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ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ARN: Acido ribonucleico.
AMPe: Adenosin menofostato ciclico.
CFA: Coleccidn de aislados de P. geriginesa del paciente con fibrosis quistica argentino,
CFD: Colecowin de aslados de P cervginesa del paciente con Abrosis quistica danés.
CFL: Coleccion de aislados de P oenginoso de diferentes pacienies argemlinos con
fibrosis quistica,
CFTR: Proteina reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica.
CIM: Concentracion inhibitlori minimd.
CLS1: Chaseal and Laboratory Standars Instiiune.
dM: Tasa de sustiluciones ne Sindnimas,
D0 Densidad aptica,
dS: Tasa de sustiuciones sindmimas.
EDTA: Eulendiamida tetracetate de sodio.
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
FQ: Fibrosis quistica.
HABA: Hospital Aleman de Buenos Aires.
HNC: Hospital de Miflos Santisima Trinidad de Cordoba.
Indel: Mutacion de insercién/delecion,
kb Kilobases,
LB: Lura-Bertani.
LPS: Lipopolisscirido.
MRES: Sistema de reparacion de bases apareadas incomectamenie,
MST: Arbal de distancias minimas,
ON;: Incubacion durante toda una noche.
pb: Pares de bases.
PCR: Reaccion en cadena de |a polimerasa.
PFGE: Electroforesis en geles de campo pulsado.
PMN: Leucocito polimorfonuclear.

0QS: Sistema de quarum sensing,






RAPD: Amplificacion al azar de polimorfismos en el ADN,
RMS&; Especies reactivas del mitrdgeno.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.

rpm: Revoluciones por mmuto.

SCV: Variante de colonia pequefia.

SMRE: Subpoblaciin de mutanies resisientes.

SNP: Polimorfismo de nucledtido anico.

SSH: Secuencia repetida simple del ADN.



RESLUSEM

RESUMEN

La mutagénesis es uno de los mecanismos eenciales mvolucrados en la generaciin
de variabilidad genética v en la adquisicidn de fenotipos adaplativos én bacterias, por ko
gue el control v ajuste de la tase de mutacion resultan fundamentales para la optimizacion
de procesos adaptativos, Panicularmente, los microorganismos que presenian una tasa de
mutacitn espontdnea incrementada como consccuencia de la deficiencia en sistemas de
reparacion o prevencitn de errores del ADN se denominan hipermutadores. Curiosamente,
las infecciones respiratorias cronicas producidas por el patdgeno oportunista P, aeruginosa
en pacientes con fibrosis guistica (FOQ) constituyen un excelente modelo natural en el que
las células hipermutadoras prevalecen & una ala frecuencia, significativamente mayvor a las
enconiradas en otro tipo de infecciones o en el ambiente. En las infecciones pulmonares
cromicas FU), la hipermutabilidad resulta fundamentalmente de la emergencia de mutantes
deficientes en ¢f Sistema de Reparacion de Bases Aparcadas Incorrectamente (MRS).

La mavoria de los pacientes FO son infectados cronicamente por una unica cepa de
P aernginosa que persiste a lo largo de la vida del paciente a través de un proceso de
diversificacidn que implica la emergencia, seleccion vy fijaciin de maltiples variantes
fenotipicas adaptadas. originadas a pantir del clon ancestral. Los mecanismos involucrados
en csie procese de diversificacion fenotipica estin basados en la mutacion de genes
especificos que conllevan a cambios relacionados principalmente con la formacion de
hiafilms, virulencia, metabolismo vy resistencia a antibidticos, v finalmente a la adaptacion y
persistencia.

Dentro de este marco, los primcipales objetivos del presente trabajo fueron analizar
la asociacion entre la hipermutabilidad estable ¥ la emergencia de fenotipos adaptativos de
F. acruginosa en ¢l contexto de un proceso infeccioso in wvo. El trabajo se centrd en el
estudio de la evolucidn gendmica a largo plazo v la diversidad genética a nivel poblacional
de linajes particulares de P. aeruginasa hipermutadores aislados de pacientes FQ durante el
transcurso de la infeccién crdnica,

Durante la realizacién de este trabajo de tesis se obtuvieron resultados gue
confirman la fuerte seleccin v prevalencia del fenotipo hipermutador debido a la
deficiencia en el MRS en aislados FQ de P. aemiginosa. lgualmente, se logrd determinar

| BIBLIOTFCA NE CIFNCIAR Niilminag |



RESUMEM

que la hipermutabilidad estable en este contexio v vive no estd aspciada a la emergencia de
mutaciones adaptativaz en los  genes mued, fax® vy omexZ, suginendo gque la
hipermutabilidad tendrin un efecto general sobre los genes durante el proceso de adaptacion
de P. aeruginosa al ambiente FQ. sm estar relacionado con algin fenotipo adaptative en
particular. En este sentido, se determind que kb evolucidn a largo plazo de cepas
hipermutadoras de £ geruginosa en infecciones pulmonares cronicas estd signada por una
seleccion negativa wio por derive pénica. destacindose asimismo una significativa
diversidad genética a nivel poblacional basada ¢n una marcada acumulaciin de mutaciones,
Mo obstante esta diversificacion, adicionalmente se observaron evidencias de evolucidn
paralela en cierios genes asociados con la patoadaptacion, como asi también una
convergencia fenotfpica en cuanto a kb disminucion de funciones relacionadas con el
catabolsmo. Por otra parte. se estableckd que la deficiencia cn el MES produce una
marcada mmestabilidad de secpencias repetidas simples del ADN (55Ks) en P aeruginasa
particularmente de G:C, aumentando significativamente su propension a sufrir deleciones
pequefias v sesgando la mutagénesis hacia vins génicas particulares a lo large de su
eviobucion en infecciones cronicas FO. Finalmente, el trabajo describe un fendmeno de
disminucidn de la freceencia de mutacwon en una subpoblacin de cepas deflicentes en el
MRS en mfecciones cromicas FO, dlustrande el dinamismo que P asuginosg sufre en
cuanto a la tasa de mutaciin.

En conclusidn, este trabajo constituye un importante aporte para el esclarecimiento
del impacto de la hipermutabilidad por deficiencias en ¢l MRS en la evolucion gendmica de

pobleciones de P acruginosa en infecciones pulmonares cronicas en pacicntes FQ).







INTRODUCCION






[T RODUCCI0N

1. MECANISMOS DE MUTAGENESIS EN BACTERIAS

La evolucitn biolbgica, como propiedad inherente a bos seres vivos, es el conjunto
de cambios a través del tiempo que conllevan a ls diversificacion de los organismos como
consecuencia directa de su adaptacian al ambiente en el que viven.

La diversificacion de las especies esta basada en la varimbilidad genética, la cual
surpe en las poblaciones naturales a partir de diversas fuentes tales como la mutacion, la
recombinacion {en la que se mcluye la reproduccion sexual), el Aujo genético dado por
migraciones y la transferencia horizontal.

En poblaciones clonales, tales como las bacterias, la mayor fuente de variabilidad
genética es la mutacion, generando nuevos fenotipos sobre bos cuales actia la seleccion
natural, como uno de los mecanismos gue permiten su posterior adaptacion. Asi el proceso
evolutivo supone una constante interaccion entre varighilidad a nivel genético v seleccion a
nivel ferotipico.

Siendo la mutackon la mayor fuerzo evolutiva en bacterias, el control ¥ ajuste de la
tasa de mutacién resulian fundamentales para la optimizacion del proceso adaptativo. En
este sentido, las mutaciones nuevas que se generan pueden tener diferentes impacios en la
capacidad reproductiva (fitness) de los microorganismos pudiendo resultar en mutacones
deletéreas, neutras o beneficiosas, dependiendo del ambiente en el que se encuentren. Sin
embargo, debido a que la mayoria de las mutaciones son neutras o deletéreas, se ha
postulado que ttasa de mutacion ba evolucionado para ser lo méds baja posible [6-8]. En
este sentido, exislen dumerosos mecamismes genélioos que previenen el surgimiente de
mistaciones v asepurnn ¢l mantenimiento de ka estabilidad del ADN, tales come sistemas de
replicacion del ADN de alta hGidelidad que minimizan los emores. asi como sistemas que
protegen y'o reparan ] ADN [9-10].

Sin embargo, la ocurrencia de células con elevadas tasas de mutacion (cominmente
[lamadas hipermutadoras) tanto en poblaciones bacterianas de laboratorio [11-13], como en
poblaciones naturales de distintas especies, como Escherichia coli [14], Salmonella
entérica [15), Neisseria meningividis [16], Hoemophilus influenzae [17], Staphyvlococous
aurens [18]. Helicobacter pylori [19]. Streprococeus prenmonioe [20], v P aeruginosa

[21], &5 un fendmeno observado frecuentemente. Estudios teoricos [22] y experimentales
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[23-24] indican gue. bajo ciertas condiciones ambientales, [ frecuencian de Cepas
hipermutadoras en aislados naturales es mucho mis elevada que la espersda por el
equilibrio de mutacidn/seleccion, b cual sugiere que existen situaciones en la naturabeza en
las cuales la hipermutabilidad confiere una ventaja selectiva, En este sentido, se ha
postulado que las bacterias hipermutadores podrian conferir una ventaja evolutiva durante
ln adaptacidn a nuevos ambientes o bajo ciertas condiciones de estrés, va que tendria la
capacidad de adquirir mutaciones adaptativas mads rapidamente [12, 15, 24-29].

Existen diferentes mecanismos que les permiten a las poblaciones bacterianas
aumentar su tasa de mutacion, Estos mecanismos a nivel temporal pueden ser de cardcter
estable o transwnte, mientras que a mivel espacial pueden ser de cardcter generalizado o
localizado en regiones especificas del ADN. En hacterias, tales mecanismos de mutagénesis
pucden clasificarse en: 1) hipermutabilidad estable, debido a la deficiencia en sistemas de
prevencion y/'o reparacion de mutaciones: i) hipermutabilidad transiente, penerada por la
accin de polimerasas del ADN de haja fidelidad e; 1ii) hipermutabilidad localizada, basada

en |a alta propension de ciertas secuencias de ADN a ser mutadas,

1.1. HIPERMUTABILIDAD ESTABLE: EL SISTEMA DE REPARACION DE
BASES APAREADAS INCORRECTAMENTE (MRS)

Se denomina hipermutabilidad estable o constitutiva a aquella cuyo meremento en
la tasa de mutacion se debe a alteraciones permanentes en las células, las cuales son a su
ver heredables a las células descendientes [29-300], Este tipo de hipermutabilidad es ¢l
resulado generalmente de deficiencias en log genes imvolucrados en el mantenimientos de la
estabilided penética, que codifican para enzimas de reparacion del ADN v/o para profeinas
gque aseguran la Ndelidad de B replicackin del mismo [9-107.

La mavoria de las cepas hipermutadoras esiables encontradas en condiciones de
laboratorio [23, 28] y en la naturaleza [14-16, 31], presentan deficiencias en un sistema de
reparacién  de mutaciones, llamado Sistema de Reparacion de Bases Aparcadas
Incorrectamente (MES, de sus siglas en inglés, Mizmaich Eepair Svsiem). Esie sistema
tiene como funciin controlar la fidelidad de la replicacion del ADN a través de la
eliminacidn de squellos errorés que escapan a la actividad correctors (progfreading) de la

ADN polimerasa producidos durante la sintesis del ADN. fundamemtalmente mulaciones
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puntuales v pequenas deleciones ¢ inserciones (de 1 a 4 ph) [32-35]. Adicionalmente, el
MRS esti involicrado en el procesamiento de lesiones del ADN durante la reparacion
scoplada a la transcripeion [36], asi como en el mantenimiente de la integridad estructural
del cromosoma v en el control de In transferencia pénicn horizontal, previniendo la
recombinecion entre secuencias del ADN no wénticas o divergentes (recombimacion
homedloga) [37).

Este sistema cs altlamente conservado tanto on procanotas como eucariofas. Sin
embargo, las proteinas especificas que componen el MRS (proteinas Mut), fueron
identificadas inicialmente en organismos procariotas, El primer paso en i3 correccion de
ermpres por el MRS consiste en el recopocimiento de distorsiones en la doble hélice
{apareamientos mcorrectos) que resultan de la incorporacion de nucledtidos incorrectos por
la ADN polimerasa, o de la faulta de incorporacion de nucleoatsdos por ¢l patinado de la
misia [33, 38]. Esta distorsion es reconocida por la proteina MutS fa cual, al unirse al sitio
donde se localiza el mal apareamiento. induce la union de una serie de proteinas
componentes del sistema v la consecucnte remocidn v re-sintesis de la base mal
meorporada en la bebra recién sintetizada, Para ello, la discriminacion de hebra es esencial,
va que sin ella, un error replicativo tendria las mismas posibilidades de ser corregido, o de
ser utilizado como templado para la correccion v fijarse como mutacion,

Mientras que los pasos hinales del proceso de correccion por el MRS requieren de
pridemas que son comunes a procesos melabdlicos generales del ADM, los pasos iniciales
de reconocimienta ¥ remocidn requieren de las proteinas especificas Mul, las cuales se
encuentiran sliamente conservadas a nivel evolutive [34]. El organismo modelo en el cual ¢l
MES se encuentra caracterizado con mayor detalle es £ colf (Figurs 11) [39]. En esta
bacteria, la pane especifica de correccion se lleva o cabo por tres proteinas Mut5-L-H. Tal
como se menciond anteriormente, Mut® reconoce v se une al sitio del error, inicidndose el
procese de reparacion [33-34, 38]. Luego Mutl. se une a Muts v este complejo imderacciona
con MutH, la cual s¢ encuentra unida al sitio consenso GATC mds cercano con su residuo
de adenina metilado, induciendo su actividad endonucleasa que produce el cone de I hebra
recién sintetizada no metilada. Luego, se produce la escision de la hebra nueva que incluye
el error mediante lo accsin de la helicasa UvrD v la subsiguiente digestion por accion de

una exonucleasa especifica. Posteriormente, la cadena es resintetizada por la ADN
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polimerasa I v el proceso finaliza con la accion de una ADNM ligasa qué restablece el
enlace fosfodiester de b cadena [33-34, 38). De csta manera, en £, coli, el sistema de
discriminacién de hebra es dependiente del estado de metilacion del ADN, mecanismo que
shlo e encuentra en un grupo reducido de especies bacterianas. Particularmente en P
aerupinosg, ¢l MRS comparte similitudes en cuanto a la existencia v la funcion de las
proteinas MutS, Mutl v Uyl sin embargo, no se observa la metilacién en sus sitios
GATC, come asi tampoco ningun ontalogo a MutH, por lo que ¢l proceso de discriminacion
de hebra ez aln desconockdo. En este semtido, recientenwemie sc ha demostrado quc cn
Powernpinosa B proeing Muil tendria actividad endonucleasa [40], al igual que en Ia
mayoria de las proteohacterias y en organismes eucarsotas tales como levaduras v humanos
[41-45]

e a acuerdo a lo expuesto, cualquier mutacion o aleracion que afecte el normal
funcionamiento del MRS, repercutid en la actividad correctora de todo el sistema.
conllevande a una acumulaciin de mutaciones v al consecuente incremento en [a tasa de
mulacion. Asl, una bacterin mutante para los genes mf posee una tasa de mutacion
incrementada entre 20 a [000 veces [21, 34], razdn por la cual se denomina hipermmutadora,
Dado que la deficiencia en el MRS es debida a mutaciones en algunos de sus componentes,
la hipermutabilidad es heredable v estable a lo largo de las generaciones.
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Figmnra 11. Sistema de Feparacion de Bases Apareadas Incomectamente (MES) en el
organismo modedo £ onll, Luepo del proceso replicaiive, Ins hases mal apareadas {A) son
recanpciidas por MutS (B), Posteriorments, se forma un compleio constfuido por el ADN,
Muts v Mutl (C) el cizal activa la enddonocleass MutH umida a sitios GATC con la
mienma metlagla (=CHy) (B, quien produce un come en lo hebra e metiladn recién
sintetizada, Posteromenie, exomuclessas especilicas de simple hebrn remaueven lo regiin
gue incluye o mutacidn {Ey ¥ ln ADN polimerasa 111 re-sintetiza la nuevs hebra (F)
Finzlmente, una ADN ligasa sella los extremos () restaurando Lo integrided de s hebra y

climinando la podencal moacion {H ),

L2 HIPERMUTABILIDAD TRANSIENTE

Se entiende por hipermutabilidad transiente a un estado fisiologico de la célula en el
cual la tasa de mutecion s¢ encucntra incrementada de mancra transitorie. Dicho cstado
fisioldgico no es heredable sino gue ocurre gencralmente como respuesta a ciertos tipos de
eatees v desaparece con la eliminacidn del mismo [46-49]. En este sentido, las bactenas
pueden sensar el ambiente en el que se encuentran v responder en defensa a diferentes tipos
de estrés, Como pare de csta respucsta se induce ¢l aumento de la tasa de mutacion, ¢l cual
se by postulado permitirm la adaptacion o supervivencm a la condicen estresante [50]. Sin
embargo, una ver que las condiciones amhbientales dejan de ser estresantes, la célula retoma

la tasa de mutacidn normal. sin el potencial nconveniente que implica la hipermutabilidad
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estable de acumular indefinidamente mutaciones que pudieran resullar deletéreas. Entre los
sistemas volucrados en este tipe de hipermutabilided se pueden mencionar el sistema
505 [51-52] v el regulon controlado por el factor sigma de fase estacionaria RpoS [53], los
cuales responden a condiciones de estrés causado por daflos en el ADN por radiaciin UV v
por privacion de nutrierdes en fase estacionaria, respectivamente. La implicancia de ambos
sistemas en los mecanismos de hipernitabilidad transiente se debe a que son capaces de
inducir la expresion ¥ actividad de ADN polimerasas de baja fidelidad, las cuales poseen
una MEYOr Propension a generar crrores replicativos por carecer de actividad correctora
incrementando consecuentemente b tasa de mutacion [54-55),

Estas polimerasas tienen |a capacidad de replicar bases dafiadas o alteradas que en
general bloguean la maguinaria de replicacién por un mecanismo denominado transkesion
[36], La translesidn permite replicar la besion, continuar el proceso replicativo y sobrevivir,
pero trae aparejado B acumulacion de mutaciones v el aumento en la tasa de mutacion. En
E. coli las principales polimerasas involucradas en este tipo de hipermutabilidad son las
conacidas come PollV y PolV, que estdn codificadas por los genes dinB vy wmueCD,
respoctivamente [35], y forman parte, junto a Pol 11, de la respuesta 808 de esta bacteria
[537). En P aermginosa, la informacién en relacion a estas ADN  polimerasas es
comparativamente escass, habiéndose sole v partkularmente realizado estudios sobre
Pol 1V [58-59]. Por estudios de homologia de secuencia in sifico se observd que. a
diferencia de E. coli. P. asruginosa no posee ningdn homdlogoe a Pol V sine que en su lugar
posce un “'cassette mutagénico”, presente en la mayoria de las protecbacterias [60-61], que
confieng dos ADN polimerasas mutagénicas: InmuB y DnaE2. ks cuales han sido
caracterzadas recientemente en el laboratorio (Lujdn, Urretaviscaya, Feliziani er al., en
redaccion).

1.3. HIPERMUTABILIDAD LOCALIZADA: SECUENCIAS  REPETIDAS
SIMPLES DEL ADN

Aungue los procesos de mutagénesis son en general estocasticos, los mismas no se
distribuyen necesariamente uniformemente en ¢l genoma. Existen ciertos mecanismos de
mutagénesis que ocurren en determinadas regiones con mayor frecuencia respecto a otras.

Asi. la hipermuabilidad localizada es el resultado de propiedades intrinsecas de ciertas
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secuencias del ADN que las predisponen a ser mutadas con mavor frecuencia, bocalizando
la mutabilidad en una regidn del genoma que se vuelve consecuentemente un punto caliente
de mutacion. Este incremento localizado de la tasa de mutacion reduce considerablemente
la desvemtaja de un incremento peneralizado de mutaciones a ko larpo del genoma [27],
permitiendo asi asegurar la conservacion de funciones esenciales codificadas por otros
genes, sin la necesidad de incrementar la carga total de mutaciones deletéreas.

Entre los principales elementos de la hipermutabilidad localizada se distinguen las
secuencias repetidas simples del ADN (55Rs. de sus siglas en inglés. Simple Sequence
Repems), las cuales son repeticiones en tandem de motivos cortos, conformados por uno o
mas nucleotidos. Estas secuencias constituven puntos calientes de mutacién, debido a que
experimentan lasas clevadas de mserciones vio deleciones a través del mecanizsmo conocido
como patinedo de b ADN polimerasa (“w/ippage”™) durante el proceso de replicacion, lo
cual produce sparcamientos inadecuados por desplazamiento de cadena v las consecuentes
mutaciones de cambio en el marco de leciurs [62-63],

Debido a su inestabilidad caracteristica, las S5Hs han sido consideradas como una
fuente importante de variabilidad genética [63-64] con un rol importante en kos procesos de
mutagénesis adaptativa. En este sentido, la implicancia de las 55Ks en bos procesos de
patogénesis de varias especies bacterianas ha sido ampliamente reportado, presentando
frecuentemente roles cruciales en la variacin antigénica o variacion de fase que ocurre en
locus contingentes [63, 63-66], Los locus o genes contingentes permilen, a través de
eventes de mutacidn anticipatorios, cambios fenotipicos que conllévan a la supervivencia v
proliferacion dentro del hospedador. De esta manera. la variacion de fase constituyve una
estrategia de supervivencia exitosa que involucra la expresion diferencial de diversos genes

contingentes, permitiendo la evasion del sistema inmune [67].
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2. PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN INFECCIONES RESPIRATORIAS
CRONICAS EN PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

21. P AERUGINOSA, UN PATOGENO OPORTUNISTA SUMAMENTE
VERSATIL

P aeniginosa es una bacteria Gram-negativa con una gran ubiquidad que le permite
encontrarse ampliamente distribuida en diversos ambientes acudticos v terrestres [68].
Presenta una extraordinaris versatilidad tamo penética como metabdlica a traves de la cual
puede utilizar distimtos compuestos como fuentes de carbono y de energia, incluyendo
xenohidticos [69).

El genoma de P, aeruginosa, uno de los mids grandes del mundo bacteriano [70],
contribuye en pran medida a su versatilidad y elevada capacidad competitiva para adaptarse
# diferentes condiciones ambiemales. Presenta altrededor de 6000 genes, de los cuales un
nemern considerablemente elevado (neis de 500) constituven penes reguladores [70]. El
penoma de P geruginosg posee un tamafo entre 5.2 a 7 Mph v esth constituido por un
Unicd cromosoma circular vy un nimero variable de plésmidos [71-73]. Uma deo las
caracteristicas distintivas de cste genoma es su estructura en forma de mosaico, ya que estd
formado por regiones allamente conservadas v especificas de la especie. que componen la
region denominada central o “core” del genoma. [as cuales se encuentran interespaciadas
por regiones variables v especificas de cada clon, que constituven la region gendmica
accesoria o flexible. La region “core” comprende entre ¢l 70 al 90% del genoma y se
caracteriza por una sintenia de genes, un promedio bajo de divergencia nucleotidica {entre
el 0,5 ¥ el 0,7%), ¥ por la existencia de pocos locus con alelos miltiples [71, 73-77). Por el
contrario, ¢l genoma accesorio comprende entre el 10 v ef 30 % del genoma y consiste
tanto de ebementos extracromosomales (como per ejemplo plasmidos), como de blogues de
ADN insertos en el cromozsoma en diferentes locus. Se caracteriza principalmente por
presentar regiones altamente polimorficas a nivel de secuencia nucleotidica v codifica para
funciones relacionadas a la adaptacion [73. 78-82]. Ademas. a diferencia del genoma

conservado, los elementos del genoma accesorio exhiben distinto vss de nucledidos v
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contenido (G+C, por lo que s¢ postula que los mismos habrian side adquiridos por
transferencia génica horzontal [83-84],

Este penoma caracteristco en forma de mosaico, le confiere una plasticidad
genétice remarcable. En este sentido, tanto la adguisicion de ADN fordneo como asi
también la generacion de mutaciones puntuales e inserciones/deleciones cromosomales [71,
74-75, B5-BE], afectan potencialmente tanto regiones conservadas como  variables,
modificando  continuamente el genoma de P aervginosa v modulando el fenotipo
caracteristico de cada cepa. Asi, mediante la utilizacion de diversos mecanismos gendticos
que facilitan el movimiento vy Ia alteracidon de material genético, P aeruginosa es capaz de
modificar su genoma de forma partwolar, loprando su ajuste a las necesidades de
sUpErvivencia en, virtualmente, cualquier ambiente

Otra manitestacion de su remarcada versatilidad y razdn por la cual P. geruginosa
ha despertado un interés considerable, es su caracleristica como patdgeno aporiunista,
siendo capar de causar imfecciones tanto en plantas, animales v hamanos [82, 89]. En
condiciones normales, la colonizacion por P aeruginosa es inocua, v la infeceidn silo tiene
lugar cuando los mecanismos de defensa generales o locales del hospedador se ven
afectados o estan reducidos [68]. Partkularmente en humanos, £ aeruginosa produce un
ampli rango de mfeccwones que pueden variar desde Iocales a sistémicas, sub-agudas a
eromicas, ¥ superficiales a moriales [68], pudiendo infectar un gran ndmero de drganos y
tejidos, como asi tambin digpositivos médicos (por cjemplo protesis, catéteres v
respiradores) [%0]. Particularmente, . geruginosa infecta a mdividuos con quemaduras,
cincer, HIV o FOL y es uno de los padgenos mas comunes en infecciones intrahospitalarias
[68, 91].

Entre las carmcteristicas principales gue contribuyen al potencial patogénico de
F. aeruginosa se encuentran su versatilidad metabolica, la resistencia a antibidticos
mntrinseca Vo adquirida, y la produccién de mikiples factores de virulencia. En este
sentido, la magquinaria de virulencia de P aeriginosa estd compuoesta tanto de elementos
asociados a la superficie de la célula bacteriana (flagelo, pili, v lipopolisacéridos), como de
varios factores de secrecion (elastasas, proteasas, exotoxinas, pigmentos, v polisaciridos
extracelulares). Asimismo, P aeruginesa posee numerosos sistemas regulatorios que

promucven cambios en su expresiin génica, faciltande la transicién desde reservorios
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ambientales al ambienie del hospedador. De esta manern, la capacidad de P. aeruginosa de
causar infecciones depende de una compleja serie de redes regulatorias globales que le

permiten coordinar los cambios fenotipicos necesarios para su adaptacion v virulencia,

2.2. FIBROSIS OQUISTICA, CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
ENFERMEDAD

Las infecciones pulmonares cronicas producidas por P geruginosa son [a principal
causa de morbilidad v mortalidad en la mayoria de kos pacientes F(Q), quienes presentan una
esperanza de vida de ~3% afios (www.cfforg). La FQ es el desorden autosomico recesivo
mas comin de las poblaciones caucdsicas, con una incidencia en dicha poblacidn de
aproximadamente | cada 2.500 nacidos vivos, siendo una de cada 25 personas de
ascendencia europea portadora de un alelo no funcional [92]. Esta enfermedad genética se
produce por mutacioncs ©h on Gnico gen que codifica para una proteina de 1480
aminodcidos, llamada proteing reguladora de la conductancia transmembrana de la fbrosis
gquistica (CFTE, por sus siglas en mglés, Cystie Fibrosis Tramsmembrane conductance
Regulator) [93-96]). El gen CFTR posec 2500 ph v 27 exones, v esta bcalizado en el brazo
fargo del cromosoms 7. Se han identificade alrededor de 1943 mutaciones en el gen CFTR
que causan la enfermedad (g Swww genel sickkidz onca'clie’), siendo b delecion de una
fenilalanina en el codaon 508 {mutacion AF508), la principal mutacion encontrada a nivel
mundial {en aproximadamente el 70% de los pacientes F(3) [97], v a nivel local en muestro
pais [98].

La proteina CFTR forma parte de un canal énico de clomuro regulado por AMP
ciclico, el cual se encuenira localizado en ks membranas apicales de las célulaz epiteliales
[95]. El mal funcionamiento de esta proteina alera la secrecidn epitelial del cloruro
produciendo la hiper-reabsorcidn de sodio v agua, ccasicnando una nmscosidad espeza en ba
superficie de todos los epitelios secretonios [99]. De esta manera en forma general, la falia
del CFIR genera una predisposicion @ manifestaciones clinicas mubltisistémicas,
particularmiente en los tractos hepatobiliaro, gastrodiiesiinal, seminal v respiralorie, que
conllevan como  carscteristicas distinfivas de lo enfermedad FQ a la insuficiencia
pancredtica exocring, mala absorcién de bs alimentos y desnutricidn, infertilidad e

infecciones cronicas de las vias aéreas. Particularmente en ks vias adreas, Ia mayvoer
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densidad del mwcus impide ¢l normal movimiente de los cilios (Figura 12). Estas
allermciones mterfieren en la limpieza eficar de los epuelios, una primera barrera de
mmunidad que es de suma importancia en la remocion de particulas v microorganismos que

ingresan al sistema respiratono.

Fibrosis Quistica

Figura 12. Modelo del transporte ionico del epitelio secrdone en un ndividus soemal y
RO En un individuo oemal (A0 ba superficie lgusda de 1as vias respiratorias junio con o
normal movimieste de los ollbos, remueve las bacierias que ingresan desde el ambiente,
En un individuo FO B [ seerecion reducida de CF produce la reabsorciin de Ma™ y agua
con la consecuenie deshrdratacion v acumulacion de un mucus espese en b superficie de
las vias respiratorias, 1o cual Interflere en el pormal funcioramienio de ks cilios,

cormpreimebendo asl la elfcoz remocion de microorganismos

2.3. MICROBIOLOGIA DE LAS INFECCIONES PULMONARES CRONICAS EN
PACIENTES FQ}

La mucosidad espesa acumulada en las vias respiratorias de los pacientes FOQ
constituye un medio ideal para el crecimiento de miliples patdgenos microbianos,
Aproximadamente 45 aflos atras, los patogenos predominantes eran Staphyvlococeis aureus
v Haemophilus influenzae, pero debido al avance en las ferapiaz antimicrobianas v mejoras
en €l estado nutricional de los pacientes FO), la microbiologia de las vias adreas FOQ ha

cambiado considerablemente. Asl, actualmente S auwrens y M. influenzae som frecuentes
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durante la mfancia temprana, mientras que patdgenos oporiunistas como & aemgimosa v el
grupo de especies del complejo Burkholderia son mas prevalentes en pacientes adultos FO).
Sin embargo, en los dlimos anios e ha observado kb emergencia de nuwevos patdgenos
bacterianos, tales como Stenotrophomonas maltophific, Alcaligenes sp., Achromobacter
xyplosocidansi, Ralstania pickettii, Ralstonia mannitelilvtica, v Pandoraea sp., asi como
patcgenos fingicos, como Aspergilius fumiganes, Penicilium, Candida, v Exophiala sp,
bacteridfagos & wirus patogénicos. De esta maners, la flors microbisng  del sew
resparatorio en pacientes FQ representa un ecosistema complejo vy diverso en el cual
coexisten comunidades de miltiples especies [100], siendo el nimero de especies
hacterianas encontrado de entre 107107 [101-102]. Sin embargo, ¢l patdgeno dominante v
que se encuentrn conm mayor frecuencia en las wias aéreas PO es P oerniginosa,
ohservandose en el 80M% de los pacientes adultos FQ [103], por lo que constituye ¢l agente

ctivlogico mas relevanie v la mayor causa de morbilidad v mortalidad.

2.4. PATOFISIOLOGIA DE LAS INFECCIONES PULMONARES CRONICAS EN
PACIENTES F()

Coma s¢ menchond anteriormente, la mucosidad cspesa acumulada en las vias
respiratorias de los pacientes FO favorece el crecimiento de patdgenos microbianos, sienda
P acruginosa el agente etinkogico principal en las infecciones cronicas producidas en estos
pacientes (Figura [13). Generalmente, las ctapas iniciales de colonizacion se manifiestan
come infecciones intermitentes durante fa edad temprana de los pacientes, Sin embargo,
posteriormente un chon ancestral de P acrwginesa sufre una serie de cambios genéticos y
fenotipicos, adn no claramente dilucidados, que producen el establecimiento de una
infeccicon cranica [104-105]. Una vez establecida una de las estrategias fundamentales que
P aeruginosa utiliza para persistic en el mucus de las vias respiratorias es ¢l crecimiento en
biopeliculas (“hiofifms”) en las que las bactenas s¢ encuentran embebidas en una matrz de
exopolisaciridos (Figura 13B). El sistema inmune del hospedador reacciona mediante una
respuesta inflamatoria gque se nicia a partir del reconocimiento de los antigenos de
£ aeriginosa, como de los componentes de o superficie celular (Ipopolisacirido (LPS)
yio el flagelo, [106]) v exoproductos secretados. Esto genera en la célula hospedadora una

cascada de sefalizacion que fnglmente mduce la transeripeidn de genes pro-inflamatorios ¥

14



INTROGUCCTON

la subsecuente secreciin de varias citoguinas y quimiocinas [107] que amplifican la
reacciin inflamatoria [108], Como consecuencia, en los pulmones de los pacientes FO) se
produce el recluamiento temprane de medindores de la defensa inflamatorea, incluvendao
neutrofilos, macrdfagos v anticuerpos [10%9-111] (Figum 13C). Sin embargo. o pesar de la
achivacion mixima de los neuindfilos v la fagocitosis mediada por los macrofagos, la
gliminacitn de ks bacterius no logra levarse s cabo eficientemente, conllevando a wna
respuesia inflamatoria recurrente [99, 112]. De esta manera, se genera un proceso de
autodestruccion del epitelio resprratonio por las defensas propias del hospedador [99]. Asi,
la activacitn de los neutrifilos v su degranulacion libera, entre otros factores, especies
reactivas del oxigeno (ROS) v especies reactivas del nitrogenn (RNS), las cuales
contribuyen significativamente v aln més al dafio del tejido pulmonar (Figura 13D). A
medida que la infeccidn cronica progresa, v como resultado de la ventilacidn deterworada v
el consume ripido de oxigeno por parie de les neutrdfilos v los microorganismos [113-
114], la tensidn de oxigeno . s¢ reduce dristikcamente. generandosze  ambientes
microaeribicos [115] e incluso anacrdbicos [116] (Figura 13E). A su vez, como parte del
deshalance Wnico v otras alleraciones se produce acumulacion de NOx aminodcidos v
disminucion de MO, Asi, el estado avanzado del sindrome pulmonar FQ) causado por
P acruginosa se caracteriza por un desbalance pronunciado entre las actividades de
proteasas e inhibideres de proteaszas, citoquinas pro-inflamatorias ¥ ami-inflamarorias,
agentes oxidames y amtioxidamies [117-118]. Los ciclos repetitivos de obstruccicn,
infeccion e inflamacion producen bronguiectasia extensiva, enfisema destructivo v fibrosis
del tejide pulmonar, v finalmente, falla respiratonia. Consecueniemente, la principal causa
del deterioro tisular en ks infecciones por P aeruginosa en Ios pulmones FO es el daio
inmunopatologico  generado por una respuesta inflamatoria neutrofilica agresiva pero
fallida.

Ademas de la seleccion impuesta por el sslema de defensa del hospedador,
P geryginoga  se  enfrenta  regularmente con  dosis  elevadas  de  antibioticos
(aminoglicosidos, P-bctdmicos. fluoroquinolonas, ¥y polimixinas) (Figura 13F), v debe
competir con otras especics bacterianas presentes en las secreciones pulmonares FO [119-
120]. De esta manera, el tracto respiratorio FO) es un ecosistema allamente complejo y

dindmice en el cual P geruginosa debe adapiarse a mihiples desafios que fluctdan tanto en
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el tiempo como en el espacto (Figura [30G). La exposicion cronica a este nicho sumamente
caracteristico v diverso desencadena una microevolucion particular de P aeruginosa
dumaite el transcurso de la infeccion, que le permite su resistencia, dJdomnancia v

fmalmente, su persistencia.
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Figura 11, Patofisedogen de los mlsociones eronices PO cowadas pore Fo aervgirase. La

acimulacion de mucus viscose, exacerbado por la hiperplasia de las cdlulas de Globen sc
comyierie on un medio deal para ol crecimbmie de moliples patdgenos deswre de los que sc
desacs w prevalece P gessginosa (A) P aeruginess se esiablece en forma erdmiea siendo
impeaibe su erradicacidn debldo & su diversificocidn en finotipes altamente adapiados v o la
capacidad de formar biofilms (B), Lo infeecion desencadenn la afluengin permanente de
mectrddllos v mecrifigos que causan respuestas inflamatorias recurrentes (), Coma parte de o
respuesta ntlamatoria, F eeragiiosa & expuesia 8 alios niveles de especies reactivas del
oxigena (ROEY v del pitrdgeng (NOS) (29, La wnsiin del oxigeno s reduce generando
nmbdenles micro v anaerihices 3 la ver gue el deshalance saven produce arwmulietn de Mk,
amincacides v disminucion de WO (E) Los pacientes son sometidos a agresvas ¥ sucesivas
perapias com antibidiioos (F)o Asl las caracienisticas del ambiente PO son baja tension de
axigend, concenirocidn dsminuida de KO, abundante nitrabo ¥ aminodckdos, estrds oxidaiivo y

mtriEt e @levads y expasiciim afis v permanenle g sntibasdoens (L),







INTRODUCC 0N

15 MICROEVOLUCION DE P AERUGINOSA EN  INFECCIONES
PULMONARES CRONICAS EN FIBROSIS QUISTICA

El desarrollo de las infecciones crdnicas causadas por P, aeruginosa on pacienics
FC sigue un patrn caractenistico v claramente diferenciable de las infecciones apudas, Tal
COMmMO S8 menciond anteriormente, peneralmente existe un periode inicial de colonizaciin
recurrente ¢ intermitente de las vias respiratorias que precede al establecimiento de la
infeccidn crinica (Figura 14,) [I4-105]. La mavoria de las cepas que colonizan
micialmente el tracto respratoric de los pacientes FOQ poseen genolipos  distimios v
provienen de diferentes reservorios del ambiente [121], presentando asi el fenotipo de las
cepas ambientales, tales como no muenso, crecimiento rapido, movilidad celular, y cierta
susceptibilidad a antibidticos [122] ¥ por la expresion de makiples factores de virulencia,
En esta fase temprana, que puede perdurar afios, las infecciones pueden ser combatidas
efectivamente con terapias antimicrobianas agresivas, pudiéndose retrasar sustancialmente
el comienzo de la infeccion cronica subsecwente [111, 123-125]. Por razones aln
desconocidas, esta etapa de colonizacidn intérmitente es temporarm v, tarde o temprano, se
convieric on una infeccion cronice donde eventualmente las vias aéreas en su totalidad son
colonizadas permanentemente por un Unico clon de P, aeruginesa, el cual sufre un proceso
adaptativo que e permite establecerse v persistir a o largo de afos, ncluso décadas, sin
poder ser erradicado por ninguna de las terapias antimicrobianas conocidas v conllevando a
la muerte del paciente [104] (Figura [4). Este proceso de adaptacion incluye importantes
cambios fisicligicos, fenotipicos v genéticos, los cuales confieren ventajas selectivas para
un crecimiento més favorable en los diversos nichos y micreambientes presentes en las vias
aéreads FO). En este sentido. emire ks esiratepias adapiativas para la persisiencia de
P, gernginosa se destacan el crecimiento en biofilms y In diversificacion fenotipica.

Lo biafifms son comunidades bacterianas séziles [126] donde los microorganismos
son encapsulados en una matnz extracelular producida por ellos mismos [127], ka cual estd
compuesta por exopolisacaridos [128], ADN extracelular [ 129-130], material proteinico, y
apéndices celulares [131]. Se ha propuesto que la ventaja selectiva para 1a hacteria asociada
a los hiofifmy seria |la proteccwdn contre diversas condiciones adversas del ambiente, el
tratamiento con antibidticos, v ka respuesta inmune del hospedador, fundamentalmente dada
por la liberacién de ROS [132-134].
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Fippura M. Represemocion esquemiticn de la progresidn de In infoccion por £ aermginogs
en un paciente kipodtieo FQ, En diferentes cundros de colores esidn representados clones
filogendticamente independienies de P aergimosg piovenicnies de diferentes fientes del
ambiente. La colomzacion mtermitenie productda por eitios dimes puede ser amaidicada, ¥
fon pacientes pueden imcluso no presemtar infieceiomes com £ peruginesa por varios aiies, E
priocess sefepite hasts quee se produce el esablacimiein de fa infecehén ardnica frectémgulo
azul). leego de un persedo de ransicstn ai el cual un clon anasiral sufre ransformaciones

s permiten su persistencin hosta eonllevar a 1o mwene del pacente,

Por otra parte, el procese de diversificacion fenotipica, conocido igualmente con el
nombre de radiacion adaptativa [99, 121], estd basado principalmente en eventos
mutagénicos. v conduce a la emerrencia. seleccidn v Ajacidn de muliples variantes
fenotipicas pariicularmente adaptadas al ambiente FO) [88, 135-136], las coales descienden
del chon de £ eeruginosa infoctante ancestral, Asi, las caracteristicas fenotipicas de los
aislados de P ooerugivose obtenidos de pacientes FO erdnicamente  infectados son
remarcablemente diferentes de aguellas exhibidas por el clon inicial provensente del
ambiente [88] (Figura 15). Los cambios fenotipicos incluyen: alteraciones en los antigenos
de superficie, como la acilacion del LPS, pérdida del antigeno O [121, 137-140], pérdida o
dismmucion de ciertos factores asociados a la virulencia, la alicracidn de las funciones del
sistema de quoirum sensing (Q5) [8&, 141-142], auxotrofias de aminodcidos [143],
conversion al fenotipo mucoso [9%9, 144, lento crecimiento, formacion de variantes de
colonia pequeda (SCV) [ 145], incremento de la resistencia a antibidticos. fala de movilidad
[146], v la modulacion de vias metabdlicas fundamentalmente relacionadas al crecimiento
microaerobico [147], Entre todas estas variantes, la emergencia de los fenotipos mucoso,
deficiente en 05, v resistencia a antibidicos han sido ampliamente relacionados con I
persistencia de F. gernginesa en el ambiente FOQ, como asimismo con una disminucicn de
la funcion pulmonar, dafo tisukar v un prondstico desfavorable para el paciente [142, 145,
[48-149].
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Frgura 15, Transicidn de P eernginove desde of patdeens infeetante inicial ded palman FOHal

pattpeno crimico cardcleristicn de los estadios wErdivos de ko enfermad. BEswe proceso incluve
ung variedsd de cambivs adaptatives iales como la resisiencis inerementada a antibidtices
(o la sohieespresidn do genes que codificen para Banbas de eflujo, comio Mea ¥ X, por
miutacrones en mecd), o conversion ol fenelipe mucaso y sobreproduceidn de alginate |pos
mugaciones. en aacdl, la pérdide de f@otores celvlore implicados en |la vieulencia: [por

mustaciones en favt )y v el lenotipo hapermitadon, (por mulaceuies en medd ¥ misdl).

Generalmente, los cambios genéticos asociados a los fenotipos mencionados
imvolucran mutaciones de pérdida de funcidn en genes especificos. Asi, la transicidn al
feroime mucoso esld relacionada principalmente a mulaciones en el gen mrcd [99, 144,
150-151]). MucA es un factor anti-sigma que secuestra al factor sigma Algll, el cual por su
lado induce fa transeripeion de un gren nomero de genes meluyvendo aquellos relacwnados
con ln simlesis del alginato. De esta manera, mutaciones que nactivan a MucA producen,
por liberackon de Algll, una sobreproduccion de alginato v por lo tanto la emergencia del
fenotipo mucoso. A pesar de que la conversion al fenotipo mucoso puede producirse por la
inactivacion de oftros factores regulatorios (MucB, MucD, REpolN), las mataciones
encontradas con mayor frecuencia en mislados FO se localizan en el gen mucd. Por olra
parte, cabe destacar que el fenotipo mucoso resulta caracteristico de aislados FOQ de
Pogeriginosda, ¥ que rarmmenie ¢ encuentra en otros cuadros clinicos o en la naturaleza
[9%9, 152-155]. En este sentido, la conversion al femotipo mucoso o5 considerada

paricularmente beneliciosa para [ bacieria en el contexio FOY por varios aspecios. Por un
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fado, el alginato ez uno de los componentes principales de la matriz de los biofilms, cuva
sobreexpresion promoveria la supervivencia de P aeruginesa en condiciones de estrés
oxidativo, estrés osmiotico, v frente al tratamiento con amibidticos [156-1358], Ademas. las
varianles mucosas tenen una produccion reducida de diferemes factores de virulencia
{como por epemplo ¢l flagelo) en comparacidn con los aislados isogeénicos no mucosos, lo
cueal seria Otil para la evasion del sistema inmunc [159-160]. De esta manera. el fenotpo
mucose es de especial interés como indicador de Iz cronicidad. v su emergencia constituye
una clara v primera sefial de irreversibilidad de la infeccion [161].

Como parte del proceso de radiacién adaptativa, mutaciones en el pen las®. gue
codifica para uno de los reguladores transcripcionales principales del QS, son también
altamente frecuentes en infecciones cronkcas por P aerupginosa [142]. E1 QS es un sistema
de comunicacion intercefular que wtiliza moléculas pequefias secretadas como sefiales
quimicas. Este sistema regula una gran cantidad de genes relacionados con la virulencia v
el metabolismo, siendo Rmdamental en muchos procesos bioldgicos, tales como la
secrecion de factores de virulencia extracelulares, el desarrolle de Mofilms, la interaceidn
con el sistema inmune del hospedador ¥ con otras especies bacterianas, entre otros [ 162].
Asi. la alteracion de fas® disminuve, entre otras cosas, la expresion de genes relacionados
con virulencia caracteristos de mfecoiones agudas, o cual se postula seria favorable para
la persistencia a largo plazo dada en las infecciones erdnicas FO. Ademds, mulaciones en
faxR conllevan a cambios metabilicos fundamentales que permiten el crecimiento de la
bacteria en base a ciertos aminoacidos y en condiciones microaerdbicas, tales como las que
se presentan en el pulmdn FO [141].

La diversificacion fenoiipica incluve igualmente la cmergencia do varianics
resistentes @ anlibidticos, las cuales imposibilitan ain més su eficiente erradicacion, Se han
identificado a partir de aislados FO) diversas mutaciones que confieren resistencia a
antibidticos, siendo uno de los principales mecanismos de resistencia la sobreexpresiin de
sistermas de bombas de efupo [163-164], Dentro de los cuatro sistemas de bombas de eflujo
gue s¢ han descripto en £ geruginova, Mex AB-OprM v MexXY-OprM contribuyen a la
resistencia intrinseca, mientras que MexCD-Oprl y MexEF-OprN son sobreexpresados en
mutanies resistentes. Uno de los genes mutados con mayor frecuencia en aislados FQ de P,

aeruginosg es el gen mexd [88]. MexZ es un regulador negativo de la bomba de efujo
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Mex¥ X-Oprdd, v sy ingctivaciin indece o expresidn de la misma ¢ incrementa la
resistencia condm aminoghicdsidos v olras drogas [BE, 165]. Asmusme, P, seruginosa licne
la capacidad de adquirir resistencia antimicrobiana mediante genes codificados en
plasmidos v transposones, adquirkdos a su vez por transferencia génica horizontal desde

oiraz bacterias Gram-negativas.

Lo, HIPERMUTABILIDAD ESTABLE EN AISLADOS FQ DE P. AERUGINGSA

Una caracteristica notable y dmca de las nfecciones cromicas causadas por
F. aeruginasa es la elevada prevalencia de cepas hipermutadoras 16 al 31% [21, 135, 166-
169] habiéndose observado sdlo ocasionalmente en infecciones agudas o en aislados
obienddos del ambiente (1%} [21. 170]. Esta alla prevalencia ze ha reportado en
colecciones de aslados obtenidos a partir de pacientes FQ tanto de Europa como de
America del Noene [21, 135, 166, 168-170], sugimendo gue el fenomeno podria ser de
caricter universal. A pesar de que I tasa de mutacion celular es contralada por diferentes
vias, notablemente fa mavoria de las cepas hipermutadoras dentificadas en miglados FOY son
deficientes en el MRS, principalmente por alteraciones en los genes mueS v muil [21, 31,
135, 171]. Este femdmeno ha sido asociado con la posible contribucion en la adaptacion al
ambiente FQ, fundamemtalmente por su asocizcion con la adgquisicion de resistencia a
antibibticos [21, 31, 166, 172-174]. Sm embargo, la resistencia a antibidticos en
P gernginosa es un fendomens igualmente asociade a infecciones agudas, en donde la
prevalencia de hipermutadoras es imelevamte [21, 175). De esta manera, cabe postular que
caracteristicas asociadas & la cronicidad de la infeccion serian las responsables de la
seleccion v alta prevalencia de cepas deficientes en el MRS, En este semtido, en infecciones
pulmonares cronicas causadas por P acrugimosa  diferentes a FOQ, tales como la
bronguiectasia v [ enfermedad pulmonar obstnuctiva cromica (EPOC), exisie igualmenie
une alta prevalencia de cepas hipermutadoras [173, 176]. Azimismo, s ha descripto gue
particularmente en infecciones cronicas FOY es posible observar una alta prevalencia de
cepas hipermiladoras de olras especies baclerianas, tales como M. inffuenzac [177].
8. ourens [18], 5 pmenmoniae [20], v especies del complejo B cepacio (Marting, Felizian
et al,, en redaccion),
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OBJETIVO GENERAL:

El presentz tmbajo se encuentra enmarcado en un proyecto general abocado al
estudio de aquellos sistemas implicados en el control de la tasa de mutacidn y su
implicancia en procesos de diversificacion fenotipica adaptativa en el patdgeno oporfunista
Foaerwginosg, Particularmente relirdndose a infecciones pulmonares crbnicas en pacienies
FO). estos procesos de diversilicackin fenotipica, o radm@cion adaptativa, estdn basados en la
mutacion de penes especificos. v han sido asociados a la marcads persistencia de la
bacteria. Entre ellos. se destacan la conversion al fenotipe mucoso, la sheraciin de
funciones del 5 v la resistencia a antibioticos. Asimismo, mutaciones gue inactivan el
MRS son seleccionadas frecuentemente en aislados de P aevuginose obtenidos de
pacientes FOr, genecando un fenctipo hipermutador. Dentro de este contexio, en el presente
trabajo se estudid kb asociaciin emre la deficiencia en el MRS v el proceso de
diversificacion fenolipica en aislados FOY de P aernpinosa. A suover, el trabajo incluyvd un
estudio global del mpacte de s lupermutabilidad por deficiencia en el MBS en la
estructura del genoma de M eeruginose durante procesos evolutivos a largo plazo eén

nfecciones pulmonares cronicas.

ORIETIVOS ESPECIFICOS:

1) ANALIZAR LA ASOCIACION [N FIVO ENTRE LA HIPERMUTABILIDAD
ESTABLE Y LA EMERGENCIA DE FENOTIPOS ADAPTATIVOS DE
P AERUGINGSA

- Analzar la prevalencia del fenotmpo hipermutador asi como s bases genéticas del
mismo en una poblackin de aislados FO argentmos de # aeruginosa.

- Estudiar la presencia de mutsciones en los genes mucd (conversion mucosa), lasf
(ateracion de las funciones del QS), y mexd (resistencia o antibidticos),
implicados en la emergencia de femotipos adaptatives caracteristicos de
mfeccines cronicas FO).

- Investigar |a existencia de una correlacion entre el fenotipo hipermutador v la

mutagénesis en mred, lasl v mexd en aislados FO) de P aervginosa,
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=1

= Analizar la asociacion entre hipermutahilidad estable debida a la deficiencia en el

MES v la resistencia a antibidticos en aislados FO) de P, aerginas.

3) ESTUDIAR LA EVOLUCION A LARGO PLAZO Y LA DIVERSIDAD
GENETICA A NIVEL POBLACIONAL DE LINAJES PARTICULARES DE
P. AERUGINGSA HIPERMUTADORES AISLADOS DE  PACIENTES FOQ)
DURANTE EL TRANSCURSO DE LA INFECCION CRONICA
- Realizar un estudio evolutivo longitudinal y wun estudio transversal a nivel
poblacional de aslados hipermutadores de M aeriginess perfenccicntes & un
mismoe linaje bactermane a través de andlisis gendmico estructurales, mediante ¢l
secucncimiento de genomas completos.
- Investigar globalmente ka asocigcion in vivo entre hipermutabilidad estable debida
a la deficiencia en el MRS ¢ hipermutabilidad localizada en S5Ks.
- Estudiar globalmente ¢l metabolismo de aislados hipermutadores de P aeniginosa

en el marco del analisis evolutivo longitudinal ¥ transversal,

21



RESULTADOS



RESULTADS

CAPITULO 1

ESTUDMO DE LA ASOCIACION ENTRE LA HIPERMUTABILIDAD POR
DEFICIENCIA EN EL MRS Y LA EMERGENCIA DE FENOTIPOS
ADAPTATIVOS DE P, AERUGINGSA EN AISLADOS OBTENIDOS DE
PACIENTES ARGENTINOS FQ

Tal como se menciond amteriormente, P aeruginosa s la principal causa de
morbilidad v mortalidad en pacientes FQ., produciendo mfeccwones pulmonares cronicas
fque pueden persistir por décadas [91, 99]. Durante el establecimiento de ka infeccidn,
generalmente un Onico linaje de P aerugimose diversifica en diferentes fenotipos,
especificamente  adaptados  al  ambiente  hostil  del  pulmén  FQ, permitiendo
comsecueniémente su  persistencia a  largo plaze [178]. Estos  fenotipos  poseen
caracteristicas que se diferencian de aquellos observados en aislados del ambiente,
sugiriendo la existencia de un patrdn conservade de evolucidn durante el proceso
adapiative de P aermiginosa al pulmdn FQ [B8, 179]. Ejemplos conocidos de este proceso
de diversificacin incluyen, entre otros, la conversian al fenotipo mucoso, a alteracion de
las funciones del sistema de Q5 [£8, 141-142), la resistencia a antibidticos [180], v la
perdida (o disminuckin) de ks mecanismos de reparacion del ADN generando o gue se
conoce como fenotipo hipermutador [21, 166, 171, 173].

Dado que esta diversificacion fenotipica cstd basada en eventos de mutagénesis, es
posible plantear que un aumento en la tasa de mutacion podria acelerar o favorecer este
proceso adaptativo, Ask, la emergencia de cepas hipermutadoras podria estar directamente
relacionada con la adquisicion de fenotipos caracteristicos FOQ. En este sentido, la
hipermutabilidad ha sido asociada con la adquisicion de resistencia a antibidticos. tamto en
aproXimaciones in wva como dr wifra [21, 166-167, 172-174, 181]. S5m embargo, la
resistencia a antibidticos es un fenomeno que no esta restringido solamente a infecciones
cronicas, ya que también es un fenotipo frecuente en infecciones agudas [175]. en las que la
emergencia y seleccion de cepas hipermutadoras es un fendmeno sumamente raro [21].

Investigaciones previas realizadas en muestro lsboratono, mediante experimentos in
vifre con cepas de P aeruginese deficientes en el MRS, establecieron una asociacion entre

la hipermutabilidad v la conversion al fenotipo mucoso [182] ¢ hipermutabilidad v la
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alteracion del Q5 [183-184]. De esta manera, surgid kb hipdtesis de que, al ipual que o
observado in vitro, la ocurrencia de mutaciones en mued v lasR, como parte del proceso
tramsformative de P weruginose al pulmén FQ, pudicra estar asociado con la
hipermutabilidad estable. Dicho de otra manera. si la hipermutabilidad podria estar
co-seleccionandose con las mutaciones en los genes memncionados, pomariamente
seleccionadas por su relacidn con la adaptacion v persistencia en el pulmen FQ). Esta
posihilidad se veia soporiada por el hecho de que, a diferencia de k adquisicion de
resistencia a antibidticos, la conversidom mucesa v la alleracidn del Q8 son fesdmenos
netamente relacionados a la cronicidad de la infeccion, al igual gue la hipermutabilidad por
deficiencia en el MES.

Temendo en cuenta bos amecedentes existentes v Ia hipdtesis planteada, en el
presente capitulo se llevo a cabo una caracterizacion exhaustiva de mutaciones presentes en
los genes mucd, fask, mexd, v bos genes componentes del MRS, muey v muel, en una
coleccion de aislados de P ogerweinosa oblemidos de pacientes argentinos FO, con la
intenciin de investigar la posible ssociscin entre  hipermutabilidad estable v la
mutagénesis subyvacente a la emergencia de los fenotipos mucoso, alteracion en el QS y de

resistencid a antibncos,

1.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA ¥ GENOTIPICA DE AISLADOS DE
P. AERUGINOSA OBTENIDOS DE UNA COLECCION DE PACIENTES
ARGENTINOS FO) {COLECCION CFL)

Con el objetivo de estudiar la asociacion entre hipermutahilidad ¥ emergencia de
fenotipos adaplados in vive, se procedit primeramente a la confeccon de una coleccidn
local de nislados FQ de P acrurinosg (coleccidn CFL). Para ello se recolectaron 38
aislados a partir de muestras de esputo de 26 pacientes FOQ que cursaban infecciones
pulmonares cronicas con P aeuginaya (ver Matermles y Meétodos),

Inicialmente, y con el objetivo de explorar el grado de clonalidad y las relaciones
epidemiokogicas entre bos aislados de P aeruginesa de la coleccidn CFL, s¢ realizaron
ensayos de electroforesis en peles de campo pulsade (PFGE) en los 38 aislados
mencionados. Los resuliados oktenidos permitieron determinar que cada paciente estuvo

infectado por un unico linaje de P aeruginosa que persistio a ko largo del tiempo, de
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manera que agquellos aizslados que fueron oblenidos del msmo paciente en diferentes afios
(pacientes 3 v 18) presentaron el mismo patron de macro-restriccion (Tabla R1). Por el
contrano, los aislados provenientes de distintos pacientes no estuvieron relacionados
epideminlogicamente entre si, indicando que la infeccion en cada uno de clios se establecid
de manera independiente, & través de linajes bacterianos provenientes de distintos
reservorios del ambiente. Excepciones a esta distribucion fueron los aslados de los
paciemes | v 2, los cuales exhibieron patrones de PFGE similares, indicando que
comesponderian a clones relacionados entre si epidemiologicamente. Este caso excepeional
podria indicar una prevalencia muy baje. del 5%, de transmision entre pacientes en la
poblacién argentina.

Posteriormente, todos los aislados de P, aeriginosa se caracterizaron en base a su
mucosidad, irddiscencia mediante exposicion a luz blanca, pigmentacidn, v tamafo de
colonia, Tal come se observa en la Tabla BRI, esta caracterizacibn fenotipica exhibid ung
clira diversificacion de variantes de colonas, bo cual difiere sigmficativamente de las

variantes de morfotipo tnico obtenidas en infecciones agudas de P gernginose [88, 179).

1.2, PREVALENCIA DE AISLADOS DE P, AERUGINGSA DEFICIENTES EN EL
MRS EN LA COLECCION CFL

Con la Onalidad de establecer la prevalencta de cepas de P oaeruginosa
hipermuiadoras en la coleccidn CFL, se determind la frecuencia de muacidn mediante el
ensaye de resistencia al antibadtico rifampicing en los 38 aislados. Este ensayo, a pesar de
que solo permite la deteccon de sustituciones de base en ¢l gen rpof [185), es utilizado
ampliamente como un método eficiente para detectar cepas deficientes en el MRS [135, 21).

Una wer determinadas, las frecuencins de mutscion de cada aislado se compararon
con aquellas obtenidos para la cepa de referencia P aeruginose PAOL {24 x 1wt +
1.3 x 107 v para Jas cepas hipermutadoras isogénicas MPAOMS (2B x 10%2 1,6 x 10™) ¢
MPAOML 1.3 x 107" £ 0,6 x 10™), mutantes de los gencs mualS y mutl respectivamente. En
este sentido, Jos mislados se consideraron hipernmuiadores cuando sus frecuencias de
mutacidn fueron mayores o iguales que I x 107, valor aproximadamente 20 veces mayvor
que ¢l de PAOQL vy previamente establecido para detectar cepas decientes en el MRS [21].
Coma se puede observar en la Tabla R1, se wdentificaron 16 aislados hipermutadores entre
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les 38 aislados FOQ de P, aermginosa (42%), s cuales se distnbuyeron en 12 pacientes FQ)
distintos (46%). Es importante mencionar que la prevalencia de sislados de P aeruginosa
hipermutadores fue muy elevada tanto en ba poblacidén de pacientes FQ aduhos (HABA)
como en la de nifos‘adolescentes (HNC), siendo del 35 v 50%, respectivamente. Ademis,
la prevalencia de aislados hipermutadores de P, aerugirnasa en la coleccion CFL fue una de
las mayores observada en comparacion con colecciones de otras partes del mundo, de las
cuakes se reportaron prevalencias de aislados hipermutadores en un rango del 16 al 31%
[21, 135, [66-169].

Tal como e menciond anteriormente. las cepas hipermutadoras encontradas en
aislados FQ) de P geruginosa son gencralmente deficientes en genes pentenccicntes al
MRS, particularmente el gen susS [31, 171], De esta manera, una vez identificados los 16
awlados hipermutadores en la coleccidn CFL, se procedid a explorar las bases genéticas de
la hipermutabilidad en cada uno de ellos, tanto a wravés de ensavos de complementaciin
penica como del secuenciamiento de los penes min® v mutl. Tal como observa en la Tabla
R2, se determind que de los 16 aiskados hipermuiadores, 15 (94%) Reron deficientes en el
MES, va que 6 presentaron mutaciones en el gen S, v 9 en sl Estos resultados
feeron conflirmados por ensavos de complementacion génica con bos penes muts v muel
comespondientes. Cabe aclarar gue con respecto al clon hipermutador restante {clon 3c,
Tabla H2), ln dnica aleracidn en los genes del MRS que pudo determinarse fue la
imposibilidad de amplificar por PCR una de las regiones del gen musS, lo cual sugiere que
es prd deficiente. Sin cmbargo, esta suposicion no pudo ser confirmada por
complememeckin génica debido a la resistencia natural del clon 3¢ a gentamicina,
marcador de seleccidon de bos plasmidos utilizados en los ensayos de complementacian.

Con respecto al espectro de mutacion en los genes del MRS, se observd que
mutaciones de insercidn/delecion que generan cambios en el marco de lectura fieron
predominantes tanto en meed como il alcanzando un 62,5% con respecto al total (Tabla
k2, Figura R1D). Dentro de las restantes se observaron mutaciones de sustitucion, anto
transiciones como transversiones. con cambio de sentido, Asi. el aislade Sa tuvo uma
mutacion puntual gue generd el cambio de la trosina 493 por proling (T493FP) (Tabla B2},
ubicado en el dominio IV de unidn al ADN en la proteing Mut$; el aislado 10a presentd
una mutacion que sustituvd fa ghicing 618 en Mut5 por senna (Tabla R2), localizada en uno

27



RESLILTADS

de los residuos de contacto al ADP del dominio ATPasa V' [186] que es altamente
conservado en todas las ATPasa ABC inhshidas por vanadato [1E7]; mientras que por
altimo, ¢l aislado 2a exhibié una mutacion punteal en meel, la cual genero el cambio de la
leucing 625 por ghotaming (L2350 (Tabla B2} uno de los dlimos residuos del dominic
C-terminal implicados en la homodimerizackin de Mutl [188]. Cabe destacar que ninguna
de las tres sustituciones descriptas han sido reportadas previamente, v gque su ubicacidn en
dominios estructurales claves para la actividad de ambas proteinas MuS y Mull, indica

que serian las responsables de sy inactivackdn v consecuente hipermutabilidad.

1.3. ANALISIS DE MUTACIONES EN LOS GENES mued, lasR Y mexZ

Con el proposito de identificar mutaciones que podrian estar involueradas en la
conversion & bos fenotipos mucoso, deficientes en el sstema de 08 v de resisiencia a
antibiticos (particularmente aminog licosidos), se analizaron las secuencias codificantes de
Ios gemes micd, fsR v mexd respectivamente. en la coleccion de P aeriginova CFL, Es
impontante destacar que para este andlisis sdlo se consideraron las mutaciones no
sindnimas. es decir aguellas que podrian causar la pérdisda parcial o completa de la funeidn
génica (ver Materiales v Métndos).

Tal como se observa en la Tabla B2, mex® fue el gen mutado con mayor frecuencia
en la coleccion CFL. ya que 30 de bos 38 amlados presentaron mutaciones en el mismo
{TH%). mued fue el segundo pen mis mutado, exhibiendo alteraciones en 24 de los 3%
aislados (63%). Finalmente, facR fue mutado en 15 aislados (39%0), Estos resultados, junto
com los observados respecto 4 la inactivacion por mutacion de bos genes del MRS (42%),
confirman que la emergencia de mutaciones en iodos los genes analizados fue altamente
prevalente entre aislados de P aeruginosg obtenidos de los pacientes argentinos con FL),

Posteriormente, se examind el espectro de mutaciin ocurrido en cada gen.
MNotablemente, se observaron grandes diferencias entre bos espectros de mutacidn en los
genes mucd, JosR, mex?, ¢ incluso compariandolos con los observados en los genes del
MES, mitS v ot (Figura B1) En mecd prevalecieron las pequenas deleciones (1-4 ph),
siendo el resto de las mutaciones diferentes tipos de transiciones (25%) v transversiones
(8,3%0) (Figura R1A). Sin embargo, ¢ importante destacar que tanto las mutaciones de

deleciin coma las sustituciones generaron codones de terminacion prematuros en el 92% de

—— S
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los casos, todos ubicados en ka region periplismica de |a proteinz (Tabla R2), indicando que
existirin una via particular a través de la cual se produciria la imactivacion/alteracion de
mricA. Por su parte, en jas® se observaron mayoritariamente sustitucionss con cambio de
gentido (86%), con una relacion 2:1 de transiciones (57%) respecto a transversiones (2%%),
mientras que solo el 14% fueron pequefas deleciomes (Figura R1B, Tahla R2).
Contranamente con o observado en mued, las mutaciones en fosk ne wvieren wna
lncalizacitn particular, ubicindose a ko largo de bos distintos dominios funcionales de la
proteina, Con respecto a mex, se observaron fundamentalmente deleciones (65%), de las
cuales la mayoria fueron prandes deleciones (>4 pb) (50%:) en comparaciin con las
deleciones pequedas (1-4 pb) (15%), seguidas por transiciones (20%) vy tramsversiones
{15%) (Figura RIC), Sin embargo, silo aproximadamente el 15% de las mulsciones
analizadas en mexZ generaron codones de terminacin prematuros (Tabla R2). Tal como se
menciond anteriermente, la mayvoria de las alteraciones responsables de la inactivacion de
los gemes meeS ¥y muel fueron indels (62,5%) (Tabla R2), las cuales incluyeron
principalmente grandes deleciones (31,5%), pero también deleciones pequedas (5.5%),
inserciones  pequefias (10,5%), egrandes inserciones (5.3%) v duplicaciones (5,3%).
exhibiendo de esta manera un amplio espectro de mutaciongs que producen cambios en ¢l
marco de lecrura (Figura R11D).

Cabe destacar que los espectros de mutackon para mucd, lack, mexd, muil v mutl
ohtenidos en los aislados de P aeruginosg argentinos son similares a los previamente
reportados en otros estudios [R5, 135, 189-191], indicando que mientras todos elios son
mutados con uns alta frecuencia en asladoz obtenidos a pantir de infecciones cranicas FOJ,
los mecanismos responsables de la emergencia de mutaciones en cada uno de elles serian
claramente diferentes. En este sentido, cabe mencionar gue los espectros de mutaciin
observados para mecd v JosR, dominados por pequefias deleciones v por transiciones
respectivamente, coimcide con el espectro previamente descripto para células deficientes en
el MRS en E. coli [192]. no asi el determinado para el gen mexZ (Figura R1, Tabla R2),
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Tabla R1. Caracterizacian genotipica v fenotipica de 38 awslados FO de P aerigrivosa de la

coleccitn CFL.
g § -3. Fenordpo & & E
£33 E 5%
o ﬁ G Mucose  5CV  Pigmentado  Iridiscente E:::::E:tﬂm ol - E
S R | B . - - (A 0,Thx 10 HKC 204
b oAl 4 - - - (LG0T x W HNC 2007
¢ Al + - i g 27 L.Ma0* HNC 2007
i 8 Al - + - + 1,0+ 0,43 % 107 HML 2007
b A2 - 4 z (1,74 L4 5 10° HNC 2007
3 & Bl - - - (L0 0Ty W HNC MM
CEA L + : : (o3 10® HNC 2007
c Bl + + (verde) - (3.8 1,60 x [ HNL 2008
& 2 ©1F = g : (281 L) 10  HNC 2007
b Cl - - - (Ghxadx 107 HNC 20007
5 a2 DI 4 - - 48£2.m 010" HNC 2007
& a -El - (64445 107" HNC 2007
;A i | = + {verde) = 20+ 080 10 HNC 2007
g8 a Rl + - - - (2.3 + 0.5 x 10° HisLC 2007
2 a Fl + < L - B350y 0*  HNC 2004
0 B LI+ + - - GA+3E s WY HNC 2008
11 a2 NI % . 2 - (100,52 10" HNC 2008
12 & + - - (38200 10 HsC 2008
Baan 8 - . . i (414030 W0 HABA 2006
14 2 H - " + {verde| = (S04 3500 10" HABA 2006
R | - -+ + [roja) - (L1£0,6)x107°  HABA 2006
Ih n 11 ! F ivergle) . 0.7+ ,Eix b HABRA 20006
i R - + {verdi) - 264 1.5 x 0 HABA 2006
R | + - - - e+ 28 1 107 HABA 2006
192 KI' o+ + = = (55+20x 10" HABA 2006
b KI - + - (2923 x 107 HARA 2006
R - - - (124 ER 0™ HABAS 2008
d KL - + - * 1Ak L) x 10 HABA 1008
1% 5 MWL -+ - - - l_".',.li-:kﬂ,-lfl.tIi“l'1I HABA 2006
o oa Pl + + {verde) - W0 a0 x 10 HABA 2008
R L - - + {verde} - 2,2+ 1.4)x 10 HABA 1008
2.a TI + g - - (LE& 0,3 x 10 HABA M08
1 B - + - + 0,1+ 0,9 x 10 HABA  HKIE
22 a o : . . B3BT£27 10 HABA M0
-l B s [ - + {verde) z (151,32 10" HABA 2008
4 a2 W1 - . ; A0+2Mx 10" HABA 2008
LR T ) . . P LT202) 10" HABA 108
% oa ¥l = 232 1.Mx10" HABA MO8

Tl e pislnchos < H_mllliniﬁl.:ilnll‘l- o raves de PFGE empleando la ensmma 3ol
"La frecuencia de muiacidn se midis como la frecuencis de risbalentes o rfamplcing 300 pp/ml. cade ik
oilalas witales. Aquellos aislades con becwoneias de mutaciin = 2 % 107 2 definieron cotne hipermutadores v
se indicaron en letra negria, .,
‘Lo aislados 15a ¥ 250 con frecuencias de mutacion por debajo pero cercangs ol purio de cicie (=2 x 1070
4 mostraron madciones e los genes murd o one ko medianie secuenclamiento génlos (ver Tablal2) v fueron
considerados dentro del grupo ne mudador,
SOV, voriamte de colonin peguen; MOy e determinado; HMNC. Hespitol de Mifos de Cdrdoba; HADA,
Hespital Alemén de Buenos Aires
Lis frecuencios de minackdn de lis cepas de referencen silvestre PAOT v las cepas bipormugadoras MPADMS

¥ MPAOML fueron (24 = 1.3) 5 10728 £ 1ap s 107, v L3 2 006) 5 10 nespectivamente.
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Tabla R2. Mutaciones en los genes mncd, lasB, mexZ, mutS v sl en los 38 pislados FO) de
P deriginosa de la colegciom CFL.
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mucA [IET ] el MES
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1Ta NWF MNF A% phoa 417 NI
1 WF MF BEN R mlS, +2 phea 1411 (Siop a
EhJ) TOHGC (LIZOF)
I1Ba =1 pbad}9 (Siopa lZH] NF <4 pba 595 1 b
1Bl -1 pba M Siopa 28] NF =4 pba 595 =D
1Be <l phadMi(Biopa 18] NF 15 pe a6l ARVELER NI
23¥
188 GA2IT | Seop o F40) ChHLTT { AN MF wois, =1 pha 1171 {S10p &
ERE
192 -] pbad2i(Sicpa l40] NF «3f pba 248 mouil, +5 ph a 627 {Stap o
2600
M CHMTT(Sopn [22) Ted 50 (12150400 CIETT (CRIR) WD
b MF TELS0 (E2150) CIETTACRIRY; CIRIT ek, 96 ph dup a 75 (Stop
[Slop a ) & 126
2la 'NF C22IT IP74LY =21 phan3l s, 4 pla 1475
2k HNF C2IIT (FF4L) -2l phahil auil, < phoa 1475
Fino <l pha 338 (Siopa 1280 CIRAT (Swap a 43) 2 phnA25 (ARAYE s il CEET4T (Sbop a 291
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“Le comsideraron |as mutaciones de 5MPs no sindnimas e indels, Enire rEr?ﬁm'u- s indican los cambios a
nivel de aminedcidos.
MF. no se encontraron mataciones; WD, no determinado; NA, ne hubo amplilicacion poe PCRD dup,
duplicaeion: -, defechn: +_ inserciin,
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mirtd

1.4, ASOCIACION ENTRE HIPERMUTABILIDAD ESTABLE ¥ MUTAGENESIS
EN LOS GENES mucA, lasR Y mexd

Con el objeto de profundizar en la posible asocwcdn o wive cntre la
hipermutabilidad por deficsencia en el MRS v In emergencia de mutaciones en los genes
mricd, fas®, v mexd, a continuacion se analizd b proporcion de mutaciones acurridas en
cada gen en los aislados hipermutadores v en bos no mutadores de la coleccion CFL. Como
se observa en la Figura B2, en los aislados hipermutadores [a proporcion de mutaciones
presemies en os genes mend v mecd no fue sigmbcabvamente diferente de la observada en
Ios aislados no mutadores (P = 0,17 v P = 100 respectivamentie]), En ¢l caso de lask, se
abservo que entre los hipermutadores el nomero de mutaciones por aislado fue claramente
mis ¢leveda que en ks no mutadores. sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (# = 0,09). Estos resultados mdicen que no es posible establecer una
asocucin entre la peneracion de mutaciones en mexd, mucd, vy Jasf v el fenotipo
hipermutador en un contexto de infeccidn fr wvive, Mas ain, coma s¢ muesira en la
Figura R2, el nimero de mutaciones totales en los tres genes analizados por cada aislado
hipermutador (2.06) no fue significativamente mayor que aquella observada por cada
aslado no mutader (1,90).

Posteriormenie, se analizd si la hipermutabilidad podria estar asociada con alpan
tipo particular de mutaciones considerando los tres genes meucd, fosf v mexd en conjunto.
En este sentido, a pesar de que los aislados hipermutadores presentaron una tendencia hacia

las sustifugiones (33%), fante rnsiciones como imnsversiones, ¥ bos aislados no mutadores
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exhibieron un mavor nimero de deleciones (62%). principalmente pequefias deleciones
(1-4 ph), las diferencias entre estos valores tampoco fueron estadisticamente significativas.
De esta manera, no fue posible establecer una asociacion fm vive entre la hipermutabilidad y
las munaciones generddas en mucd. losR v mexd durante el proceso de infeccion pulmonar
erdnica, sugiriendo que en la poblacion analizada en este trabajo, la hipermutabilidad no
estaria asociada especificamente a la emergencia de ninguno de los fenotipos adaplativos

especificos estediados,

60, 206 190 g
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Figura R, Disieibucion del mimsers de molaciones en 08 gends mecd, fasl v mecd e los adslados
hpermuiadores v no muladores, B nomere de mutaciones presentes en los genes mieed | barmas
u:u.||m'|_|. fas® (barras verdes), v mered (hurmas rojas) s expresado como ¢l poreentaje de mulaciones
e los aislodos hipermuladors v ao mutadors respecte del nemens de mislsciones foales, Los
nimeros sobre las harrss indiean el admicro de riutaciones lsales por cada une de los alstades. La
diferencia entre el porcentaje de mutaciones en los aislados hipermumadores y no mutsdores no fue

estadisticamente sipnificativa e nlnguno de los penes analizsdos (7 < 0,08, test exacio de Fishe),

1.5, ASOCIACION ENTRE HIPERMUTARBILIDAD ESTABLE Y RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Tal como se menciond anteriormente, diversas investigaciones plantean que las
cepas hipermutadoras tendrian un rol principal en la adquisicion de estas elevadas tasas de

resistencia en los aislados de P acruginosa de pacientes con FO [21, 174, 181]. De hecho,

33



RESULTADCS

se¢ ha observade que asslados hipermutadores de pacientes con FO no sdlo poseen una
resistencia a antibidticos mayor que bz aislados no mutadores [21], sino que también
incrementan la tasa de adquisicidn de resistencia hacia nuevos antibidticos [167). De esta
manera, con ¢l objetivo de profundizar en ¢l estudio de la asociacion entre hipermutabilidad
y resistencia a antibidticos, se analizo ka susceptibilidad de Jos 38 aislados de la coleccion
CFL a diferentes amtibidticos mediante la medicion de los didmemros de Ios halos de
mhibicion ¥ la cusntificacién de la subpoblucwin de mutantes resistentes (SMR)
desamrolladas dentro de estos halos de inhibicwn (ver Materiales y Métodos), Para ello, se
wiilizaron kos sipuientes antibidtices: cefiazidima, ciprofloxacing, imipenem, meropensm v
tobramicina, teniendo en cuenta gue los mismos son ampliamente utilizados en las terapias
de pacientes con FO). La proporcion de aislados de P aeruginosa hipernunadores con
niveles detectables de resistencis a ciprofloxacing v cellazidima fue sigmificativamente
mayor que la proporcidn observada en los aislados no mutadores (P = 002 v P = 0,02
respectivamente).  En este sentido, e 62,5% de los aislados hipermutadores focron
resistentes a ciprofloxacing mieniras que sdlo se ohservd un 22, 7% de aislados resistenies a
este antibiiieo entre los no mutadores, Por su lado, el 23% de lozs aislados hipermutadores
fucron resistentes a ceflazidima, muentras que todos bos aislados no mutadores fueron
suscepiibles a este antibidtico (Tabla R3). Con respecto & la proporcion de aislados
hipermutadores v mo mutadores resistentes a4 imipenem, meropengm v obramicing, se
evidencid una mavor tendencia entre ks hipermutadores, sin embargo la misma no fue
estadisticamente sigmficatrva (P = 006: P = 100; y P = 0,61 respectivamenie). Es
mmporiante destacar gue el dnico aslado resistente a todos los antibidticos analizados
{aislado 19a), presento un fenotipe hipermutador (Tabla R3).

Por otro lado. a través de la cusmtificacion de la emergencia de SME [193], se
ohservd que I3 mayoria de los aislados hipermutadores presentaron SMR dentro de los
halos de inhibicién obtenddos en los cinco antibidticos testeados. Por el contrario, raramente
se detectaron SME en los aislados no mutadores analizados con los mismos antibidticos
(Tabla R3). Mis alm, los aislados hipermutadores presentaron SME en al menos fres
antidticos diferentes, siendo la proporcion de aislados de P aorvginosg que presentaron
SMR significativamente mayor entre bos hipermutadores con respecto o los aislados no
mutadores (P = 0,001} {Tabla E3).
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Tabla RX. Ensayvos de difusion en discos de antibidtices v cuantificacion de las SMR en los 38
aislados FQ) de P geruginosa de la coleccian CFL.
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De esta manera, ln asociacion entre kB hipermutabilidad y la resistencia a
antibidticos =2 observds clarsmente con respecio a lo presencia de SMRE, Sin embargo, la
psocincion ¢n relacion o los niveles de susceptibilidad fue menos clara, manifestindose salo
con respecio a algunos antibidticos. En este sentido cabe remarcar que no fue posible
establecer una asociaciin entre hipermutabilidad y resistencia a tobramicina, o cual es
colerente con la falia de asociacion previameme establecida entre hipermutabilidad v la
mutagénesis en el gen mexd (Figura R2), directamente relacwonado a la resistencia de

aminog licosidos,

1.i. MUTACIONES EN LOS GENES mucd, lasR Y mexd Y RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Tal como z¢ menciond anteriormente. MexZ es el regulador negativo de los genes
que codifican para la bomba de eflujo MexXY-OpiM en P, gernginosa, cuva inaclivacion
conlleva a la sobreexpresion de los mismos v al consecuente aumento de resistencia hacia
aminoglicdsidos v ofras drogas [165]. Por so parte, estudios previos han repomtado un
meremento en la resistencin g antihidticos en cepus de P aomginosa con fenotipo mucoso
awsladas del esputo de pacientes FO) [194]. Ademas, se ha postulado que la inactivackin del
gen fusf estaria asociada con un aumento en la tolerancia a P-lacidmicos. la cual a pesar de
no ser suficiente para alterar ko concentracion inhibitoria minima (CIM]), resulia én una
generaciom espontanea mayor de colonias resistentes [21]. También, se ha observado que
mutaciones de pérdida de funcion en fesR confieron resistencia o ciprofloxacma v
iobramicina en condiciones limitantes de oxigeno v utilizacion incrementada de nitraio
[195].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, a continuacion se analizd s1 la inactivacion
de muicd, lasR o mexZ podria estar asociada con una alteracion en la resistencia hacia los
antibidticos analizedos en la coleccidn CFL, Come se ckserva en la Figura B2, R
resistencia @ Jos antibidticos [-lactamicos (cefiazidima, imipenem ¥  meropenem),
Muerogquinonas (ciprofloxacing), v aminoglicdsidos (fobramicina), no estuve asociada con
la inactivacion de ninguno de los genes mucd, dask o mexd, Ademds, cuando se analizd la
SMR en los halos de inhibicidn de los cinco agentes antimicrobianos testeados, se observi

que la misma no estuvo relacionada con la inactivacion de ninguno de los tres genes, ni
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siquicra cuando se analizo la resistencia a  f-lactamicos en las mutantes {as®, o la
resistencia & wbramicina en las mutantes mexZ. Esiog resullades sugieren que [a
adquizicidn de resistencia a anlibidticos en P oeruginosa estd basada en factores multiples
v cierlamente complejos que meluyen varias vias convergentes v/'o redundantes mediante

las cunles es posible lograr resistencia a algin antibiotico en particular,

" e TR TR =
o
1= did s

ALl l;l 1l

S Y

Figare RA. Azociacidn aitre nesistencia o antlbidticos v presencia de mutaciones en los
genes mucd, krsf oy mexed. (A} Diferencias en la resistencla a antibadtices en bos akslades
e P pernginoso conteniends mdacionss en mied rned-) respecto de aguellos =in
mutackones en este gen (omcd - L Los datos estdn expresados como el porgentaje de
aislados resistentes a ceftazidima, ciproflosacing, imipenem, meropenen, ¥ tehramicina
en los asslados med- v mecd+ (B Les mibseos andlesis se realizsron e los aklades
fesf- 8 Fasfl= v (O} mend- v mcvd+, En los tres penes las diferencias obsenvadas no
fueran estadisticamende significativas {# < 005, test exacto de Fisher) pam ninguno de

o= amiihiigieos ensoyadon
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CAPITULO 2
EVOLUCION GENOMICA Y ADAPTACION GENETICA DE AISLADOS
DE P. AERUGINOSA DEFICIENTES EN EL MRS EN INFECCIONES
PULMONARES CRONICAS

Las infecciones crinicas ¢con P aeruginoss en pacientes con FQ constituyen el
primer modelo natural en revelar una elevada prevalencia de cepas hipermutadoras [21]. Se
ha establecido incluso que las cepas hipermutadoras son altamente prevalentes en ofras
cspecics bacterianas que infoctan pacientes con FQ [17-18, 177], a ka vez que se a
reportado una seleccion imporianie de aislawdos hipermutadores de P gerveinosa en
infecciones cronicas diferentes a la FO), tales como la EPOC v hronguiectasia [173, 176].
De esta manera, es de egperar que factores relacionados con la cronicidad de la infeccion
serian bos implicados én B seleceidn de cepas hipermutadoras de P seniginos.

Sin embarge, la comparackin enre aislados FO hipermutadores v no mutadores no
evidencid una asociecion clara entre la hipermutabilidad y la adquisiciin de mutaciones en
genes marcadores de cronicidad (mued v fasR), o genes relacionados con la resistencia a
antihidticos (mecd) (Figura BRI De esta manera, a conlinuacion se planted la posibilidad
que, mEls que con mutaciones especificas, la hipermutabilidad tendria un efecto genético
global que pudiera asociarse con la adaptacion v persistencia, v permitir asi su seleccian y
alta prevalencia. Para ello, se plantearon estudios globales de gendmica estructural que
pudieran responder en primera instancia sobre cudl seria el impacto de la hipermutabilidad
por deficiencia en el MRS en la evolucion gendmica de aislados FO de P weruginosa. En
esie sentido, a pesar que varios estudios han amalizado la hipermutabilidad en aislados FO),
los nusmos se han centrado generalmente en el andlisis de asslados oblensdos de distintos
pacienies o bien esiudios Jongitudinales a partir de aslados de un mismo  paciente,
mcluvendo en wodos s casos 0k pocos aislados obtenidos €n un mismo momento de la
infeccian.

Temendo en cuenta que en las infecciones cronicas gencralmente el mismo linaje de
P. ageruginosa colona y persiste a ko largo del tiempo, un Onico packente puede ser
consideradn como un reserviorio natural a partic del cual pueden llevarse a cabo andlisis

evolutivos o largo plazo. Asimismo, s1 a esto se suma el hecho de la alta prevalencia de
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hipermutadoras, las infecciones pulmonares cronicas en  pacientes FQ  ofrecen
operunidades dnicas para estudios evolutivos particularmente en hipermutadoras, Asi, en
el presente capitulo se estudio ¢l impacto de la hipermutabilidad en la diversificacién
fenotipica (a través andlisis global del metgbolismo) v en la estructura del genoma del
F. aeruginosa (a través del secuenciamiento masivo de los penomas de 27 aislados FQ)).
Para ello, el disefio experimental se basd en la construccion de grandes colecciones de
aislados de P agruginosg a pantir de pacientes con FOQ, que permitieron abordar un andlisis
kongitudinal v transversal de la evolucién de P gerwginoss hipermutadoras en las

infecciones pulmonares crdnicas,

2.1, CONFECCION DE COLECCIONES LONGITUDINALES |
TRANSVERSALES DE AISLADOS DE P AERUGINGSA OBTENIDOS DE
PACIENTES F(): COLECCIONES CFA Y CFD

Con el ohjeto de describir cuantitativamente ¢l proceso de evolucidn que
cxperimentan aislados deficienies en el MRS duranie Iy infeccion cromica en pacientes FO),
sg llevarom a cabo andlisis longitudinales, es decir a bo largo del tempo, v transversales, los
cuales meluyeron una poblacion obtenida en un mismo momento de la infeccidn a partir de
una misma muesira de esputo, Para ello se construveron colecciones de aislados de
P aerugingsg oblenidos de distintos pacientes con FO: un paciente argentino (CFA) v un
paciente danés (CFDY) (Figura B4) (ver Matermles y Métodos). Estos pacientes fueron
seleccionados en base a que estuvieran infectados cronicamente por un dnico linaje de
. aeruginosa no transmisible, v que hobieran presentado cepas hipermutadoras durante ¢l
transcurso de la infeccion. Le coleccion CFA inclivo dos aislados secuenciales de
P aeruginose obtenidos en dos afos 2004 (CFA_200401) v 2007 (CFA_2007/01), los
cutles fueron caracterizados como hipermutadores deficientes en el MRS en base al andlisis
de la frecuencia de mutacion v de la secuencia de los genes marS y sl v una poblacin
adwional de 90 aislados de P aeruginesa obtenidos al azar a partir de una mizsma muestra
de esputo en ¢l afo 2010 (CFA_2010), Por su lado, la coleccion CFD ingluyd tres aislados
secuenciales de P ageriginosa, previamente caracterizados [ 196]: uno. oo mutador obtenidoe
en 1991 (CFD_1991/01), v dos aslados mtadores deficientes en el MRS obtenidos en los
afios 1995 (CFD_1995/01) v 2002 (CFD_2002/01). Asimismo. se adiciond a la coleccidn
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CFD una poblackin de 90 aislados de P. aerwginosa obtenidos al azar a pantir de una misma
muestra de esputo en el afo 2011 (CFD_2011). De esta manera, los aisladoz obtenidos para
CFA v CFD cubricron periodos de 6 v 20 afios a partir del primer aislamiento, abarcando
=30, 500 v 91400 peneraciones respectivamente, de acuerdo a estimaciones calculadas en
biise a aproximaciones experimentales reportadas previamente [ 197].

CFA Ao CFD

ki
L]
Fl

SN ]

Flgura B4, Colecciones de pislados de P aeaginora CFA v CFD. En B figura se indican
en una escala de tiempo fos punies de muestreo {simbalosh v |os tiempes de vida de los
pacienics {harras grises). Los aistados de P aenvgivesy se recolectaron 3 parlis de dos
pacientes FO loa cunles esidn representados en aenl (CFAY v verde 1CFD )L Les aislados
ienices s indiean con simbolos vaeios mientras gue las poblaciones frmnsversales de 90
arslados e indscon con arculos ees, Bl tiempo egimado del comismzo de la infeccion

cromica en codla pasients esti represeniado por asten scos,
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Una vez confecciomadas, se conflirmo gue las colecciones estuvieran conformadas
por un tnico linaje de P aeruginosa, Para ello se llevaron a cabo distinlos métodos
moleculares, incluyendo amplificacidn al azar de polimorfismos en el ADMN (BRAPD) v
tipificacion por polimorfismos de nucleotdo anico (SNPs) (Figura R5) (ver Mateniales v
Meétodos). El uso combinado de estas metodologias permitio confirmar que cada paciente
fue infectado cronicamente por un Gnico linaje de P. aeripinosa, el cual persistid a lo largo
del periodo analizado, De esta manera, se bogrd un disefio experimental que permitic
analizar las historss evolutivas de dos cepas diferentes de P, aeniginesg que prosperaron
en ambientes FO paralelos, & suovez, el esquema longitudinal permitid un andlisis global de
los cambios genétxos adquiridos a lo largo del tiempo que subyacen la adaptacion,
mientras el transversal permitio el analisis de la estructura genética a nivel poblacionz] en

un momento dado de la infecciin cronica.

1.2, PREVALENCIA DEL FENOTIPO HIPERMUTADOR POR DEFICIENCIAS
EN EL MRS EN LAS COLECCIONES CFA Y CFD DE P. AERUGINOSA

Con la fnalidad de amalizar la prevalencia del fenoupe hipermutador en las
poblaciones de 90 aislados de P aeruginosa en las colecciones de CFA_2010 y CFD N1,
se determind la frecuencia de mutacion a través del calcubo de frecuencia de resistentes a
rifamipicing para cada uno de ellos (ver Materiales v Métodos). Sorprendentemente, el
100%0 de bos aslados CEA_ 2000 presentaron un fenotipo hipermutador, con frecuencias de
mutacion que estuvieron en el ango de 1,7 x 107 - 7.6 x 107", De manera similar, en ka
poblacion CFD 2011, el 94% de los aislados exhibieron un fenotipo hipermutador {con un
mtervalo de frecuencias de 1.4 x 1077 - 8.3 x 10}, micniras que los aislados restantes
presentarcn una frecuencia de mutacion cercana o la observada en la cepa de referencia
PAOI no mutadors, en un rango de 3 x 107 - 1 x 107, Con el proposito de descartar Ia
posibilidad de que tan elevada proporciin de cepas hipermutadoras fuera debida a que la
toma de muestras s¢ hubiesen realizado a partir de michos focales puntuales que pudieran
contener cepas estrechamente relacionadas, se analizaron tanto para CEFA como para CFD.
nuevas colecciones de 90 aislados de P aerwginosa obtemidos al azar, a partir de nuevas
muestras de esputo tomadas con una diferencia de al menos 6 meses con respecto a las
anteriores (CFA_2011 v CFA_2012). Sin embargo, la determinacion de la frecuenci de
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mitacion para cada una de ellas arrojpd resuliados similares: €] 100% v aproximadamente el
Q0% de los aislados en CFA_2011 v CFD_ 2012 fueron hipermutadones, respectivamente.
Estos resuliados sugieren que una vez scleccionades, las cepas hipermutadores dominaron

la poblaciin infectante en ambos pacientes CFA v CFD
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2.3. ANALISIS GENOMICO ESTRUCTURAL DE LOS AISLADOS DE
P. AERUGINOSA DE LOS LINAJES CFA Y CFD

Con el proposito de estudiar ln evolucsdin gendomica de los dos linajes de
P, aeruginosa de CFA v CFIY en el transcurso de la infeccion pulmonar crénica, se llevi a
cabo el secuenciamiento masivo de los genomas completos de 13 aislados de CFA v 14
aislados de CFD {ver Matermales v Meétodos),

En este sentido, de la coleccion de CFA se seleccionaron el aislado hipermutador
inicial CFA_2004/01, el aislado hipermutador intermedio CFA_2007/01, como asi también
11 aislados hipermutadores de a poblacidn del 2000, elegidos al azar: CFA_Z010/01,
CFA_ 2010011, CFA_2010/26, CFA_2010/31, CFA_2010/32,  CFA_2010/40,
CFA_2010/43, CFA_2010/72, CFA_2010/78, CFA_2010/82, CFA_2010/87,

Con respecto a la coleccion de CFID, se seleccionaron el aislado no mutador inicial
CFD_1991010, ks aizlados intermsedios hipermutadores CFD 1995701 v CFD 2002401,
mientras que de la poblacion del 2011 se seleccionaron los tnicos 5 aislados no mutadores
CFD_2011/04, CFD_2011/11, CFD_2011/45, CFD_2011/57, CFD_2011/95, v 6 aislados
hipermuiadores seleccionados al azar, CFD_2011/27, CFD_20011:28, CFID_Z011/33,
CFD 2011734, CFD 2001 1/83, CFD 2011794,

Las secuencias gendmicas se obtuvicron utilizando la tecnologia llumine (ver
Materiales v Métodos). Si bien existen genomas sccuenciados de P aeriginosa disponibles
eft las bases de datos, ¥ si bien ks cepas de P, aeriginosa tienen aproximadamente um 80%
de su genoma allamente conservado, exizte un -20% gque constiuye el Zensdma ccesondo
variable que incluye componentes particulares de cada cepa. Temeodo esto en
considerackin, fue necesarwo el ensamblado de move de s penomas de ks aislados
ancestrales de cada paciente (CFA_2004/01 v CFD_1991/01), para lnego wtilizarlos como
penomas de referencin en ¢l andlisis evolutivo. En el caso de CFA_2004/01, se obtuvo un
genoma ensamblado en 844 contigs, los cuales akeanzaron un tamafio de 6.294.248 pb. Por
su lade, para CFD 199101, se bogrd ensamblar el genoma en 601 contigs kogrando un
tanmafic de 6.3131.855 pb (Tabla R4). Asimismo, se obtuvieron coberturas de 172.3 v 207.2
para CFA_2004/01 v CFD_1991/01 respectivamente, o cual significa que cada posicion
cubierta del genoma estuve representada 172.3 veces en CFA_2004/01 v 2072 veces en
CFD_1991/01 {Tahla R4),
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Tabla R4, Ensamblado de o de bes genomas de los aislados de P aereginosae CFA 20041
CFD_1991/00,

Cremama Leciuras Lecturas Tamaiio Cobertura” N7 de Contenide Mapeo
pemcradas  ensam- del contigs GO (%) con
hilmclus genama rPAOL"
{ %l
CPA 20401 12936678 954 G20 ME 1723 g 66,3 3.5

CFD 19101 14633218 9.3 6313,855 2003 B01 656 2 G4
“La coberura fue caleubada para aquellas posiciones representadas en el penoma de referencia (PAOT) por
los distintos contigs ohtenidos,

"Porcentaje de becturas gue se alinearon con el genoma de referencin PAOL.

2.3.1. ANALISIS DE LAS BASES GENETICAS DE LA HIPERMUTABILIDAD EN
LOS AISLADOS DE P, AERUGINGSA DEL LINAJE CFA

A partir de los secuenciamientos obtenidos, el primer analisis realizado tuvo el
chjeto de mvestigar las bases penéticas responsables del fenotipo hipermutador en ambas
colecciones CFA v CFD, a través del analisis de las secuencias de bos genes meS ¥ muil, v
de ensavos de complementacion génica, Estos estudios se hicieron a su vez extensivos a
una proporcion mavor de aslados oblenidos en las colecciones CFA_2000 v CFD_2011.

Log aislados CFA 200401 v CFA_2007A40 fueron caracterizados como deficientes
en el MRS, por la ocurrencia de mutaciones de cambio de sentido en ambos genes merS y
meitl que fueron las mismas encontradas en 7 de os 11 aislados CFA_2010 (Tabla R5). Se
llams & esta combinacion alélica SL1 (compuesta por las mutaciones T247P en MwS v
HA469E en Muil). En los 4 aslados restanies se observaron dos mutaciones adicionales en
mary y un en sl dando lugar a fn peneracion de dos nuevas combinaciones alélicas,
51.2 v 513 respectivamente. SL.2 estuvo compuesta por las mutaciones TI4TP y L794P en
Muis, v LIRSS v H469K en Mutl; muentras que SL3 estuvo compuesta por s mulaciones
WI1A0R v T247P en MutS, y H469R ¢n MutL (Tabla RS)

A través de ensavos de complementacion con plasmidos gue contenian los penes
murS v muil silvestres (ver Materiales v Métodos), se confirmd que la mutacian H469R en
Mutl. fue Ja responsable del fenotipa hipermutador en  todos los  aislados,
mdependientemente que presentaran las combinaciones alélicas SLI, SL2 o SL3. La
mutacion  H469R s emcuentra wbicada en un motive  allamente  conservado
DMBAAHERITYE. que ha sido relacionado con la actividad endonucleasa de la proteina
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Mutl [40]. En este sentido, se ha demostrado que el residue H469, junto con D467 v E473,
tendrian un rol esencial para la funcidn fn vive de Mutl v para kb reparacion de bases mal
aparcadas, no solo en P geruginosa [40] sino también en levaduras v humanos [43, 45,
198]. Cabe destacar que, conformando la combinacion alélica SL1. la mutacin H469R en
Mull estuvo swempre asociada con la mutacidn T2471 en Muts, (Tabla R3], aunque csia
aitima, localizada en un dominio conector de la proteina [188], no estaria mmphcada en la
pérdida de funcitn del MRS v ser causa de la hipermutabilidad, de acuerdo a Ios ensayos de
complementacion génica, Lo mismo se observd respecto a la mutacion L3898 en Mutl, |a
cual & encuentra en una regidn desestructurada flexible que cumple la funcién de unir los
dominios C- y N- terminal entre si pero cuya delecion se demostrd previnmente no
afectaria la funcidn in vive de MutL [199]. Por su lado, las mutaciones W160R y LT9MP en
MutS, formando parie de las combinaciones alélicas 512 y 513 respectivamente (Tabla
R5). estin ubicadas en el dominio conector ¥ en el dominio hélice-giro-hélice de MutS
respectivamente [186], b cual, sumado al hecho de que pudieron ser complementadas con
Ia sola expresion de mul, indica que ninguna de ellas produciria la mactivacién del MRS,
De esta manera, la acumulacion v fijacion de las mutaciones en el gen mand v mrl,
diferentes a HA69R, resulta muy mieresante, va que las imsmas, de oo ser meramenic
silencinsas, podrian estar relacionedas con funciones no relacionadas a la reparacion del
ADN dependiente del MRS, De todas mancras, y a pesar de las distintas combinaciones
alkélicas observadas, es importante volver a resaltar que a nivel fenotipico la poblacion de
aislados CFA_2H D estuvo dominada en su wetalidad por un fenotipe hipermutador,
Postenormente ¥ con el objetive de analizar en mayor profundidad la prevalencia de
cada combinacion alélica de kos genes del MRS en la poblacién de CFA, se secuenciaron
los genes mutS v metl en 19 jislades CFA_2010 adicionales con el fin de cubrir el 30%% de
la colecciton transversal (30 aislados de un total de 900, A partir de este andlisis, s¢ observi
que 14 de estos nuevos aislados presentaron la combinacion ancestral SL1, 5 la 513, ¥
ninguno presentd la combinacion SL2. De esta manera, la prevalencia en la poblacion total
analizada de CFA fue del 70%, 27% v 3% para SLI, SL2 y SL3 respectivamente
{Tabla R3). Estas observaciones indicaron que & pesar de la coexistencia de distintas
variantes alélicas, una de ellas (SL1) domind la poblacion y persistio a lo largo del tiempao

en ¢l paciente CFA,




Tabla RS, Mutaciones en los genes mutS y sl en los mslados de P, aeryginosa de lns colecoiones CFA y CFD,

Mutaciones en higenu.ﬂ'a_ MES' Abele del Prevalencia de
Abslado cen nllebn del
s writ . MRS MES" (%)
2041 ATIOC{T24TP) AT (T4 s
20T AT (TIATF) AT406G (HAG9R) BL1
ATIOC (1247F)  T2IRIC( 12

VA2

ATIOC {T247P)

Hwﬁt

AL4MGG (TG0

"
= 0
= 203 AT (T24TF) ALdG (H4ARR) e |
2T AT (T24TF ARG [ H4ERR) S0
2E? ATHMC{T2TF Al (HA6%R) s
E LR ATINC (T24TP) ALHEG (HAER) L1 |
20126 ATIC (T24T1) ALMMG (H480R) SL1
20K AT (T2ATF) AT4GE (HAGTR) 11
199101
200133 Ll SLI o4
200201 : SLI

CFD

Ca

il

"Se consideraron las mulaciones de SM s no sinenemas ¢ indels, Entre pandniesis se isdbean los cambios a nivel de amimodcidos, Las celdas resaliadas en
distintos colares distingoen los diferentes combinsciones alélicas de w8 y ol pars coda aiglado de las colecciomes CFA v CFDL - delazidne +

Pt Ion.
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2.3.2 ANALISIS DE LAS BASES GENETICAS DE LA HIPERMUTARBILIDAD EN
LOS AISLADOS DE P. AERUGINGSA DEL LINAJE CFD

Die la misma manera que para CFA, con el objetive de analizar las bases gendticas
responsables del fenotipo hipermutador en la coleccion de P, aernginosa de CFD, se
analizaron las secuencias de los penes eoneS v oeeetl, v ose reéalizaron ensayos de
complementacion génica. Mientras, segun ko esperado, el clon no mutader CFD_1991/01
presentd  las  secuencias sy meetl  inaheradas, los aislados CFD 199501 v
CFD 200201, fueeron caracierizados como deficientes en el MRS, debido a que
presepfaron unad deleciin O en muilS que produce un cambic en el marco de lectura
{Tabla RS}, MNotablemente v tal como se muesira en la Tabla RS, twedos los asslados
CFD 2011, mcluyendo los no mutadores. presentaron ka misma mutacidn de delecidon en el
gen mury {-C0 5] gue produce un codon de terminacion a 1854 pb del gen. Este coddn de
termingcion prematuro resulta en la pérdida de los aliimos 237 aminodcidos del dominio
C-terminal de MutS, el cual ha sido relacsionado con la olipgomerzacin de la proteina v la
interaccion MutS-Mutl. [200]. En este sentido, se ba demostrado que la tetramerizacion de
Muts en P geruginosa seria imponante para la hidrolisis de ATP v la union al ADN,
ambos procesos esenciales para 1a funcion i vive de MutS [201]. De hecho, el efecto de la
pérdida de funcion cavsada por la mutacion -CGyssy foe confirmada por ensayos de
complementacidn génica, va que b actividad del MRS en los aislados CFD hipermutadores
se vidy restablecida luego de b transformacién de cada una de las cepas con un plismido
que portabs el gen matS silvestre no alterado.

Cabe destacar que, en los aislados no mutadores ademdis de la mutacion -CGjg, se
observiy una msercion de dos OC en kb poskdin nuckeotidica 334, a partir del coddn de
mciacion ATG (#CC;540 en una region homopohimérica de 3C, conformindose asi un
nueve alek mues™ T (Tabla B5). El cambio en el marco de lectura producido por la
mnsercion +CC 34 no restaurd aquel onginado aguas abajo por la mutacion -CGyss, sino gue
generd un coddn de terminacion prematuro a 347 pb del gen. Este codén de terminaciin
prematuro da lugar a un péptido N-terminal de | 16 aminodcidos, regidn que precisamente
constituve el dominio 1, involucrado en la unidn de la proteina Muts al ADN [186]. Sin
embargo, ¢l cambio en el marco de lecturn generado por +CC:y produce asimismo la

restautacion de un codén ATG de inicio de la traduccion a 1882 pb, lo cual origina un
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péptido de 247 aminoacidos, incliyende bos dominios ATPasa V y C-terminal. De esta

manera, ¢l alelo st r ki

codilicaria para dos péptidos, incluyvendo las regiones
M-terminal {aminodcidos 1-116) v C- terminal (aminodcidos 608-B85) de Mut5. Es
imponante en este punto volver a destacar que si bien fa adguisicion de la nueva mutacion
HCys mantiene alterada I secuencia de m¥, v probablemente la alteracion de su

S-l'{'!-J-l{'GIJ:lI exhibieron

funcion, oo obstante los aslados que presentaron el alebo mu
reduccion significativa en sus frecuencias de mutacion. Por lo tanto ¥ en base a la ausencia
de correlacion entre fenotipo v genotipo en los aislados CFD_2011 no mutadores, se
planted ka siguiente posibilidad: +0C34 estd asociada con un mecanisma de reversidn de la
hipermutabilidad micialmente producida por -CGjss; de modo que el fenotipo no mutador
resultaria de la combinacion de ambas mutaciones, Para indagar sobre esta posibilidad, los
abebos mie§ ST o e fuaron clonados en plsmidos con el objeto de
trons formar la cepa PAOIMS hipermutadora mutante en metS (Tabla M1). Como control
del experimentn se realizaron ensayos de complementacion génica con el mismo plismido
portando el alebo murS silvestre. Sin embargo, mientras este Gltimo fue capaz de reducir la
frecuencia de muacion a valores normales (resultados no mostrados), las transformaciones
con los akelos muee§SHHYEEEED S pg produjeron ningin cambio en la
frecuencia de mutacion en la cepa PAOMS hipermutadora (resultados no mostrados),
descartando la posibilidad de que la combinacion de ambas mutaciones fuera la responsable
de la reduccion en la frecuencia de mutacidn observada en los aislados CFD no mutadores.
Agimismed, como ol mecinismo posible para reducir la tasa de mutacion en una cepa
hpermutadorn deficiente en el MRS, se descand que el alelo hipermutador haya sido
complementade por una copm del pen mutS silvestre adquirida espontdneaments por
eventos de recombinacion [202-203], yva que no s¢ observaron duplicaciones del gen murs
en minguno de los genomas de los aislados CFD 2011 no mutadores. Todas estas
observaciones sugieren que la reduccion en la frecuencia de mutacion observada en estos
aislados se habria producido por mutaciones secundarias capaces de compensar el fenatipo
hipermutador (ver Resultados, seccion 2.3.4).

Posteriormente v tal como se realizo en la poblacion de CFA, se secuencid el gen
mudS en 19 aislados hipermutadores CFD 2011 adicionales, v se determind que el 100% de

ellos presentd solamente la mutacidn -CGyss) en musS, indicando que la proporcion de
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aislados en la cobeccion CFD_2011 que sufrid una reduccion en la frecuencia de mutacion
fue mantenida en una proporcién muy baja en la poblacion (6%%).

233 EVOLUCION GENOMICA DE LOS LINAJES CFA Y CFD DE
P AERUGINGSA

A continuacion v con ¢l propisito de identificar v caracterizar las mutaciones de
AMPs v de insercion/delecion (indels) acumulados durante el transcurso de fa infecein
cromica en cada linaje bacteériano, se utilzaron los genomas de los clones ancestrales
CFA 200401 v CFD 1991401 ensamblados de nove como referencias para ¢l mapeo (o
alincamicnto) de las secuencias gendmicas de kos aislados restantes y correspondientes de
CEA vy CFD { ver Materiales ¥ Métodos), De esta manera, se generaron mas de 224 millones
de lecturas pareadas. las cuales estuvieron representadas en promedio entre 33 - 207 veces
en los genomas de referencia correspondientes (todas las coberturas gendmicas promedio
fucron 282X con las excepciones de CFD 200194 v CFD 2001727 con 33X v 52X,
respectivamente) {Tablka Be). A partor de estos alineamientos se idemtificaron un toial de
2578 5MPs v 544 micro mdels (de 1-10 pb) acumuladas en el linaje CFA (Tahla R7). Por
su lado v cubriendo un periodo de evolucion mavor, se observaron 5.710 SNPs v | 078
micro indels acumulados en los clones CFD (Tabla R7). La elevada acumulacién de
mutaciones observads en los penomas CFA ¥ CFD es clarmmente atribuible o su tasa de
mutacion incrementada. la cual s¢ habria manifestado durante perindos evalutivos a largo
plaze, comprendiendo 6 v 20 afios respectivamente, En este sentido v eon el propdsito de
estimar las tasas de mutacion sufridas por los linajes CFA v CFD a lo largo del tiempo se
aplicd la estadistica Bavesiana [204], obteniéndose valores similares de 77 SNPsfafio
(3,07 x 107 SNPs/ph por generacion) para CFA v 78 SNPs/afio (3.07 x 107 SNPs/pb por
gencracion) para CFD, las cuales fueron 30 veces mayores a las descriptas previamente
para aislados no mutadores (2.6 SIWPssafio) que evolucionaron igualmenie en mfecciones

pulmonares erdnicas FQ) [205].
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Tubla Rb. Sccuenciamiento por [Humina de los genomaz de los aislados CFA v CFD, ¥
carmcleristicas de los alineamientos realizados ¢n relocton a los genomas ancestrabes CEA 200401

v CFD 1901101 - B
A bslmidn N de lerturas Lecturas Cobseriura
parendos alinendns® (%)
30401 12,936,678 05 1724
2007701 11.127.370 974 1556
201040 £.212.026 9,8 1069
01031 2.477.306 a5, 1074
2010/0]1 8.135.826 83,6 101 4
010TR 7,151,856 4,1 93,8
< 20E2 8.040.138 94,6 108.1
& 20103 6,957 104 A5 528
2010072 8,040,018 92,5 1054
2010487 8.136.510 28 108.7
2016032 5199772 97,2 114,0
20126 5428428 47 0} 1169

201011 7.808.846. RS 106,7

Los fecurns pendimicas se mapearn con os genomas de referencia CFA 20401 o CFD_199101 segin
carrespondiers,

"La coberturn fue caleuladn para aquellos posiciones represeniadas en el penoma de referencia por los
distintoe contigs obtenidos,

Los genomas de referencia CFA_ 200440 v CFD_ 199101 presestaron 6.294 245 v 6313855 ph

respectivamente,

A continuacion, con el ohjeto de obtener informacin respecio de la fuerza selectiva
que actud en cada linaje de P oeruginose durante el proceso evolutivo, se clasificaron los
SNPs de acuerde a su distribucion en las regiones codificantes y no codificantes v en base a
su efecto en la traduccion. Tal como se observa en la Figura R6, la mayoria de los SNPs de
los linajes CFA y CFD se localizaron en regiones codificantes, siendo un 58% y un 60.2%
de los mismos mutacones no sinénimas respectivamente. Posteriormente, se estimo la
proporcidn relativa de mutaciones no sindrimas v sindnimas (cociente dN/dS, ver
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Materiales ¥ Métodos), como medida de las fuerzas de seleccidn que actuaron
particularmente en las regiones codificantes. En este sentido, la teoria newtral de evolucion
molecular predice que ¢l cociente entre ka tasa de sustituciones no sindnimas (dN) v la tasa
de sustituciones sindnimas (d5) se aproxima a la unidad durante un proceso de evolucidn
neutra. De esta manera, coientes mavores ¢ menores o | podrian interpretarse como
indicios de seleccion positiva o negativa (purificadora), respectivamenie. Los cocientes de
seleccion obienidos en los linajes de CFA v CFD faeron 0,68 v 0,79 respectivamente,
Ambos cocientes fueron significativamente menores a | (P=52 x 0™ vy P=15x 107"
respectivamente), lo cual sugiere que el elevado ndmero de SNPs acumulados en ambos
linajes hipermmuadores de P aeruginosg resultd o bien en pérdida del fimess de Ia bacteria,
o hien en la fijacion de la mavoria de los SMNPs como mutaciones newtras. signando
evolucién por un tipe de seleceidn purificadora /o por deriva génica.

Tabla R7. Nimero de mutaciones de SNPs ¢ indels 1otales por genoma secuenciado.

Cenoma N total de M total de Genama N atal de M2 otal de
ENPs indels” SNPs" Indls"”
2007401 204 72 1103 303
21 0/40 1RO i
2010/31 (7 1o
2010401 68l 160
201078 i) 160
- 2010782 517 1
5 201043 520 108
2010472 515 14
2014W87 350 10
2010632 452 120
201026 461 131
2014K11 459 125

T s SNPs y las indels {de 1-10 phl se analizsron como b acemulackin de mutacsones con respecio a los
penomas de referencia CFA_2004/01 v CFD_1991/0) sepdn corresponde. Bl total de SMPs dnicos
acymulados en los linajes CFA v CFD fae 2578 v 5,710, respectivamente; mientras que e total de indels
Gnicas aculadas fue 544 ¥ LOTR, respectivamenie.
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2.3.4. GENERACION DE DIVERSIDAD GENOMICA EN LAS POBLACIONES DE
P. AERUGINOSA HIPERMUTADORAS DURANTE SU EVOLUCION EN UN
MISMO PACIENTE FO)

Posteriormemte, con la finalidad de estudiar las relaciones evolutivas entre los
aislades de cada lmaje CFA vy CFIy, se construveron arboles filogenéticos de méaxima
parsimomia, empleando SMPs como marcadores filogendticos, El criterio de parsimonia
conduce a ka eleccidn del arbol filogenético que explica fa filogenia de un grupo con el
menor numere de cambios evolutivos. Asi, & traves de este metodo los cambios evolutivos
pueden exphcarse por simple acumulacion de mutaciones puntuales a partir de un antecesor
comin, Cusndo este supuesto no se cumple, la acumulacion de mutaciones se puede
explicar como el resultado de eventos de mutacidén énticos pero independientes, como
asimismo de reversiones directas o transferencia horizontal de ADN, v esas mtaciones se
agrupan bajo el término homoplasia. En ambos linajes CFA v CFD ( Figura R7), se observd
que la mayoria de los SNPs (=95%) respaldaron favorablemente la obtencion de un anico
arbol filogendtico, observandose silo unos pocos sitios homoplasticos, 5 SNPs en CFA
(01 T%) v 27 SNPs en CFD ((,47%), los cuales no se utilizaron en la construccion de los
arbales filogenéticos. Asi, se lograron drboles consistentes que muestran evolutivamente Ia

seeucncia de los eventos de mutacidn ocurmidos en cada linaje de P, geruginesa estudiado.

52



RESUILT ADOS

= CFA
w - CFD

50
4Q
3

20

Parcantaje da SMNPs

10

: L ¥
o

o

Figure R, Tipos de mulacionss de aceerdo a su eleco en la issduccin g proleings
acumuladns en fas repiones codificentes de los genomas secumandos en los linajes de
P geruginpsa CFA v CFDL El andlisis de mutsciones de SNPS e nmlisd o pantir de las
secuencias completas de los genomas CFA v CFD eonsidersmda el porcentaje de S™Ps sin
sentido, con cambio de sentido; silenciosoes. Intergdnicos ¥ o amades. Los SN Ps acumulmios

en los genomas CFA v CFTY estin represesados en barras azules v verded respectivamente
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Lin resultado interesante del analisis transversal, fue la elevada diversidad genctica
enconirada en ambas poblaciones de aislados. En este sentido, los drboles filogenéticos
mostraron que bos clones contempordancos de CFA 2010 v CFD 2011 se distribuyeron
formando tres clusters claramente diferenciados: Clusters 11, 111, v IV, en el érbol de CFA
(Figura BRTA), v Clusters 1, IV, ¥ 'V, en el drbol de CFD (Figura R7TB), Adicwonalmente, se
observd que las longitudes de las ramas distintivas de cada cluster (proporcionales al
nimern de mataciones acumuladas) se diferenciaron sastancialmente entre ellas, indicandao,
como ofrg muestra de la marcada diversificacion, cargas mulacionales desiguales sufridas
por las subpoblaciones contemporineas de cada paciente FQ.

Motablemente, en ¢l Imaje CFD todos los aislados no mutadores fueron agrupados
en el Cluster IV (Figura R7B). Sin embargo, a pesar de su fenotipo no mutador, este cluster
presentd ramas en comiin @nto con los aislados hipermutadores ancestrales, CFD 1995/01
y CFD_2002/01, coma con los clones hipermutadores contemporaneos (ramas D, F, v H,
Figura R7B). A su vez y a pesar de su baja frecuencia de mutacion, los aislados agrupados
en el Choster TV acumularon paraddjicamente el nimero mas elevado de SNPs durante el
transcurso del process mfecoioso (Tabla RY v Figura R7B), o cual se vio reflejado por su
ubicaciin mas distante en el arbol filogenético. Estas observaciones constifuyen una
noedable evidencia de que ks aislades mo mutadores habrian surgide a partir de una
poblacidn mutadora en algun punto indeterminado de la rama J. Esta posibilidad se ve
respaldada por la observacion de gue los aislados no mutadores comparten la mutaciin
ancestral en muts -CGy 5. responsable del fenotipo hipermutador en el resto de los aislados
hipermutadores tanto ancestrales como contemporaneos (Tabla RS5). De esta manera, a
contmuacion v con ¢l proposito de investigar la existencia de mutaciones compensatorias
potenciales de fa hipermutabilidad se analizaron todos aquelkns SNPs no sindnimos Gnicos
del Cluster IV (es decir aquellos presentes en la rama J, Figura R7B), como asi también
aquelles genes que fueron alterados por indelz solamente en los aizlados no mutadores. Para
este anilisis se consideraron particularmente penes involucrados la adaptacion, |la
replicacion, recombinaciin, modificacion ¥ del ADN, o repucsia a ROS [206-207). tales
como e, afpC, mikd, afkBl=2, cool, dinl, drad=B=F-G-d-K-N-0-X, dps, endd, fis, fur,
ghvQ-8, grpl, ged-B, himA-D, heolB-C, hupB, icid, katlk, lexA, lig, nth, mfd, miad, micd,
mirtd, mark, nah, Aiod-B-0-E-FoCeHal-d-K-L-M-N, agt, axyR, porC-E, pnp. pold, prid,
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radd-C, recA-B-C-F-G-N-0-0-R, rep, mhA-8B, mi, rpoX, msP, nivd-8-C, sbeB-0, sodC,
sxh, ses, tag, topd, ung, wrB-C-0, xerl), xsed-B, xthd, ohpF, mutM, polB, hold, reel), phr,
dksd, PADGES, PADT20, PAL40S, PAIRAT, PA41T2, PA4281, PA4400, PA213E y PAS3I4R,
Dentro de este grupo, s6lo los genes abpf, mutM, polB, hold, recl), phr, dksd ¥ PA2138
estuvieron particularmente natados en el Cluster 1V de CFD (Tabla RE). Sin embargo, al
momento no existen evidencas previas de que, ya ses individualmente o en combinacion,

estis mutaciones complementen la deficiencia en el MRS,

Tabln RS, Mulacionss on genes v Tegiones intcrgénicas potencialmente  involucrados en

mutagénesis, reparacion del ADN o respuesta a ROS presentes en el Cluster [V de CFD.

Gen Clasificacian funcionel® Mutacitn®
1 Nombre
PADIGD  mhpk Adaphacion, Prideccion TI477C [Y493H)
PAGAET  murhd AREOG (QZITR)
PAIEES il GL120A (AITET)
PAZ1ME Replicacion del ADMN, recombinacion, medificaciin  T2ZX78C {Y760H)
PASORG  fold ¥ rEpaTaciin GA1C (GEAA)
PA4IES  rech AT (RI13)
Padend  phe GEOA [F3H)
PASTIZ  ahsd Reguladores ranseripoionales; Adaptacidn, G154 (AT3AT)
Prodeccin, Replicacion del AT, recombinecicn,
i ficacidn ¥ reparscidn
PAITIL  Jasl O eeed Factores secretados (boxinas, enzimas, glginato), F—C, 111 pbaguas
PART2S Trsduccion, modificaciion post-tradwccional, arriha de fasf O 1T6H |'_|'h-
degracion /7 Replicackin del ADN. recomblnaciin, apuas abapy de rect
madificacidn v reparacidn
PAL2AN N wwed Prideinas de membranas Transporte de pequefios C—G, 61ph aguas
PA4234 maoedéculas  Replicacidn del ADN. recombinaciin, arriba de PALIIE 1 153
maodificaciin v reparacidn pb aguas abaje de wird
PAS2TN R:piitau'n'm diel AN, recombinacidn, madificecian {—A, 2 ph AgLAE
'PAZ2TA v reparacidn  Hipoadtieo. sin clasilicar. desconocide arriba de PA322 7 N3
phb aguas Abajo de
PAIRTY
P35O Replicacidn del ADN, recombinacidn, modificaciin G, 51 pbaguas
PA3ENT ¥ reparacidon /Y Proteinas de membrana: Transporte de arriba de PE3506 ./ 30
pequafias moldalag b apguas abajo de
PA3SST
PAISHN Replicacidn del ADM, recombinacian, modificacion  C—T, 42 pb aguas
PAasg] ¥ rl:-_|1z|.1'u|:i-|'rl'| i Ili[uﬂ.l"_'[i-::n:r. sin elasilicr, desconocido ll;njn de PAICAL A R2
b apuns ahage de
Pa394 |

L.a clasficacion funcional e realizn oe acuerdo o las calegiorias descriplas en The Prerdomanss ceruginosg
Commumity Annctation Project (kEp: wasw, peeudemenns.com b,
"Se consideraron las mutaciones de SNPs no sindnimas ¢ indels {1-10 pb), Entre paréntesis se indican los
cambios a nivel e amincdaideos,
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Posteriormente s¢  investigd si la diversidad genética observada en ambas
poblaciones de CFA_2010 vy CFD_2011 también se reflejaba en el repertorio de penes
mutados entre los aislados contemporaneos de cada paciente FO, o bien si algunos de los
SNPs se acumularon en genes comunes entre los mismos. A tal efecto, se determind para
cada aislado CFA v CFD su “mutagenoma™, el cual s¢ definid como el constitinde por el
conpuo de penes alterados por mutaciones de SMPs no sindmimos v micro indels de
1-4 ph. Luego, se emplearon drbobes de distancias minimas (MSTs, de sus ziglas en inglés,
Minimum Spanning ['rees) para ilustrar las relaciones entre los aislados contemporineos v
sus ancestros basindose en la identidad de sus “mutagenomas” {ver Materiales v Métodas).
Es imponante aclarar que en los MSTs construsdos, cada nodo representa el mutagenoma
de un aislado de P, aeruginosa FOQ, v Ia distancia enire un par de mutagenomas se muestra
como el nimero de genes mutados distintos entre ellos. Ademds. los nodos se conectan
enire sl de tal manera que la suma de las distancias es la minima obtenida {Tabla B9, Tal
como se observa en las Figuras REA v REB, la estructura de ambos MSTs reveld que los
anlados comemporanecs presentaron uma marcada diversificacidon con respeclto a sus
mutagenonas,  indicando qee los mismoes  habrian  experimentado vias  evolutivas
divergentes. Inleresantemente, tanto los MSTs como los arboles filogenéticos exhibieron un
patron semilar en cuanto a la formacion de clusters, Asl, considerando el conjunio de penes
mutados, bos aislados de la coleccion transversal CFA_ 2010 estuvieron distribuidos en tres
chisters principales (Figura REA), mientras que en el linaje CFD también se observid una
distribucion divergente, con todos los amlados no mutadores nuevamente agrupados en un
mismo cluster (Figura RSB). Asi el analisis comparative de los mutagenomas de las
poblaciones hipermutadoras de P geruginosa obtenidas de un mismo paciente FOQ en un
mismo momento de la mfeccidn crdnica, demuestra un escenarw de diversificacion génica
ekevada, sugmendo que, a pesar de provenir de ancestros comunes, las poblaciones
hipermutadoras CFA y CFI) se diferenciaron siguiendo distintas ruias evolutivas.
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Tabla RY. Cantidad total de genes mutados difersmecanlmente entre los distintos mutagenomas de CFA v CFD, Estos nimeros fueron utilizados
eomn representacion de las distancias minimas ohservadas en los MST representados en b Figum RE,
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Figura RE. Arboles de distancias minimas de les linajes de P seriginovs CFA v CFD. Los drboles de
distaneias minimas (MTS) parn CFA (A} y CFC (By s construveron considerando ¢l ndamere kal de
genes mutndos por SMNPs no sindnimes ¢ indels (1-10 ph) en cada uno de los penomas de CFA v CFD.
respectivaments (“mutagenamas”y Cada nodo representa un mutagenoma mieniras gue las ramas entre
Eom mutagenoimas represendan las dissonelas minkmas en tWdmmines de genes mutados. Los mmieros encima
de la codn rama representan I cantidad iotal de genes mutsdos diferencialmente entre dos mutagenomas

conectados. Para las construceicacs de los MTS. s consideraron pomo ofigenes g |os gennmas

CFA_2004/01 y CFD_1991/01,
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Es imponante finalmente mencionar gue ¢l ndmero de genes mutados por SNPs no
sindmimos (1210 en CFA v 2308 en CFD) no disminuyd sustancialmente respecto al
nimera de SNPs no sindnimos totales (1496 en CFA v 3438 en CFD), lo que estaria dando
cuenta de mutaciones producidas al azar, o cual concuerda con una evoleciin signada por
deriva génica v/o seleccion negativa, tal cual lo determinado de acuerdo al cociente dN/AS.
Sin embargo, al analizar os genes que fueron alierados por indels (212 en CFA v 301 en
CFD), se observo una tendencia de mayor convergencia de las indels génicas totales de
cada linaje {336 en CFA v 622 en CFD) & mutar los mismos genes {ver Resultados, seccidn
2.3.7)

235 ESTUDIO DE LA MUTAGENESIS EN LOS REGULADORES GLOBALES
mincA, algU, fusR, Y rpoN, EN LOS LINAJES DE P. AERUGINOSA CFA v CFD

De acuerdo a b observado anteriormente, ks vias gendlicas evolubivas gque
conducen hacia la adquisicion de un fenotipn persistente resultarian del efecto de diversas
mmutaciones producidas en varios genes a nivel global, Sin emibango, se ha demostrado que
la adquisicidn de pocas mutaciones con efectos pleiotrdpicos conduce asimismo a un
fenotipo cronice FOQ [136]. En este sentido, se ha reportado que la seleccidn positiva de
mutacimes de pérdida de funciin en genes que codifican para bos reguladores
transcripeionales  globales meecd, oleld, fax®, v rpol, tenen un ol principal en la
adaptacidn de P awmupinesa al ambiente pulmonar FOQ [20B]. Como se describid
anteriormente. el pen mucd codifica para un factor anti-sigma que secuestra al factor sigma
Algll (o). el cual por su parte controla la transcripcion de varios genes incluyendo
aquellos genes relacronados con la sintesis del alginato, Por otro lado, lask codifica para
uno de los reguladores transcripeionales principales del Q8. el cual controla una serie de
genes relacionados con la virulencia v ¢l metabolismo. Por su parte, RpoN es un factor
sigma aliernativo (e gue posee roles regulatorios sobre la sintesis del flagelo, movilidad,
transporte de nitrdgena, OS5, virulencia, entre otros [209]. De esta manera, con el propasito
de estudiar la ocurrencia de mutaciones en los reguladores globales mucd, alfel’, lasR, v
ey, en os lingjes de Pogerginosa CFA v CFD, se analizaron s secuencias de esios
genes o partir de los secuenciamientos de genomas obtenidos respecto a ba secuencia del

genoma de la cepa de P ooenigivosa PAOT utilizada abora como referencia. Como e
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muestra €n el Tabla R10, los patrones de mutaciin observados en los cuatro reguladores
glohales analizados  presentaron  distinte  grade de complejidad en el [naje CFA
comparativamente al linaje CFD. Asi, en todos los aislados CFA, incluyvendo el ancestral
CFA_2004/01, el gen rpol estuvo inalterado, mientras que muicd estuvo mutado por la
misma mutsciin de una delecion -1G localizada en un 8SR de 3G, 1a cual constituyve una
mutacion encontrada en akia frecuencia tanto en aslados de pacientes FOQ [189] (Tabla R2}
como en cultives en biafifmy in vigro [182, 210]. Sin embargo, fue posible observar al
menos 5 patrones de mutackon diferenies al analizar en forma combinada las mutaciones
encontradas en sk y alpl’, patrones gue se diferenciaron coincidentemente en relacion a
los clusters filogenéticos en los que s¢ organizaron los distintos clones del linaje CFA
{Figura B7 y RE). Por su lado, el patron de mutaciones fue mas simple y altamente
conservado al analizar el linaje CFD, ya que todos los clones presentaron las mismas
mutaciones en fask v rpoN, e inalterado el gen algl!. La dnica diferencia se observd con
respecto al gen mucd, ¢l cual mientras s¢ mantuvo inalterado en la mayoria de los clones
CFD. presentd una mutacion puntual de transicion sobo en agquellos clones agrupados en el
Cluster IV, gue incluye & bos clones no mutadores que sufrieron una reduccitn en la
frecuencia de mutacion (Tabla R10), Cabe destacar que mued en los clomes CFA y
lasRirpoX en los clones CFD. presentaron mutaciones conservadas en los aislados mis
tempranos de cada linaje, lo cual sugiere que las mismas fueron seleccionadas en estadios
tempranos de la infeccion v fijadas en la poblacion a b largo del proceso evolutivo.
Ademds v particularmente en el linaje CFD, la adguisicidn de mutaciones en lasf ocurmic
antes de la seleccion del fenotipo hipermitador, lo cual soporta la falta de asocisern entre

la hipermutabilidad y la mutagénesis en este gen previamente observada {Capitulo 1).
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Tabla R10. Mutaciones en reguladores globales mocd, alel), lasf, v ol en los aislados FQ de
P. aernginosy de las golecciones CEA y CFD.

Ajsladn Mutacianes
& mecA adel) fask Fpey
AT Giad2h NF NF NF
T Giaddh WF MF NF
WD G adls WF ARAGTIIEA) NF
WA La s NF MF HF
O -Gaddn KF MF MF
< HAE  Gadds WF MF WF
t 010582 Gadlh AN (IS TR CAIT {TTAM) WF
W4 oAb K1T0G {KSTR) C224T (TT5M} g
MIHTE Gadk AN HIG (KSTR) C2T (TN MF
S0IORT  Gadkh ARG O SC) MF WF

200002 Gaddh AL4G (DSG): CI84T (TYSM)
200026 -G a4mh ARG DG czmm:-m
45R)  AMG (DG CaT

e mmui&ra.n:n Iag mull.q::nrn!s: e EhrE': o .un&lrrnase 1ndt|5 11 ]D pkl Enire pm'ml:-m_r. s indican bis
cambios 3 nivel de amincdeidos.
WF, néa se encoiiraron mulaciones: - deleciin.

2.3.6. ESTUDIO GLOBAL DEL ESPECTRO DE MUTACION EN LOS AISLADOS
DE P. AERUGINGSA DE LAS COLECCIONES CFA Y CFD

Posteriormente v con b finalidad de investipar globalmente el espectro de mutacion
en bos aislados de P aeruginasa, se analizaron |as mutaciones totales en ambos linajes CFA
y CFD, inchayvendo SNPs e indels entre 1-10 pb. Tal como se muestra en la Figum RS, el
espectro de mutacidn estuve fuerlemente sesgado hacia las transiciones, las cuales
alcanzaron  alrededor del 30% del total de  mmaciones, seguidas  por  las
mserciones/deleciones pequefias (de 1-4 ph). Mais ain, considerando s6lo jos SNPs, se
observd que las transiciones C:G—T:A vy G:C— AT constituyeron el 99% v 95% de las
mutaciones entre los aislados de CFA v CFD, respectivamente. Este espectro caracteristico
obsenvado en ambas colecciones de P ogerngivosa  conceerda con lo documentado
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previamenic para células deficientes en el MRS, donde se demostrd que defectos en muts y
mutl, producen especificamente transiciones C:G—T:A v G:C—AT v pequedas mndels
[33].

- CF A
= CFD

Forcenlaje de mutaciones
P

Figura HY. Especiro de mutacrones de fos genomas secuenciados en los linajes de 2
avrgiagse CFA v CFIY. El ondlisis se realizé en ambos linajes considerando el poreentaje
de transiciones, transversiones, v matociones de  dnsercidnddelecide (indels). Las
mutacioned acuimnuladas en b genomis CFA v COFD estan represeniadas en horras nzules
Y vierded n?hpl‘.tli\'ammtt.

Por otra parte, se compararon los espectros de mutacion entre cada rama del drbol
filogenético de CFD, con ¢l proposito de analizar el espectro de mutacion particular de los
aislados CFID_2011 no mutadores pertenecientes al Cluster 1V, Coincidentemente con lo
deseripto anteriormente (Figura B9), s¢ observd que [as nuevas mutaciones acumuladas en
la mayoria de las ramas presentes en cada uno de los closters IV v V' estuvieron dominedas
por transiciones {Figura E10). Sin embargoe, los aislados CFD 2001 del Cluster IV,
MeSITAren un imcremento en la proporcidn de transversiones que resultd estadisticamente
significativo v alcanzd el 10,6% (P < 0,05, z-Test ajustade por b correccitn de Bonferroni)
respecto al 5,8% presemtado por los aiskados hipermutadores comtemporaneos del Cluster V
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{Figura R10). Este resuliado mdica que a la reduccion en la frecuencia de mutacion sufrida
por los clones CFD agrupados en el Cluster IV se suma un cambio en el espectro, ko cual
podria dar cuenta de un fendmeno de reversion del fenotipo hipermutador por deficiencia
en el MRS sufrido en estos clones.

« | =mCluster vV
100 = Cluster V

Paorcentaje de sustituciones
8 & 8 B

=]

4

Figura R10. Espectro de mutaciones de los genomas de los aislados CFD no mutadores ¢
hipermutadores, pertenecientes a los Clusters IV y V respectivamente. El andlisis de SNPs
se realimd comsiderands ¢f porcentaje de transiciones v transversiones en los clusters [V
{mo mutaderes, en barras verdes) v % (hipermutadores, e barras celestes), La suma die los
S acumilados en kg ramas el drbol |':|-:|-H,-:n¢1:iu1 die CFEY J1-L-P0MK-M v 5-1-T-
WV N-0-R-0 fueron considerados come el talal de SNPs acumulades en los Chesters |V
¥ W, respectivamente (ve Figura B8 Las diferencias estadisticamente signilicagivas
(F = 003, 2-Test ajusmado con la eorfescidn de Bonferroni] en el porcentaje de
transiciones y transversiones en €l Closter 1Y con respecto al Cluster ¥ estan indicsdas

cm
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23.7. ASOCIACION ENTRE HIPERMUTABILIDAD  ESTABLE E
HIPERMUTARILIDAD LOCALIZADA DURANTE LA EVOLUCION DE
P. AERUGINGOSA EN INFECCIONES PULMONARES CRONICAS FQ

Estudios in vigro previamenie realizados en ¢l laboratomo demostraron que bapo
condiciones de deficiencia en ¢l MRS, las 55Rs mononuclectidicas G.C constiuyen punios
calientes de mutacion, haciendo que penes gue contienen este tipo de secuencias sean mas
propensos A sufrir nutaciones [182, 210]. En este sentido, mediante el anilisis de la
frecuencia v distribucion de 55Rs mononucleotidicas G:C v AT en las regiones
codificantes v no codificantes del genoma de P, aeruginosg, se demostrd que las S5Rs G,
v oo las AT, estin considerablemente poce represemtadas en las regiones codificantes,
sugirendo que la contraseleccion en estas regiones extaria directamente relackonada con su
inestabilidad. fendmeno gue fue directamente proporcional a la longitud del SSR.
haciéndose evidente a partir de 55Rs G:C > § pb [211]. Asimismo y medianie un
meta-amdlisis de datos de secuencias previamente publicados del genoma completo de
distintos aislados de una Onica cepa de P aeriginosg (PACS2) obtenidos secucencialmente
de un pacienie FOY [B3], en el laboratorio se determind que ks 55Rs (0O, v no Bs AT,
fueron mutadas  Fecuentemente duranie el procese infeccioso, con una frecuencia
sipnificativamente mayor en un background hipermutador por deficiencia en el MRS v con
un incremento exponencial en inein del tamafio del S8R [211]

Teniendo en cuenta estos antecedentes, ¥y con ¢l proposio profundizar en el analisis
de la asociacién entre deficiencia en el MRS v mutagénesis en S5Rs a nivel poblacional, se
evaluaron las mutaciones cn S5Rs homopoliméricas G:C y AT en los aislados
contemporinens correspondientes 8 los dos lingjes de P oeruginosa CFA_ 2010 v
CFD_2011. Como se menciond anteriormente, los linajes CFA v CFD acumularon 544 v
1078 mustaciones de indels, las cuales constituyeron un 17.4% y 16% de las mutaciones
totakes observadas en CFA v CFD respectivamente (Figura B9} Notablemente, =95% de
estas  mutaciones de  insercon/delecion  consistieron en indels pequedas (1-4 ph),
localizadas en S5Rs homopoliméricas (Figura RB11). Mis ain, en ambos linajes, =89% de
las mutaciones de mdels de 1-4 pb s encontraron ubicadas en S5Rs homopoliméricas G:C.

Por el contrario, s evidencio un rol menor de las 55Rs AT en la evolucion mutagénica de

fis
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CFA v CFD, va que las mismas estuvieron afectadas por el 5.7% v 6,2% de las indels de
I-4 pb respectivamente (Figurn R11).

= CFA
= CFD

Porcentaje de indets de 1-4 po

e
e

Figura RIl. Porcentaje de matacines de insercidnidelecsbn (mdels) de 1-4 ph
locallzadas en secwencias repetidas simples (S5Rs] homopolimincas G:C v AT en Loy
genomas secuencislos de los Hoapes de P eengrnora CFA {barmas azubesh v CFD (harmas
verides)

Considerando este espectro de mutacion fuertemente sesgado hacia  pequefias
deleciones en S5Rs G:C, v con el propdsio de analizar le dimamice mutacional de los
mismos & nivel poblacional, se seleccionaron aquellas 55Rs G:C > 6 pb que presentaran
mutacicenes ¢n al menos la miad de los penomms secuenciados de los mslados
contemporineos de CFA_2010 v CFD_211. y que asimismo estuviesen altamente
conservadas en otras |3 cepas de P, aeruginosa no mutadoras (PAOIL, PA14, MIE,
MOCOM2.51, Bl36-33, RP73, 39016, CFD_1991/01, PACSC2, 2192, C3719, DK2,
LESB38; siendo las alimas 6 aislados no mutadores obtenidos de pacientes FO). cuyos
pgenomas han sido secuenciados previamente (www.psendomonas com). La Tabla Rl
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muestra 15 de los 55Rs (:C mas frecuentemente mutados, los cuales presentaron hasta 6
mutaciones de indels distinias, demostrando la existencia de evenios de mutacidn
independientes v reflejando un elevado dinamismo mutacional ¥ una alta inestabilidad de
las 55Rs G:C en ambas poblaciones hipermutadoras de £ geruginasa.

Frente a este resultado y con el propasito de confirmar la asociacion observada entre
la hipermutabilidad estable v la hiperoutabilidad localizada, se analizd el mivel de
mutagénesis en tres de bos 55K GoC meluidos en la Tabla B, seleccionados de acuerdo a
los siguientes criterwos: (1) estar altamente mutados; (11) estar mcluidos en genes o regiones
mtergénicas lindantes a genes con potencial funcion en la patcadaptabilidad de la bacteria
al pulmadn FOQy; (i) estar imalierados en las secuencias de las cepas elegmdas como
referencia. De esta manera, las tres 55Ks seleccionadas comespondieron a dos presentes en
regiones génicas (PAMN29 v PALIZT), v otra ubicada en una region intergénica
(PA4568/PA456%) (Tabla R11), Mediante secuenciamienio directo de lns regiones que
imcluian las S5Rs seleccionadas. s analizd parte de la cobeccidon CFL anteriormente
descripta {Capitulo 1), comparando 10 amlados hipermutadores deficientes en el MRS
(aislados 1h, Za, 5a, 9a, 108, 170, 184, 20b, 21a v 22a) con 18 askvdos o metadores (g,
2b, da, Ha, Ta, Ba, 1a, 12a, 13a, 14a, 16a, 178, [8a, 18e, 200, 232, 14a v 26a), oblenidos de
22 pacientes argentmos distintos con FQ {Tabla B1}), Notablemente, en las tres S5Rs GiC
estudiadas, s0k se observaron mutaciones de indels en los aislados hipermutadores. Tal
como se muestra en 1a Figura R12. se observo gue el 40% de los aislados hipermutadores
analizados presentaron mutaciones de indels en la S8R GO de 7 pb del gen PAIR2G, ¢l
10% en la SSR G:C de 6 pb del gen PAT127T v el 40% en la SSR G:C de 8 pb de la regidn
intergénica PA436E/PA4569. Contrariamente, ningin aislado no mutador mosird
mutaciones en bos 535Ks mencionados, a pesar de que b longitud de kos mismos fue mayor
a 6 ph, dando puevas evidencias de la mavor inestabilidad de estas secuencias en un

beackerownd deficiente en el MRS v en un contexto de infeccidn i wivo.
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Tabla R11. 55Rs homopeliméricos de G mutados en aha frecuencia en los aislados
contemporanedss CFA 2000 v CFD 2011,
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mm 53R mutada &n hm
7pb & pb B pb 55R no mutado en hm

53R no mutado en nm

4
=]

5

Porcentaje de aislados

Figura H1Z. [Disiribecion de mofacienes de insercion’delecion en 35Rs GO entre
wiskxdos hipermutadores v no mudores de lw coleccion CFL. Las 55K mutadas en los
aizkabos hipermuladores exlin representadas en baras rojas oscuras, las 558 no mutadas
én hipermmutadores se muesirmm en barras rosadas, mientmas gue s 5350 o muetadas en
s arsfades o mctadores estan representados en gris Los nomesos sobre ks barmas
idican el tamafio del 351 en pares de bases. Log S5Hs elegudos para o] anddiias esidn
lecalizados en loa genes ortdlogos a la cepa de referencia P, PADD2Y v PATI2T, asi
woima o la regldn inderednica PA4S0SPA4 5K i, hipormutadores: nm. po mutsdores.

Cabe finalmente destacar que, de las 15 85Rs G:C analizadas, 12 se localizaron en
regiones eodificanies del genoma (Tabla R11) Considerando que las mutaciones de indels
capsan corrimicnios en ol marco de kectura, las mismas tienen ia potencialidad de inactivar
efectivamente la expresion génica o bien codificar para proteinas truncas con funciones
alterndas. En este sentido, a pesar de gque la mavoria de log genes incluidos en el andlisis
codifican para proteinas cuva funcidn es adn desconocida, algunaz de las 55Rs se
localizaron en genes con funciones relacionadas a repuladores transcripcionales (PA1490),
proteccion-adaptacion (PAL127), proteinas de membrana y transporte de moléculas
pequeias (PAIG26, PAZ203, PA4TO9), v sistemas reguladores de dos componentes

(PADY29). Asi, las alteraciones en la funcidn de estos penes podrian estar involucradaz

TO
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poienculmente en la adaptacion al ambiente FCL Estas observaciones mdican que las S5Rs
GO, como secuencias de ADN propensas a sufrir mutaciones, constituyen una fuente
prolifica de variacion genética, las que en combinacion con estados de hipermutabilidad por
deficiencias en ¢l MRS, producirian un sesgo hacia la alierackin de aguelbos genes que las

Contiensn,

L38. GENES PATOADAPTATIVOS Y EVIDENCIAS DE PARALELISMO
EVOLUTIVO EN LAS POBLACIONES DE P, AERUGINOSA
HIPERMUTADORAS CFA Y CFD

Como se menciond anteriormente, ¢l cociente entre la tasa de sustituciones no
sindnimas (dN) v la tasa de sustnuciones sindnimas (d5) es una medida de las fuerzas de
seleceidn que actian particularmente en las repiones codificantes. De esta manera, un
cociente dN/dS mayor, igual, o menor a | se interpreta como indicios de seleccion positiva,
newtra, o negativa (purificadoral, respectivamente. Asl, cn base a los cocienies dMN/dS < ]
obtenidos, s determind que la evolucidn en el franscurso de la infeccidn crinica de ambos
linajes de P qeruginosa CFA v CFDy estuvo signada por una seleccion purificadora y'o por
deriva pénica. Sin embarge, puede esperarse que cierias mutaciones  beneficiosas
seleccionndas positivamente havan quedado ocultas entre la pran cantidad de mutaciones
acumuladas. En este sentido, la seleccion de mutaciones diferentes producidas por eventos
independientes en genes especificos es un indicio de evolucion paralela [212], en la que la
selecciom  positiva de estas nutaciones estaria dirigida en GRima instancia  hacia
determinadas funciones implicadas en la adaptacion [213],

Con el proposito de obiener mformaciin sobre aguellos genes relacionados con la
adaptacidn al ambiente FO) (genes patoadaptativos), a continuacion se analizaron los genes
o mayor frecuencia de mutacidn  por cventos  independientes,  seleccionando
particularmente aguellos con un ndmere de mutaciones diferentes = 7, considerando
conjuntamente el todal de SMNFPs anicos ocumidos por gen en ambos linajes CFA v CFD. Tal
como ¢ observa en la Tabla K12, 49 genes fueron mutados con este nivel de recuencia por
eventos independientes de mutacidn, algunos de ellos acumulande incluso mas de 15
mutaciones distintas. Posteriormente, se analizé ¢l cociente dN/dS para los SNPs totales

presentes ¢n los 49 genes menconados, como una medida del tipo de presion selectiva que
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actuc sobre ellos, observandose un valor de AN/S = 01,95. el cual fue significalivamente
mayor al cociente dN/AS = 0,74 considerado para el total de los genes mutados restantes
(312109 vs. 4622/2073; P = 0.029, test exacto de Fisher). De esta manera v a pesar de que
en términos generales la evoluciom de bos aislados hipermutadores analizados estarfa
signada por evolucion purificadora wo deriva génica, el incremento significativo en el
cociente dM/dS de los 49 genes hstados en la Tabla B12 sugiere que los mismos habrian
catado pamicularmenie spnados por una seleccitn positiva durante la evoluciom. En esie
sentido, muchos de estos genes estin asociados con funciones relacionadas o la adaptacion
el ambieme FOY (Tabla R12). Entre estas funcrones, es mnportante destacar aquellos genes
relacionados con la resistencia a antibidticos, tales como sl ampC, mex) and mexl. Se ha
demostrado que mutacones en estos genes conficren resistencia a  beta- lactdmicos,
aminoglicosidos. quinolonas, cloramfenicol, trimetoprim, ¢ imipenem [172, 214-215].
Adicionalmente, cabe mencionar genes relacionados con la virulencia como reld, fusd ],
pwdl, gacS, v retS. El gen reld codifica para un efector de la respuesta a estrés relacionado
con la sintesis de (pippGpp [216], v el gen fisd)] codifica para el fctor de elongacidn
FusAl EF-0G v estd wpualmente relacionado con la regulaciin de B virulencia a través de
una respuesta dependiente de (p)ppGpp [217]. Por su pante, el gen pvdl estd inveluerado en
la biosintesis del siderdfore pioverding [88, 218-219], mientras que gac y retS pertenecen
a sistemas de dos componentes que regulan un rango amplin de genes implicados en la
viruleéncia v en la respuesta a distintos tipos de estrés [220-223]. Finalmente, se mcluyen en
la lista genes relacionados con la movilidad y la adhesion. tales como mard, cupfd, cupC3
and flef [224-231]. Cabe destacar que mutaciones cn los genes fisd, mex), reld, fusdl, v
myr, han sido previamente descriptas en ottos aislados FOQ [2035, 217].
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Tabla R12. Evidencias de evolucidn parakela, Genes que acumalaran un nlimero de SNPs dinicos
= T en bos linajes de P aernginnsa CFA v CFLL

Cien Clasificacidn funcional® SMPs
n Mombre damicus”
PASNE  fisf 15
PABID O et s b :
FATIN  mexch 7
A T i, ki d
PAAGE  fand ] Traduccion, modificacion pest-traduccionol, degradncicn 16
PAMZE  gocs 7
E:E::T Shstemas reguladores de dos componentes ;
PadRSh  rery T
PA4GOT  mroed 7
PADGGRY cupl’d boviliclad » adhesion T
PA4084  cupdd F)
PATORE  ffeR 7
FaAlGLA T
E:;Egg Proteines de mombrano :;
Pad5d] -
Palnldd  kdpl Fransperte de moldeulas pequeias 7
P30 Proteings de membrang transpone de moldaulas peguetas &
PAGRIY  chpd Sistemes reguladores de des componentes, movilided v adbesion; i
QUETTHIEA i

Eﬂ;ﬁ it Metabolismo de enerpia :’;
P&4TI2  po Catabolismo de compuesios ded carboroe metaboli=smoe de energla 7
PAITEY  purrl Higsintesis de nuelsitidos v metaholismo @
::g::; :grmﬂj Becrecion de proteinas / aparato de exporiacion ﬁ
baiins e Meplicacion del ADN. recombinacidn, modificacidn y reparacin :
il i Teanscrlpcites, processmieno v degradaciin del ARY :
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2.4. ANALISIS GLOBAL DEL METABOLISMO DE LOS AISLADOS DE
FP. AERUGINGSA DE LOS LINAJES CFA Y CFD

8¢ ha demostrado que el ambiente del pulmén FO} posee carscteristicas
microacrdbicas particulares, las cuales conducirian a cambios en las vias metabdlicas de
Pooaeniginose produciendo alteraciones particularmente en la transcripcion de penes o
profteimas involucrados en el metabolismo de acidos grasos v aminodackdos, v en la
generacion de energia [ 168, 233]. Adicionabmente, se ha postulado que el esputo purulento
FO representa un excelente sustrato para el crecimiento de P aernginosa [100, 233-234],
ya que bdsicamente, las secreciones de las vias adreas son una mezcla acuosa de
electrolitos, glicoproteinas (por gjemplo mucinas), proteinas. aminodeidos, ADMN v lipidos
[235-236]. En base a estos anlecedentes, se mvestigd globalmente el metabohzmo en los
aslados de P ooerngimosa de Ins coleccwones CFA v CFD. Para ello, se utilizaron
microarreglos fenotipicos para estudiar los perfiles catabdlicos globales de cada aislado
bajo diferentes fuentes de carbono y nitrogeno (ver Matenales v Métodos). Tal como se
abserva en la Figura R13A, cuando se analizaron los aislados contemporianees CFA_20110,
se observd que la mayoria de ellos experimentaron una fuerte disminucion en sas funciones
catabdlicas totales. alcanzando wn promedio de disminucidn del 73.3%. Un escenario
similar se observd en el linaje CFIDL en el cusl todos fos aislados presentaron
homogéneamente una marcads reduccdn en sus funciones catabdlicas totales, con un
descenso promedio del 63,8% (Figura R13B), De esta manera. la pérdida de las funciones
catabdlicas pareceria ser un perfil fenotipico compartido entre los linajes CFA y CFD,
posiblemente asociada a la alta acumulacion de mutaciones que han derivado en distintas

awxotrofins (ver Duscusion),
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Figura R13, Funcion catabidica tofal de aislados de P geruzioesa de las coleccionss CFA » CFT,
Las funmciones catabdlicas toiales s calcularon relativas a CFA_200401 v CFD_1S100 coma un
promedio ponderade entre 1odes los susirstos para cada aislado CFA (A) v CFD (B}, Una funcion
calabdlica veaal ipual & | cansdtiuye el valor de referencia (CFA_200401 » CFD 100 ), mieniras
que valores mencres significan una dismimocion de dicha funcién. Los aislados CFA 2010401,
CEa_2010¢10, v CFA_MMO31 no se considernron en el andlisis debido a que se observd una
disperskin sipniflcativa an bos duplicades, Les simbolos ulilizados pora representar cade afslade CFA
¥ CFD s los mismos empleados e la Figura R4,
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1. ASOCIACION ENTRE LA HIPERMUTABILIDAD ESTABLE Y LA
EMERGENCIA DE MUTACIONES ADAPTATIVAS EN LOS GENES mucA, lasR Y
mexd EN AISLADOS DE P. AERUGINGS A OBTENIDOS DE PACIENTES FQ

Tal como s menciond antenormente. P oencermoss establece infeccrpes croncas
en las viss respiratorms de pacienies FO a través de un proceso de diversificacidn femotipica
que le permite adaptarse y sobrevivir a largo plazo dentro del hospedador. Debido a gue
este proceso esta basado principalmente en mutaciones [B8], un conocimiento mis acabado
de los mecanismos a partir de los cuales F. aeruginosa adguiere estas mutaciones podria
ayudar a sdentificar las funciones requeridas para la supervivencia de la bacteria en el
proceso infeccioso,

En el presente trabajo, se llevd a cabo inicialmente ¢l estudio v la caracterizacion
molecilar de mutaciones producidas en genes que han sido relacionados con la adaptacion
de P, germgimosa al ambiemte FQ vy previamente reportados como los mas mutados entre
aislados obtenidos a partir de estos pacientes [88]. En este sentido, se analizaron los genes
mucA, fask, v mexi, como asimismo aguellos implicados en la inactivacion del MRS, murd
v il en una coleccion de aislados de P geruginosa obtemidos de pacientes argentinos
{eolecciin CFL), constituyendo el primer estudio de esta naturalezn en América Latina. De
acverdo con bos resultados obtenidos, los primeros tres genes mencionados fieron mutados
con una frecuencia elevada entre los aislados CFL de P, aeruginosa, siendo mexd ¢l mas
mutado, seguido por mued v lasR (Tabla R2). Adicionalmente, se observid en esta coleccion
una prevalencia significativamente alta de aislados hipermutadores (Tabla R1), ko cual es
coincidente con lo reporiado previamente en oiras regiones peograficas [21, 166, 171, 173].
Las bases moleculares de la hipermutabilidad en todos los aislados hipermutadores fue la
deficiencia en el MBS, v a pesar de que distintos frabajos ban descripio a las mutaciones en
mit® como la principal causa de la hipermutabilidad, sepuida por mulaciones en mudl ¥
wedd [31, 171), en la coleccion CFL. las mutaciones en muel fueron la causa mias frecuente
de lo deliciencia en el MES [Tabla B2)

A través de experimentos in vitre, en el laboratonio se demostrd previamente que la
deficiencia en ¢] MRS acclera la adguisicion de mutaciones en mucd [182] v lask [183-
[84]. En base a estos antecedentes se planted la hipotesis de que tal asociacion podria

ocurrir igualmente en un contexto de infeccién in vive. En linea con esto, Waine v
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colaboradores describieron una vinculacidn entre la hipermutabilidad v la emergencia del
fenotipo mucoide en aislados de P aeruiginosa obtenidos de una poblacion de pacientes FOQ
provenientes de Inglaterma [169]. Sin embargo, en ¢l presente trabajo, a través del andlisis
de las mutaciones observadas en bz aislados hipermutadores y no mutadores de la
eoleccidn CFL, no pudo establecerse ninguna asocicién entre la hipermutabilidad v la
mutagénesis, no solo en mucd sino tampoco en {asR v mexZ. Una posible explicacion de
esta discrepancia es que en la investigacion de Waine v colaboradores, el fendmeno na fue
caracterizado a nivel genético, sin evaluarse de esta manera €] fendmeno de reversion del
fenotipo mucoide al mo mocorde, el cual es muy frecuente entre aslados obtenidos de
pacientes FO [190]. De hecho, el andlisis en la coleccion CFL demostrd que el 37,5% de
los - aislados mo mueokdes presentaron mutaciones en pyved, indicando que los mismos
habrian sido previamente mucoides antes de revertir su fenotipo. Asimismo, un andlisis o
nivel meramente fenotipico tiene la liminante de conssderar variantes cuva mucosidad pueda
estar basada en la sobreexpresion de otros exopolisacaridos diferentes al alginato, v estar
basado por lo tanto en kb aheracion de vias gendticas diversas. Mas aGn, v contrariamente a
bos aislados CFL los cuales fueron epidemiokgicamente diferentes, casi la mitad de los
aslados en el trabajo mencionado fueron clones epidémicos [169]), una caracteristica que
increments [as disimilitudes entre ambas colecciones,

Por oiro lado. trabajos contempordnens a esta lesis postulan gque las cepas
hipermutadoras acelerartan la adaptacibn gendlica de P oeenginosa al pulmon FO,
aumentande la scumulacion de muteciones beneficiosas [135]. Sin embargo, no se logra en
ningln case observar diferencias entre aislados hipermutadores y no mutadores con
respecto & la distribucion de mutaciones en varioos genes secuenciados, sugiriendo que la
hipermutabilidad tendria un efecto general sobre los genes duramte el proceso de adaptacion
al ambiente F(), s estar relacionado con ningin fenotipo adaptativo en particular, ni
siguiera con la resistencia g antibidiicos [135], De esta manera, ¥ en concondancia con estas
ohservaciones, en el presente trabajo se observo que tanto el ndmero como el espectro de
mutaciones fecron similares en ks genes mucd, JasR v omexZ entre los aislados
hipermutadores v oo mutadores de coleccidn CFL. Sin embargo, 108 espectros de mutacidn
variaron dependiendo del gen en cuestion: asi, en mucd predominaron las pequedias
deleciones (de 1 pb), en fasf las sustituciones ¥ en mex? las prandes deleciones (= 4 ph).
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Esta observacion es imeresanie va que sugiere la implicancia de mecanismos de
mutagénesis diferenles en cada gen, ks cuales operarian posiblemente de manera
simultinea durante el proceso de la infeccion crénica FCQ), Los espectros de mutaciin de los
genes nicd v fask, pero no de mex?, se correspondieron no sélo con el espectro generado
por la deficiencia en ¢l MRS [191-192] sino también con la actividad de la polimerasa
Pol TV, ka ceal es inducida bajo condiciones de esirés [58]. De ests manera, puede
postularse que, dadas laz condicwones estresantes del medio F(), la hipermutabilidad
transiente podria tener un papel importante en la mutagénesis, contribuyvendo asi a la
adaptacion genética de . aeruginosa en este ambiente. Consistentemente con esa hipotesis,
s¢ ha demostrado previamente en el laboratorio que b actividad de Pol 1V es esencial en el
establecimiento de mied como el principal blanco de mutagénesis para la conversidn al
fenotipo mueoide, presentando un rol prominente en la generacion de deleciones -1 en una
SER homopolimérica de 5 (s {GE-SSH...,”}, la cual es una de las mutaciones mgs
prevalentes en aislados FOQ mucoides [182], Asimismo se establecd que ka eliminaciin de
(i"-58Raz no s6lo reduce significativamente In frecuencia de mutaciones en maucd, sino que
ademis hace que mucd deje de ser la principal via de conversion al fenotipo mucoide [210].

En un trabajo de investigacion llevado a cabo conempordneamente al presente
estudio, se demostrd ipualmente una falta de asociacion entre |a hipermutabilidad estable v
la emergencia de mutaciones en mecd v lasR [196]. A través de un andlisis longitudinal, en
s trabajo s observd que tanto ks aslados mucoides come Jos deficientes en fas®
emergen antes de la aparicion de cepas hipermutadoras, las cuales se acumularian en los
estadios tardios de la infeccion [88, 237). Por lo tanto, es posible postular que la seleccitn
de mutaciones en mucd v fasR sea importante para b supervivencia en etapas mis
tempranas de la nfecedn cronica. cuando el efecto de las hipermutadoras es ain escaso.

De esta manera ¢s posible concluir que las mutaciones que mactivan a los genes
A, drsf, ¥ mexd surgen por mecamsimos diferentes en cada gen, siendo los mismos
independientes de la deficiencia en el MRS, No obstante, s2 requieren muevas
mvestigaciones para llegar a un mejor entendimiento de las complejas v variables
estrategias mutagénicas que P geruginosa uliliza para adaptase continuamente al ambente

FO. A ral efecto, el siguiente capitulo de este trabajo incluyo el estudio del impacto de la
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hipermutabilidad a nivel global en el genoma de P, aeriginosa durante su evolucion a kargo

plazo en infecciones pulmonares erdnicas FO).

2. SELECCION ¥ PREVALENCIA DEL FENOTIFO HIPERMUTADOR DEBIDO
A LA DEFICIENCIA EN EL MRS EN AISLADOS DE P AERUGINOSA
OBTENIDOS DE PACIENTES FO). IMPACTO DE LA HIPERMUTABILIDAD
ESTABLE EN LA EVOLUCION DE P. AERUGINOSA EN INFECCIONES
PULMONARES CRONICAS

Como parte del proceso de diversificacion que P aeruginosg experimenta durante
su adaptacion al ambiente pulmonar FQ), resulta notable la clevada prevalencia del fenotipo
hipermutador estable, principalmente debido a deficiencias en el MRS [21, 31]. De hecho,
mutaciones de pérdida de fimcion en los genes muiS v mudl. del MRS son a menudo parte
del proceso de transformacion que P aeruginosa sufre durante la evolucion de la infeccion
cronica. De esta manere, la mfeccion pulmonar crnica FQ no sido ofrece una posibilidad
sumamente iteresante de estudar aspectos de evolucion bacteriana, sino que ademds
provee la oportunidad dnica de focalizarse en el estudi de la evolucion de cepas
hipermutadoras en ambientes naturales. A pesar de que existen trabajos previos acerca de
F. aeruginosa en ¢l ambiente FOQ, éstos se han hasado principalmente en andlisis
inferpacienies o bien longiedinales considerands pocos aislados oblenidos en un mismeo
mizmento de ka infeccidn, Por otra pare, a pesar de que el fendmens de ka hipermutabilidad
en FO} ha sido un tema de gran interés durante mucho tiempo, poco es el conocimiento
acerca de la evolucidn g largo plaso de cepas hipermutadoras deficientes en el MRS en este
ERCETArK i vive, sicndo una tematice con nmuchas cuestiones atin sin resolver,

De esta manera, en el presente trabajo se investigd la evolucidn genomica de
P aeruginosa hipermutadoras deficientes en el MRS en el transcurso de infecciones
pulmonares cromicas FO). A tal efecto, este trabajo combing un estudio longitudinal de
aislados obtenidos a Jo large de distintos tiempos de la infeccion, con un estudio transversal
amplio, el cual incluye un nimero elevado de aislados obtenidos simubltineamente de
muesiras de esputo dnicas, proporcicnando de esta manera un andlisis instantineo de la

estructura genética de poblaciones hipermutadoras.
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Con este propasito, se obtuvicron aislados de P aeruginosa a partir de dos pacientes
F0) infectados crinicamente, un paciente de América Latina (CFA) y un paciente europeo
(CFDY. Estos packentes fueron elegidos considerando principalmente dos criterwos; (1) estar
infectados por un chm dnico de P, aeruginoyg no transmisihle; (i) presentar registros de
haber albergado cepas hipermutadoras deficienies en el MRS, Los aislados fueron
muestreados en diferentes puntos de la mfeccidn crénica. desde estadws tempranos a
tardios de o misma, cubriendo 6 v 20 afios en el caso de CFA v CFD, respectivamente. El
ultimo punto de muestreo incluvd la obtencidn de %0 aislados seleccionados al azar a partir
de una muestra de esputo Unica, permitiendo asi lograr la coleccitn de cepas para el andlisis
transversal

Un resultado sumamente interesante fue gue los aslados en CFA, tanto del
muestren longitudinal comw transversal, fucron en su totalidad hipermutadores. Por otra
parte, en CFD se obluvieron por un lado, un primer aislade oo mutador segurdo por la
recoleccion sucesiva de clones hipermutadores 9 afios después del comienzo de la infeccion
eromica { Figura R4). Por ofro lado, el andlisis transversal de bos 90 aislados en CFD exhibid
una proporcion de cepas hipermutadoras igualmente alio del 94%G. Notablemente, un
sepundo andlisis transversal levado s cabo un afo después o pantir de colecciones
equivalentes de 90 aislados obtenidas a partir de meevas muestras de esputo, confirmd que
tanty CFA como CFD albergaban wn 1008 v 90% de aislados hipermutadores,
respectivamente, Esta prevalencia de hipermutadoras es considerablemente mayor que la
previamente reportada en un dnico estudio en ¢l cual el porcentaje de lupermutadoras en un
misme paciente alcaned un 40% [21]. El tamafio de las muestras analizadas en los andlisis
tramsversales descriptos en el presente trabago puede constituir una distincion crucial que de
cientas de las marcadas diferencias respecto a este previo antecedente. En este sentdo, el
caleulo de prevalencia de hipermutadorss por packente en el trabajo mencionado estuvo
basado en un muestreo a partir de varios pacientes, en algunos de los cuales se tomaron mis
de un aislado pero en diferentes tempos de la infeccidn ¥y nunca superando un nimero
mayor a 6, mimera remarcablemenie menor que los %) aislados analizados por paciente en
el presente trabajo. Esto resalia B impertancia de [levar a cabo estudios que involucren un
nimern elevado de aislados obtenidos en forma simultanes, los cuales constitwyen

mucstrens ciertamente mds representativos v confiables. De esta manera, las colecciones
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traneversales. aqui presemtadas exhibieron la proporciin de aislados hipermwiadores de
P geruginosa mirapaciente mas elevada en ¢l ambiente FO) descripta hasta el momento,
dando cuenta de que una vez scleccimados, los mismos fueron capaces de domunar
completamente la poblacion infectante en ambos pacientes CFA v CFD,

Ez imponante destacar que la elevada prevalencia de aislados hipermutadores se
observd igualmente a nivel nterpaciente en ka coleccion de P acrniginosa obtenida a partir
de diferentes pacientes FOQ argentinos (CFL), en la cual de un total de 38 aislados, ¢l 42%
fueron deficientes en el MRS, estando el 46% de ks pacentes analizados infectados con
cepas hipermitadoras,

En poblacwones naturales, los alelos hipermutadores se gemeran constantemente a
partir de cepas no mutadoras, como comsecuencia de mutaciones estocdsticas on genes
relacionados con kb reparaciin del ADN. Ocasionalmente, la prevalencia de estos alelos en
una poblacin puede incrementarse por seleccion mdirecta, debido a su asociacion con
mutaciongs  beneficiosas [29, 238-239]. Sin embargo, es necesario que los alelos
beneficrsos sean b suficientemente Bvorables a nivel adaplative como para superar ¢l
costo acarmeado por la hipermutabilidad.

Los resultados obtenidos en el presente estudso  constituyen una  paradoja
inferesanie; va que i evolucidn a largo plazo de las cepas de P oervginosg en CFA v CFD
por un lado condupe a la predominancia de hipermutadoras en las poblaciones naturales
mfectantes, pero por ¢l otro demostro evidencias de una seleccion purificadora v/o derva
genética, indicando la acumulacion de un nimero elevado de mutaciones deletéreas o
neuiras respectivamente. La paradoja podria resolverse si se plantea una historia evolutiva
dominada por deriva génica en la que la mayoria del alto nomerc de muaciones
acumuladas es de cardcter neutro para el ambiente FQ), con soko algunas de ellas deletéreas
{cuvas célulss que las adquirieron habrian sido eliminadas/puriticadas de la poblacion) pero
con alpunas  beneficiosas (Tabla RI12), permitiendo en combinacidn  una  mayor
competitividad v finalmente dominancia de los clones hipermutadores, tal cual se observa
en el panorama instantineo brindado por el analisis transversal realizado. Asimismo, wma
ver que los clones hipermutadores alcanzaron el nivel de dommancia observado (100%

para CFA v = W% para CFD), la competencia con clones no mutadores habria
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practicamente desaparecido v sdlo la poblacidn se veria afectada por fenomenos de
imterferencia clonal, pero entre clones hipermuiadores,

Las wigs adreas PO crdnicamente infectadas constituyen un hdbitat sumamente
peculiar, en donde |la bacteria se enfrenta a una respuesta agresiva constante del sistema
inmune, 8 und intensa terapia con antibidticos wWo & una competencia con olros
microorganismoes. Sin embargo, la proteccidn brindada por su crecimiento en biafilms
Minalmente permite su proliferacidn v persistencia, A eslo s¢ suma que por oire lado, este
ambiente posee ciertas caracteristicas gue ko vuelven sumamente permisive. En este sentdo
el esputo purulento FOQ) representa un excelente sustrato en lérminos nuiritivos para el
crecimiento de P acruginasa [100, 233.234], ya que bisicamente constituye una mezcla
acuosa de electrolitos, glicoprateinas, proteinas, aminodcidos, ADN v lipidos [235-236].

Asd, los pulmones PO ofrecen condiciones complejas donde miltiples mutaciones
beneficiosas son posibles ¥ necesarms para sobrevivie, damde vemlajas a cepas
hipermutadoras, pero donde asimismn, frente 8 condiciones nutritivas tan favorables, una
importante cantidad de funciones dejan de ser necesarias para la supervivencia, haciendo
que su inactivacion sea newtra en el ambiente FOQ en panmicelar. En este sentido, se ha
descripte que bos aislados FQ acumulan un nibmere muy elevado de auxotrofias, el mis
elevado observado en relackin a otros ambientes [233]. Esto se comelaciona con los
resultados obtenidos al analizar las funciones catabolicas de los aslados de las colecciones
CFA v CFI}, donde se observa wn patron general de disminecion de las actividades
catabdlicas totales {Figura R15), el cual pareceria ser un fenotipo adaptado caracteristico de
cepas de P, gernpinose evoluckonando por largos periodos en el pulmdn FQ), va que se ha
observado mclhuse en cepas o mutadoras que presemtan una acumulacion de mutaciones
significativamente menor [136].

La adaptacién bacteriana a las condiciones ambientales del hospedador en un
sistema de evolucion a largo plazo generalmente supone una evoluciin reduccionista, en la
cual funciones génicas no esenciales para ese ambiente en particular pueden perderse a bo
largo del tiempo conllevando a la formacidn de pseudogenes [240]. En este sentido, es
posible especular que P geruginosa posee un podencial genomico suficiente para sufrir una

evolucidn de tipo reduccionista, potencial que incluye una camidad remarcable de genes
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[(~6000) cuvas funciones podrian ser redundantes wio dispensables en ¢l ambiente del
hospedador,

(e esta manera se podria ipoteteear que P gervginesa, en el contexto particular de
las imfecciones cronicas FQ), sufre un proceso de especializacion en el cual a través
fundamentalmente de eventos mutagénicos v pseudogenizacion, se conforma un genoma
miinimo esencial que le permite persistir en forma crénica en ese ambiente, En este sentido,
g ha propueste, o trovés del estudio de un clen epidémico de P geriginesa (DE2), que el
procese evolutivo a ko largo de 33 afios de transmision paciente’paciente ha conllevado a un
grado de especialimcion tal gue permitirien definir 8 este clon como un patdgeno primarko
de pacientes F(), incapaz de sobrevivir en otros ambientes [ 136].

Cabe destacar que existen amecedentes previos contradiciorios con respecto a si la
evplucikin de P aeriginosa en el ambiente FOQ es por seleccidn positiva [88] o seleccidn
negativa [136]. Los resultados del presente trabag coinciden clarameme con la segunda
posibilidad, lo cual sugicre que la seleccion negativa y/'o deriva génica no es exclusivo de
cepas hipermutadoras, sino caracteristico de los procesos de adaptacion genética que
subvacen a la persistencia de P, geviginosg en las infecciones pulmonares cronicas.

Conforme o la especulacion de una evoluciin dominada por deriva génica con
geumulackin de mutaciones fundamentalmente neutras, en ¢l presente trabapo se observd
que la mayoria de las mutaciones se habrian distribuido al azar entre los ~6000 genes del
genoma de F. aeruginosa (Figura RE). Sin embargo, en este contexto general de
preudogenizacion v evoluckin reduccionista, podrin existir una scleccidn positiva de ciertas
mutaciones beneficiosas. Esto coincide con la observacidn de que exisien genes que
habrian sido positivamente seleccionados durante la evolucion de ambos linajes de CFA
CFD (Tabla R12), los ceales codifican para funciones asociadas con la patoadaptacidn al
ambiente F(Q, tales como resistencia a antibiiticos, virulencia, movilidad v adhesion. Es
mmportante destacar que entre estos genes, fisf, mex, reld, fusd{ vy rmr fueron previamente
reportados por presentar mutaciones en un contexto de infeccion cronica FO [205, 217], lo
que amplia las evidencias del paralelisme evolutivo experimentado por otros linajes de
P aerusinosa.

En conclusiin, se postula que la disponibilidad de ciertas mutaciones beneficiosas,

combinada con evidencias de uma evolucidn néutra, propicid las condiciones que
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conllevaron a merementar ln proporcsn de cepas hipermutadoras hasta su elevada
predominancia en las poblaciones CFA v CFD.

3. DIVERSIDAD GENETICA A NIVEL POBLACIONAL Y SESGO
MUTACIONAL HACIA GENES CON SSKs DURANTE LA EVOLUCION DE
P. AERUGINOSA EN INFECCIONES PULMONARES CRONICAS FOQ

Las vias genéticas evolutivas gque conducen & ln adguisicion del fenotipo cronico FOQ
podrian consistir tanto de efectes aditivos producidos por diversas mutaciones en varios
genes a nivel global, como por la adquisicion de pocas mutaciones com efectos
pleictropicos, por gjemplo en genes que codiflican para reguladores transcripeionales. Asi,
la identificacion de mutacones adaptativas plexiropicas en genes regulatorios ha sido un
descubrimiento recurrenle en varios experimentos de evolucidn en poblaciones microbianas
tanto en condiciones de laboratorio [241-244] como en poblaciones aisladas de sistemas
in vive [136]. En este sentido, s¢ observd que los aistados de ambos linajes CFA v CFD
estuvieron allerados en al menos und de los reguladores plobales, mncAd, algl, s, v ol
(Tabla B10), previamenie descripios como claves en el proceso adapiative al pulmdn FO
[136, 208]. Sin embargo, no se observd una Onica via de mutagdnesis én los mismos, va
que en general, se evidenciaron distintas combinaciones de nmutaciones entre los distintos
clusters y en forma comparativa, entre los distintos linajes. De la misma manera, cuando sc
analizs de manera global la mutagénesis en cada uno de los genomas secuenciados,
considerando por un lado el ndmero total de SNPs acomulados v por otro el nimero total
de genes mutados por SNPs no sindnimos ¢ indels en cada uno de los genomas de CFA y
CFD (“mutagenomas™) (Figura BT y RE), s¢ observd una significativa diversidad genética.
Por lo tanto, seria posible planear que cada mutacién en forma especifica asi como sus
combinaciones particulares en cada genoma resultaron en femotipos caracteristicos pero
igualmente exiosos en el ambiente FO), En relacidn con esto, previamente e ha reporado
que los genes requeridos para la patogenicidad en una cepa de P, aeruginosa pueden ser
dispensables o o predictivos para la virulencia en olras, sugiriendo que la virulencia en
P geruginosa es tantd multifactorial como combinatonial, y resulta de un prupo de genes
relacionados con la patogenicidad que interactian en varias combinaciones en diferentes
backerounds [T1].
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La varacion genética observada en ambos linajes hipermutadores CFA v CFD,
tanto entre aislados clonales de un mismo paciente {(andlisis transversal) como en aislados
entre pacientes, indica que la adaptacion al ambiente pulmonar ocurre a través de maltiples
vias evolutivas, En este sentido, a pesar de que se ha estudiado recrentemente la diversidad
a nivel fenotipico en P, seruginosa a partir de estudios poblacionales [245-247] no existen
reportes previos con respecto al estudio de la estructura de la poblacidn a nivel genético.
LUna posible explicaciin de la diversidad genética observada podria estar relacionada con la
capacidad de P, geriginosa de crecer en comunidades de Mofilms. Los ofilms constituven
ambientes  estructurados  espacial v temporalmente [248], en los cuales exisien
microambientes heterogéneos, definidos principalmente por limitaciones de oxigeno v
mutrientcs [249], de modo que la adaptacion a este ambiente podria inducir a fendmenos de
diversificacion genética [250]. En linca con esto, en ¢l laboratorio previamente se demostrd
in virra gque cepas de P acrugfoss deficientes en el MRS tienen una adaptaciin
meremeniada en condiciones de crecmmento en fiadiinms con respecto a cepas silvesires,
ventaja gque estaria asociada con las tasas mayores de diversificacion fenotipica que poseen
las cepas hipermutadoras [251).

Asi, la radiacion adaptativa, a través de la evolucion de maltiples linajes aptos para
ocupar los diverseos nichos disponibles [252-253], es tal vez la teorla mas atractiva para
exphcar la emergencia de tal diversidad poblaciomal de P aeruginosa en el ambiente FC.
En relacion con esto, Lee ¥ colaboradores observaron una gran diversificacidn en
poblaciones de £ coli en un sistema de infeccion en raton por un periodo de 1000 dias, lo
cual se corresponde con ~20.000 generaciones [254]. De manera similar, P fluorcscens
rapidamente diversifica en varios especialistas de nicho en cuestion de dias en un ambiente
heterogéneo [250]. Estos ejemplos enfatizan ain mas como la heterogeneidad temporo
espacial ¥ la compartimentacin de niche pueden llevar a la generaciin de diversidad, tal
cual sucederia en el compleo v dinfimico ambiente FQ. La diversidad gendtica observada
en las poblaciones de ambos linajes CFA y CFD vuelve a remarcar la imporiancin de
realizar estudios transversales  incluyende numeroses aislados para poder abordar
conclusiones generales acerca de la estructura de una poblaciin bacteriana a las que no se

podrian llegar a través de analisis de un nimero pequefo de muestras.
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El impacto de & hipermutabilidad en la evolucion de los linajes CFA v CFD de
P aeruginosa durante ¢l transcurso de la infeccion pulmonar crinica se evidencit por su
bado a través de una marcada propensidn a la mutackin de cienas secuencias en regiones
codificanies o intergénicas que poseen SSRs. Esta observacion claramente indica que genes
que mantienen S5Rs en su regidn codificante pueden tener un rol en la paloadaptackin de la
bacteria, lo cual 52 ve favorecido enun background deficiente en el MRS, En este sentido,
en base a los resultados obtenidos en el presente trabajo y en conjunto con estudios previos
del laboratorio [210] se puede concluir que exisie una clara asociacion entre la deficiencia
en ¢l MRS vy la inestabilidad de las S5Rs (G:C, asociacion en la gque la hipermutabilidad
ejerce un efecto plobal a kb large de todo el genoma 4 través de la marcada tendencia a
mitar de aquellos genes que contienen largas SSRs, particularmente de G:C. De esta
manerd, el impacto de la hipermutabilidad durante la evolucion de P gerwginosa en el
ambiente FOQ no es memmente una mayvor v acelerada adquisicion de mutaciones en
términns cuantitativos, sino gue la calidad de esas mutaciones, signada por un espectro
dominado por deleciones pequefias en 5SRs G:C, tendria asimismo un rol relevante en el
procese evolutivo v en la consecuente competitividad de las cepas hipermutadoras. Si
sumado a esto, se consklera gue la adapiacion ¥ persistencia a este ambiente tan particular
s¢ manifiesta o traves de la seleccson de combinaciones genéticus maltiples [T1), la
hipermutabilidad conw una fuente constante de variabilidad, podria ser seleccionada v
sostenida a largo plazo durante el proceso infeccioso.

4. FENOMENO DE DISMINUCION DE LA FRECUENCIA DE MUTACION EN
CEPAS DE P. AERUGINOSA DEFICIENTES EN EL MRS EN INFECCIONES
CRONICAS FOQ

Entre los resultados relevantes de la presente investigacion, cabe destacar el
fendmeno de disminuciin de la frecuencia de mutacion en 3 aislados deficientes en el MES
pertenecientes al linaje CFD. Notablemente, estos 5 aislados evolucionaron conformando
un mmisime cluster {Cluster TV, Figura B7B} v a pesar de sus bajas frecuencias de mutaciin
(semejantes a las calculadas para la cepa de referencia PAOL), fueron paraddjicamente los
aislados que mas SNPs acumularon durante el periodo evolutivo analizado (Tabla R7,
Figura RTB). El andlizis transversal de la poblackin de P. aeruginosa CFD 2011 reveld gue
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esta subpoblacion no mutadora es pequedia, constituvendo el 6% del total, frente a una gran
mayoria que presentd un fenotipe hipermutador. 5in embargo, ambas subpoblaciones
hipermutadora v vo ntadora fueron deficienies en ¢l MRS, si s¢ considera la presencia de
miutacicnes de pérdida de funcidn en el gen ot (Tabla B3). En esie zentido, una mitacin
de delecidn (-CG 551} conserviada a lo larpo de b evolucion, estuvo presente en todog los
aislados CFD analizados. aunque bos aislados no mutadores presentaron adicionalmente una
msercion (+CCh14) aguas arriba de esa delecion (Tabla R5). Ademis de la presencia de |a
mutacion -Cljsy. el andlisis filogenético demostrd que los aislados CFD 2001 no
mutadores agrepados en of Cluster 1V presemtaron ramas en comun tanto con los aislados
hipermutadores ancestrales, CFD 189501 y CFD 2002401, como los hipermutadores
contemporanens (ramas Do F, v H, Fipura RTE), mdicando que habrian surgido a parter de
una pehlacién mutadors en algin punto indeterminado de la rama 1.

La reduccion de la tasa de mutacion puede logrorse a traves de varios mecanismos:
(i) reversion de la mutacion que genera la hipermwabilidad, (i) readgquisicion de un alelo
silvestre del gen antemutador a parier de una bacters no mutadoras a traves de trasferencia
egendtica hortzontal [202-203, 233], (i) adguisicidn de mutaciones compensalonas €0 oros
penes [256-258],

Particularmente, la disminucion en la frecuencia de mutacion en los aslados
CFD 2011 deficientes en ¢l MRS se produjo por un mecanismo diferente a la restauracion
del gen alterado responsable de ln hipermutabilidad, va que no sélo no se produjo la
reversion de la delecion =00 en el gen piurd, sino que adicionalmente a8 nueva mutacion
de insercion +CCz:0 no =6k no restablecid el marco de lectura causado por -0 s sino
que tampoeo restaurd la funcién de srurl, de acuerdo a ensaves de complementacidn
génica. La posibilidad de adquirir una copia silvestre de murd en los aislados no mutadores
fue otro mecanismo descartado, va que no se encomrd en ninguno de los genomas del
Chuster IV wna copm dupheada de s, En base a estos resuliados, la explicacion mas
probable del fendmeno observado seria la emergencia de mutaciones secundarias capaces
de compensar o hipermuiabilidad producida por o alteracidn de mwrs.  De ser este el
mecanismo responsable, es de esperar que las mutaciones compensatorias se hayan
producido en algin punto de la rama ) durante la evolucion de una de las subpoblaciones

hipermutadoras del linaje CFD (Figura R7B). En este sentido, el andlisis de mutaciones que
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alteran 112 genes o regiones intergénicas. cuyas funciones estin relacionadas con la
replicaciin, recombinacion y reparacion del ADN, el estrés oxidativo, v Ia respuesta 808,
demostrd que solo B genes (muweM, ahpF, phr, dksd, PA2138, polB, hola, v recD)
estuvieron diferencialmente mutados en el Cluster 1V de CFD (Tabla RR). Es importante
destacar en este punio que no existen evidencias m antecedentes previos con respecto & que,
o bien individualmente o bien en distintas combinaciones, las mutaciones observadas en los
B penes mencionados pudieran complementar la deficiencia en mtS, Notablemente, unc de
los genes mutados fue murd, quicn juno con los genes muwrY v murT, es uno de los
componentes del sistema de reparacion GO, el cual previene mutaciones causadas por
lesiones oxidativas en el ADN [2539-260] v cuva mactivackin prodece un estado de
hipermwitabalidad debil, 4 veces supertor respecto a clones no mutadores [261), De esta
manera, ks aizlados CFD no mutadores tendrian alerado tanto el MRS, por mutaciones en
el pen mutS (Tabla R5}). v el Sistema GO, especificamente & través de una mutacidn con
cambio de sentido en el gen s (Tabla RB). Sin embargo, en lugar de esperar que la
alicracion en ambos sistemas pudiera complementarse, cabe suponer que las mismas
merementaran aun mas la frecuencia de mutacidm. Por otra parte, ¢l pen polf también
esmuve dherado en los aislados no mutadores. polfi codifica para Polimerasa 11 (Fol I1)
[262] v su funcion en £ coli estd relacionada con la respuesta 505 bajo el control del
represor LexA [263). Como pane de la respuesta SOS, Pol 11 estd involucrada en la
reparacion del ADN dafado por radiacion UV [264] u oxidacion [265]. siendo capaz de
catalizar ¢l fypass de lesiones abdsicas cuande no se mducen genes relacionados con shock
térmico [266]. De esta manera, Ia alteracion de la funcidn de Pol 1l tampoco estaria dando
indicios evidentes de que, en combinacidn con la deficiencia del MES, podria reducir la
tasa de mutacion, En relacion al resto de los genes, alipf es un gen que codifica para la
subunidad F de una alquil hidroperdxido reductasa [267], ¥ estd mvolucrado en defensa al
estreés oxidativo: phr codifica para unn fotoliass [268]; mientras que el gen dizd codifica
para una proteina suprésora, dosis dependiente. de una mutacidn de deleciin en el gen
dmak [269]. Por su lado, PA2138 posee una funcion putativa como ligasa dependiente de
ATP [270). Finalmente, resultan de particular interés las mutaciones observadas en los
genes frid ¥ rech, Particularmente, hold codificn para la subumidad dela de la Pol 1
[271], ln cual participa en la replicacion del ADN [272], constituvendo asi un gen esencial
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[273]. Por su parte, rec) codifica pam una de las subunidades de la exonoeleasa V (ExoV)
[274]. la cual posee unm rol crucial en la recombinacion homdloga de ADN v el
mantenimiento de n viabilidad celolar [275]. Dehido a esio, se podria sugerir que la
pérdida de funcion simubtinea de estos dos gemes podrin conducir a una marcads
disminucién en la viabilidad celular vio muerte celular. S embargo, la viabilidad de los
cloncs no mutadores incluides en el Closter IV no estuvo evidente y comparativamente
alterada de acverde a curvas de crecimiento realizadas in vitre (resultados no mostrados),
Teniendo en cuenta que las mutaciones observadas en hold v recl) fueron puntuales v de
cambio de sentido, puede especularse que las mismas no gencren pérdida de funcion en las
proleinas correspondientes, sino que, o bien son silenciosas a nivel funcional o alieran pero
ne mactivan las funciones de las mismas. Asi, 51 la alterscion de la funciin de estas
proteinas produjera una minima disminucion en la viabilidad de las células, no perceptible
en cultivos pures en medios nuiritivos ricos de laboratorie, la frecuencia de mutaciin
podria  verse disminuida, produciéndose un  fendomeno de compensacidn de la
hipermutabilidad no dircctamente relacionado con el control de la tasa de mutagénesis sino
con la viabilidad celular, En este sentido, es impontante mencionar un trabajo muy reciente
llevado a cabo con cepas de E. coli deficientes en rth en ensavos de evolucidn in witre en
el gue observan que un porcentage de las mismas sufre una disminuckdn en la frecuencia de
mutacidn [206]. Las cepas en las que se¢ produce el fendmeno mantiencn la mutacion en
mfy ¥ el mecanismo de compensacion se produce a través de mutaciones secundarias en
genes particulsrmente relacionados o proteccion contra el estrés oxidativo, incluyvendo el
regulador global arcd {involucrado en el control de la respiracién aerdbica), furd {fumarato
reductasa), v aipf (subunidad A de la ATP sintetaza). MNotablemente, por andlisis de
transcriptoma, el trabajo determina que la alterackin de los genes mencionados conlleva a b
expresion incrementada de proteinas inve lucradas en la respuesta al estrés oxidativo, tales
come Bails v Sod A, v consecuentemenie a la prevencion de dafos en el ADN a través de la
eliminacion de ROS endogenos. De ests manera, el mecanismo de disminucion de la
frecuencia de mutacion no estd directamente relacionado con el contrel de la tasa de
mutacion, sine indirectamente a través de Ia respuesta al estrés oxidativo [206]. En

coincidencia con esto, se describid previamente que la sobreexpresion de genes
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relacionados con la reduccion intracelular de ROS disminuve la tasa de mutacion [257,
276-2771.

51 bien ninguro de los aislados no nutadores CFD deficientes en mutS presentaron
mutaciones cn os genes arcd, furd, y aipF, si presentaron mutaciones en el gen afpfF,
implicado directamente en la defensa al estrés oxidativo [267]. Del mismo modo, es posible
gue ka alteraciin de las funciones de las proteinas codificadas por alguno de los 7 genes
restantes penere igualmente estados de estrds oxidativo, disparando mecanismos de
respuestas que conlleven a la sobreexpresion de penes y la consecuente disminucion de los
niveles de ROS v dafios en el ADN, ¢ indirectamente disminuya la frécuencia de mutacion.
Crertamente, las posibilidades planteadas quedan aon por dilucidar e investigaciones
tendientes a explorar én forma global v comparativa la expresidn génica en estos aislados,
puede dar nuevas evidencias gue permitan entender €l mecanismo por el cual s¢ produjoe la
disminucion de la frecuencia de mutacion en los mismos,

5, HIFERMUTARBILIDAD ESTABLE ¥ SU ASOCIACION A LA RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS: EL FENOMENO DE LA EMERGENCIA DE CEPAS
HIPERMUTADORAS EN INFECCIONES CRONICAS FQ

Tal como = menciond anteriormente, una de las hipdiesis que explica la aha
prevalencia de cepas bactermanas hipermutadoras en determinadas condiciones o ambientes
es su seleccion en segundo orden con mutaciones beneficwosas [19]. Particularmente
referido a la alta prevalencia de hipermutadoras estables de P aeruginosa en infecciones
pulmonares cronicas FQ, la resistencia a antibidticos ha sido el msgo mas asociado con la
hipermutabilidad, anto por aproximaciones in vitre comn e vive [21, 167, 172-174, 181].
Asi, se ha establecido en varios trabajos una asociacion entre la hipermutabilidad y la
emergencia de mutaciones que confieren resistencia a antibioticos en aislados F() de
P aeruginosa [167-168, 172, 193, 237], Asimisme, esta asociacion no sdlo se ha observado
en cepas de P geruginesa, sino que 1a misma se ha extendido mcluse a otrus bactenas
coma S aurens [18] v B fefleenzae [177] Adicionalmente, ha sido reportada en ofras
infecciones cronicas en pacientes no FQ), como aquellas producsdas en pacientes con
bronguiectasia o EPOC [173]. Sin embargo, la resistencia a antibioticos es un rasgo

igualmente observado en infecciones agudas en las que la frecuencia de cepas
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hipermutadoras es précticamente indetectable [175], manteniéndose de este modo kb
controversia. De hecho, en un estudio realizado por Mena v colaboradores no se encuentran
diferencias entre los aislados hipermutadores ¥ no muladores respecto a la distribucion de
mutaciones en genes que confieren resistencia a antibidticos [135].

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacidn se observd que Fa
hipermutabilidad por deficiencia en el MRS estuvo asociada con una mayor resistencia,
pero sAlo con respecto a alpunos antibidticos (Tabla R3). Asimismo, no fie clara su
asociacidn con mutaciones en genes implicados en la generacién de resistencia, tales como
mexZ (Figura R2). Cabe recordar que la inactivacion de mex? produce una sobreproduccion
de fa bomba de eflupn Mex XY, constituyendo uno de los mecanismos mas reportados en la
adquisicion de resistencia a aminoglicdsidos v otras drogas en aislados FQ. De hecho, el
andlisis de ka prevalencia de mutaciones en la coleccion de aislados de P, geruginosa CFL,
demostrd que mer es el gen mas mutado entre todos los analizados, confirmando sy
relevancia en ki adguisicion de resistencia a8 aminoglicosidos en infecciones FO), a pesar de
que la participacion de otros mecanismos parecen ser igualmente importantes (Figura R3)
[165, 2TE-279].

Respecto al estudio la evoluciin gendmica de los dos linajes hipermutadores de
Faeruginosa de CFA y CFD en el transcurso de la nfecewdn pulmonar erdnica FO), se
observid que en ¢l conjunto de genes que habrian sufrido una seleccitn positiva por su
potencial rofl en la patoadaptacidn, se encontraron 4. fisf, ampC, mexY, y mexF
relacionados con la resistencia a antibidticos (Tabla R12). Sin embargo, el bagaje de genes

que P geruginosa posee para lograr adquirir resistencia a miltiples antibidticos es

considerablemente mayor mcluyendo aproximadamente 63 pEnes
(www pseudomonas.com). por ko que log datos obtemdos no permiten nuevamente

establecer una asociaciin clara entre estos mecanismos v la hipermutabilidad. De esta
mancra, aungue ¢l debate permancee cicrtamente abiero, los resultados del presente trabajo
permiten conciuir gue la hipermutabilidad en infecciones pulmonares cromicas no estaria
asoctade a ningin rasgo o fenotipo adaptativo en forma especifica o particular, ni siquiera
los implicados en |a resistencia a antibidticos, sino méds bien con un efecto general eercido

en forma global sobree el genoma de P aeriginosa
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Este trabajo constituye un avance importante hacia el esclarecimiento del impacto
de la hipermutabilidad causada por deficiencias en el MRS en la estructura del genoma de
poblaciooes de P gervginosa, particularmente durante procesos evolutivos a largo plazo en
mfecciones pulmonares cronicas en pacientes FQ). Asi, a partir de las investigaciones
realizadas en csta tesis pueden destacarse kas siguientes conclusiones:

1} Existe una fuerte seleccion, prevalencia y dominancia del fenotipo hipermutador
debido a la deficiencia en el MES en aislados FO de P aernginosa.

2) La hipermutabilidad estable no esta asociada a la emergencia de mutaciones
adaptativas en los genes mucd, lasf v mex?, sugiriendo que la misma tendria un cfecto
general sobre Ins genes durante el proceso de adaptacion de P aeruginosa al ambiente FOQ,
sin estar relacionado con algtn fenotipo adaptativo en particular,

3) La evolucion a largo plazo en infecciones pulmonares cronicas FUO) de cepas de
P aeriginosa deficientes en el MRS estd signada por una seleccidn negativa vio por deriva
génica, destacindose una significativa diversidad genética a nivel poblacional basada en
umit marceda acumulacion de mutaciones.

4) La adaptacion al ambiente FO) revela fendmenos de evolucion paralela en cienios
genes asocindos con la patoadaptacion, como asi también una convergencia fenotipica en
cuanto a la disminucidn de funciones relacionadas con el catabolismo,

31 La deficiencia en el MRS, en combinacion con las S5Rs sesga la mutagénesis
hacia determinadas vias pénicas durante la evolociin de P aemiginosa en infecciones
pulmonares erdnicas FOJ.

6} La evolucion en el ambiemte F() de una pohlaciin hipermutadora de
P, aeruginosa deficiente en el MRS incluyo un fenomeno de disminucion de la frecuencia
de mutacidn. St bien gqueda adn por elucidar ¢l mecanismo subyacente a tal fendmeno, la
adquisicion de mutaciones compensatorias pareceria ser b explicacion mas probable.

D¢ esta manera, oz resuliados oblenddos en esta tesis, dan lugar a nuevos
mierrogantes que podrian constituir ¢l punto de partida de futuros estudios, dentro de los
que podria destacarse: i) (Cudl es el mecanismo implicado en la disminucion de la
frecuencia de mutacidn en aislados FQ de P aeruginosa deficientes en el MRS? i) ;Cual
es la composiciin gendmica minima de P aeruginoss necesaria para persistir en el
ambiente FO7
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Investigaciones dirigidas a responder estos interrogantes ciertamente proporcionarin
nuevos datos v evidencias que permitirin avanzar en el entendimiento de lns distintas
estrategias que P, oeruginosa despliega para lograr adaptarse y persistir en el particular
ambiente del pulmoén FQ, brindande potenciales herramientas que permitan finalmente ¢l
control de las infecciones por clla causadas.
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MATEREALES Y METODCE:

CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Las cepas bactenamas v los plasmidos utilizados en este estedio se detallan en la
Tabla M1.

Para el cultiva rutinario de bacteriaz se ufilizdé medw rico Luria-Bertam (LB):
peplona de soja, 10,0 £1; extracto de levadura, 5.0 g/L; NaClL 10,0 g/L.. Para obtener los
medios de cultivos sdlidos se adiciond agar-agar 12,0 g'L (LB-agar).

Los antitnoticos se utilizaron en las siguientes concentraciones, a menos que se
mdique de otra manera: rifampicina (Rf), 300 pg/mL: estreptomicina {Sm), 500 pgiml.;
gentamicina (Gm), 150 pg/ml: kanamicina (Km), 250 pg/ml; ciprofloxacina (Cp),
| pg/mL.

Las distingas cepas bactenias fueron mantenmydas y conservadas en stocks de ghicerol
al 15% a -T0PC. Para los diferentes ensayos, las cepas de los stocks congelados fueron
revividas rutinariamentc cn placas de Petri conteniendo medio de cultive LB-agar
(adicionado con antibidticos i feera necesario), mediante incubaciin durante 24 hs a 37°C.
Los indculos fueron preparados mediante el uso de cultivos crecidos en medio LB liquido
{adiciomado con antibidticos 5i fuera necesario) durante toda la noche (ON) a 37°C con

agitacion constame a 230 rpm

ORTENCION DE LAS COLECCIONES DE AISLADOS DE P. 4ERUGINOSA
PROVENIENTES DE INFECCIONES CRONICAS DE PACIENTES FQ

En ¢l presente trabajo se obtuvieron tres grandes colecciones de aislados FQ de
P geruginosa. Por un lado, v con el objetivo de analizar la asociacidn in vive enire la
hipermutabilided ¥ lo emergencia de los fenotipos mucoide, deficiente en qudrum sensing v
de resistencia & antibidticos (Capitule 1), se confecciond una coleccidn de aislados de
P aeruginosa obtenidos de varios pacientes argentinos con FQ (coleccidn CFL). Por otro
lado, se obtuvieron dos prandes colecciones de aislados obtenidos de dos pacientes FO), uno
argentmo (coleccion CFA) v otro danés {coleccion CFD), con el proposito de estudiar la
evolucion gendomica de P, aeruginose deficientes en el MRS durante el transcurso de una

infeceidn pulmonar cromica. a través de un analisis longitudinal v transversal {Capitulo 2),
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Tahla M1. Crepas bacterianas. vectores v oligomicledtidos utilizados en este estudia,

Fuente o
Cepas Caracteristicas redevanies R ucin
Prendomonad acagidosa
Fa0] silvestre; fidoirdpica 1]
PadiME St Km' Ofiver unpublished
PaOi ML LT Ofiver unpubdished
MPADME s Pe FASak (MPAIZAITYL T 2]
MPACKIL it L S re Z4 el { MPAAG306); To' i2]
Escferiohia ool
£ el HS5a Huésped pars mamipulacion de ATFN Invitrogen
Plasmbdos
PCS maek pEER1MOS-5 contemtendo md de P aermginese; Gm' 3]
PCS _mard pEEBRIMCS-3 contenlendo il de P asegimonr Gm' [4)
PMCS s pBBRIMCS-5 conteniendo mw de CFD_2011:27: Gm'  Este estudio
pMOS s THEEED O SRRRMOS-5 contentendo muS de CFD 201010; Gm' Este estuclio
Olbgomubedtidos Securncla (5'-3%)
It AGOGGGEC AN ]|
vy A-fior CAAGCCTGACACAGDGOCAAATGE Este estudio
nrircA=ney COTCAGUGGT TTTOCAGGUTGGUT G Este estuclio
fers B -for CACGGOOGCATGOGOCTC Este sstudio
fasf-rew AAGCTTCTATATAGAAGGGTA Este estudio
meexs-far COUGATAGT AGUATATAATC Este exhucen
e Ta-pey TACATOGACGGCAAGOGOCT Este esiudio
meirs S-for | CUCOGTATGACOGACCTCT Este estudio
miriarevl COOAGTUGUGRATOGAALT Este estuclio
meresls-fim 2 COOOGOGOCATOGGACTTOGAT Este estudio
et frend TTCHROOAGT TOGOGAT A Este estudio
mrid s Ford CACCACCATOOGUACTTAT Este estudin
irue S-ren GITGGCCACGAACGHTGT Este sstudio
e S=ford TOOTCGAGCAGOTGRCTGO Este estuxlin
it ST el ATTCTAGCAGCTTOTGOGG Ese estudio
e L-Tarl ACAGUCTGTODAGDGACAAL Este estudio
mrl-revi CTOOTCTOGUGUCTOG TGO A Este estudin
manerl-for2 TOCACGAGGUGUGAGADGAG Este estudlio
mnrl-rend TAACGOOGOOAAGT AGERCCTT Este estulio
PP AAGGOCTACTTCGOGOOGTT A Este estudio
st l-revd AGGCAGGOAAGACATOGGAAC Este estuilio
PAO929- for GACGATTATCTOOOGAAGCCT Este estudio
P Ag929-rey GOTATTCGOTOGGOGTOA Este estuio
PA1I27. 00 GCAAGTODGACDCGAAGT Este estudio
Palia-rey GTCCTTGAGAAAAACTGOCA Este estudio
PA45681 P A456%-Tor TAAACCTGOTCADDCGAL Este estuidio
PA4SGEIT AdS6Prey TOTAGUOCAGOOTCTTGOC Este esfudio

K, reststencia a kanamicina; T, resisdencia a tetracicling; Gm', resistencia & gentamicina,
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Parz la confeccion de lz coleccion local CFL, s obtuvicron 38 aislados de
P aeriginosa provenientes de 26 pacientes FO) crénicamente infectados. Dichos aislados
fueron obtenidos tanto del Laboratorio de Bactenclogia del Hospital de Nifios Santisima
Trnidad de Cordoba (HNC) (18 aislados; 12 pacientes: rango de edad. 5 a 20 afos: edad
promedio, 13,6) como del Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Alemin de Buenos
Aires (HABA) (20 aislados; 14 pacientes; rango de edad, 15 a 43 afos; edad promedio,
27,71 En todos los casos el material de partida para la oblencidn de bos aislados fue espuio
de s pacientes obtenide por expectoraciin, utilizando metodologias bacterickigicas de
aislamiento convencionales, lo cual fue realizado en estrecha colaboracion con la Dra.
Patricia Montanaro (HMNC) v ln Dre. Liliana Fernandez Canigia (HABA). Es importante
destacar gue pars la confeccion de esta coleccion los aislamientos fusron realizados de
acuerdo a los siguientes criterios; 1) aislados obtenidos a partir de pacientes ¢con al menos
cuatre atos de colonizacidn documentada con P aeruginosa, lo cual asegura que la
mfeceidn se ha establecido de forma cromica: 2) en caso de aislados provenientes del mismo
paciente, se considerd como necesario que los mismos presentaran morfologias de colonia
diferentes, fundamentalmente en relacion a mucoidicidad, pigmentacion, tamafio de colonia
yio diferencias en cuanto a la susceptibilidad a diversos antibidticos; 3) en caso de ser
aslados provenientes del mismo paciente v con las mismas caracteristicas morfotipicas, se
considerd como necesario que las cepas se aslaran con una diferencia de al menos un afo,

Para la construccion de las otras dos coleccones, los mslados de P agrnginosa se
phtuvieron a partir de dos pacientes FO) agui denominados CFA del HNC y CFD del
Copenhagen CF Center (Copenhague, Dinamarca). La infeccidn cronica con P geruginasa
fue documentada desde ¢l afio 2001 v 1986 en CFA v CFD respectivamente, siendo la
misma definida a pantir de la presencia persistente de P geruginosa en muestras de esputo
por al menos 4 afos consecutivos o la presencia de dos 0 mas anticuerpos precipilantes
cotitra Pooaeruginose [196] En el momento del primer aislamiento loz pacientes CFA v
CFD tenian 8 v 23 afos de edad respectivamente. Para abordar el analisis longitudinal, se
obtuvieron distintos aislados recolectados en distintos tiempos a lo largo de varies afios de
la infeccidn, abarcando & afos en al paciente CFA v 20.afos en CFD (Figura R4). Para
lograr el andlisis transversal, se obtuvieron %W aislados comemporaness de P aeruginosa,

los cuales fueron obtenidos simultdneamente al azar a partir de una Gnica muestra de espute
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de eada paciente {Figura R4}, Para ello, se recolectaron muestras de esputo de los pacientes
FQ por expectoracion durante visitas de rutina a los hospitales v una vez adguiridos fueron
instantanesmente almacenados en hielo ¢ inmediatamente procesados, El esputo fue
licuificado por la adicion de un volumen igual de Sputohsin (Calbiochem), diluido v
sembrado en placas de LB-agar selectivas para especies de Psewdomonas (BD
Biosciences), Es importante mencionar que para B construceion de las colecciones CFA v
CFD, los pacientes fueron elegidos temiendo en cuemla los siguienles eritérios: 1) estar
infectados crdnicamente por P aerugimosa; 2) preséntar un dmice linaje clonal de
P aeruginosa infective: 3 carecer del clones transmisibles de P aeruginosa; 4) haber
pdquirido P geruginosae hipermutadoras deficientes en el MRS en el transcurso de la
infaccion.

Todos los aislados clinicos fueron igualmente mantenidos v almacenados en stocks
de ghcerol al 15% a -70°C. Para los diferentes ensavos, las cepas de los stocks congelados
fueron revividas rutinariamente en placas de Peiri conteniendo medio de cultive LB-agar
mediante incubaciin durante 24 hs a 37°C (48 hs para agquellos aislados de lento
crecimienio). Los mdculos fueron preparados mediame el uso de cultivos crecidos en

medio LB liquide ON a 37°C con agitacion constante o 250 rpm.

GENOTIPIFICACION POR ELECTROFORESIS EN GELES DE CAMPO
PULSADO (PFGE)

Con el objeto de determinar el grado de clonalidad de los aslados FO) de
P. geruginosa de la coleccion CFL, se realizaron ensayos de genotipificacion por
Electroforesis en Geles de Campo Pulsado (PFGE). Estos ensayos fueron realizados con la
enzima de restriccion Spel de acuerdo a protocolos particularmente descriptos para la
genotipificacin de cepas de P, aeruginosa [280], Brevemente, las colonias de cada aislado
crecidas ON en medio LB-agar a 37°C fueron ivwculadas en una solucidn homogenea de
buffer de suspension (75 mM NaCl y 25 mM EDTA, pH 7.4). Fosteriormente, se tomo el
sobrenadante v se efectwaron las correspondientes diluciones hasta Degar a una
concentracion aproximadamente de (1 - 1,5) x 107 células por mL (rango de DOgoonm: 0.6 -
1.2). Luego, 500 pL de las células dilusdas en el buffer de suspension se mezclaron con

500 pl. de agarosa 1% pV' para preparar mobldes solidos de agarosa, los cuales
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seguidamente, s¢ meubaron con la ensima Sped durante & hs 2 37°C. Estos moldes fueron
colocados en un gel de agarosa al 1% p/V, v se efectud la PFGE por 20 hs a velocidad
40 Viem. Después de la corrida electroforética, los patrones de bandas fueron visualizados
mediante tincion con bromuro de etidio v fotografiados para su posterior andlisis,

El criterio para discriminar los genotipos fue de acoerdo a Tenover [2B1], el cual
considera que de | & 3 bandas de diferencias en los patrones de restriceidn los clones son
gstrechamente relacionados; de 3 a 6 son posiblemente relacionados vy mds de 7

disimilitudes son cepas epidemiologicamente diferentes.

GENOTIPIFICACION POR AMPLIFICACION AL AZAR DE POLIMORFISMOS
EN EL ADN (RAPD)

La relacitn chonal de Jos aizlados FOQ de P aervginosa de las colecciones CFA v
CFD fue analizada mediante la amplificacion al azar de polimorfismos eo el ADN (BEAPD)
a través de protocolos previamente descriptos [5]. Brevemente, se wtilizd como templado
para la Reacciin en Cadena de la Polimerasa (PCR) ADN gendmico de los distintos
aislados FOQ). Posteriormente, el ADN fue amplificado por PCR empleando el primer 272
{Tabla M1) bajo las siguientes condiciones de reacciim: 4 ciclos de 3 min a M°C, § min a
316°C v 5 min a 72°C; luego 30 ciclos de | min a 94°C, | min a 36°C v 2 mina 72°C: v
finalmente un ciclo de 10 min a T2°C. El andlisiz de los productos de PCR se Hlevd a cabo
mediante cormidas electroforéticas a @ Viem por 2 ks en geles de aparosa 1,5% p'V en el
buffer TRE 1X (Tns-borate 0.09 M, EDTA 2 mM, pH &) Posteriormente, los patrones de
bandas fueron analizados empleando el programa computacional GelPro, que permite
reconocer la presencia o ausencia de bandas y determinar perfiles de amplificacion

especificos para cada aislado.

GENOTIPIFICACION MEDIANTE LA IDENTIFICACION DE
POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDOS UNICOS POR TECNOLOGIA DE AT
CHIPS

Ademis de la técnica de RAPD, la genotipificacion de agquellos aislados de las
coleccwones CFA y CFD elegidos para realizar el secuenciamiento completo de sos

genomas, s¢ llevd a cabo mediante la caracterizacion de polimorfismos de nucledtidos
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anicos (SNPs) otilizando b tecnologia de AT biochips (Clondiag Chip Technologies,
Germany). La técnica de AT biochips permite la deteccion simulidnea de 13 SNPs
previamente identificados en regiones gendmicas allamente conservadas de P, aeruginosa,
tales como oriC, citS, ampC, oprl, MiC, vprl, y alkB2 [282]. Cabe destacar que la precisiin
tedrica de la genotipificacion por estn téenica es del 99.7% [282] (Clondiag Chip
Technologies, Germany). Adicionalmente, estos chips permiten la deteccidn de varias islas
génicas, factores de patogenicidad, v genes variables, permitiendo el analisis del repertorio
genético presente en el genoma accesorio de un aislado dado, Aquellos aislados que
presentaron el mismo patrin de SNPs fueron considerados clones pertenecientes al mismo
linaje bacteriano.

Elensayo en AT chip estd basado en la deteccion de hibridizacion del templado de
ADN gendmico biotinilado en un microarreglo de ADN conteniendo un conjunte de 77
sondas de oligonuclestidos especificos. La metodologia se llevd a cabo segin lo descripto
previamente [282-183]. Brevemente, 0.5-2 pg de ADN de P aeruginosa purificado
mediante un kit comercial (QLAGEN) se utilizd como templado de una amplificacion lineal
con un grupo de oligonuclestidos marcados con biotina, Las condiciones del PCR maltiple
fueron las siguientes: un ciclo de 5 min a 96°C, sepuwlo por 50 ciclos de 20 seg a 62°C,
40 seg a T2°C v 60 seg a 96°C. Posteriormente, ¢l producto de PCR marcado con bintina
fue transferido a wn chip para su hibridizacidn con un conjunto de 77 sondas de
oligonucleotidos especificos presentes por duplicado en el microarreglo. La reaceidn de
hibridizacion se llevd a cabo por | h a 60°C con agilacién constante & 550 rpm.
Posteriormente s¢ realizd el lavado v blogqueo del chip. Los sitios hibridizados se
visualizaron mediante la wtilizacion de 3.,3°.5.5-tetrametilbencidina comno sustrato del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa (HRP). Las sefiales de hibridizacion se detectaron
empleando un microscopio Zeiss Axoplan-2 equipado con cdmara Coolsnap Pro (charge-
coupled device camera) controlada por el programa de analisis de imagenes Image Pro
{Media Cybernetics, Silver Spring, MD). El analisis de la intensidad de la sefial permitic
distinguir distintas variantes de SNPs asi como la ausencia o presencia de genes variables e
islas génicas. La asignacion genotipica de cada aislado se llevd a cabo mediante el analisis

visual del arreglo empleando un codigo hexadecimal previamente descripio [283),
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DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE MUTACION

Con ¢l propisito de determinar la frecuencia de mutacidn de los distintos aislados
FQ de P acrungingsa, se llevd a cabe la determinacion del nimere de colonias resistentes a
R siguiends protocolos previamente descriptos [31] Brevemenie, colonias imdividuales de
wada cepa fueron culiivadas ON en medio LB a 37°C con agitacidn (250 rpm). Dhlucwones
apropaadas de dichos cultivos se sembraron en placas de LB-agar para determinar el
nimern olal de células viables, o en LB suplementado con 300 pefml. de Rt para
contabilizar ¢l nomero de célules resistentes a dicho antibiotico, después de ser imcubadas
por 24 hs a 37°C (48 hs para los aislados de lento crecimiento). Luego, la frecuencia de
mutacion se cabeuls como ¢l nimero de células resistentes a RY cada 10° células viables,
Las determinaciones se llevaron a cabe por triplicado en dos experimenios independientes
para cads cepa. De esta manera y siguiendo eriterios previamente establecidos [21],
aquellos aislados que presentaron una frecuencia de matacion al menos 20 veces mayor a la
eepa de referencia P aeruginose PAOL fueron considerados hipermutadores. Cabe aclarar
que la deficiencia en el MRS produce un aumento en la tasa de mutacion de entre 2008 1000
WECEs.

La resisiencia a BF se produce a travéds de mutaciones en el gen rpof, el cual
codifica para la subunidad [ de la ARN polimerasa [185]. De esta manera, a mayor
frecuencia de mutacin, mayor es la probabilidad de adquirir mutaciones espontancas en
rpofl v como consecuencia mayor es ln frecuencia de células resistentes a Rf que se

generan en la poblacion.

AMPLIFICACION POR PCR Y SECUENCIAMIENTO DE LOS GENES mutS,
mutl., mucA, lask, mexZ, PAN929, PALI27, ¥ DE LA REGION INTERGENICA
PA4S6R/PA4569

Loz oligonucledtidos utilizados para amplificar la regidn codificante de ks penes
murS, muetl, mucd, fosR, mexZ, PAD2D, PALIZT, v de la region intergénica
PA4S68/PA4569 se detallan en la Tabla M1

Como templado para la PCR se utilizd ADM gendmico de bos distintos aislados FO
de P oeruginosa el cual fue punificado utilizando un kit comercial (QIAGEN). Las
amplificaciones por PCR se llevaron a cabo empleando lr enzima Tag ADN polimerasa
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(PROMEGA)Y, de acuerdo a las siguientes condiciomes de reaccion: un ciclo de B min a
95°C, sepuido por 33 cklos de | min a M°C. | min a 60°C (hibridacion de los
oligonucledtidos pues, mel, mecd, mec?, PAKZY, PATIZT, PA4SGRTPA4569) & 30°C
{hibridizacion de los oligonucledtidos fasf) v 2 min a 72°C; y finalmente un ciclo de
10 min a 72°C, El andlisis de los productos de PCR se realizd mediante electroforesis en
geles de aparosa 1% pV en buffer TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 M, EDTA 1 mM, pH )
durante 30 min a 100 V. Los productos de PCR fueron purificados mediante ¢l empleo de
un kit comercial de purificacion de geles (QIAGEN) y sometidos a andlisis de
secuenciamiento automatico direclo de ADN, a través del uso de servicios especializados
{DNA  Sequencing Facilny, University of Chicago). utilizando los oligonucledtidos
comespondientes v mencionados anteriormente,

Para la idemtificacion de las mutacikones presentes en cada gen o en la regidn
intergénica, se amalizaron ks homologias entre las secuencias obtemdas de los diferentes
nislados y las secuencias correspondientes a las cepas de referencia PAOT y PAT4, que se
encucniran apofadas en ¢l provecto Genoma de Poogerupinosa (woww, peeudomonas com ),
mediante el uso del programa de andlizis BLAST [284] obtenido en [ base de dafos del

CONSTRUCCION DE  LOS  PLASMIDOS  pMCS mueS©%"™
PMOS_pnu§ CCIH-COIS81

Con el proposido de analizar 51 el aleby 400 34-00 557 del gen mauiS en bos aislados
o mutadores de CFD estaba asociado a la disminucién de la frecuencia de mutacion, se
construyeron los plismidos pMCS piees™ 5 5 pME‘S_mmS'l.[-”MU'!ﬁ' como s¢ describe
a comtinuacim. Los alelos mueS de los aislados CFD_2011727 y CFD 2011711,
contemendo las mutaciones -CGyss ¥y HOC0-C0 55 respectivamente, se amplificaron por
PCR empleando los oligonucledtidos metS-forly murS-revd (Tabla M1) y se ligaron en el
vector pOEM-T Easy (Promega) Luego se realizaron digestiones de estos plasmidos
utitizando las eneimas de restriccion Nael/EcoR T para su posterior clonado en ¢l plismido
pPMOS s [ 3], el cual fue previamente linearizado con NdeliEcoRT para liberar el inserio
minif silvestre, Ambas plismidos se propagaron en cepas de £ coli DH5a transformadas
por shock térmico segin protocolos estindar,
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ENSAYOS DE COMPLEMENTACION GENICA CON LOS PLASMIDOS
pMOCS_mutS, pMCS_mutl, MCS_mutS 1Y pSEMOS gt HH L0122

Con ¢l obpete de investigar las bases gendticas del fenctipo hipermutador en los
aislados FO hipermiutadores demtificados, se llevaron a cabo andlisis de complementacion
penica. Para ello, las células competentes Tueron transformadas mediante electroporacion,
segin protocolos previamente descriptos [285], con los plismidos pMCS sl [3] v
pMCS mutl [4], los cuales conticnen una copia silvestre de los genes mutS y muil de
P geruginosa  respectivamente  (Tabla M1), v los  plasmidos p-:?_mrr:,'_"l"m"‘“"' y

P'j ﬂ"”.;rl'ri?-‘l-l'.'ﬁlﬂl

, s cuales comtienen uma copia mwtada del men marS ¥ ocuva
construcciin fue descripia en el punto anterior,

Las células transformadas se seleccionaron en placas de LB-agar suplementado con
G 100 pg'mL, Una ver gue las células transformadas f’GmP‘} fueron asladas, la
complementaciin del fenotipo hipermutador se midid mediante ln determinacion de la
frecuencia de células resistentes a Rf, de acweerdo al protocolo descripto antericrmente.
Como cepas controles se utilizaron células transformadas con el plismido pBBR1MCS-5
vacio (pMUS) [286]). En cada case, la complementacion fue analizada por wriplicado. a

partir de tres colonias transformadas de cada uno de los aislados,

ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS Y CUANTIFICACION DE
LAS SUBPOBLACIONES DE MUTANTES RESISTENTES

La susceptibilidad a antibidicos de los aislados FO de P aerwginosa, se determima
mediante la medicidn de halos de inhibicion para los antibidticos imipenem, meropeneny,
cellazdima, ciprofloxacma v tobramicing. La sebeccion de los antibedticos fue realizada en
bise @ su wso frecuente en b terwpim de pacientes FO y 3 su empleo rutinario en la
realizacion de antibiogramas en ¢l ambito clinico. Para los ensayos, se tomaron colonias
bacterianas previamente crecidas en placas de LB-agar vy se suspendieron en solucikdn
fsiolbgica hasta alcanzar una densidad celular equivalente al 0,5 de la escaln de McFarland
(aproximadamente (1,2 DNy ). Posteriormente, estos indculos estandarizados fueron
sembrados con hisopos en placas MOeller-Hinton agar (MH-agar) sobre cuya superficie se
dispensaron  seruidamente discos (ROSC0) con concentraciones adecuadas de cada

antibidtico. La disposicion de bos discos fue realizada de acuerdo a criteros establecydos en
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funcidn del tamafo de ks placas de Petri wtilizadas. Los didmetros de s halos de
nhibickin s¢ midieron luego de 24 hs de incubacion (48 hs para aguellos aislados de lento
crecimicnto) a 37°C. Los puntos de cone aplicados para definir las distintas categorias de
sensibilidad (5, sensible; 1, intermedia; K, resistente} foerom de acuerdo a criterios
establecidos por Clinieal and Laboratory Standars Institute {CSLI), tal como se detalla en la
Tabla M2,

Por otra pane, se determind para cada uno de los antibioticos, ¢l ndmero relativo de
celulas crecidas dentro de los halos de imhibicion, consideradas como uma subpoblacion de
mutanies resistentes (SME) La cantidad de colonias en la SME fue determuinmda de forma
semicuantitativa; <10, +; 10-100, ++; =100, +++, La cuantificacion de la SMR fue
realizada a partic de los mismos ensayos de susceplibilidad luego de 24 hs adicionales de
incubacidn, de acuerdo a protocolos previamente descriptos [ 193]

Como controles se utilizaron la cepa silvestre de P oeruginosa PAOL y sus
derivadas hipermutadoras PAOIMS vy PAOIML, mutadas en los genes sunS v omiil

respectivamente { Tabla M), Todos los ensavos se realizaron en dos réplicas por duplicado.

Tabla MX. Didmetros de los halos de inhibicién v categorias de sensibilidad aplicadas en los
ensavos de susceptibilidad a antibiéticos de scuerdo a criterios establecidos por CLS1 para
P aeruginosa,

Digmetrn del halo de inhibicion {mm)

Anihbidticn {oncentracion

5 1 R
Imipenen 1k py =16 15-14 =13
Meropeniem [ RT3 =16 15-14 =13
Ceflazidima 3 g =18 17-E5 =14
Cipraflaxacina £ g = 21 20-14 =15
Tobramiciia [ [LET:S =13 12-13 il

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD CATABOLICA MEDIANTE EL USO DE
MICROARREGLOS FENOTIPICOS (BIOLOGS)

Con el proposito de analizar globalmente ¢l metabolismo de distintos aislados FO
durante el transcurso de fa infeccion eronica. se analizd el catabolismo de diferentes fuentes

de carbono v niardgeno empleando  los  mcroameglos  fenotipeos PM1 v PM3B
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respectivamente (Biolog Hayward, CAj, de acuerdo a las instrucciones del proveedor [287-
288]. Brevemente, colonias crecidas en placas de LB-agar se suspendieron en un fluido de
impculacion (IF-0 GN Base 1.2X) hasta obtener una densidad celular comrespondiente al
42% de transmiancia. Las suspensiones celulares fueron diludas 1:6 en el medio minima
1F-0 conteniendo ung merela de colomntes redox (tetrazolivm) { Biokog Dye mix D 100X).
Posteriormente. alicuotas de 100 pL de estas diluciones se colocaron en placas con fuentes
de carbono (PM1). Por otra parte, para las placas con fuentes de nitrdgeno (PM3B), las
inoculaciones fueron suplementadas con glucosa 30 mM v citrate férrice 2 uM. Las placas
fiscron incibadas a 37°C en un lector Omnilog (Biolog) durame 72 hs para realizar la
medicion cinética del crecimiento/respiracion a través de la determinacion de la reduccion
colorimétrica del tetrazoliom, La exportacion de los datos desde el lector Omnilog se
realizd utilizando el programa Omnilog OL-FM/Kin 1.20,02 (Biolog). Los fenotipos se
determinaron teniendo en cuenta el drea media por debajo de cada curva cinética. en la que
la reduccidn del coloramte fue considerada como crecimiento bactergane en funcion del
Lo,

El anilisis de datos y la estadistica se llevd a cabo wtilizando la versidn 2.10.0 del
programa B (R Development Core Team (2009) R: A Language and Environment for
Statistical Computing, B Founsdation for Statstical Computmg: bupsSsosow, B-projectore. ),
del cual se emplearon los sipuientes paquetes: “hiolist™ (B, Ding, B, Gentleman and V.
Carey) v “squash” (A. C. Eklund) para el analisis de la formacidn de grupos jardrquicos. La

funcidin catabdlica total fue caloulada sepin lo descripto previamente [289].

SECUENCIAMIENTO DE GENOMAS COMFPLETOS DE AISLADOS FQ DE
P AERUGINGS A

El secuenciamiento masivo de los genomas de P geruginesa fue llevado a cabo por
IHhuming, Para ello, fue necesaria inicialmente b construccidn de librerfas gendmicas para
su posterior secuenciamiento. Brevemente, aproximadamente 3 pg de ADN genomico de
cada aislado, purificado empleando wn kit de purificacion de ADN  gendmico
(PROMEGA), fue digerido en fragmentos de 300 pb utilizando el equipe Covaris E-series
(EL1D, E210). La digestion se realizd sepin  protocolos estindares: ciclo de trabajo, 10%;
intensidad, 4; ciclos por explosidn. 200; tiempo 80 seg; temperatura inscial del tangue de
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agua. 6-8°C. Una wver digeridos, los fragmentos de ADN gendmico se purificaron
empleando un kit comercial de purificacion ((JlAquick). Postenormente, sc llevo a cabo la
reparacion de los extremos del ADN de los fragmentos generados, potencialmente dafiados
durante el proceso de fragmentacion, mediante la utilizacion de un kit comercial (End-1t"™
DNA End-Repair Kit, EPICENTRE). Este procesa permite la obtencidn de ADN con
exiremos romos a fraves de b asctividades polimerasa 53'—37, exonucleasa 3'—3" v
[ozfatasa 3" presenles en una mezcly enzimatics, la cual estd compueesta por la polimérasa
del ADN T4, el frugmento Klenow v lo polinucledtido kinasa T4, A confinuscion, se
purificaron los productos de la reaccion de reparacion empleando un kit comercial
{AMPure XP). Luego, se llevd a cabo |a adenilacion de los extremos 3° con el fragmento
Klenow exo” (FERMENTAS) para evitar ¢l autoligado de los fragmentos de ADN en una
reaccion de ligado posterior y ademds pare proveer complementaricdad con kos
adaptadores, que poseen un dnico nucledtido de timima en su extremwo 37, Una wvez
adenilados, se purificaren los agmentos de ADN (AMPure XP) v se ligaron sus extremos
von adapladores indexados (Humina) utilizando un ki comercial (Fast-hink DNA ligation
ks, EFICENTREY), Para esta reaccidin de ligado se utikizd una relacion adaptador: inseno de
2201, Cabe destacar que para b construccion de cada una de las librerias pendmicas se
utilizd un adaptador diferente con el proposto de dentificar luego las secuencias
genomicas de cada wuno de los aislados correspondientes. Posteriormente. se realizd una
purificacion (AMPure XP) v una PCR de enriguecimiento con el objeto de amplificar los
fragmenios de ADN conteniendo en sus extremos los adaptadores mdexados ligados. Las
amplificaciones por PCR se llevaron a cabo utilizando una polimerasa de ADN de alta
fidelidad (Phusion High-Fidelity PCR Master Mix, FINNZYMES) v Ios oligonucléntidos
comespondientes para cada adaptador (1llumina), de acuerdo a las siguientes condiciones de
reaccion; un ciclo de 30 seg a 98°C, seguido por 18 ciclos de 10 seg a 98°C, 30 scg a 65°C
v 30 seg oa T2°C: v por Gltimo, un ciclo de 5 min a T2°C. Luego, se purificaron los
productos de PCR (AMPure XP) v se analizd la cantidad v calidad de las librerias
gendmicas empleando tres metodologias distintas: 1) mediante electroforesis en geles de
agarosa 1% p'V, para la estimaciin semi-cuantitativa de la concentracion del ADN y la
visualizacion del tamano de los fragmentos; 2) a través un método fluorimétrico

[Fluprometre Cubit® 2.0, Invirogen), para la Jetermimacidon mis precisa de la
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concentracion del ADMN 1) y finalmente, con el propasito de determinar cuantitativamente
fante b comcentracion de cada muestra come la longited del inserio de ADN ¢n cada
libreria gendomica, s empheo un chip de alta sensibilidad al ADN { AGILENT), cuva lectura
s¢ realizd en el aparato Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer,

Finalmente, una vez generadas las librerias de ADN gendmico y analizadas su
concentracion v calidad. cada una de ellas se mezels en una misma proporcion final (para
akcanzar una concentracion de 10 nM cada una) y se enviaron para su secucnciamiento al
servicio brindado por Hllumina (Hong Kong). El secucnciamicnto se llevd a cabo utilizando
la plataforma Hiuming Hiseq2000, o coal generd lecturas pareadas de 100 pb utilizando un
protocolo mialtiple.

ANALISIS DE SECUENCIAS GENOMICAS: CONSTRUCCION DE GENOMAS
DE REFERENCIA POR ENSAMBLADOS DE NOVO, DETECCION Y
CARACTERIZACION DE SNPS ¥ MUTACIONES DE INSERCION/DELECION

Las secuencias gendomicas de los aislados FQ de P agruginosa obtenidas en cste
irabajo se depositaron en el Ewropean Mugleotide Archive (EMA/SEA ERPO0D23T9Y, Para el
anilisis de las mismas, los penomas de bos aisledos ancestrales (CFA 200401 ¥
CFD_1991/01, Figura R4) se ensamblaron de nove para ser ulilizados como genomas de
referencia. En este sentido se empled el programa Velver versidn 1,207 [290] wilizandoe oz
siguientes pardmetros {en todos les casos loz primeros wvalores se wiilizaron para
CEA 2004501, mientras que los sepundos valores se emplearon para CFD 1991/401; en
aquellos casos donde se especifica un solo valor, el mismo fue empleado tanto para
CEA 20040 como para CFD 199001 longiud del inserto (-mns length) 238 v 244,
desviacsin estandar de la bongitud del inserto {-ins_length =d) 54.4 v 30.3; cobertura
esperada (-exp_cov) 291.1 v 296.7; cobertura minima {-cov_cutoff) 10; longitud minima
del contig (-min_contig_lgth) 50{0. Por otro lado se seleccionaron tamafos de kmer de 51 v
39 para CFA_2004/01 y CFD_1991/01, respectivamenie.

Con ¢l propisito de identificar las mutaciones de SNPs v de insercion/delecion
(indels) acumuladas durante el transcurso de la infecciin cronica, se utilizaron los genomas
ensamblados de nove como referencias para el mapeo de las secuencias genomicas de los

aislados seleccionados v correspondientes a las colesciones CFA v CFD. Para ello, se
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empled el programa de alineamiento Novoalign version 2.08.02 (Novoeraft Technologies)
[291]. Los archivos genemdos contenendo el mapeo de las lecturas ([lamados archivos
pileups) se procesaron con el programa SAMtools release 0.1.7 [292]. Pam ello, los SNPs
s¢ clasificaron utilizande el algoritmo varFilter de SAMiools (samtoolspl varFilter),
empleando ks parimeiros de cobertura minima de kecturas {<d) 3 v de cobertura méxima de
lecturas (-D) 10000, Asimismo., s6lo s retuvieron los SNPs mequivocos con indices de
calidad en la escala de Phred de al menos 50 (P<107), lo cual significa una precision del
04.999% en la identificacion de los nucledtidos. Ademas. con el objeto de optimizar la
precisidn de s resuliados, se llevd a cabo el realineamiento de las leciuras pendmvicas
alrededor de todos los sitios putativos con indels, utilizando el programa GATK version
1.0.5083 [293]. Por otro lado, se extrajeron las mutaciones de insercidn/delecion pequedas,
de 1 a 10 ph, (micromdels) del archive pileup, teniendo en cuenta los siguientes crilerios:
indices de calidad de Phred de al menos 300 raie cuadrada media de las calidades de
mapeo (RMS) de al menos 25; v el sustento como minimo de una quinta parte de las
lecturas cubriendo esa regidn, Por omra parte v como control de falsos positivos, se
mapeiron las leciuras pendmucas de CFA 2004701 v CFD 19910 con los penomas
ensamblados de nove. De esta manera. se excluyeron todes los sitios con polimorfismos
putativos Tesultantes de estos alincamicntos, los cuales podrian ser causados va sea por
ermores en bos ensamblados o en [oe alineamienios. Finalmente, se anotaron ks mulaciones
de acuerdo con sus posiciones relativas con penes o regiones génicas ondlogas de las cepas
de referencia de P oaernginosa PADL, PAL4, v LEBSSE cuyos genomas han sido
secucnciados v anotados [207]. En aquellos casos en los que no se encontraron ortologos en
estas cepas de referencia, para describir la mutacion se tuvieron ¢n cuenta secuencias
homibogas del banco de datos de Genbank 1D (Genbank 1D:ORF _name: Position). o la

mutacicon fue descripta como “No Anotada™,

CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS DE MAXIMA PARSIMONIA

Con el objetivo de analizar la relackin evolutiva entre los genomas de o5 distintos
aislados de P aeraginosa, se construveron drboles de mdxima parsimonia para cada lnaje
(CFA vy CFD) utilizando como marcadores filogenéticos las mutaciones de SNPs

Wentificadas  en  los  alineamientos de cada pemoma respecto al aislado  ancestral
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comrespondiente. Para ello, se compararon los SNPs presentes en cada uno de los aislados
de un mismo linage v se determmaron las ramas donde se acumularon los diferentes SHPs
mdividuales. Por ejemplo, un mismo SNP observade en varios aislados se asignd & una
rama del arbol comin a todos ellos. De la misma manera, aquellos SNPz encontrados en bos
genomas de todos los aislados exceplo en el genoma del aislado ancestral (CFA_2004/01 &
CFD_1991/01) e asignaron a las ramas ancestrales en cada uno de los drboles
flogenéticos. Excepto por 5 5MPs en CFA (0.17%) y 27 SNPs en CFD (0,47%). todos los
SNPs (=99,5%) se acumularon de una manera parsmmoniosa en ambos linajes, por ko que
pudicron construirse drbokes consistentes gue muesiran la secuencia de Ios distintos eventos
de mutacion. Esto significe que si un SNP dado se observa scumulado en una rama en
particular, entonces todos los aislados descendientes a partrr de esa rama contienen ese
alelo mutado en particular, Aquellos SMPs que no se ajustaron a la acumulacion secuencial
abservada (5 en CFA v 27 en CFDY), exhibiends por la tanto una distribucion evolutiva
aberrante, s¢ denominaron SNPs homoplasticos v no se consideraron para la construceitn
de los arboles filogenéticos de méxima parsimonia. La distribucién imegular de los SNPs
homoplisticos podria haber sido resultado de evento: de mutacion idénticos pero

independientes, como asimisme de reversiones directas o transferencia horzomal de ADM,

CONSTRUCCION DE ARBOLES DE DISTANCIAS MINIMAS (MST)

Con el objeto de analizar el nivel de diversidad penética, en términos de penes
mutados, entre kos penomas de los linajes de CFA v CFD, se construyeron drbales de
distancias minmmas (MST, de sus siglas en inglés, Minimum Spanning Tree) mediante la
utilizacion del algoritmo de PRIM [294] mmplementado en el programa Info-Gen [295]. La
red conecta cada genofipo con todos kos olros penotipos a través de ramas que representan
hos penes mutados entre ellos. Se utilizaron los genomas CFA_2004/01 v CFD_1991/01
como punto de partida de cada red en los comrespondientes MSTs de cada linage. El ndimera
de genes mutados a ko largo de b red fue utilizado como una medida de la divergencia entre
dos penotipos dados.
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ESTIMACION DE LA TASA DE MUTACION BACTERIANA

Con ¢l ohjcto de estimar la tasa de mutacion sufridas por bos linajes de
P. aeruginose de CFA vy CFD duramte ¢l trascurso de la evolucion, se realizd una
aproximacion estadistica bavesiana de las tasas de evolucidn utilizando el programa
BEAST «1.7.2 [204]. Basicamente, el cdleulo de la tasa de mutecidn bacteriang se basa en
el ndmero total de sustituciones sindnimas observadas en regiones codificantes, ¢l nimero
estimado de generaciones. el tamanio del genoma v el ndmero esperado de mutlaciones
sinonimas. Asimisma. ulilizando el programa BEAST se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros: modebo de reboj molecular relajado “lognormal”, a partir del cual ze asume una
1asa de mutackdn ne constante a lo largo de la evolucion del hinaje, donde las tasas de
sustitucidn asociadas con cada rama son obtenidas independientemente a partir de una
distribucion lognormal dnica v discreta [296]; ¥ un modelo de sustitucion HKY (Hasegawa-
kishino-Yano), que asume frecuencias de bases variables v uma tasa de transicidn ¥ una

tasa de transversion diferentes [297].

ESTIMACION DE LA FRACCION DE SNPS EN LA REGION CODIFICANTE
DEL GENOMA DE P. AERUGINOSA QUE RESULTA EN SUSTITUCIONES
SINONIMAS

El cilkculo de la probabilidad de que una mutacion al azar sea sindmima se realizd
asumiendo que ka tasa de cambio de los diferentes bases es la musma [298] v sepin el uso
de codones en P geruginose de Ia cepa de referencia PAOL [299), segun lo descripto
previamente [ 136]. De esta manera, se considero que el nimero total de posibles SNPs en
regiones codificantes es 16.779.042, (5.593.014 pb de secuencias codificantes multiplicado
por 3 posibles mutaciones en cada posicion), de los cusles un 25% (4.237.247) resultaron

que gencrarian un cambio sindnimo al azar.

CALCULO DEL COCIENTE DE SELECCION dN/dS

Con ¢l objeto de analizar las fuerzas de seleccidn que actuaron en las regiones
codificantes de los penomas de P geriginoss durante kb evolucidn, =2 caleuld el cociente
de seleccion dM/dS en ambos linages CFA v CFD. Pam clio se considerd un uso de codones

wWéntico a la cepa de P oermpimose PACH, en el cual, 1al como lo estimado en el punto
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anteror, el 25% de las mutaciones al azar podrian generar un cambio sindnimo. De esta
manera, asumiendo una teorfa neutral de evalucion molecular, es posible estimar el ndmero
esperado de SMNIPs no sindmimos de la region codificante del genoma de P aeruginesa,
basindose en ¢l nimero de SNPs sindnimos de la region codificante (Kimura M 1983}, En
este sentido, la teoria neutral de evolucién molecular predice que el cociente entre la tasa de
sustiluciones no sindnimas (dN) v Ia tasa de sustituciones sindnimas (dS} se aproxima a la
unidad durante un proceso de evolscion newtra, La probabilidad de obtener el nimero
observado de SMPs no sindnimaos, dado el nimero esperado de SWPs, se calcula a través de
una distribucion de Poisson. De esta manera, cocientes mayores o menores a uno podrian
imterpretarse como indicios de seleccidn positiva o negativa, respectivamente.

Las mutaciones no sindnimas abarcaron mutaciones de cambio de sentido {agquellas
que producen la aparicion de un codon que codifica para un aminodcido diferente) ¥
mutaciones sm senfido (aquellas que producen la aparicion de un coddn de termumacion),
mientras gque s mutaciones sindnimas solo  comprendicron  mutaciones - silenciosas
(aguellas que producen |z aparicién de un coddn que codifica para un mismo aminodcido).

Es imporante destacar que el cociente de seleccidn dMAS se calculd de manera
relativa a ks tasas de sustituciones no sindnimas v sinonimas esperadas. De esta manera,
para el caso de P aeruginosa, donde la probabilidad de gue una mutacidn al azar genere un
cambio no sindmimo es tres veces mavor @ la probabilidad de que esa migma mutacion
genere una cambio sindnimo (eniendo en cuenta que el 25% de las mutacsones al azar
podrian generar un cambio sindnimo), el calculo dNAS se realizo de la siguiente manera;
dAN/dS=({C5+55)3)/5L, donde C5 v 55 son mutaciones con cambio de sentido y sin

sentido respectivamente, v SL significes mutaciones silenciosas.

ANALISIS ESTADISTICOS

Particularmente, en el andlisis de las diferencias significativas entre los espectros de
mutacion de las distintas ramas del arbol de CFD se aplicd el T-test bilateral ajustado con la
comeccion de Bonferroni, considerando valores de P < 0,05 como significativos.

El resto de los andlisis estadisticos flevados a cabo en el presente trabajo se
reghzaron uhilizando el test exacto de Fisher, considerande un valor de P < 0,05 como

significativo,
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ASPECTOS ETICOS

Lo sislados de P geruginosa wiilizades en este estudio fueron obtenidos de los
nboratorios de Bacteriologin del HNC (Cordoba). del HABA (Buenos Aires) de Arpentima,
y del Copenhagen CF Center (Copenhague, Dinamarca). En todos oz casos los
aislamentos fueron obtéenidos a partar de muestras de esputo proporcionados por pacientes
FO) durnnte distintas visitas de rutina, De esta manera, 1a toma de muesiras de esputo no se
realizd con el proposito de llevar a cabo la investigacidn descripta en el presente trabajo,
sine que los aislados fueron recuperados a partir de muestras de esputo utilizadas para
controles terapéuticos habituales de los pacientes FQ),

Es importante destacar que los tralamientos terapéuticos de los pacientes no se
modificaron en ningln caso como consecucneia de bos resultados obtenidos en este estudio.

Los protecolos de investigacion utilizados en el presente 1rabaje estuvieron
aprobados v revisados por b Junta de Revision Institucional del Centro de investigaciones
en Quimica Binkogica de Cordoba (CIQUIBIC-CONICET) v por el Comité Institucional de
Efica de Investigacién en Salud (C.LE.LS) del Nifio v del Adulto del Polo Hospitalario,
HNC.
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