilizadas, y tampoco
contaria con otros mecanismos que le permitan infectar al nematodo. Por otra parte,
la cepa A. baylyi ADP1, posee los genes codificantes para el SST6, el cual ha sido
caracterizado como funcional y responsable de la competicion con otras bacterias.
Sin embargo, no es capaz de producir la muerte en los ensayos aqui practicados.
Esto podria sugerir que el pool de toxinas presente en su genoma no tiene efecto en
el modelo de infeccion utilizado.

Estos resultados sugieren que el SST6 juega un papel importante en la
virulencia de A. baumannii de una manera cepa dependiente, y que es necesaria
una investigacion mas exhaustiva del conjunto de efectores toxicos presentes en
cada cepa.

Por ultimo, y no por menos interesante, hemos visto que la cepa A. baumannii
NCIMB8209 tampoco fue capaz de disminuir la poblacibn de nematodos. En un
principio esto nos resulté llamativo, ya que al provenir del mismo nicho que la cepa
A. baumannii DSM30011, intuitivamente pensabamos que se comportarian de forma
similar frente al modelo de infeccion. Esta evidencia se suma a la obtenida en
ensayos de competicion bacteriana realizados por nuestro grupo de trabajo, los
cuales también arrojaron resultados opuestos para ambas cepas, marcando la
incapacidad de NCIMB8209 para competir contra otras bacterias. La secuenciacion
del genoma de esta cepa en la presente tesina nos permitidé evidenciar que la misma
no codifica el SST6, lo que explicaria en parte los fenotipos observados.

Los resultados obtenidos se correlacionan con reportes que han establecido
gque A. baumannii tiene una gran plasticidad genomica y por ende una gran
capacidad para la adaptacién, lo que lleva a que cepas que comparten el mismo
nicho pueden tener roles distintos. Esta versatilidad contribuye a que dicha especie

sea uno de los patdégenos oportunistas MDR de mayor incidencia a nivel mundial.
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