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Resumo

RESUMO

Acinetobacter baumannii é un patdxeno oportunista que xurdiu nos ultimos anos
como un dos microorganismos mais perigosos dentro do ambiente hospitalario. Na
presente tese doutoral caracterizdronse dous novos factores de virulencia que poderian

explicar parcialmente a habilidade que ten A. baumannii para causar unha infeccion.

O xene LH92 11085 de A. baumannii MAR002, implicado na formacion dun pilus
tipo chaperona- usher, atopouse sobreexpresado en células do biofilm en comparacion
con células plancténicas. A inactivaciéon deste xene resultou nunha reducién na
capacidade da cepa de formar biofilm e de adherirse a células epiteliais e nun descenso

na virulencia.

O xene A1S_0242 (feoA) da cepa A. baumannii ATCC 17978, que estd implicado na
captacién de ferro e que se atopou sobreexpresado durante un proceso de pneumonia,
xoga un papel na adhesion, na formacion de biofilm, na resistencia 6 estrés oxidativo e

na virulencia in vivo.

Todos os resultados obtidos durante esta tese doutoral demostraron a

contribucidn destes xenes na patoxénese de A. baumannii.

19






Resumen

RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista que ha emergido en los
ultimos afios como uno de los microorganismos mas peligrosos dentro del ambiente
hospitalario. En la presente tesis doctoral se caracterizaron dos nuevos factores de
virulencia que podrian explicar parcialmente la habilidad que tiene A. baumannii para

causar una infeccion.

El gen LH92_11085 de A. baumannii MAR0O2, implicado en la formacién de un
pilus tipo chaperona-usher, se encontré sobreexpresado en células del biofilm en
comparacion con células plancténicas. La inactivacion de este gen resulté en una
reduccion en la capacidad de la cepa de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales

y un descenso en la virulencia.

El gen A1S_0242 (feoA) de la cepa A. baumannii ATCC 17978, que estd implicado
en la captacién de hierro y que se encontré sobreexpresado durante un proceso de
neumonia, juega un papel en la adhesion, la formacidn de biofilm, |a resistencia al estrés

oxidativo y en la virulencia in vivo.

Todos los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral demostraron la

contribucién de estos genes a la patogénesis de A. baumannii.
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Abstract

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunist pathogen that has emerged in the last
years as one of the most dangerous microorganisms living in hospital environments. In
the present work two new virulence factors, that could partially explain the ability of A.

baumannii to cause an infection, have been characterized.

The LH92_ 11085 gene of the A. baumannii MAR0O2 strain, involved in the
formation of a chaperone-usher pilus system, was found as over-expressed in biofilm
cells compared to planktonic cells. The inactivation of this gene resulted in a reduction in
the capacity of the MAROO?2 strain to form biofilm and to adhere to human epithelial cells

and in a decrease in virulence.

The A1S_0242 gene (feoA) from the A. baumannii ATCC 17978 strain, which is
involved in iron uptake and that was found as over-expressed during the course of a
pneumonia infection, plays a role in adhesion, biofilm formation, resistance to oxidative

stress and in virulence.

Data obtained in this work demostrate the contribution of both genes to the

pathogenesis of A. baumannii.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas representan un grave problema sanitario debido a
la elevada morbimortalidad y a los costes econdmicos que suponen para el sistema
sanitario. A pesar de los grandes progresos en el conocimiento de la epidemiologia,
etiologia, patologia, profilaxis y tratamiento, las infecciones contindan teniendo una

prevalencia elevada.

El descubrimiento de la penicilina en 1928 supuso un hito en la historia de la
medicina y un antes y un después en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.
Desde entonces, se han descrito una gran cantidad de nuevas moléculas antibidticas que
han permitido reducir la morbilidad y mortalidad asociada a las infecciones bacterianas.
Sin embargo, en las ultimas décadas el descubrimiento y desarrollo de nuevos
compuestos se ha ralentizado llegando a ser practicamente nulo el nimero de nuevas
moléculas en fase de uso terapéutico. Paralelamente al desarrollo de estos antibidticos,
las bacterias han ido evolucionando y adquiriendo resistencias a la mayoria de estos
compuestos gracias a su elevada plasticidad genética. De hecho, el alarmante incremento
de la resistencia bacteriana y la aparicién de cepas multirresistentes (cepas resistentes a
dos o mads familias de antibidticos) es uno de los mayores problemas actuales de salud
publica y el tratamiento de estas se ha convertido en un reto para la medicina actual.
Este hecho ha sido reconocido por todas las organizaciones nacionales e internacionales
de salud, convirtiéndose la lucha contra la resistencia bacteriana a los antibiéticos en una

prioridad a nivel mundial.

Las unidades de cuidados intensivos (UCI) y las unidades de reanimacién de los
hospitales albergan pacientes criticamente enfermos que son extremadamente
vulnerables a las infecciones. Estas unidades, y sus pacientes, proporcionan un nicho
para los microorganismos oportunistas, que generalmente son inofensivos para las
personas sanas, pero que, a menudo, son altamente resistentes a los antibidticos y
pueden propagarse de forma epidémica entre los pacientes. Las infecciones por tales
organismos son dificiles de tratar y pueden conducir a un aumento de la morbilidad y la

mortalidad. Ademas, su erradicacidon del entorno hospitalario puede requerir medidas
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especificas, como el aislamiento de los pacientes y el cierre temporal o incluso la

reconstruccién de las salas (1).

1. El género Acinetobacter spp.

1.1. Caracteristicas taxonomicas

La historia del género Acinetobacter se remonta al afio 1911, cuando Beijerinck,
un microbidlogo danés, describid por primera vez un microorganismo que denomind
Micrococcus calcoaceticus aislado a partir de una muestra de tierra y cultivado en un
medio minimo que contenia calcio-acetato (2). En las siguientes décadas se descubrieron
organismos similares asignados a, al menos, 15 géneros y especies diferentes,
incluyendo Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans,
Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella
Iwoffi var. glucidolytica, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, y

Achromobacter mucosus (3).

La designacion actual del género Acinetobacter fue inicialmente propuesta en
1954 por Brisou y Prevot con el fin de separar los organismos moviles de los inméviles (4)
pero no fue hasta 1968 cuando esta designacién fue ampliamente aceptada. Baumanny
colaboradores (5) publicaron un extenso estudio en el que concluyen que todos los
microorganismos similares descritos anteriormente pertenecian a un Unico género, para
el cual se propuso el nombre de Acinetobacter. También concluyen que no es posible
clasificar estos organismos en diferentes especies basdandose en caracteristicas
fenotipicas (3, 5). Estos hallazgos tuvieron como resultado el reconocimiento oficial del
género Acinetobacter por el “Subcomité sobre la taxonomia de Moraxella y bacterias

relacionadas” en 1971 (6-8).

En 1991 se propuso clasificar a los miembros del género Acinetobacter en la
familia Moraxellaceae, dentro del orden Gammaproteobacteria, el cual incluye géneros

como Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter y organismos relacionados (3, 9).
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Introduccion

La hibridacion ADN-ADN es de los pocos métodos que han sido validados para la
identificaciéon de especies de Acinetobacter y, a dia de hoy, sigue siendo el método de
referencia (10). En 1986, Bouvet and Grimont propusieron veinte grupos gendémicos
diferentes o genoespecies basandose en esta técnica de hibridacion ADN-ADN. En la
actualidad se han definido 72 especies dentro del género Acinetobacter de las cuales 57
estan validadas (http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, ultimo acceso enero del

2018).

Dentro del género Acinetobacter, seis de estas especies (A. calcoaceticus, A.
baumannii, A. pitti [antiguamente nombrada como Acinetobacter especie genémica 3],
A. nosocomialis [antiguamente nombrada como Acinetobacter especie gendmica 13 TU],
A. seifertii y A. dijkshoorniae) estdn muy relacionadas y son muy dificiles de distinguir
desde un punto de vista fenotipico, por esa razén se incluyeron dentro del llamado
complejo A. calcoaceticus-A.baumannii (ACB) (11-15). Dentro de este complejo, A.
baumannii es la especie de Acinetobacter con mayor relevancia clinica ya que es el
microorganismo responsable de la mayoria de las infecciones nosocomiales causadas por
este género bacteriano (3, 16, 17). En los ultimos afios, A. pitti y A. nosocomialis han ido
adquiriendo gran importancia clinica debido al aumento de los casos de infecciones y
brotes hospitalarios que han causado a lo largo del todo el mundo (1, 18-22). A.
calcoaceticus es una especie tipicamente ambiental y hasta hace unos afios se
desconocian casos de infecciones nosocomiales importantes causadas por este
microorganismo (1, 3). Sin embargo, en los ultimos afios han ido apareciendo casos de

neumonias y bacteriemias provocadas por A. calcoaceticus (23, 24).

1.2. Identificacidon de especies

Acinetobacter se puede identificar a nivel de género como un cocobacilo Gram-
negativo, aerobio estricto, catalasa positivo, oxidasa negativo, no modvil y no
fermentador. Las especies de Acinetobacter de origen humano crecen facilmente en

medios sélidos utilizados de rutina en el laboratorio a una temperatura de incubacion de
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379C. Las colonias formadas por estos microorganismos son colonias blancas o grisaceas
y con un aspecto liso o mucoide. El complejo ACB, muy importante en clinica, forma
colonias de 1,5 a 3 mm después de una incubacién durante la noche mientras que otras

especies de Acinetobacter forman colonias mas pequefias y traslucidas.

Estd demostrado que cada especie del género Acinetobacter estd asociada a
mecanismos de resistencia especificos por lo que la identificacidon a nivel de especie es

muy importante a la hora de elegir un tratamiento adecuado (25).

Bouvet y Grimont propusieron en 1986 (10) un sistema de identificacion de
especies de Acinetobacter basado en 28 test fenotipicos que posteriormente fue
actualizado por los mismos autores incluyendo pruebas de crecimiento a diferentes
temperaturas, produccidn de acidos a partir de glucosa o asimilacidon de 14 diferentes de
carbono diferentes entre otras pruebas (26). Este sistema permitia diferenciar la mayoria
de las especies descritas hasta la fecha pero, sin embargo, no sirve para identificar
especies descritas mds recientemente. En particular, las especies que forman el complejo

ACB no pueden ser diferenciadas utilizando esta metodologia.

Debido a que, tanto la técnica de hibridacién ADN-ADN como el método de
identificacion fenotipico de Bouvet y Grimont, son muy laboriosas, no es posible
introducirlas dentro de la rutina de los laboratorios de microbiologia clinica. Unicamente

algunos laboratorios de referencia realizan estas técnicas a dia de hoy (3).

A nivel molecular se han desarrollado y validado una serie de técnicas para la
identificacion de especies de Acinetobacter. Dentro de estas técnicas se incluyen el
ribotipado (11), el analisis de restriccién del ADN ribosémico amplificado (ARDRA) (27), la
deteccién de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (28), la
determinacién de la huella del ARNt espaciador (29), el analisis de las secuencias
intergénicas 165-23S ARNr (30), el analisis de secuencias de la regién espaciadora del gen
16S-23S (31) o la secuenciacién del gen rpoB (RNA polymerase B-subunit) (32). Todos
estos métodos han contribuido a una mejor comprensién de la epidemiologia vy

significado clinico de las especies de Acinetobacter. Sin embargo, son demasiado
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laboriosos para poder emplearse en laboratorios de microbiologia clinica, por lo que su

uso se limita principalmente a laboratorios de referencia (3).

Otras técnicas de identificacion genotipica mas modernas, son la secuenciacién
masiva, la técnica PCR-ESI-MS (PCR ligada a espectrometria de masas tipo ionizacién por
electrospray) (33), o la PCR del gen gyrB (34). Ademas, técnicas protedmicas, como el
MALDI-TOF MS (Desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz — tiempo de
vuelo [MALDI-TOF] espectrometria de masas [MS]) (35, 36) identifican especies en

menos de una hora pero requieren un equipamiento muy costoso (3, 37).

La identificacion de especies mediante sistemas de identificacion comerciales
manuales y semiautomatizados que se utilizan actualmente en microbiologia diagndstica,
como los sistemas APl 20NE, Vitek 2, Phoenix y MicroScan WalkAway, sigue siendo
problematica (38). Esto puede explicarse en parte por su limitado contenido de base de
datos y porque los sustratos utilizados para la identificacién de especies bacterianas no
se han adaptado especificamente para identificar especies del género Acinetobacter. En
particular, los tres miembros clinicamente relevantes del complejo ACB no pueden

identificarse empleando sistemas comerciales actualmente disponibles (3).

1.3. Reservorios

Acinetobacter es un género ubicuo por lo que encontramos especies distribuidas
en un amplio rango de nichos ecoldgicos, tales como la piel humana (39), el suelo o el
agua (40). Towner (41) propuso la existencia de tres grandes poblaciones de
Acinetobacter. Una de ellas consiste principalmente en A. baumannii y especies del
complejo ACB que se localizan en ambientes y equipos hospitalarios, personal sanitario y
pacientes hospitalizados y suelen ser resistentes a multiples antibidticos. La segunda
poblacidn esta representada por especies pertenecientes a la flora normal de animales y
humanos y ha aparecido también en comida en mal estado. La tercera poblacién
corresponde a aislamientos sensibles a antibidticos obtenidos de fuentes ambientales

como suelo o agua. El desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion ha permitido
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estudios metagendmicos que podrian ayudarnos a entender mejor la distribucion de

estas bacterias (42).

2. El patégeno Acinetobacter baumannii

Figura 1. Micrografia realizada mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) de A.

baumannii MAR0O2. Imagen tomada a 50.000 aumentos.

A. baumannii es un cocobacilo Gram-negativo aerobio estricto, no fermentador
de glucosa, catalasa positivo, oxidasa negativo y no flagelado, que forma parte de la
microbiota normal de la piel, tracto gastrointestinal y del aparato respiratorio superior

(Figura 1).

A. baumannii fue considerado un patdégeno de baja importancia hasta que
empezaron a aparecer brotes nosocomiales producidos por cepas multirresistentes en
diferentes partes del mundo (3). Por esta razén, A. baumannii se ha convertido en el
miembro mas destacado desde el punto de vista clinico del género Acinetobacter. Debido
al elevado numero de infecciones producidas entre veteranos y soldados que sirvieron
en los conflictos de Iraq y Afganistan (43), A. baumannii se empezd a conocer como
Iragibacter. El éxito de esta especie para producir infecciones hospitalarias se debe a su

notable capacidad para sobrevivir y propagarse en el ambiente hospitalario y para
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adquirir rdpidamente factores de resistencia a una amplia gama de agentes
antimicrobianos (16, 41, 44-47). La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas
(IDSA) introdujo al patégeno A. baumannii en la lista de los microorganismos mas
peligrosos que se encuentran en los hospitales de todo el mundo (48, 49).
Posteriormente, se cred el término ESKAPE, que se utilizé para designar a un grupo de
bacterias causantes de la mayoria de las infecciones nosocomiales en Estados Unidos con

capacidad para escapar a los efectos de los antibiéticos (50, 51) (Tabla 1).

Tabla 1. Listado de los microorganismos que pertenecen al grupo ESKAPE

Enterococcus faecium resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter especies

En febrero del 2017, la OMS publicé una lista en la que clasificé a los patégenos
resistentes a antibidticos en tres categorias diferentes para ayudar a priorizar la
investigacion y desarrollo de tratamientos antibidticos nuevos y efectivos. A. baumannii
resistente a antibidticos carbapenémicos fue introducido en esta lista dentro de la
categoria de prioridad critica (mdxima prioridad) junto con Pseudomonas aeruginosa
resistente a antibidticos carbapenémicos y Enterobacterias resistentes a carbapenémicos

y cefalosporinas de 32 generacion (52).

2.1. Importancia clinica del patéogeno A. baumannii

Las infecciones y brotes hospitalarios producidos por A. baumannii han ido
aumentando considerablemente en los uUltimos afios y cada vez se aislan mas cepas

resistentes a una amplia variedad de antibioticos.
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La clave del éxito de A. baumannii para producir infecciones y brotes
nosocomiales se debe a su extraordinaria capacidad para adquirir y desarrollar factores
de resistencia a los antimicrobianos y a su capacidad para adaptarse a condiciones

ambientales desfavorables (53).

La epidemiologia de esta bacteria es bien conocida: el paciente
colonizado/infectado es el reservorio principal, las manos del personal sanitario son el
mecanismo de transmision mas importante, y el entorno inanimado actia como
reservorio intermedio. El paso de la colonizacién a la infeccion se produce cuando A.
baumannii aprovecha los procedimientos invasivos habituales para ocasionar la infeccion
(53). Los factores de riesgo que predisponen al paciente a adquirir una
infeccién/colonizacion por A. baumannii no son diferentes a los de otros

microorganismos multirresistentes. Estos incluyen:

- Factores del propio paciente: cirugia mayor, una herida traumatica (en especial
una quemadura), una enfermedad grave subyacente o bebés prematuros.

- Factores relacionados con la exposicidon: una estancia hospitalaria larga, una
estancia en la UCI, una estancia en una unidad donde A. baumannii es endémica o
la exposicién a equipo médico contaminado.

- Factores relacionados con el tratamiento médico: ventilacién mecanica, presencia
de dispositivos invasivos (catéteres o tubos de drenaje), el numero de

procedimientos invasivos realizados y la terapia previa antimicrobiana (1).

La manifestacidén clinica mas comun de la infeccién por A. baumannii es la
neumonia adquirida en el hospital y esta asociada a pacientes con ventilacién mecanica
ingresados en la UCI. Se piensa que esta neumonia es el resultado de una colonizacién de
las vias aéreas seguida del desarrollo de la neumonia y tiene una tasa de mortalidad

entre el 40y el 70% (1, 54).

La neumonia adquirida en la comunidad debida a A. baumannii se ha descrito en
regiones tropicales de Australia y Asia. Esta suele estar relacionada con problemas

previos del paciente como el alcoholismo, tabaquismo, enfermedad pulmonar crénica y
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diabetes mellitus y tiene una alta mortalidad que oscila entre el 40 y el 64% no
pudiéndose aclarar si las causas de esta infeccién grave son los propios factores del

huésped o los factores de virulencia especificos de la bacteria (1).

La bacteriemia es otra de las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la
infeccién nosocomial por A. baumannii. El origen suele ser infecciones del tracto
respiratorio inferior o de dispositivos intravasculares, aunque también pueden ser
heridas e infecciones del tracto urinario. Los factores de riesgo asociados a la adquisicién
de bacteriemias son la inmunosupresion, el uso de ventilacién asociada a fallo
respiratorio, la terapia antibidtica previa, la colonizacion por A. baumannii y los
procedimientos invasivos. Las tasas de mortalidad de bacteriemias producidas por A.

baumannii se encuentran entre un 28% y un 43% (55).

A. baumannii ha emergido como el principal agente causal de infecciones en
guemaduras en personal militar donde el 53% de los aislamientos son multirresistentes.
Estas infecciones son muy complicadas de tratar debido a las elevadas tasas de
resistencias y a la baja penetracion de los antibidticos en las zonas quemadas. A pesar de
las posibles complicaciones que pueden resultar de la infeccién de una quemadura por A.

baumannii no esta clara la tasa de mortalidad atribuible al patégeno (56).

La infeccion de tejidos blandos y de piel por A. baumannii en personal militar ha
producido casos de celulitis o fascitis necrotizante. Dentro de esta poblacién también se
han descrito casos aislamientos de osteomielitis (56). Se ha descrito un incremento en los
casos de meningitis producidas por A. baumannii principalmente en pacientes que se
recuperan de neurocirugias (57, 58). Es dificil estimar la tasa de mortalidad asociada ya

gue el numero de estudios es limitado (56).

3. Mecanismos de resistencia de A. baumannii

Incluso la bacteria mas resistente puede ser erradicada o inhibida con una

concentracion suficientemente alta de antibidtico, el problema es que, casi siempre, las
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dosis muy elevadas serian téxicas para el paciente. Por esa razén se incluyé el término de
resistencia clinica, en el cual interactuan el tipo de bacteria infectante y su localizacién en
el cuerpo, la distribucién del antibidtico en el cuerpo y su concentracion en el foco de la
infeccion asi como el estado inmunoldgico del paciente. De esta forma se diria que una
bacteria es resistente cuando no se puede matar con una concentracion terapéutica de

antibidtico (59).

La resistencia que los microorganismos tienen a los agentes antimicrobianos
puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia intrinseca es aquella que ocurre de forma
natural debido a la biologia del microorganismo y se debe principalmente a la
impermeabilidad celular y a la actividad de bombas de expulsion. La resistencia adquirida
ocurre cuando las bacterias desarrollan resistencia a un antimicrobiano a través de
mutaciones o captando ADN exdgeno. Las mutaciones pueden ser transferidas de unos
microorganismos a otros a través de secuencias de insercidn y transposones presentes

en plasmidos (59).

A. baumannii se ha convertido en los ultimos afios en uno de los patégenos mas
exitosos de la medicina moderna en parte debido a su extraordinaria capacidad de
adquirir mecanismos de resistencia. Cada vez se aislan mas cepas de A. baumannii
resistentes a la mayoria de los antibiéticos disponibles en la clinica (60). La acumulacién
de diferentes mecanismos de resistencia en cepas de A. baumannii esta provocando que
el nimero de posibles tratamientos frente a estas infecciones se haya reducido
notablemente. Son especialmente alarmantes los casos de infecciones causadas por

cepas pan-resistentes con resistencias a todos antibiéticos usados en la clinica (61).

Hay una serie de factores que pueden favorecer a que A. baumannii adquiera la

multirresistencia (62):

- La capacidad de sobrevivir en reservorios ambientales y humanos lo que puede
favorecer la transferencia de material genético entre microorganismos.
- La capacidad de adquisicién de elementos genéticos como plasmidos, integrones

o transposones.
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- La resistencia intrinseca de estos microorganismos que puede ser explicada por
su baja permeabilidad a ciertos antibiéticos a través de la membrana o la

expresion de bombas de expulsion.

Los avances en las técnicas de secuenciacion y andlisis bioinformaticos
permitieron una mejora en los andlisis de genédmica comparativa de cepas clinicas y
revelaron la extraordinaria capacidad de A. baumannii para adquirir material genético

(56).

Estos analisis gendmicos se centraron principalmente en las grandes islas de
resistencia a los antibiéticos (AbaR1, R2, R3 y R5). El primer estudio de este tipo que se
realizé fue con la cepa A. baumannii AYE (63). En dicho estudio se observd que su
fenotipo multirresistente se debia a la adquisicién de la isla de resistencia AbaR1 de 86-
Kb que contenia 45 genes de resistencia a diferentes clases de antibidticos. Estudios
posteriores con la cepa ACICU revelaron que A. baumannii tiene la capacidad de
adaptarse al ambiente hospitalario no sélo mediante la adquisicion horizontal de
elementos genéticos responsables de la evolucion a cepas multirresistentes, sino

también mediante la reorganizacidn de genes preexistentes (64).

La resistencia de A. baumannii a los antibidticos esta mediada por los principales
mecanismos de resistencia que se conocen en las bacterias, entre los que se encuentran
la modificacidon de las dianas del antibiotico, la inactivaciéon enzimatica, las bombas de

expulsion o el descenso de la permeabilidad de la membrana (56, 65) (Tabla 2).

La rapida aparicion de cepas de A. baumannii resistentes a todos los
betalactamicos, incluyendo carbapenemas (betalactdmicos de amplio espectro), muestra
la capacidad de este organismo para responder con rapidez a los cambios en la presién
selectiva del medio (3). Aunque en los primeros estudios los aislamientos clinicos de A.
baumannii resultaron ser sensibles a estos antibidticos carbapenémicos, a partir de los
afios 90 ya empezaron a aparecer brotes hospitalarios provocados por cepas resistentes

(66).
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Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia de A. baumannii. Tabla modificada de la

referencia (56).

Antibidtico

Mecanismo de resistencia

Ejemplos

B-lactamicos

Inactivacion por enzimas

Disminucién de la expresiéon de
porinas

Alteracion de la expresién de
las PBPs

Bombas de expulsion

B-lactamasas (AmpC, TEM, VEB,
PER, CTX-M, SHV)
Carbapenemasas (OXA-23-like,
OXA-24/40-like, OXA-51-like,
OXA-58-like, OXA-143-like, VIM,
IMP, NDM-1, NDM-2)

CarO, Omp 33-36, OprD-like

PBP2

AdeABC

Fluoroquinolonas

Modificacion de la diana

Bombas de expulsion

Mutaciones en gyrAy parC
AdeABC, AdeM

Aminoglucdsidos

AMEs

Bombas de expulsion

AAC, ANT, APH
AdeABC, AdeM

Metilacion ribosomal ArmA

Tetraciclinas Bombas de expulsion AdeABC, TetA, TetB
Proteccion ribosomal TetM

Polimixina E Modificacién del lipido A PmrCAB

(Colistina) Pérdida del LPS LpxABC
Perdida de porinas OmpW

4. Patogénesis y factores de virulencia en A. baumannii

La patogenicidad es la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad.
La mayoria de los agentes patdgenos hacen uso de una combinacién de dos propiedades

para causar la enfermedad: (i) toxicidad, grado en que una sustancia causa dano, v (ii)
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invasividad, capacidad de penetrar en el huésped y de propagacion. El resultado final
dependerd de la virulencia o patogenicidad del microorganismo, asi como de la
susceptibilidad del huésped a la infeccién. Las bacterias y sus huéspedes han
coevolucionado durante millones de afios, a través de los cuales las bacterias patdgenas
han modificado su virulencia para poder adaptarse a los sistemas de defensa del huésped

(67).

4.1. Factores de virulencia

Debido a la urgente necesidad de entender los mecanismos de patogenicidad de
A. baumannii se han publicado una serie de estudios que podrian ayudar al desarrollo de
nuevas terapias dirigidas. Méndez y colaboradores (68) caracterizaron el proteoma de la
cepa multirresistente A. baumannii AbH120-A2 en condiciones que simulaban las vias
respiratorias con la finalidad de obtener informacién de cémo se adapta al huésped y
aumentar el conocimiento sobre su patogénesis y virulencia. En otro estudio reciente se
obtuvo el transcriptoma completo de células de A. baumannii ATCC 17978 aisladas
durante una bacteriemia en un modelo murino el cual origind informacién sobre los

genes involucrados en ese tipo de infecciéon (69).

A pesar de que en los ultimos afos se han identificado un gran numero de
factores de virulencia responsables de la patogenicidad de este microorganismo, la
informacidn todavia es escasa si se compara con los datos descritos en otros patégenos

Gram-negativos (56) (Tabla 3).

Tabla 3. Principales factores de virulencia descritos en A. baumannii. Tabla modificada a

partir de las referencias (56, 70).

Factor de virulencia Papel en la patogénesis

Proteinas de membrana externa Adherencia e invasividad, induccion de la apoptosis,

(OmpA, Omp33-36, Omp22) formacion de biofilm, persistencia y resistencia al
suero
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Lipopolisacarido Resistencia al suero, supervivencia durante la
infeccidn de tejidos, evasion de la respuesta del

sistema inmune

Polisacarido capsular Resistencia al suero, supervivencia durante la

infeccion de tejidos, formacion de biofilm

Fosfolipasas (PLC y PLD) Resistencia al suero, actividad citolitica, invasion,

supervivencia in vivo

Vesiculas de membrana externa Liberacion de factores de virulencia, transferencia

horizontal de genes de resistencia a antibiéticos

Proteina de unidn a la penicilina Resistencia al suero, supervivencia in vivo

(PBP7/8)

Sistema de secrecién tipo Il Supervivencia in vivo

Sistema de secrecién tipo VI Colonizacién del huésped, competicion bacteriana

Sistema de secrecién tipo V Formacién de biofilm, adherencia y supervivencia in
vivo

4.1.1. Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa (OMPs) de bacterias Gram-negativas se han
relacionado con resistencia a antibidticos y adaptabilidad y patogenicidad en las células

del huésped.

La proteina de membrana externa OmpA es el factor de virulencia mejor
caracterizado de A. baumannii. Se ha visto que una cepa de A. baumannii deficitaria de
OmpA era incapaz de inducir la apoptosis en células epiteliales humanas laringeas (Hep-
2) al mismo nivel que la cepa salvaje. Se comprobd que la proteina purificada entraba en
las células humanas y se localizaba en las mitocondrias ocasionando la liberacién de
moléculas proapoptdticas (71). OmpA también contribuye a la habilidad de A. baumannii
de persistir y crecer en el suero humano ya que interactia con los inhibidores solubles de
la via alternativa del complemento y permite que las bacterias eviten la muerte mediada

por el complemento (72). Se vio que OmpA regula la formacién de vesiculas de
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membrana externa (73) y que forma parte de ellas pudiendo alcanzar de esta forma la

célula huésped induciendo su apoptosis (74).

La proteina Omp33-36, la cual actia como un canal de acuaporina, es otra
proteina de membrana externa que se ha asociado con la virulencia de A. baumannii. La
supresion del gen omp33-36 atenud la letalidad y redujo la carga bacteriana en higado y
pulmones en un modelo de sepsis murino (75). Ademas, Rumbo y colaboradores (76)
demostraron que esta proteina era capaz de inducir apoptosis en diferentes lineas

celulares.

4.1.2. Lipopolisacarido y polisacarido capsular

El lipopolisacarido (LPS) es el componente mayoritario de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas y es considerado un factor de virulencia muy importante
en A. baumannii. Estd formado por el lipido A o endotoxina, el nucleo carbohidrato (core)
y una region variable llamada antigeno O (77). En A. baumannii, el LPS esta involucrado
en virulencia y en la supervivencia bacteriana (78-80). Se ha visto que los mutantes
carentes de LpsB, enzima implicada en la biosintesis del LPS, presentan una disminucion
de la resistencia al suero y descenso en la supervivencia en modelos animales (81). El
tratamiento de ratones con un inhibidor de LpxC condujo a la proteccidn frente a la
infeccion (82). Mutaciones en los genes IpxA, IpxC o IpxD, asociadas a la resistencia a
colistina, resultaron en la completa pérdida del LPS. Beceiro y colaboradores (83)
demostraron que estas mutaciones afectaban negativamente a la eficacia bioldgicay a la

virulencia de A. baumannii ATCC 19606.

Cepas mutantes carentes de cdpsula presentaron una reduccion en el crecimiento
en suero humano vy liquido ascitico y una reduccién en la supervivencia en modelos
animales (84, 85). Geisinger y colaboradores (86) estudiaron el locus K, responsable de la
produccidon de polisacaridos de superficie, y su implicacion en la resistencia de A.
baumannii a los antibidticos. Los autores encontraron que los polisacdridos del locus K
ayudaban a la resistencia a multiples antibidticos e, inesperadamente, que la bacteria

respondia a ciertos antibidticos en concentraciones subinhibitorias aumentando la
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produccién de la cdpsula. La produccién aumentada de la cdpsula, polisacarido principal
del locus K, aumentd la capacidad de la bacteria para superar el ataque del complemento

y aumento la virulencia de la bacteria durante un modelo de infeccién sistémica.

4.1.3. Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas lipoliticas esenciales en el metabolismo de los
fosfolipidos. Se cree que contribuyen a la virulencia de bacterias Gram-negativas
ayudando en la lisis de las células huésped. Esto ocurre mediante la escisién de
fosfolipidos presentes en la membrana de las células huésped y la posterior degradacién

de los fosfolipidos de las barreras mucosas, lo cual permite la invasion.

La inactivacién de un gen que codifica la fosfolipasa C condujo a una ligera
reduccion de la citotoxicidad de A. baumannii en células epiteliales (87). En otro estudio
se demostrd que la interrupcion de los genes que codifican las fosfolipasas C (plc1 y plc2)
de la cepa ATCC 19606 provocaba un descenso en la actividad hemolitica y citolitica de la
bacteria y que la interrupcion del gen plcl reducia la virulencia en un modelo

invertebrado (88).

La disrupcién de uno de los dos genes que codifican las fosfolipasas D presentes
en el genoma de la cepa 98-37-09 de A. baumannii provocd la reduccion en la resistencia
de la bacteria al suero humano, el descenso en la capacidad de invasidon de tejidos
epiteliales y el descenso en la virulencia en un modelo murino de neumonia (89).
Ademas, Stahl y colaboradores (90) demostraron en modelos de infeccién en Galleria
mellonella y de invasién en células A549 que las tres fosfolipasas D presentes en la cepa

ATCC 19606 actuan de forma conjunta como factores de virulencia.

4.1.4. Vesiculas de membrana externa

Las vesiculas de membrana externa (OMVs) son vesiculas secretadas a partir de la
membrana externa de bacterias Gram-negativas y estdn formadas por proteinas de
membrana externa y periplasma, fosfolipidos y LPS. Estas vesiculas podrian contribuir a la

infeccion al permitir la administracion de cargas bacterianas tdxicas a las células
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huésped, a menudo mediante la internalizacidon de todo el contenido de la vesicula (91).
Méndez y colaboradores (92), mediante el estudio protedmico del secretoma de una
cepa de A. baumannii, identificaron 39 proteinas relacionadas con patogénesis y
virulencia tales como OmpA, hemolisinas o proteasas. Estudios con OMVs de ATCC 19606
purificadas demostraron que estas eran capaces de inducir la respuesta inflamatoria en

células epiteliales (93) y, de hecho, varios estudios las propusieron como vacunas (94).

4.1.5. Proteinas de uniodn a la penicilina

Las proteinas de union a la penicilina (PBPs), enzimas asociadas a la union e
inactivacion de antibidticos B-lactamicos, participan en los ultimos pasos de la sintesis del
peptidoglicano y, por lo tanto, contribuyen a la estabilidad de la bacteria. Cepas
mutantes en el gen pbpG, que codifica la PBP7/8, presentaron una reduccion en la
resistencia al suero y en la virulencia en modelos animales. Analisis a través de
microscopia electrénica sugirieron que la pérdida de la PBP7/8 podia afectar a la
estructura del peptidoglicano y, por lo tanto, a la susceptibilidad de la bacteria a las

defensas del huésped (95).

4.1.6. Sistemas de secrecion

Se han identificado varios sistemas de secrecidn de proteinas en A. baumannii.

El sistema de secrecion tipo Il (T2SS) es un sistema multiproteico ampliamente
distribuido entre las bacterias Gram-negativas. Estd formado por entre 12 y 15 proteinas
gue actuan de forma conjunta y se encarga de secretar al exterior de la bacteria una gran
cantidad de factores de virulencia (96). La delecion de los genes gspD y gspE en A.
baumannii ATCC 17978 dio como resultado la pérdida de secrecidon de la lipasa LipA.
Cepas mutantes de cada uno de estos genes gspD, gspE y lipA fueron incapaces de crecer

durante un modelo murino neutropénico de bacteriemia (97).

El sistema de secrecion tipo VI (T6SS) corresponde a un mecanismo de interaccion
célula-célula ampliamente distribuido en bacterias Gram-negativas. En A. baumannii se

ha visto que la implicacién del sistema T6SS en virulencia es especifico de cada cepa y
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esta involucrado en la colonizacién del huésped y en la competencia bacteriana ya que

ayuda a matar a las bacterias competidoras (98).

El sistema de secrecion tipo V (T5SS) esta constituido por el autotransportador
Ata. Este estd formado por una proteina de membrana trimérica y se ha visto que esta
involucrado en la virulencia de A. baumannii usando un modelo de infeccidn sistémica en

raton (99).

4.2. Movilidad bacteriana

La habilidad que tienen algunas bacterias para moverse les proporciona ventajas
en la colonizacion del hospedador, en la defensa contra competidores y en la
adaptabilidad a los cambios del entorno. Histéricamente, el género Acinetobacter se ha

descrito como no mdvil debido a la ausencia de flagelo (5).

A pesar de esto, A. baumannii se mueve rdpidamente sobre superficies
probablemente debido a un movimiento tipo twitching, una forma de movimiento en

superficie descrito por primera vez en A. calcoaceticus (100).

Los pili tipo IV son apéndices bacterianos multiprotéicos presentes en muchas
bacterias Gram-negativas. Debido a su naturaleza dindmica, estos pili son capaces de
ensamblarse y desensamblarse rapidamente participando en procesos como la
transformacién, movilidad tipo twitching y la adherencia a superficies bidticas vy

abidticas.

La movilidad tipo twitching consiste en el ensamblaje, fijacion y posterior
retraccién del pilus ayudando asi al movimiento de la célula hasta el punto de fijacion del
pilus (101). Andlisis bioinformdticos de genomas completos de A. baumannii han
revelado la presencia de genes relacionados con los pili tipo IV incluyendo genes
involucrados en el ensamblaje (pilA, pilB, pilC, pilF, pilM, pilN, pilO, pilP, pilQ, pilZ, pilW),
en el movimiento tipo twitching (pilR, pilS, pilT, pilU) y en la subunidad del pilus (pilA)
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(47). Se ha correlacionado positivamente el grado de conservacién de la secuencia del
gen que codifica la subunidad PilA de cada cepa con el movimiento tipo twitching que
presentan (102). La cepa Acinetobacter nosocomialis M2 es una cepa transformante
natural y presenta movimiento tipo twitching. Los mutantes isogénicos de la cepa A.
nosocomialis M2 en los genes pilA, pilD y pilT perdieron las habilidades de movimiento y
de ser transformantes naturales (101). Ademas, se observd que la movilidad en
superficie que tienen algunos aislamientos clinicos es independiente de la produccién de
los pili tipo IV (101). En otro trabajo, Clemmer y colaboradores (103) demostraron que la
movilidad de A. nosocomialis era en parte dependiente del gen pilT. La pérdida de este
gen en la cepa de A. nosocomialis M2 resulté en una bajada del 52% de la movilidad. Sin
embargo, este mutante todavia era moévil en superficie lo que sugiere que esta cepa
tiene un tipo de movilidad independiente de los pili tipo IV. Ademas, se identificaron
otros genes necesarios para la movilidad de la cepa M2, entre los que destacan un gen
implicado en la sintesis de un lipopéptido, el gen que codifica la quinasa BfmS, un gen

implicado en la biosintesis del antigeno O y un gen que codifica la porina OmpA (103).

La densidad bacteriana es otro factor que regula la movilidad de una cepa
bacteriana. El quorum sensing es un mecanismo que regula la expresién de genes en
funcion de la densidad celular. Este sistema se basa en la produccién, deteccion y
respuesta a unas moléculas sefializadoras llamadas autoinductores (104). En A.
baumannii, las moléculas descritas de este tipo son las N-acil homoserin lactonas (AHL)
(47). La adicion de N-acil homoserin lactona no nativa aumentd la capacidad de
movimiento tipo twitching de A. baumannii ATCC 19606 (105). La inactivacién de abal,
gen que codifica una enzima encargada de la sintesis de una N-acil homoserin lactona,
provocd la reduccion drastica en la capacidad de movimiento de la cepa M2. Esta

movilidad se restaurd tras afiadirle de forma exdégena la N-acil homoserin lactona (103).

Se observé que las células Unicamente presentaban movilidad cuando se
incubaban en oscuridad (106). Siguiendo la hipdotesis de que A. baumannii responde a
estimulos externos, McQueary y colaboradores (107) realizaron un estudio con
aislamientos clinicos que poseian movilidad en superficie. Se vio que algunos factores

extracelulares de estrés reducian la movilidad de estas cepas mientras que en
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condiciones de menos estrés, como la reduccidn de la salinidad o la presencia de hierro

extracelular, la aumentaban.

4.3. Adherencia y formacion de biofilm

A. baumannii tiene una extraordinaria capacidad para sobrevivir y prosperar en
ambientes hospitalarios debido, principalmente, a su habilidad para interactuar con
diferentes tipos de superficies bidticas y abidticas (56, 108). A. baumannii coloniza
dispositivos permanentes, tales como catéteres y equipos respiratorios, asi como
superficies bidticas, tales como células epiteliales humanas o filamentos de Candida

albicans (109, 110).

Generalmente, la adherencia a estas superficies representa el paso inicial en la
colonizacién e infeccion. Durante este proceso de colonizacién, las bacterias forman
microcolonias que originan comunidades microbianas muy bien estructuradas que se

conocen como biofilms o biopeliculas (111).

El biofilm es una compleja asociacién tridimensional de células bacterianas en
estrecho contacto entre ellas y embebidas en una matriz extracelular producida por ellas
mismas. Esta matriz estd compuesta por exopolisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y
otras macromoléculas y constituye una barrera protectora para la bacteria ya que le
permite sobrevivir en ambientes hostiles y durante una infeccién. Debido a las
caracteristicas estructurales del biofilm, las bacterias que forman parte de este, son mas
resistentes al estrés que sus homodlogos plancténicos (47). Por lo tanto, un elevado
numero de infecciones bacterianas crdnicas implican biofilms bacterianos que no son
facilmente eliminados usando terapia antibidtica convencional. Las infecciones asociadas
a biofilm comparten una serie de caracteristicas clinicas. El biofilm se desarrolla
preferentemente en superficies inertes o tejido muerto donde el crecimiento y la
aparicién de sintomas son muy lentos. Las células bacterianas sésiles liberan antigenos y
estimulan la produccidon de anticuerpos, pero las infecciones producidas por biofilm

raramente son resueltas por los mecanismos de defensa del huésped. La terapia
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antibidtica es efectiva frente a células plancténicas pero no es eficaz frente a bacterias
qgue forman el biofilm. Por esta razdn, las infecciones producidas por biofilm
normalmente muestran sintomas recurrentes después de varios ciclos de antibiéticos

(112).

El desarrollo del biofilm bacteriano se puede dividir en tres etapas en las que
intervienen diferentes factores: adhesidon, maduracién y desprendimiento del biofilm

(113, 114) (Figura 2).

Adhesion Maduracién Desprendimiento \

Figura 2. Representacidn de las etapas del desarrollo del biofilm. Imagen modificada del
Centro de Ingenieria del Biofilm (Center for Engineering) de la Universidad de Montana

(http://www.biofilm.montana.edu).

La etapa inicial de adhesién puede ocurrir sobre superficies abidticas o bidticas.
La adhesion a superficies abidticas, tales dispositivos médicos permanentes, es
dependiente de las caracteristicas fisicoquimicas de la bacteria y de la superficie a la que
se va a adherir y suele producirse gracias a interacciones hidrofébicas o electrostaticas.
La adhesidn a superficies bidticas, tales como tejidos humanos, suele producirse a través
de interacciones mas especificas mediada por proteinas de superficie celular. Durante la
etapa de maduracion se forma un biofilm tridimensional y muy bien organizado en la que

intervienen factores de adhesién y de proliferaciéon asi como procesos disruptivos que
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forman canales en la estructura. Estos canales son necesarios para que los nutrientes
lleguen a las bacterias que se encuentran en las capas mas profundas del biofilm. En la
Ultima fase se produce el desprendimiento durante el cual parte de las células que
forman el biofilm se sueltan provocando la multiplicacidn y dispersion de la infeccién

(113).

Algunos aislamientos clinicos de A. baumannii son capaces de formar biofilms en
la superficie de la fase liquida que se conocen como pellicles (115, 116) y su formacién es

muy variable dentro de los diferentes aislamientos de A. baumannii (115).

Las factores mas comunes que influyen en la formacion del biofilm son la
disponibilidad de nutrientes, la presencia de apéndices bacterianos, los componentes
superficiales de la bacteria (tales como adhesinas o proteinas de membrana externa), el
quorum sensing y la secrecion de moléculas al exterior (117, 118). Ademas, se sabe que
existen complejas redes de regulacion y reguladores transcripcionales activados por
sefiales ambientales que son responsables de la expresidon de genes asociados con la

formacién de biofilm (119).

Se publicaron una serie de trabajos descriptivos a nivel transcriptdmico y
protedmico para intentar comprender cémo A. baumannii se adhiere y forma biofilm.
Cabral y colaboradores (120) encontraron diferencias en los perfiles proteicos entre
células planctdnicas y células sésiles. En este trabajo se demostré la implicacidén en la
formacién de biofilm de las proteinas de superficie celular CarO, OmpA, OprD-like, DcaP-
like, PstS, LysM y Omp33, y de las proteinas involucradas en el metabolismo de histidina.
Un estudio transcriptdmico comparativo entre células planctdnicas y células sésiles
asociadas al biofilm (121) revel6 diferentes perfiles de expresion génica en el biofilm que
dan cuenta de cambios en el metabolismo de aminoacidos y acidos grasos, la movilidad,
el transporte activo, la metilacion de ADN, la adquisicién de hierro, la regulacién
transcripcional y el quorum sensing. Este estudio revelé que 1621 genes estaban
diferencialmente expresados en células de biofilm con respecto a células planctdnicas y
que 55 de ellos estaban expresados solamente en el biofilm. La delecion del gen

A1S 0114 del genoma de A. baumannii ATCC 17978, gen que codifica una proteina
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transportadora de grupos acilo, resulté en una reduccién significativa de la capacidad de
la bacteria de formar biofilm (121). Otro estudio (122) describid el conjunto de pequefias
moléculas de ARN (sRNAs) presentes en las células del biofilm en comparacién con el de
las células libres planctdnicas. Se identificaron un total de 255 sRNAs de los cuales 185
estaban diferencialmente expresados en los dos tipos celulares. Un total de 9 sRNAs sdélo
se encontraron expresados en células de biofilm, mientras que otros 21 sRNAs estaban
completamente reprimidos en las células sésiles del biofilm. Entre ellos, el sSRNA 13573
resultd estar sobreexpresado 120 veces mas en las células que forman parte del biofilm
gue en las células plancténicas libres. El analisis de un mutante isogénico y de la cepa que
sobreexpresaba este sRNA revelé que el gen de sRNA 13573 estaba implicado en la

formacién de biofilm y en la unién a células epiteliales alveolares humanas A549 (122).

Debido a que la formacidn de biofilm es un proceso multifactorial, se han descrito
una serie de factores que estan involucrados en la adherencia y formacién de biofilm
sobre superficies bidticas y abidticas (123). Entre ellos, se encuentran los pili de tipo
chaperona-usher, las proteinas de membrana, los polisacaridos de superficie, los

sistemas de secrecion y el quorum sensing.

4.3.1 Pili de tipo chaperona-usher

Los pili de tipo chaperona-usher son apéndices bacterianos localizados de forma
ubicua en la superficie de bacterias patdgenas. Tienen un papel esencial en la formacién
de biofilm y son particularmente relevantes durante la infeccién ya que son responsables
del reconocimiento y la adhesién de las bacterias al huésped. Los genes que codifican
estos sistemas se localizan en muchos casos en forma de operones y estan formados
como minimo por un gen que codifica un usher, un gen que codifica una chaperona, y un

gen que codifica la subunidad del pilus (124, 125).

Dentro de estos sistemas de formacién de pili, dos de los mas estudiados son el
pilus tipo | y el P pilus, descritos en Escherichia coli. Ambos estan implicados en las
interacciones patégeno-huésped y son importantes en el desarrollo de la infeccion y en

la formacién de biofilm. Tanto el P pilus como el pilus tipo | estan formados por varias
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subunidades dispuestas en dos subconjuntos distintos: la punta y el cuerpo del pilus. Las
subunidades del pilus son transportadas desde el citoplasma al periplama a través de una
via general de secreciéon denominada SecYEG. Estas subunidades son incapaces de
plegarse y ensamblarse a la superficie celular por si mismas por lo que necesitan dos
proteinas accesorias. Estas proteinas son: (i) una chaperona localizada en el periplasma
que estabiliza y pliega las subunidades del pilus evitando que estas polimericen en el
citoplasma, y (ii) un sistema de ensamblaje en la membrana externa denominado usher

(124) (Figura 3).

() PapG ()
PapF
FimH
PapE (5-10
pE( ) FimG
PapK FimF
PapA FimA
>1000 copias ~1000 copias

by Vi Ve

Periplasma

PapD FimC

Figura 3. Esquema del (a) P pilus y del (b) pilus tipo | de Escherichia coli ensamblados a
través de los sistemas de secrecidén Pap y Fim, respectivamente. Imagen modificada de la

referencia (124).

En A. baumannii el sistema mas estudiado es el CsuA/BABCDE. En 2003, Tomaras

y colaboradores (126), demostraron que la habilidad de A. baumannii ATCC 19606 de
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formar pili era dependiente de la expresidn del gen csuE. La interrupcion de este gen,
perteneciente a un sistema de secrecidn chaperona-usher, resulté en la perdida de la
capacidad de A. baumannii ATCC 19606 para adherirse y formar biofilm en superficies
abidticas. Ademas, experimentos de microscopia electronica revelaron que |la
inactivacion de este gen resultaba en la pérdida de la capacidad de formar pili sugiriendo
que el sistema chaperona-usher CsuA/BABCDE tiene un papel importante en los primeros

pasos de la formacidn del biofilm.

La expresion de este operdn esta controlada por un sistema de regulacién de dos
componentes que incluyen una quinasa, codificada por el gen bfmS, y un regulador de
respuesta, codificado por el gen bfmR. La inactivacién de bfmR tuvo como resultado la
perdida de expresién del operdn csu y por lo tanto la inhibicidn de la formacién de pili y
la formacidn de biofilm sobre superficies abidticas. La inactivacién de bfmS resulté en la
disminucion de la capacidad de formacién de biofilm pero no en su inhibicién completa
(127). Ademas de estos pili dependientes del sistema CsuA/BABCDE, A. baumannii ATCC
19606 produce otro tipo de pili mas cortos que estdn involucrados en la adherencia de

las bacterias a superficies bidticas como células epiteliales humanas (128).

Un estudio de los pellicles producidos por diferentes cepas clinicas mostré que las
proteinas mas abundantes en la matriz de los pellicles eran proteinas pertenecientes a
tres sistemas diferentes de formacion de pili tipo chaperona-usher: CsuA/B
(perteneciente al operdn csu), una proteina codificada por el gen A1S 1510
(perteneciente al operén A1S_1507-1510) y una proteina codificada por el gen A1S_ 2091
(perteneciente al operén A1S 2088-2091) (129). Rumbo-Feal y colaboradores (121)
demostraron que la disrupcion del gen A1S_1507 (perteneciente al operon A1S_1507-
1510) tenia como resultado la reduccion en la capacidad de formar biofilm de la cepa

ATCC 17978.

4.3.2. Proteinas de membrana

A. baumannii tiene un homoélogo de la proteina Bap (biofilm-associated protein)

de Staphylococcus aureus. La mutacidn en el gen que codifica esta proteina resulté en la
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disminucion del grosor y volumen del biofilm de la cepa A. baumannii 307-0294 (130).
Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que esta proteina podria estar
involucrada en las interacciones célula-célula necesarias para el desarrollo vy
mantenimiento del biofilm maduro. Esta proteina estd muy conservada dentro de las
cepas clinicas de A. baumannii y se ha visto que también tiene un papel importante en la
adherencia a células epiteliales bronquiales y a queratinocitos neonatales humanos
(131). De Gregorio y colaboradores (132) identificaron dos proteinas adicionales, BLP1 y
BLP2, que comparten un motivo en la region N-terminal con la proteina Bap. La delecion
de los genes que codifican las proteinas BLP1 y BLP2 afectd gravemente a la capacidad de

formar biofilm y de adherirse a células epiteliales de la cepa A. baumannii AYE.

La proteina OmpA de A. baumannii ATCC 19606 tiene un papel parcial en el
desarrollo del biofilm maduro sobre plastico y es esencial para la adherencia a filamentos
de Candida albicans y a células epiteliales humanas. La interaccién entre ATCC 19606 y
los filamentos de C. albicans es independiente de los pili del sistema de chaperona-usher
CsuA/BABCDE lo que sugiere que no hay una correlacion directa entre la formacién de
biofilm en superficies bidticas y abidticas (133, 134). Estudios posteriores demostraron
que OmpA actia como una adhesina que interviene en la unién de A. baumannii a la
fibronectina localizada en la superficie de las células del huésped y es necesaria para la

persistencia de la bacteria en el pulmén (135, 136).

Ademas del papel de la proteina OmpA en la formacién de biofilm también se
estudioé el efecto de la delecidn del gen omp33 del genoma de la cepa A. baumannii ATCC
17978. Experimentos realizados con la cepa salvaje y su mutante isogénico revelaron una
reduccion significativa tanto en la capacidad de adherencia como en la de invasién a

células epiteliales de pulmén (75).

4.3.3. Polisacdridos de superficie

El polisacdrido extracelular poly-B-(1-6)-N-acetilglucosamina (PNAG) estd descrito
como el componente mayoritario del biofilm de especies como Staphylococcus

epidermidis y Staphylococcus aureus (137). En aislamientos clinicos de A. baumannii, el
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locus pgaABCD, que codifica las proteinas necesarias para la sintesis del PNAG, es muy
importante para el desarrollo del biofilm. Al delecionar el locus pgaABCD se observé que
el volumen, grosor medio y grosor maximo del biofilm producido por la cepa salvaje fue
mayor comparado con la cepa mutante (138). Ademas, mutaciones en los genes pgIC y
pglL, responsables de la sintesis del O-pentasacdrido localizado en glicoproteinas vy
polisacaridos capsulares, condujeron a la aparicion de unas estructuras de biofilm

anormales (139).

4.3.4. Sistemas de secrecion

El sistema de secrecion tipo V abarca las proteinas autotransportadoras, el
sistema de secrecién de dos componentes y las recientemente descritas proteinas VC o
AT-2. Todos estos mecanismos se dedican a la translocacién de grandes proteinas o sus
dominios a la superficie bacteriana (140). Una serie de estudios demostraron la
implicacion de este sistema de secrecidn en la capacidad de la bacteria de formar biofilm
y de adherirse a células eucariotas. Betancor y colaboradores (99) describieron el
autotransportador Ata (Acinetobacter trimeric Autotransporter) de la cepa ATCC 17978.
Ata es una proteina trimérica de membrana implicada en la formacién de biofilm y en la
adherencia de la bacteria a componentes extracelulares de la matriz como el colageno |,

My IV.

Ademas, se describié en A. baumannii ATCC 19606 un sistema de secrecién de
dos componentes denominado FHA, compuesto por una exoproteina (FhaB) y un
transportador (FhaC). La proteina FhaB resultd estar implicada en la adherencia
bacteriana y en la formacién de biofilm (141). Posteriormente, se realizé un estudio con
la cepa clinica A. baumannii AbH120-A2 en el que se demostrd que su gran capacidad
para adherirse a las células epiteliales humanas A549 se debia en parte al sistema de
secrecion de dos componentes FhaB/FhaC. La delecién del gen fhaC resulté en un
descenso muy significativo de la adherencia de esta bacteria a las células epiteliales.
Ademas, se ha demostrado que este sistema interacciona con la fibronectina presente en

las células eucariotas (142).
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Un estudio del proteoma completo de las células de A. baumannii formando
pellicles confirmé la correlacion entre la capacidad para formar pellicles y la virulencia
bacteriana. En dicho estudio se identificaron numerosos factores de virulencia regulados
positivamente durante el crecimiento de los pellicles, entre los que se encontraron

proteinas del T6SS (143).
4.3.5. Quorum sensing

La densidad bacteriana es otro mecanismo mediante el cual las bacterias
controlan la adherencia y la formacion de biofilm (56, 104). En un andlisis transcriptomico
de células sésiles de A. baumannii ATCC 17978 comparado con células plancténicas se
observé que varios de los genes que estaban sobreexpresados en las células del biofilm
estaban involucrados en el quorum sensing. La deleciéon del gen A1S_0114, el cual
codifica una proteina transportadora de grupos acilo, demostré la implicacién del gen en
la formacién de biofilm (121) y en la adherencia a células epiteliales humanas (144).
Inserciones en los genes A1S 0112 y A1S_0115, genes relacionados con el quorum
sensing, en la cepa ATCC 17978, causaron una pérdida en su capacidad para formar

pellicles (145).

Ademas, se vido que la cepa clinica A. nosocomialis M2 produce una N-acil
homoserin lactona, producto de la sintasa Abal, la cual es importante para el desarrollo
del biofilm en superficies abidticas. La eliminacién del gen abal causé una disminucion en

la capacidad de formar biofilm en comparacidn con la cepa salvaje (146).

4.4. Sistemas de captacion de hierro

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de la mayoria de las
bacterias debido a su actividad redox y su papel en muchas reacciones vitales, ya que
actla como cofactor de una gran variedad de enzimas (147). El hierro se puede encontrar
en dos estados: Fe** (hierro ferroso) y Fe*" (hierro férrico). El Fe** es soluble y accesible

para las bacterias ya que puede difundirse a través de la membrana celular. Sin embargo,

54



Introduccion

en presencia de 0, y pH = 7 se oxida a Fe**, siendo insoluble y no biodisponible. En los
tejidos del huésped el hierro se encuentra unido a la hemoglobina o bien almacenado
intracelularmente en forma de ferritina. También puede estar quelado por la transferrina
en el suero o por la lactoferrina en las superficies mucosas. El 80% del hierro en humanos
se encuentra formando parte del grupo hemo y el hierro que queda libre no es suficiente

para suplir los requerimientos de las bacterias patégenas (148).

Durante la infeccidn, las bacterias y el huésped compiten por el hierro y su
biodisponibilidad serd determinante en el curso de la infeccién a favor del patégeno o del
huésped. Por un lado, el huésped ha desarrollado una serie de estrategias con la finalidad
de restringir la cantidad de hierro disponible y, por otro lado, las bacterias han
desarrollado multiples estrategias para captar el hierro ya que un suministro suficiente
de este metal esta relacionado con la proliferacidn, virulencia y persistencia del patégeno

(149-151).

En respuesta a la limitacion de hierro, la mayoria de las bacterias aerdbicas
expresan sistemas de captacién de hierro de alta afinidad que implicados en Ia
produccién, exportacién y absorcion de quelantes de Fe** conocidos como sideréforos. A
veces, la captacion de hierro a través de siderdforos no es suficiente ya que el hierro libre
en vertebrados es extremadamente limitado. De esta forma, algunas bacterias patdgenas
son capaces de utilizar el grupo hemo de la hemoglobina, hemopexina y haptoglobina
como fuente de hierro. Ademas, la transferrina y la lactoferrina también pueden ser
utilizadas como fuente de hierro por algunas especies bacterianas. Para la asimilaciéon de
estos compuestos las bacterias necesitan unos sistemas de captacién especificos (147).
A. baumannii no es capaz de obtener hierro de la transferrina y la lactoferrina ya que en

su genoma no hay genes que codifican proteinas involucradas en estas funciones (152).
4.4.1 Captacion del grupo hemo

Las bacterias poseen dos mecanismos para captar el grupo hemo. El primer
mecanismo consiste en la captura directa del grupo hemo o la adquisicion del grupo

hemo asociado a hemoproteinas. Para ello, las bacterias patdgenas secretan exotoxinas

55



Introduccion

que permiten la liberacién del grupo hemo a partir de estas proteinas portadoras (153).
El segundo mecanismo utiliza unas proteinas especificas llamadas hemoforos que captan
el grupo hemo de diferentes fuentes y lo llevan a los receptores (154). Para la
internalizacion del grupo hemo desde el exterior celular son esenciales unos receptores
muy especificos. Estos receptores se localizan en la membrana externa y la energia
necesaria para la internalizacidn del grupo hemo proviene de la fuerza protdn-motriz de
la membrana citoplasmatica. El sistema TonB formado por las proteinas TonB, ExbB y
ExbD transfiere la energia de la membrana citoplasmatica a la membrana externa (155).
Una vez en el espacio periplasmico, el grupo hemo utiliza el transportador ABC para
pasar al citosol. La composicién tipica de estos transportadores consiste en (i) una o
varias proteinas de union peripldsmicas, (ii) una o dos proteinas de membrana
diferentes, y (iii) una o dos ATP hidrolasas diferentes que aportan la energia al sistema

(Figura 4) (147).

A. baumannii también posee los mecanismos necesarios para captar hierro a
través del transporte y asimilacién del grupo hemo. Zimbler y colaboradores (156)
realizaron estudios con dos mutantes de A. baumannii ATCC 19606 deficientes en un gen
implicado en la sintesis y otro en el transporte del sideréforo acinetobactina. Los autores
observaron que ambos mutantes eran capaces de crecer en condiciones de ausencia de

hierro cuando se suplementaba el medio con hemina.

Estos resultados concuerdan con la observacién de que el genoma de la cepa
ATCC 17978 tiene un operdn policistréonico que codifica supuestas funciones de capturay
transporte de hemina y de un sistema de transduccién de energia TonBExbBD (156).
Antunes y colaboradores (157) demostraron que diferentes cepas podian utilizar este
compuesto como una fuente de hierro expresando sistemas de captura y utilizacién de
grupo hemo. Estas observaciones muestran que los genomas de A. baumannii contienen
genes que codifican proteinas implicadas en la captacién y utilizacion del grupo hemo, un
producto del huésped que puede estar disponible para la bacteria en aquellos lugares

donde hay dafos debido a la infeccion.
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Figura 4. Representaciéon esquematica de la via de captacion del grupo hemo y del hierro

férrico a través de sideroforos. Imagen modificada de la referencia (153).

4.4.2. Captacion de hierro férrico. Sideréforos

En presencia de oxigeno y pH neutro se produce una rdpida oxidacién del Fe’ a
3+ s .. . . . . .
Fe®", compuesto practicamente inaccesible para los microorganismos. Bajo estas

condiciones limitantes de hierro las bacterias sintetizan unos compuestos quelantes de
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hierro llamados sideréforos, compuestos de bajo peso molecular con una gran afinidad

por el hierro (158).

Los sideréforos se pueden clasificar en tres categorias en funcién de los ligandos

que utilicen para quelar el hierro férrico: catecolatos, hidroxamatos y mixtos (155).

El mecanismo de transporte del complejo sider6foro-Fe** es similar al de
transporte del hemo. El complejo sideréforo-Fe®" interactia con un receptor especifico lo
que provoca cambios conformacionales en ciertos dominios de estas proteinas
permitiendo el paso del sustrato (159). La energia necesaria para este transporte es
suministrada por el complejo de proteinas TonB-EXbD-ExbB. Una vez en el espacio
periplasmico, el complejo sideréforo-Fe** se une a las proteinas de unién del
transportador tipo ABC para posteriormente ser transportados a través de la membrana
al interior de la célula. La energia necesaria para este proceso se obtiene en las
subunidades citosélicas del transportador ABC a través de una hidrolisis de ATP (158)

(Figura 4).

En A. baumannii el sistema mejor caracterizado es la acinetobactina, identificada
por primera vez en la cepa ATCC 19606. Este sideréforo tiene una estructura molecular
muy similar a la de la anguibactina, un quelante del hierro de alta afinidad sintetizado

por el patégeno de peces Vibrio anguillarum 775 (160, 161).

Andlisis genéticos y funcionales de la cepa ATCC 19606 mostraron una region
cromosémica de 32.4-kb que contenia genes involucrados en la biosintesis, transporte y
secrecidén de la acinetobactina. La inactivacidon de los genes bauA y basD, los cuales
codifican funciones de transporte y biosintesis respectivamente, afecta a la capacidad de
estos mutantes isogénicos de crecer en condiciones limitantes de hierro. También se
observé que dentro de este cluster de genes estaba ausente el gen entA que codifica la
enzima 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato deshidrogenasa. Esta enzima es necesaria para
la produccién del 4cido dihidroxibenzoico (DHBA), compuesto presente en la molécula de
acinetobactina. Esto sugiere que A. baumannii podria tener mas de un locus involucrado

en la sintesis de sideréforos (156).
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Eijkelkamp y colaboradores (162) describieron cinco clusters de genes que podian
estar relacionados con la produccidon de sideréforos y adquisicion de hierro. El cluster
relacionado con la acinetobactina y el llamado cluster 1 se encontraron en todos los
genomas de las cepas analizadas excepto en la cepa 3899 y en la cepa ambiental A. baylyi
ADP1. El cluster 2 esta presente solamente en A. baumannii ATCC 17978 y A. baylyi
ADP1, mientras que el cluster 4 parece ser Unico de la cepa 8399. El cluster 5 esta

presente en todos los genomas excepto en las cepas ATCC 17978 y ADP1.

Gaddy y colaboradores (163) investigaron el papel que tenia la acinetobactina en
la virulencia del patégeno A. baumannii. En estos experimentos observaron que la
interaccidn inicial entre la cepa tipo ATCC 19606 vy las células alveolares humanas A549
era independiente de la produccién de las proteinas BasD y BauD, implicadas en la
biosintesis y transporte de la acinetobactina, respectivamente. En contraste, estas
proteinas fueron necesarias para que la cepa persistiera dentro de las células alveolares
A549 y causase su muerte por apoptosis. Ensayos con Galleria mellonella mostraron que
la ausencia de estas proteinas reducia significativamente la capacidad de la ATCC 19606
para persistir y matar al huésped. Ademds, modelos de sepsis en ratdn mostraron que la
expresion del sistema de adquisicion de hierro mediado por acinetobactina es esencial
en la cepa ATCC 19606 para causar infeccion y matar al huésped. En otro estudio se vio
gue mutaciones en el gen entA, esencial para la sintesis de la acinetobactina, redujeron
significativamente la capacidad de A. baumannii ATCC 19606 de persistir en células
epiteliales humanas y disminuyeron su capacidad de infectar y matar larvas de Galleria

mellonella (164).
4.4.3 Captacion de hierro ferroso. Sistemas Feo

En condiciones de anaerobiosis o bajo pH, el hierro predomina en la forma
soluble Fe?*. Debido a las propiedades quimicas diferentes del Fe’" y Fe** las bacterias

necesitan sistemas de transporte de hierro especificos para cada uno de ellos (165).

A diferencia del hierro férrico, el hierro ferroso suele encontrarse libre por lo que

las bacterias pueden transportarlo directamente. En bacterias Gram-negativas, el hierro

59



Introduccion

ferroso difunde al periplasma a través de la porinas de membrana externa donde puede
ser transportado al interior celular a través de diferentes sistemas (166). Dentro de todos
los sistemas de transporte de hierro, el sistema Feo parece ser la ruta de absorcién de

hierro ferroso mas importante (165).

El operdn feo fue descubierto por primera vez en 1987 en la bacteria E. coli K12
durante un estudio con varios mutantes en genes que codificaban funciones relacionadas
con el transporte de hierro (167). En este trabajo, se identific6 una coleccién de
mutantes durante un tratamiento con estreptonigrina, antibiético que genera radicales
libres es presencia de hierro y oxigeno. Fueron seleccionados aquellos mutantes que
sobrevivieron al tratamiento y tenian un bajo contenido de hierro en su interior entre los
que destacaron los mutantes en el operdn feo. El sistema Feo de E. coli esta formado por

tres genes: feoA, feoB y feoC (168, 169) (Figura 5).

O

Periplasma

ES\S::::: i\\j —‘ Membrana
FeoB C § C citoplasmatica
T+’?

Figura 5. Representacion esquemadtica del sistema de captacién de hierro ferroso Feo de

Extrermo
M-terminal

m Extrermao C-terminal

At

GDP

E. coli. Imagen modificada de la referencia (170).
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Un analisis del operédn mostré que esta regulado por los elementos fur y fnr,
cajas que se localizan antes del operén (168). Se sabe que Fur es un regulador
transcripcional de genes relacionados con el transporte de hierro en E. coli y muchas
otras bacterias. En presencia de hierro, Fur forma el complejo Fe**-Fur el cual se une a las
cajas Fur del ADN de la bacteria para reprimir la transcripcién de los genes. Por otro lado,
Fnr es un activador transcripcional de genes de la respiracion anaerdbica. Es un sensor de
oxigeno que activa la transcripcion del operdn feo en la ausencia de oxigeno. Los genes
feo se expresan de forma constitutiva. Sin embargo, bajo condiciones de anaerobiosis, la

expresion aumenta tres veces (165, 168).

El gen feoA codifica una proteina citoplasmatica de 75-85 aminodcidos. Dentro
del operdn, este gen se localiza entre la caja fur y el gen feoB. Esta proteina tiene una
secuencia de aminodcidos hidréfila y parece que no tiene una secuencia senal en el
extremo N-terminal, por lo que es probable que esté localizada en el citosol (170). A
pesar de que su funcion sigue siendo desconocida, se ha sugerido que, debido sus
propiedades y estructura, FeoA podria actuar como una proteina activadora de la
actividad GTPasa (GAP) (171). Kim y colaboradores (172) demostraron que la interaccién
entre FeoA y FeoB era necesaria para el transporte de hierro ferroso de Salmonella
enterica y propusieron que FeoA podia actuar como una GAP para el dominio de proteina
G de FeoB. Estos estudios, sin embargo, no mostraron especificamente que FeoA
interactuase con el dominio G de FeoB. Por lo tanto, no pudo concluirse que FeoA actle
como un GAP sobre el dominio G de FeoB. Ensayos enzimaticos revelaron que la adicion
de FeoA de E. coli no tuvo un efecto sobre la actividad de hidrélisis del GTP del dominio G

FeoB sugiriendo que FeoA no actiia como una GAP como se propuso previamente (171).

El gen feoB codifica una proteina transmembrana de 773 aminodcidos y se
localiza entre el gen feoA y el gen feoC (168). Es probable que FeoB actie como la
permeasa a través de la cual el hierro ferroso se transporta al interior de la bacteria. Esta
proteina estd formada por tres dominios: un dominio de proteina G, un dominio
inhibidor de la disociacion de GDP (GDI) y un dominio transmembrana (169). El dominio
de proteina G y el dominio inhibidor de la disociacion de GDP (GDI) se localizan en la

region hidrofila N-terminal de la proteina mientras que el dominio transmembrana se
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localiza en la regidon C-terminal. Para una proteina G que esta suministrando energia a un
sistema, su tasa de hidrdlisis es de crucial importancia. Cuanto mas rapida sea la
hidrélisis, mds energia proporciona. Si la proteina G esta involucrada en la activacién o
desactivacion de una ruta, su afinidad hacia diferentes nucledtidos de guanina actua
como un interruptor. Cuando el dominio G esta unido a una molécula de GTP, la ruta estd
activada, y se inactiva cuando se produce la hidrdlisis de GTP a GDP (165, 170, 173). A
menudo, se requieren proteinas GAP o factores de intercambio de nucleétidos de
guanina (GEF) para regular la actividad de hidrélisis o la afinidad de las proteinas G. No se
han identificado proteinas GAP o GEF para FeoB. Sin embargo, parece que FeoB ha
evolucionado para poseer un regulador interno, el dominio GDI. El dominio GDI se
localiza entre el dominio G y el dominio transmembrana y fue inicialmente identificado
como un dominio inhibidor de la disociacién de GDP. Se vio que este dominio
interacciona con el dominio G mejorando la unién de GDP a este mientras que no influye
en la uniéon de GTP ni en la actividad enzimdtica (174). Hung y colaboradores (175)
descubrieron que el dominio de proteina G de FeoB de E. coli contenia regiones de unién
al Fe”". De esta forma el estado funcional de la proteina G podria estar sujeto al control
por Fe?* a través de la interferencia en la unién y / o hidrdlisis de nucleétidos. El tercer
dominio de FeoB es el dominio transmembrana formado por 8-10 hélices
transmembrana localizadas en la membrana citoplasmatica. Es el dominio que
fisicamente transporta el hierro ferroso desde el periplasma al citoplasma bacteriano. El
mecanismo por el cual este dominio controla el paso del hierro es desconocido. Teniendo
en cuenta estudios estructurales, se cree que el Fe?* entra en la célula a través del
dominio transmembrana mientras que el dominio G informa a la regidn transmembrana

del estado energético de la célula a través de movimientos del dominio GDI.

El gen feoC sigue al feoA y feoB en el operdn y se encuentra exclusivamente en y-
proteobacterias. Se observd que FeoC tiene un motivo hélice-bucle-hélice tipico de
proteinas tipo LysR. Estas proteinas pueden actuar como activadores o represores
transcripcionales segun la localizacién de este motivo en la proteina. En el caso de FeoC
se localiza en la zona N-terminal, por lo que se podria clasificar como un represor

transcripcional. El alineamiento de multiples proteinas FeoC mostré que posee una
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regién conservada con cuatro cisteinas donde se podrian unir los cluster Fe-S actuando
asi como sensor de hierro. La union del cluster Fe-S podria resultar en cambios
conformacionales en la proteina modificando su afinidad por el DNA (176). Se necesitan
mas estudios sobre FeoC para confirmar su papel en el transporte de hierro ferroso (165,

170).

Se ha demostrado que el sistema Feo es esencial para la virulencia de muchas
bacterias no patdgenas, como E. coli K12, asi como de bacterias patdgenas, tales como

Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae o Porphyromonas gingivalis.

Ensayos de transporte de hierro en E. coli mostraron que la delecion de feoA
impedia a la bacteria captar hierro ferroso (167, 168) y que estos mutantes no eran
capaces de colonizar el intestino de ratones (177). Igualmente, se vio que en la ausencia
de feoB, H. pylori era incapaz de colonizar la mucosa gastrica de ratén (178). En el caso
de Vibrio cholerae, la delecién del sistema Feo no afectd a la capacidad de colonizacion
de V. cholerae en un modelo murino (179). A pesar de esto, este sistema es importante
para mantener la homeostasis de hierro en el organismo (180). En otros casos la
supervivencia de la bacteria es dependiente de mdas de un sistema de transporte de
hierro (181-183). La delecién del gen feoB en la cepa de A. baumannii ATCC 17978 redujo
significativamente la eficacia bioldgica de esta bacteria durante una infeccidn sistémica
en ratén. Ademads, experimentos in vitro mostraron que estos mutantes tenian una
supervivencia mucho menor en suero humano y dentro de macréfagos, ademas de ser

hipersensibles a la muerte por péptidos antimicrobianos (184).
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Il. OBJETIVOS

A. baumannii ha emergido en los ultimos afios como un patdgeno peligroso
causante de un gran numero de infecciones y brotes hospitalarios. Esto se debe
principalmente a su extraordinaria capacidad para adquirir y desarrollar factores de
resistencia y de virulencia adaptandose a todo tipo de ambientes desfavorables. Por ello,
se hace necesario el estudio de los diferentes mecanismos que puedan explicar su éxito

como patégeno.

La presente tesis doctoral se centrd en el estudio y caracterizaciéon de dos nuevos
factores de virulencia de A. baumannii. Los titulos de los tres capitulos que conforman

este trabajo, asi como los objetivos de cada capitulo, son los siguientes:

Capitulo I. Secuenciacion y analisis del genoma de la cepa clinica A. baumannii

MAROO02 hiperproductora de biofilm.

Objetivo 1. Secuenciar el genoma de la cepa A. baumannii MAR002

hiperproductora de biofilm.

Objetivo 2. Analizar la secuencia del genoma de la cepa A. baumannii MAR0Q2.

Capitulo Il. Andlisis del papel del gen LH92_ 11085 en la patogénesis de A.
baumannii MAR0O2.

Objetivo 3. Estudiar las caracteristicas fenotipicas de la cepa A. baumannii

MARO002.

Objetivo 4. Determinar el papel del gen LH92_ 11085 en el fenotipo de la cepa A.
baumannii MAR0O2.

Capitulo lll. Implicacidn del gen feoA en la patogénesis de A. baumannii.

Objetivo 5. Analizar los genes de A. baumannii ATCC 17978 sobreexpresados

durante un proceso de neumonia en raton.
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Objetivo 6. Evaluar el papel del gen feoA sobre el eficacia bioldgica, la formacién
de biofilm, la adherencia a superficies bidticas y la resistencia al estrés oxidativo de la

cepa A. baumannii ATCC 17978.

Objetivo 7. Estudiar la implicacién del gen feoA en la virulencia in vivo de la cepa

A. baumannii ATCC 17978.

68



CAPITULOS
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I1l. CAPITULOS

Capitulo I. Secuenciacion y analisis del genoma de la cepa clinica

A. baumannii MAR002 hiperproductora de biofilm.

Resumen

En los ultimos afios se han producido grandes avances en las técnicas de
secuenciacion, por lo que se han reducido notablemente los costes y el tiempo
necesarios para la obtencién de genomas bacterianos. Paralelamente a la evolucién en
las técnicas de secuenciacién, las mejoras en las herramientas bioinformaticas han
permitido el analisis de esta cantidad de informacidon. Todo esto ha conducido a la
descripcion de multitud de genomas bacterianos, permitiendo el estudio simultaneo de
muchos microorganismos de interés. El impacto sobre diversos campos de la biologia ha

sido espectacular.

En este capitulo se muestra el trabajo de secuenciacion del genoma de la cepa
hiperproductora de biofilm Acinetobacter baumannii MAROO2. Dicho trabajo se recoge
en la publicacién Alvarez-Fraga L, Ldpez M, Merino M, Rumbo-Feal S, Tomés M, Bou G,
Poza M. 2015. Draft genome sequence of the biofilm-hyperproducing Acinetobacter
baumannii  clinical strain MAROO2. Genome  Announc  3(4):e00824-15.

doi:10.1128/genomeA.00824-15 que se anexa a continuacion.

La cepa A. baumannii MAROO2 fue aislada a partir de una herida de un paciente
en el Hospital del Mar de Barcelona en el afio 2010 durante el |l Estudio Espafiol de
Colonizaciones/Infecciones por Acinetobacter baumannii (GEIH/REIPI-Ab2010). Se analizé
la capacidad de formar biofilm de 172 aislamientos clinicos pertenecientes a este
estudio. A. baumannii MAROO2 destaco por ser capaz de formar 10 veces mas biofilm que
la cepa tipo A. baumannii ATCC 17978. Por esta razén, A. baumannii MAR002 fue

seleccionada para la secuenciacion y analisis de su genoma.
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La secuenciacién del genoma de A. baumannii MAR0O2 se llevé a cabo usando un
secuenciador GS Junior (Roche) siguiendo los protocolos estandar de secuenciacion 454.
Se generaron un total de 163,265 lecturas con un tamafio medio de 541.12 pb. El 99.23%
de estas lecturas fueron ensambladas en 119 contigs que posteriormente se ordenaron y
unieron hasta formar 2 scaffolds. Las secuencias de estos scaffolds se depositaron en el
GenBank (cédigos de acceso, JRHB01000001 y JRHB01000002). La anotacion del genoma
se realizd utilizando el programa de anotacidn de genomas procariotas del NCBI. El
tamafio estimado del genoma resulté ser de 3.72 Mb, mostrando un contenido de G+C
de 39.09%, un total de 3.300 regiones codificantes, 75 pseudogenes, 60 ARNt, y 6 clusters
de ARNTr.
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Acinetolmctcr baumannii is a nonfermentative Gram-negative
coccobacillus. Although this species is a normal inhabitant of
the human skin flora, intestinal tract, and respiratory system, it
has been shown to cause nosocomial infections, particularly in
immunocompromised individuals (1, 2). Biofilm formation is fre-
quent in clinical strains of A. baumannii and is an important re-
quirement for chronic colonization of human tissues and persis-
tence in hospital surfaces and medical devices (3, 4). In this study,
we report a draft genome sequence of the biofilm-hyperproducing
A. baumannii strain MAR002, isolated from a wound sample col-
lected from a patient. Genomic DNA was isolated using the Wiz-
ard genomic DNA purification kit (Promega) following the man-
ufacturer’s protocols. Genome sequencing was performed using
the GS Junior sequencer (454 Life Sequencing Inc., Branford, CT).
A whole-genome shotgun fragment library was constructed using
the rapid library preparation kit from 500 ng of genomic DNA.
The GS Junior Titanium emulsion PCR (emPCR) kit (Lib-L) was
used for the amplification of the shotgun library. The GS Junior
Titanium sequencing kit combined with the GS Junior Titanium
PicoTiterPlate kit was used to determine the nucleotide sequence
of the amplified DNA library. Standard 454 pyrosequencing pro-
tocols were followed. Reads were assembled into contigs using the
454 gsAssembler software program with default parameters. Con-
tigs were reordered onto the A. baumannii ATCC 17978 (NCBI
reference sequence no. NC_009085.1), A. baumannii AB0057
(NC_011586.1), A. baumannii AYE (NC_010410.1) and A. bau-
mannii AbH120-A2 (CP009534.1) reference genomes using the
contig ordering tool of the Java-based graphical-interface pro-
gram Mauve (version 2.3.1) (5, 6). Specific nucleotides were de-
signed for PCR procedures followed by Sanger sequencing in or-
der to close gaps. Genome annotation was performed using the
NCBI Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline.
PHAST (Phage Search Tool) was used to identify prophage se-
quences within the A. baumannii MAR002 genome (7). A total of
163,265 reads (77,182,857 bp) were generated, with an average
length of 541.12 bp, and 99.23% of the reads were assembled. A
total of 119 contigs were obtained, 111 of which were large contigs
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(>500 bp) with lengths between 574 bp and 170,823 bp. The av-
erage size of these large contigs was 32,989 bp, and the N, was
61,192 bp. After the contig assembly two scaffolds were obtained,
scaffold 01 with a length of 2,960,191 bp and a 38.92% G+C
content and scaffold 02 with a length of 757,739 bp and a 39.70%
G+C content. The estimated complete genome size was 3.72 Mb,
with a G+C content of 39.09%. A total of 3,300 protein-coding
sequences, 75 pseudogenes, 69 tRNAs, and 6 rRNA clusters were
predicted. Using the RAST program, A. baumannii AYE, A. bau-
mannii ACICU, and A. baumannii AB900 were identified as the
closest neighbors, with scores of 535, 515, and 492, respectively
(8, 9). PHAST analysis revealed a putative intact phage inte-
grated in the genome similar to Acinetobacter phage Bphi-
B1251 (NC_019541.1), with a length of 54.1 kb, 62 protein-
coding sequences, and a G+ C content of 36.99%.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-
genome shotgun project has been deposited at GenBank into
two scaffolds under the accession numbers JRHB0O1000001 and
JRHB01000002.
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Capitulo Il. Andlisis del papel del gen LH92 11085 en la
patogénesis de A. baumannii MAR0O2.

Resumen

En los ultimos afios, A. baumannii ha adquirido gran importancia en el ambito de
la microbiologia clinica debido al incremento de las infecciones y brotes hospitalarios
causados por este microorganismo (16, 17, 185). Estos brotes resultan muy dificiles de
controlar debido a la gran capacidad que tiene este patdégeno para desarrollar

mecanismos de resistencia a antibidticos y sobrevivir en condiciones desfavorables.

La colonizacion por A. baumannii de mucosas o instrumental médico, como
pueden ser catéteres o tubos endotraqueales, puede evolucionar hacia la formacién de

biofilm lo que aumenta el riesgo de bacteriemias e infecciones respiratorias graves.

La capacidad de A. baumannii de adherirse y formar biofilm, tanto en superficies
bidticas como abidticas, puede explicar parte del éxito que tiene este patdégeno dentro
del ambiente hospitalario, ya que esta forma de vida sésil le permite escapar de la accidn
de los antibidticos y otros agentes antimicrobianos, ademds de evadir la respuesta

inmune del huésped.

En el presente capitulo se describe el trabajo recogido en la publicacién Laura
Alvarez-Fraga, Astrid Pérez, Soraya Rumbo-Feal, Maria Merino, Juan Andrés Vallejo,
Emily J. Ohneck, Richard E. Edelmann, Alejandro Beceiro, Juan C. Vazquez-Ucha, Jaione
Valle, Luis A. Actis, German Bou & Margarita Poza (2016) Analysis of the role of the
LH92 11085 gene of a biofilm hyper-producing Acinetobacter baumannii strain on
biofilm formation and attachment to eukaryotic cells, Virulence, 7:4, 443-455, DOI:

10.1080/21505594.2016.1145335 que se anexa a continuacion.

Los estudios fenotipicos de la cepa A. baumannii MARO002 revelaron su
extraordinaria capacidad de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales humanas.

Ademas, los analisis de microscopia electrdnica de transmisidon mostraron la presencia en
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la superficie celular de dos tipos de pili. Tras analizar el genoma de esta cepa (Capitulo 1),
se identificd un gen que codificaba la subunidad mayor de un pilus de tipo chaperona-
usher. Dicho gen se encontraba sobreexpresado 25 veces en células sésiles asociadas al

biofilm en comparacién con células libres plancténicas.

El siguiente objetivo consistid, por tanto, en el estudio del papel de este gen,

LH92_11085, en la patogénesis de A. baumannii MAR0O2.

La delecion de este gen redujo de forma significativa la capacidad de MAR0O2 de
formar un biofilm tridimensional y de adherirse a células epiteliales humanas. Ademas,
los analisis mediante microscopia electrénica de transmisién del mutante isogénico,

revelaron la ausencia de uno de los dos tipos de pili que aparecian en la cepa salvaje.

El papel del gen LH92_11085 en la virulencia de la cepa A. baumannii fue
analizado a través de experimentos de viabilidad de células epiteliales humanas. Se
observé que, al delecionar este gen, la virulencia de A. baumannnii MAROO2 se reducia

significativamente.

Estos resultados indicaron el potencial papel del gen LH92 11085 en la

patogénesis de A. baumannii MAR0Q2.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a nosocomial pathogen that has a considerable ability to survive in the
hospital environment partly due to its capacity to form biofilms. The first step in the process of
establishing an infection is adherence of the bacteria to target cells. Chaperone-usher pili assembly
systems are involved in pilus biogenesis pathways that play an important role in adhesion to host
cells and tissues as well as medically relevant surfaces. After screening a collection of strains, a
biofilm hyper-producing A. baumannii strain (MAR002) was selected to describe potential targets
involved in pathogenicity. MAR002 showed a remarkable ability to form biofilm and attach to A549
human alveolar epithelial cells. Analysis of MAR002 using transmission electron microscopy (TEM)
showed a significant presence of pili on the bacterial surface. Putative protein-coding genes
involved in pili formation were identified based on the newly sequenced genome of MAROO2 strain
(JRHB01000001/2 or NZ_JRHB01000001/2). As assessed by qRT-PCR, the gene LH92_11085,
belonging to the operon LH92_11070-11085, is overexpressed (ca. 25-fold more) in biofilm-
associated cells compared to exponential planktonic cells. In the present work we investigate the
role of this gene on the MAR002 biofilm phenotype. Scanning electron microscopy (SEM) and
biofilm assays showed that inactivation of LH92_11085 gene significantly reduced bacterial
attachment to A549 cells and biofilm formation on plastic, respectively. TEM analysis of the
LH92_11085 mutant showed the absence of long pili formations normally present in the wild-type.
These observations indicate the potential role this LH92_11085 gene could play in the pathobiology
of A baumannii.
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Introduction

Acinetobacter baumannii is a non-fermentative, oxi-
dase negative, non-flagellated, Gram-negative cocco-
bacillus that has emerged as an important hospital
pathogen causing severe infections in compromised
patients, including bacteremia and pneumonia.'”
The remarkable ability of this pathogen to develop
antibiotic resistance and persist in stressful or other-
wise unfavorable conditions makes the prevention

and treatment of the infections caused by this patho-
gen difficult. Recently, outbreaks caused by multire-
sistant strains of A. baumannii have emerged,
causing serious health problems.*® Consequently, A.
baumannii was recently listed as one of the six most
dangerous opportunistic pathogens worldwide.” The
ability of A. baumannii to form biofilms may explain
its extreme resistance to antibiotics and many other
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antimicrobial agents as well as its ability to evade
host defenses.* ' A bacterial biofilm is an organized
community of bacteria embedded within a self-pro-
duced matrix made of extracellular polymeric sub-
stances.'"'? The A. baumannii colonization of
mucosal surfaces or contamination of medical devi-
ces, such as intravascular catheters or endotracheal
intubation devices may result in biofilm formation,
increasing the risk of bloodstream and respiratory
infections.'>'* Processes involved in biofilm forma-
tion by A. baumannii are controlled by complex reg-
ulatory networks, including those based on the
presence of antibiotic resistance genes, environmen-
tal conditions, or cell density.'*'® A recent study
established the complete transcriptome profiles of
planktonic and biofilm cells of A. baumannii ATCC
17978 revealing 1,621 genes over-expressed in bio-
film cells compared to planktonic cells and 55 genes
only expressed in sessile bacteria.'” To date, several
gene products have been shown to be involved in
adhesiveness and biofilm formation by A. bauman-
nii. The CsuA/BABCDE pilus chaperone-usher
assembly system, which is regulated by the two-com-
ponent regulatory system BfmS/BfmR,*’ is essential
for the attachment to abiotic surfaces by A. bauman-
nii ATCC 19606" strain.”' In addition, the 854-kDa
outer membrane protein homolog of the staphylo-
coccal biofilm-associated protein (Bap) was described
as involved in the stabilization of A. baumannii bio-
films.”> Actually, BAP-like proteins 1 and 2 (BLPI

Figure 1. Quantification of biofilm formation in 25 A. baumannii
clinical isolates selected from a collection of 172 hospital-
acquired strains during the 2nd Spanish Study of colonization/
infection caused by A. baumannii (GEIH/REIPI-Ab2010). Experi-
ments were performed in triplicate and each bar represents the
mean = standard deviation (* P value < 0.0001).

and BLP2) were shown to be involved in the abilities
of A. baumannii AYE strain to form biofilm and to
adhere to epithelial cells.”> The outer membrane pro-
tein OmpA has also been described in A. baumannii
to be involved in the development of robust biofilms
on plastic and it has been characterized as essential
for bacterial attachment to A549 human alveolar epi-
thelial cells.”* Pili play an important role in adhesion
to biotic or abiotic surfaces and in biofilm forma-
tion. Pili are 1- to 3-um-long hair-like bacterial
appendages with diameters between 2 and 8 nm
built by protein subunits called pilins. Chaperone-
usher assembly systems are involved in pilus biogen-
esis pathways that harbor genes coding for usher,
chaperone and fimbrial/pilus subunit proteins. The
chaperone and usher proteins are the accessory pro-
teins needed to assemble subunits into a pilus and
secrete the final assembled appendage.”” In 2008,
Tomaras et al?® correlated the expression of the
csuA/BABCDE  chaperone-usher pilus  assembly
operon with the presence of pili around the cell sur-
face. Chabane et al.*® studied the pellicle formation
of A. baumannii ATCC 17978 and found three subu-
nits of pili encoded by genes A1S_2218 (CsuA/B),
A1S_1510 and A1S_2091, assembled by chaperone-
usher systems and coding for the most abundant
proteins embedded within the pellicle matrix. The
recent genome analysis of A. baumannii strain
MAR002%7 allowed us to identify the LH92_11085
gene which has a role in adherence and biofilm for-
mation. In the present work the LH92_11085 gene
has been functionally characterized for the first time.
We demonstrated that this gene is necessary for
mature biofilm formation and adherence to eukary-
otic cells being implicated in the virulence of this
microorganism.

Results

Biofilm formation in Acinetobacter baumannii in a
clinical collection

The biofilm formation abilities of 172 A. baumannii clin-
ical isolates were investigated (data not shown). Figure 1
shows the data obtained for 25 of these clinical isolates,
revealing that most of them had an ODsggs0 ratio
between 0.23 and 3.2. In contrast, the MARO002 isolate
demonstrated a hyper-producing biofilm phenotype by
being able to form ca. 10 times more biofilm compared
to an ATCC-type strain such as A. baumannii 17978.
Quantitative analysis of biofilms formed on an abiotic
surface was performed and demonstrated that the clini-
cal isolate named MARO002, assigned to the ST271
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Table 1 Expression level of genes involved in pili formation detected in planktonic and biofilm-associated cells of the MAR002 strain,

assessed by qRT-PCR.

Gene code in MAR002
(JRHB01000001/2 and NZ_JRHB01000001/2)

Gene code in ATCC
17978 (CP000521.1)

Putative functions
in ATCC 17978

Gene
expression level

Exponential planktonic cells  Biofilm-associated cells

LH92_03275 LH92_RS03235
LH92_03820 LH92_RS03765

A15_0690 FilA
A1S_3569

Hypothetical protein

0,0022 + 0,0009
0,0013 =+ 0,0002

0,0022 =+ 0,0008
0,0033 40,0011

LH92_07655 LH92_RS07535 A1S_1507 Fimbrial protein 0,0002 + 0,00005 0,0038 =+ 0,0028
LH92_07670 LH92_RS07550 A15_1510 Fimbrial protein 0,1863 =+ 0,0958 0,8259 40,1918
LH92_ 08970 LH92_RS08835 Not found — 0,3566 + 0,0633 0,6948 =+ 0,0647
LH92_08985 LH92_RS08850 Not found — 0,0198 + 0,0035 0,0816 =+ 0,0105
LH92_11070 LH92_RS10905 A15_2088 Hypothetical protein 0,0016 =+ 0,0005 0,0054 =+ 0,0005
LH92_11085 LH92_RS10920 A1S_2091 Putative exported protein  0,1083 40,0108 2,7051 £ 0,5923
LH92_11710 LH92_RS11540 A15_2218 CsuA/B 0,4429 + 0,0770 0,1485 + 0,0189
LH92_16105 LH92_RS15875 A15_3167 PilY1 0,0979 £ 0,0169 0,1410 & 0,0552
LH92_16175 LH92_RS15945 A15_3177 Fimbrial protein 0,1158 £+ 0,0618 0,0697 =+ 0,0068

genotype, emerged with a remarkable capacity to form
biofilm on a plastic surface (P value < 0.0001). There-
fore, the MARO002 isolate was selected from the clinical
strains collection for studying potential targets involved
in pathogenesis.

Expression level of genes coding for pili in the
MARO002 strain

Since pili proteins play an important role in adhesion to
biotic and abiotic surfaces, we examined the differential
transcription of 11 predicted genes potentially involved
in pili formation according to the analysis of the
MAR002 genome >’ by qRT-PCR. Table 1 shows the
expression level of these genes in planktonic exponential
and biofilm-associated cells. During this screening, the
gene LH92_11085 was detected as overexpressed: ca. 25-
fold more in biofilm-associated cells compared to expo-
nential planktonic bacteria (Table 1). The expression of
the LH92_11085 gene from planktonic and sessile cells
of ATCC 17978 was investigated and compared with
MARO002. Gene LH92_11085, annotated in ATCC 17978
as A1S_2091, was also overexpressed (ca. 10-fold more)
in ATCC 17978 biofilm-associated cells compared to
exponential planktonic cells. In addition, the expression
level of this gene in biofilm-associated cells was higher
(ca. 7.5-fold more) in the MAROO02 strain compared to
ATCC 17978.

Characterization of LH92_11070-11085 operon in
A. baumannii MAR002

LH92_11085 is a 531-bp long gene that encodes a protein
of 176 amino acids. This gene is part of a cluster containing
4 open reading frames. Total RNA was reverse transcribed
and amplified to determine if genes from LH92_11070 to

LH92_11085 formed a polycistronic operon. As shown in
Figure 2, all primer combinations amplified an intergenic
fragment from c¢DNA, demonstrating that genes from
LH92_11070 to LH92_11085 are co-transcribed as a single
operon. Amplification fragments had the same length as
those obtained from genomic DNA of A. baumannii
MARO02. There was not any amplification from total RNA
when used as negative control (data not shown). The
operon was shown to be composed by 4 genes coding for a
fimbrial protein subunit (LH92_11070), an usher
(LH92_11075), a chaperone (LH92_11080) and a pilus rod
(LH92_11085).

Figure 2. cDNA amplification of genes from the LH92_11070-
11085 operon of A. baumannii MAR002 strain. The intergenic
regions from genes LH92_11070-11075, LH92_11075-11080 and
LH92_11080-11085 are shown in lanes 1, 2 and 3, respectively.
Genomic DNA was used as template for positive control (lanes 6
to 8, respectively). Lanes 4 and 9 show the gyrB amplification
from cDNA and DNA, respectively (positive controls). Lane 5
shows the GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific).
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Construction of the A11085 strain

Structure prediction analysis using Phyre2 ** suggested
that the product of the LH92_11085 gene may have a
similar structure to the major type 1 pilus subunit FimA
of Escherichia coli*® To investigate the role of this gene
in cellular functions such as biofilm formation and
adherence, a LH92_11085 knockout derivative of
MARO002 (A11085) was constructed by deleting part of
the LH92_11085 gene by double crossover recombina-
tion, using the plasmid pMo130.* The knockout deriva-
tive strain construction was confirmed by PCR. The
expression level of each gene of the pili cluster was deter-
mine and the qRT-PCR results confirmed that only the
LH92_11085 gene expression was null in the A11085
strain (data not shown).

Effect of LH92_11085 gene inactivation on biofilm
formation

The MAR002 A11085 isogenic derivative described
above was used to investigate the role of this gene in bio-
film formation. Quantitative biofilm assays proved that
there was a significant difference between the biofilms
formed by the MARO002 parental strain and the A11085
mutant, which showed a biofilm deficient phenotype
(Fig. 3A). The inactivation of LH92_11085 gene led to a
significantly reduced biofilm formation compared with
that formed by the parental strain under the same exper-
imental conditions (P value 0.0032) (Fig. 3A). Comple-
mentation of the knockout strain with the parental allele
(A11085 complemented) restored the wild-type biofilm
formation phenotype (Fig. 3A).

A deeper analysis of biofilm structures using SEM
showed the role of LH92_11085 gene on biofilm archi-
tecture. Unlike strain ATCC 17978, which is a poor bio-
film former (micrograph a, Fig 3B), MAR002 showed a
remarkable capacity to attach to and form a multilayered
mature and three-dimensional organized biofilm on the
analyzed surface including at the liquid-air interface
(micrograph b, Fig. 3B). MAR002 also showed multilay-
ered mature biofilm on both above and below areas of
the liquid-air interface (data not shown). However, the
A11085 strain formed significantly simpler and fewer
cell aggregates at the liquid-air interface. Mostly, this
mutant strain forms unorganized single layers of adher-
ent cells on the analyzed surfaces (micrograph c, Fig 3B).
The complementation of the mutant strain with a plas-
mid copy of the parental allele showed the formation of
biofilm with a three-dimensional structure similar to
that displayed by MAR002 parental strain (micrograph
d, Fig. 3B). These results are in agreement with the data
obtained with crystal violet biofilm assays (Fig. 3A).

A 15+ — P om0t — —
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111085
complemented

ATCC 17978 MAR002 A11085

Figure 3. A) Quantification of biofilm formation by crystal violet
staining. Eight independent replicates were done. Students t-test
was done, values are means and bars indicate the standard devia-
tion. B) SEM analysis of bacterial biofilm on plastic surface at the
liquid-air interface of the A. baumannii strains a) ATCC 17978, b)
MAR002, <) MAR002A11085 and d) MAR002A11085 comple-
mented. All micrographs were taken at 5,000x magnification.
Bars indicate the scale marks (2 y«m).

Effect of LH92_11085 gene inactivation on
attachment to eukaryotic cells

The interaction of MARO02 and its derivative strains with a
biotic surface was also examined. To address this issue,
A549 human alveolar epithelial cells were infected with
ATCC 17978, MAR002, A11085 or the A11085 comple-
mented strain to determine their ability to attach to eukary-
otic cells and thus, to investigate the role of the LH92_11085
gene in adherence. A549 alveolar cells were infected for 3
and 24 h showing that MAR002 adhered to A549 cells ca.
60-fold and 1000-fold more than ATCC 17978, respectively
(P value < 0.0001), which was used as a non-adherent con-
trol strain (Fig. 4). After 3 h of incubation 2.5% of MAR002
cells attached to A549 cells. Figure 4A also shows how the
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Figure 4. Quantification of bacterial adhesion to A549 human
alveolar epithelial cells by A. baumannii ATCC 17978, MAR002,
MAR002A11085 (A11085) and MAR002A11085 complemented
(A11085 complemented). A) Percentage of attached bacteria
after 3 h of infection. B) Percentage of attached bacteria after
24 h of infection. Four independent replicates were performed.
T-student test were done and bars indicate the standard
deviation.

lack of LH92_11085 gene significantly reduced the attach-
ment of MAR002 to A549 cells, resulting in only 0.9% of
bacteria attached (P value 0.0008). After 24 h of incubation
the number of attached MARO02 cells reached the 53% and
the A11085 derivative strain showed a reduced adherence
phenotype (18%, P value 0.0008) (Fig. 4B). When the
mutant strain was complemented the phenotype was
restored, with 2.20% and 39% of bacteria attached to the epi-
thelial cells, at 3 and 24 h respectively. Further, invasiveness
experiments performed after 24 h of incubation showed
that just 0.5 % and 0.2 % of MAR002 and A11085 mutant
cells, respectively, were able to invade the eukaryotic cells
(data not shown).
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SEM analysis confirmed that the ability of the
LH92_11085-deficient strain to attach to A549 cells was
reduced (Fig. 5). Microscopy observations and attach-
ment assays showed that parental and knockout comple-
mented strains were able to attach to A549 cells at a
similar level, while the A11085 mutant strain showed a
reduced attachment phenotype (Fig. 5). Only the paren-
tal strain was able to form three-dimensional biofilm
structures on the top of the polarized A549 cells (micro-
graph C, Fig 5). Damage of A549 cells can be assessed by
the amount of surfactant present on top of the polarized
A549 cells. The MARO002 strain and its derivative mutant
caused serious damage on A549 polarized cells as com-
pared with the ATCC 17978 strain (micrographs D and
E, Fig. 5). Micrograph A (Fig. 5) shows uninfected polar-
ized A549 cells covered by surfactant, which represents a
healthy monolayer. The A549 cells still show surfactant
after 72 h from infection with the ATCC 17978 strain
(micrograph B, Fig. 5) while surfactant has gone in the
case of the A549 cells infected with the MAR0O2 strain
under the same conditions (micrograph D, Fig. 5).
Although the A11085 mutant strain showed a consider-
able reduction in the amount of adhered bacteria, the
lack of surfactant indicated that the polarized cells were
damaged (micrograph E, Fig. 5). In the case of the com-
plemented strain (micrograph F, Fig. 5), surfactant can
still be seen underneath the A549 cells, which indicates
that this strain produces less damage than the parental
strain, but also partially restores the attachment
phenotype.

Cell surface structures in MAR0O2 and its derivative
strains

Bacteria produce numerous cell surface structures that
can be used in cell adhesion and attachment to surfaces.
We investigated the production of pili in A. baumannii
MARO002 and derivative strains, under the same culture
conditions used in the biofilm assays previously
described, using negative staining and transmission elec-
tron microscopy (TEM). Examination of the surface
appendages produced by these strains revealed quantita-
tive and qualitative differences among the examined
strains. Pili-like structures around ATCC 17978 cells are
very scarce as shown in micrograph A (Fig. 6) where
only one pilus-like formation is marked with a white
arrow. In contrast, TEM showed abundant pili-like
structures around the parental MAR002 cells (micro-
graph B, Fig 6). The MAR002 strain possesses at least
two distinct pili-like structures, (i) shorter bundle-form-
ing pili with a length of 200-300 nm (marked with black
arrows) very abundant and distributed all around the
cell surface and (ii) longer thin type of pili (marked with
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Figure 5. SEM analysis of bacterial attachment to A549 human alveolar epithelial cells. Uninfected and healthy A549 cells covered by
surfactant are shown in micrograph A as a negative control. A549 cells were infected with A. baumannii ATCC 17978 strain (B), with the
MAR002 parental strain (C) and (D), with the MAR002 mutant strain lacking LH92_11085 (A11085) (E) or the mutant strain (A11085)
complemented (F). All micrographs were taken at 5,000x magnification. Bars indicate the scale (2 «m).

white arrows) less abundant and located in certain points
around the cell surface. However, only the shorter pili
formations (marked with black arrows) could be found
in the LH92_11085 null cells (micrograph C, Fig. 6).
Finally, the complemented knockout strain displayed an
increased amount of the longer type of pili (marked with
white arrows) as shown in micrograph D (Fig. 6).

Role of LH92_11085 gene in virulence of MAR002

The ability of A. baumannii MA002 and its derivative
mutant A11085 strain to reduce the viability of A549
human alveolar epithelial cells was assessed using LIVE/
DEAD staining and fluorescence microscopy. The per-
centage of dead A549 cells was measure after 24 h of
infection. As shown in Figure 7, the MARO002 strain

showed an increased virulence (24 % of A549 cell death)
compared to A. baumannii ATCC 17978 (19% of cell
death), being the difference statistically significant with a
P value of 0.0210. When the LH92_11085 gene was
deleted, the virulence was significantly reduced (P value
0.0086), resulting in 18% of dead cells. The A11085 com-
plemented strain restored the phenotype giving a 34% of
cell death.

Discussion

Multiple factors seem to contribute to the pathogenicity of
Acinetobacter baumannii and its success as an infective
agent. The capacity of A. baumannii to persist in a medical
environment could be partly attributed to its ability to
adhere to human cells and to form biofilm on abiotic
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Figure 6. TEM images of A. baumannii strains ATCC 17978 (A), MAR002 (B), MAR002A11085 (C) and complemented MAR002A11085 (D).
Images were taken at 50,000x magnification. The longer thin pili present in small amounts are pointed out by white arrows. The shorter
thick pili that form a dense halo around the surface are pointed by black arrows. Bars indicate the scale (500 nm).

surfaces. Previous reports have described the ability of cer-
tain clinical strains of A. baumannii to attach to and to
form biofilm, both of them considered as important viru-
lence factors.'***! Bacteria forming a biofilm are enclosed
in a polymeric matrix constituting a protective mechanism
to bacterial survival.*'***** The MAR002 strain has been
assigned to the ST271 genotype which has not been clus-
tered into any International Clonal Lineage ** or into any
emerging group previously classified as higher biofilm
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Figure 7. Quantification of A549 cell death caused by A. bauman-
nii  ATCC 17978, MAR002, MAR002A11085 (A11085) and
MAR002A11085 complemented (A11085 complemented). Four
independent replicates were performed. T-student test were
done and bars indicate the standard deviation.

producers.’® However, during the present work MAR002
was identified as an isolate with a high ability to form bio-
film on abiotic surfaces and a remarkable capacity to attach
to A549 human alveolar cells when compared to ATCC
17978. These observations make MAR002 a good model
strain to identify potential targets involved in the pathoge-
nicity of A. baumannii. There are many studies that corre-
late the ability to form biofilm with the adhesion to
eukaryotic cells. For example, Lee et al*' found a correla-
tion between the ability to form large amounts of biofilm
and epithelial cell adherence after a screening of a collection
of A. baumannii multidrug-resistant isolates. Our electron
microscopy data indicate that MAR002 produces at least
two types of pili-like structures all around its surface: (i)
thick, bundle-forming pili of 200-300 nm that form a dense
halo around the bacterial cell surface and (ii) thin, longer
pili present in smaller amounts. It was hypothesized that
the ability of MAR002 to form biofilm and adhere to A549
human alveolar cells could be due to the presence of this
large amount of pili. Thus, based on this observation, a
study of genes that could somehow be involved in pili pro-
duction was performed in order to explain the hyperpilia-
tion phenotype as well as the high biofilm and attachment
abilities of this strain. The expression level analysis of some
of the pili genes identified in the newly sequenced genome
of A. baumnannii MAR002 strain *” gave us three candidate
genes, LH92_11085, LH92_07670 and LH92_08970, with a
potential role in biofilm formation. LH92_11085 and
LH92_07670 corresponded with the A1S_2091 and
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A1S_1510 genes in ATCC 17978 strain whereas
LH92_08970 was not found in the ATCC 17978 genome.
In a recent work, the pellicle matrix of three representative
clinical strains of A. baumannii was analyzed.*® Associated
with this pellicle matrix the authors described three subu-
nits of pili assembled by chaperon-usher systems: CsuA/B
and the products of genes A1S_1510 and A1S_2091. Our
findings agree with Chabane et al.*® since we have detected
an over-expression of genes A1S_1510 (LH92_07670) and
A1S_2091 (LH92_11085) in biofilm-associated cells when
compared to planktonic MARO02 bacteria. The csuA/B
gene (LH92_11710) was also found to have higher expres-
sion levels in both exponential phase and biofilm associated
cells compared with other genes studied; however, this gene
was not overexpressed in biofilm cells compared to plank-
tonic exponential cells. The A1S_1510 gene, which codes
for a predicted fimbrial protein in A. baumannii ATCC
17978, and the ATCC 19606" csuA/B gene both have been
reported as involved in biofilm formation.'*' However,
the LH92_11070-11085 homolog operon previously
described in ATCC 17978 (A1S_2088-2091) has not been
functionally characterized although Giles et al. suggested its
potential role in biofilm formation.”’” Since LH92_11085
gene showed the highest expression level among the ana-
lyzed encoding pili genes, we selected it to investigate
whether this gene, integrated into the operon LH92_11070-
11085, plays a role in the biofilm hyper-producing pheno-
type shown by MAR002. SEM analysis showed that the
absence of the LH92_11085 gene reduced but did not abol-
ish bioflm mass in MAR002. The ability of the
LH92_11085 isogenic-deficient derivative to attach to the
plastic surface has been demonstrated although it was not
able to form a mature multilayered biofilm. Similar results
were found with a homologue of a staphylococcal biofilm-
associated protein (Bap), which was shown to be involved
in maintaining the mature biofilm architecture in A. bau-
mannii 307-0294 strain.*> Bap protein is involved in the
adherence of the A. baumannii Ab307 strain to both nor-
mal human bronchial epithelial cells and normal human
neonatal keratinocytes.®® Similarly, the BLP1 and BLP2
mutant derivative strains of A. baumannii AYE, showed a
decrease in biofilm formation and adhesion to A549 cells
abilities.”” In agreement with the results obtained with abi-
otic surfaces, the LH92_11085 gene proved to be important
for the ability of MAR002 to attach to biotic surfaces, spe-
cifically to A549 human alveolar epithelial cells. Data indi-
cated that the LH92_11085 gene plays an important role in
biofilm formation and attachment to A549 polarized cells.
TEM analysis was performed in order to detect any change
on the pili structures produced by MAR002 and we
observed that the longer pili detected in the wild-type strain
were more abundant in the complemented strain and did
not appear in the knockout strain. This observation led us

to correlate the expression of the LH92_11085 gene with
the presence of the longer pili. The greater abundance of
the longer pili in the complemented strain compared to the
wild-type could be explained by the higher expression level
of the LH92_11085 gene in the complemented strain than
in the wild-type, as assessed by qQRT-PCR, which is proba-
bly due to the control of a strong promoter harbored in the
pWH1266 plasmid as well as the copy number of this shut-
tle plasmid vector.

The MAR002 LH92_11070-11085 operon described in
the present work belongs to the type I pili systems, previ-
ously associated with biofilm formation.'”?' Using bioin-
formatic tools this operon was found to have similar
structure to the Fim and Pap systems previously described
in E. coli * or to the CsuA/BABCDE pilus chaperone-
usher assembly system described in A. baumannii strain
ATCC 19606".>" However, when comparing the genetic
structures of pili systems it seems that the CsuA/BABCDE
system possesses 2 fimbrial subunits more in the pilus tip
than the pili system here described. In A. baumannii
ATCC 19606", the CsuA/BABCDE was characterized as a
chaperone-usher pili assembly system involved in adhe-
sion to abiotic surfaces and biofilm formation,”" while
CsuA/BABCDE-independent short pili were shown to be
involved in adherence of bacteria to biotic surfaces.”
However, the LH92_11085 gene, belonging to the
MARO002 LH92_11070-11085 operon described here,
plays a role in the interaction of MAR002 cells with both
abiotic and biotic surfaces. The MAR002 pili system
seems to be structurally and functionally different from
the PilA-based system previously described in A. bau-
mannii M2 strain, which belongs to the type IV pili sys-
tems and that has been related with twitching motility.*’
Genetic analysis showed that the MAR002 pili system is
composed by four genes coding for a fimbrial protein sub-
unit (LH92_11070), an usher (LH92_11075), a chaperone
(LH92_11080) and a pilus rod (LH92_11085). The pre-
dicted structure of the protein encoded by the
LH92_11085 gene showed to be similar to FimA of E.
coli,”” that belongs to the Fim system, which corresponds
to the protein encoded by the A1S_2091 gene in the
ATCC 17978 A. baumannii strain. Moreover, its impor-
tant role in pili subunits formation agrees with those
found for FimA and PapA from E. coli ** and also with
the CsuA/B described in ATCC 19606" strain.*' Finally,
since the lack of the LH92_11085 gene had an effect on
the viability of A549 cells as assessed by live/dead assays
as well as on adherence and biofilm formation, we suggest
that this gene could be partly responsible for the virulence
of the A. baumannii MARO02 strain.

In summary, the results presented in this work show
the remarkable ability of the A. baumannii MAR002
clinical strain to attach to A549 human alveolar epithelial
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cells and to form a robust multilayer mature biofilm on
plastic surfaces. The LH92_11085 gene predicted to
encode for a pili subunit belongs to a gene operon
(LH92_11070-11085) coding for a functionally unchar-
acterized A. baumannii MAR002 pili assembly and
secretion system. Data presented in this report indicate
this LH92_11085 gene is required for the development
of a mature biofilm on plastic as well as for the attach-
ment of bacteria to A549 human alveolar cells and the
ability to cause eukaryotic cell death. Taken together,
these observations indicate the potential role this
LH92_11085 gene could play in the pathobiology of A.
baumannii and its value as a potential target to impair
host pathogen interactions that are critical in the patho-
genesis and virulence of this pathogen.

Material and methods
Bacterial strains and culture conditions

A total of 172 strains collected during the 2nd Spanish
study of colonizations/infections caused by A. baumannii
(GEIH/REIPI-Ab2010)*" were used for phenotypic analy-
sis, being 25 representative strains further selected for bio-
film formation assays. One of them was Acinetobacter
baumannii strain MAR002, isolated from a wound sample
collected from a patient in the Hospital del Mar (Barce-
lona, Spain). A. baumannii and Escherichia coli strains
were routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth. Agar at
2% was added when necessary. All strains were grown at
37°C with shaking (180 rpm), and stored at —80°C in LB
broth containing 10 % glycerol. The concentration of
kanamycin (Sigma-Aldrich) used for selection of trans-
formant strains was 50 j¢g/mL. Swimming broth medium
(SB), containing 10 g tryptone/L and 5 g NaCl/L, was
used for biofilm analysis. For obtaining planktonic cells, a
single colony of both A. baumannii MAR002 and ATCC
17978 strains was taken from LB agar plates and grown
in 5 mL of LB broth overnight. One mL of the resulting
culture was used to inoculate 100 mL of LB broth. Optical
density (ODgonm) Was evaluated each 30 min to deter-
mine bacterial growth. Cells were harvested during the
exponential phase (ODgypnm = 0.6) and resuspended in
RNA later reagent (Sigma-Aldrich), frozen using liquid
nitrogen and stored at —80°C.

Biofilm generation for qRT-PCR assays

A. baumannii MARO02 biofilms used to isolate total
RNA for qRT-PCR studies were obtained in the Fermen-
tation Laboratory of the Agrobiotechnology Institute
(Navarra, Spain). A sample from an overnight culture of
A. baumannii grown in LB broth was used to inoculate
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60-mL microfermentors (Institute Pasteur, Paris,
France), which were then maintained at 37°C for 24 h.
The bacterium was grown in LB broth medium under a
continuous-flow culture system and continuous aeration
consisting of 40 mL of compressed, sterile air/h. Biofilms
that formed on the slides were removed with a cell
scraper and frozen in liquid nitrogen at —80°C.

Bioinformatic analysis

Multiple-genome alignment tool from MAUVE software
(version 2.3.1) was used for comparative genomics.42 The
3-dimensional structure of the protein studied was pre-
dicted using the Phyre2 server.”® The Interpro program
was used for the functional analysis of proteins.*’ MLST
Pasteur database (http://pubmlst.org/abaumannii/) was
used to determine the sequence type (ST) of A. bauman-
nii MAROO2 strain.

RNA extraction and real-time RT-PCR

High Pure RNA Isolation Kit (Roche) was used to isolate
RNA from planktonic exponential growth phase cells
and sessile biofilm-associated cells. RNA samples were
treated with DNAse I and purified with RNeasy MinE-
lute Cleanup Kit (Qiagen). The samples were quantified
using a BioDrop uLITE (Isogen Life Science). Real-time
reverse transcription-PCR (qRT-PCR) was carried out to
determine the expression level of the genes of interest
using UPL probes (Roche). The LightCycler 480 RNA
Master hydrolysis probes kit and a LightCycler 480 RNA
instrument (Roche) were used following the program:
initial incubation of 65°C, 3 min, followed by a denatur-
ation step at 95°C for 30 s, 45 cycles at 95°C, 15 s and
60°C, 45 s, and a final elongation step at 40°C, 30 s.
Three independent biological replicates were done. The
expression level was standardized relative to the tran-
scription level of the housekeeping gene gyrB. In order to
check whether genes are cotranscribed and belong to a
polycistronic operon, the cDNA was obtained from RNA
samples using the iScrip™ c¢DNA Synthesis Kit (Bio-
Rad) following the manufacturer’s recommendations.
The cDNA of MARO002 strain was amplified with GoTaq
DNA Polymerase (Promega). Pairs of primers were
designed to be complementary to the 3’ end of every
gene and the 5" end of the next one. Genomic DNA of A.
baumannii MAR002 was used as template for positive
control and total RNA was used as template for the nega-
tive control of the amplification. These analyses were
done in triplicate. The primers and probes used were
those listed in Table S1.
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Quantitative biofilm assay

Biofilm formation was quantified following the procedure
described by Tomaras et al,”' with some modifications. A.
baumannii was grown on LB agar for 18 h at 37°C and
used to inoculate 5 mL of LB broth. Cultures were grown
at 37°C with shaking. Overnight cultures were pelleted,
washed and resuspended in 5 mL of SB. A 1:100 dilution
of each strain was incubated at 37°C for 48 h under static
conditions. Growth culture was measured at ODg, to
estimate total cell biomass. Biofilm formation was quanti-
fied by staining with crystal violet and solubilisation with
ethanol-acetone. The ODsg(/ODg ratio was used to nor-
malize the amount of biofilm formed to the total cell con-
tent of each sample tested to avoid variations due to
differences in bacterial growth under different experi-
mental conditions. Eight independent replicates were per-
formed. Student’s t-test was performed to evaluate the
statistical significance of observed differences between
MARO02 strain and its derivative strains.

Constructions of knockout strain

Plasmid pMo130 [Genbank: EU862243], a suicide vector
containing the genes xylE, sacB and a kanamycin resis-
tance marker, was used as described by Hamad et al.*
Briefly, 900-1000 bp upstream and downstream regions
flanking the gene selected for deletion in A. baumannii
MARO002 were cloned into the pMo130 vector using pri-
mers listed in Table S1. The resulting plasmid was used
to transform A. baumannii by electroporation. Recombi-
nant colonies representing the first crossover event were
obtained using a combination of kanamycin selection
and visual detection of XylE activity following the cate-
chol-based method. Bright yellow kanamycin resistant
colonies were grown overnight in LB supplemented with
15 % sucrose and then plated on the same agar medium.
Second crossover events were then confirmed by PCR
using primers listed in Table S1.

Complementation of stable knockout mutant

To complement the A11085 knockout strain, the target
gene was amplified from A. baumannii MAR002 geno-
mic DNA using the primers listed in Table S1 and then
cloned into the EcoRV and BamHI restriction sites of the
pWHI1266 plasmid ** in which a kanamycin resistance
cassette was cloned previously using primers listed in
Table S1. The construction was used to transform the
mutant strain. Transformants were selected on kanamy-
cin-containing plates and confirmed by PCR using pri-
mers listed in Table S1.

Adhesion and invasiveness to A549 human alveolar
epithelial cells

Adhesion and invasion abilities were determined follow-
ing the procedure described by Gaddy et al. with some
modifications.** Briefly, A549 human alveolar epithelial
cells were grown in 5 % CO, at 37°C in Dulbecco’s Mod-
ified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) supple-
mented with 10 % heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) and 1 % of penicillin-streptomycin (Gibco). Con-
fluent monolayers were washed twice with saline solu-
tion and once with modified Hank’s balanced salt
solution (mHBSS, same as HBSS but without glucose).
Then, A549 cells were infected with 10° bacteria per well
and incubated for 3 and 24 h in mHBSS at 37°C. To
determine bacterial adhesion, the infected monolayers
were washed three times with saline solution and then
lysed in 500 ;L of 0.5 % sodium deoxycholate. To deter-
mine bacterial invasion A549 cells were infected as
described above for 24 h and each well was treated for
2 h with gentamicin (256 j.g/mL) before washing. Dilu-
tions of the lysates were plated onto LB agar and incu-
bated at 37°C for 24 h. Colony forming units were
counted to determine the % of bacteria that had attached
to or invaded A549 cells at 24 h compared to the growth
control, this being static conditions and same medium
without cells. For 3 h attachment assays, the percentage
of bacteria attach to A549 cells was compared with the
total amount of infecting bacteria. Four independent rep-
licates were done. T-student tests were performed to
evaluate the statistical significance of the observed differ-
ences between MARO002 and its derivative strains.

Transmission electron microscopy (TEM)

Bacterial cells were grown on polystyrene coverslips in
SB for 48 h at 37°C without shaking. Coverslips were
removed from the culture media, and placed wet into
new petridishes. Freshly prepared carbon coated, nitro-
cellulose substrated TEM grids were placed substrate
side down, directly on top of the bacterial cells adherent
to the plastic at air-liquid interface and allowed to sit
covered for 5 min. Grids were removed and negatively
stained with 5 L of 1.5% (wt/vol) ammonium molyb-
date for 5 min. The grids were then wicked dry with filter
paper and allowed to dry. Images were captured at 120kv
with a JEOL 1200-EX II TEM.

Scanning electron microscopy (SEM)

Overnight cultures of A. baumannii were used to inocu-
late 5 ml of LB in 50-ml conical tubes at a 1:100 dilution.
Sterile polystyrene coverslips were placed in the
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inoculated 50-mL conical tubes and the tubes were incu-
bated for 48 h at 37°C without shaking as previously
described.** Coverslips were washed, dehydrated in etha-
nol, processed with a critical point drier, and sputter
coated as described previously.”' Biofilms formed above,
at and below of the liquid-air interface were viewed using
a Zeiss Supra Gemini Series 35V scanning electron
microscope as described previously.*’

Polarization of A549 human alveolar epithelial cells
and infection with A. baumannii for SEM

A549 human alveolar epithelial cells were routinely
maintained in 25 cm? tissue culture flasks (BioLite 25
cm2 Flask, Thermo Fisher Scientific, Rochester, New
York) in DMEM medium (Cellgro Mediatech Inc., Man-
assas, Virginia) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (Cellgro Mediatech Inc., Manassas,
Virginia) and 1% of 100 pg/mL penicillin-streptomycin
(Cellgro Mediatech Inc., Manassas, Virginia) (DMEM).
Costar transwell permeable support polycarbonate mem-
brane 24 well plates (Costar Transwell Polyester Sup-
ports, Corning Inc, Corning, New York) were
preconditioned 24 h prior to seeding with DMEM on
both sides of the membrane and incubated at 37°C and 5
% CO,. DMEM was removed from the conditioned
transwell plates and the membranes were seeded with
10° A549 cells per membrane. A549 cells were main-
tained submerged (DMEM on top and bottom) on the
transwell membranes for one week. Following the initial
week of submerged growth, DMEM was removed from
the top of the membrane to allow the A549 cells to polar-
ize and begin secreting surfactant. Cells were polarized
for 2 weeks to create a water-tight seal around the mem-
brane as measured by resistance. One day prior to and
for the duration of infection, A549 cells were fed DMEM
supplemented with 10% heat inactivated FBS without
penicillin-streptomycin (DMEM-). Bacteria, previously
grown in LB at 37°C for 24 h in a shaking incubator at
180 rpm, were washed and resuspended in Hank’s Buff-
ered Salt Solution (HBSS) (Hyclone Laboratories, Inc.,
Logan, Utah). A concentration of 10*> bacteria was
applied to the apical surface of A549 cells by pipetting
1 uL of suspension onto the center of each membrane.
The transwell plate was then incubated and maintained
for 72 h at 37°C and 5% CO,. After 72 h, the membranes
were washed with HBSS to remove secretions and unat-
tached bacterial cells. The membranes were then fixed
for 24 h in 4 % formaldehyde-HBSS at 4°C. The mem-
branes were then prepared for SEM using the previously
described.”!
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LIVE/DEAD fluorescence microscopy on infected
A549 monolayers

A549 human alveolar epithelial cells were grown in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum,
100 mg/L of penicillin, and 100 mg/L streptomycin at
37°C in the presence of 10% CO2. For cell viability
assays, monolayers of A549 cells were grown in 24-well
plates to a density of 1 x 10° cells per well. Later, the cells
were infected with 2 x 10* CFU/well of A. baumannii in
new DMEM without antibiotics and grown for 24 h at
37°C.** A Live/Dead Cell Double Staining Kit (Sigma-
Aldrich) was used according to the manufacturer’s
instructions to measure cell viability post-infection.
Briefly, at 24 h post-infection, the A549 cells were incu-
bated for 15 min at 37°C with phosphate-buffered saline
(PBS) containing a mixture of the two fluorescent mole-
cules to obtain simultaneous fluorescent staining; cal-
cein-AM, is able to stain viable cells (green), while
propidium iodide, a nucleus-staining dye that is unable
to penetrate the cell membranes of viable cells, can stain
only dead cells (red). Microscopic images of the stained
cells (alive and dead) were obtained using an inverted
fluorescence microscope (Nikon Eclipse Ti) and analyzed
with the NIS Elements Br software package. The excita-
tion absorbance of calcein-AM was 490 nm, and emis-
sion was at 515 nm, while the excitation range of
propidium iodide was 535 nm and emission was
617 nm. At least four replicates of each assay were ana-
lyzed, and the statistical significance was determined
using Student’s t test.
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Material suplementario

Table S1. Oligonucleotides and probes used in the present work.

Primer/Probe name Sequence Use in the present study

11085UPFw cccctgeagtgggtatcttgetectgttcatt Construction of the A11085
strain

11085UPRv ggggaattcccccaagtgcaggtagetatgtt Construction of the A11085
strain

11085DOWNFw ggggaattccecctaaccgtcaaggtgectgtt Construction of the A11085
strain

11085DOWNRv gggggatccccctgaatatctaactcageatce Construction of the A11085
strain

11085intUPFw taaccgcaatttcatccgta Confirmation the deletion of

the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene
11085intDOWNRv ttgcagcctaaagtgaaatc Confirmation the deletion of
the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene
11085Fw taactgtctggacattaccc Confirmation the deletion of
the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene
11085Rv ctactggtacgacagctaat Confirmation the deletion of
the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene
pMo130 site2 Fw attcatgaccgtgctgac Confirmation the construction

of the A11085 strain

pMo130 site2 Rv cttgtctgtaagcggatg Confirmation the construction
of the A11085 strain
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11085EcoRVFw

11085BamHIRv

pWH1266Fw

pWH1266Rv

LH92_03275RTFw
LH92_03275RTRv
LH92_03275 Probe
LH92_03820RTFw
LH92_03820RTRv
LH92 03820 Probe
LH92_07655RTFw
LH92_07655RTRv
LH92 07655 Probe
LH92_07670RTFw
LH92_07670RTRT
LH92_07670 Probe
LH92_08970RTFw
LH92_08970RTRv
LH92 08970 Probe
LH92_08985RTFw
LH92_08985RTRv

cccgatatcgggcaacaatttaatgtaaaaag

gggggatcccccttttaaagggcetaactatat

taggcttggttatgccggta

aaggagctgactgggttgaa

acagaaacagctccaactgaaa
acatttgcagtaatttgtcctaaaga
ctctggct
ttgcaattgataccgatgct
ccccatcgtgacagctaaat
tggtggaa
gctttgactacaattctgatacttcaa
ccaactccgttcgctttagt
gctgctga
ctgaatattatgcaactggagca
tcgtgtatttcacttgtgacgtt
cagcaggt
agttctggattcaccacagttg
cacttggtcgaacaacgaca
tggctgtg
ttgtagggattgcgaatgct

cacaagttttgtctgtaactaaaccat

Cloning the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene into the
pWH1266 plasmid to
complement the A11085 strain
Cloning the LH92_11085
(LH92_RS10920) gene into the
pWH1266 plasmid to
complement the A11085 strain
Confirmation the
complementation of the
A11085 strain

Confirmation the
complementation of the
A11085 strain

gRT-PCR

qRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR
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LH92_08985 Probe
LH92_11070RTFw
LH92_11070RTRv
LH92_ 11070 Probe
LH92_11075RTFw
LH92_11075RTRv
LH92_11075 Probe
LH92_11080RTFw
LH92_11080RTRv
LH92_11080 Probe
LH92_11085RTFw
LH92_11085RTRv
LH92_11085 Probe
LH92_16105RTFw
LH92_16105RTRv
LH92_16105 Probe
LH92_16175RTFw
LH92_16175RTRv
LH92_16175 Probe
A1S_2091RTFw
A1S_2091RTRv
A1S 2091 Probe
gyrBRTFw
gyrBRTRv

gyrB Probe
LH92_11065-
11070Fw
LH92_11065-
11070Rv
LH92_11070-
11075Fw

gctgctga
ccacaggaggtgtaaccaatg
ggcgctacctgtaccagttt
aggtggag
caccctcatagccaaccact
taccggggtatagcgttcaa
tgctgtec
aatcgcatctttattcactacgaa
ccgcaaagttagtcaaggtgt
tgatgagc
tgttacacaacaccctaattgga
ggctggtaatgtagacgcagacc
accaccag
ccaaagctttagttgttggtca
aagctccgtccataccatga
cagctccc
gggggattgcectgactctac
caagcccattgaatttgage
ctccacca
ggctggtaatgtagacgcaga
tgttacacaacaccctaattgga
accaccag
tctctagtcaggaagtgggtacatt
ggttatattcttcacggccaat
tggctgtg

ccactttactgagcaaagg

ttcaggtggagtctcaaaaa

caagtaattgttcctgaaag

qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon
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LH92_11070-
11075Rv
LH92_11075-
11080Fw
LH92_11075-
11080Rv
LH92_11080-
11085Fw
LH92_11080-
11085Rv
LH92_11085-
11090Fw
LH92_11085-
11090Rv
GyrBFw
GyrBRv

tgttgtaggttatcgccaa

atcttgtcttacggctact

gataatagtcaaaaaaccac

ctgtaaatcggtactttcat

ccatggactttatcatttga

accagtagctgaggtattc

agtatgctgagcgtttaataa

taaacttggctgtagtcttt

gcacattcgtacattgttat

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon

Characterization of the operon
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Capitulo lll. Implicacion del gen feoA en la patogénesis de A.

baumannii.

Resumen

El hierro libre es un nutriente muy limitado dentro de los huéspedes ya que el
80% del hierro se encuentra formando parte del grupo hemo y el que queda libre no es
suficiente para suplir los requerimientos de las bacterias (148). Un suministro
suficiente de este metal esta relacionado con la proliferacién, virulencia y persistencia
del patégeno (150). Debido a esto, los sistemas de captacion de hierro son importantes

factores de virulencia de muchos microorganismos.

En el presente capitulo se describe el trabajo recogido en la publicacién
Alvarez-Fraga L, Vazquez-Ucha JC, Martinez-Guitian M, Vallejo JA, Bou G, Beceiro A &
Poza M (2018) Pneumonia infection in mice reveals the involvement of the feoA gene
in the pathogenesis of  Acinetobacter  baumannii, Virulence, DOI:

10.1080/21505594.2017.1420451 que se anexa a continuacion.

Para identificar los genes implicados en el desarrollo de un proceso de
neumonia, se obtuvieron los perfiles de expresion génica de la cepa de A. baumannii
ATCC 17978 causando neumonia de ratén y se compararon con los perfiles de
expresion génica de bacterias cultivadas en un matraz con medio de cultivo en el

laboratorio.

El resultado de la transcriptdmica comparativa reveld un conjunto de genes
diferencialmente expresados. Entre ellos, destacé el gen A1S 0242 (feoA) por
encontrarse sobreexpresado 2.67 veces mads durante el proceso de neumonia en
comparacion las bacterias cultivadas en matraz. Este gen resultd formar parte de un
operdn policistronico que codificaba un sistema de captacién de hierro denominado

sistema Feo.
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El siguiente objetivo consistid en el estudio de la implicacién del gen feoA en el
fenotipo de la cepa A. baumannii ATCC 17978 y, en particular, de su papel en

virulencia.

La delecidén del gen feoA del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978
origind un incremento de la susceptibilidad de esta bacteria al estrés oxidativo y un
descenso de la capacidad de formacién de biofilm, de la adherencia a células

epiteliales humanas y de la eficacia biolégica.

Para investigar el papel del gen feoA durante una infeccién in vivo, se realizaron
experimentos de modelos animales de infeccién en Galleria mellonella y neumonia en
ratén. Ambos modelos mostraron que la virulencia del mutante isogénico A0242

estaba significativamente atenuada comparada con la cepa ATCC 17978 salvaje.

Los datos presentados en este trabajo mostraron que el gen A1S_0242 (feoA)
de la cepa A. baumannii ATCC 17978 juega un papel importante en la capacidad de
formacién de biofilm, la adherencia a células epiteliales humanas, la eficacia bioldgica

y, sobre, todo en la virulencia.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii has emerged in the last decade as an important
nosocomial pathogen. To identify genes involved in the course of a pneumonia
infection, gene expression profiles were obtained from A. baumannii ATCC 17978
grown in mouse infected lungs and in culture medium. Gene expression analysis
allowed us to determine a gene, the A1S_0242 gene (feoA), over-expressed during the
pneumonia infection. In the present work, we evaluate the role of this gene, involved
in iron uptake. The inactivation of the A1S 0242 gene resulted in an increase
susceptibility to oxidative stress and a decrease in biofilm formation, in adherence to
A549 cells and in fitness. In addition, infection of G. mellonella and pneumonia in mice
showed that the virulence of the A0242 mutant was significantly attenuated. Data
presented in this work indicated that the A1S_0242 gene from A. baumannii ATCC
17978 strain plays a role in fitness, adhesion, biofilm formation, growth, and,
definitively, in virulence. Taken together, these observations show the implication of
the feoA gene plays in the pathogenesis of A. baumannii and highlight its value as a

potential therapeutic target.
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INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a Gram negative, non-fermentative, and non-
flagellated bacillus. Although it is a normal inhabitant of human skin, intestinal tract and
respiratory system, it is currently considered one of the most dangerous opportunistic
pathogens. Recently, the World Health Organization included A. baumannii in a list of the
most important antibiotic resistant pathogens ! This bacterium exhibits an excellent
ability to develop antibiotic resistance which often results in strains resistant to several
antimicrobial families % 3. Carbapenems are broadly used to treat A. baumannii
multiresistant strains; however, resistance to these antimicrobials increased dangerously

in the last decade *. Similarly, an increment of resistance rates is emerging in the case of

> ® Resistance to these

last resort antimicrobials such as colistin ° or tigecycline

antimicrobials has also appeared which lead us to the urgent need to design and
evaluate new antimicrobial therapies. In the last decades, the number of hospital

outbreaks caused by A. baumannii has increased noticeably, partly due to its multidrug

2,7-10

resistance profile . Although the clinical importance of A. baumannii infections has

increased, the pathogenicity of this microorganism is sparsely understood. Clinical A.
baumannii strains exhibit remarkably variations in virulence-associated phenotypes such

as motility, adherence, biofilm formation, invasion, iron uptake or cell capsule

11, 12

development among others . Some studies have shown that Acinetobacter species

may reach the human skin and mucosal membranes and then colonize and persist on the

13

host several weeks Bacterial adherence constitutes an essential step in the

colonization process. The ability of the AbH120-A2 strain, which caused the largest

outbreak of A. baumannii known worldwide **°

, to adhere to human cells was one of
the main factors involved in its persistence 14 After adhesion, bacteria may form biofilms
that are involved in the persistence of this pathogen in the hospital environment. Some
components, such as the staphylococcal biofilm-associated protein (Bap), the
CsuA/BABCDE usher-chaperone system or the poly-beta-1-6-N-acetylglucosamine have
been described as involved in the A. baumannii biofilm formation and adherence

20-24

phenotypes . The outer membrane protein OmpA plays a role in biofilm formation on
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abiotic surfaces and has been shown to promote the adherence to eukaryotic host and

invasion .

Iron is essential for growth in most bacteria due to its redox activity and its role in
many vital metabolic reactions, being a cofactor for many bacterial enzymes. Therefore,
iron is necessary for bacteria to infect and multiply in tissues and body fluids of the host,
playing a relevant role in pathogenesis % Under in vivo conditions, iron is not readily
available due to cells uptake or sequestration by proteins such as transferrin or

lactoferrin, which are components of the innate immunity system that provide defense

27, 28

against pathogens . Bacteria encode multiple iron uptake pathways, which provide

specificities and affinities for various forms of environmental or host iron. Under iron-

limited conditions many invading bacteria respond by producing specific iron chelators,

29-31

such as siderophores, that remove the iron from the host sources . In addition, many

bacteria, such as Escherichia coli, Shigella flexneri, Helicobacter pylori, Campylobacter

jejuni or Legionella pneumophila, take up soluble ferrous iron via the Feo system 32,

which is proposed to be the major ferrous iron transport system known in prokaryotes M,

42,43

The Feo system was first identified in E. coli and it is encoded by the feoABC operon.

FeoB, a bacterial ferrous iron transporter, is composed of a hydrophilic cytoplasmic

44, 45

domain and an integral membrane domain . The C-terminal membrane domain of

FeoB is responsible for the formation of a pore in the membrane and the N-terminal
contains a GTP-binding domain that regulates the transport activity. The roles of feoA
and feoC remain unknown although feoC is predicted to encode for a transcriptional

32, 43, 45

repressor of feoAB . In pathogenic bacteria such as E. coli, H. pylori or L.

pneumophila, mutations in the feoB gene have been shown to cause deficiency in ferrous

26, 33, 37-39

iron uptake and virulence , including assays emulating conditions encountered

6

during infection of a mammalian host *°. High-throughput sequencing technologies

demonstrated the presence of the Feo system in 50 clinical strains of A. baumannii *’.

In the present work, we identified a gene over-expressed during the course of the
lung infection of A. baumannii in mice, the A1S_0242 gene (feoA). We evaluated the role

of this gene in fitness, biofilm production, attachment to biotic surfaces, resistance to
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oxidative stress, and, finally, in the pathogenesis of A. baumannii using Galleria

mellonella and murine pneumonia models.

RESULTS

Genetic context of the feoA gene

Transcriptomic analysis revealed a collection of genes differentially expressed in
the A. baumannii lung infection model. Raw data have been deposited in the GEO
database under the accession code GSE100552. Between them, the A1S_0242 (feoA)
gene was over-expressed in bacteria over the course of the lung infection compared to
bacteria grown in LB media, as shown by lllumina (2.67-fold more +/- 0.75) and qRT-PCR
(6.34-fold more +/- 2.03) analysis.

The genetic context of this gene was studied. The feoA gene, previously
annotated in the ATCC 17978 genome (CP018664.1) as a putative ferrous iron
transporter protein A containing a feoA domain, was found as part of a single operon
comprising genes A1S 0242, A1S 0243 and A1S 0244, as assessed by RNA reverse
transcription (Figure 1). The A1S_0243 gene was annotated in the ATCC 17978 genome
(CP018664.1) as a ferrous transport protein B harboring a feoB domain. The A1S 0244
gene was found as a hypothetical protein, with no conserved domains. Real time RT-PCR
assays confirmed that both A1S 0243 and A1S 0244 surrounding genes were over-
expressed during the lung infection (1.95-fold more +/- 0.36 and 2.78-fold more +/- 0.96,

respectively) compared with genes from bacteria grown in LB-flasks.

Moreover, two homologues to the A1S 0242 gene were found in the A.
baumannii ATCC 17978 genome (CP018664.1). These genes were A1S 3850 and
A1S 0652 that showed 53% and 54% of identity with the feoA gene, respectively. The
A1S 3850 gene, previously annotated in the ATCC 17978 genome as a hypothetical
protein, is part of a single operon comprising genes A1S 2929, A1S 3850 and A1S_2930
(data not shown). The A1S_2929 and the A1S 2930 genes were annotated as a putative
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cation efflux system protein and a putative ferrous iron transport protein B containing a
feoB domain, respectively. The A1S_0652 gene was annotated as a putative ferrous iron
transport protein A containing a feoA domain followed by the A1S_0653 gene encoding a
putative ferrous iron transport protein B. Deeper bioinformatic analysis revealed that the
A1S_ 0652 gene was located in the plasmid pAB3 (GenBank accession number CP012005)
of the A. baumannii ATCC 17978-mff strain (CP012004.1) while the A1S_3850 was found

in the chromosome.

All the publicly available complete genomes of A. baumannii were analyzed in
order to find the A1S_0242 and the A1S_3850 genes. The A1S_0242 gene was found in
the 100 % of the 76 A. baumannii complete genomes analyzed, while the A1S_3850 gene
was located in the 14.5 % of them. Similarly, in species such as A. pittii, A. nosocomialis,
A. soli or A. calcoaceticus, the A1S 3850 gene was occasionally found while the

A1S_0242 gene was present in all the analyzed genomes.

The discovery of these two A1S_0242 homologues induced us to investigate
possible interactions between those three genes, being the A1S 0242 gene the main
objective of our work. Gene knockout mutants of the ATCC 17978 strain lacking the
A1S 0242 and A1S_3850 genes were constructed in order to analyze their interaction.
Therefore, the isogenic mutant derivatives A0242 and A3850 strains as well as the double
mutant A0242/A3850 strain were obtained. Due to the plasmid location of the A1S_0652

gene, it was not possible to perform a knockout mutant lacking this gene.

The complementation of the A1S_0242 gene with the parental allele (A0242
complemented) was performed through the over-expression of the gene cloned into the
pWH1266-Km vector. Data from gRT-PCR analysis revealed that indeed the A1S 0242
was highly over-expressed under the control of the tetracycline promoter compared to
its expression in the wild type gene (Table S1). As expected, the A0242 strain, as well as
the A0242 strain harboring the empty pWH1266-Km vector (A0242 + pWH1266-Km),
revealed no expression of the A1S 0242 gene. Table S1 also shows that there is no
expression of the A1S 3850 gene in the A3850 strain and the over-expression of the

A1S 3850 gene from the plasmid was confirmed.
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Also gRT-PCR analyses were performed in order to investigate the effects of the
lack of the A1S_0242 gene on the expression of its homologue genes. Data revealed that
when the A1S 0242 gene was absent, the A1lS 3850 and the A1S_0652 genes
maintained their expression levels (Table 1). Also, the deletion of the A1S_3850 did not
vary the expression of the A1S_0242 gene whereas the expression of the A1S_0652 gene
increased. In addition, the deletion of both A1S_0242 and A1S_3850 genes revealed a
minimal increase in the A1S_0652 expression level, due to the effect of the A1S_ 3850

gene.

Next, the abilities of the A0242 strain and its isogenic derivative mutants were
tested under in vitro and in vivo conditions to confirm the role of this gene in fitness and
virulence. The A1S_3850 mutants were also included in some assays in order to discard

its relevance in the pathogenesis of the ATCC 17978 strain.

Effects of the feoA gene deletion and vector loading on fitness

To determine whether the deletion of genes A1S_0242 and A1S_A3850 affect the
bacterial growth rate, growth curve rates were measured in iron-sufficient and iron-
restricted media. Determination of the growth rate constant (u) gives a measure of
fitness or replication ability *®. The growth rates of the A0242 mutant did not show
significant differences compared to the wild type strain in presence of iron (Figure 2).
However, when the metal chelator 2,2 -bipyridil (BIP) was added to the medium, the
mean generation of the A0242 mutant was higher (65 min, u=0.0105 +/- 0.0003) with
respect to the ATCC 17978 strain (45 min, p= 0.015 +/- 0.0012), showing significant
differences in fitness (p > 0.05). In contrast, the deletion of A1S_A3850 did not show
inhibition of growth compared with the ATCC 17978 parental strain. In agreement with
these results, the double mutant A0242/A3850 showed a growth rate similar to the

single mutant A0242 in BIP presence (Figure 2).

Studies of bacterial growth performed with the ATCC 17978 derivative strains

carrying the pWH1266-Km vector showed that this plasmid load represents a very
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relevant biological cost, as shown in Figure S1. These means that all the strains carrying
the pWH1266-Km vector showed a significantly lower fitness than the wild type strain.
For this reason, complemented strains were not included in assays where the growth

rate was limiting.

The feoA gene deletion reduces biofilm formation and attachment to eukaryotic cells

abilities

The biofilm formation ability was evaluated and the A0242 mutant derivative
strain showed a significant decrease (ca. 2.15-fold less, p = 0.0034) with respect to the
ATCC 17978 parental strain (Figure 3). Complementation of the strain with the parental
allele partially restored the biofilm formation phenotype. Deletion of the A1S 3850
revealed no significant differences in biofilm formation with respect to the wild type
strain. Biofilm formation was similar for the single A0242 and the double mutant

A0242/A3850 strains.

As shown in Figure 4, the inactivation of the A1S_0242 gene led to a reduction in
the ability of the A. baumannii strain ATCC 17978 to adhere to human alveolar epithelial
cells A549 (ca. 4-fold, P value < 0.0001). In this case, the fitness of the strains was a
limiting factor as can be seen in Figure S2, the wild type strain harboring the plasmid
(ATCC 17978 + pWH1266-Km) showed an important decrease in biofilm formation ability,
compared with the wild type strain (ATCC 17978). The complemented strain (A0242
complemented) partially restored the wild type phenotype loading plasmid (ATCC 17978
+ pWH1266-Km), as reflected in Figure S2. As shown in Figure S1, all strains harboring the
pWH1266-Km vector resulted in an increase in the lag time and in a lower optical density
at the end of growth curve analysis, which indicates a fitness decrease caused by the
plasmid metabolic load. Besides, the A3850 strain showed no significant differences with
respect to the wild type and the double mutant strain showed similar attachment
abilities as the A0242 strain (Figure 4). No invasiveness was detected at 24 h in all cases

(data not shown).
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Effects of the feoA gene inactivation on susceptibility to oxidative stress

When strains were subjected to reaction oxygen species (ROS) by the addition of
paraquat in the presence of 100 uM of the iron chelator 2,2 -bypiridyl (BIP), the A0242
mutant strain showed a MIC to paraquat of 8 mg/L, while the wild type strain ATCC
17978 showed a value of 32 mg/L, which indicates a significant increase in susceptibility
to oxidative stress of the mutant strain with respect to the wild type strain (Table 3). No
differences were found in the susceptibility to paraquat between the A0242 mutant and
the A0242/A3850 double mutant (MIC of 8 mg/L). In concordance, the A3850 mutant
neither showed significant differences with respect to the wild type strain (MIC of 32
mg/L). A slightly higher susceptibility to paraquat in the A0242 mutant was also observed
in the medium without limitation of metal availability. Besides, when the strains carried
the plasmid pHW1266-Km, the susceptibility to paraquat increased in all cases, due to
the fitness loss as explained above (Figure S1). In Table 3 it can be observed that, even
taking into account this global increased of susceptibility to paraquat in strains carrying
the plasmid, the phenotype of higher susceptibility to oxidative stress in the presence of
BIP of the A0242 mutant strain carrying the plasmid (A0242+pWH1266-Km, MIC of 1
mg/L) was restored in the complemented strain, this showing the same MIC to paraquat

as the wild type strain carrying the pWH1266-Km vector (MIC of 4 mg/L).

The feoA gene is involved in virulence

In order to explore the role of the feoA gene during the course of the in vivo

infection, experimental animal models were performed in G. mellonella and mice.

The A. baumannii ATCC 17978 and the A0242, A3850 and A0242/A3850 derivative
mutant strains were tested in the G. mellonella infection model. The survival assays

(Figure 5) showed that the A0242 and A0242/A3850 mutant strains were significantly
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affected in their ability to infect and kill the caterpillars compared with the wild type
strain (p < 0.05).

These results were in agreement with the mortality rates of G. mellonella infected
with different inocula of the A. baumannii strains (Table 4). Briefly, lethal doses (LD) of
the ATCC 17978 strain were similar to those showed by the mutant A3850. Besides, the
lethal doses of the mutant A0242 were similar to those found in the A0242/A3850
mutant strain. The inactivation of the gene A1S_ 3850 did not affected the virulence
ability of the ATCC 17978 strain using this G. mellonella infection model. The LDsq of the
ATCC 17978 strain and the A3850 mutant was approximately 5-fold lower than that of
the A0242 and A0242/A3850 mutant strains at 24 h, and 3.5-fold lower at 144 h. The
LD1go of the ATCC 17978 strain and the A3850 mutant was approximately 4-fold lower
than that of the A0242 and A0242/A3850 mutant strains at 24 h, and 3-fold lower at 144
h.

The virulence of the ATCC 17978 and A0242 strains was also assessed using a
murine pneumonia model by measuring survival time of infected mice. Two groups of 10
mice were intratracheally infected with 5.5 x 10’ CFUs/mouse, which means a LDgg of the
wild type strain. However, the same dose of the A0242 mutant derivative strain
produced only 30 % of mortality (Figure 6A). Thus, a significant decrease in virulence
using a mouse pneumonia model was observed when the gene A1S_0242 was deleted (p

<0.01).

A second model was also performed using an experimental pneumonia model in
mice in order to determine the bacterial load in lungs and the frequency of sterile blood
cultures (Table 5 and Figure 6B). Data revealed that, in groups inoculated with the ATCC
17978 strain, the bacterial load was approximately 1 log higher than in mice inoculated
with the A0242 mutant strain (p < 0.01). Besides, the frequency of sterile blood cultures
increased up to 75% in the group inoculated with the A0242 mutant strain compared
with the mice inoculated with the ATCC 17978 strain (8.4%), (p < 0.01). Similarly, the
survival time was significantly higher in the group of mice inoculated with the A0242

mutant strain than in the mice harboring the wild type strain (p < 0.01).
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DISCUSSION

The success of lung infection partly depends on the ability of bacteria to acquire
iron, a cofactor needed for many enzymatic reactions. Iron is essential for vital functions
of bacteria and its presence in the host environment is restricted. This iron restriction
constitutes an immune defense mechanism. A. baumannii is able to grow under iron-
limiting conditions such as those occurred during human infection, however there is
scarce information about the iron uptake of this microorganism during the course of the
infection. Different studies showed that A. baumannii produces siderophores 9 such as

18, 31, 47

the iron chelating agent acinetobactin , the fimsbactin A-F 2° or the baumanoferrin

A and B *° which are required for virulence. In addition, some outer membrane proteins
such as OprD and OmpW have been related to iron uptake in A. baumannii 20, 31
Recently, a study concerning the gene expression profile of A. baumannii revealed that
most of the genes hyper-expressed during bacteremia were those involved in iron

transport and uptake >,

At neutral pH and aerobic conditions, the ferric iron Fe'is insoluble. At this point,
bacteria depend on siderophores for the iron uptake, such as acinetobactin, pyoverdin or
enterobactin, previously described in A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli,

respectively 2334

, as well as additional molecules with Fe-chelating ability, such as citrate
in P. aeruginosa > In contrast, in anaerobic conditions, ferrous iron Fe*" is abundant and
is captured through uptake systems *® such as the Feo system. However, a relevant link
exists between the Feo system and the citrate-mediated Fe®*" acquisition of P.
aeruginosa. The ferric iron Fe** chelated by citrate must be reduced to Fe®" prior to its
transport into the cytosol by the membrane transporter FeoB. A ferric citrate-specific

37 38 Similar

cytoplasmic membrane transport component is absent in P. aeruginosa
cooperation between the FeoB transporter and the citrate-promoted Fe acquisition has
been suggested in other species, such as H. pylori > and Leptospira biflexa *°. Genes
encoding for the baumanoferrin biosynthetic gene cluster found in A. baumannii 30

showed to be homologous to components of the acinetoferrin system, a citrate-based
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siderophore described in A. haemolyticus . However, similar relationships between

these siderophores and the Feo system are yet unknown.

Transcriptome analysis of A. baumannii ATCC 17978 strain, using RNA isolated
from BAL of the infected lungs as starting material, revealed that the A1S_0242 gene (a
ferrous iron transporter protein A) was over-expressed during the course of the
pneumonia infection. Further analysis of the genome revealed the presence of other two
genes (A1S 3850 and A1S_0652) homologues to A1S 0242, both harboring a feoA
domain. This motivated us to study the genetic context of those genes. Informatic
analyses revealed the presence of the A1S_0242 gene in all the complete A. baumannii

genomes while the A1S_3850 and the A1S_0652 genes were rarely found.

The Feo systems found in A. baumannii ATCC 17978 contain in all cases genes
similar to the previously described feoA and feoB genes but lacks the feoC gene found in
other species. More functional studies related to the A1S_0244 could explain if this gene
could act as a feoAB repressor in A. baumannii. The presence of these three genes
containing a feoA domain in the strain ATCC17978 triggered us to study the function of
the A1S_0242 (feoA) and its interaction with the other two homologue genes (A1S_3850
y A1S_0652). Real time procedures revealed that the lack of A1S_0242 does not vary
A1S_0652 and A1S_ 3850 expression while deletion of A1S_3850 increased the A1S_ 0652

expression.

In a previous work ®, transcriptional profiles indicated that the A1S_0242 and the
A1S 3850 genes expression remained unaltered in biofilm-associated cells when
compared to the planktonic cells, while the A1S 0652 gene increased. However, when
the transcriptional profile of A. baumannii was determined during bacteremia 2 it was
recovered that the expression of A1S 0650 and A1S 3850 genes remained unaltered
whereas the expression of the A1S_0242 gene increased. Moreover, Eijkelkamp et al. ®
studied the transcriptional profiles of the genes of A. baumannii under iron limiting
conditions. In this case, it was found that the A1S 0242 and A1S_0652 genes were up-
regulated under iron limiting conditions while the A1S 3850 gene did not showed any

different expression profile.
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In this study we report many evidences of the implication of the A1S_0242 gene
(feoA) in fitness and virulence of A. baumannii ATCC 17978. The importance of the feoA
gene was first evidenced in fitness. The A0242 mutant showed a lower growth rate than
the wild-type strain in iron-limited conditions. In contrast the mutants A3850 and
A0242/A3850 did not decreased in growth rates compared with the parental and A0242
strains, respectively, thus minimizing the relevance of the A1S_3850 gene present in the

ATCC 17978 strain.

Significant differences were also found in biofilm production or cellular
attachment. The deletion of feoA demonstrated that this gene was involved is those
mechanisms used by A. baumannii to colonize and infect the host organs while deletion
of the homologue gene A1S_3850 did not show any changes. In agreement with previous
results, the mutant A0242 showed a higher susceptibility to oxidative stress than the
wild-type strain. Superoxide dismutase plays a key role in metabolizing o avoiding
reactions that can cause damage and the formation of reactive oxygen species. This
enzyme frequently uses Fe as metal cofactor to catalyze the detoxification of superoxide
%3 Therefore, the A0242 mutant strain was more susceptible to the oxidative stress
induced by paraquat probably due to decreased superoxide dismutase activity. The
A3850 and the double mutant A0242/A3850 did not showed any effect on biofilm
production, cellular attachment or oxidative stress, which once more highlights the
important role of the A1S_0242 gene in pathogenesis and indicates the irrelevant role of

the A1S_ 3850 gene in these processes.

Fitness is usually defined as the capacity for survival and reproduction in a
particular environment % and virulence is defined as the degree of pathogenicity (ability
of an agent to cause disease). Most pathogens use of a combination of two properties to
cause disease: (i) toxicity, the degree to which a substance causes harm, and (ii)
invasiveness, the ability to penetrate into the host and spread *® . In the present study
we have proved that fitness is reduced when the feoA gene (A1S_0242) is inactivated
under iron-limited conditions. Additionally, virulence decreased as judged by the reduced
ability of the mutant A0242 strain to attach to alveolar cells and the increased

susceptibility to oxidative stress, which is one of the main antibacterial mechanisms
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during phagocytosis 6 being all these processes implicated in the pathogenicity of A.
baumannii. Data indicated that the increase of survival and lethal doses obtained in the
in vivo models with the A0242 mutant strain is probably due to a double effect or
synergy between the fitness lost and the decrease of virulence, caused by a reduced

ability to arrest iron from the environment.

Moreover, complementation experiments were performed in order to better
demonstrate the role of feoA in virulence. Since the load of the pWH1266-Km vector
decreases fitness (see Figure S1) not all assays could be performed with the
complemented mutants. Accordingly, those assays in which fitness does not play a
relevant role, such as biofilm production, were performed including the complemented
strains. These assays clearly demonstrated that the complementation is possible and
indeed restored the original phenotype. However, those assays where fitness is a limiting
factor, such as the in vivo assays in animal models, were carried out without the

complemented strains.

In a recent screening of genes involved in bacterial survival of A. baumannii using
a mouse model of bloodstream infection, from a transposon mutant library comprising
more than 100,000 mutants, 89 were selected for further studies *°. Between them, two
genes belonged to iron uptake systems, the fepA and the feoB genes, supporting the role
of these systems in the A. baumannii pathogenesis *°. However, no in vivo assays were
performed on the study to confirm the results. In the present study, the implication of
FeoA in the pathogenesis of A. baumannii was also evidenced using experimental in vivo
infections that imply the host response. In the first model, previously validated to study

A. baumannii infections in iron-defective conditions ¥ ®’

, caterpillars of G. mellonella
were infected with the wild-type and mutant strains. Data indicated an impaired in
virulence showing a lower capacity to persists and kill the caterpillars in the case of the
A0242 strain but not in the case of the A3850 strain, which shows again the lack of
implication of the A1S 3850 in pathogenesis. Similarly, in the pneumonia models of
infection in mice, the mutant A2042 strain with reduced iron transport functions was less

virulent than the wild-type strain. Both assays with invertebrate and vertebrate hosts

reflected similar effects. Taken together these observations indicate that the feoA gene
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of A. baumannii is essential for the full virulence of this microorganism. However,
virulence of A. baumannii, using the animal models here presented, was not entirely
inhibited, suggesting that other iron transport systems previously described such as fepA,
acinetobactin, baumanoferrin or fimsbactin %> % *® %7 are present in the ATCC 17978

strain and should be active when the Feo system is abolished.

In summary, data indicated that the A1S_0242 gene (feoA) from A. baumannii
ATCC 17978 strain, which is involved in iron uptake and that was found as over-
expressed during the course of a pneumonia infection, plays a role in adhesion, biofilm
formation and resistance to oxidative stress. Definitively, in the present study we
demonstrated that the FeoA protein is needed for the full virulence phenotype of the
strain ATCC 17978 of A. baumannii and that the FeoA-mediated acquisition of iron is

essential for the A. baumannii pathogenesis.

MATERIAL AND METHODS
Bacterial strains

A. baumannii ATCC 17978 and its derivative strains and E. coli listed in Table 2
were routinely grown or maintained in Luria-Bertani (LB) or Mueller-Hinton (MH) media
with 20 % agar added for plates for general purposes. All strains were grown at 37 °C and
stored at -80 °C in LB broth containing 10 % glycerol. When appropriate, cultures were
supplemented with kanamycin (Km) at a final concentration of 50 pug/mL (Sigma-Aldrich,

#K1377).

Bacterial RNA extraction from murine pneumonia infection

An experimental pneumonia model was used to describe the transcriptome of the
ATCC 17978 strain during the course of the infection. BALB/c 9- to 11-week old male

mice weighing 25 to 30 g were intratracheally inoculated with approximately 5.5 x 10’
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CFUs/mouse of exponentially grown cells of the ATCC 17978 strain into mice. The
number of bacteria present in the inoculum was checked by plate counting in LB agar
plates. Briefly, mice anesthetized with an oral suspension of sevoflurane (Zoetis, #NADA
141-103) were suspended by their incisors on a board in a semi-vertical position. The
efficacy of the intratracheal inoculation was confirmed by using an endoscope on the oral
cavity. The trachea was accessed using a blunt-tipped needle for the inoculation of a 40-
uL bacterial suspension made in sterile saline solution and 10 % porcine mucin (wt/vol)
(Sigma) mixed at a 1:1 ratio. A solution of ketamine (500 upg/mouse) (Pfizer,
#47639/24/15) and medetomidine (15 pg/mouse) (Domtor, #933ESP) was immediately
intraperitoneally injected after inoculation in order to keep the mice at least 20 min in a
30° inclined position. Dead mice in the first 4 h after inoculation were not included in the
final analyses. Mice were euthanized with an overdose of thiopental sodium (Sandoz,
NDC0781-6160-43) 20 h after inoculation. Then, a bronchoalveolar lavage (BAL) was
performed to obtained bacteria suitable for RNA extraction (in vivo samples). All mice
were maintained in the specific pathogen-free facility at the Technology Training Center
of the Hospital of A Coruiia (CHUAC, Spain). All experiments were done with the approval
of and in accordance with regulatory guidelines and standards set by the Animal Ethics
Committee (CHUAC, Spain, project code P82), in accordance with the Helsinki Declaration
of 1975. RNA extracted from bacteria grown in LB-flasks (ODggo= 1.0) at 372C and 180
rom was used as experimental control (in vitro samples). Total RNA was immediately
extracted from both samples using the RNeasy Mini Kit (Qiagen #74104), treated with
DNAse | (Invitrogen, # 18068015) and purified with RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen,
#74204). Final concentrations and purity grades of the samples were determined using a

BioDrop ULITE (Isogen Life Science) and a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Inc.).

Deep sequencing procedures

To characterize the complete transcriptomes of the studied samples, mRNA
libraries from in vivo and in vitro samples obtained as explained above were prepared

following the Truseq RNA sample preparation protocols from Illlumina Inc. at CIC
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bioGUNE’s genome analysis platform (Derio, Spain). Three biological replicates were

studied for each sample.

Read processing and comparisons of gene expression profiles

Fifty nucleotide reads from each mRNA library were obtained using HiScanSQ
(Humina Inc., CIC bioGUNE, Bilbao, Spain). Short reads were aligned against the complete
genome of A. baumannii ATCC 17978 and plasmids pAB1 and pAB2 (GenBank accession
codes: NC_009085.1, NC_009083.1 and NC_009084.1, respectively). The genetic profiles
comparison was done at CIC bioGUNE’s genome analysis platform (Derio, Spain). Raw

data were deposited in the GEO database under the accession code GSE100552.

Bioinformatic analysis

Genome analyses were done using the basic local Aligment Search Tool of the

NCBI (BLAST,https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Construction of isogenic deletion derivatives

In the present work, we focused on the study of the A1S_0242 gene. The A0242
isogenic deletion mutant derivative of the ATCC 17978 strain was constructed by deleting
a region of the A1S_0242 gene. The suicide vector pM0130 (Genbank: EU862243), was
used as described before °® where upstream and downstream regions flanking the
A1S 0242 gene were PCR-amplified and cloned into the pMo130 vector using primers
listed in Table S2. The plasmid construction obtained was used to transform ATCC 17978
cells by electroporation ®1 Recombinant colonies representing the first crossover event
were selected as previously described . The second crossover event leading to gene

knockout was confirmed by PCR using primers listed in Table S2 as described before .
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The A1S_3850 was found in the genome of the 17978 strain as an A1S_0242 homologue.
In order to study its interference with the A1S_0242 gene as well as discard its relevance
in pathogenesis, a A3850 isogenic deletion mutant of the ATCC 17978 strain was
constructed following the protocol described above and using the primers listed in Table
S2. In addition, a double isogenic mutant strain, A0242/A3850, was performed following
the same protocol where the second deletion (A3850) was constructed over the A0242

mutant.

Complementation of the mutant strains

The pWH1266-Km plasmid was constructed as previously described %8 Then, in
order to complement the A0242 strain, the A1S_0242 gene was amplified from the
genome of the ATCC 17978 strain using primers listed in Table S2 and then cloned into
the EcoRV and BamHI restriction sites of the pWH1266-Km plasmid under the control of
the tetracycline resistance gene promoter using the primers listed in Table S2. The
resulting construction was used to transform A0242 mutant cells by electroporation.
Transformants were selected on kanamycin-containing plates and checked by PCR using
primers listed in Table S2. Moreover, ATCC 17978 and A0242 strains harboring the empty
pWH1266-Km vector were used as experimental controls. Finally, the A3850 derivative

strain was also complemented following the same procedure described above.

Retrotranscription and real-time RT-PCR assays

Total RNA from ATCC 17978 strain and the isogenic mutants (ODgge= 1.0) was
isolated using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche, #11828665001). RNA samples were
treated with DNAse | (Invitrogen, #18068015) and purified with GeneJET RNA Cleanup

and Concentration Micro Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0841).

In order to analyze the polycistronic nature of the A1S _0242-0244 operon, the

cDNA was obtained from RNA samples using the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
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#170-8890) following the manufacturer’s recommendations. The cDNA from ATCC 17978
was amplified with the GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, #M7808) using pairs
of primers designed to anneal to the 3’-end of every gene and the 5’-end of the next one
(Table S2). Genomic DNA and total RNA without reverse transcription were used as
templates for positive and negative controls, respectively, and the amplicons were
detected by standard 1% agarose gel electrophoresis. The gyrB gene was used as a

positive control. All the assays were performed in triplicate.

Real-time reverse transcription-PCR (QRT-PCR) was carried out to determine the
expression level of the genes of interest using UPL (Roche) and TagMan (Applied
Biosystems) probes and primers listed in Table S2. The LightCycler 480 RNA Master
hydrolysis probes kit (Roche, #04991885001) and the LightCycler 480 RNA instrument
(Roche) were used together and the following protocol was used: initial incubation of 65
2C, 3 min, followed by a denaturation step at 95 oC for 30 s, 45 cycles at 95 2C, 15 s and
60 2C, 45 s, and a final elongation step at 40 2C, 30 s. The expression level was
standardized relative to the transcription level of the housekeeping gene rpoB. All the

assays were performed in triplicate.

Growth curve analysis

Fitness was assessed by measuring the growth rates of the ATTC 17978 strain and
the mutant derivatives strains. Briefly, 1.5 ml of LB medium were inoculated with
approximately 5 x 10’ CFU of each strain, previously grown until the stationary phase,
and incubated at 37°C with constant shaking at 180 rpm. Assays were performed in MH
medium (normal conditions) and in MH supplemented with 200 uM of 2,2'-bipyridyl (BIP,
Sigma-Aldrich, #D216305) (iron deficit conditions). Growth was monitored using 24-well
plates in an Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.) and ODggg
values were recorded every 10 min. At least three independent experiments were
performed for each strain. The growth rate constant (i) was calculated on the basis of

the exponential segment of the growth curve and defined as In,/g, where g is the
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doubling time or mean generation time. The results were compared using Student's t

test.

Quantitative biofilm assay

Biofilm formation was determined following the protocol previously described by
Tomaras et al. > and modified by Alvarez-Fraga et al. 68. Briefly, colonies of A. baumannii
were grown on LB plates and used to inoculate LB broth. Overnight cultures were
centrifuged and the pellet washed and resuspended in 5 mL of SB medium (0.5% NacCl
and 1% tryptone). A 1:100 dilution of each sample was stagnant incubated at 372C for 48
h. In order to evaluate the total cell biomass the growth was measured at ODgqg. Biofilm
formation ability was analyzed by crystal violet staining followed by solubilisation with
ethanol-acetone. In order to avoid variations due to differences in bacterial growth under
different experimental conditions, the ODsgo/0pe00 ratio was used to normalize the
amount of biofilm formed to the total cell content of each sample. Eight independent
replicates were performed. Student's t-test was performed to evaluate the statistical

significance of observed differences.

Adhesion to A549 human alveolar epithelial cells

The ability of the isogenic A. baumannii strains (A0242, A3850 and the double
mutant A0242/A3850) to adhere to A549 human epithelial cells was evaluated and
compared to the wild type strain. Invasion and adhesion abilities were analyzed as

. * with some modifications ®2. Briefly, A549 human

previously described by Gaddy et a
alveolar epithelial cells were grown at 372C and 5 % CO, in DMEM medium (Sigma-
Aldrich, #D5671) containing 10 % of fetal bovine serum (FBS) and 1 % of penicillin-
streptomycin (Gibco, #15070063). Monolayers were washed with saline solution and
HBSS (Hank's balanced salt solution, Gibco, #11520476) without glucose (mHBSS). After

that, A549 cells were infected with 10’ bacteria per well and incubated, 3 h for the
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adherence determination, in mHBSS at 37 °C. To analyze the attachment ability of
bacteria, A549 cells were washed with saline solution and lysed in 500 pL of 0.5 % sodium
deoxycholate. Dilutions of the lysates were plated onto LB agar and incubated at 37 °C
for 24 h. Colony forming units were counted to determine bacteria that had attached to
or invaded A549 cells. Four independent replicates were done. T-student tests were

performed to evaluate the statistical significance of the observed differences.

Determination of susceptibility to oxidative stress

The susceptibility to oxidative stress of the ATCC 17978 strain type and the
isogenic mutant derivative strains was determined by microdilution using paraquat
(Sigma-Aldrich, #856177) to achieve oxidative stress conditions in order to obtain the
Minimal Inhibitory Concentration (MIC), following the CLSI criteria °. Briefly, strains were
grown in MH plates for 24 h at 37°C. Then, 150 uL of serial dilutions of MH medium
containing paraquat were performed in 96-well plates in the presence (100 uM) or
absence of the metal chelator 2,2- bipyridyl (BIP). Plates were then inoculated with 7.5
uL of a 0.5 McFarland cellular suspension containing approximately 1x10’ CFU/mL of

bacteria. Bacterial growth on plates was studied after incubation al 37°C for 24 h.

Galleria mellonella virulence assay

The virulence of the wild type strain and its derivative mutant strains was
evaluated using a Galleria mellonella survival assay and a determination of the lethal
doses (LDsp and LD1gp). Caterpillars were obtained from Bio Systems Technology (Exeter,
UK) and stored at 15 °C prior to use. A. baumannii cells previously grown for 24 h in LB
broth were collected by centrifugation and resuspended in sterile phosphate-buffered
saline (PBS). Appropriate bacterial inocula were determined spectrophotometrically at
ODggo and confirmed by plate counting using LB agar plates. Thus, G. mellonella survival

assays were performed by injecting 10 pL-suspension containing approximately 2 x 10*
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CFU/larva in groups of 10 larvae as previously described 1 Two control groups were
included; not injected larvae (intact) and larvae injected with an equivalent volume of
sterile PBS. The tested groups included larvae infected with ATCC 17978, A0242, A3850
and A0242/A3850 strains. After injection, the larvae were incubated at 37°C in darkness,
and death was assessed at 8 h intervals over 6 days. Caterpillars were considered dead
and removed if they displayed no response to probing. The resulting survival curves were
plotted using the Kaplan-Meier method "> and analyzed using the log-rank (Mantel-Cox)

test.

LDsp and LD;g9 Were calculated using groups of 7 larvae of G. mellonella infected
as described above. Larvae were infected with each strain with an inoculum of 10 pL
starting at 8 x10° CFUs/larvae, and then the inocula serially diluted at 2 x 105, 8 x 104, 2.6
x 10%, 8 x 10° and 2.6 x 10® CFUs/larvae. Control groups were also included. Lethal doses

were obtained for 24 and 120 h post-infection. ”3

Murine pneumonia virulence assay

The pneumonia model was used to evaluate the virulence ability of the ATCC
17978 and the isogenic mutant A0242 strain using BALB/c male mice. The procedure
followed was the above described for bacterial RNA extraction from the infection, with
the exception of the euthanasia that occurred using an overdose of thiopental sodium
144 h after inoculation. Death was assessed at 8 h intervals. The survival curves were
plotted using the Kaplan-Meier method ’* and analyzed using the log-rank (Mantel-Cox)

test.

To ascertain the relevance of the feoA gene in virulence in mice pneumonia a
second series of assays was performed to determine the effect of the inactivation of feoA
on the bacterial load in lungs and presence of bacteria in blood. Groups of 12 mice were
intratracheally inoculated as previously described with the ATCC 17978 and the mutant
00242 strains. Mice were inoculated with approximately 2 x LDo9 of the ATCC 17978 (12

x 10’ CFUs/mouse) and observed for mortality over 72 h. All the animals were analyzed
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immediately after death. Blood and lung samples were obtained and processed as
previously described previously ’*. Student's t-test was performed to evaluate the

statistical significance of differences.
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Table 1. Interaction of genes A1S_0242, A1S_3850 and A1S_0652 measured by qRT-PCR.

ATCC 17978 A0242* A3850* A0242/A3850*
A1S_0242 1 0 1.02 +/- 0.32
A1S_0652 1 0.97 +/-0.21 2.73+/-1.09 1.11+/-0.48
A1S_3850 1 0.97 +/-0.04 0

*Data were obtained as a fold-change relative to the ATCC 17978 sample (value 1), using

the rpoB gene as housekeeping for normalization.

Table 2.Bacterial strains and plasmids used in this work.

Strain or Relevant characteristics Sources or

plasmid references

STRAINS

A. baumannii

ATCC 17978 Clinical isolate ATCC

00242 A1S_ 0242 gene deletion mutant obtained from the This study
ATCC 17978 strain

ATCC 17978 + ATCC 17978 harboring the empty pWH1266-Km This study

PWH1266-Km  plasmid; Km® Tet®

N0242 + A0242 harboring the empty pWH1266-Km plasmid; This study

PWH1266-Km  Km® Tet"

00242 A0242 harboring the pWH1266-Km-0242 plasmid; Km®  This study

complemented

A3850 A1S 3850 gene deletion mutant obtained from the This study
ATCC 17978 strain

A3850 + A3850 harboring the empty pWH1266-Km plasmid; This study

PWH1266-Km  Km"® Tet®

A3850 A3850 harboring the pWH1266-Km-3850 plasmid; Km® This study

complemented
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A0242/A3850  A1S_0242 and A1S_3850 genes deletion double mutant This study
obtained from the ATCC 17978 strain

E. coli

TG1 Used for DNA recombinant methods Lucigen

PLASMIDS

pWH1266-Km  A. baumannii shuttle vector; KmR, Tet® Alvarez-Fraga
et al. 2016 **

pWH1266-Km- pWH1266-Km harboring the A1S_0242 gene; Km® This study

0242

pWH1266-Km- pWH1266-Km harboring the A1S_3850 gene; Km® This study

3850

pMo130 Suicide vector for the construction of A. baumannii Hamad et al.

isogenic derivative; KmR, SacB, XylE 2009

Km?®: kanamycin resistance. Tet®: tetracycline resistance.
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Table 3. Susceptibility to oxidative stress generated by paraquat.

MICs to paraquat (mg/L)

MH broth MH broth + 100

UM BIP
ATCC 17978 64 32
00242 32 8
N3850 64 32
A0242/A3850 32 8

MICs to paraquat (mg/L) with strains carrying the pWH1266-Km

vector
ATCC 17978 + pWH1266-Km 8 4
A0242 + pWH1266-Km 4 1
A0242 complemented 4 4

Table 4. Mortality of G. mellonella infected with the A. baumannii ATCC 17978 and its

derivative strains using lethal dose 50 (LDsg) and lethal dose 100 (LD1qo).

Bacterial inoculum (CFUs/larva)
8*10° 2*10° 8*10* 2.6*10* 8*10° 2.6*10°

Strains Mortality of larvae (%)at 24 h LDsg24 h  LDygp24 h
ATCC17978 100 100 857 571 428 0 1.9*10* 17*10°
A0242 100 714 571 0 0 0 10.5¥10* 63*10*
A3850 100 100 100 42.8 285 O 1.95*10* 11.7*10°
A0242/A3850 100 85.7 57.1 0 0 0 9.3*10"  53.2*10"
Strains Mortality of larvae (%) at 144 h LDso 144 h LD1gp 144 h
ATCC17978 100 100 100 857 428 O 1*10* 6*10*
70242 100 100 857 142 O 0 4.35*%10" 18.1*10"
A3850 100 100 100 100 285 0 1.15*10* 3.05*10*
A0242/A3850 100 100 85.7 428 O 0 3.4*10"  16.4*10"
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Table 5. Effect of feoA gene (A1S_0242) inactivation over bacterial load in lungs, blood

and mice survival.

Treatment group (n)  Bacterial load in lung % Sterile blood Mean of survival
(mean log;oCFU/g of  cultures time (h) of mice
lung +/- SD)

ATCC 17978 (12) 11.04 (+/- 0.35) 8.4% 43.4

00242 (12) 10.04 (+/- 0.29) 75% 64.1°

% Two mice survived at 72 h.
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Figure 1. cDNA amplification of genes from the A1S_0242-0244 operon of A. baumannii
ATCC 17978 strain. The intergenic regions from genes A1S 0242-0243 and A1S_0243-
0244 are shown in lanes 8 and 9, respectively. The intergenic regions from genes
A1S 0241-0242 and A1S_0244-0245 are shown in lanes 7 and 10, respectively (negative
controls). Genomic DNA was used as template for positive control (lanes 1 to 5,
respectively). Lanes 5 and 11 show the gyrB amplification from DNA and cDNA,
respectively (positive controls). Lane 6 shows GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo

Fisher Scientific).

ATCC 17978

A0242

A3850

A0242/A3850

ATCC 17978 (200 pM of BIP)
40242 (200 uM of BIP)
A3850 (200 pM of BIP)
A0242/A3850 (200 uM of BIP)
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Figure 2. Growth curves of the ATCC 17978 strain and the isogenic mutant derivative
strains A0242, A3850 and A0242/A3850 in presence and absence of the iron chelator
2,2'-bipyridyl (BIP). Data correspond to the mean of three replicates and bars represent

the standard deviations.

135



Capitulos

15+ [ P00 ———

p=00034
9

r
T 1

H

[P 00002=)
rpcnoom_l
I

0.54 —T_

0.0

T T T T T T T
ATCC AD242 A3850 A0242/A3850 ATCC 17978+ 10242+ 40242

17978

PWH1266-Km pWH1266-Km complemented

Figure 3. Quantification of biofilm formation by the A. baumannii ATCC 17978 strain, the

mutant derivative strain A0242, the mutant derivative strain A3850, the double mutant

derivative strain A0242/A3850, the ATCC 17978 harboring the empty vector pWH1266-

Km (ATCC 17978 + pWH1266-Km), the mutant derivative strain harboring the empty

vector pWH1266-Km (A0242 + pWH1266-Km) and the mutant derivative A0242 over-

expressing the A1S_0242 gene from the pWH1266-Km plasmid (A0242 complemented).
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Figure 4. Quantification of bacterial adhesion to A549 cells by the A. baumannii ATCC

17978 strain, the mutant derivative strain A0242, the mutant derivative strain A3850 and

the double mutant strain A0242/A3850.
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Figure 5. Survival of Galleria mellonella larvae (n= 10 per group) after infection with A.
baumannii ATCC 17978, A0242, A3850 and A0242/A3850 strains. Survival was
significantly higher in caterpillars infected with the A0242 mutant than those infected

with the wild type strain (p < 0.05). No deaths were observed in any of the two control

groups (not injected and injected with sterile PBS).
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Figure 6. Pneumonia infection in mice. A) Survival of BALB/c (n = 10 per group) mice after
pneumonia infection with A. baumannii ATCC 17978 and A0242 strains. Survival was
significantly higher in mice infected with the A0242 mutant (p < 0.01). B) Bacterial load
determination in lungs in mice infected with the ATCC 17978 strain and the A0242

mutant. Bacterial load (p < 0.01) was significantly lower in mice infected with the A0242

mutant.
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Material suplementario

Table S1. Gene expression of the A1S_0242 and the A1S_3850 genes of A. baumannii
ATCC 17978 and its derivative strains measured by qRT-PCR.

Strain Expression level of the A1S_0242 gene
ATCC 17978 1

70242 0*

A0242 + pWH1266-Km o*

00242 complemented 100 +/- 38.2%*

Strain Expression level of the A1S_3850 gene
ATCC 17978 1

A3850 0*

A3850 + pWH1266-Km 0*

A3850 complemented 724 +/-217

*Data were obtained as a fold-change relative to the ATCC 17978 sample (value 1), using

the rpoB gene as housekeeping for normalization.

Table S2. Oligonucleotides and probes used in the present work.

Primer/Probe name Sequence Use in the present study
A1S _0242UPFw gggggatccccccactatgacccagtaacatt  Construction of the A0242 strain
A1lS 0242UPRv ggggatatcccccatccgatectaaacctttt Construction of the A0242 strain

A1S 0242DOWNFw  ggggatatccccaaattcaagtagaagaagga Construction of the A0242 strain

A1S _0242DOWNRv ggggcatgccccgaatgaaagcacgtccactt Construction of the A0242 strain

A1S 0242intUPFw ttcactacattggatcaggt Confirmation the deletion of the
Al1S 0242 gene

A1S _0242intDOWNRv atcgagcactcgaaccgaa Confirmation the deletion of the
A1S 0242 gene
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A1S_3850UPFw

A1S_3850UPRv

A1S_3850DOWNFw

A1S_3850DOWNRv

A1S_3850intUPFw

A1S_3850intDOWNRv

pMo130 site2 Fw

pMo130 site2 Rv

A1S_0242EcoRVFw

A1S_0242BamHIRv

A1S_3850EcoRVFw

A1lS 3850BamHIRv

pWH1266Fw

pWH1266Rv

ggggcggecgecgactttcatcagtgactat

cccgagctcaacaattttgacaaagtegttt

ggggagctctcaaatgaacagtaaaaatatt

cccggatccaattgcacaggcaaaactag

gtggagcacatatgaaagc

tccagctcacctaagcata

attcatgaccgtgctgac

cttgtctgtaagcggatg

cccgatatcatgtatactagtaaaaaagg

cccggatcctcatgegggtactecttctt

cccgatatcatgaatttattccaagttaa

cccggatccttactgttcatttgaaacaa

taggcttggttatgecggta

aaggagctgactgggttgaa

Construction of the A3850 strain

Construction of the A3850 strain

Construction of the A3850 strain

Construction of the A3850 strain

Confirmation the deletion of the
A1S 3850 gene

Confirmation the deletion of the
A1S 0242 gene

Confirmation the plasmid
construction

Confirmation the plasmid
construction

Cloning the A1S_0242 gene into
the pWH1266-Km plasmid to
complement the A0242 strain
Cloning the A1S_0242 gene into
the pWH1266-Km plasmid to
complement the A0242 strain
Cloning the A1S_3850 gene into
the pWH1266-Km plasmid to
complement the A3850 strain
Cloning the A1S_3850 gene into
the pWH1266-Km plasmid to
complement the A3850 strain
Confirmation the
complementation of the A0242
and the A03850 strains
Confirmation the

complementation of the A0242
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and the A03850 strains

A1S_0242RTFw tcagcgttgaaagtgaagcea gRT-PCR
A1S 0242RTRv gaattgcgaccaaatcttgc gRT-PCR
A1S_0242Probe catcacca gRT-PCR
A1S_0243RTFw gctctggttcttgtgtactttec gRT-PCR
A1S 0243RTRv tgtaatctatagcaggcaatgtcg gRT-PCR
A1S_0243 Probe accaccag gRT-PCR
Al1lS 0244RTFw tgacttttggtigtgcaggt gRT-PCR
A1S_0244RTRv tgccatttaactggtttaatttctt gRT-PCR
A1S 0244 Probe tgtggctg gRT-PCR
A1lS_0652RTFw cacaagcagaagttcgtgtca gRT-PCR
A1lS 0652RTRT tccaatttgaacgagaataggg gRT-PCR
A1S_0652 Probe ttggtggt gRT-PCR
rpoBRTFw tcgtgtatctgegctigg gRT-PCR
rpoBRTRv cgtacttcgaagcctgeac gRT-PCR
rpoB Probe Accaccag gRT-PCR
Al1lS 0241-0242Fw cttcgtaatttctgttcacg Operon characterization
A1lS _0241-0242Rv aattgcgaccaaatcttgct Operon characterization
Al1S 0242-0243Fw tggaaagtctgggtttigta Operon characterization
A1S _0242-0243Rv gacccaactcgatcatttc Operon characterization
Al1lS 0243-0244Fw cgctccagttggttttaac Operon characterization
A1S _0243-0244Rv tggtttcagccattttgcta Operon characterization
Al1lS 0244-0245Fw aatgacttttggttgtgcag Operon characterization
A1S 0244-0245Rv gcaataactggatatcgcc Operon characterization
gyrBFw ggcttaaaccagtatcttga Operon characterization
gyrBRv cagccaagtgctgtaattaa Operon characterization
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Figure S1. Growth curves of the ATCC 17978 strain and its derivative strains carrying the
pWH1266-Km vector. Data correspond to the mean of three replicates and bars

represent the standard deviations.

< 0.0001

400004 R
3 [— P < 00001 —
E p < 0.0001
S 30000 [ [ < 00001 —
¥
Q
= 20000
= 30004
g —]—
Q
2 20004
-
@
S 10004 —_
@«
g

0 L] L] L] L]

ATCC ATCC 17978 + AQ242 + A0242

17978 pWH1266-Km pWH1266-Km complemented

Figure S2. Quantification of bacterial adhesion to A549 cells by the A. baumannii ATCC
17978 strain (ATCC 17978), the ATCC 17978 strain harboring the empty pWH1266-Km
vector (ATCC+pWH1266-Km), the mutant derivative strain A0242 harboring the empty
pWH1266-Km vector (A0242+pWH1266-Km) and the mutant derivative strain A0242
harboring the pWH1266-Km vector containing the A1S 0242 gene (A0242

complemented).
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IV. DISCUSION

Acinetobacter baumannii ha emergido en los ultimos afos como un importante
patégeno siendo cada vez mas frecuentes las infecciones y brotes hospitalarios causados
por este microorganismo a lo largo de todo el mundo (3, 17, 186). En febrero del 2017, la
Organizacion Mundial de la Salud incluyé a A. baumannii dentro de la lista de
microorganismos patégenos que requieren investigacion y desarrollo de nuevos
antibidticos con prioridad critica (52). Son muchos los factores que contribuyen a la
patogenicidad de A. baumannii y a su éxito como agente infeccioso. La presente tesis
doctoral tiene como finalidad el estudio de dos factores de virulencia que podrian
explicar parcialmente la habilidad que tiene A. baumannii para sobrevivir, adaptarse,

propagarse o causar una infecciéon bajo condiciones desfavorables.

La capacidad que tiene esta especie para persistir en ambientes hospitalarios
podria ser atribuida, en parte, a su habilidad para adherirse a células humanas y de
formar biofilm, tanto sobre superficies bidticas como abidticas, ya que estas bacterias

asociadas al biofilm son mas resistentes al estrés (47).

La cepa de A. baumannii MAROO2 fue seleccionada por su extraordinaria
capacidad de formar biofilm. Dicha cepa fue aislada a partir de una herida de un paciente
en el Hospital del Mar de Barcelona en el afio 2010 durante el Il Estudio Espafiol de
Colonizaciones/Infecciones por Acinetobacter baumannii (GEIH/REIPI-Ab2010) (187). La
cepa MAROO2, a pesar de pertenecer a una coleccién de cepas clinicas, resulté ser
sensible a la mayoria de los antibidticos. Se realizé la secuenciacion y posterior andlisis de
su genoma en busca de genes que pudieran estar implicados en la capacidad de la cepa

MAROQO2 para formar biofilm.

La secuenciacién de genomas completos nos permite la identificacion del
catalogo completo de genes que un organismo puede expresar en cualquier momento de
su ciclo vital. Esto abre una nueva via para el estudio de la biologia bacteriana, ayudando

a una mejor comprension de la plasticidad gendémica, epidemiologia o adquision/pérdida
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de genes relacionados con resistencia y patogenicidad. Ademads, la secuenciacién de

genomas de distintas cepas permite la realizacidn de estudios evolutivos y filogenéticos.

El método de secuenciacion automatica de Sanger domind la industria de
secuenciacion de ADN durante casi 20 afios. A pesar de ser la tecnologia con la que se
secuencié el primer genoma bacteriano y la primera secuencia completa del genoma
humano, este método presenta muchas limitaciones. Las tecnologias de secuenciacién
de nueva generacién (NGS) surgen de esa necesidad de desarrollar nuevas y mejores
alternativas a la tecnologia Sanger para la secuenciacién de gran nimero de genomas en

menos tiempo (188).

La aparicion de estas tecnologias de secuenciacién de nueva generacién en el afio
2005 impulsé un gran avance en el campo de la secuenciacién de genomas y de la
biologia en general. La ventaja de estas tecnologias es que permiten el procesamiento
masivo y en paralelo de las muestras, reduciendo los costes y el tiempo de obtencion de
la secuencia gendmica (188). Paralelamente a la aparicién de estas tecnologias de
secuenciacion, ha sido imprescindible el desarrollo de nuevas y mas potentes
herramientas bioinformaticas que permiten analizar y procesar la enorme cantidad de

datos que se generan.

Dentro de las plataformas de secuenciacién de nueva generacidn que se
encuentran actualmente en mercado encontramos 454 (Roche), Solexa (lllumina), lon

Torrent (Life Technologies), Helicos y Pacific Biosciences (PacBio).

La tecnologia 454, comercializada por Roche, se fundamenta en Ia
pirosecuenciacion, una metodologia que se basa en la deteccién quimioluminiscente del
pirofosfato liberado durante la elongacion de la cadena de ADN. En la actualidad, esta
plataforma esta practicamente en desuso, ya que el resto de las tecnologias existentes
ofrecen mejores resultados (189). La plataforma Solexa (Illumina) es la mas utilizada en la
actualidad, y consiste en una técnica de terminacién reversible ciclica y se caracteriza por
el uso de nucledtidos marcados con fluoréforos que blogquean de forma reversible la

elongacion de la cadena (190). La plataforma lon Torrent tiene un funcionamiento
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semejante a la pirosecuenciacion pero, en lugar de transformar en luz el pirofosfato
liberado, se mide el cambio de pH (191). Ademas, se han desarrollado tecnologias que no
utilizan el paso inicial de amplificacién, sino que secuencian directamente una sola
molécula de ADN, entre las que se encuentran Helicos y Pacific Biosciences (PacBio)
(192). Entre todas las tecnologias disponibles en el mercado se utilizé la tecnologia
basada en la pirosecuenciaciéon para secuenciar el genoma de la cepa A. baumannii

MARO002.

En un estudio comparativo de tres instrumentos de secuenciacidn, 454 GS Junior
(Roche), MiSeq (lllumina) y lon Torrent PGM (Life Technologies), se concluyd que cada
una de ellos tenia sus ventajas y sus inconvenientes. El mayor rendimiento por carrera y
la mayor cobertura se obtuvo con la tecnologia MiSeq mientras que las lecturas mas
largas se obtuvieron con el 454 GS Junior. Tanto lon Torrent PGM como 454 tuvieron una
tasa de error mas elevada que MiSeq ya que se vio que tenian muchos problemas para
medir los homopolimeros (bases iguales repetidas) (193). Los resultados de la
secuenciacion de la cepa de E. coli 0104:H4 mostraron unos resultados similares a los de
nuestro trabajo de secuenciacion del genoma de la cepa de A. baumannii MAR0QO2. En
una unica carrera del 454 GS Junior de la libreria de A. baumannii MAROO2 se obtuvieron
un total de 163,265 lecturas con un tamano medio de 541.12 pb las cuales se
ensamblaron en 119 contigs, 111 de ellos resultaron ser de mas de 500 pb. Una ventaja
de esta tecnologia es que, al generar lecturas mas largas, estas se pueden ensamblar mas
facilmente en contigs. El protocolo que se realizd para secuenciar el genoma de la cepa
A. baumannii MAR0O2 fue de tipo single-end. En esta metodologia los fragmentos de
ADN se secuencian Unicamente desde un extremo y su tamafio no se conoce. El
resultado del ensamblaje consistid en un conjunto de contigs desordenados, pero no se
obtuvo ninguna informacién sobre su orden en el genoma ni sobre el tamano de los
huecos que habria entre ellos. Este problema se podria solucionar utilizando la técnica de
extremos pareados (paired-end). Mientras que en la estrategia original de secuenciacién
se obtiene la lectura de un Unico extremo de cada fragmento (single-end), la
secuenciacion de extremos pareados proporciona la secuencia de ambos extremos de

cada fragmento, siempre separados por una distancia conocida. Esta técnica permite
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conocer la distancia entre los contigs y su organizacidon para obtener fragmentos de

mayor tamafio (194).

Los 119 contigs se ensamblaron finalmente en dos scaffolds: el scaffold 01 (cédigo
GenBank JRHB01000001), con una longitud de 2,960,191 pb y el scaffold 02 (cédigo
GenBank JRHB01000002), con una longitud de 757,739 pb. Cuando se realizd un
alineamiento de los dos scaffolds de MAROO2 con el genoma completo de la cepa tipo
ATCC 17978 se observé que el hueco entre ambos scaffolds se correspondia con un gen
de gran tamafio que codifica una proteina de secrecidén tipo |. Este tipo de genes se
caracterizan por tener regiones largas repetidas en tandem lo cual constituye un
problema a la hora de realizar el ensamblaje. Cuando una lectura proviene de una zona
repetida, y es mas pequefia que esta, no se puede saber con certeza de cual de las
regiones repetidas se obtuvo y, por lo tanto, se pueden crear falsas uniones en el
genoma. En nuestro caso en particular resulté imposible la unién de estos dos scaffolds
siendo esta la causa mas probable (195). Al igual que en el caso de la ordenacién de los
contigs, este problema también se podria haber solucionado realizando la técnica de
extremos pareados ya que se podria conocer la distancia entre los contigs y, por lo tanto,

poder unir estos dos scaffolds para obtener una secuencia Unica del genoma de MAROO?2.

Tras la secuenciacion, el ensamblaje y la anotaciéon automatica de los dos
scaffolds de MARO002 mediante herramientas bioinformaticas, se predijeron 3,300
secuencias codificantes, 75 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr. En marzo del
pasado afio la anotacién del genoma de MAROO2 se actualizé modificandose los datos
originales de tal forma que el genoma de MARO0OO2 actual estd formado por 3298
secuencias codificantes, 120 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr. Estos cambios
en la anotaciéon podrian ser debidos a una actualizacion y mejora del programa

bioinformatico del NCBI utilizado para realizar la anotacién.

Un anadlisis con el programa bioinformdatico PHAST mostré la presencia de un
bacteriéfago intacto integrado dentro del genoma de MAROO2. Se considera que ese fago
estd intacto ya que contiene todos los genes necesarios, genes que codifican proteinas

de la cabeza, genes que codifican la cola y genes que codifican integrasas, entre otros. Se
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podria pensar que bajo ciertas condiciones este fago podria entrar en fase litica y
provocar la lisis de la bacteria, evento que ya se ha descrito en otras cepas de A.
baumannii (196). La presencia de bacteriéfagos integrados en el genoma bacteriano es
bastante comun por lo que no es raro que MAR0O2 contenga uno (197, 198). Debido a su
capacidad litica, estos bacteriéfagos cada vez han captado mas la atencién como agentes
antibacterianos ya que actuarian reduciendo la poblacion bacteriana especifica (199). Las
terapias con fagos son de gran interés para erradicar infecciones causadas por

microorganismos multirresistentes.

El analisis del genoma descrito en el capitulo | llevd a la asignacién de la cepa
MARO002 dentro del grupo ST71. La gran mayoria de los brotes de A. baumannii son
causados por un numero limitado de cepas en todo el mundo que pertenecen a los
clones que inicialmente se denominaron clones europeos y que, en la actualidad, se
conocen como linajes clonales internacionales (IC) I, Il y 11l (200, 201). Ademds de estos
linajes clonales, recientemente, han aparecido otra serie de brotes causados por otros
genotipos de A. baumannii (201). El ST71 no se pudo clasificar dentro de ningun linaje
clonal, ni existen casos de brotes causados por cepas pertenecientes a este ST. Giannouli
y colaboradores (202) realizaron un estudio en el que concluyen que la resistencia a la
desecacion, la capacidad de formar biofilm en superficies abidticas o la capacidad de
adherencia a células humanas A549 podrian favorecer la propagacion y persistencia en el
ambiente hospitalario de cepas de A. baumannii pertenecientes a los clones Iy Il y a
genotipos emergentes como ST25 o ST78. El ST71 tampoco se pudo clasificar dentro de

ningun grupo emergente previamente clasificado como formador de biofilm.

A pesar de no pertenecer a ningun grupo conocido de productores de biofilm,
MAROO2 resulté tener una capacidad extraordinaria de formar biofilm y de adherirse a
células eucariotas humanas (A549). La relacién entre ambos procesos no estd muy clara.
Lee y colaboradores (203) estudiaron la capacidad de A. baumannii de formar biofilm y
de adherirse a células epiteliales humanas y concluyeron que hay una correlacién
positiva entre ambas. Sin embargo, hay otros estudios que demuestran que esta
correlacién no existe y por lo tanto serian dependientes de mecanismos diferentes (102,

204).
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Se han publicado una serie de trabajos con cepas de A. baumannii con capacidad
para adherirse y formar biofilm, donde se demuestra la implicacion de estos dos
procesos en la virulencia de la bacteria (102, 110). Ambas habilidades le dan una ventaja
adaptativa a la bacteria ya que contribuyen a la colonizacién, persistencia e infeccién
(205). Teniendo en cuenta la extraordinaria capacidad que tiene A. baumannii MAR002
de formar biofilm, se podria considerar esta cepa un modelo apropiado para el estudio
de nuevos factores involucrados en la formacién de biofilm y en la patogénesis de A.

baumannii.

El analisis de la superficie de la cepa A. baumannii MAR0O02 mediante microscopia
electréonica de transmisién mostré la existencia de dos tipos de pili de longitudes
diferentes. Estos pili son apéndices localizados en la superficie bacteriana que podrian
estar implicados en adherencia y formacion de biofilm sobre superficies bidticas o
abidticas. Tomaras y colaboradores (126) descubrieron que la cepa tipo ATCC 19606
formaba un pilus de tipo chaperona-usher esencial para la adherencia de la bacteria a
superficies abidticas. Ademas, De Breij y colaboradores (128) identificaron otro pilus
independiente del sistema Csu involucrado en la adherencia de A. baumannii a
superficies bidticas. De esta forma, se puede pensar que la presencia de estos pili en la
superficie de MARO002 podria ser, al menos en parte, la causa de su fenotipo

hiperproductor de biofilm y de su capacidad de adherirse a células epiteliales humanas.

Basandonos en estas evidencias y, teniendo disponible la secuencia del genoma
de la cepa de A. baumannii MAR0O2, se buscaron genes que pudieran estar relacionados
con la formacién de estos pili. En particular, se analizaron los niveles de expresion de los
genes que codificaban las subunidades que formaban los pili. La mayoria de estos genes
estaban sobreexpresados en células sésiles del biofilm en comparacién con células
planctdnicas libres. Apoyandonos en estos datos de expresidn y en datos bibliograficos se
identificaron tres posibles candidatos por su potencial papel en la formacion de biofilm.
El gen LH92_ 11085 (A1S_2091 en A. baumannii ATCC 17978), el gen LH92_07670
(A1S_1510 en A. baumannii ATCC 17978) vy el gen LH92 08970 (no presente en A.
baumannii ATCC 17978), los cuales estaban expresados 25, 4.4 y 1.9 veces mas,

respectivamente, en células libres comparadas con células del biofilm. Chabane y
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colaboradores (129) realizaron un analisis de la matriz de los pellicles formados por
diferentes cepas de A. baumannii e identificaron tres subunidades de pili de tipo
chaperona-usher, la subunidad CsuA/B y las proteinas codificadas por los genes
A1S 1510 y A1S_2091. Estos resultados concuerdan con los obtenidos durante este
trabajo ya que, tanto el gen el LH92_11085 (A1S_2091) como el gen LH92_ 07670
(A1S_1510), se encontraron sobreexpresados en la etapa de biofilm. El gen que codifica
la proteina CsuA/B no se encontrd sobreexpresado en las células del biofilm de A.
baumannii MAROO2. Esto podria deberse a que el biofilm formado por la cepa MAR002

es independiente del sistema Csu.

Los sistemas de pili a los que pertenecen los genes A1S_1510 y CsuA/B ya fueron
estudiados y se demostro su implicacion en la formacién de biofilm (121, 126). A pesar de
que el sistema A1S 2088-2091 (homodlogo del LH92 11070-11085) no ha sido
caracterizado funcionalmente, Giles y colaboradores (145) han sugerido que, de alguna
manera, este sistema podria estar implicado en la formacién del biofilm. El gen
LH92_ 11085 fue seleccionado como gen de estudio debido a sus datos de expresidn, 25
veces mas expresado en células sésiles que forman del biofilm que en células

planctdnicas.

Un andlisis en profundidad del gen LH92_11085 y de su entorno mostrd que este
gen forma parte de un operdn que podria codificar un sistema de formacidn de pili. Este
operdn tiene las caracteristicas tipicas de los operones que codifican los sistemas de
formacion de pili tipo chaperona-usher. Es decir, estar formados por, como minimo, un
gen que codifica un usher, un gen que codifica una chaperona y un gen que codifica una
subunidad del pilus o fimbria (124). El operén LH92_11070-11085 estad formado por un
gen que codifica un usher (LH92 11075), un gen que codifica una chaperona
(LH92_11080) y dos genes que codifican dos subunidades del pilus (LH92_ 11070 y
LH92 11085). Los sistemas de pili de tipo chaperona-usher mas estudiados son los
sistemas Fim (pilus tipo I) y Pap (P pilus) descritos en E. coli (124). Se ha demostrado que
estos sistemas intervienen en la adherencia de la bacteria E.coli a las células eucariotas
(206). En A. baumannii ATCC 19606 también se describio un pili de este tipo denominado

CsuA/BABCDE implicado en la adherencia a superficies abidticas y en la formacion de
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biofilm (126). Si comparamos todos estos sistemas se puede observar que
estructuralmente son muy similares y todos estdn formados por una subunidad mayor
que forma el cuerpo del pilus (FimA, PapA, CsuA/By LH92_11085), una chaperona (FimC,
PapD, CsuC y LH92 11080) y un usher (FimD, PapC, CsuD y LH92_ 11075). La principal
diferencia entre ellos radica en el numero de subunidades diferentes que forman la
punta del pilus. La punta del pili tipo | (sistema Fim) estd formada por 3 subunidades
(FimH, FimG y FimF), la punta del P pilus (sistema Pap) esta formada por cuatro
subunidades (PapG, PapF, PapE y PapK), la punta del pilus CsuA/BABCDE (sistema Csu)
esta formada por tres subunidades (CsuA, CsuB y CsuE) mientras que la punta del sistema

LH92_11085-11070 esta formada sdélo por una subunidad (LH92_11070) (124, 126).

Utilizando programas bioinformaticos se observo que la proteina codificada por el
gen LH92 11085 tenia un porcentaje de identidad del 33% con respecto a la proteina
CsuA/B seguido de un porcentaje de identidad del 16% con respecto a la proteina FimA

de E. coli (207).

El estudio del operédn LH92 11085-11070 indicé que este podia codificar un
sistema de formacion de pili tipo chaperona-usher. Ademas, el andlisis estructural de la
proteina que codifica el gen LH92 11085, apunté a que este gen podia codificar la
subunidad mayor del cuerpo del pilus. La delecién de este gen del genoma de la cepa
MAROOQ2 podria tener como resultado la desaparicidon de alguno de los pili localizados en
la superficie bacteriana de la cepa A. baumannii MAROO2 ya que no se sintetizarian las

subunidades que forman el cuerpo del pilus.

Para estudiar la implicacidon de este gen en la capacidad de A. baumannii MAR0OO2
de formar biofilm y adherirse a células epiteliales humanas se fabricd un mutante

isogénico de este gen (A11085).

Los experimentos de formacién de biofilm realizados con la cepa de A. baumannii
MAROO02 y su mutante isogénico A11085, demostraron que este sistema de formacién de
pili estaba implicado en la formacidn del biofilm de la cepa MARQOQ2. Se vio que cuando el

gen LH92 11085 era delecionado del genoma de la cepa MARO0O02, esta reducia su
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capacidad de formar de biofilm en un 40%. Las imagenes de microscopia electrénica de
barrido mostraron la estructura del biofilm de MARQOO2 la cual consistia en una estructura
tridimensional muy bien organizada. La cepa mutante mantuvo parcialmente Ia
capacidad de adherirse a la superficie pero fue incapaz de formar esa estructura tan

organizada.

Resultados similares se obtuvieron con la cepa de A. baumannii 307-0294 y su
mutante isogénico de la proteina Bap (proteina asociada al biofilm). La familia de
proteinas Bap son adhesinas de alto peso molecular localizadas en la superficie
bacteriana que confieren a la bacteria la capacidad de formar biofilm (208, 209). Este
estudio revelé que la proteina Bap de A. baumannii parecia estar implicada en el

mantenimiento de la estructura del biofilm (130).

Un estudio posterior, mostré que Bap estaba implicada en la adherencia de la
cepa 307-0294 a células humanas epiteliales bronquiales y a queratinocitos humanos
neonatales (131). Ademas, la mutacidn de los genes BLP1 y BLP2 en la cepa AYE, genes
relacionadas con Bap, resultd en una reduccién de la capacidad de esta cepa de formar
biofilm y de adherirse a células A549 (132). Al analizar la adherencia de MAR0OQ2 y
A11085 a células eucariotas se vio una reduccidn significativa en su capacidad de
adherirse a las células A549, al igual que ocurria con los mutantes isogénicos de Bap,
BLP1y BLP2 (131, 132). Las imagenes de microscopia de barrido mostraron una visién 3D
del proceso de adherencia de MAR0O2 y su mutante isogénico A11085 a las células
epiteliales humanas. Las micrografias mostraron células epiteliales A549 seriamente
dafiadas en ambos casos, con la capa de surfactante muy deteriorada. Sin embargo, el
nimero de bacterias adheridas a las células epiteliales era mucho menor cuando se

infectaba con la cepa mutante A11085.

En este trabajo se demostro la implicacion del gen LH92 11085, perteneciente al
operdén LH92 11070-11085, en la adherencia de la cepa MAROO2 a superficies bidticas y
abidticas. Esos resultados difieren parcialmente con los observados en el sistema de
formacién de pili tipo chaperona-usher CsuA/BABCDE de A. baumannii ATCC 19606. Este

sistema resultd estar involucrado en la adherencia de la bacteria a superficies abidticas
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(126), siendo la adherencia a superficies bidticas independiente del sistema

CsuA/BABCDE (128).

Las imagenes de microscopia electrdnica de transmisidon mostraron que la cepa
de A. baumannii MAROO2 tenia en la superficie dos tipos de pili diferentes. Unos pili
gruesos de unos 200-300 nm de longitud que rodean a la bacteria formando una especie
de corona y unos pili mas largos, finos y menos abundantes. El andlisis realizado con
microscopia electronica de transmision de la cepa salvaje MAR002 y su mutante
isogénico A11085 reveld que, cuando el gen LH92_ 11085 era delecionado del genoma,
los pili largos desaparecian de la superficie bacteriana. Ademads, la complementacién del

gen LH92_ 11085 restablecio el fenotipo de la cepa salvaje.

Tomaras y colaboradores (126) observaron que cuando se interrumpia el gen
csukE, el cual codifica una de las subunidades de la punta del pilus, la cepa A. baumannii
ATCC 19606 no formaba los pili. Al complementar la cepa mutante introduciendo el gen
de forma externa en un plasmido este fenotipo se restablecia. La interrupcion de una de
las subunidades de la punta del pilus inhibid la sintesis completa del pilus. Esto puede
deberse a que este sistema Csu estd codificado por un operdn policistronico de tal forma
que la interrupcién de uno de los genes que lo forman impide la expresién o traduccién

del resto de los genes.

Por ultimo, se evalud el papel que podria tener este sistema de formacién de pili
en la virulencia de la cepa A. baumannii MAR0O2. Para ello, utilizamos un modelo de
viabilidad celular de células epiteliales humanas. En este modelo se estudia el porcentaje
de células muertas tras 24 horas de infecciéon. El porcentaje de células muertas tras ser
incubadas con la cepa mutante A11085 resultd ser estadisticamente menor en

comparacion con las células incubadas con la cepa salvaje.

La adherencia de la bacteria a células eucariotas es el primer paso de colonizacion
e infeccion. De esta forma, si la bacteria pierde la capacidad de adherirse a las células
eucariotas también se verad reducida su capacidad de infectarla. Los resultados de

microscopia electrénica de barrido mostraron que el nimero de bacterias adheridas a las
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células epiteliales humanas era mucho menor en el caso de la cepa mutante que en la
cepa salvaje. Sin embargo, se observé que en ambos casos las células eucariotas estaban
dafadas. Todo esto parece indicar que la eliminacién de los pili codificados por el operén
LH92 11070-11085 de la superficie de la cepa MAR0O2 reduce la capacidad de esta cepa
de adherirse a las células eucariotas y, por lo tanto, menor es el nUmero de bacterias

presentes que podrian causar dano e infectar las células.

Los resultados mostrados en el capitulo Il demuestran el papel que el gen
LH92_ 11085 podria tener en patogenicidad de A. baumannii de MAROO2 y su valor como
posible diana para inhibir las interacciones entre el patégeno y el huésped las cuales son

criticas para la virulencia del patégeno.

Tras caracterizar este nuevo factor de virulencia de la cepa A. baumannii MAR002
nos interesamos en conocer el conjunto de genes necesarios para desarrollar una
infeccion. El modelo que se escogié para realizar el trabajo fue un modelo de neumonia
debido a que es la manifestacidon clinica mas comun de la infeccion por A. baumannii
(54). Ademas, se trabajo con la cepa tipo A. baumannii ATCC 17978 por ser la cepa de A.

baumannii mas estudiada y se conoce la secuencia de su genoma completo.

Para identificar los genes implicados en el desarrollo de un proceso de neumonia,
se obtuvieron los perfiles de expresién génica de la cepa de A. baumannii ATCC 17978
presente durante una infeccién de neumonia de ratén, comparandolos con los perfiles
de expresion génica de bacterias cultivadas en un matraz con medio de cultivo. Murray y
colaboradores (69) realizaron un estudio similar en el cual describieron el transcriptoma
de la cepa A. baumannii ATCC 17978 durante una bacteriemia. En este trabajo se observé
gue los genes mas sobreexpresados durante la infeccién pertenecian a los tres clusters
relacionados con sideréforos conocidos de A. baumannii ATCC 17978. Estos resultados

muestran las condiciones restrictivas de hierro in vivo.

Nuestros resultados corroboran estas condiciones limitantes de hierro ya que,
entre todos los genes que aparecieron diferencialmente expresados durante la infeccion,

describimos el gen A1S 0242, el cual codifica una proteina transportadora de hierro
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ferroso (ferrous iron transporter protein A). Se encontré que este gen estaba
sobreexpresado 2.67 veces mas en células aisladas durante la infeccion pulmonar con

respecto a células cultivadas en matraz.

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de la mayoria de las
bacterias y un suministro suficiente de hierro estd relacionado con la proliferacidn,
virulencia y persistencia del patégeno (149, 150). La presencia de hierro sera
determinante en el curso de la infeccion a favor del patdgeno o del huésped. De esta
forma, un mecanismo de defensa del huésped frente a la infeccidn consiste en reducir la
cantidad de hierro disponible. Para adaptarse a esas condiciones limitantes de hierro, las

bacterias han desarrollado multiples estrategias para captar hierro (149).

En condiciones anaerébicas y pH neutro, se produce una rapida oxidacién del Fe?'
a Fe*, compuesto practicamente inaccesible para los microorganismos. En este punto las
bacterias dependen de unos compuestos quelantes, denominados siderdforos, para
captar el hierro. El sideréforo mas estudiado en A. baumannii es la acinetobactina (157,
163, 210, 211), aunque existen estudios en los que se describieron otros sideréforos tales
como la fimsbactina A-F (212) o las baumanoferrinas A y B (213), los cuales resultaron
estar implicados en la virulencia de A. baumannii. Ademas, existen bacterias capaces de
utilizar otras moléculas como quelantes de hierro, un ejemplo es el citrato utilizado por

Pseudomonas aeruginosa (214).

En condiciones de anaerobiosis, el hierro predomina en la forma soluble Fe*". A
diferencia del hierro férrico, el hierro ferroso es capaz de difundir al periplasma a través
de porinas de la membrana externa donde puede ser transportado al interior celular a
través de diferentes sistemas de transporte como puede ser el sistema Feo (165, 215). El
operdn feo fue descubierto por primera vez en la bacteria E. coli K12 y se vio que estd

compuesto por tres genes: feoA, feoBy feoC.

Practicamente todas las bacterias utilizan los sistema Feo para captar hierro
. Y - 2
ferroso de su entorno, que a menudo son nichos bioldgicos que estabilizan Fe*" en

relacion con Fe*'. A pesar de que hay muy poca informacion sobre el funcionamiento de
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estos sistemas de captacion de hierro, hay muchos estudios que demuestran su

implicacidn en la virulencia de la bacteria (167, 177, 178, 216, 217).

Teniendo en cuenta la cantidad de estudios que demuestran la implicacién de los
sistemas Feo en la virulencia de diferentes especies bacterianas, el gen A1S_0242 fue

seleccionado para estudiar su posible implicacidn en la virulencia de A. baumannii.

En primer lugar se estudié el entorno genético de este gen y se vio que pertenece
a un operdn policistronico formado por tres genes; el gen A1S_0242, que codifica una
proteina de transporte de hierro ferroso A (putative ferrous iron transport protein A), el
gen A1S 0243, que codifica una proteina de transporte de hierro ferroso B (putative

ferrous iron transport protein B) y el gen A1S_0244, que codifica una proteina hipotética.

Un analisis mas extenso del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 reveld
la existencia de otros dos genes (A1S_3850 y A1S_0652) homdlogos al A1S_0242 que
contenian dominios feoA. Tras analizar los genomas de las cepas de A. baumannii con su
genoma completo secuenciado se vio que la el gen A1S_0242 se encuentra muy
extendido dentro de la especie mientras que los genes A1S_3850 y A1S_0652 no se
encuentran en muchas otras cepas. Esto podria justificar que el operdn A1S 0242-0444
fuese el principal sistema Feo dentro en A. baumannii ATCC 17978 y esto podria explicar
por qué los niveles de expresidon de los genes A1S 3850 y A1S 0652 no variaron entre
células aisladas durante la neumonia con respecto a las células cultivadas en matraz. El
analisis del transcriptoma de bacterias aisladas durante una bacteriemia mostré que
ambos genes tampoco variaban su expresidon cuando se comparaban con el control
mientras que el gen A1S 0242 estaba sobreexpresado (69). Eijkelkamp y colaboradores
(162) estudiaron el perfil transcripcional de A. baumannii ATCC 17978 bajo condiciones
limitantes de hierro. Los resultados mostraron que los genes A1S 0242 y A1S 0652
estaban sobreexpresados bajo condiciones limitantes de hierro mientras que el gen

A1S 3850 no variaba su expresion.

Para estudiar la implicacién de este gen en el fenotipo de A. baumannii ATCC

17978 se construyeron los mutantes isogénicos de los genes A1S 0242 y A1S 3850
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ademas de un doble mutante de ambos genes. El primer paso consistié en confirmar que,
al delecionar el gen A1S_0242, su funcidn no era suplida por los otros dos genes descritos
anteriormente. Los experimentos de PCR a tiempo real de los genes A1S_0652 y
A1S 3850 demostraron que la expresion de estos genes no variaba entre la cepa ATCC
17978 salvaje y la cepa mutante. De esta forma, el cambio de fenotipo de la cepa
mutante frente a la cepa salvaje se podria relacionar directamente con la delecién del

gen A1S_0242.

Se analizo la implicacion del gen feoA sobre la eficacia bioldgica de la bacteria. Los
resultados mostraron que el mutante isogénico A0242 tenia una tasa de crecimiento
menor que la cepa salvaje. Se vio que la cepa mutante A3850 no variaba su tasa de
crecimiento con respecto a la cepa salvaje mientras que el doble mutante tenia la misma
tasa de crecimiento que el mutante del gen A1S _0242. Debido a que el hierro es un
elemento esencial para el crecimiento de la bacteria es de esperar que la inactivacién de

un sistema de captacion de hierro resulte en una reduccién de la tasa de crecimiento.

La capacidad de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales humanas de la
cepa ATCC 17978 se vio muy afectada cuando se delecioné el gen A1S_0242. Hay
estudios que demuestran que la homeostasis del hierro es importante para la interaccién
de la bacteria con el huésped. Zimbler y colaboradores (218) demostraron que la
proteina TonB2, proteina necesaria para la captaciéon de hierro, es necesaria para la
adherencia de A. baumannii a la fibronectina y a células epiteliales. Tanto la formacién de
biofilm como la adherencia a células eucariotas humanas son mecanismos utilizados por
la bacteria para colonizar el huésped y ambos se vieron afectados por la delecidn del gen

A1S_0242.

Los analisis de sensibilidad al estrés oxidativo mostraron que cuando se deleciond
el gen A1S_0242 del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 se redujo la resistencia
de la bacteria al estrés oxidativo. La superdxido dismutasa tiene un papel muy
importante en el metabolismo del superdxido, evitando la formacidon de especies
reactivas del oxigeno. Sabiendo que la superdxido dismutasa necesita hierro como

cofactor para catalizar la reaccion de dismutacion (219) es de esperar que una reduccién
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en la captacién de hierro provocaria una disminucién en su actividad y por lo tanto la
bacteria seria mas sensible a las especies reactivas del oxigeno. Los resultados de
sensibilidad al estrés oxidativo obtenidos demostraron mostraron que la cepa mutante

A0242 es mas sensible al estrés oxidativo causado por el paraquat.

La delecidn del gen A1S 3850 no modificod la capacidad de la cepa A. baumannii
ATCC 17978 de formar biofilm, de adherirse a células epiteliales humanas o de resistir al
estrés oxidativo. Todos estos resultados confirman el papel irrelevante del gen

A1S_3850.

Los resultados obtenidos demuestran la implicacién del gen feoA en la eficacia
bioldgica de la cepa ATCC 17978 cuando hay limitacién de hierro. Ademas, la virulencia in
vitro de la cepa mutante también se redujo, tal como demuestran los experimentos de
formacién de biofilm, de adherencia a células epiteliales humanas y de resistencia al

estrés oxidativo estando estos procesos implicados en la patogenicidad de A. baumannii.

Para ver el efecto de la delecién del gen sobre la virulencia in vivo de la cepa A.
baumannii ATCC 17978 se realizaron dos experimentos con modelos animales. El primero
consistié en una infeccién de larvas de Galleria mellonella con las cepas ATCC 17978 y su
mutante isogénico A0242. La delecion del gen A1S_0242 provocé la reduccion de la
capacidad de A. baumannii de infectar y de matar las larvas. Una vez mds, la infeccién
con la cepa mutante del gen A1S_3850 no mostré cambios con respecto a la cepa salvaje.
Estos resultados se corroboraron con los obtenidos en un modelo de infeccién de
neumonia en ratones, en el cual los ratones infectados con el mutante A0242 tuvieron

una tasa de supervivencia mayor que los infectados con la cepa salvaje.

Un estudio reciente describié una serie de genes necesarios para la supervivencia
bacteriana durante una infeccién. Se observd que la mutacién del gen feoB de A.
baumannii provocaba una reduccién en la eficacia bioldgica de la bacteria durante la
bacteriemia. Experimentos in vitro demostraron que la inactivacion del gen feoB
provocaba la disminucidn en la supervivencia de la bacteria en suero humano y dentro de

macroéfagos (184).
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La mutacién del gen feoA provocdé el aumento de la dosis letal de la bacteria y el
aumento en la supervivencia de larvas de G. mellonella y de ratéon. Estos aumentos
podrian ser debidos a una sinergia entre dos aspectos: la pérdida de eficacia biolégica y

el descenso en la virulencia de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

Analizando el conjunto de todos los resultados se puede concluir que el gen
A1S_0242 de A. baumannii ATCC 17978, implicado en un proceso de captacién de hierro,
estd involucrado en la eficacia bioldgica, la formacién de biofilm, la adherencia a células
eucariotas y la resistencia al estrés oxidativo. Este gen estd implicado en la virulencia de

la cepa A. baumannii ATCC 17978.
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V. CONCLUSIONES

1. El genoma de la cepa A. baumannii MAROO2 tiene un tamafio de 3.72 Mb y un
contenido de G+C de 38.92%.

2. El genoma de la cepa A. baumannii MARO02 contiene 3,300 secuencias

codificantes, 75 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr.

3. La cepa A. baumannii MAROO2 tiene una capacidad extraordinaria de adherirse

a superficies bidticas y abidticas y de formar biofilm.

4. El gen LH92_11085 de la cepa A. baumannii MAROO2 forma parte de un operon
policistronico funcional que codifica un sistema de formacién de pili tipo

chaperona-usher.

5. El gen LH92_11085 de la cepa A. baumannii MAROO2 estd implicado en la

formacién del biofilm maduro y en la adherencia a células epiteliales humanas.

6. El gen LH92 11085 esta implicado en la virulencia in vivo de la cepa A.

baumannii MAR0O2.

7. El gen feoA forma parte de un operdn policistrénico involucrado en la

captacion de hierro.

8. El gen feoA de la cepa A. baumannii ATCC 17978 estd implicado en la eficacia
biolégica y en la resistencia al estrés oxidativo de la bacteria, asi como en la
capacidad de formacién de biofilm y de adherirse a células epiteliales

humanas.

9. El gen feoA juega un papel importante en la virulencia in vivo de la cepa A.

baumannii ATCC 17978.
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