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In prima etapa a proiectului a fost demarata caracterizarea fenotipica si genotipica a
tulpinilor de Ps. aeruginosa in scopul selectarii tulpinilor care vor fi utilizate pe parcursul
proiectului

Pana in prezent, s-au utilizat 60 tulpini de Ps. aeruginosa izolate din infectii cu diferite
localizari aparute la pacienti cu afectiuni cardio-vasculare spitalizati n perioada 2009-2011,
furnizate de Laboratorul de Microbiologie al Institutului de Boli Cardiovasculare “C.C. lliescu”
din Bucuresti si o tulpina de referinta ATCC (American Type Tissue Cultures), codificata Ps.
aeruginosa ATCC 27853. Identificarea tulpinilor s-a realizat cu ajutorul galeriilor microtest API
20 NE si respectiv prin sistemul automatizat VITEK 2 (Chifiriuc si colab., 2010).

Pentru caracterizarea fenotipica a factorilor de virulenta solubili (toxine formatoare
de pori, exoenzime), tulpinile de Ps. aeruginosa au fost cultivate pe medii de cultura specifice
pentru detectarea fiecarui factor de virulentd solubili (toxine formatoare de pori: hemolizine,
lecitinaze, lipaze, DN-aza si proteaze: cazeinaza, gelatinaza) (Limban si colab., 2011).

Pentru caracterizarea genelor de virulenta si reglatorilor expresiei factorilor de
virulenta, ADN genomic a fost extras cu ajutorul Kkit-ului Wizard DNA Genomic Purification
(Promega, USA). Caracterizarea la nivel molecular pentru evidentierea prezentei genelor ce
codifica 12 factori de virulenta si a genelor de quorum sensing-QS s-a realizat prin simplex PCR
pentru 3 proteaze: elastaza (lasB), proteaza alcalina (aprA) si proteaza IV, sideroforul pioverdina
(pvdA), 4 exotoxine (ExoA, ExoS, ExoT si ExoU) si ramnolipid (rhlAB) sau multiplex PCR,
pentru gena algD, ce codifica sinteza alginatului, gena plcH, ce codifica sinteza fosfolipazei C
hemolitice si a genei plcN, ce codifica fosfolipaza C nehemolitica. Caracterizarea moleculara a
locilor genici responsabili de QS la tulpinile de P. aeruginosa analizate s-a realizat prin
detectarea prin PCR a genelor lasl, lasR, ce codifica sistemul QS las si a genelor rhll, rhiR, ce
codifica sistemul QS rhl (Cotar si colab., 2010) (Tabelele 1, 2).

Tabelul 1. Secventele de nucleotide ale primerilor si conditiile de amplificare utilizate pentru amplificarea genelor
ce codifica pentru factori de virulenta si reglatori acestora la tulpinile de Ps. aeruginosa studiate

Prim Secventa de nucleotide De.ngt.ur'are N_umz'\r A D(_enatura_re At{;\sarg ExFensig E)gtens:ie Amplico
er initiala cicluri in fiecare ciclu primeri primeri finala n (bp)
BB | 2 e AT 94°C, 5 min 30 94°C, 1 min 52°C, 1 min 72°C,15min | 72°C,5min 153
aprA géﬁg%g;&%?;g:ﬁg;?geséf 94°C, 5 min 30 94°C, 1 min 52°C, 1 min 72°C, 1,5 min 72°C, 5 min 140
tiag | 2 o eAaceCs, 94°C, 5 min 30 94°C, 1 min 52°C, 1 min 72°C, 1,5 min 72°C, 5 min 151
el AL 94°C, 5 min 34 94°C, 30 sec 60°C, 30 sec 72°C, 2 min 72°C, 5 min 752
algD ggﬁggﬁé&éﬁ?ggggﬁz% 94°C, 3 min 30 94°C, 30 sec 55°C, 1 min 72°C, 1,5 min 72°C, 5 min 1310
plcH g fgﬁgfgﬁggfgggﬁ&ﬁﬁéﬂ 94°C, 3 min 30 94°C, 30 sec 55°C, 1 min 72°C, 1,5 min 72°C, 5 min 307
pleN giggﬁg%iiﬁ%%ﬁggﬁzfcz 94°C, 3 min 30 94°C, 30 sec 55°C, 1 min 72°C, 1,5 min 72°C, 5 min 466
exoU g:_ ggi&%ﬁ%%gg&%@% 94°C, 2 min 36 94°C, 30 sec 59°C, 30 sec 68°C, 1 min 68°C, 7 min 134
BOA | o e e 3 s 94°C, 5 min 35 94°C, 30 sec 65°C, 30 sec 72°C, 2 min 72°C, 5 min 207
mos | 2 e s, 94°C, 5 min 35 94°C, 30 sec 65°C, 30 sec 72°C, 2 min 72°C, 7 min 1352
pvdA E%Agggﬁggﬁégg fg:gec_-g' 94°C, 5 min 30 94°C, 30 sec 59°C, 30 sec 72°C, 2 min 72°C, 7 min 1281




lasl 5’-ATGATCGTACAAATTGGTCGGC-3’ 94 [, 5 min. 35 94 [, 30 sec 50 [, 30 sec. 72 [, 2 min. 72 [, 5 min. 605
5’-GTCATGAAACCGCCAGTCG-3’

lasR 5’-ATGGCCTTGGTTGACGGTT-3’ 94 [, 5 min. 35 94 [, 30 sec 50 [, 30 sec. 72 [, 2 min. 72 [, 5 min. 725
5’GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA-3’

rhil 5-CTTGGTCATGATCGAATTGCTC-3’ 94 [C, 5 min. 35 94 [, 30 sec 50 [, 30 sec. 72 [T, 2 min. 72 [, 5 min. 625
5’-ACGGCTGACGACCTCACAC-3’

rhiR 5’-CAATGAGGAATGACGGAGGC-3’ 94 [[C, 5 min. 35 94 [, 30 sec 50 [T, 30 sec. 72 [, 2 min. 72 [T, 5 min. 730
5’-GCTTCAGATGAGGCCCAGC-3’

Tabelul 2. Componentele utilizate pentru amplificarea genelor ce codificd pentru factori de virulenta si reglatori
acestora la tulpinile de Ps. aeruginosa studiate

Gena Concentratie Concentrati | Concentr | Concentrat | Concentratie | Concentrati | Volum/rea
primeri e MgCl, atie ie ADN tampon e ADN ctie
dNTP TaqgPol pentru Tag-
mix polimeraza
lasB 0,2 uM 2.5 mM 0.2mM | 003U/l 1X 50 ug 50 ul
aprA
0,2 UM 2.5mM 0.2mM 0,03 U/l 1X 50 ug 50 pl
rhiAg 0,2 uM 2.5mM 0.2mM 0,03 U/l 1X 50 g 50 pl
proteaza IV 0.4 UM 2.5 mM 0.2mM | 003U/l 1X 50 pg 50 ul
algb 0,2 uM 2.5 mM 0.2mM | 0,025 U/l 1X 50 ug 50 ul
plcH 0,2 UM 25mM 02mM | 0,025 Ul 1X 50 pg 50 pl
plcN 0.2 uM 2.5mM 02mM | 0,025 U/l 1X 50 ug 50 pl
exou
0,2 uM 25mM 0.2mM 0,025 U/ul 1X 50 pg 25 ul
exoT
0,2 uM 25 mM 0.2mM 0,025 U/ul 1X 50 g 25 ul
exoA
0,2 UM 1.75mM 02mM | 0,025 Ujpl 1X 50 g 25 pl
exos 0.2 uM 1.75 mM 02mM | 0,025 Uil 1X 50 pg 25 pl
pvdA
0,2 uM 25mM 0.2mM 0,025 U/ul 1X 50 pg 25 ul
lasl 0,2 uM 2,5 mM 0,2 mM 0,025 U/ul 1X 50 ng 50 pl
lasR 0,2 uM 2,5mM 0,2mM 0,025 U/ul 1X 50 ng 50 pl
rhil 0,2 uM 2,5mM 02mM | 0,025 U/l 1X 50 ng 50 pl
rhiR 0,2 uM 2,5mM 0,2 mM 0,025 U/ul 1X 50 ng 50 pl

Tulpinile de Ps. aeruginosa au demonstrat abilitatea de a produce un adevarat cocktail de
exoenzime si toxine formatoare de pori, generand atat colonii nepigmentate, cat si producatoare
de piocianina (pigment albastru-verde), pioverdina (pigment galben fluorescent) sau, in numar
mai redus pigmentul brun (piorubina). Analiza rezultatelor PCR pentru detectarea prezentei
genelor ce codifica 12 dintre cei mai importanti factori de virulenad implicati in patogeneza
infectiilor cu Ps. aeruginosa, a aritat ca toate tulpinile de Ps. aeruginosa analizate posedd genele
ce codificd prezenta genelor lasB, aprA si TCR, ce codifica treiproteaze (clastaza, proteaza
alcalind si proteaza IV) si trei proteine solubile implicate in invazia tisulard: doua
fosfolipaze C — fosfolipaza hemolitica (haemolytic phospholipase C [PLC-H]), fosfolipaza
nehemolitica (non-haemolytic phospholipase C [PLC-N]), ramnolipidul (rhlAB).
Majoritatea tulpinilor studiate poseda toxina ExoT, gena pentru pioverdina si pentru alginat.
Toate tulpinile de Ps. aeruginosa studiate prezintd genele pentru cele doua sisteme de
semnalizare intercelulara implicate in reglarea expresiei factorilor de virulenta: lasl, lasR, rhll si
rhiR, asadar nu s-a reusit pina in prezent identificarea unei tulpini defective pentru genele de
guorum sensing, necesara experimentelor ulterioare, motiv pentru care procedura de selectie va fi
extinsa asupra unui numar mai mare de tulpini.




Din tulpinile de P. Aeruginosa analizate s-au obtinut supernatantele sterile, prin
nanofiltrarea culturilor de diferite varste pentru concentrarea micromoleculelor de semnalizare
pentru stabilirea influentei pe care aceste molecule o exercita asupra cresterii Si expresiei
factorilor de virulenta solubili la tulpinile de Ps. aeruginosa omoloage dupa cultivarea acestora
in mediu lichid suplimentat cu diferite concentratii ale supernatantelor nanofiltrate. S-a observat
ca nanofiltratele provenite din culturi in faza de crestere stationara (24 de ore) inhiba rata de
multiplicare a tulpinilor omoloage si modifica expresia unor factori de virulenta, ceea ce
demonstreaza interferenta acestora cu sistemele de reglare bazate pe mecanismul de quorum
sensing. Aceste nanofiltrate vor fi utilizate ca surse de molecule de semnalizare prin quorum
sensing in experimentele urmatoare de inoculare pe diferite linii de Drosophila.

Ne-am propus de asemenea stabilirea de conditii de lucru standardizate si optimizarea
protocoalelor de inoculare a unor linii normale si mutante de Drosophila melanogaster
(musculita de fructe) cu cantitati controlate de P. aeruginosa ATCC 27853, caracterizata in
prealabil prin metode fenotipice si moleculare pentru producerea de factori de virulenta.
Conform rezultatelor obtinute, aceasta tulpina produce toate toxinele formatoare de pori testate
(hemolizine, lecitinaze, lipaze, esta slab pigmentata, poseda genele de virulenta lasB, rhIAB, aprA,
plcH, plcN, exoS si exoT si toate cele 4 gene QS.

S-a optat pentru tulpina de referinta, si nu pentru o tulpina foarte virulenta, cunoscuta
fiind sensibilitatea deosebita pe care o are D. melanogaster la infectiile cu P. aeruginosa
(D’ Argenio si colab., 2001).

Pentru cresterea liniilor de D. melanogaster utilizate in experimentele descrise in
continuare a fost utilizat un mediu de cultura nou, pe baza de malai, melasa, agar si acid
propionic, turnat in conditii sterile in sticlute care au fost autoclavate in prealabil. Liniile
respective au fost crescute in incubator la o temperatura relativ constanta de 25°C (£5°C).

Au fost utilizate trei linii de D. melanogaster, dupa cum urmeaza: linia control (de tip
salbatic) Oregon si doua linii mutante, 1(3)S057302 si Defl4. Cele doua linii mutante contin
alelele mutante yCop'®%7%% sj respectiv yCop™*?, care afecteaza functionarea normala a genei
gammaCop. Gena gammaCop are efect pleiotrop, iar una dintre functiile in care aceasta este
implicata este modularea raspunsului imun (Cherry, 2008; Cronin si colab., 2009).

Primele experimente au vizat stabilirea unui protocol optim de infectare a indivizilor de
D. melanogaster cu tulpina bacteriana etalon, folosind metoda prin ingesta (hranire), care
simuleaza o infectie cronica (Mulcahy si colab., 2011), spre deosebire de metoda prin ranire, care
este foarte invaziva si simuleaza infectii acute.

Experimentele pilot initiale au fost efectuate folosind liniile Oregon si Defl4 au indicat
faptul ca numarul de indivizi/varianta experimentala trebuie sa fie relativ mare (= 290) si ca doua
densitati bacteriene relativ apropiate, de 4,5X10° UFC (unitati fondatoare de colonii) si respectiv
de 9X10° UFC, au generat raspunsuri fiziologice aproape identice. Mai mult, incarcaturile
bacteriene relative/individ nu au fost foarte diferite atunci cand am comparat indivizii hraniti pe
hartii de filtru cu incarcaturi bacteriene distincte.

Tinand cont de rezultatele testelor initiale, s-a realizat un nou experiment, in care s-a
urmarit inocularea de D. melanogaster apartinand la trei linii distincte din punct de vedere
genetic: Oregon, 1(3)S057302 si Defl14. Pentru fiecare linie in parte am selectat cate doua grupuri
distincte de cate 30 de indivizi pentru fiecare sex (doua replici biologice pentru fiecare sex) atat
pentru variantele de control, cat si pentru variantele experimentale (supuse inocularii). Astfel, am
selectat cate 240 de indivizi pentru fiecare linie luata in studiu: (2X30 masculi control) + ( 2X30
masculi experiment) + (2X30 femele control) + (2X30 femele experiment) = 240. Fiecare grup



de indivizi a fost tratat individual, ca o replica biologica. Dupa ce au fost selectate corespunzator,
prin recoltarea de indivizi adulti cu varsta cuprinsa intre 2-7 zile, recipientele fara mediu de
cultura in care a fost transferat fiecare grup au fost incubate 25°C pentru 5 ore, in vederea
infometarii musculitelor.

In paralel, intr-o alta serie de recipiente cu 5 ml dintr-un amestec de sucroza 5% si agar
2,4%, au fost plasate discuri de hartie de filtru cu diametrul recipientului, imbibate pentru
grupurile control cu cate 200 pl de solutie sucroza 5%, iar pentru grupurile experiment cu cate
230 pl de solutie de sucroza 5% continind ~ 9 x 10° UFC/ml (cu o densitate corespunzatoare
standardului 10MacFarland).

Dupa perioada de infometare (5ore), musculitele au fost transferate in sticlutele cu hartie
de filtru, au fost plasate in incubator la 25°C si lasate sa se hraneasca timp de 48 de ore. Dupa
acest interval, care a fost numit interval de ingesta, din fiecare grup s-au selectat cate trei indivizi
(echivalentul a trei replici tehnice) pentru a fi folositi la insamantarea placutelor cu mediu
selectiv pe baza de Cetrimid. Au fost stabilite ratele de mortalitate pentru fiecare grup, iar
indivizii viabili au fost transferati pe mediu proaspat, pe baza de malai si melasa. Acestia au fost
urmariti timp de 96 de ore post-ingesta, fiind cuantificat numarul indivizilor care au murit la
intervale de 24 de ore (Tabelul 3).

Indivizii selectati pentru insamantarea placutelor cu mediu pe baza de Cetrimid au fost
mojarati individual in 200 pl de apa fiziologica sterile, iar pentru fiecare mojarat s-au realizat o
serie de dilutii binare (0,5; 0,25; 0,125). Dupa 18 h de incubare la 37°C, au fost numarate
coloniile de P. aeruginosa dezvoltate. Incarcatura bacteriana relativa a fost mai mare pentru
indivizii Oregon comparativ cu cei mutanti, indiferent ca au fost derivate din masculi sau din
femele. Acest rezultat este similar cu cel obtinut in experimentele pilot desfasurate anterior.
Analiza cantitativa a microbiotei totale utilizand medii neselective indica faptul ca indiferent de
linia testata, incarcatura microbiana totala a indivizilor de control netratati este mai redusa
comparativ cu cea a indivizilor care au ingerat P. aeruginosa (Fig. 1).
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Fig 1. reprezentarea comparativa a nivelului cantitativ al microbiotei totale a indivilor apartinand la diferite linii in
conditii de control si dupa infectia cu P. aeruginosa

In plus, rezultatele preliminare sugereaza faptul ca incarcatura bacteriana relativa derivata
de la masculii mutanti este mai mica decat cea derivata de la femelele mutante. Acest lucru s-ar
putea corela cu talia mai mare a femelelor de D. melanogaster comparativ cu cea a masculilor.

Analiza viabilitatii musculitelor infectate cu P. aeruginosa a evidentiat diferente
fiziologice semnificative statistic (p < 0,05) intre grupurile control si cele care au ingerat bacteria
(Tabelul 3). Datele analizate statistic (testul unpaired t test cu corectie Welch, cu ajutorul soft-
ului specific InStat (GraphPad.com)), dupa perioada de ingesta de 48 de ore si dupa 96 de ore
post-ingesta (144 de ore dupa expunerea initiala la infectie). In ceea ce priveste existenta unor



diferente semnificative statistic la nivelul mortalitatii globale a fiecarei linii mutante versus linia
de tip slabatic Oregon, testul Fischer nu a furnizat rezultate semnificative statistic (p > 0,05).
Intrucat, paradoxal, indivizii Oregon au o mortalitate relativa mai mare decat a mutantilor, atat in
cazul controlului negativ cat si in cazul sticlutelor cu indivizi inoculati cu P.aeruginosa, impune
atat repetarea experimentelor cat si utilizarea in paralel a altor linii de tip salbatic drept etalon.

Tabelul 3. Numarul indivizilor morti intr-o anumita etapa de expunere la solutie sucroza 5% fara (control) sau cu
incarcatura bacteriana de 9X10° UFC de P. aeruginosa (experiment) intr-o anumita varianta experimentala
considerata.

Varianta Periada Perioada Total Varianta Periada Perioada Total
ingesta post-ingesta | expunere ingesta post-ingesta

Or.clm 3 6 9 Or.elm 18 7 25

Or.c2m 2 5 7 Or.e2m 12 9 21

Or.c1f 0 2 2 Or.elf 9 9 18

Or.c2f 5 5 10 Or.e2f 19 3 22

yC.clm 1 0 1] yC.elm 10 4 14

vyC.c2m 1 0 1] yC.e2m 8 2 10

yC.clf 1 0 1| yCelf 9 1 10

yC.c2f 2 1 3 | yC.e2f 6 3 9

D14.clm 0 1 1 D14.elm 5 3 8

D14.c2m 2 3 5 D14.e2m 8 3 11

D14.clf 2 1 3 D14.elf 8 2 10

D14.c2f 3 0 3 D14.e2f 5 4 9

Or.clm = Oregon control 1, masculi; f = femela; yC = 1(3)S057302; D14 = Defl4; e = experiment (adica indivizi
care au ingerat bacterii).

In concluzie, protocolul de inoculare cu P.aeruginosa ATCC 27853 al indivizilor de
D.melanogaster este fezabil, ceea ce permite utilizarea acestuia, cu eventuale imbunatatiri, in
experimente cu linii de tip salbatic si mutant, in vederea identificarii prin tehnica microarray a
genelor din genomul de D.melanogaster care sufera modificari semnificative ale nivelului de
expresiei genica in urma infectiei cu aceasta bacterie.
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