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Resumen

Acinetobacter baumannii es un microorganismo causante de infecciones nosocomiales
que, en los ultimos afos, se estd convirtiendo en un serio problema de salud a nivel mundial. La
aparicion de cepas resistentes a practicamente todos los agentes antimicrobianos de uso
frecuente en clinica provoca que algunas infecciones sean practicamente intratables. Junto a su
enorme capacidad de desarrollar resistencias, A. baumannii también se caracteriza por ser capaz
de desplazarse a través de superficies mediante un particular tipo de motilidad poco estudiado
y exclusivo de este género que se conoce como surface-associated motility. El objetivo global de
esta Tesis Doctoral es la identificacidn de genes implicados en este tipo de motilidad, asi como

el estudio de su relacidn con la patogenicidad de A. baumannii.

En este trabajo, se han aislado mutantes espontaneos resistentes a rifampicina con
patrones de motilidad alterados y se ha estudiado su virulencia en el modelo de Caenorhabditis
elegans. Ademas, mediante el analisis del perfil transcripcional de los mutantes y la cepa salvaje
se han identificado 6 genes, ampliamente distribuidos entre cepas clinicas, cuya expresion
disminuye en los mutantes que presentan una pérdida de motilidad. La construccién de
mutantes y el posterior andlisis fenotipico revelaron que la inactivacién de 4 de estos genes
provoca una reduccién de la motilidad y de la virulencia en A. baumannii. Entre los productos
de estos genes se encuentran las enzimas metabdlicas aldheido deshidrogenasa
(AU097_RS16805) y dihidroxiacido deshidratasa (AU097_RS17045), un posible componente de
un transportador de taurina (AU097_RS14730) y un hipotético transportador de membrana de
la superfamilia MFS (AU097_RS17040).

Por otro lado, se ha llevado a cabo la caracterizacién de la bomba de expulsidn de tipo
MFS codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii. El analisis in silico del producto de
este gen indicd que se trata de una proteina conformada por 12 hélices a-transmembrana y que
sus dominios N- y C-terminal se encuentran ubicados en el citoplasma. En cuanto al estudio del
patron de resistencia del mutante de este gen se observd que este muestra una mayor
sensibilidad a las quinolonas, a trimetoprim y a novobiocina, siendo el primer transportador MFS

descrito en A. baumannii implicado en resistencia, motilidad y virulencia.



Con el objetivo de estudiar si bombas de expulsién pertenecientes a las otras 5
superfamilias participan en la motilidad y la virulencia de A. baumannii, en la Ultima seccién de
este trabajo se estudid el efecto de la inactivacion de genes que codifican permeasas de
diferentes superfamilias de transportadores. Asi pues, se ha demostrado que la permeasa de la
bomba de expulsién RND codificada por el gen A1S 2736, la bomba de expulsién MATE
codificada por el gen A1S 3371 y la bomba de expulsién SMR codificada por el gen A1S 0710
estan implicadas en surface-associated motility y virulencia. Ademas, en este trabajo también
se han identificado dos nuevas permeasas que forman parte de bombas de expulsidn de tipo
ABC, codificadas por los genes A1S 1242 y A1S 2622, que también estdn implicadas en ambos
fendmenos. Sin embargo, no se observaron cambios ni en la motilidad ni en la virulencia de A.
baumannii tras la inactivacion de los genes A1S 0027, A1S 0536, A1S 1057 y A1S 1535, que
codifican permeasas de bombas de expulsion de tipo ABC, ni la de los genes A1S 1503 y

A1S 2063, que codifican transportadores PACE.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que la inactivacion
de ciertas enzimas metabdlicas y bombas de expulsidon provoca una reduccién de la motilidad y
de la virulencia en A. baumannii. De esta forma, se relaciona claramente por primera vez una
abolicidn de la motilidad de tipo surface-associated motility con una atenuacién de la virulencia
en este patégeno nosocomial. Ademas, los datos obtenidos en este trabajo abren nuevos frentes

en el estudio de nuevos mecanismos de resistencia en este microorganismo.



Resum

Acinetobacter baumannii és un microorganisme causant d'infeccions nosocomials que, en
els ultims anys, s'esta convertint en un serids problema de salut a nivell mundial. L'aparicié de
soques resistents a practicament tots els agents antimicrobians d'Us freqlient en clinica provoca
que algunes infeccions siguin practicament intractables. Juntament amb la seva enorme
capacitat de desenvolupar resisténcies, A. baumannii també es caracteritza per ser capag de
desplacar-se a través de superficies mitjancant un particular tipus de motilitat poc studiat i
exclusiu d'aquest genere que es coneix com surface-associated motility. L'objectiu global
d'aquesta Tesi Doctoral és la identificacio de gens implicats en aquest tipus de motilitat, aixi com

I'estudi de la seva relacié amb la patogenicitat d'A. baumannii.

En aquest treball, s'han aillat mutants espontanis resistents a rifampicina amb patrons de
motilitat alterats i s'ha estudiat la seva viruléncia en el model de Caenorhabditis elegans. A més,
mitjangant I"analisi del perfil transcripcional entre aquests mutants i la soca salvatge s'han
identificat 6 gens, ampliament distribuits entre soques cliniques, l'expressié dels quals
disminueix en els mutants que presenten una perdua de motilitat. La construccié de mutants i
el posterior analisi fenotipic van revelar que la inactivacié de 4 d'aquests gens provoca una
reduccio de la motilitat i de la viruléncia en A. baumannii. Entre els productes d'aquests gens es
troben els enzims metabolics aldehid deshidrogenasa (AU097 _RS16805) i dihidroxiacid
deshidratasa (AU097_RS17045), un possible component d'un transportador de taurina
(AU097 _RS14730) i un hipotetic transportador de membrana de la superfamilia MFS
(AU097_RS17040).

D'altra banda, s'ha dut a terme la caracteritzacié de la bomba d'expulsié de tipus MFS
codificada pel gen AU097_RS17040 d'A. baumannii. L'analisi in silico del producte d'aquest gen
va indicar que es tracta d'una proteina conformada per 12 helixs a-transmembrana i que els
seus dominis N- i C-terminal es troben ubicats en el citoplasma. En quant a I'estudi del patré de
resisténcia del mutant d'aquest gen es va observar que aquest mostra una major sensibilitat a
les quinolones, al trimetoprim i a la novobiocina, sent el primer transportador MFS descrit a A.

baumannii implicat en resisténcia, motilitat i virulencia.



Amb I'objectiu d'estudiar si bombes d'expulsié pertanyents a les altres 5 superfamilies
participen en la motilitat i la viruléncia d'A. baumannii, en I'Gltima seccié d'aquest treball es va
estudiar I'efecte de la inactivacié de gens que codifiquen permeasas de diferents superfamilies
de transportadors. Aixi doncs, s'ha demostrat que la permeasa de la bomba d'expulsié RND
codificada pel gen A1S 2736, labomba d'expulsié MATE codificada pel gen A1S 3371 ilabomba
d'expulsié SMR codificada pel gen A1S 0710 estan implicades en surface-associated motility i
viruléncia. A més, en aquest treball també s'han identificat dues noves permeasas que formen
part de bombes d'expulsid de tipus ABC, codificades pels gens A1S 1242 iA1S 2622, que també
estan implicades en els dos fenomens. No obstant aix0, ni la inactivacié dels gens A1S 0027,
A1S 0536,A1S 1057iA1S 1535, que codifiquen permeasas de bombes d'expulsié de tipe ABC,
ni la dels gens A1S 1503 i A1S 2063, que codifiquen transportadors PACE, van provocar canvis

en la motilitat i la virulencia d'A. baumannii.

Els resultats obtinguts en aquesta Tesi Doctoral posen de manifest que la inactivacié de
certs enzims metabolics i bombes d'expulsié provoca una reduccié de la motilitat i de Ia
viruléncia en A. baumannii. D'aquesta manera, es relaciona clarament per primera vegada una
abolicié de la motilitat de tipus surface-associated motility amb una atenuacié de la viruléncia
en aquest patogen nosocomial. A més, les dades obtingudes en aquest treball obren nous fronts

en |'estudi de nous mecanismes de resisténcia en aquest microorganisme.



Abstract

Acinetobacter baumannii is a microorganism that causes nosocomial infections and, in
recent years, it is becoming a serious health problem worldwide. The emergence of strains
resistant to practically all the antimicrobial agents frequently used in the clinic environment
turns some infections practically untreatable. With its enormous ability to develop resistances,
A. baumannii is also characterized by being able to move through surfaces through a particular
little known sort of motility exclusive to this genre, which is known as surface-associated
motility. The overall objective of this Doctoral Thesis is the identification of genes involved in

this kind of motility, and the study of its relationship with the pathogenicity of A. baumannii.

In this work, rifampin-resistant spontaneous mutants presenting altered motility patterns
have been isolated and their virulence has been studied in the Caenorhabditis elegans model. In
addition, through the analysis of the transcriptional profile between these mutants and the wild-
type strain, 6 genes were identified, widely distributed among clinical strains, and whose
expression was found decreased in the nonmotile mutants. The construction of mutants by gene
disruption and the subsequent analysis of their motility and virulence revealed that the
inactivation of 4 of these genes causes a reduction in motility and virulence in A. baumannii. The
products of these genes include the metabolic enzymes aldehyde dehydrogenase
(AU097_RS16805) and dihydroxy acid dehydratase (AU097 RS17045), a possible component of
a taurine transporter (AU097 _RS14730) and a hypothetical membrane transporter of the MFS
superfamily (AU097_RS17040).

On the other hand, characterization of the efflux pump of the MFS superfamily encoded
by the gene AU097_RS17040 of A. baumannii was carried out. The in silico analysis of the
product of this gene indicated that it is a protein composed of 12 transmembrane a helices and
that its N- and C-terminal domains are located in the cytoplasm. Regarding the study of the
resistance profile of the mutant of this gene, it was observed that this mutant shows a greater
susceptibility to quinolones, trimethoprim and novobiocin, being the first MFS transporter

described in A. baumannii involved in resistance, motility and virulence.

In order to study whether expulsion pumps belonging to the other 5 superfamilies

participate in the motility and virulence of A. baumannii, in the last section of this work the



effect of inactivation of genes that encode permeases from different superfamilies of
transporters was studied. Thus, it has been shown that the permease of the RND efflux pump
encoded by the A1S 2736 gene, the MATE efflux pump encoded by the A1S 3371 gene and the
SMR efflux pump encoded by the A1S_0710 gene are involved in surface-associated motility and
virulence. In addition, in this work we have also identified two new permeases belonging to ABC
efflux pumps, encoded by the genes A1S 1242 and A1S 2622, which are also involved in both
phenomena. However, neither the inactivation of the genes A1S 0027, A1S 0536, A1S 1057
and A1S 1535, which encode permeases of ABC-type efflux pumps, nor that of the genes
A1S 1503 and A1S 2063, which encode PACE transporters, resulted in changes in surface-

associated motility nor in virulence.

The results obtained in this Doctoral Thesis show that the inactivation of certain metabolic
enzymes and efflux pumps causes a reduction in motility and virulence in A. baumannii. In this
way, an abolition of surface-associated motility with an attenuation of virulence in this
nosocomial pathogen is clearly related for the first time. In addition, the data obtained in this

work open new fronts in the study of new mechanisms of resistance in this microorganism.
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Introduccién

1. Introduccion

1.1. Historia y taxonomia del género Acinetobacter

Las enfermedades infecciosas constituyeron una de las principales causas de mortalidad
durante los ultimos siglos. Por ello, el descubrimiento y posterior desarrollo de agentes
antimicrobianos representé un factor clave reduciendo las tasas de mortalidad. Sin embargo,
paralelamente a estos avances, las bacterias han desarrollado mecanismos para inactivar o
impedir la accidon de los antimicrobianos. Es por ello, que en las ultimas décadas se ha
incrementado la aparicidn de cepas multirresistentes. Entre los géneros bacterianos que
destacan por su gran capacidad de adaptarse y desarrollar resistencias a antimicrobianos se
encuentra Acinetobacter. Pese a que los miembros de este grupo han sido considerados durante
décadas como bacterias inocuas, en los Ultimos afios han emergido numerosas cepas

multirresistentes y con una gran capacidad de adaptacion a las condiciones ambientales.

El género Acinetobacter se caracteriza por una historia taxondmica repleta de cambios
constantes, lo cual ha impedido comprender en profundidad sus propiedades bioldgicas, asi
como su importancia clinica. El hecho de que Acinetobacter sea una bacteria que se ha aislado
simultdneamente en diferentes ambientes ha dificultado su clasificacidon taxondmica, y a que
este microorganismo haya sido denominado de distintas maneras llevando esto a una gran

confusion.

La primera descripcidon del género Acinetobacter fue realizada en 1911 por Beijerinck,
quien aislé un microorganismo del suelo capaz de crecer en un medio minimo con acetato de
calcio al que denominé Micrococcus calcoaceticus (Beijerinck, 1911). Desde ese momento se
fueron descubriendo microorganismos similares que se fueron asignando al menos a 15 géneros
y especies diferentes. Brisou y Prévot fueron los primeros en utilizar el término Acinetobacter
en 1954 para distinguir los microorganismos del género Achromobacter que presentan
motilidad de los que no (Brisou y Prevot 1954). Este género estaba compuesto por una coleccion
heterogénea de bacterias gram negativas saproéfitas no pigmentadas tanto oxidasa positivas
como negativas. En 1968, Baumann y colaboradores demostraron mediante diversas pruebas
nutricionales y bioquimicas que estas cepas podian separarse en un grupo distinto de las
Moraxella oxidasa positivas (Baumann et al., 1968). Pese a esto, no resultaba sencillo distinguir
entre especies diferentes basandose en caracteristicas fisioldgicas. Fue en 1971 cuando el

género Acinetobacter se incluyé en el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey,



Introduccién

encontrandose solamente Acinetobacter calcoaceticus como especie tipo y Acinetobacter

anitratus y Acinetobacter Iwoffii como las dos Unicas subespecies (Lautrop, 1974).

Durante los afios posteriores, continué resultando complicado discernir mediante
pruebas bioquimicas entre las diferentes especies del género, por ello, a finales de la década de
1980 se propuso el uso de la técnica de hibridacion del DNA para la identificacidon de especies
gendmicas. Una especie gendmica debe incluir cepas con un porcentaje de hibridacién DNA-
DNA del 70% o mas y una estabilidad térmica de hibridacidon de los dos DNAs de 5°C o menor.
Ademads, Unicamente las especies gendmicas que pueden ser diferenciadas mediante
caracteristicas fenotipicas reciben un nombre formalizado. Bouvet y Grimont propusieron en
1986 una nueva clasificacion del género basada en estas técnicas de hibridacion DNA-DNA,
describiendo 12 genoespecies de Acinetobacter diferentes entre las que se encuentran las
actuales A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, y A. Iwoffii
(Bouvet y Grimont, 1986). De esta forma, se adopté la definicion de especies gendmicas para
clasificar a los miembros de este género. Esta clasificacion se completd con los trabajos de
Bouvet y Jeanjean y de Tjerberg y Ursing resultando en la descripcidn de genoespecies
adicionales (Bouvet y Jeanjean 1989; Tjernbergy Ursing 1989). Es necesario puntualizar que, con
el fin de evitar confusiones, se afiaden los sufijos BJ (Bouvet-Jeanjean) o TU (Tjernberg-Ursing)
para definir a las especies gendmicas establecidas en cada uno de los dos estudios.
Recientemente, se han identificado 10 nuevas especies de Acinetobacter entre las que se
encuentran las especies de origen humano A. parvus, A. schindleri y A. ursingii; y 7 especies
aisladas de plantas de aguas residuales denominadas A. baylyi, A. bouvetii, A.grimontii, A.
tjernhergiae, A. towneri, A. tandoii y A. gerneri (Nemec et al., 2001, 2003; Carr et al., 2003).
Teniendo en cuenta esto, las especies reconocidas actualmente dentro del género Acinetobacter

se muestran recogidas en la Tabla 1.1.

Hoy en dia, pese a que Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis estan
emergiendo como patdgenos nosocomiales relevantes, A. baumannii es la especie con mayor
importancia clinica dentro de este género (Peleg et al., 2008). Estas 3 especies, junto con A.
calcoaceticus, se engloban dentro del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii ya que se
encuentran tan estrechamente relacionadas que resulta complicado distinguirlas mediante
caracteristicas fenotipicas (Gerner-Smidt et al., 1991). Sin embargo, en el ambito clinico su uso
no es muy extendido ya que se incluyen las 3 especies clinicas mas importantes junto a la especie

ambiental A. calcoaceticus.
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Tabla 1.1. Especies gendmicas reconocidas en el género Acinetobacter. Tabla modificada de

Peleg et al. (2008).

Nombre de la especie genémica Numero de la especie genémica Cepa tipoo
de referencia
Acinetobacter calcoaceticus 1 ATCC 23055
Acinetobacter baumannii 2 ATCC 19606™ ¥
3 ATCC 19004
13TU ATCC 17903
Acinetobacter haemolyticus 4 ATCC 17906
Acinetobacter junii 5 ATCC 17908
6 ATCC 17979
Acinetobacter johnsonii 7 ATCC 17909
Acinetobacter Iwoffii 8 ATCC 15309
9 ATCC 9957
10 ATCC 17924
11 ATCC 11171
Acinetobacter radioresistens 12 IAM 13186
13 BJ ATCC 17905
14 Bouvet 382
15 BJ Bouvet 240
15TU M 1512
16 ATCC 17988
17 Bouvet 942
Acinetobacter baylyi DSM 149617
Acinetobacter bouvetii DSM 149647
Acinetobacter gerneri DSM 149677
Acinetobacter grimontii DSM 149687
Acinetobacter parvus NIPH384"
Acinetobacter schindleri NIPH1034"
Acinetobacter tandoii DSM 149707
Acinetobacter tjenbergiae DSM 149717
Acinetobacter towneri DSM 149627
Acinetobacter ursingii NIPH137"

(1)

El superindice T hace referencia a que se trata de una cepa tipo.
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Teniendo en cuenta su origen, epidemiologia y perfil de resistencias a antimicrobianos se
distinguen 3 grandes poblaciones dentro del género Acinetobacter. El primer grupo esta
constituido por cepas aisladas en hospitales y que son capaces de colonizar e infectar a pacientes
hospitalizados. Dentro de este grupo se encuentran miembros de la especie A. baumannii
destacando muchos de ellos por su resistencia a antimicrobianos. Sin embargo, pese a ser
sensibles a la mayoria de antimicrobianos, también forman parte de este primer grupo las cepas
ATCC 17978, aislada de un caso de meningitis fatal, y la cepa tipo ATCC 19606, aislada de un
paciente con infeccién de orina (Piechaud y Second, 1951; Hugh y Reese, 1967). La cepa ATCC
17978 es una de las mas estudiadas debido a que fue la primera de A. baumannii cuyo genoma
fue completamente secuenciado (Smith et al., 2007). A la segunda poblacidn pertenecen cepas
que forman parte de la microbiota de la piel humana y de otros animales, y también aisladas de
restos de alimentos. Se encuentran aqui las especies A. johnsonii, A. Iwoffii y A. radioresistens.
El dltimo grupo comprende cepas sensibles a antimicrobianos aisladas del suelo y fuentes

ambientales como A. calcoaceticus y A. johnsonii (Towner, 2009).

En cuanto a la identificacidon de los miembros del género Acinetobacter, esta se lleva a
cabo empleando tanto pruebas fenotipicas, que serdn comentadas en el siguiente apartado,
como técnicas moleculares. Un método usado frecuentemente para identificar a nivel de género
estas especies es el ensayo de transformacion de Juni (Juni, 1972). Esta prueba consiste en la
habilidad del mutante auxétrofo del triptéfano trpE27 de la cepa BD413 de A. baylyi de ser
transformado con el DNA de alguna de las especies de Acinetobacter y que este revierta al
fenotipo salvaje. Ademas, es comun el uso de técnicas moleculares para la identificacion a nivel
de especie como la restriccion del DNA ribosdmico 16S amplificado (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis, ARDRA), el ribotipado, la secuenciacion del gen rpoB o el fingerprinting por
polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP) (Gerner-Smidt, 1992; Claeys et al., 1995; Janssen et al., 1997; Khosravi et
al., 2015).

En la actualidad, el género Acinetobacter se incluye en el dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales y familia Moraxellaceae,

en la que también se incluyen los géneros Moraxella y Psychrobacter (Rossau et al., 1991).
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1.2. Caracteristicas del género Acinetobacter

Los miembros del género Acinetobacter son pequefios bacilos gram negativos con un
tamafio de 1 a 1,5 por 1,5 a 2,5 um en la fase de crecimiento exponencial pero que,
normalmente, adoptan una forma mas cocoide en la fase estacionaria (Figura 1.1) (Bergogne-
Bérézin y Towner, 1996). Pese a que presenta la tipica pared celular de las bacterias gram
negativas, en muchas ocasiones se confunden con gram positivos debido a que las células se
decoloran de manera distinta debido a su resistencia a la decoloracidon con etanol. Por ello, se
dice que la variabilidad en la tincion de Gram es elevada, encontrandose células muy tefiidas
tras el tratamiento con etanol y otras que han sido completamente descoloridas (Baumann et
al., 1968). Ademas, el hecho de que en cultivos puros se distribuyan en pares o formando
cadenas de longitud variable hace que su identificacion sea mas complicada. Las especies del
género Acinetobacter en medio sélido normalmente forman colonias con borde circular, a veces
mucosas, de coloracién amarilla palida a gris-blanquecina pese a que algunas especies

ambientales producen un pigmento marrén (Bergogne-Bérézin y Towner, 1996).

Figura 1.1. Imagen de células de A. baumannii obtenida mediante microscopia electrénica de barrido. Imagen

obtenida de Roca et al., (2012).

Los miembros de este género presentan un amplio rango de temperaturas de
crecimiento, siendo su temperatura optima de 30-37°C, aunque algunos aislados clinicos
pueden llegar a crecer a 42°C. Se trata de microorganismos que en un primer momento se
englobaron dentro de este género por carecer de motilidad. Sin embargo, actualmente se sabe

que son capaces de desplazarse por medios semisolidos pese a no poseer flagelos (Bergogne-
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Bérézin y Towner, 1996). El genoma de los miembros del género Acinetobacter presenta en su

DNA un contenido en G+C de 39-47% (Rossau et al., 1991).

En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, las especies de este género son aerobias
estrictas, no fermentadoras, oxidasa e indol negativas, catalasa positivas e incapaces de reducir
nitritos. El test de la oxidasa permite diferenciar a las bacterias del género Acinetobacter de otras
bacterias no fermentadoras (Baumann et al., 1968). Asimismo, la mayoria de especies
pertenecientes a este género pueden crecer en medios minerales simples con sales de amonio

o0 nitratos y una Unica fuente de energia y carbono (Warskow y Juni, 1972).

El aislamiento en el laboratorio se realiza en medios estandar como Trypticase Soy Agar
(TSA) o Brain Heart Infusion (BHI) agar. Por otro lado, para el aislamiento de especies clinicas, se
emplean medios selectivos y diferenciales como el agar MacConkey aunque es preferible
emplear medios especificos para este género. Herellea agar es un medio selectivo
comercializado por Difco que contiene varios antimicrobianos y es recomendado para aislar
Acinetobacter, también se encuentra el medio Leeds Acinetobacter, que resulta atil para la

mayoria de especies tanto clinicas como ambientales (Jawad et al., 1994).

1.3. Importancia clinica del género Acinetobacter

Acinetobacter emergié como un patdégeno nosocomial a finales de la década de 1970 y
desde entonces ha ido aumentando gradualmente su relevancia como patdgeno,
principalmente, aunque no exclusivamente, dentro del ambito hospitalario (Bergogne-Béréziny
Towner, 1996). Pese a que también se han encontrado casos de infecciones causadas por A. pittii
y A. nosocomialis, la mayor parte de los aislados clinicos pertenecen a la especie A. baumannii

(Visca et al., 2011).

En la actualidad, esta especie se esta convirtiendo en una causa habitual de multiples
brotes hospitalarios destacando por la aparicidon, cada vez mas frecuente, de aislados
multirresistentes a antimicrobianos. Estas cepas multirresistentes se han aislado en hospitales
de distintas dreas geograficas y afectan, generalmente, a individuos con graves enfermedades
subyacentes. Los mayores afectados por esta infecciéon son pacientes ingresados en unidades de
cuidados intensivos (UCls), especialmente aquellos asistidos mediante ventilacion mecanica, y
pacientes de las unidades de quemados (Towner, 2009). Ademads, alarmantemente, la

diseminacion de estas resistencias entre regiones con elevadas tasas de infecciones causadas
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por bacterias resistentes a otras regiones con tasas mas bajas, se estd convirtiendo en un
preocupante problema de salud a nivel mundial (Visca et al., 2011; Lai et al., 2012). Por este
motivo, recientemente, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (Infectious
Diseases Society of America, IDSA), ha destacado a A. baumannii como uno de los 6
microorganismos mas peligrosos formando parte del grupo de los patégenos conocidos como
ESKAPE en el que se encuentran: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. (Boucher

etal., 2009).

La importancia de las infecciones causadas por A. baumannii radica en su dificil control y
tratamiento. Esto es debido a la alta adaptabilidad de este patégeno a las condiciones
ambientales, pudiendo crecer a distintos rangos de temperatura y pH, y a su enorme capacidad
de adquirir resistencias a antimicrobianos, como ya se ha mencionado anteriormente (Seifert
etal., 1993; Peleg et al., 2008; Pendleton et al., 2013). Junto a ello, existen una serie de factores
de riesgo que predisponen al paciente a ser infectado por esta bacteria. Por un lado, se
encuentran factores del propio paciente como cirugia mayor, heridas importantes destacando
guemaduras o la presencia de enfermedades de base. Por otra parte, un ingreso en la UCI, un
largo periodo de hospitalizacion o el contacto con material médico contaminado son factores
de riesgo relacionados con la exposicidn. Ademas, también tienen un papel clave los factores de
riesgo relacionados con el tratamiento médico como la ventilacién mecanica, la presencia de
dispositivos invasivos como catéteres, el nimero de procedimientos invasivos y el previo uso de

antimicrobianos (Garcia-Garmendia et al., 2001).

En cuanto a la transmision de la infeccion por A. baumannii, ocurre en la mayoria de los
casos a través del contacto, aunque puede propagarse mediante el aire a través de aerosoles.
Puede ser debida bien a un contacto directo via persona-persona, incluyendo la transmision a
través de las manos del personal hospitalario, pacientes o visitantes, o bien a un contacto
indirecto a través de superficies o material contaminado. Por ello, en el control de los brotes
tiene un papel clave la identificacidn del origen de la contaminacion, el aislamiento de pacientes
colonizados y el cumplimiento de las normas de higiene universales por parte del personal

sanitario (Dijkshoorn et al., 2007a; Wieland et al., 2018).

La infeccidon por A. baumannii presenta varias manifestaciones clinicas siendo la mas
comun la neumonia, seguida de la bacteremia e infecciones de heridas y quemaduras, y menos
frecuentemente infecciones del tracto urinario y meningitis (Howard et al., 2012; McConnell et

al., 2013).
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Actualmente, la neumonia adquirida en el hospital es la infeccién mas importante causada
por A. baumannii, especialmente la neumonia asociada a la ventilacion mecénica (Ventilator-
Associated Pneumonia, VAP). Los pacientes ingresados en la UCI y con necesidad de ventilacion
mecanica conforman el grupo de mayor riesgo para el desarrollo de esta infeccién. Su incidencia
se ve favorecida, como ya se ha comentado anteriormente, por el uso previo de antimicrobianos
y de equipos de ventilacidn mecdanica. Asimismo, la persistencia de A. baumannii en el material
hospitalario o en las manos de los trabajadores, junto con su presencia en estos equipos,
facilitan la diseminacién de la infeccidn dentro del hospital (Dijkshoorn et al., 2007b; Howard et
al., 2012; Luna y Aruj, 2007). Varios estudios han indicado que A. baumannii es la causa de entre
el 3-5% de las neumonias nosocomiales, aumentando estos porcentajes en las neumonias
asociadas a ventilacion mecdnica padecidas por pacientes ingresados en la UCI (Bergogne-

Bérézin y Towner, 1996).

Recientemente, se han constatado casos de neumonia adquirida en la comunidad
ocasionada por A. baumannii en regiones tropicales de Australia y Asia. Estas infecciones han
sido asociadas con factores subyacentes como el tabaquismo o el alcoholismo y presentan
elevadas tasas de mortalidad. Sin embargo, resulta complicado discernir si esto es debido a la
situacioén previa del paciente o a los factores de virulencia de la bacteria (Chen, 2001; Anstey et

al., 2002).

La bacteremia causada por este patdgeno es otra de las infecciones mas frecuentes y
cursan mayoritariamente en pacientes ingresados en la UCI. Los origenes mas comunes son la
neumonia e infecciones de catéteres intravenosos, y en menor medida las infecciones del tracto
urinario y las heridas. Las bacteremias causadas por A. baumannii se relacionan con una elevada
tasa de mortalidad en la UCI, dnicamente superada por las ocasionadas por P. aeruginosa y

Candida spp. (Seifert et al., 1995; Cisneros y Rodriguez-Bafio, 2002; Peleg et al., 2008).

Las infecciones causadas por A. baumannii en heridas y quemaduras son menos
frecuentes en las unidades de quemados, pero destacan en el ambiente militar. En los Ultimos
afios, A. baumannii ha sido el microorganimo mas frecuentemente aislado en infecciones de
este tipo en heridos de guerra en Irak y Afganistan. El tratamiento de estas infecciones resulta
muy complejo debido a las multirresistencias que presentan y a la mala penetracién de los

antimicrobianos en las zonas quemadas (Petersen et al., 2007; Scott et al., 2007).

La infeccidn del sistema nervioso central que produce con mayor frecuencia A. baumannii

es la meningitis. Los casos de meningitis ocasionados por este microorganismo ocurren en
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pacientes que se recuperan de neurocirugias y, normalmente, se tratan de infecciones

producidas por varias especies gram negativas (Briggs et al., 2004; Metan et al., 2007).

En cuanto al tratamiento de las infecciones causadas por A. baumannii, en los ultimos
anos la aparicién de cepas multirresistentes provoca que el rango de antimicrobianos efectivos
sea reducido. Hoy en dia, los antimicrobianos que presentan mayor actividad frente a A.
baumannii son las carbapenemas que, normalmente, se administran conjuntamente con
sulbactam, un inhibidor de B-lactamasas que permite que el betalactamico no sea degradado
(Peleg et al., 2008). Sin embargo, la aparicién de cepas resistentes a estos compuestos ha
obligado al uso de otros antimicrobianos alternativos como la colistina o la tigeciclina. La
colistina es una polimixina que, pese a que a finales del siglo XX cayd en desuso debido a su
nefrotoxicidad, actualmente se ha retomado su uso clinico debido al surgimiento de cepas
multirresistentes (Plachouras et al., 2007). En cuanto a la tigeciclina, se trata de una tetraciclina
derivada de la minociclina, que ha mostrado efectos positivos contra la infeccion producida por

A. baumannii y que presenta un efecto sinérgico con otros antimicrobianos (Mutlu et al., 2012).

1.4. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en A. baumannii

El desarrollo de los antimicrobianos esta considerado como uno de los grandes avances
de la medicina moderna ya que permite el tratamiento efectivo de pacientes con infecciones
adquiridas en la comunidad o asociadas a hospitales. Sin embargo, y desde su descubrimiento,
estos han ido perdiendo eficacia debido a la aparicién y diseminacion de resistencias a
antimicrobianos entre patdgenos. Es por ello que en los Ultimos afios han surgido los términos
multidrug-resistant (MDR), extensively drug-resistant (XDR) y pandrug-resistant (PDR) para
referirse a cepas bacterianas con distintos patrones de resistencia. La falta de consenso en estas
definiciones, hecho que dificultaba la comparacion de datos entre distintos brotes y la
realizacion de estudios epidemioldgicos, generaron la necesidad de crear una nomenclatura
comun. Por ello, en 2011 un comité de expertos cred una terminologia estandarizada para
describir los patrones de resistencia adquirida en S. aureus, Enterococcus spp.,
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter spp. Para cada grupo de microorganismos se
definieron categorias de agentes antimicrobianos que testar basandose en los antimicrobianos
empleados y probados normalmente en los laboratorios clinicos y de referencia como el Clinical
Laboratory Standars Institute (CLSI) o el European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (EUCAST). El perfil de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de distintos grupos

11



Introduccién

permite clasificarlos en bacterias MDR, XDR o PDR. De esta forma, se entiende por MDR aquel
microorganismo que es resistente al menos a un agente en tres o mds categorias. Una bacteria
XDR es aquella que presenta resistencia a, como minimo, un agente en todas las categorias, pero
no a todos. Por ultimo, se dice que un microorganismo es PDR cuando es resistente a todos los

agentes antimicrobianos de todas las categorias (Magiorakos et al., 2012).

En el caso de A. baumannii es frecuente encontrar brotes de cepas resistentes a multiples
antimicrobianos destacando aquellas resistentes a carbapenemas conocidas con las siglas CRAB
(Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii) (Pogue et al.,, 2013). Como ya se ha
comentado anteriormente, este patégeno posee una gran capacidad de desarrollar mecanismos
de resistencia a los antimicrobianos que le permite persistir en el ambiente hospitalario,

convirtiéndose en una de las bacterias nosocomiales mas exitosas.

En general, el desarrollo de resistencias puede ser debido a la adquisicion de nueva
informacidn genética mediante transferencia horizontal de genes o bien por la mutacion de
genes propios. La adquisicion de resistencias tiene lugar por el efecto combinado de elementos
moviles, integrones y pldsmidos; mientras que la modificacidon de genes se debe a mutaciones
espontaneas que modifican la diana del antimicrobiano o a la insercion o delecidn de elementos

moviles que alteran la expresién de los mecanismos de resistencia intrinsecos (Roca et al., 2012).

A. baumannii presenta un elevado nimero de mecanismos de adquisicidn de resistencia
entre los que se encuentran la modificacion enzimdtica del antimicrobiano, la presencia de
transportadores de membrana, cambios en la permeabilidad de la membrana, procesos

metabdlicos alternativos y alteraciones del sitio de accién (Lee et al., 2017).

1.4.1. Modificacion enzimatica del antimicrobiano

1.4.1.1. B-lactamasas

Las B-lactamasas son el mecanismo de resistencia a antimicrobianos predominante en A.
baumannii. Las B-lactamasas son enzimas que inactivan mediante la hidrdlisis del anillo B-
lactdmico antimicrobianos como penicilinas, cefalosporinas, monobactams y carbapenemas.
Teniendo en cuenta su secuencia proteica fueron clasificadas por Ambler en 1980 en cuatro

clases: A, B, Cy D (Ambler, 1980).
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1.4.1.1.1. B-lactamasas de clase A

Las B-lactamasas de clase A, al igual que las de clase Cy D, presentan una serina en su sitio
activo que es necesaria para catalizar la hidrdlisis del antimicrobiano. Estas enzimas hidrolizan

principalmente penicilinas y cefalosporinas (Jeon et al., 2015).

Pese a que no se trata de las B-lactamasas con mayor relevancia en A. baumannii, se han
descrito varios tipos entre las que se encuentran enzimas de espectro reducido como TEM-1
activas contra aminopenicilinas (Chen et al., 2006), SCO-1 contra penicilinas (Poirel et al., 2007)

o CARB-2 y -4 contra carboxipenicilinas (Vedel et al., 1989).

Asimismo, se han descrito enzimas de espectro extendido pertenecientes a este grupo
que degradan antimicrobianos como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién. Entre
ellas destaca PER-1, la primera de este tipo identificada en A. baumannii en cepas de cinco
hospitales de Turquia y que no solamente confiere resistencia a cefalosporinas sino que también
a ampicilina-sulbactam (Vahaboglu et al., 1997). Por otro lado, CTX-M-2 se encontré en cepas
resistentes a cefotaxima, ceftriaxone, cefpodoxima y aztreonam presentes en pacientes de un
hospital de Japdn. Los plasmidos de estas cepas mostraron el mismo patrén de restriccion que
los presentes en cepas de Proteus miriabilis, indicando que probablemente se hayan transmitido
desde esta bacteria mediante transferencia horizontal (Nagano et al., 2004). Otra de las B-
lactamasas identificadas en A. baumannii es CTX-M-15, que se identificé en cepas aisladas de
muestras de orina en un hospital de India y en heridos del terremoto de Haiti ocurrido en enero
del 2010, encontrandose asociada con el elemento mavil ISEcp1 e integrada en el cromosoma
de A. baumannii mediante un proceso similar a la transposicion (Potron et al., 2011). También
se identificé otra B-lactamasa de amplio espectro denominada SHV-12, que se encontré durante
un brote de A. baumannii continuo a uno de Enterobacter cloacae de las mismas caracteristicas,
codificada en un pldsmido, sugiriendo su adquisicion mediante transferencia horizontal (Al
Naiemi et al., 2005). Por ultimo, VEB-1, identificada en pacientes de un hospital de Francia, se
encuentra localizada en el cromosoma y forma parte de un integron de clase 1 igual al

caracterizado en aislados de P. aeruginosa (Poirel et al., 2003).

1.4.1.1.2. B-lactamasas de clase B

Estas B-lactamasas también se conocen como metalo-B-lactamasas o MBLs ya que, a

diferencia del resto, presentan un idn metalico, generalmente zinc, en su sitio activo. Las B-
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lactamasas de clase B se diferencian de las de los otros grupos en que presentan un amplio rango
de sustratos, son capaces de hidrolizar carbapenemas y otros B-lactamicos a excepcién del
aztreonam. Ademds, son facilmente transferibles ya que se encuentran normalmente en
integrones formando parte de transposones (Walsh et al., 2005; Bush y Jacoby, 2010; Zhao y Hu,
2011).

Las MBLs se han identificado en una gran variedad de especies gram negativas, en A.
baumannii se han encontrado enzimas de esta clase adquiridas de otras bacterias
pertenecientes a distintos grupos. En cuanto a las MBLs IMP, se han identificado seis variantes
en este patdgeno que son IMP-1 en Japdén y Korea del Sur, IMP-2 en Italia, IMP-4 en Hong Kong,
IMP-5 en Portugal, IMP-6 en Brasil e IMP-11 también en Japdn (Walsh et al., 2005).

Otro grupo importante de MBLs son las enzimas de tipo VIM, identificadas por primera
vez en un aislado de P. aeruginosa en Verona (Lauretti et al., 1999). En A. baumannii se ha
detectado la presencia de aislados portadores de VIM-2 en Korea del Sur, drea donde estas
enzimas se encuentran muy extendidas entre P. aeruginosa y enterobacterias (Yum, 2002).
Asimismo, en Korea también se han encontrado aislados productores de SIM-1 portadoras de

este gen en un cassette insertado en un integrén de clase 1 (Lee et al., 2005).

Por dltimo, las MBL de tipo NDM, que inicialmente fueron identificadas en Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli, también se han detectado en aislados clinicos de A. baumannii,

tanto del tipo NDM-1 como su variante NDM-2 (Kumarasamy et al., 2010; Kaase et al., 2011).

1.4.1.1.3. B-lactamasas de clase C

Las B-lactamasas de esta clase se caracterizan porque degradan todas la penicilinas y
cefalosporinas, excepto la cefepima, asi como inhibidores de B-lactamasas como el acido

clavulanico (Drawz et al., 2010).

A. baumannii presenta una B-lactamasa de clase C que se encuentra en su cromosoma y
gue se expresa constitutivamente, esta enzima se denomina AmpC (Bou y Martinez-Beltran,
2000). Mediante anadlisis genéticos, se ha detectado que los genes ampC presentes en
Acinetobacter spp. probablemente descienden de un gen primitivo comun, estando asi mas

relacionados entre si que con los de otras especies bacterianas. Es por esto que se ha propuesto
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una nueva familia de enzimas denominada cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter

(Acinetobacter-Derived Cephalosporinases, ADCs) (Hujer et al., 2005).

Pese a tratarse de una cefalosporinasa no inducible, la expresidn de esta enzima puede
verse incrementada por la presencia de un elemento de insercidn (Insertion Sequence, 1S)
situado upstream del gen. Los elementos de insercion IS son pequeiios fragmentos de DNA
moviles con una organizacidn génica simple que son capaces de insertarse en diferentes
regiones del genoma. En A. baumannii la presencia del IS conocido como ISAbal upstream del

gen actua provocando la sobreexpresion de esta B-lactamasa (Héritier et al., 2006).

1.4.1.1.4. B-lactamasas de clase D

Las B-lactamasas de clase D, también conocidas como oxacilinasas (OXAs), se caracterizan
por ser capaces de hidrolizar oxacilinas. Las enzimas de este tipo presentes en Acinetobacter
representan un subgrupo atipico capaz de hidrolizar carbapenemas, por lo que se denominan -
lactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenemas (Carbapenem-Hydrolysing class D B-

Lactamases, CHDLs) (Poirel y Nordmann, 2006).

En A. baumannii se distinguen 5 subgrupos de B-lactamasas de clase D: la familia OXA-
51/69, que comprende oxacilinasas cromosdmicas y las oxacilinasas adquiridas OXA-23, OXA-

24/40, OXA-58 y OXA-143.

El subgrupo OXA-23 constituye elmayor subgrupo de este tipo de enzimas. La principal B-
lactamasa de este grupo, OXA-23, fue inicialmente identificada bajo el nombre de ARI-1 en un
pldsmido de un aislado de Escocia, constituyendo la primera oxacilinasa con actividad
carbapenemasa identificada (Paton et al., 1993). En este subgrupo también se encuentran OXA-
27 y OXA-49 que difieren de OXA-23 en algunas sustituciones aminoacidicas. Desde su
identificacion, el gen blaoxa»s, situado tanto en el cromosoma como en plasmidos, se ha
encontrado distribuido en diferentes cepas a lo largo de todo el mundo (Poirel y Nordmann,

2006).

El segundo subgrupo es el denominado OXA-24/40. Inicialmente se creia que OXA-24 y
OXA-40 eran enzimas distintas, pero posteriormente se comprobd que se trataba de la misma
proteina. OXA-24 fue identificada por primera vez en un aislado de A. baumannii carbapenema

resistente en Espafia (Bou et al., 2000). A este grupo también pertenecen las enzimas OXA-25y
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OXA-26 identificadas en Espafia y Bélgica, estas presentan mas de un 98% de homologia entre

siy con OXA-24 (Afzal-Shah et al., 2001) .

El tercer subgrupo consiste en la B-lactamasa OXA-58 y sus variantes OXA-96, OXA-97 y
OXA-164 (Bonnin et al., 2013). La enzima OXA-58 se encontré en un plasmido presente en un
aislado de un hospital de Francia y se observé que era capaz de hidrolizar penicilinas, oxacilinas
e imipenem pero no cefalosporinas de amplio espectro (Poirel et al., 2005). Esta B-lactamasa se
encuentra extendida por diversas partes del mundo y presenta una gran prevalencia en Italiay

Grecia (Poirel y Nordmann, 2006).

El cuarto subgrupo OXA-143 fue identificado recientemente en un aislado clinico de Brasil
portador de esta enzima en un plasmido. Esta se caracteriza por hidrolizar penicilinas, oxacilina,

meropennem e imipenem pero no cefalosporinas de amplio espectro (Higgins et al., 2009).

Al igual que lo observado en la B-lactamasa de clase C AmpC, la expresion de OXA-58 y
probablemente de OXA-23 se puede ver aumentada por la insercién upstream del elemento

ISAbal que actlia como un promotor (Turton et al., 2006).

Por dltimo, se encuentra la familia OXA-51/69 que comprende oxacilinasas cromosdmicas
intrinsecas de A. baumannii, que también pueden aumentar su expresién por la presencia de

elementos de insercién upstream (Héritier et al., 2005; Turton et al., 2006).

1.4.1.2. Enzimas modificadoras de aminoglucdsidos

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Aminoglycoside-Modifying Enzymes,
AMEs) son el principal mecanismo de resistencia a aminoglucésidos que posee A. baumannii.
Estas enzimas pueden clasificarse en 3 grupos: acetiltransferasas, adeniltransferasas y
fosfotransferasas. La actividad de las AMEs consiste en la modificacidn de los grupos hidroxilo o
amino de los aminoglucdsidos de manera que se produce una disminucion de su afinidad por el
sitio de accion, la subunidad 30S del ribosoma (Smith y Baker, 2002). Estas enzimas se
encuentran codificadas por genes situados tanto en el cromosoma como en plasmidos v,
generalmente, se encuentran asociadas a integrones de clase 1 e islas de resistencia (Gallego y

Towner, 2001; Nemec et al., 2004; Cho et al., 2009).

Por otro lado, en A. baumannii se ha descrito una metilasa del rRNA 16S denominada

ArmA que confiere resistencia a aminoglucdsidos como gentamicina, tobramicina y amikacina
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(Doi et al., 2007). Ademas, recientemente se han caracterizado aislados portadores de esta

metilasa en combinaciéon con la B-lactamasa OXA-23 (Bakour et al., 2014).

1.4.2. Transportadores de membrana

Las bacterias gram negativas presentan un elevado nimero de transportadores de
membrana que translocan una gran variedad de moléculas al exterior celular. La envoltura
celular de las bacterias constituye una barrera permeable selectiva que proporciona proteccion
hacia compuestos téxicos del medio y permite el paso de nutrientes. En bacterias gram negativas
esta se encuentra compuesta por una membrana interna o citoplasmatica, una delgada pared
celular de peptidoglicano y una membrana externa. El espacio que se localiza entre la membrana
interna y la externa recibe el nombre de espacio periplasmatico y es aqui donde se situa el
peptidoglicano. En la membrana externa se localizan elementos como el lipopolisacarido y las
porinas, mientras que en la membrana interna se encuentran las bombas de expulsién, aunque
las mas complejas también tienen alglin componente en la membrana externa (Cabeeny Jacobs-

Wagner, 2005).

Tanto algunas porinas como bombas de expulsién participan en la resistencia a
antimicrobianos y en la virulencia en A. baumannii. Las porinas son canales presentes en la
membrana externa de las bacterias gram negativas y que permiten el paso de sustancias
mediante transporte pasivo. En cambio, los sistemas de expulsidon permiten el transporte de

sustancias pero de una manera dependiente de energia (Fernandez y Hancock, 2012).

En este apartado se describird el papel que tienen estos elementos en la resistencia a
antimicrobianos, lo que les permite a las bacterias expulsar antimicrobianos y otros compuestos
fuera de la célula. La expulsion del antimicrobiano al exterior provoca una menor acumulacién
de este en el interior celular y, por tanto, un aumento de la concentracién minima inhibitoria
(CMI), la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un
microorganismo. Debido a su capacidad para expulsar diversos compuestos téxicos, estas
proteinas contribuyen a la supervivencia de los microorganismos en diferentes habitats y

condiciones (Piddock, 2006).
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1.4.2.1. Porinas

Las porinas, denominadas también proteinas de membrana externa (QOuter Membrane
Proteins, OMPs), son capaces de formar canales permitiendo el paso de moléculas a través de la
membrana externa en bacterias gram negativas. Estas proteinas pueden actuar en la adhesién
a otras células o en la unidon de compuestos bactericidas a la superficie de las bacterias. Cambios
en su estructura o en su expresion constituyen estrategias que permiten la supervivencia de los

microorganismos en presencia de antimicrobianos (Vila et al., 2007).

Hasta el momento, en A. baumannii las porinas han sido poco estudiadas y su funcion
permanece aun sin esclarecer. Sin embargo, se han identificado algunas OMPs relacionadas con

su capacidad de resistencia a antimicrobianos, especialmente a B-betalactamicos.

La principal OMP de Acinetobacter es la proteina modificable por calor, HMP-AB (Heat-
Modificable Protein), que presenta una elevada homologia con la proteina de membrana
externa OmpA de Enterobacteriaceae y la proteina OmpF de Pseudomonas spp. Esta porina
pertenece a la familia OmpA y permite la difusién de azlcares y B-lactamicos (Gribun et al.,

2003).

Otra porina descrita en este microorganismo es CarQ, una proteina de 29 kDa que se
caracteriza por formar un canal monomérico inespecifico y que se encuentra relaciona con la

resistencia a carbapenemas (Siroy et al., 2005).

Por otra parte, se han relacionado varias porinas con la resistencia a carbapenemas como
Omp33-36, identificada en un aislado en Espafia (Tomas et al., 2005) o la porina Omp43,
homdloga a OpdR de Pseudomonas implicada en el transporte de imipenem (Dupont et al.,
2005). OmpW es una porina con gran homologia a las OmpW de E. coli y P. aeruginosa y que

podria estar implicada en la resistencia a colistina y ceftriaxona (Vila et al., 2007).

1.4.2.2. Bombas de expulsion

Las bombas de expulsién son estructuras proteicas que se localizan en la membrana
citoplasmdtica, aunque existen algunas con una organizacion mas compleja que puede
extenderse al periplasma y a la membrana externa. Estos elementos evitan la acumulacién de

compuestos en el interior celular de una manera activa (Fernandez y Hancock, 2012).
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Las bombas de expulsién se han clasificado en 6 superfamilias teniendo en cuenta su
similitud aminoacidica, fuente de energia, nuUmero de componentes, nimero de regiones
transmembrana y tipo de sustrato. En A. baumannii se han identificado transportadores de
membrana pertenecientes a las 6 superfamilias: Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC),
Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE), Small Multidrug Resistance (SMR), Major
Facilitator Superfamily (MFS), Resistance Nodulation Division (RND) y Proteobacterial
Antimicrobial Compund Efflux (PACE), identificada recientemente en A. baumannii (Piddock,
2006; Coyne et al., 2011; Hassan et al., 2015). Estos transportadores se clasifican en
transportadores activos primarios y secundarios segun la fuente de energia que empleen. Los
Unicos miembros del primer grupo son los transportadores ABC que emplean la energia de la
hidrélisis del ATP para expulsar sustancias al exterior. Por otro lado, los transportadores activos
secundarios se dividen en aquellos que acoplan el transporte con el flujo de protones (H*) entre
los que se encuentran los transportadores MFS, PACE, RND y SMR, y los que realizan un
transporte por antiporte empleando sodio (Na*) como sucede en los miembros de la
superfamilia MATE (Saier and Paulsen, 2001; Hassan et al., 2018). En la Figura 1.2 se representa
la estructura transmembrana de cada familia y al final de este apartado se recogen en la Tabla

1.2 las principales bombas de expulsién descritas en A. baumannii.

ABC MFS MATE

Exterior

Membrana
interna
Interior
SMR RND

PACE

Figura 1.2. Representacion esquemadtica de las 6 superfamilias de transportadores de membrana segun sus

caracterisicas estructurales. Imagen modifida de Schindler y Kaatz (2016).
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1.4.2.2.1. Superfamilia de transportadores RND

Los transportadores de tipo RND tienen un papel importante en el transporte de
antimicrobianos en las bacterias gram negativas. Se trata de los transportadores de mayor
tamafio y se encuentran formados por tres componentes: una proteina de la membrana externa
que actla como un canal, una proteina de la membrana interna y una proteina periplasmatica
gue une estos dos componentes (Figura 1.3). La proteina de membrana presenta una estructura
conformada por una hélice transmembrana (TransMembrane Spanner, TMS) en la regidon N-
terminal seguida de un dominio extracitoplasmatico, seis TMSs, un segundo dominio
extracitoplasmadtico y cinco TMSs antes de la regién C-terminal. Esta proteina se encuentra
anclada a la proteina de membrana externa mediante las proteinas periplasmatica (Saier y

Paulsen, 2001; Yamaguchi et al., 2015).

Proteina de
memhrana externa

Membrana J’[r/ ﬂ
(|

externa Ul}

.....
Proteina

periplasmatica

Membrana j
interna

uﬁuu LML)

Proteina de
membrana interna

Figura 1.3. Representacion esquematica de un transportador de la superfamilia RND.

El transportador RND mas estudiado en A. baumannii es el denominado AdeABC, que esta
relacionado con la resistencia a multiples antimicrobianos entre ellos la tigeciclina y los
aminoglucésidos (Magnet et al., 2001; Ruzin et al., 2007). Al igual que todas las bombas de este
tipo esta compuesto por tres elementos: una proteina transmembrana (AdeB), una proteina de
membrana externa (AdeC) y una proteina de fusidon de la membrana interna (AdeA) (Magnet et
al., 2001). Los genes adeABC se encuentran precedidos por un sistema regulador que consta de
dos genes denominados adeRS, que codifican un sensor quinasa (AdeS) y un regulador de
respuesta (AdeR) (Marchand et al., 2004). Mutaciones puntuales en estos dos genes provocan
la sobreexpresion de esta bomba y por tanto una mayor resistencia a antimicrobianos (Yoon et

al., 2013).
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Otro sistema RND descrito en A. baumannii es AdelJK que esta compuesto por los genes
adel, adel y adeK, que codifican una proteina de fusion de membrana interna, una proteina
transmembrana y una proteina de membrana externa, respectivamente. Este transportador es
capaz de expulsar multiples antimicrobianos incluyendo B-lactamicos, cloranfenicol vy
eritromicina entre otros, asi como compuestos téxicos como acridina o pironina. Sin embargo,
no es capaz de expulsar bromuro de etidio (Damier-Piolle et al., 2008). No se han encontrado
genes reguladores en la region de este operdn, sin embargo, mediante la secuenciacion del
genoma de la cepa A. baumannii BM4454 en la que se identificd por primera vez este sistema
se observo que el gen adeN actlia como represor del operdn adelJK (Rosenfeld et al., 2012). Otro
sistema RND descrito en este patdgeno es el transportador AdeXYZ que muestra un porcentaje
de identidad del 97% con AdellK y se encuentra relacionado con la resistencia a B-lactdmicos,

ciprofloxacina, rifampicina, cloranfenicol y tetraciclina (Chu et al., 2006).

AdeFGH es otro miembro de la familia RND descrito en este microorganismo que consta
de una proteina de fusidon (AdeF), una proteina transmembrana (AdeG) y una proteina de
membrana externa (AdeH). Se identificé mediante la realizacidn de un estudio transcriptémico
de mutantes espontdneos resistentes a cloranfenicol y norfloxacina de un mutante defectivo de
los genes adeABC y adellk en la cepa en los que estos fueron descritos. Los datos obtenidos
revelaron que este transportador confiere resistencia a practicamente los mismos
antimicrobianos que los dos sistemas anteriores. Junto a ello, se observé que se encuentra
regulado por el gen adel que se localiza upstream de este operdn. Mutaciones en este regulador

provocan la sobreexpresion de adeFGH (Coyne et al., 2010).

En A. baumannii se ha descrito otro sistema RND que consta Unicamente de dos
componentes que son la proteina transmembrana AdeE y la proteina AdeD. La inactivacion del
gen adeE resulta en una mayor susceptibilidad del mutante a amikacina, ceftazidima,
cloranfenicol, ciprofoxacina, eritromicina, bromuro de etidio, meropenem, rifampicina y

tetraciclina (Chau et al., 2004).

1.4.2.2.2. Superfamilia de transportadores MFS

La superfamilia de los transportadores MFS es muy diversa y sus miembros,
normalmentente, actian como exportadores especificos de ciertas clases de antimicrobianos

en lugar de transportar diversos tipos. Se trata de permeasas constituidas por 12 (Drug:H*
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Antiporter-1, DHA-1) o 14 (Drug:H* Antiporter-2, DHA-2) TMSs que funcionan por antiporte de
protones (Figura 1.4) (Saier y Paulsen, 2001).

Membrana
interna

Antimicrobiano

Figura 1.4. Representacion esquematica de un transportador de la superfamilia MFS DHA-1.

En A. baumannii se han identificado multiples miembros englobados dentro de este
grupo. Unos de los MFS mas estudiados son TetA, implicado en la resistencia a tetraciclina, y
TetB, implicado en la resistencia a tetraciclina y minociclina, aunque ninguno de los dos estd
relacionado con el transporte de glicilciclinas (Ribera et al., 2003a). En un estudio destinado a
analizar la prevalencia de estos genes en 79 cepas de A. baumannii resistentes a tetraciclina se
observd que tetB se encontraba en el 66% de ellas y tetA en el 13,6% (Marti et al., 2006). En
cuanto a su localizacidn, el gen tetA y su regulador, tetR, se encuentran situados en un
transposon, mientras que tetB se encuentra en pequefios plasmidos (Ribera et al., 20033;

Srinivasan et al., 2009a).

Se han encontrado otros dos transportadores de la superfamilia MFS relacionados
también con la resistencia a cloranfenicol, denominados CraA y CmlA, que confieren resistencia
a este antimicrobiano. CraA presenta una estructura similar a la bomba MdfA de E. coli pese a
que difieren en la especificidad de sustratos (Roca et al., 2009). El transportador CmlA, al igual
que el anterior, Unicamente transporta cloranfenicol y se describié por primera vez situado en
una isla de resistencia de 86 kb en la cepa A. baumannnii AYE (Fournier et al., 2006). Ademas de
estos dos MFS, mediante analisis bioinformaticos de los transportadores DHA-2 codificados por
el genoma de A. baumannnii se encontré una nueva proteina de membrana denominada AedC
relacionada con el transporte de cloranfenicol y tetraciclina (Hassan et al., 2011). Recientemente
se ha identificado un tercer transportador denominado FloR localizado en un plasmido de un
aislado MDR de A. baumannii que también confiere resistencia a cloranfenicol ademas de a
florfenicol. Este muestra un 99% de identidad aminoacidica con una bomba que expulsa estos

dos antimicrobianos presente en la isla gendmica 1 de Salmonella (Hamidian et al., 2017).
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Recientemente, se llevd a cabo un estudio bioinformatico con el fin de identificar
transportadores MFS de tipo DHA-2 en la cepa ATCC 17978 de A. baumannii identificdndose 6
hipotéticos transportadores denominados AedA-F. La construccion de mutantes defectivos de
estos genes reveld que entre ellos destacaban aedC por conferir resistencia a tetraciclina y
cloranfenicol y aedF por conferir resistencia a bromuro de etidio y 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). Por otro lado, la delecion del resto de genes no mostré diferencias significativas en

cuanto a la resistencia a ninguin antimicrobiano (Hassan et al., 2011).

Finalmente, en los ultimos afios se han descrito nuevos miembros de la superfamilia MFS
relacionados con resistencia a otros antimicrobianos. El transportador AmvA proporciona
resistencia a antimicrobianos como la eritromicina, asi como a desinfectantes, detergentes y
colorantes como la acriflavina, cloruro de benzalconio y metil violégeno (Rajamohan et al.,
2010). Otro MFS es el transportador AbaF que no solamente estd asociado con la resistencia a
fosfomicina sino que también lo esta con la formacién de biofilm y la virulencia (Sharma et al.,
2017). En cuanto a la resistencia a colistina, se ha encontrado un transportador MFS
denominado EmrAB que proporciona resistencia a este antimicrobiano y contribuye a la

adaptacion al estrés osmotico (Lin et al., 2017).

1.4.2.2.3. Superfamilia de transportadores MATE

La superfamilia de transportadores MATE esta compuesta por proteinas formadas por 12
TMS que pese a no tener ningin motivo con secuencia conservada comparten un 40% de
similitud de secuencia entre si, lo que indica que presentan una estructura y mecanismo de

transporte que es el mismo en todos ellos (Figura 1.5) (Du et al., 2015).

Membrana
interna

Antimicrobiano

Figura 1.5. Representacién esquematica de un transportador de la superfamilia MATE.
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El primer miembro de la familia MATE identificado en A. baumannii es AbeM, que esta
relacionado con la expulsion de aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol y trimetoprim
(Su et al., 2005). Otros miembros de esta familia son AbeM2 y AbeM4 que proporcionan
resistencia a quinolonas, mientras que AbeM3 no se ha encontrado que confiera resistencia a

ningun antimicrobiano (Eijkelkamp et al., 2011a).

1.4.2.2.4. Superfamilia de transportadores SMR

La superfamilia de transportadores SMR comprende proteinas de pequeiio tamaiio que

cuentan con 4 TMSs que generalmente funcionan como homodimeros (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Representacion esquematica de un transportador de la superfamilia SMR.

En A. baumannii se ha caracterizado la proteina AbeS que afecta a la resistencia de varios
antimicrobianos y agentes desinfectantes. La deleciéon del gen abeS$ resulta en una mayor
susceptibilidad a cloranfenicol, ciprofloxacina, acido nalidixico, novobiocina y eritromicina, asi
como a compuestos como deoxicolato, cloruro de tetrafenilfosfonio (TPPCI), bromuro de etidio
o dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) (Srinivasan et al., 2009b). Asimismo,
también se ha observado que la expresion del gen A1S 0710 de la cepa ATCC 17978 en E. coli
KAM32, un mutante defectivo de los transportadores acrAB e ydhE, provocaba una mayor
resistencia a SDS y deoxicolato. Este gen presenta una elevada homologia con el gen sugE de E.
coli que esta relacionado con la resistencia a compuestos toxicos de amonio cuaternario

(Gebreyes, 2008).
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1.4.2.2.5. Superfamilia de transportadores PACE

En A. baumannii se ha identificado una sexta familia de la que forma parte el
transportador Acel conocida como Proteobacterial Antimicrobial Compund Efflux (PACE)
(Hassan et al., 2015). Los transportadores de este tipo analizados hasta el momento parecen
estar conformados por 4 hélices transmembrana que funcionan como oligémeros (Figura 1.7)
(Hassan et al., 2018). El transportador Acel de A. baumannii confiere resistencia al desinfectante
clorhexidina y se encuentra regulado por AceR que en presencia de esta sustancia estimula la
expresion de acel (Hassan et al., 2013; Liu et al., 2018). Ademas de Acel, existe también otro
transportador de este tipo en el genoma de A. baumannii codificado por el gen A1S 1503 que

confiere resistencia a acriflavina (Hassan et al., 2015).
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Figura 1.7. Representacion esquematica de un transportador de la superfamilia PACE.

1.4.2.2.6. Superfamilia de transportadores ABC

La superfamilia de los transportadores ABC emplea para la translocacién de sustratos la
energia generada por la hidrdlisis del ATP. Estos transportadores se organizan en 4 unidades
funcionales o dominios: dos dominios integrales de membrana y dos dominios citoplasmaticos,
donde se une el ATP, denominados NBD (Nucleotide-Binding Domains) (Figura 1.8). La estructura
de cada dominio de membrana se encuentra conformada, dependiendo del tipo de
transportador, por 6 o 10 hélices transmembrana por lo que el transportador completo posee
un total de 12 o 20 segmentos transmembrana (Wilkens, 2015). Los dominios de membrana
conforman la ruta de translocacién, mientras que los NBD unen e hidrolizan ATP proporcionando
la energia suficiente para que se produzca el paso de sustancias. Ademds, cuentan con una
proteina de unidén que presenta alta afinidad por los sustratos cuya funcion es la introduccion

de estos en el complejo de transporte. Normalmente, los genes que codifican los componentes
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gue constituyen este tipo de transportadores se encuentran formando parte del mismo operdn.
Ademas, estos componentes se expresan como polipéptidos individuales aunque, en algunos
casos, los distintos dominios se encuentran fusionados en polipéptidos multifuncionales (Rees

et al., 2009; Zolnerciks et al., 2011).

Proteina de unién
al sustrato

Membrana
interna

Proteina de unién a ATP

ATP % ADP +P;

Antimicrobiano

Figura 1.8. Representacion esquematica de un transportador de la superfamilia ABC.

En A. baumannii Unicamente existen dos miembros de esta superfamilia caracterizados.
Uno de ellos es el transportador ABC codificado por el gen A1S_1535 que confiere resistencia a
1,10-fenantrolina y antimicrobianos como la gentamicina, kanamicina, cloranfenicol o
oxitetraciclina (Li et al., 2016). El otro miembro perteneciente a esta superfamilia de

transportadores es el codificado por el gen A1S_0536 relacionado con la extrusién de macrélidos

(Okada et al., 2017).
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Tabla 1.2. Principales bombas de expulsion descritas en A. baumannii.

Introduccién

Superfamilia Transportador Sustratos Referencia
RND AdeABC Aminoglucésidos, fluoroquinolonas, (Magnet et al., 2001;
tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, Ruzin et al., 2007)
trimetoprim, tigeciclina y bromuro de etidio
AdeED Amikacina, ceftazidima, cloranfenicol, (Chau et al., 2004)
ciprofoxacina, eritromicina, bromuro de
etidio, meropenem, rifampicina y tetraciclina
AdelJK B-lactamicos, cloranfenicol, tetraciclina, (Damier-Piolle etal.,
eritromicina, lincosamidas, fluoroquinolonas, 2008)
novobiocina, rifampicina,  trimetoprim,
acridina, safranina, pironina y SDS
AdeFGH Azitromicina, ciprofloxacina, gentamicina y (Coyne et al., 2010;
zeocina Leus et al., 2018)
AdeXYZ B-lactamicos, ciprofloxacina, rifampicina, (Chu et al., 2004)
cloranfenicol y tetraciclina
MFS TetA Tetraciclina (Ribera et al., 2003a)
TetB Tetraciclina y minociclina (Vila et al., 2007)
CraA Cloranfenicol (Roca et al., 2009)
CmlA Cloranfenicol (Fournier et al., 2006)
AedC Cloranfenicol y tetraciclina (Hassan et al., 2011)
FloR Cloranfenicol y florfenicol (Hamidian et al.,
2017)
AedF Bromuro de etidio y DAPI (Hassan et al., 2011)
AmvA Ciprofloxacina, eritromicina, norfloxacina, (Rajamohan etal.,
novobiocina, naranja de acridina, acriflavina, 2010)
cloruro de benzalconio, clorhexidina, DAPI,
deoxicolato, metilviolégeno, bromuro de
etidio, pironina Y, SDS, y TPPCI
AbaF Fosfomicina, cloranfenicol y bromuro de (Sharmaetal., 2017)
etidio
EmrAB Colistina (Lin et al., 2017)
MATE AbeM Aminoglucésidos, fluoroquinolonas, (Su et al., 2005)
cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim,
DAPI, TPPCI, triclosan, acriflavina,
daunorubicina, doxorubicina, bromuro de
etidio y rodamina
AbeM2 Ciprofloxacina (Eijkelkamp et al.,
2011a)
AbeM4 Cipofloxacina (Eijkelkamp et al.,
2011a)
SMR AbeS Cloranfenicol, ciprofloxacina, eritromicina, (Srinivasan etal.,
acido nalidixico, norfloxacina, novobiocina, 2009b)
naranja de acridina, acriflavina, clorhexidina,
DAPI, deoxicolato, bromuro de etidio, metil
violégeno, pironina Y, rodamina, SDS y TPPCI
A1S_0710 SDS y deoxicolato (Gebreyes, 2008)
PACE Acel Clorhexidina (Hassan et al., 2015)
A1S_ 1503 Acriflavina (Hassan et al., 2015)
ABC A1S_0536 Macrélidos (Okada et al., 2017)
A1S_ 1535 1,10-fenantrolina, gentamicina, kanamicina, (Lietal., 2016)

cloranfenicol y oxitetraciclina

27



Introduccién

1.4.3. Alteraciones del sitio de accion

Modificaciones en las dianas de los antimicrobianos pueden producir resistencia a estos.
En A. baumannii, entre estos mecanismos se encuentran las mutaciones de los genes gyrA, parC
y rpoB, cambios en las proteinas de unidn a penicilinas, proteinas protectoras de ribosomas y

modificaciones del lipopolisacarido.

En A. baumannii, la resistencia a quinolonas se produce frecuentemente por la apariciéon
de mutaciones en la regién determinante de resistencia a quinolonas (quinolone-resistance
determining regions, QRDR) de la DNA girasa y de la DNA topoisomerasa IV (Fabrega et al., 2009).
Las mutaciones mds importantes son las que provocan sustituciones en los aminodcidos
Ser83—->Leu en GyrA y Ser80->Leu en ParC. Estos cambios provocan una menor afinidad de la

quinolona por su diana, lo que se manifiesta en una mayor resistencia (Vila et al., 1995, 1997).

Pese a que el mecanismo de resistencia a B-lactdmicos mas conocido y estudiado son las
B-lactamasas, un mecanismo no enzimatico de resistencia a estos son los cambios en la afinidad
o expresion de las proteinas de unidén a penicilinas (Penicillin Binding Proteins, PBPs). Estas
proteinas catalizan la sintesis del peptidoglicano, el componente primario de la pared celular, y
son diana de los antimicrobianos B-lactdmicos. Gehrlein y colaboradores observaron que un
mutante con una PBP de 24 kDa sobreexpresada y otras seis con bajos niveles de expresion
presentaba una mayor resistencia a imipenem (Gehrlein et al., 1991). En otro trabajo se ha
descrito que la ausencia de una PBP de 73,2 kDa se relaciona con la resistencia a imipenem y
meropenem, mientras que la ausencia simultanea de esta proteina y una PBP de 70,1 kDa se
asocia con niveles de resistencia mayores a ambos antimicrobianos (Fernandez-Cuenca et al.,

2003).

En cuanto a las proteinas protectoras de ribosomas, la Unica proteina de este tipo
identificada en A. baumannii es TetM, que presenta una identidad del 100% con TetM de S.
aureus y protege al ribosoma de la accién de la tetraciclina, doxiciclina y minociclina (Ribera et

al., 2003b).

En A. baumannii la resistencia a polimixinas esta relacionada con modificaciones en el
lipopolisacdrido que interfieren en la unién del antimicrobiano con la membrana externa de la
bacteria. La resistencia a polimixinas se encuentra vinculada al operon pmrCAB que estd
formado por un sistema regulador de dos componentes que incluye a los genes pmrB, que
codifica un sensor quinasa, y pmrA, que codifica un regulador de respuesta. Estos dos genes

regulan la expresion de pmrC, que codifica una fosfatidiletanolamina transferasa, encargada de
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la modificacién del lipido A. Se ha observado que mutaciones que causan una desregulacién en
la expresion de los genes pmrAy pmrB, conllevan la sobreexpresion del gen pmrC, que modifica
el lipido A provocando resistencia a colistina en esta bacteria (Adams et al., 2009; Beceiro et al.,
2011). Por otro lado, la resistencia a colistina puede ser debida a mutaciones que afectan a genes
implicados en la sintesis del lipido A como IpxA, lpxCy IpxD, que conllevan la pérdida total del

lipopolisacdrido (Moffatt et al., 2010).

En cuanto a la resistencia a rifampicina en A. baumannii esta se encuentra relacionada
con mutaciones en el gen rpoB que codifica la subunidad B de la RNA polimerasa. En un estudio
llevado a cabo con diversos aislados con elevada resistencia a rifampicina se observd que la
mayoria de ellos presentaban mutaciones puntuales en el gen rpoB (Giannouli et al., 2012). Este
hecho se corroboré al secuenciar una regién del gen rpoB de mutantes espontaneos a
rifampicina de la cepa ATCC 17978. Los resultados mostraron que estos mutantes presentaban

mutaciones que provocaban sustituciones aminoacidicas en esta region (Norton et al., 2013).

1.5. Factores de virulencia y patogenicidad en A. baumannii

El hecho que la colonizacidn por A. baumannii es mas frecuente que la infeccion, sugiere
que la patogenicidad en esta especie es generalmente baja. Sin embargo, cuando se desarrolla
una infeccién, esta puede convertirse en grave. Tradicionalmente, A. baumannii ha sido
considerado como un patégeno de baja virulencia, principalmente por el hecho de infectar a
pacientes con una condicidon clinica subyacente. Sin embargo, el aumento de las infecciones
causadas por cepas MDR de este microorganismo en los hospitales de todo el mundo ha
despertado un creciente interés por dilucidar cudles son sus factores de virulencia (McConnell

et al., 2013).

En los Ultimos afios, el aumento de técnicas moleculares relativamente baratas y rapidas
ha permitido la secuenciacion de genomas completos de cepas de este microorganismo, asi
como la realizacién de andlisis comparativos. Junto a ello, el desarrollo de herramientas
moleculares que permiten modificar el genoma y la existencia de modelos animales de infeccién
estan facilitando la identificacién de los factores que contribuyen a su virulencia. Pese a estos
avances, los factores identificados en este patédgeno permanecen siendo escasos si se comparan

con los de otras bacterias gram negativas. Sin embargo, profundizar en su conocimiento es clave
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para el desarrolllo de nuevas alternativas terapéuticas para controlar las infecciones causadas

por A. baumannii (McConnell et al. , 2013; Harding et al., 2017).

1.5.1. Proteinas implicadas en la captacion de hierro

El hierro es uno de los nutrientes esenciales para casi todos los microorganismos. Este
micronutriente presenta un papel clave en multiples procesos celulares como la sintesis del
DNA, el transporte de electrones, el transporte de oxigeno, la sintesis de ATP, la reduccidon del
nitrito en el ciclo del nitrégeno o actuando como cofactor de una gran variedad de enzimas. Este
elemento puede encontrarse en forma de idn ferroso (Fe*?), que es soluble, lo que permite su
incorporacidn a través de la membrana celular; o bien en su forma insoluble de idn férrico (Fe*®).
Pese a ser muy abundante en la naturaleza, no siempre se encuentra en la forma disponible para
las bacterias, ya que en presencia de oxigeno y a pH neutro sufre oxidacién a ién férrico y
finalmente se vuelve insoluble en forma de oxihidréxido férrico. Ademas, en el hospedador el
hierro se encuentra unido a la hemoglobina, almacenado como ferritina o ligado a la
transferrina. Esto reduce notablemente su disponibilidad para los patégenos, lo que les ha
llevado a desarrollar una serie de estrategias para acceder a la concentracién 6ptima de este
metal. De esta forma, los microorganismos cuentan con sistemas para su captacidon, como

moléculas quelantes denominadas sideréforos (Skaar, 2010; Saha et al., 2013).

Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular que presentan afinidad por el
hierro. En A. baumannii el sideréforo mejor caracterizado es la acinetobactina, que fue descrita
por primera vez en la cepa ATCC 19606, en cultivos bajo condiciones limitantes de hierro
(Yamamoto et al., 1994). La reduccidn de la biosintesis y el transporte de esta molécula, mediada
por las proteinas BauA y BasD, respectivamente, se ha relacionado con una menor habilidad del
patégeno para persistir en condiciones limitantes de hierro, asi como para causar la muerte en
modelos animales (Gaddy et al., 2012). Ademas de la acinetobactina, estudios recientes han
descrito dos clusters de genes relacionados con la sintesis y el transporte de sideréforos que
incluyen posibles genes que codifican monooxigenasas y acetiltranferasas en varias cepas tipo.
Mediante el estudio de los genomas de estas cepas también se han identificado genes que
codifican proteinas relacionadas con la captacidn y transporte de hierro, como un homélogo del

sistema TonB o receptores de membrana externa (Antunes et al., 2011a).

Otro mecanismo alternativo que presentan las bacterias para la asimilacidon de hierro es

la captacidn directa de Fe*?> mediante el sistema Feo. Este se ha identificado en varias cepas de
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A. baumannii y consta de la proteina citosdlica FeoA, la permeasa FeoB y el represor FeoC.
Asimismo, este patdgeno posee una proteina homodloga al regulador Fur (Ferric uptake
regulator), que controla la expresién de genes que codifican proteinas relacionadas con los
sistemas de adquisicidn de hierro. La busqueda bioinformatica de sitios de unién de Fur mostré
gue estos se encuentran en regiones intergénicas de los genes del sistema Feo, hecho que

corrobora su implicacidn en la adquisicién de hierro ( Antunes et al., 2011a).

1.5.2. Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas esenciales para el metabolismo de los fosfolipidos que
actuan hidrolizando los enlaces éster presentes en estos. Estas proteinas constituyen un factor
de virulencia en multiples especies bacterianas ayudando a la invasion del hospedador. La
degradacion de los fosfolipidos afecta a la estabilidad de las membranas de las células del

hospedador y puede provocar cambios en su respuesta inmune (Songer, 1997).

En A. baumannii se han identificado dos enzimas de este tipo: la fosfolipasa C y la
fosfolipasa D. La interrupcién del gen que codifica la fosfolipasa C resulta en una disminucién de
la citotoxicidad causada por este patdgeno en células epiteliales humanas, demostrando que es
un factor crucial en el dafio celular. Ademas, el estudio del perfil transcripcional de cultivos de
A. baumannii en presencia o ausencia de etanol, sustancia que aumenta su virulencia en el
modelo de Caenorhabditis elegans, mostré que la expresion de esta fosfolipasa se ve aumentada
por la presencia de etanol en el medio. Esto pone de manifiesto que esta enzima contribuye a

la patogénesis y virulencia en este microorganismo (Camarena et al., 2010).

La fosfolipasa D tiene un papel importante en la invasidon de células epiteliales y en la
resistencia al suero humano. Esta enzima se identificé realizando una genoteca de mutantes en
una cepa con una gran capacidad de propagacién en el suero humano y se seleccionaron los
mutantes que tenian dificultades para crecer en este. Los resultados mostraron que la
disrupcion de esta enzima provoca una menor bacteremia, asi como una menor colonizacion en
el modelo de infecciéon murino (Jacobs et al., 2010). Aparte de esta fosfolipasa, en la cepa ATCC
19606 se identificaron tres fosfolipasas D mas cuya delecion se relacioné con una menor
virulencia en el modelo de larva de la polilla de la cera Galleria mellonella y una menor invasién
de células epiteliares pulmonares (Stahl et al., 2015). Recientemente, teniendo en cuenta la
implicacion de esta proteina en la virulencia de A. baumannii, se realizaron ensayos de

inmunizacion activa y pasiva en raton. Los resultados revelaron que se trata de una proteina
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altamente inmunogénica y con un gran potencial para su uso como agente terapéutico contra

este patdgeno (Li et al., 2017).

1.5.3. Porinas

Las OMPs ademas de estar relacionadas con la resistencia a antimicrobianos, como se ha
comentado anteriormente, tienen un papel importante en la adaptacion y patogénesis en las
células hospedador. Participan en procesos como la adherencia e invasion, la induccion de la

apoptosis o la formacion de biofilm.

La porina OmpA es una de las mas abundantes en la membrana externa de A. baumannii
y constituye uno de los factores de virulencia mejor caracterizado en este microorganismo.
OmpA es capaz de provocar la apoptosis de las células epiteliales humanas laringeas dafiando
las mitocondrias y causando la liberacién de moléculas pro-apoptéticas. Esto induce la
activacion de una cascada de caspasas, lo cual lleva a la degradacién del DNA cromosdmico. La
apoptosis de las células epiteliales permite la entrada de las bacterias a través de la mucosa
facilitando la infeccion (Choi et al., 2005). Otro papel clave de esta porina en la virulencia es su
relacion con la formacién de biofilm y la evasién del sistema del complemento. OmpA es
necesaria para la formacidon de biofilms en superficies abidticas y resulta esencial para la
adhesién a los filamentos del modelo Candida albicans y a las células epiteliales alveolares
humanas (Choi et al., 2008; Gaddy et al., 2009). Asimismo, se ha detectado que en A. baumannii
esta porina se une al factor H del suero humano permitiendo evadir al sistema del complemento

(Kim et al., 2009).

La porina Omp33, ademas de su importancia en la resistencia a B-lactamicos, como ya se
comentod anteriormente, parece tener un papel importante en la virulencia de A. baumannii. La
delecidn del gen que la codifica reduce significativamente la adherencia a las células epiteliales
humanas y su invasion junto con una reduccién de la citotoxicidad en estas células y macréfagos.
En particular, la ausencia de esta proteina en A. baumannii atenua la letalidad en el modelo
murino y, ademas, reduce la concentracidn de bacterias en el pulmdn y el bazo de los animales
infectados (Smani et al., 2013). Ademas, la porina Omp33 purificada induce apoptosis en células
del sistema inmune y tejido conectivo activando caspasas y modulando la autofagia. El bloqueo
de la autofagia permite a A. baumannii sobrevivir intracelularmente provocando citotoxicidad

(Rumbo et al., 2014).
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1.5.4. Lipopolisacarido y polisacaridos capsulares

El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente de la membrana externa de las
bacterias gram negativas. Se encuentra formado por tres partes: un componente hidrofébico
denominado lipido A o endotoxina, un nucleo de oligosacdridos denominado core y una region
variable de estructuras repetidas llamada antigeno O (Figura 1.9). EI LPS es considerado un factor
de virulencia en multiples patdgenos y su localizacién en la superficie celular contribuye a la

interaccion entre la bacteria y el entorno (Luke et al., 2010).

Polisacarido Lipido A
J |
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<

Figura 1.9. Representacion esquematica de la estructura del lipopolisacarido. Imagen modificada de Caroff (2003).

En A. baumannii se ha observado que mutantes carentes de la glicotransferasa LpsB
presentan una menor resistencia al suero humano y una menor capacidad de supervivencia en
modelos animales (Luke et al., 2010). Junto a ello, la inhibicién de la enzima LpxC, implicada en
la sintesis del lipido A, ha mostrado una mejor eliminacidn de A. baumannii por parte del sistema
inmune y una menor letalidad en el modelo murino (Lin et al., 2012). Ademads, como ya se ha
mencionado anteriormente, mutaciones en los genes IpxA, IpxCy IpxD, implicados en la sintesis
de este componente del LPS, llevan a una pérdida total del LPS, causando resistencia a colistina
(Moffatt et al., 2010). Esto indica que el bloqueo de la sintesis del LPS podria constituir una

nueva diana terapéutica contra este patdgeno.

Otro factor de virulencia importante en A. baumannii es la capsula. El estudio de mutantes
en busqueda de genes necesarios para el crecimiento en liquido ascitico humano llevé a la
identificacion de dos proteinas relacionadas con esta estructura. Se obtuvieron mutantes
defectivos en los genes ptK, que codifica una probable tirosin quinasa requerida para la

polimerizacidon de la capsula, y epsA, que codifica una probable proteina de membrana que
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exporta polisacaridos requerida para el ensamblaje de la capsula. Estos mutantes mostraron un
menor crecimiento en liquido ascitico y una menor supervivencia en el suero humano y en el

modelo animal de tejido blando de rata (Russo et al., 2010).

El estudio del polisacarido extracelular poli-B-(1,6)-N-acetilglucosamina (PNAG) en A.
baumannii reveld que se trata de un componente mayoritario de los biofilms y que contribuye
a la patogénesis en esta bacteria. La delecion del locus pgaABCD, que codifica enzimas
necesarias para la sintesis de este polisacarido, implica la formacién de un biofilm de menor
volumen y grosor que el producido por la cepa salvaje. Por ello, su ausencia demuestra que es
un componente critico para la formacidn de biofilm y constituye un factor de virulencia que

protege a A. baumannii contra la respuesta innata del hospedador (Choi et al., 2009).

1.5.5. Vesiculas de membrana externa

Las vesiculas de membrana externa (Quter Membrane Vesicles, OMVs) son vesiculas
esféricas de 20-200 nm de didametro secretadas por una gran variedad de bacterias gram
negativas durante su crecimiento. Estdn compuestas de lipopolisacaridos, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Multiples cepas de A. baumannii secretan OMVs que contienen factores de
virulencia, como OmpA, proteasas y fosfolipasas. La secrecion de estas vesiculas permite al
patdgeno la liberaracidn de factores de virulencia en el interior de las células del hospedador sin
gue haya un contacto directo entre la bacteria y el hospedador (Kwon et al., 2009; Jin et al.,

2011).

En A. baumannii, las OMVs median la adherencia a las células eucariotas, asi como la
internalizacién de determinadas sustancias, lo cual contribuye a la patogénesis. La porina OmpA,
mencionada ya anteriormente, parece ser el componente mayoritario de las OMVs de la cepa
ATCC 19606, y se ha observado que induce citotoxicidad y apoptosis en el hospedador. También
se detectaron otras proteinas asociadas con la virulencia en el interior de estas OMVs como
proteasas y hemolisinas, o proteinas del sistema CsuA/BABCDE del que se hablard mas adelante
(Jin et al., 2011). Asimismo, en otro estudio se demostré que las OMVs también pueden
transportar plasmidos que presentan genes de resistencia a B-lactdmicos como la B-lactamasa
OXA-24. Esto probablemente implica una relaciéon con la diseminacion de estos marcadores

entre distintos aislados de A. baumannii (Rumbo et al., 2011).
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Por otro lado, debido a que las OMVs contienen multiples proteinas antigénicas de la
membrana externa de la bacteria, podrian constituir una potencial vacuna contra A. baumannii.
En un modelo experimental empleando ratones inmunizados con OMVs de la cepa ATCC 19606

se observo que se produciainmunizacidén contra esta cepa asi como contra otros aislados clinicos

(McConnell et al., 2011).

1.5.6. Sistemas de secrecion

Los sistemas de secrecidn representan un componente indispensable para el transporte
de proteinasy otras macromoléculas al espacio extracelular. En bacterias gram negativas existen
seis sistemas de secrecion y estos tienen un papel central en la modulacidn de las interacciones
de las bacterias y su entorno (Tseng et al., 2009). En A. baumannii se han identificado varios

sistemas de secrecion (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Representacidon esquematica de los sistemas de secrecidon de A. baumannii. Imagen modificada de

Elhosseiny (2018).

El primer sistema de secrecidn descrito en este microorganismo es el sistema de secrecidn
de tipo V (Type V Secretion System, T5SS) denominado Acinetobacter trimeric autotransporter
(Ata), que se trata de una proteina perteneciente a la familia de autrotransportadores
triméricos. Una de las principales funciones de estos transportadores es actuar como adhesinas
facilitando la unién de la bacteria a los tejidos del hospedador. Se ha comprobado que Ata tiene

un papel clave en la adhesion de A. baumannii al colageno de tipo IV del hospedador, en la
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formacién de biofilm y en el progreso de la infeccién en un modelo murino (Bentancor et al.,
2012). Este complejo interacciona con una lipoproteina denominada TpgA (Trimeric
autotransporter adhesins-associated and peptidoglycan-associated protein A) que también
interactua con el peptidoglicano (Ishikawa et al., 2016). Ademas, A. baumannii posee también
un sistema de secrecion de dos componentes TPS (Two—Partner Secretion system) denominado
AbFhaB/FhaC, que se encuentra también implicado en la adhesidon y en la virulencia de este

patdgeno nosocomial (Pérez et al., 2017).

El sistema de secrecidn de tipo Il (Type Il Secretion System, T2SS) también se identifico en
este patdgeno y media la translocacidn de multiples proteinas del espacio periplasmatico al
espacio extracelular. Este sistema estd compuesto por entre 12 y 15 proteinas denominadas Gsp
(General Secretory Pathway), que actian de manera conjunta secretando al exterior celular
diversos factores de virulencia. Entre las moléculas que exporta destacan las lipasas LipAy LipH,
asi como la proteasa CpaA. Las proteinas LipA y CpaA requieren chaperonas para su secrecion
gue se encuentran codificadas en las regiones adyacentes a sus efectores afines. Se ha
demostrado que este sistema es necesario para la virulencia tanto en G. mellonella como

modelos murinos de infeccidon pulmonar (Harding et al., 2016).

Por ultimo, el sistema de tipo VI (Type VI Secretion System, T6SS) posee una estructura
conformada por las proteinas Tss y secreta las proteinas Hcp (Hemolysin Co-regulated Protein)
y VgrG (Valine Glycine Repeat protein) facilitando la inyeccidn de proteinas efectoras en la célula
diana (Elhosseiny y Attia, 2018). En A. baumannii tiene un papel en la competicion entre especies
bacterianas inyectando efectores que pueden tener actividad bacteriostatica o bactericida en

otras bacterias (Carruthers et al., 2013).

1.5.7. Proteinas implicadas en la formacion de biofilm y la adherencia

A. baumannii tiene una enorme capacidad para sobrevivir en diversos ambientes e
interactuar con distintos tipos de superficies. Esto le permite permanecer durante largos
periodos de tiempo en superficies inertes y colonizar diversos tipos de material hospitalario
como catéteres o equipos de respiracidn mecanica. Junto a esto, es capaz de adherirse a
superficies bidticas como las células epiteliales humanas lo que constituye un primer paso en la

colonizacion y la subsecuente infeccion (Lee et al., 2008).
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La capacidad de adherencia tanto a superficies abidticas como bidticas conlleva la
formacidn de biofilms. Los biofilms son estructuras multicelulares complejas asociadas a una
superficie en la que las células se encuentran embebidas en una matriz extracelular producida
por ellas mismas. Estos constituyen una barrera protectora hacia la bacteria que le permite
sobrevivir en condiciones adversas y durante el proceso de infeccion. Ademas, las bacterias que
forman parte de los biofilm son menos susceptibles a los agentes antimicrobianos. Esto puede
ser debido a que el antimicrobiano no consigue penetrar en todo el biofilm, o bien porque
algunas de las células que forman parte de este se encuentran en un estado estacionario de

crecimiento (Costerton et al., 1999).

La formacién de biofilm comienza con la adhesion inicial y la formacion de microcolonias.
Esta adhesién puede tener lugar sobre superficies abidticas principalmente gracias a
interacciones hidrofdbicas o electrostdticas; o bien sobre superficies bidticas, mediada por
proteinas de la superficie celular. La maduracién del biofilm permite la formaciéon de una
estructura tridimensional bien organizada que dispone de canales para el paso de nutrientes a
las capas mas profundas. El paso final es el desprendimiento del biofilm, que permite la
dispersion de células plantdnicas colaborando asi a su propagacion (Costerton et al., 1999). En

la figura 1.11 se representan estas etapas de manera esquematica.

(@ Adhesion (@ Maduracién (3 Desprendimiento

Sustrato

Figura 1.11. Representacién de las etapas de formacion de un biofilm. Imagen modificada de Cogan et al. (2016).

La mayoria de las cepas clinicas de A. baumannii son capaces de formar biofilms, lo que
supone un punto importante para la colonizaciéon de los tejidos y la supervivencia en el material
hospitalario (Rodriguez-Bafio et al., 2008). Son varios los elementos que estan involucrados en
la formacién de biofilm, entre ellos se encuentran los polisacaridos de superficie, la proteina

OmpA, los sistemas de secrecion de los que se ha hablado anteriormente, el operdn
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CsuA/BABCDE, la proteina Bap (biofilm-associated protein) y el quorum sensing (Longo et al.,

2014).

1.5.7.1. Operén CsuA/BABCDE

Los pili son estructuras filamentosas presentes en la superficie bacteriana que constituyen
factores de virulencia clave en multiples patdgenos. En las bacterias gram negativas estos se
clasifican segun su ruta de ensamblaje en: pili ensamblados mediante la ruta chaperone-usher,
pili de tipo IV, curli pili y pili ensamblados mediante una ruta alternativa a la ruta chaperone-
usher (Proft y Baker, 2009). En A. baumannii los pili de tipo IV tienen un papel clave en la
motilidad, aspecto que se desarrollard en el apartado 1.6, mientras que los pili de tipo

chaperone-usher participan en la formacién de biofilm.

La produccién de los pili mediante el sistema de secrecidn tipo chaperone-usher es un
factor importante en la formacion de biofilm. Estos son apéndices localizados en la superficie
bacteriana que permiten el reconocimiento y la adhesién a las células del hospedador. Este
sistema se encuentra agrupado en clusters de genes formados por un usher, una chaperonay

un gen que codifica la subunidad del pili (Busch y Waksman, 2012).

En A. baumannii el sistema mas estudiado es el operén CsuA/BABCDE chaperone-usher
complex. La capacidad de formar pili estd relacionada con la expresién del gen csuE que forma
parte de este operdn. Estudios realizados en la cepa ATCC 19606 demostraron que la
interrupcién de este gen esta relacionada con la inhibicién de la formacién de biofilm. Junto a
ello, mediante microscopia electrénica, se analizé este mutante y se comprobd que carecia de
pili, por lo que la eliminacion de este gen provoca la abolicidn de la produccidn de pili. Por tanto,
el gen csuE resulta clave para el ensamblaje y produccién de pili, necesarios para la adhesion

(Tomaras et al., 2003).

Este operdn se encuentra bajo el control de un sistema de regulacidon de dos componentes
gue comprende un sensor quinasa (BfmS) y un regulador de respuesta (BfmR). La inactivacion
del gen que codifica BfmR resulta en una pérdida de expresién del operdn y, por tanto, una
abolicién de la produccion de pili y, consecuente, incapacidad de formar biofilm. Sin embargo,
el mutante defectivo en el gen bfmS presentaba una menor capacidad para formar biofilm,

aunque su formaciéon no se encuentra totalmente abolida (Tomaras et al., 2008).
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1.5.7.2. Proteina Bap (Biofilm-associated protein)

Otra proteina importante en este proceso es la proteina de membrana homoéloga a la
proteina Biofilm-associated protein (Bap) de Staphylococcus spp., recientemente identificada en
A. baumannii. Esta proteina ha sido identificada por primera vez en S. aureus y desde entonces

se ha encontrado en otros muchos microorganismos tanto gram positivos como gram negativos.

En A. baumanni la proteina Bap no parece estar implicada en la adhesién primaria para la
formacién de biofilm como ocurre con la homdloga de S. aureus. Sin embargo, si se encuentra
relacionada con el mantenimiento de la estructura del biofilm maduro y tiene un papel en la
interaccion célula-célula en este. Mediante microscopia y andlisis de imagenes tridimensionales
de biofilms en crecimiento, se observd que el mutante defectivo en este gen es incapaz de
mantener el espesor y grosura del biofilm, mostrando que esta proteina es necesaria para el

desarrollo de la estructura de biofilm maduro (Loehfelm et al., 2008).

En un estudio reciente en el que se analizé el genoma de 541 cepas de A. baumannii se
observé que la proteina Bap es polimorfica, pudiendo distinguirse tres variantes. Junto a ello, en
especies del complejo A. calcoaceticus-baumannii se han identificado dos nuevas proteinas
denominadas BLP1 y BPL2 (Bap-Like Proteins 1-2), cuya secuencia tiene el mismo motivo que
Bap en la regidn N-terminal. Mutantes defectivos en estos genes mostraron una reduccién en la

formacién de biofilm y la adherencia a las células epiteliales (De Gregorio et al., 2015).

1.5.7.3. Quorum sensing

Las bacterias producen sustancias quimicas que permiten la comunicacidn intercelular vy,
ademas, son capaces de detectar las condiciones ambientales e intercambiar informacion a
través de moléculas de sefializacién. Pueden detectar la concentracidn de estos compuestos con
el fin de expresar determinados genes y desarrollar una respuesta especifica y colectiva. Este
mecanismo recibe el nombre de quorum sensing y se trata de un sistema de estimulos y
respuestas relacionados con la densidad poblacional. Este se encuentra vinculado a multitud de
procesos bacterianos como la formacién de biofilm, esporulaciéon, bioluminiscencia o motilidad

(Whitehead et al., 2001).

Normalmente, las moléculas sefial mas comunes son las derivadas de N-Acil Homoserin

Lactonas (AHLs), formadas por un anillo de homoserin lactona y un acido graso unido mediante
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un enlace amida que constituye la cadena lateral de longitud variable. El sistema mas comun de
AHLs en bacterias gram negativas esta mediado por las proteinas Luxl y LuxR. Las moléculas
sefal AHLs, producidas por la sintasa Luxl, difunden al interior celular y se acumulan hasta que
se alcanza una concentracidn suficiente. Cuando esto sucede las AHLs se unen a la proteina
reguladora LuxR y esto provoca la activacion o represién de los genes diana del quorum sensing.
En muchos casos, el gen lux/ es una diana del complejo LuxR-AHL, de forma que se produce una

autoinduccién del circuito (Williams et al., 2007).

En A. baumannii el quorum sensing parece tener un papel importante en los procesos de
adherencia, formacién de biofilm y motilidad. El sistema consta de dos componentes homélogos
a los mencionados anteriormente, la sintasa Abal y la proteina de unién a las AHLs, AbaR. La
proteina Abal es la Unica sintasa autoinducible identificada en el genoma de A. baumannii. La
interrupcién del gen que codifica esta enzima resulta en la incapacidad para la produccion de
moléculas seial. Ademads, esto se relaciona con una reduccion en la formacidn de biofilm en el
mutante en comparacién con la cepa isogénica parental. Asimismo, la adicién exégena de una
AHL sintética restaura la capacidad de formacién de biofilm en los mutantes con este gen

interrumpido (Niu et al., 2008).

Por otro lado, se realizd un estudio con AHLs sintéticas en busca de activadores e
inhibidores del regulador AbaR. Los resultados revelaron que A. baumannii emplea N-(3-
hidroxidodecanoil)-L-homoserinlactona y compuestos similares como moléculas sefial para
activar el quorum sensing. En cuanto a los antagonistas del sistema, se encontré que AHLs con
grupos aromaticos acilo actian reprimiendo a AbaR, siendo algunos de ellos capaces de inhibir
la motilidad o la formacién de biofilm. Esto ha puesto de manifiesto que una posible estrategia
para evitar la infeccidn por este patégeno podria ser el uso de AHLs sintéticas con el fin de inhibir

estos dos procesos (Stacy et al., 2012).

Por ultimo, mediante el estudio de 50 cepas clinicas de Acinetobacter spp. formadoras de
biofilm, se caracterizaron los tipos de AHLs producidas. Los resultados revelaron que existia una
gran diversidad de AHLs entre las distintas cepas pudiendo algunas de ellas producir mas de un
tipo de estas moléculas. Esto indica que posiblemente la formacién de biofilm sea un evento
multifactorial y las sefales del quorum sensing son solamente uno de los factores implicados en

este proceso (Anbazhagan et al., 2012).
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1.5.8. Estructuras y proteinas implicadas en la resistencia a la desecacion

La resistencia a la desecacién es la habilidad de mantener la viabilidad bajo condiciones
de sequedad ambiental. En A. baumannii representa un factor clave para su supervivencia en el
ambiente hospitalario durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, las bases moleculares
de este proceso no se conocen en profundidad debido a que se trata de un fenédmeno

multifactorial (Jawad et al., 1998).

La resistencia a la desecacién en este patdgeno nosocomial podria encontrarse vinculada
a componentes de la pared celular como la cdpsula o el lipido A. En la especie no patogénica A.
calcoaceticus se observé que los polisacdridos de la cdpsula favorecen la supervivencia en
condiciones de sequedad ambiental. La cepa encapsulada es capaz de resistir hasta un 30% mas
que el mutante sin capsula, incluso en colonias mixtas la supervivencia es mayor que en aquellas
del mutante sin capsula (Ophir y Gutnick, 1994). En A. baumannii, se cree que esto podria tener
también un papel importante en la resistencia a la desecacién debido a la habilidad de la capsula
para retener agua. Relacionado con esto, se encuentra la capacidad de formar biofilm, proceso
en el que se aumenta la produccion de polisacarido capsular para envolver a las células. Para
comprobar la relacién entre la formacidon de biofilm y |la persistencia a la desecacidn, se estudio
la capacidad para sobrevivir sobre cubreobjetos sometidos a distintas condiciones de
temperatura y humedad de cepas formadoras y no formadoras de biofilm. Mediante
microscopia electrdnica, se observd que en condiciones de desecacion las células de clones
formadores de biofilm se encuentran formando conglomerados cubiertos por una capa de
exopolisacarido. Contrariamente, las células de las cepas no formadoras de biofilm no muestran

esta capa y aparecen deshidratadas (Espinal et al., 2012).

Recientemente, un estudio ha relacionado la resistencia a la desecacidn con la acilacién
del lipido A. Se construyd un mutante defectivo del gen IpxM, que codifica una enzima implicada
en la adicién de grupos acilos durante la biosintesis del lipido A, y se comprobé que es incapaz
de sobrevivir durante largos periodos de desecacién. Esto sugiere que, tal vez, cambios en la
composicion de los lipidos de la membrana podrian resultar en variaciones en la fluidez de esta,
alterando su capacidad de retencion de agua y afectando esto a la supervivencia a la desecacion

(Boll et al., 2015).

Por otro lado, se han tratado de identificar otros mecanismos que participan en la
resistencia bajo condiciones limitantes de agua y nutrientes. Para ello, se cuantificaron las

proteinas sobreexpresadas en una cepa clinica en estas condiciones empleando MALDI-TOF y
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espectrometria de masas. Entre las proteinas detectadas se encontraron mayoritariamente
proteinas de membrana y periplasmaticas, asi como proteinas relacionadas con la resistencia a
antimicrobianos como la B-lactamasa OXA-51 o bombas de flujo como el transportador RND
AdellJK, ambos anteriormente mencionados. Ademas, se observd que en la poblacién existian
células viables pero no cultivables que se definieron como células en estado inactivo capaces de

resistir durante largos periodos de tiempo (Gayoso et al., 2014).

Otro hecho a tener en cuenta es que, durante la desecacién, no solamente se produce
una pérdida de agua, sino que se trata de un proceso que provoca dafios en el DNA de las
bacterias. Estos dafos provocan la activacién del sistema SOS cuya proteina activadora es la
recombinasa RecA. En A. baumannii la inactivacion del gen que codifica esta proteina resulta en
una mayor sensibilidad a la desecacién. Esto demuestra que RecA tiene un papel clave
participando en la proteccion frente a la desecacién. Ademas, estudios de virulencia in vitro,
empleando macréfagos, e in vivo, en un modelo murino, demostraron que también colabora en

la patogénesis (Aranda et al., 2011).

Por ultimo, la capacidad de sobrevivir a condiciones limitantes de agua muestra una gran
variabilidad entre las diferentes cepas. Entre las cepas de importancia clinica, algunas muestran
una enorme resistencia bajo estas condiciones, permitiéndoles permanecer en el ambiente
hospitalario durante largos periodos. Un ejemplo de ello es la cepa A. baumannii AYE, aislada en
un brote producido en un hospital francés en 2001, que puede mantenerse viva en superficies

secas hasta mas de 100 dias (Antunes et al., 2011b).

1.6. Motilidad

Las bacterias pueden permanecer localizadas o bien desplazarse para ocupar nuevas
areas o invadir los tejidos del hospedador dependiendo de la disponibilidad de nutrientes y de
las condiciones de la superficie. El hecho de desplazarse como un grupo presenta varias ventajas
como son el crecimiento y la supervivencia, teniendo distintos tipos de células realizando
funciones especializadas, facilidad de acceso a los nutrientes y mecanismos de defensa que
protegen de condiciones de estrés como la desecacién. Por ello, las bacterias han desarrollado

distintos mecanismos para desplazarse y adaptarse al ambiente.

Actualmente, se distinguen varios tipos de motilidad en funcién del mecanismo o

estructura responsable del movimiento: swimming, swarming, twitching, gliding y sliding. Estas
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clases de motilidad no son excluyentes entre si, pudiendo existir bacterias capaces de
desplazarse mediante mas de un mecanismo (Harshey, 2003). En la Tabla 1.3 se resumen las

caracteristicas generales de los tipos de motilidad y en la figura 1.12 aparecen representados.

Tabla 1.3. Caracteristicas generales de los diferentes tipos de motilidad. Modificada de Harshey (2003).

Tipo de Estructuras Diferenciacion Velocidad de Movimiento

motilidad implicadas celular movimiento
(rm/s)
Swarming Flagelos Si 2-10 Activo
Swimming Flagelos No <40 Activo
Twitching Pili de tipo IV No 0,06-0,3 Activo
Diversas,
Gliding depende del No 0,025-0,1 Activo

microorganismo

Sliding Ninguna No 0,03-6 Pasivo

Swarming Swimming

——=<O~(@=ur

Flagelo Flagelo
Twitching
—_—
«—Retraccion pilus 3
Gliding Sliding
° ° o\ = = J—k s
° ° ° 4
° ° ° 4

Esparcimiento por crecimiento

Complejos de adhesion focal

Figura 1.12. Representacidén esquemadtica de los tipos de motilidad bacteriana. Imagen modificada de Kearns (2010).
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1.6.1. Clasificacion de la motilidad bacteriana

1.6.1.1. Swarming

Entre los movimientos mediados por flagelos uno de los mas estudiados es el swarming o
movimiento en enjambre. Se trata de un movimiento multicelular producido por la rotacion del
flagelo que permite a las bacterias desplazarse de manera coordinada. Este tipo de movimiento
se ha identificado en multiples géneros de bacterias tanto gram negativas como Proteus, Vibrio,
Escherichia, Salmonella o Pseudomonas; como en gram positivas como Bacillus o Clostridium
(Fraser y Hughes, 1999). Mediante el swarming las células se desplazan en grupo colonizando

toda la superficie disponible pudiendo alcanzar una velocidad de 10 um/s.

Entre las bacterias que realizan swarming se distinguen dos clases: swarmers robustos y
swarmers moderados. El primer grupo se caracteriza por ser capaces de moverse en placas con
elevada concentracion de agar, mas del 1,5% de agar. Estas bacterias, como Vibrio o Proteus, se
encuentran hiperflageladas y presentan una morfologia hiperelongada cuando realizan esta
clase de movimiento. Sin embargo, los swarmers moderados, como Escherichia o Pseudomonas,
son capaces de desplazarse Unicamente en placas con baja concentracién de agar, 0,5-0,8% de
agar. A diferencia de los miembros del otro grupo, estas bacterias no presentan cambios tan

drasticos en su morfologia cuando realizan este tipo de movimiento (Partridge y Harshey, 2013).

1.6.1.2. Swimming

El movimiento de tipo swimming, a diferencia del anterior, es un movimiento individual
que se produce por la rotacion del flagelo y tiene lugar en medio liquido. Bacterias como E. coli,
S. enterica o P. aeruginosa presentan este tipo de movimiento y pueden llegar a alcanzar una

velocidad de hasta 40 um/s (Kearns, 2010).

El swimming ha sido muy estudiado en las ultimas décadas, por lo que la implicacion del
flagelo en este desplazamiento se encuentra bien caracterizada. Los flagelos emergen de la
superficie celular y se encuentran dirigidos por un motor basal. Este motor emplea como fuente
de energia el gradiente de protones transmembrana. El flagelo consta de un largo filamento
helicoidal, una corta estructura curvada denominada hook y un cuerpo basal constituido por una
barra central y varios anillos. Los dos primeros componentes se sitlan en la region externa de la

célula mientras que el cuerpo basal se localiza embebido en la superficie celular (Kearns, 2010).
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El motor flagelar puede girar en sentido de las agujas del reloj (ClockWise, CW) o en
sentido contrario a las agujas del reloj (CounterClockWise, CCW), dirigiéndose asi la direccion del
movimiento. Cuando se produce la rotacion del motor en sentido CCW se provoca una onda que
hace que los flagelos se coloquen formando un haz que ejerce un empuje sobre la célula
provocando un desplazamiento relativamente lineal. Sin embargo, si la rotacidon del motor
ocurre en sentido CW, este haz se dispersa y los flagelos se mueven de manera descoordinada
lo que causa un movimiento aleatorio. La alternancia entre estos dos sentidos de rotacién
provoca un desplazamiento al azar que permite a las bacterias responder a los estimulos
ambientales. Cuando se encuentran en presencia de un estimulo atrayente, aumenta la rotacion

en sentido CCW y disminuye la de sentido CW (Blair, 1995; Harshey, 2003).

1.6.1.3. Twitching

En cuanto a los movimientos mediados por pili Unicamente se distingue el twitching, que
se trata de un movimiento de superficie producido por la extensidn y retraccién de los pili de
tipo IV. Este se caracteriza por conferir un movimiento que permite a las bacterias avanzar a una
velocidad de 0,06-0,3 um/s (Harshey, 2003). El twitching se puede producir tanto en superficies
organicas como inorgdnicas, incluyendo células epiteliales, plasticos, vidrio o metal. Ademas,
pese a que en un primer momento se pensé que era un movimiento Unicamente social, también
pueden desplazarse ligeramente mediante twitching células individuales en contacto con
sustratos inertes o a bajas concentraciones de agar. El twitching se encuentra implicado en la
colonizacion del hospedador y otras formas de comportamiento colonial como la formacién de
biofilm y en el desarrollo de cuerpos fructiferos. Varias bacterias patdgenas presentan este tipo
de motilidad entre las que destacan P. aeruginosa, A. baumannii o Neisseria gonorrhoeae

(Mattick, 2002; Harding et al., 2013).

La extension y retraccién de los pili de tipo IV son clave para este tipo de movimiento. Los
pili son apéndices multiproteicos de alrededor de 5-7 nm de didametro y varios micrometros de
longitud que son capaces de ensamblarse y desensamblarse radpidamente participando también
en otros procesos como la transformacién y la adherencia a superficies (Mattick, 2002). Estudios
llevados a cabo en P. aeruginosa con pili marcados con un compuesto fluorescente mostraron
gue se extienden y retraen a aproximadamente una velocidad de 0,5 um/s (Skerker y Berg,

2001).
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Los pili son estructuras que se encuentran formadas por una pequeia subunidad proteica
denominada PilA o pilina que se organiza en una conformacién helicoidal con 5 subunidades por
vuelta. Estas subunidades son sintetizadas como pre-pilina y procesadas por la proteina PilD
para convertirse en PilA. Las subunidades de PilA son ensambladas en la proteina de la
membrana interna PilC para formar el pilus. Este filamento emerge al exterior a través de la
secretina de la membrana externa conocida como PilQ y se encuentra fusionado a la proteina
de adhesion PilY. La transcripcion del gen que codifica la proteina PilA se encuentra controlada
por un sistema regulador de dos componentes formado por PilS y PilR. PilS es un sensor quinasa
cuya autofosforilacion provoca la fosforilacién del regulador de respuesta PilR, aumentando la
transcripcién de pilA (Burrows, 2012). En la Figura 1.13 se representan los componentes que

conforman el pilus de tipo IV.

Membrana Externa

Periplasma

Membrana Interna

Figura 1.13. Estructura del pilus de tipo IV. Imagen modificada de Burdman et al. (2011).

Durante el twitching, el pilus se adhiere a la superficie y mediante su retraccién acerca a
la célula a la zona donde se ha adherido. Esta retraccidn se produce por el desensamblaje del
filamento formado por subunidades de PilA. Este proceso esta mediado por la proteina PilT que
promueve el desensamblaje de los pili, |la degradacién de PilA o ambos. Después de la retraccion,
el pilus se vuelve a ensamblar por un proceso en el que participa PilB. A continuacidn, se
extiende de nuevo inicidndose un nuevo ciclo de extensidn y retraccion que permite el avance

de la célula (Mattick, 2002).
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Los mecanismos que controlan el movimiento de tipo twitching han sido muy estudiados
en el patdgeno P. aeruginosa, en el cual se relaciona con un sistema denominado Pil-Chp. Los
genes pil-chp se sitdan en el cluster de genes IV y muchas de las proteinas que codifican son
similares a las que participan en la ruta de quimiotaxis mediada por flagelos. Dicho sistema,
representado en la Figura 1.14, esta formado por un mdédulo sensor que consta de un Unico
receptor de pared denomindo Pill que es una MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Protein). Este
se encuentra anclado a una histina quinasa denominada ChpA mediante las proteinas Pill y
ChpC. Cuando PilJ detecta un estimulo se induce la autofosforilacion de ChpA y, a continuacidn,
esta proteina fosforila a PilG y PilH, que interaccionan con el motor del pilus de tipo IV
controlando el twitching. La proteina PilG fosforilada interacciona con las proteinas de
ensamblaje PilB y PilZ y con la deguanilato ciclasa FimX, mientras que PilH fosforilada media la
retraccion del pilus interaccionando con PilT y PilU. La integracion de estas dos rutas se

encuentra mediada por la metilesterasa ChpB y la metiltransferasa PilK (Sampedro et al., 2015).

Periplasma

Membrana
citopl atica

Modulo sensor

Citoplasma

Moadulo transductor

Membrana

Membrana
externa

Modulo efector

Figura 1.14. Representacion esquematica de la hipotética ruta de quimiotaxis de P. aeruginosa. Imagen modificada

de Sampedro et al., (2015).
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1.6.1.4. Gliding

El gliding es un movimiento activo de superficie que no requiere apéndices celulares como
flagelos o pili y que se produce a lo largo del eje de la célula. Este tipo de movimiento, a
diferencia de los tres anteriores que se encuentran vinculados a superficies humedas, se
produce en superficies mas firmes y secas. Este peculiar movimiento es caracteristico de tres
grupos de bacterias: las mixobacterias, las cianobacterias y el grupo Cytophaga-Flavobacterium

(Harshey, 2003).

El gliding tradicionalmente se ha definido basandose mas en las estructuras que no se
utilizan (flagelos y pili) que en los motores que dirigen este movimiento debido a que no se han
apreciado estructuras externas relacionadas. Recientemente, el estudio de genomas de diversas
especies, las avanzadas técnicas de microscopia electrénica y de fluorescencia han permitido
esclarecer ligeramente las bases de este movimiento. Varios mecanismos se encuentran
relacionados con el gliding como los canales de protones y elementos del citoesqueleto en
mixobacterias o los canales de secrecién y adhesinas en flavobacterias (Nan y Zusman, 2016). La
enorme diversidad de procesos que median este movimiento hace que las velocidades
alcanzadas sean muy diversas segun el grupo de microorganismos. De acuerdo con esto, las
mixobacterias pueden alcanzar velocidades de entre 0,025-0,1 um/s, y tanto las cianobacterias

como el grupo Cytophaga-Flavobacterium de 2-4 um/s (McBride, 2001).

1.6.1.5. Sliding

El sliding es un movimiento pasivo de superficie producido por el crecimiento y facilitado
por un surfactante u otros compuestos que ayudan a reducir la tensién superficial. Se produce
por la accién de fuerzas de expansion que se transmiten del centro a los bordes de la colonia
que esta creciendo, sin embargo, el mecanismo por el que se rige este movimiento no ha sido
caracterizado totalmente. Las velocidades alcanzadas mediante este movimiento oscilan entre

0,03 um/s en Mycobacterium hasta 2-6 pm/s en Serratia (Harshey, 2003).

En los ultimos afos, se han clasificado las bacterias que realizan sliding en tres grupos
segln el compuesto adicional que necesitan. En el primero de ellos, se encuentran bacterias
como Serratia o Pseudomonas que requieren Unicamente la fuerza ejercida por el crecimiento
celular y surfactantes. Los miembros del segundo grupo entre los que se encuentran Bacillus y

Sinorhizobium requieren compuestos secretados adicionales como exopolisacaridos.

48



Introduccién

Finalmente, el tercer grupo se encuentra compuesto por bacterias que necesitan la fuerza
ejercida por el crecimiento y otros compuestos que no son surfactantes como es el caso de

Mycobacterium (Hoélscher y Kovacs, 2017).

1.6.2. Motilidad en A. baumannii

A pesar de que el nombre del género Acinetobacter proviene del griego “akineto” que

|II

significa “inmovil” debido a la ausencia de flagelos, actualmente, se sabe que esta bacteria es
capaz de moverse mediante dos tipos de movimiento: twitching y surface-associated motility.
El primero de ellos depende de los pili de tipo IV mientras que el segundo es un tipo de
movimiento caracteristico del género Acinetobacter que le permite desplazarse por superficies

semisodlidas y no depende de los pili (Skiebe et al., 2012; Harding et al., 2017).

La capacidad de este microorganismo de desplazarse fue descrita en detalle por primera
vez por Henrichsen, quien estudié la motilidad de 16 cepas distintas de A. calcoaceticus y
relaciond la presencia de pili con la motilidad. Mediante microscopia electrénica observéd que
las cepas no moviles no poseian pili polares mientras que las que eran capaces de desplazarse

mediante twitching si (Henrichsen y Blom, 1975).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el movimiento de tipo twitching esta
relacionado con los pili de tipo IV. Estos apéndices son capaces de ensamblarse vy
desensamblarse rapidamente produciéndose ciclos de adhesidn y retraccion que permiten el
avance de las células a través de la superficie. Pese a que los mecanismos de motilidad de A.
baumannii no han sido todavia esclarecidos, varias investigaciones han puesto de manifiesto

gue este patdgeno se mueve a través de superficies semisélidas mediante twitching.

Mediante el analisis bioinformatico de genomas completos de A. baumannii se ha
demostrado la presencia de genes relacionados con los pili de tipo 1V, asi como, genes implicados
en su ensamblaje, en el movimiento de tipo twitching y la subunidad del pilus denominada PilA
(Eijkelkamp et al., 2011b). En un estudio transcripcional realizado en la cepa ATCC 17978 bajo
condiciones limitantes de hierro en el medio, se observd que varios genes relacionados con los
pili de tipo IV presentaban un nivel de expresién menor. Entre ellos se encontraban varios genes
relacionados con la biosintesis de los pili de tipo IV como pilB, pilT, pilU o comM-0. También
mostraron un patrén de expresion alterado genes relacionados con la quimiotaxis y la regulacion

de este complejo, como pill y pilR o pilS. Asimismo, ensayos de motilidad realizados bajo
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condiciones limitantes de hierro revelaron que la cepa ATCC 17978 es incapaz de desplazarse en
un medio semisdlido. Esto puso de manifiesto que podria existir una correlacién entre la baja

expresion de estos genes y la ausencia de motilidad (Eijkelkamp et al., 2011b).

Por otro lado, la secuenciacidon del genoma de varias cepas clinicas de A. baumannii
capaces de desplazarse mediante twitching confirmé la presencia de genes relacionados con los
pili de tipo IV. La mayoria de estos genes muestran un elevado nivel de conservacion entre las
diferentes cepas, a excepcién del gen que codifica la subunidad del pilus PilA (Eijkelkamp et al.,
2011b). Junto a ello, el analisis estructural de esta proteina en dos cepas de A. baumannii y en
una de A. nosocomialis evidencid el elevado grado de variacién estructural entre sus secuencias
(Piepenbrink et al., 2016). Asimismo, se realizaron estudios con virstatina, un inhibidor de la
formacién de los pili de tipo IV en Vibrio cholerae, para estudiar su efecto en la motilidad en la
cepa ATCC 17978. En los ensayos de motilidad, se observé que la adicién de este compuesto en
las placas reducia notablemente el desplazamiento. Ademas, mediante microscopia se observo
gue las células tratadas con esta sustancia presentan una drastica reduccion en el numero de
pili. Por tanto, esto corrobord la hipétesis de que la biogénesis de los pili de tipo IV es necesaria

para la motilidad en este patdgeno (Nait Chabane et al., 2014).

Paralelamente, en un estudio reciente con la cepa M2 de A. baumannii se observé que la
inactivacién del gen pilT, que codifica una ATPasa responsable de la retraccidn de los pili en otras
bacterias, origina una reduccién significativa de la motilidad (Clemmer et al., 2011). Un aspecto
interesante relacionado con la motilidad en A. baumannii es el descubrimiento de la existencia
de un fenotipo de opacidad de las colonias variable de fase. En la cepa A. baumannii AB5075 se
identificaron dos tipos de colonias: opacas y translucidas, capaces de interconvertirse entre si.
Estas dos variantes de colonias mostraron notables diferencias fenotipicas entre las que
destacan diferencias en la motilidad. Las colonias translicidas mostraron tener una menor
capacidad de desplazarse, asi como una menor virulencia en el modelo de G. mellonella (Tipton
etal., 2015). Este fendmeno también se observd en los mutantes de la cepa M2 de A. baumannii
con el gen pilT interrumpido, ya que las colonias translicidas no presentan motilidad. Sin
embargo, las colonias opacas de este mutante si son capaces de desplazarse (Clemmer et al.,

2011).

Por otro lado, con el fin de constatar si existe una relaciéon entre motilidad y quorum
sensing, también se interrumpié el gen abal, una sintasa autoinductora que media la produccién
de moléculas sefial. Este mutante presenta una motilidad reducida pero al afiadir al medio

homoserin lactona se restaura su fenotipo, indicando que existe una relaciéon entre motilidad y
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quorum sensing. Ademas, mediante mutagénesis por insercidn de transposones se identificaron
otros genes implicados en el movimiento, como la porina OmpA, el gen purK implicado en la
sintesis de novo de purinas o genes homologos a acil-CoA deshidrogenasas (Clemmer et al.,

2011).

En los afios posteriores se realizaron otros estudios con el fin de profundizar en la
comprension de la relacidn de los pili de tipo IV y la motilidad en A. baumannii. La construccion
de mutantes de los genes pilA, pilD y pilT en la cepa M2 resultd en la pérdida de la capacidad de
transformacidn natural y del movimiento de tipo twitching (Harding et al., 2013). Paralelamente,
se observd que cepas clinicas de este patdgeno son capaces de incorporar DNA mientras se
desplazan a lo largo de superficies hUmedas corroborando que A. baumannii emplea los pili de
tipo IV para ambos procesos. Ademads, la construccion de mutantes defectivos en el gen pilT
demostré que este es necesario para el movimiento de tipo twitching (Wilharm et al., 2013).
Todo esto se corrobord con los resultados obtenidos con la cepa ADP1 de A. baylyi, un miembro
del género Acinetobacter no patogéno. En esta especie, los genes relacionados con la biosintesis
y regulacién de los pili de tipo IV también se encuentran relacionados con la transformacién

natural y la motilidad (Leong et al., 2017).

Por otro lado, mediante el estudio del perfil transcripcional de cepas de A. baumannii en
fase de crecimiento exponencial en suero humano se trataron de identificar factores de
virulencia en esta bacteria. Bajo estas condiciones, genes que codifican proteinas que participan
en la biogénesis de pili de tipo IV se encuentran regulados positivamente. Este hecho indica que,
probablemente, los pili de tipo IV podrian ser importantes para la colonizacidon durante la

bacteremia facilitando la diseminacion de este microorganismo (Jacobs et al., 2012).

Finalmente, en los Ultimos afios se ha empezado a distinguir el movimiento de tipo
twitching del de surface-associated motility, aunque ambos términos se usaron de manera
indiscriminada en estudios anteriores. Sin embargo, el hecho de que mutantes en genes
relacionados con los pili continuaran moviéndose desperté la idea de la existencia de otro tipo
de movimiento independiente de pili. El movimiento de tipo surface-associated motility
presenta una apariencia similar en placa al swarming de P. aeruginosa aunque en A. baumannii
no depende de flagelos ya que estos se encuentran ausentes en esta bacteria (Clemmer et al.,
2011; Harding et al., 2013). Este tipo de movimiento similar al swarming ya se habia detectado
en este patégeno hace varias décadas aunque no se llegd a denominar surface-associated

motility hasta hace unos pocos afios (Clemmer et al., 2011).
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Recientemente, el movimiento de tipo surface-associated motility se ha demostrado que
esta relacionado con la sintesis de 1,3-diaminopropano (DAP), la principal poliamina producida
por Acinetobacter y de funcidn desconocida. Mutantes de los genes dar y ddc implicados en la
sintesis de esta molécula son deficientes en motilidad. Es posible que el DAP o un derivado de
este funcione como molécula senal en la regulacién de esta clase de movimiento. Junto a ello,
se realizaron ensayos de virulencia en G. mellonella. En estos estudios se observé que las larvas
infectadas con los mutantes presentaban una menor mortalidad, indicando que la motilidad

podria contribuir a la virulencia de este microorganismo (Skiebe et al., 2012).

Las condiciones de estrés y los genes de produccién del lipopolisacarido son dos factores
que afectan a este tipo de motilidad. Se ha comprobado que cuando varias cepas de A.
baumanni son sometidas a condiciones de estrés la motilidad se ve reducida. Sin embargo, en
condiciones de baja concentracién de sal sucede lo contrario y se favorece el movimiento.
Ademas, la disrupcién del gen IpsB, que codifica una glicosiltransferasa implicada en la sintesis
del LPS y de los genes epsA/ptK implicados en la sintesis de la capsula, resulta en una pérdida de
la motilidad. La complementacién del mutante IpsB dio lugar a la restauracién del fenotipo
salvaje. Sin embargo, la complementacién de los otros dos mutantes no revirtié el fenotipo,
indicando un probable efecto polar en otros genes implicados en la motilidad (McQueary et al.,
2012). Por otro lado, recientemente, se ha comprobado que distintos mutantes resistentes a
colistina deficientes en LPS muestran una reduccién de la motilidad y de la virulencia en el

modelo murino (Carretero-Ledesma et al., 2018).

Otro sistema que esta vinculado con la motilidad en A. baumannii es el homélogo al
sistema de dos componentes OmpR-EnvZ de E. coli. Este sistema detecta los estimulos del
ambiente y responde a ellos alterando la expresién de otros genes. OmpR es un factor de
transcripcién que regula la quinasa sensora EnvZ, permitiendo a la célula responder a sefiales
externas. La delecién del gen ompR se relaciond con una disminucién de la motilidad, mientras
que los efectos de la delecién del gen enzV fueron notablemente menores (Tipton y Rather,

2017).

Otra ruta que podria estar implicada en la motilidad de este patdgeno es la relacionada
con la respuesta quimiotdctica. Asi pues, se llevé a cabo la construccion en la cepa ATCC 17978
de un mutante defectivo del gen A1S 2811, que codifica un componente componente
hipotético del sistema de quimiotaxis. Este mutante no solamente mostré una menor capacidad
de formar biofilm sino que también mostré una reduccidn de la motilidad. Ademas, se observo

una reduccion del nimero de pili y una menor expresion del gen abal que, como ya se ha
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comentado, estd implicado en la sintesis de moléculas sefial. El conjunto de estos resultados
indica que el producto del gen A1S_2811 podria estar relacionado con la motilidad regulando a

los genes del operon csu/ABCDE y al quorum sensing (Chen et al., 2017).

Asimismo, se ha demostrado que la motilidad en medio semisélido depende de Ia
concentracién y del tipo de agar (Figura 1.15). En placas con concentraciones de entre 0,25 a
0,45% de agar Difco, A. baumannii se desplaza formando ramificaciones que raramente se
cruzan entre si. Sin embargo, en placas con concentraciones de entre 0,30 a 0,50% de agar Eiken
el movimiento se caracteriza por la expansién de las células en circulo desde el punto de
inoculacidn hasta el borde de la placa. En ambos casos la motilidad se ve reducida conforme la
concentracién de agar o agarosa aumenta en el medio (Clemmer et al., 2011; McQueary y Actis,

2011).

4.A.
0.25% 0.3% 0.35%

0.4 % 0.45%

4.B.
0.3 % 0.35 % 0.4 %

0.45% 0.5%

Figura 1.15. Patrones de motilidad de la cepa M2 de A. baumannii en placas de motilidad con agar Difco (4.A.) o con

agar Eiken (4.B.) a distintos porcententajes de agar. Imagen modificada de Clemmer et al., (2011).

Otro factor que se ha comprobado que influye en la motilidad en A. baumannii es la luz,
concretamente la luz azul, ya que tanto la motilidad como la formacién de biofilm se favorece al
incubar las células en oscuridad. Esta respuesta a la luz se debe a la presencia del gen blsA
denominado asi porque codifica una proteina que tiene en su extremo N-terminal una flavina
que detecta la luz azul (blue-light-sensing A gene). La motilidad aumenta al incubar las células
en oscuridad y a una temperatura de 24°C (Mussi et al., 2010). Junto a esto, recientemente, se
identifico un operén denominado prpABCD (photo-regulated pilus ABCD) que codifica un pilus
de tipo | regulado por la luz que estd relacionado con la motilidad y la virulencia de este patégeno

nosocomial (Wood et al., 2018).
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Otro factor que se ha observado que influye en la motilidad de este patdgeno es la
procedencia de los aislados. En un estudio realizado con 60 cepas clinicas de este patégeno,
obtenidas a partir de muestras de sangre y esputo de pacientes, se observd que los aislados del
esputo formaban mds biofilm que los de la sangre. No obstante, los aislados de la sangre
presentaban una mayor motilidad que los de esputo. Esto podria ser debido a que A. baumannii
necesita adherirse fuertemente a las células alveolares para facilitar la colonizacién, lo que se
veria favorecido por la formacion de biofilm. Esta fue la primera vez que se relacionaron estos
dos rasgos fenotipicos y la naturaleza de los aislados en este patégeno nosocomial (Vijayakumar

etal., 2016).

Por ultimo, la relacidn existente entre motilidad y virulencia en este patégeno nosocomial
ha sido poco estudiada. Recientemente, se ha relacionado el fenotipo de hipermotilidad de un
mutante de la cepa A. baumannii ATCC 17978 con un incremento de la virulencia (Eijkelkamp et
al., 2013). Sin embargo, no esta claro si la ausencia de motilidad afecta a la virulencia y

patogénesis de A. baumannii (McConnell et al., 2013).
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2. Objetivos

Acinetobacter baumannii ha emergido en los Ultimos afios como un microorganismo
oportunista causante de diversas infecciones nosocomiales de dificil tratamiento. Esto es debido
principalmente a su enorme facilidad para desarrollar mecanismos de resistencia a
antimicrobianos, su capacidad de supervivencia en el ambiente hospitalario y a la presencia de
factores de virulencia (Dijkshoorn et al., 2007; Harding et al., 2017). De hecho, este patégeno
nosocomial es considerado actualmente como uno de los microorganismos mas preocupantes
segln The Infectious Diseases Society of America. Ademas, A. baumannii es capaz de desplazarse
mediante un particular tipo de motilidad denominado surface-associated motility, un proceso
poco estudiado en este microorganismo. En estudios previos sobre la mutagénesis inducida por
dano en el DNA en A. baumannii se aislaron mutantes espontaneos resistentes a rifampicina
(Anexo 1) que presentaban un patrén de motilidad alterado. En este contexto, el objetivo general
de la presente Tesis Doctoral ha sido la identificacién de genes implicados en este tipo de
motilidad, asi como la determinacién de su relacién con la virulencia en A. baumannii. A

continuacién, se detallan los objetivos especificos de ese trabajo:

1. Aislamientoy caracterizacidon de mutantes espontaneos resistentes a rifampicina de

A. baumannii con patrén de motilidad alterado.

2. Estudio de la virulencia de los mutantes espontaneos resistentes a rifampicina de A.

baumannii con un patrén de motilidad alterado.

3. Identificacion de nuevos genes implicados en la motilidad y la virulencia en A.
baumannii mediante el analisis del perfil transcripcional de los mutantes

espontdneos resistentes a rifampicina con motilidad alterada.

Dado que al alcanzar los objetivos anteriores se identificd una hipotética bomba de
expulsidon perteneciente a la superfamilia MFS, implicada en la motilidad y en la virulencia de A.

baumannii, surgieron los siguientes objetivos adicionales:

4. Caracterizacion funcional de la bomba de expulsion AbaQ, codificada por el gen

AUQ097_RS17040 de A. baumannii.
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5. Evaluacién del papel de multiples transportadores pertenecientes a las diferentes
superfamilias de bombas de expulsidon en la motilidad y en la virulencia de A.

baumannii.
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Articulo 1

3.1. Estudio del patron de motilidad y virulencia de mutantes espontaneos de A.
baumannii resistentes a rifampicina y andlisis de su perfil transcripcional

Mutations in the B-subunit of the RNA polymerase impair the surface-associated motility
and virulence of Acinetobacter baumannii

Pérez-Varela M, Corral J, Vallejo JA, Rumbo-Feal S, Bou G, Aranda J, Barbé J

Infect Immun 85(8). 2017

Con el objetivo de identificar genes implicados en el surface-associated motility y la
virulencia de A. baumannii se aislaron mutantes espontaneos resistentes a rifampicina de los
que el 60% presentaba un patrén de surface-associated motility alterado. Los mutantes que
perdian motilidad presentaban una sustitucién aminoacidica en la glutamina 522 o en la serina
540 de la subunidad B de la RNA polimerasa, proteina diana de la rifampicina que se encuentra
codificada por el gen rpoB. Los aislados restantes con un fenotipo de motilidad similar al de la
cepa salvaje presentaban un cambio aminoacidico en el acido aspdrtico 525. La
complementacion con el gen rpoB salvaje restablecid la sensibilidad a rifampicina en todos los

mutantes y la motilidad en aquellos que la habian perdido.

Por otro lado, con el fin de comprobar si la motilidad juega un papel clave en la
patogénesis de A. baumannii, se realizaron ensayos de virulencia en el modelo de fertilidad del
nematodo Caenorhabditis elegans. Los resultados obtenidos mostraron que los mutantes con
pérdida de motilidad (Riff5 y Riff8) presentan una disminucidn de la virulencia mientras que el
mutante con motilidad similar a la cepa salvaje (Rif*3) también presenta un nivel de virulencia
similar a esta. La introduccién del gen rpoB salvaje en los tres mutantes restaurd la virulencia al
nivel de la cepa salvaje. Ademas, la introduccién en la cepa salvaje del gen rpoB amplificado
utilizando el DNA gendmico proviniente de los mutantes espontaneos resistentes a rifampicina,
provocd que esta cepa desarrollara resistencia a rifampicina, asi como el mismo patrén de
motilidad y virulencia que el mutante del que procedia. Estos resultados ponen de manifiesto
que las sustituciones nucleotidicas en el gen rpoB de los mutantes Riff5 y Rif*8 son la causa de

la pérdida de la motilidad y de la virulencia en A. baumannii.

El andlisis de la expresion génica mediante microarrays de cDNA de los mutantes
resistentes a rifampicina con pérdida de motilidad (Rif?5 y Rif*8), permitié la identificacion de 6
genes cuya expresion disminuye en los mutantes . Para determinar si estos genes participan en

este tipo de motilidad, se construyeron mutantes mediante disrupcién génica de los 6 genes
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comunes a ambos mutantes cuya expresién disminuia al menos dos veces con respecto a la cepa
salvaje. Entre estos genes se encuentran el gen AU097 _RS14730, que codifica un posible
componente de un transportador de taurina; AU097_RS16805, cuyo producto es una aldheido
deshidrogenasa, al igual que el gen AU097 RS17030; AU097 RS17035, que codifica una
fumarilacetoacetato hidrolasa; AU0O97 RS17040, cuyo producto es un hipotético transportador
de membrana de tipo MFS y AU097_RS17045, codificante de una dihidroxidcido deshidratasa.
El estudio de la motilidad de los mutantes obtenidos reveld que la inactivacion de 4 de estos
genes (concretamente AU097_RS14730, AU097_RS16805, AU097_RS17040 y AU097_RS17045)
reducia la motilidad. Asimismo, estos mutantes mostraron una virulencia atenuada en el modelo

de fertilidad de C. elegans, tanto en la cepa ATCC 17978 como en la cepa clinica MAR0O2.

Finalmente, el analisis in silico de 68 genomas de otras cepas, la mayoria procedentes
de aislados clinicos, revelé que estos 4 genes, asi como los genes situados inmediatamente
upstream y downstream de ellos se encontraban presentes en 61 de los genomas analizados.
Todo esto indica que los genes identificados son importantes en la motilidad de tipo surface-
associated motility y en la virulencia de A. baumannii, y que pueden tener relevancia en la

patogénesis, debido a su elevado grado de conservacion en diversas cepas clinicas.
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ABSTRACT Acinetobacter baumannii is a major cause of antibiotic-resistant nosoco-
mial infections worldwide. In this study, several rifampin-resistant spontaneous mu-
tants obtained from the A. baumannii ATCC 17978 strain that differed in their point
mutations in the rpoB gene, encoding the B-subunit of the RNA polymerase, were
isolated. All the mutants harboring amino acid substitutions in position 522 or 540
of the RpoB protein were impaired in surface-associated motility and had attenuated
virulence in the fertility model of Caenorhabditis elegans. The transcriptional profile
of these mutants included six downregulated genes encoding proteins homologous
to transporters and metabolic enzymes widespread among A. baumannii clinical iso-
lates. The construction of knockout mutants in each of the six downregulated genes
revealed a significant reduction in the surface-associated motility and virulence of
four of them in the A. baurnannii ATCC 17978 strain, as well as in the virulent clini-
cal isolate MAR0O2. Taken together, our results provide strong evidence of the con-
nection between motility and virulence in this multiresistant nosocomial pathogen.

KEYWORDS Acinetobacter baurnannii, surface-associated motility, rpoB, rifampin
resistance

cinetobacter baumannii is a Gram-negative bacterium often responsible for noso-

comial infections, based on its capacity to acquire and develop antimicrobial
resistance (1). It is one of the most frequently encountered pathogens in intensive care,
neonatal, and burn units, where it causes pneumonia and infections involving the
central nervous system, skin, soft tissues, and bone (1). However, despite the increasing
clinical importance of A. baumannii, little is known about the virulence factors that
contribute to its pathogenetic properties.

In previous studies of DNA damage-mediated mutagenesis in A. baumannii (2-5), we
observed an atypical motility pattern in several spontaneous rifampin-resistant (Rif)
mutants derived from the wild-type (WT) strain ATCC 17978 growing on semisolid
medium. Although Acinetobacter spp. lack flagella, they exhibit surface-associated
motility (6, 7). In a recent study, hypermotile A. baumannii derivatives with increasing
virulence were isolated, but whether a lack of motility negatively affects the virulence
and pathogenesis of A. baumannii is unclear (8, 9).

The point mutations conferring rifampin resistance are located in the rpoB gene
(encoding the B-subunit of the RNA polymerase), and they produce substantial
changes in the transcriptional profile of bacterial cells by affecting several promoters (3,
10, 11). Nonetheless, not all mutations conferring rifampin resistance give rise to global
modifications in the transcriptional profile of the respective bacterium (12, 13). In this
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B
Nucleotide RpoB -
Mtitant change subsit)iiution Motility
Rif®1 GAC—TTC Asp525—+Phe +
RifR2 CAG—AAG GIn522—Lys -
Riff3 GAC—GTC Asp525—-Val =+
RifR4 TCT—=TTT Ser540—Phe -
RifR5 TCT—TAT Ser540—Tyr -
Rif?6 TCT—TTT Ser540—Phe -
RifR7 GAC—GTC Asp525—Val +
RifR3 CAG—AAG GIn522—Lys -
Riff9 GAC—GTC Asp525—+Val +

Riff10  TCT-TAT Ser540—-Tyr -

FIG 1 (A} Surface-associated motility assays of A. baumannii ATCC 17978 (WT) and 10 rifampin-resistant mutant derivatives (Rif"1 to Rif'10). (B)
RpoB amino acid substitutions in the rifampin-resistant mutant strains and effects on motility (+, presence of motility; —, absence of motility).
Mutants used in subsequent experiments are shaded.

study, A. baumannii rifampin-resistant mutants with altered surface-associated motility
were isolated. Using DNA microarray technology, several genes involved in the motility
and virulence of the bacterial species were identified.

RESULTS

Motility and virulence of A. baumannii rpoB mutants. By plating saturated
cultures of A. baumannii ATCC 17978 in the presence of rifampin (50 mg/liter), we
isolated 10 spontaneous mutants (Rif'1 to Rif"10) resistant to the antimicrobial. In
subsequent motility assays, impaired surface-associated motility was confirmed in 60%
of the isolated rifampin-resistant clones (Fig. 1A). Sequencing data for the rpoB gene
revealed that rifampin-resistant clones with altered motility patterns had an amino acid
substitution at either GIn522 or Ser540 of the wild-type RpoB protein (Fig. 1B). More-
over, wild-type motility was detected in rifampin-resistant mutants harboring an amino
acid change at position Asp525 of RpoB (Fig. 1B). In several additional experiments,
independent rpoB8 mutants that contained an amino acid substitution at either GIn522
or Ser540 were isolated; all of the mutants were similarly impaired in their surface-
associated motility (data not shown).

To analyze whether motility plays a role in the pathogenesis of A. baumannii, the
virulence of three different rifampin-resistant mutants, two with altered motility (Rif'5
and Rif'8) and the third with wild-type motility (Rif'3), was determined in the Caeno-
rhabditis elegans fertility model, recently validated for studies of the virulence of this
bacterial species (14). The results showed that the virulence of the Rif'5 and Rif'8
mutant strains (both with impaired motility), but not of the Rif'3 mutant (wild-type
motility), was significantly lower than that of the wild-type strain (Fig. 2A). Since the
growth kinetics of the Rif'5 (growth rate [u] = 0.86 = 0.03 h— ") and Rif'8 (i = 0.86 =
0.02 h—") mutants in liquid medium were comparable to those of the wild-type strain
(= 0.83 = 0.05 h—"), the defects in the motility and virulence of the two mutants
cannot be attributed to any reduction in the bacterial growth rates.
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FIG 2 C elegans fertility assay with the Rifr3, Rif'5, and Rif'8 strains (A) or the complemented mutants (Rif'3C,
Rif'5C, and Rif'8C) carrying the vector pBAV1K-T5-gfp with the wild-type rpoB gene (B). Significant (P <X 0.05)
differences between the indicated strains and the A. baumannii wild-type strain ATCC 17978 (WT) are
boxed. The error bars represent the standard deviations of the means (horizontal lines) from six replicates.

Introduction of the wild-type rpoB gene into Rif* mutants completely restores
the wild-type phenotype. It had been reported that a wild-type rpoB gene present in
a high-copy-number plasmid restored rifampin susceptibility in a resistant mutant (15).
For this reason, and to rule out the possibility that a secondary mutation different from
those encountered in the rpoB gene was responsible for the phenotypes of the Rif'5
and Rif'8 mutants, the A. baumannii wild-type rpoB was cloned into the high-copy-
number expression vector pBAV1K-T5-gfp (16) and introduced into Rif'3, Rif'5, and Rif'8
A. baumannii mutants. As expected, the presence of the wild-type rpoB gene in the
three resistant mutants restored rifampin susceptibility, evidenced by a reduction in the
MIC from =512 mg/liter to 4 mg/liter in all three complemented mutants.

In addition, expression of the wild-type rpoB gene was able to restore both the
virulence (Fig. 2B) and the surface-associated motility (Fig. 3A) of the Rif'5 and Rif'8 A,
baumannii mutant strains. The vector pBAV1K-T5-gfp without the rpoB gene had no
effect on rifampin susceptibility (MIC, >>512 mg/ml in all cases), virulence (data not
shown), or surface-associated motility (Fig. 3A) when introduced into the three Riff
mutants of A. baumannii strain ATCC 17978.

Introduction of the pBAV1K-T5-gfp vector containing the rpoB gene isolated from
any of the three Rif" mutants into the wild-type strain conferred rifampin resistance
(MIC, =512 mg/ml in all cases). However, only the pBAV1K-T5-gfp plasmid construc-
tions containing the rpoB genes amplified from the Rif'5 and Rif'8 mutants, and not that
from the Rif'3 mutant, were able to impair motility when introduced into the A
baumannii ATCC 17978 wild-type strain (Fig. 3B). Together, these findings definitively
demonstrated that the rpoB gene mutations of A. baumannii strains Rif'5 and Rif'8 were
responsible for the lack of both surface-associated motility and virulence in the
nosocomial pathogen.

Global transcriptional analysis of rifampin-resistant mutants of A. baumannii
with impaired motility and virulence. As mentioned above, mutations in the rpoB
gene alter gene expression patterns in several bacterial species (17). To obtain insights
into the effect of the rpoB mutations on A. baumannii motility and virulence, the gene
expression profiles of A. baumannii strains Rif'S and Rif'8 were examined in cDNA
microarrays (see Materials and Methods). Among the 3,431 cDNA sequences examined,
the expression of 30 from strain Rif'5 and 221 from strain Rif'8 differed by more than
2-fold compared to the parental strain. In Rif'5, 12 sequences were upregulated and 18
were downregulated, while in Rif'8, 59 were upregulated and 162 were downregulated.

Six downregulated genes were shared by the two strains: two encoding putative
membrane transporters and four encoding metabolism-related enzymes (Table 1).
Decrease in the expression of these genes was validated by reverse transcription-
quantitative real-time PCR (RT-gPCR) (Fig. 4). Furthermore, introduction of the expres-
sion vector pBAVIK-T5-gfp carrying a copy of the wild-type rpoB gene was able to
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A

FIG 3 (A) Surface-associated motility assays of the indicated A baumannii ATCC 17978 Rif derivative mutants carrying either the
empty expression vector pBAV1K-T5-gfp (empty vector) or the same vector containing the wild-type rpoB gene (vector + rpoB WT).
(B) Surface-associated motility assays of the wild-type A. baumannii ATCC 17978 (WT) strain carrying the empty expression vector
pBAV1K-T5-gfp (empty vector) or the same vector containing the rpoB gene amplified from the indicated Rif" strain.

Rif"5 mutant
with empty vector

Rif"S mutant
r+rpoBWT

WT
or + rpoB Rif"3

Rif*8 mutant
with empty vector

increase the expression of these six downregulated genes in both the Rifr5 and Riff8 A.
baumannii mutants to levels similar to those of the wild-type parental strain (Fig. 4).
To further understand the genetic organization of the six downregulated genes, a

transcriptional analysis of their surrounding regions using RT-PCR was carried out. The
six genes are organized into four different transcriptional units, three of them polycis-
tronic (Fig. 5) and one monocystronic. Two of the polycistronic units, designated
RS17040-RS17030 and RS14730-RS14740, are constituted of RS17040, RS17035, and
RS17030 and RS14730, RS14735, and RS14740, respectively. Another polycistronic unit

TABLE 1 Downregulated genes in the Rif'5 and Rif'8 mutants of A. baumannii

Fold change?
Gene Product description Rif'5 Rif'8
RS14730 Taurine ATP-binding transport system component =2k =22
RS16805 Aldehyde dehydrogenase —56 —4.7
RS17030 Aldehyde dehydrogenase —56 —5.6
RS17035 Fumarylacetoacetate hydrolase —66 —5.4
RS17040 Major facilitator superfamily permease —-47 —43
RS17045 Dihydroxy-acid dehydratase —54 =55

“Fold change in gene expression in the indicated mutants with respect to the wild-type parental strain

(ATCC 17978).
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FIG 4 Expression factors of the indicated genes in A. baumannii strains. Rif'5C and Rif'8C represent the
complemented rifampin-resistant strains Rif'5 and Rif'8, respectively, carrying the vector pBAV1K-T5-gfp
with the wild-type rpoB gene. The expression factor is the ratio of the mRNA concentration of each gene
from the indicated strain with respect to the wild-type A. baumannii parental strain (ATCC 17978). The
error bars represent the standard deviations of the mean of at least two independent experiments, each
carried out in duplicate.

contains two genes, R517045 and R517050, whereas the R516805 gene is a single
monocistronic transcriptional unit.

Effect of inactivation of the downregulated genes shared by A. baumannii Rif'5
and Rif'8 mutants on motility and virulence. To determine whether all the genes
belonging to either the RS17040-RS17030, RS14730-R514740, or RS517045-R517050 tran-
scriptional unit are essential for A. baumannii motility, each of the open reading frames
(ORFs) of these units was systematically inactivated, and the behavior of the resulting
knockout mutants with respect to motility and virulence was studied. The results
showed that mutations in four genes (RS14730, RS16805, RS17040, and RS17045) abol-
ished motility, whereas inactivation of the remaining genes did not (Fig. 6). As ex-
pected, complementation of any of the four nonmotile mutants with the pBAV1TIC-
T5-gfp plasmid carrying the corresponding wild-type gene restored wild-type motility
(Fig. 6).

It is worth noting that the constructions used to obtain the insertional mutations
were designed so that the gene immediately downstream of the one to be inactivated
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FIG 5 Organization and direction of transcription of the downregulated genes in the Rif'3 and Rif'5 mutants inactivated in this work and their surroundings
according to the annotation of the genome of A baumannii strain ATCC 17978. (A) RS17025 to RS17055. (B) RS14730 to RS14745. The small arrows indicate the
oligonucleotides used (listed in Table 52 in the supplemental material). The large black arrows represent genes belonging to the same transcriptional unit,
determined by RT-PCR analysis. The RT-PCRs were carried out in the presence of cDNA, total RNA, and DNA using the indicated combination of oligonucleotides
amplifying a region of overlap between the specified genes of A. baumannii strain ATCC 17978. X174 DNA/Hinfl marker (Biotools) was used as a molecular
size marker (lanes M). The lengths of the products amplified by the indicated oligonuclectide pairs are reported with respect to some of the marker bands.
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FIG 6 Surface-associated motility assays of the indicated A. baumannii strain ATCC 17978 derivative mutants and mutants carrying either the
empty expression vector pBAV1TIC-T5-gfp (empty vector) or the same plasmid containing the corresponding wild-type gene (complemented

mutants).

was under the T7 promoter present in the pCR-Bluntll-TOPO vector (Fig. 7A). To confirm
any putative polar effect of the inactivated genes upon distal genes affecting motility,
the expression of genes placed downstream of the inactivated gene was confirmed
through RT-PCR assays for each strain. The results demonstrated the absence of any
polar effect of the genes being inactivated by the insertion of the pCR-Bluntl-TOPO
plasmid upon the expression of downstream genes (Fig. 7B). Furthermore, all of the A.
baumannii gene knockout mutants constructed were stable, as confirmed by their
culture for 10 passages without selective pressure (data not shown).

The virulence of four mutants lacking motility (RS74730, RS16805, RS17040, and
RS17045) was also examined in the C. elegans fertility assay. The data showed that all
of them were significantly less virulent than the wild-type strain (Fig. 8A). Furthermore,
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M). The lengths of the products amplified by the indicated oligonucleotide pairs are reported with respect to some of the marker bands.

the presence in each of the four knockout mutants of the pBAVITIC-T5-gfp plasmid
carrying the corresponding wild-type gene restored virulence to the level of strain
ATCC 17978 (Fig. 8B). In concordance with the data obtained in the motility assays (Fig.
6), inactivation of RS17035, RS17030, RS14735, RS14740, and RS17050 did not affect the
virulence of strain ATCC 17978 (Fig. 8A). The impaired motility and virulence conferred
by these mutations on wild-type A. baumannii strain ATCC 17978 were not attributable
to any putative effect on the growth kinetics of the respective mutants, which remained
comparable to those of the wild-type parental strain (i [mean] = 0.83 = 0.05 h~").
The results of the above-described motility and virulence experiments (summarized
in Fig. 9), together with the fact that inactivation of the RS14730, RS17040, or RS17045
gene did not give rise to any polar effect on the rest of the genes belonging to their
respective polycistronic transcriptional units (Fig. 7), clearly demonstrated that inacti-
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FIG 8 C. elegans fertility assay with the indicated A. baumannii strain ATCC 17978 derivative mutants (A)
and the corresponding complemented mutants (B). Significant (P < 0.05) differences between the
indicated strains with respect to the A baumannii wild-type strain ATCC 17978 (WT) are boxed. E. coli
strain OP50 was also included as a nonvirulent control. The arrows indicate genes belonging to the same
transcriptional unit.
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|

vation of any of these three genes alters the motility and virulence of A baumannii
strain ATCC 17978.

Downregulated genes of A. baumannii impairing motility are widely distrib-
uted among hospital isolates of the species. Given the significant impact on the
behavior of A baumannii strain ATCC 17978 following the inactivation of genes
RS14730, RS16805, RS17040, and RS17045, an in silico search of the sequences of the
bacterial species deposited in the NCBI database was carried out to determine the
presence of these genes in the genomes of other strains of the microorganism. This
search involved 68 A. baumannii strains with complete chromosome sequences (see
Table S1 in the supplemental material). The presence of the four genes of A. baumannii
ATCC 17978, as well as the genes immediately upstream and downstream, was de-
tected in 61 of the analyzed strains (see Table 51). These data demonstrate the strong
conservation of the RS14730, RS16805, RS17040, and RS17045 genes in A. baumannii
species.

To further corroborate the relevance of these four genes in other A. baumannii
strains, knockout mutants were constructed in A. baumannii strain MAR0OZ2, a virulent
strain recently isolated from a wound sample collected in the Hospital del Mar in
Barcelona, Spain (18). Assays of the mutants indicated that inactivation of RS$74730,
RS16805, RS17040, and RS17045 homologues in A. baumannii MAR0OO2 also caused a
significant reduction in virulence in C. elegans (Fig. 10). In addition, as in strain ATCC
17978, the A. baumannii MAR0OO2 strain defective in either the RS17035 or RS17030
homologue did not exhibit defective virulence (Fig. 10). These results clearly indicate
the significant role of the four genes identified in this work in the virulence of A
baumannii.

DISCUSSION
Bacteria are able to live not only as single-celled organisms exhibiting planktonic
growth, but also as communities of sessile cells embedded in extracellular matrices, in
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FIG 10 C. elegans fertility assay with the WT A. baumannii strain MAR0OO2 and derivative mutants.
Significant (P < 0.05) differences between the specified strains with respect to A. baumannii strain
MARQO2 (WT) are boxed. The E. coli strain QP50 is also indicated as a nonvirulent control. The arrow
indicates genes belonging to the same transcriptional unit.

which they adhere to one another and to the surfaces on which they reside to form
biofilms (19). Bacteria can expand their environments by moving along surfaces
through various types of motility that differ in their required components and mech-
anisms (20). Motility has been linked to the infective capacity of pathogens, such as
Pseudomonas aeruginosa (21), Escherichia coli O157:H7 (22), Haemophilus influenzae
(23), Neisseria meningitidis (24), Clostridium perfringens (25), Legionella pneumophila (26),
and Proteus spp. (27). Motility is also associated with enhanced antibiotic resistance
(28), protection against host macrophages (29), and the first stage of biofilm generation
(30).

The motility of A. baumannii is responsive to many of the same environmental and
cellular signals involved in bacterial virulence (9). Our results clearly demonstrate that
A. baumannii mutants with an amino acid substitution at position 522 or 540 of the
RpoB protein lack surface-associated motility, which must be attributed to the de-
creased expression of several genes. The inactivation of some of these genes in A
baumannii also caused a reduction in its virulence. Introduction of the wild-type rpoB
copy restored the wild-type phenotype in the Rif"5 and Rif'8 strains (rifampin suscep-
tibility, surface-associated motility, and virulence). Since the wild-type gene encoding
the RpoB subunit was cloned in a high-copy-number expression plasmid, recovery of
the phenotype in these merodiploids was probably due to the presence of a high
number of wild-type RpoB copies, which displaced the mutated RpoB proteins and
thereby restored the wild-type phenotype. Similarly, the introduction into the wild-type
strain of an expression vector containing the rpoB gene amplified from each rifampin-
resistant mutant strain reproduced the same phenotype cbserved in the strain from
which it was amplified.

In E. coli and Streptomyces spp., point mutations in the rpoB gene that confer
rifampin resistance give rise to stringent RNA polymerase-like behavior normally asso-
ciated with nutrient starvation (17). The resulting amino acid substitutions induce a
conformational change in the B-subunit of the RNA polymerase that mimics the effect
of guanosine tetraphosphate (ppGpp), an effector of the stringent response. The
pattern of expression is similar to that seen during this response, but ppGpp is not
required, as the same changes are produced in strains defective for the synthesis of the
nucleotide (17). Substitutions at position Ser531 of the B-subunit of the E. coli RNA
polymerase (which corresponds to Ser540 of the A. baumannii B-subunit reported here)
specifically alter the interaction of £. coli RpoB with certain stringent promoters (31). In
N. meningitidis, mutations in rpoB cause global transcriptional changes that functionally
mimic the stringent response (32); in Pseudomonas spp., a phylogenetic neighbor of
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Acinetobacter spp., stringent RNA polymerase is involved in twitching motility (33, 34).
Thus, by isolating mutants arising from point mutations in the A. baumannii rpoB gene,
we were also able to identify genes involved in the surface-associated motility of the
bacterium (Table 1).

Six downregulated genes widespread among A. baumannii clinical isolates were
shared by the two analyzed Rif" A. baumannii spontaneous mutants. Inactivation of four
of these genes (RS14730, RS16805, RS17040, and RS17045) significantly reduced A.
baumannii surface-associated motility. Importantly, this loss of motility was associated
with attenuation of virulence, not only in A. baumannii strain ATCC 17978, but also in
the biofilm-hyperproducing A. baumannii clinical isolate strain (MAR002). The transcrip-
tome response of A. baumannii strain ATCC 17978 during bacteremia was recently
analyzed (35). Data obtained in that work confirmed that during this step of the A
baumannii infective process, the bacterial cells are in a planktonic state (35). Moreover,
the expression levels of the A. baumannii genes identified in our study (RS714730,
RS16805, RS17040, and AS17045) do not increase during bacteremia (35). These results
are in concordance with the role of these genes in surface-associated motility. Similar
scenarios, in which genes involved in surface-associated motility were not induced
under planktonic conditions, have been reported for other bacterial species (36).

In A. baumannii Rif'5 and Rifr8 mutants, all of the downregulated genes described in
this work encode putative proteins that in other bacterial species are related to either
transporters or metabolic enzymes and play important roles in motility and virulence.
For instance, RS17040 is annotated as a major facilitator superfamily (MFS) permease.
MFS proteins are involved in chemotaxis, which requires bacterial appendages, such as
pili, for directed movement toward or away from attractants and repellents, respec-
tively. In Pseudomonas putida, chemotaxis to the aromatic acid 4-hydroxybenzoate
(4-HBA) is mediated by the MFS permease PcaK, a membrane-bound protein that also
functions as a 4-HBA transporter (37).

Similarly, Vibrio cholerae possesses a chemoreceptor that mediates the response to
taurine, a major constituent of human bile, and thus plays an important role in the
chemotaxis and virulence of the pathogen (38). The A. baumannii RS14730 gene
encodes a putative taurine ATP-binding transport system component involved in the
transport of taurine as a sulfur source. Thus, during the A. baumannii infection process,
there may be competition for taurine between the nosocomial pathogen and its host
(39).

Two other downregulated genes identified in the Rifr'5 and Rifr8 mutants, RS16805
and RS17045, encode a putative aldehyde dehydrogenase and a putative dihydroxy-
acid dehydratase, respectively. In enterchemorrhagic £ coli, the aromatic aldehyde
dehydrogenase FeaB is involved in chemotaxis to norepinephrine (40), whereas in
Pseudomonas syringae, inactivation of the GDP-p-mannose dehydratase decreases the
motility of the plant pathogen (41). A previous study showed that, in A baumannii,
genes encoding metabolic enzymes (involved in the synthesis of 1,3-diaminopropane)
are also involved in the surface-associated motility of the bacterium (6).

To our knowledge, this is the first report clearly associating loss of motility with the
attenuation of virulence in the pathogen A. baumannii. The data obtained in this work
provide the basis for further investigations of the cellular components and mechanisms
involved in the motility of this multiresistant microorganism.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. A. baumannii ATCC 17978, A. baumannii
MARO002, and E. coli (strains DH5 @ and OP50) were grown in Luria-Bertani (LB) medium and incubated at
37°C with shaking at 180 rpm. When necessary, kanamycin (50 mg/liter) or ticarcillin (80 mg/liter) was
added to the growth medium. The plasmids pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen) and pBAV1K-T5-gfp (a gift
from Ichiro Matsumura; Addgene plasmid 26702), were used for mutant construction and complemen-
tation, respectively. Growth was monitored by measuring the absorbance at 600 nm {OD,,,). The growth
rate (u) was calculated based on the exponential segment of the growth curve and defined as In 277,
where g is the doubling time of an exponentially growing culture. For the isolation of rifampin-resistant
mutants, saturated cultures of A. baumannii ATCC 17978 were plated on LB agar containing rifampin (50
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mg/liter}) and then incubated at 37°C for 24 h. The MICs for rifampin were determined by broth
microdilution.

Sequencing of rpoB mutants. Colony PCR was carried out using the oligonucleotides ipoB8-1441F
and rpoB-2095R (42) (Invitrogen), which in rpoB amplify a 654-bp region, the site of frequent Rif*-inducing
base pair substitutions in the species (42). The PCR products were purified using the GFX PCR DNA and
gel band purification kit (GE Healthcare) according to the supplier's protocols and sequenced
(Macrogen) using the same oligonucleotide set. The data were analyzed using DNAStar Lasergene
software (DNAStar).

Motility assays. Fresh LB agar motility plates (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, 0.5%
glucose, and 0.5% Difco agar) were prepared the day of the assay. After sterilization, the medium was
deposited on 9-cm petri dishes with constant agitation to ensure the homogeneous spread of the agar.
The inoculum was applied with a sterile toothpick. A single colony was picked and inoculated in the
center of the plate, avoiding medium penetration. The inoculated plates were incubated at 37°C, usually
for 16 to 20 h, previously determined to be the time required for the wild-type strain to reach the plate
border under the experimental conditions. All assays were carried out a minimum of three times in
independent experiments. Representative images of the motility of each bacterial strain on a semisolid
agar surface are shown.

RNA extraction and RT-PCR. An overnight culture of the corresponding strain in LB medium was
diluted 1:50 in fresh medium and then grown until the mid-exponential growth phase (OD,,, = 0.6) was
reached. The cells in 10 ml of each culture were pelleted by centrifugation at 13,000 x g, resuspended
in Tris-EDTA (TE) buffer, and treated with lysozyme (50 mg/ml) for 10 min at 37°C. Total RNA was
extracted using an RNeasy minikit (Qiagen). DNA contaminants were removed from the RNA by digestion
‘with DNase Turbo (Ambion). The absence of DNA in the PCR mixtures was confirmed by incubating the
RNA samples without reverse transcriptase. RT-PCR was performed using a first-strand cDNA synthesis kit
(Nzytech) and the oligonucleotides listed in Table S2 in the supplemental material, following the
manufacturer's instructions.

Microarrays. The microarrays were designed specifically for A. baumannii strain ATCC 17978 by
Bioarray Diagndstico Genético (Alicante, Spain) and were performed using eArray (Agilent). Labeling was
carried out following the two-color microarray-based prokaryote analysis Fair Play lll Labeling v. 1.3
(Agilent). Three independent RNA extractions per condition (biological replicates) were used for each
experiment. The quality of the RNA was determined using Bioanalyzer (Bioarray Alicante, Spain).
Statistical analysis was carried out using Bioconductor in the software package RankProd for the R
computing environment. A gene was considered to be induced when the ratio of the treated preparation
to the nontreated preparation was =2 and the P value of the difference compared to the control was
<0.05. The resulting microarray data sets (WT versus Rif'5 and WT wversus Rifr8) were submitted to the
NCBI GEO database (http//www.nebinlm.nih.gov/geo/). During the revision of the manuscript, the
genome of A. baumannii strain ATCC 17978 was updated. Consequently, in this article, the new
annotation (NZ_CP018664.1) has been introduced. The correlation between the old and new annotations
of the genes described in this work is presented in Table S3 in the supplemental material.

Gene expression. Gene expression was determined by RT-qPCR using Lightcycler RNA Master SYBR
green | (Roche) on a Lighteycler 480 instrument (LC480; Roche) as previously described (43). Specific
oligonuclectides (see Table 52 in the supplemental material) were used to validate the expression of the
selected genes shown in the microarray to be deregulated. The relative mRNA concentrations of the
genes of interest were determined according to a standard curve generated by amplifying an internal
fragment of the gyB gene that was not induced under the tested growth conditions. The expression
factor was calculated as the ratio of the mRNA concentration of the target gene as expressed in the
wild-type strain versus the studied strain.

Mutant construction. Plasmids were inserted into the target genes as previously described (44).
Briefly, the kanamycin and zeocin resistance plasmid pCR-Bluntll-TOPO, which is unable to replicate in A.
baumannii, served as a suicide vector. An internal fragment (500 bp} of the target gene was PCR
amplified with the appropriate primers (see Table 52 in the supplemental material) using genomic DNA
from A. baumannii as the template. The PCR products were cloned into the pCR-Bluntll-TOPO vector and
propagated in E. colf DH5a. The recombinant plasmids (0.1 pg) were then introduced into A. baumannii
by electroporation as previously described (44). Mutants were selected on kanamycin-containing plates.
‘Gene inactivation by plasmid insertion via single-crossover recombination was confirmed by sequencing
the amplified PCR product using the appropriate oligonuclectides (see Table 52). All the mutants used
in this work were assessed for stability after 10 passages (every 24 h) by incubating cultures of the
mutants without selective pressure and then counting the colonies plated on LB plates with and without
kanamycin.

Mutant complementation. The plasmid pBAV1K-T5-gfp was used to complement the Rif'3, Rif'5, and
Rif'8 mutants by blunt-end cloning the wild-type rpoB gene from the A. baumannii ATCC 17978 wild-type
genome into the Xbal site of the vector, whose overhangs were filled with T4 DNA polymerase (Roche).
As this plasmid carries a gene encoding kanamycin resistance, complementation of the mutants
constructed using the pCR-Bluntll-TOPO wector, which also encodes kanamycin resistance, was carried
out using a variant of the pBAV1K-T5-gfp vector (pBAV1TIC-T5-gfp), constructed in this work as follows.
The p-lactamase-coding region from the pGEM-T vector (Promega) was PCR amplified, and the blunt-
ended PCR product was cloned into the pBAVIK-T5-gfp plasmid digested by EcoRV, whose unique site
in the plasmid is present in the coding region of the kanamycin resistance gene. All the genes were
cloned into the Xbal site of the pBAVITIC-T5-gfp vector, except rpoB, which contains an Xbal site in its
coding region and was cloned into the original vector (pBAV1K-T5-gfp) as described above. The
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recombinant plasmids were propagated in E. coli DH5a and introduced into the corresponding A.
baumannii strain by electroporation as previously described (44). Transformants were selected on plates
containing kanamycin (for cells carrying pBAV1K-T5-gfp derivatives) or ticarcillin (for cells carrying
pBAVITIC-T5-gfp derivatives). All of the resulting recombinant plasmids were verified by both PCR and
sequencing (Macrogen). The oligonuclectides used in this study are listed in Table 52 in the supple-
mental material.

In vivo nematode model of virulence. The virulences of the different A. baumannii strains used in

this work were analyzed in a nematode fertility assay, as previously described (14). Briefly, C. elegans
strain N2 was fed on the low-virulence E. coli OP50 strain grown as a lawn on NGM (nematode growth
medium) plates. The nematode eggs were recovered and hatched in M9 medium (0.02 M KH,PO,, 0.04
M Na,HPO,, 0.08 M NaCl, and 0.001 M Mg50,), grown to stage L1, and growth arrested overnight at 16°C
to physiologically synchronize the worms. The L1 larvae were cultivated to the L4 stage on lawns of the
appropriate bacterial strain on NGM plates. A single L4 nematode was then inoculated on a peptone-
glucose-sorbitol plate containing the same strain and incubated at 25°C. During the next 3 days, adult
nematodes were removed daily to a fresh plate seeded with the same bacterial strain. To determine
fertility, nematode progeny were counted daily using a stereomicroscope (Olympus SZ51) 48 h after
removal of the parent. Six independent replicates were established for each bacterial strain, and each
fertility assay was performed in triplicate. Representative experiments from the C elegans fertility assay
are shown. Statistical analysis consisted of a two-tailed one-way analysis of variance (ANOVA), followed
by the Tukey test for post hoc multiple-group comparisons. A P value of < 0.05 was considered to
indicate statistical significance.

submitted to the NCBI GEO database under accession number GSE73193.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

.00327-17.

SUPPLEMENTAL FILE 1, XLSX file, 0.1 MB.
SUPPLEMENTAL FILE 2, PDF file, 0.1 MB.
SUPPLEMENTAL FILE 3, PDF file, 0.2 MB.
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TS1. Presence (+)° or absence (0) of studied genes and genetic surrounded regions in completely sequenced genomes of A. baumannii

Strain Accession Number Studiedgenes
RS14730 RS14735 RS14740 RS16805 RS17030 RS17035 RSI7040 RS17D45 RS17050

6200 NZ_CPO10397.1 + + + + + + + + +
15834 CPO20590.1 + + + + + + + + +
1585 CPO20574.1 + + + + + + + + +
1656-2 NC_017162.1 + + + + + + + + +
17978-mff NZ_CP012004.1 + + + + + + + + +
A1 NZ_CPO10781.1 + + + + + + + + +
ABOOS? NC_011586.1 + + + + + + + + +
ABO30 NZ_CPO09257.1 + + + + + + + + +
ABO3L NZ_CPO09256.1 + + + + + + + + +
ABDAZ NZ_CPO19034.1 + + + + + + + + +
AbO4-mff NZ_CPO12006.1 + + + + + + + + +
AB307-0294 NC_011595.1 + + + + + + + + +
AB34299 CPO14291.1 + + + + + + + + +
ABSO7S-UW NZ_CPOBT06.1 + + + + + + + + +
AbH120-A2 NZ_CPO09534.1 + + + + + + + + 4
Acz9 NZ_CPOQ7535.2 + + + + 0 + + + +
Aci0 CPOOTST7.1 + + + + 0 + + + +
Acicy NC_010611.1 + + + + + + + + +
AF-201 NZ_CPO18254.1 + + + + + + + + +
AF-673 NZ_CPO18256.1 + + + + + + + + +
AYE NC_010410.1 + + + + + + + + +
BIABO7104 NC_021726.1 + + + + + + + + +
BIABO715 NC_021733.1 + + + + + + + + +
BIABOSES NC_021729.1 + + + + + + + + +
CBA7 CPO20586.1 + + + + + + + + +
CMCCR-MDR-ABA  NZ_CPO16295.1 + + + + + + + + +
CMCCR-MDR-ABGE  NZ_CPO16300.1 + + + + + + + + +
CMC-MDR-AbSS NZ_CPO16298.1 + + + + + + + + +
D1279779 NC_020547.2 + + + + + + + + +
D36 NZ_CPO12952.1 + + + + + + + + +
pu202 NZ CPOI71521 + + + + + + + + +
HRAB-85 NZ_CPO18143.1 + + + + + + + + +
HWBAS CPO20597.1 + + + + + + + + +
1OMTU 433 NZ_APO14649.1 + + + + + + + + +
18A13 CPO20584.1 + + + + + + + + +
KABO1 NZ_CPO17642.1 + + + + + + + + +
KABOZ NZ_CPO17644.1 + + + + + + + + +
KABO3 NZ_CPO17646.1 + + + + + + + + +
KABO4 NZ_CPO17648.1 + + + + + + + + +
KABOS NZ_CPO17650.1 + + + + + + + + +
KABOG NZ_CPO17652.1 + + + + + + + + +
KABO7 NZ_CPO17654.1 + + + + + + + + +
KABOB NZ_CPO17656.1 + + + + + + + + +
KBN10PO2143 NZ_CPO13924.1 + + + + + + + + +
LAca MZ_CPO18677.1/ 1] 0 0 + + + + + +
LAC4 NZ_CPOO7712.1 0 0 0 + + + + * *
MARDO2 NZ_JRHBOOOO0000. 1 + + + + + + + + +
MDR-TI NC_017847.1 + + + + + + + + +
MDR-2106 NC_017171.1 + + + + + + + + +
NCGM 237 NZ_APO13357.1 + + + + + + + + +
ORABOL NZ_CPO15483.1 + + + + + + + + +
SAA14 CPO20574.1 + + + + + + + + +
ssA12 CPO20578.1 + + + + + + + + +
SSA6 CPO20591.1 + + + + + + + + +
SSMALT CPO20581.1 + + + + + + + + +
TCDC-ABOT1S CPOO2522.2 + + + + o + + 4 .
TYTHL NC_018706.1 + + + + + + + + +
USALS CPO20595.1 + + + + + + + + +
usA2 CPO20592.1 + + + + + + + + +
WKAD2 CPO20598.1 + + + + + + + + +
XDR-BJE3 NZ_CPO18421.1 + + + + + + + + +
XHIBE NZ_CPO10774.1 + + + + + + + + +
XH8S6 NZ_CPO14541.1 + + + + + + N 4 .
XH857 NZ_CPO14540.1 + + + + + + N 4 .
XHBSE NZ_CPO14528.1 + + + + + + + + +
HHBSY NZ_CP014539.1 0 0 0 + + + + + +
XH860 NZ_CPO14538.1 + + + + + + . 4 .
Yu-Re12 NZ_CPO14215.1 + + + + + + + + +
w851 NC_023028.1 + + + 0 + + + + +

*(+) indicates a minimum of 90% amino acid identity with respect the ATCC 17978 strain.
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Name Sequence (5° to 3%) Application
MUT14730F GGTTTAAAGCGTGCAGAG Mutant construction
MUT14730R GTCCGATTTAATTGAGCG Mutant construction
COM14730F GTCGTAACTGGACCAGATG Mutant verification
COM14730R CATGTAGGTAACGCCTCC Mutant verification
MUT14735F GGTGTTCCGCTGGGTTTGTGG Mutant construction
MUT14735R CGTTGGTAAAATGACATGC Mutant construction
COM14735F GGCAACATTTGGCAGCCAGC Mutant verification
COM14735R GCTCAAAACTAACTGCGAC Mutant verification
MUT14740F CCAGCAGGCTTTGCTTGATC Mutant construction
MUT14740R GCTGTAACTCAAGCGGAAGC Mutant construction
COM14740F CCATTGGCGCAATTATTCACG Mutant verification
COM14740R GCACATCGCCATTAATAGTTGC Mutant verification
MUT16805F TGGTGGTTCACGCAGCGC Mutant construction
MUT16805R CATTTGCCCACTGGTACG Mutant construction
COMI16805F GGTGCCGGTTTCATTGTG Mutant verification
COM16805R GCTGTGGCCATATGTCC Mutant verification
MUT17030F GACACTGCTTCGGCACTGG Mutant construction
MUT17030R GTGCCAGCATTGAGCATAG Mutant construction
COM17030F CGTGTCACAGGAAACTGC Mutant verification
COM17030R CACCTGCCAGCAATAATTC Mutant verification
MUT17035F GCAGACTTAAAGGTATTGCC Mutant construction
MUT17035R CGAAATAGTGAATATGTACATCG Mutant construction
COMI17035F CAATCAGTTCGTGATTTAGC Mutant verification
COM17035R GGTAATTCGGGTTGCATATGAGC Mutant verification
MUT17040F CGACATGCCAATCCACTAC Mutant construction
MUT17040R CGATACCAGCCGCTGCACTTGC Mutant construction
COMI17040F GCGGTTTTATTGGCTTTACC Mutant verification
COM17040R CGTTCGAGCTTGGCATAGACG Mutant verification
MUT17045F ACGTGGTCTGAACTCACC Mutant construction
MUT17045R AATGCGTCCAGCAATTGC Mutant construction
COM17045F AAATCCATCTTCGACTCC Mutant verification
COM17045R AACGACCGTACCATACGC Mutant verification
MUT17050F CCTGTCTTTCGCGAAGC Mutant construction
MUT17050R CCATGCCTTCATAGGCTTGC Mutant construction
COMI17050F GGATTAAAAATCGTTTCTG Mutant verification
COM17050R GCCATTTTAGTATCGTCTAGC Mutant verification
14730FXba* ATGAGTGTACTTGAAGCCAAAC Mutant complementation
14730RXba* TCATGTAGGTAACGCCTCC Mutant complementation
16805FXba* ATGACCATTATCGGACACAAC Mutant complementation
16805RXba* TTAGATCGCTTCTTTAGTCATC Mutant complementation
17040FXba* ATGGATTTCGAAAAGGATG Mutant complementation
17040RXba* TTACAAAGGCTTTTGAATATTC Mutant complementation
17045FXba* GCCAGCTCCTAGACCATAGGC Mutant complementation
17045RXba* CTGAAATTTCTCCAGAAACG Mutant complementation
poBF ATGGCATACTCATATACCG Mutant complementation
poBR TTAGTCACCATTTTTTAGTTC Mutant complementation
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17030R
17035F
17035R
17040F
14730RTF
14730RTR
16805RTF
16805RTR
17040RTF
17040RTR
17045RTF
17045RTR
GyiBRTF
GyrBRTR
ApRF

ApRR

M13FpUC

M13RpUC

pBAVIKF

pBAVIKR

GCCTGATTAACCTCTTGCTCG
GCAGGCGATGTACATATTCAC
GCAGTGCGTTGGATCTGGATG
CACGGGAAATATGGCTGCTGG
TAAAGCGTGCAGAGATTGAGAAAC
TTGAATCCATAAATCGAGCACTAA
GCCACTTGCACGCCTACA
CTTTTCACCACTACAGAGCAACCT
GTAGTACTGACCGCCTGAACGA
TTAAAAGTCCGATCCCAAATG
CGGCTACCCTGTTGAGTTTCCTG
CGATAGTACCTGCACCAATGTCTT
TACAGACGACGGTACCGG
CTGACCGATTCATCTTCG
CTCCTTACGCATCTGTGCGG

TTACCAATGCTTAATCAGTG

GTTTTCCCAGTCACGAC

CAGGAAACAGCTATGAC

GACGAACTCCAATTCACTGTTCCTTGC

GGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAG

RT-PCR assay

RT-PCR assay

RT-PCR assay

RT-PCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
RT-qPCR assay
Amplification of the PB-
lactamase coding region
Amplification of the p-
lactamase coding region
Sequencing primer for
pCR-BluntII-TOPO
vector

Sequencing primer for
pCR-BluntII-TOPO
vector

Sequencing primer for
pPBAVIK-T5-gfp vector
Sequencing primer for
pBAVIK-T5-gfp vector

*Oligonucleotides including at the sequence 5’-ACTGTCTAGA to allow Xbal

digestion.
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TABLE S3. Correspondence between the nomenclature of the new annotation
(NZ_CP018664.1) and the old annotation (CP000521.1) of the genes described in this
work in the A. baumannii ATCC 17978 strain.

NEW ANNOTATION OLD ANNOTATION ACCESSION NUMBER
AU097_R514730 AlS_1443 WP_000114468.1
AU097_RS14735 A15_1444 WP_001092658.1
AU097_R514740 AlS_1445 WP_001099243.1
AU097_RS516805 A1S_1796/7 WP_005135215.1
AU097_RS517030 Al5_1835 WP_000234449.1
AU097_RS517035 Al5_1836 WP_001165788.1
AU097_RS517040 AlS_1837/8 WP_000345069.1
AU097_RS17045 A1S5_ 1839 WP_001060808.1
AU097_RS17050 A15_1840 WP_000029961.1
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3.2. Caracterizacion funcional de la bomba de expulsion de tipo MFS AbaQ,
codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii

Functional characterization of AbaQ, a novel efflux pump mediating quinolone resistance in
Acinetobacter baumannii

Pérez-Varela M, Corral J, Aranda J, Barbé J

Antimicrob Agents Chemother 62(9). 2018

Uno de los aspectos relacionados con el éxito de Acinetobacter baumannii como
patégeno nosocomial es su gran capacidad de adquisicion de determinantes que confieren
resistencia a un amplio nimero de antimicrobianos. En estudios previos (Pérez-Varela et al.,
2017) se identificé una hipotética bomba de expulsién de tipo MFS, codificada por el gen
AU097 RS17040 y que ha sido denominada AbaQ (A. baumannii Quinolone resistance
transporter) implicada en la motilidad y en la virulencia de A. baumannii. En el presente trabajo

se ha llevado a cabo su caracterizacién funcional.

El andlisis in silico del producto del gen abaQ indicé que se trata de una proteina de 434
aminodcidos integrada por 12 hélices a-transmembrana y que sus dominios N- y C-terminal se
encuentran ubicados en el citoplasma. Esta estructura se corresponde con la que presentan los
transportadores MFS de tipo DHA-1, que se diferencian de los DHA-2 por la presencia de 12 en
lugar de 14 dominios transmembrana. Asimismo, mediante andlisis comparativo empleando
BLAST y CLUSTALW, se observd que esta proteina presenta un bajo porcentaje de identidad y
similitud con otras bombas de expulsidn de este tipo. Sin embargo, la busqueda in silico del gen
que codifica esta proteina en los genomas de cepas de A. baumannii completamente
secuenciadas, la mayoria de ellas de origen clinico, revelé que se encuentra altamente

conservada entre las distintas cepas de este patdgeno nosocomial.

En cuanto a la caracterizacion del perfil de susceptibilidad a distintos antimicrobianos
del mutante obtenido por disrupcién del gen que codifica la proteina AbaQ, se observéd que la
interrupcidn de este altera la susceptibilidad a ciertos antimicrobianos. En concreto, se detectd
una mayor sensibilidad, de entre 2 y 4 veces de diferencia, a trimetoprim y novobiocina del
mutante con respecto a la cepa salvaje; y de 8 hasta 32 veces a las quinolonas probadas
(ciprofloxacina, acido nalidixico y levofloxacina). EI mutante no mostré diferencias en

comparacién a la cepa salvaje en los otros antimicrobianos testados entre los que se
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encontraban B-lactdmicos, aminoglucdsidos, macrélidos, polimixinas, tetraciclinas, rifampicina

y cloranfenicol.

Por ultimo, para demostrar inequivocamente que el transporte de moléculas mediado
por la bomba de expulsién de la superfamilia MFS AbaQ es dependiente de protones se empled
el inhibidor de protones carbonil cianide 3-clorofenilhidrazona (CCCP) Los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto que AbaQ confiere menor sensibilidad a quinolonas a través de un

transporte activo dependiente de protones.
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Functional Characterization of AbaQ, a Novel Efflux Pump
Mediating Quinolone Resistance in Acinetobacter baumannii
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ABSTRACT Acinetobacter baumannii has emerged as an important multidrug-
resistant nosocomial pathogen. In previous work, we identified a putative MFS trans-
porter, AU097_RS17040, involved in the pathogenicity of A. baumannii (M. Pérez-
Varela, J. Corral, J. A. Vallgjo, S. Rumbo-Feal, G. Bou, J. Aranda, and J. Barbé, Infect
Immun 85:200327-17, 2017, httpsy//doi.org/10.1128/IA1.00327-17). In this study, we
analyzed the susceptibility to diverse antimicrobial agents of A. baumannii cells defec-
tive in this transporter, referred to as AbaQ. Our results showed that AbaQ is mainly
involved in the extrusion of quinolone-type drugs in A. baumannii.

KEYWORDS Acinetobacter, efflux pumps, quinolones

cinetobacter baumannii is a multidrug-resistant (MDR) pathogen that causes

hospital-acquired infections (1). In previous work, we identified a new, putative
major facilitator superfamily (MFS) transporter in A. baumannii strain ATCC 17978,
AU097_RS17040. This transporter, referred to as AbaQ (A. baumannii quinolone resis-
tance transporter), is involved in surface-associated motility as well as the virulence of
A. baumannii (2).

Sequence analysis of AbaQ, annotated as an MFS transporter in A. baumannii strain
ATCC 17978 (accession number WP_000345069), indicated an open reading frame
(ORF) of 1,305 nuclectides. According to the deduced amino acid sequence, the protein
consists of 434 residues and has a molecular mass of 47.8 kDa and a theoretical
isoelectric point (pl) of 9.27. On the basis of predictions of its secondary structure and
transmembrane topology, AbaQ is composed of 12 a-helical transmembrane segments,
with both the N and C termini located in the cytoplasm (Fig. 1A). Support for this
structure came from an independent analysis that revealed the three-dimensional (3D)
structure of the protein (Fig. 1B). These data indicated that AbaQ is a drug H™ antiporter
1 (DHA1), which differs from DHA2-type MFS drug transporters by the presence of 12
rather than 14 transmembrane segments (3). The predicted product of the abaQ gene
exhibited low amino acid identity and similarity (<24% and <<38%, respectively) with
other MFS transporters involved in drug efflux in A. baumannii (Table 1).

To determine whether a lack of AbaQ alters antimicrobial susceptibilities, the
responses of two A. baumannii abaQ mutants obtained in previous work (2) to
antimicrobials of different classes were tested. Compared to the wild-type (WT) parental
strain, A. baumannii ATCC 17978, the abaQ mutant had 2- to 4-fold higher susceptibil-
ities to trimethoprim and novobiocin (Table 2). The highest susceptibilities (approxi-
mately 8- to 32-fold) occurred in response to the quinolone-type antibiotics ciprofloxa-
cin, levofloxacin, and nalidixic acid (Table 2). In contrast, the mutant and its WT parent
did not differ in their susceptibilities to p-lactams (meropenem and ampicillin), amin-
oglycosides (amikacin and gentamicin), macrolides (erythromycin), and polymyxins
(colistin) or to other antimicrobials (chloramphenicol, tetracycline, minocycline, and
rifampin) (Table 2). To further corroborate the relevance of this MFS in other A
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FIG 1 (A) Prediction of the structure of AbaQ using Protter (10). The putative protein is shown parallel to the cytoplasmic membrane. (B) 3D representation
of AbaQ viewed along the plane of the membrane from the periplasmic side using RaptorX Structure Prediction (26) and visualized using PyMOL software (27).

The 12 transmembrane a-helices are numbered (1 to 12); both the N and C termini are located in the cytoplasm.

baumannii strains, we analyzed the abaQ knockout mutant derived from A. baumannii
strain MAR002, a biofilm-hyperproducing strain recently isolated from a wound sample
collected from a patient at the Hospital del Mar in Barcelona (2, 4, 5). Assays of the
mutant indicated that inactivation of the AbaQ homologue in A. baumannii MAR002
(99% amino acid identity) also caused the highest reduction (approximately 8- to
32-fold) in the MICs of quinolone-type antibiotics (data not shown).

To complement the mutants, the abaQ gene, including its own promoter, was
amplified from the genome of A. baumannii strain ATCC 17978 using the AbaQF Xbal
and AbaQRXbal oligonucleotides (5'-ACTGTCTAGAGGAATATCACAGCTTGCAGCG and
5'-ACTGTCTAGATTACAAAGGCTTTTGAATATTC, respectively), cloning them into the
Xbal restriction site of the pET-RA vector (6). Complementation of the abaQ-mutant
derived from A. baumannii ATCC 17978 completely restored antimicrobial susceptibility
to the same levels determined in the WT parental strain (Table 2). The recovery of the
WT phenotype was also observed in the complemented abaQ MAR002 mutant deriv-
ative (data not shown). These results provided clear evidence of the critical role of AbaQ
in the efflux of quinolone-type antibiotics in A. baumannii.

To assess whether AbaQ confers resistance to quinolones through an active efflux
mechanism, the MIC of ciprofloxacin in the presence of the efflux pump inhibitor
carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone ([CCCP] Sigma) was determined in A. bau-

TABLE 1 MFS transporters described in A. baumannii
MFSe  Accession no. Main antimicrobial exported Identity (%)? Similarity (%)® Reference

AmvA ACQ82816 Erythromycin 178 310 74

TetA AAO38186 Tetracycline 176 285 18
TetB  AFV67369 Minocycline 19 338 19
CraA ABO13543 Chloramphenicol 19 36.9 20
FloR  AQT19056 Chloramphenicol 169 28.2 21
CmlA  AMD83513 Chloramphenicol 175 283 22
AbaF  ABO11759 Fosfomycin 237 376 23
EmrB ABO12199 Colistin 17.2 30.7 24
AedC ABO11341 Tetracycline-chloramphenicol 18.5 327 25

aMFS, Major facilitator superfamily.
5With respect to AbaQ of A. baumannii strain ATCC 17978, using the Basic Local Alignment Search Tool
([BLAST] http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

September 2018 Volume 62 Issue 9 e00906-18
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A baumannii AbaQ Efflux Pump

TABLE 2 MICs of various antimicrobials in wild-type A. baumannii ATCC 17978 and the
abaQ mutant derivative

MIC (mg/liter) MIC (mg/liter)
Fold AbaQ~ plus AbaQ~ plus Fold

Antimicrobial WT AbaQ- change® PET-RAQ PET-RA+AbaQ change®
Ciprofloxacin 0.25 0.0078 32 0.0078 0.25 32
Levofloxacin 0.125 0.0078 16 0.0078 0.125 16
Nalidixic acid 8 1 8 1 8 8
Trimethoprim 16 4 4 4 16 4
Novobiocin 8 4 2 4 8 2
Meropenem 2 2 1 2 2 1
Ampicillin 16 16 1 16 16 1
Amikacin 1 1 1 1 1 1
Gentamicin 0.5 0.5 1 0.5 0.5 1
Erythromycin 4 4 1 4 4 1
Colistin 0.5 05 1 a5 0.5 1
Chloramphenicol 16 16 1 16 16 1
Tetracycline 4 4 1 4 4 1
Minocycline 0.062 0.062 1 0.062 0.062 1
Rifampin 4 4 1 MNA® NA NA

“Ratio of the MICs of the wild type (WT) versus abaQ mutant derivative (AbaQ ).

bRatio of the MICs for the abaQ mutant carrying the pET-RA+AbaQ plasmid (complemented mutant) versus
the abaQ mutant carrying the empty pET-RA plasmid (pET-RAG).

<NA, not applicable (the pET-RA plasmid carries rifampin resistance).

mannii strains carrying (WT and AbaQ~ plus pET-RA+AbaQ) or lacking (AbaQ~ and
AbaQ~ plus pET-RA@) the abaQ gene. The addition of CCCP (20 mg/liter) decreased the
ciprofloxacin MIC 16-fold in AbaQ-carrying cells (from 0.25 to 0.015 mg/liter) but only
4-fold in cells lacking the abaQ gene (from 0.0078 to 0.0019 mg/liter). The addition of
CCCP alone did not inhibit bacterial cell growth in any of the A. baumannii strains,
indicating that the above results were not due to the toxicity of CCCP itself. Accord-
ingly, when ampicillin, which is not a substrate of the AbaQ transporter (Table 2), was
used instead of ciprofloxacin, there was no difference in the antimicrobial susceptibil-
ities in the presence or absence of CCCP in any of the cultured A. baumannii strains
(data not shown). These results unequivocally demonstrated that the abaQ gene
product confers decreased susceptibility to quinolones by encoding an active efflux
transporter.

The majority of the MFS transporters involved in drug-efflux described thus far in A
baumannii mediate chloramphenicol efflux, with a smaller number mediating the efflux
of other antimicrobials, such as erythromycin, tetracycline, minocycline, fosfomycin,
and colistin (Table 1). Among the latter group of transporters is AmvA, which partici-
pates in the efflux of erythromycin and different classes of disinfectants, detergents,
and dyes but also confers modest resistance to quinolone-type antimicrobials (7). In
amvA mutant strains, susceptibilities to both ciprofloxacin and norfloxacin were 2-fold
higher than in the WT strain, whereas the susceptibility to nalidixic acid was unchanged
(7). Other transporters belonging to different families and involved in the extrusion of
a wide range of antimicrobials, including quinolones, have been described in A
baumannii: AdeABC (8), AdeDE (9), AdeFGH (10), AdelJK (11), AdeM (12), and AdeT (13),
all belonging to the resistance/nodulation/division (RND) superfamily; AbeM, AbeM2,
and AbeM4 transporters, belonging to the multiple antimicrobial toxin extrusion
(MATE) family (12, 14); and AbeS, belonging to the small multidrug resistance (SMR)
family (15). No role in quinolone efflux has been detected in the only ATP-binding
cassette (ABC) transporter described so far in A. baumannii (A1S_1535) (16) or in any of
the transporters that make up the most recently discovered family of efflux pumps: the
proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) transporters (17).

To our knowledge, AbaQ, which is widely present in A. baumannii clinical isolates
and involved in both surface-associated motility and virulence (2), is the first MFS efflux
pump shown to play an important role in the extrusion of quinclone-type antimicro-
bials in this MDR nosocomial pathogen.
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3.3. Evaluacion del papel de miultiples transportadores pertenecientes a las
diferentes superfamilia de bombas de expulsion en la motilidad y la virulencia
de A. baumannii

Role of Acinetobacter baumannii efflux pumps belonging to the different superfamilies in
antimicrobial susceptibility, surface-associated motility and virulence

Pérez-Varela M, Corral J, Aranda J, Barbé J

A research paper for Antimicrobial Agents and Chemotherapy

En estudios previos se observd que el transportador AbaQ de la superfamilia MFS
participa en la patogénesis de A. baumannii. Por ello, en este trabajo, se ha tratado de
determinar si bombas de expulsion pertenecientes a las otras 5 superfamilias de
transportadores presentan un papel relevante en la motilidad de tipo surface-associated
motility y la virulencia de A. baumannii. Con este objetivo se inactivaron genes que codifican
permeasas de cada una de las superfamilias: RND (Resistance Nodulation Division), MATE
(Multidrug And Toxic compound Extrusion), SMR (Small Multidrug Resistance), ABC (Adenosine
triphosphate-Binding Cassette)y PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux).

Se construyeron mutantes mediante disrupcidén génica de miembros representativos de
cada superfamilia de bombas de expulsidn. Se seleccionaron los genes A1S 2736, A1S 3371,
A1S 0710 que codifican bombas de expulsidn ya descritas de la superfamilia RND, MATE y SMR,
respectivamente. De la superfamilia ABC se seleccionaron los dos Unicos miembros descritos
codificados por los genes A1S 0536 y A1S_1535. Ademas, de esta superfamilia de bombas de
expulsiéon se escogieron genes anotados en el genoma de la cepa ATCC 17978 como
codificadores de hipotéticas permeasas integrantes de bombas de expulsion de tipo ABC cuya
estructura transmembrana se confirmé empleando la plataforma web Protter. Los posibles
candidatos seleccionados fueron los genes A1S 0027, A1S 1057, A1S 1242 y A1S 2622. Por
ultimo, en cuanto a la superfamilia PACE, recientemente descrita, se seleccionaron los Unicos

dos miembros identificados codificados por los genes A1S 1503 y A1S 2063.

En la primera parte de este trabajo se estudio el perfil de resistencia de cada uno de los
mutantes. El estudio del patrén de resistencia del mutante A1S 2736 (RND) reveld que este es
mas susceptible a diversos antimicrobianos como quinolonas o aminoglucdsidos, entre otros. El
mutante A1S_3371 (MATE) mostroé ser ligeramente mas susceptible a tetraciclina al igual que el
mutante A1S_0710 (SMR), que también es mas susceptible a desinfectantes, a quinolonas y a

trimetoprim. En cuanto a los mutantes de permeasas de la superfamilia ABCy de la superfamilia
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PACE, estos mostraron una modesta susceptibilidad a determinados antimicrobianos y a

agentes biocidas.

Por otro lado, el estudio del perfil de motilidad y virulencia de los diversos mutantes
reveld que ciertas bombas de expulsion participan en ambos procesos. La inactivacion de los
genes A1S 2736 (RND), A1S 3371 (MATE), A1S 0710 (SMR), A1S 1242 y A1S 2622 (ABC)
provocd una reduccion del movimiento de tipo surface-associated motility y una atenuacién de
la virulencia. Sin embargo, la disrupcion de los genes A1S 0027, A1S 0536, A1S 1057 y
A1S 1535 (ABC), y los genes A1S 1503 y A1S 2063 (PACE) no mostro efectos ni en la motilidad

ni en la virulencia.

Todo ello pone de manifiesto, que miembros de practicamente todas las superfamilias
de bombas de expulsion estan implicadas tanto en surface-associated motility como en

virulencia en A. baumannii.
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ABSTRACT

While the relationship between Acinetobacter baumannii efflux pumps and their role in
the acquisition of antimicrobial resistance is well documented, less is known about their
involvement in the motility and virulence of this bacterium. In previous work, we
identified the AbaQ MFS efflux pump involved in both motility and virulence (Pérez-
Varela et al. Infect Immun. 2017). In the present study, the main aim is to determine the
role of other efflux pumps belonging to the different superfamilies in the motility and
virulence of A. baumannii. To achieve this objective, knockout mutants of permeases
belonging to the rest of efflux pump superfamilies were constructed. The RND mutant
AlS 2736 showed to be more susceptible to various antimicrobials such as -lactams,
quinolones or aminoglycosides, among others. The MATE mutant A1S_3371 showed a

minor effect on resistance to tetracycline as the SMR mutant A1S_0710, which is also
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more susceptible to disinfectants, quinolones and trimethoprim. Most of the ABC mutants
(A1S_0536, A1S 1242, A1S_1535 and Al1S_2622) as well as all the PACE (A1S_1503
and A1S_2063) mutants showed a slight susceptibility to certain antimicrobials and to
biocide compounds. Moreover, the results showed that the mutants of efflux pumps
encoded by the genes A1S_2736 (RND), A1S_3371 (MATE), A1S_0710 (SMR) as well
as the newly described ABC permeases A1S 1242 and A1S_2662 have a reduced surface-
associated motility and an attenuated virulence with respect to the wild-type strain. This
report outlines not only the involvement of these transporters in resistance but also in

surface-associated motility and virulence in this nosocomial pathogen.

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii has emerged in the last years as an opportunistic microorganism
that causes nosocomial infections such as pneumonia or infections involving the central
nervous system, skin, soft tissues, and bone (1). This phenomenon is due, mainly, to its
huge potential to develop antimicrobial resistance, its ability to survive in the hospital
environment and the presence of virulence factors (2). Moreover, although the name of
the genus Acinetobacter means “nonmotile” due to the absence of flagella, A. baumannii
strains are able to move through surface-associated motility (3, 4). This nosocomial
pathogen presents a high number of resistance mechanisms such as enzymatic
modification of the antimicrobial, changes in the permeability of the membrane,
alternative metabolic processes, alterations of the site of action and efflux pumps (5).
Efflux pumps have been classified into 6 superfamilies according to their amino acid
similarity, energy source, number of components, number of transmembrane regions and
substrate types (6). In A. baumannii transporters belonging to these 6 superfamilies have

been identified: Major Facilitator Superfamily (MFS) superfamily, Resistance
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Nodulation Division (RND), Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE), Small
Multidrug Resistance (SMR), Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC), and
Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) (7, 8).

In a previous report, we identified a new efflux pump of the MFS superfamily involved
in motility and virulence in A. baumannii (9). This fact prompted us to study whether
efflux pumps belonging to different superfamilies participate in motility and virulence in
this nosocomial pathogen. In order to address this point, a representative member of the
superfamilies RND (A1S_2736), MATE (A1S_3371) and SMR (A1S_0710) previously
described, was selected. In the case of the ABC (A1S_0536 and A1S_1535) and PACE
(A1S_1503 and A1S_2063) the two only transporters identified in each group were
studied. In addition, new ABC permeases were identified and studied in this work
(A1S_0027, A1S_1057, A1S 1242 and A1S_ 2622). The data obtained in this work,
indicated that efflux pumps belonging to practically all superfamilies are involved not
only in antimicrobial resistance but also in surface-associated motility and virulence in

the nosocomial pathogen A. baumannii.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. A. baumannii ATCC 17978 and E.
coli (strains DH5a and OP50) were grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) agar or in LB
broth with shaking at 180 rpm. Plasmids were maintained and selected in E. coli and A.
baumannii hosts using, when necessary, the medium supplemented with kanamycin (50
mg/liter) or gentamicin (20 mg/liter used for E. coli or 40 mg/liter used for A. baumannii).
Growth monitoring was performed as follows. Bacterial culture in LB broth was
inoculated with 1:100 dilution of an overnight culture and incubated with shaking (180

rpm) at 37°C. The optical density (OD) was measured at 600 nm every hour and each test

95



Otros trabajos

was performed in triplicate. The plasmids pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) and pVRLI1

Gm® (10) were used for mutant construction and complementation, respectively.

Construction of isogenic derivative mutants and complementation. Gene inactivation
was carried out as previously described (11). Briefly, an internal fragment of the target
gene was PCR amplified with the corresponding primers indicated in Table 1 using
genomic DNA from A. baumannii as the template. The PCR products obtained were
cloned into the kanamycin and zeocin resistance plasmid pCR-BluntlI-TOPO which is
unable to replicate in A. baumannii, and were propagated in E. coli DH5a. The
recombinant plasmids (0.1 pg) were then electroporated into A. baumannii ATCC 17978.
Candidate transformant clones were selected on kanamycin-containing plates. Mutants
were confirmed by sequencing of the PCR products obtained using primers listed in Table
1. To determinate the stability of the obtained mutants 10 passages (every 24 h) of the
cultures without selective pressure were carried out and then the colonies plated on LB
plates with and without kanamycin were counted. For complementation, all the genes
were cloned into the Xbal-Ncol site or, when necessary, into the Xbal site of the pVRL1
Gm® vector. The recombinant plasmids were propagated in E. coli DH5a and then
electroporated into the corresponding A. baumannii mutant. Selection of the
complemented mutant was made on plates containing gentamicin. The resulting
recombinant plasmids were verified by both PCR and sequencing (Macrogen) employing

the appropriate primers listed in Table 1.

In vitro antimicrobial susceptibility assay. Minimum inhibitory concentrations (MICs)
for all antimicrobials and disinfectants (Sigma) were determined by the broth
microdilution method, using 96-well plates, in Mueller-Hinton medium (Merck)

according to CLSI guidelines (12).
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Motility assays. Fresh LB agar motility plates (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5%
NaCl, 0.5% glucose, and 0.5% Difco agar) were used for all motility assays. Plates were
used on the same day that they were prepared. In order to test the motility of the different
A. baumannii strains, cultures were grown to early stationary phase and a 5 pl drop was
placed on the center of the plate. The inoculated plates were incubated at 30°C, usually
for 16 to 20 h, until the wild-type strain reaches the plate border. All assays were carried
out a minimum of three times in independent experiments, each in triplicate. The images
shown in the figures were imaged using a ChemiDoc™ XRS+ system (Bio-Rad) and are

representative of all the replica.

Caenorhabditis elegans fertility assay. The virulence of the different A. baumannii
strains was determined using a nematode fertility assay that was performed as previously
described (13). Briefly, C. elegans strain N2 was fed with the low-virulence E. coli OP50
strain grown as a lawn on NGM (Nematode Growth Medium) plates. To physiologically
synchronize the worms the nematode eggs were hatched in M9 medium (0.02 M KH2PO4,
0.04 M Na2HPOy4, 0.08 M NaCl, and 0.001 M MgSO4) and worms in the first larval (L1)
stage were arrested overnight at 16°C. Then, the L1 worms were cultivated to the L4 stage
on NGM medium plates seeded with each bacterial strain of this study. One nematode in
the L4 state was placed on a PGS (Peptone-Glucose-Sorbitol) medium plate with the same
strain and incubated at 25°C. The adult nematodes were transferred to new plates seeded
with the same bacterial strain during the next 3 days. For determining fertility, worm
progeny was counted daily using a stereomicroscope (Olympus SZ51) 48 h after
removing the parent. Six independent replicates were performed with each strain and each
fertility assay was performed in triplicate. Statistical analysis was carried out using a two-
tailed one-way analysis of variance (ANOVA) and later, the Tukey test for post

hoc multiple-group comparisons. A replicate has been considered statistically significant
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when the P value is of < 0.05. Representative experiments from the C. elegans fertility

assay are shown.

RESULTS

Selection and mutant construction of representative members of different A.
baumannii efflux pumps belonging to the RND, MATE, SMR, ABC and PACE
superfamilies. In a previous work, we identified a member of the MFS superfamily
involved in surface-associated motility and virulence in A. baumannii (9). To further
study the role of efflux pumps belonging to the other 5 superfamilies in surface-associated
motility and virulence, several genes that encode different efflux proteins were
inactivated by gene disruption. In the Table 2 the gene annotation, the accession number
of the protein and the transporter superfamily are shown. A representative member of
RND, MATE and SMR superfamily was selected. From the RND efflux pump
superfamily, the gene A1S_2736 was chosen, it encodes the AdeJ homologous protein of
the AdelJK transporter described in the A. baumannii strain BM4454 and which confers
resistance to several antimicrobials (14). The AbeM3 transporter identified in the A.
baumannii strain ATCC 17978 encoded by the gene A1S_3371, of which no susceptibility
to any compound has been detected, was selected from the MATE efflux pump
superfamily (15). Regarding the SMR superfamily, the gene A1S_0710 was chosen, this
protein was previously been related in this strain to resistance to several compounds (16).
From the ABC efflux pump superfamily, the genes encoding permeases from the only
two ABC transporters involved in antimicrobial resistance identified so far were selected:
A1S 0536 and A1S 1535, which are involved with extrusion of some antimicrobial
agents in the strain ATCC 17978 of A. baumannii (17, 18). Moreover, by analyzing the

annotation of the genome of this strain several genes annotated as possible permeases of
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ABC transporters were found. Based on its permease-like structure by analyzing its amino
acid sequence and its transmembrane structure using the Protter web platform
(http://wlab.ethz.ch/protter), the genes A1S 0027, A1S_1057, A1S_1242 and A1S_ 2622
were also selected as additional putative members of the ABC superfamily. Finally, from
the PACE superfamily the only two members of this recently discovered superfamily
were selected: the Acel transporter encoded by the A1S 2063 gene and the A1S 1503
gene that mediates the translocation of biocide agents and identified in the A. baumannii
strain 17978 (19). No other PACE members were found in the annotation of the genome
of this strain. Therefore, mutants of all these genes were obtained using a suicide vector
as described in the Materials and Methods section. All of the resulting mutants were
confirmed by PCR (Figure 1) and sequencing (Macrogen) using the appropriate primers
listed in Table 1. All the A. baumannii mutants constructed were stable, as confirmed by
plating with and without kanamycin the incubated cultures of the mutants without

selective pressure after 10 passages (data not shown).

Determination of the substrate specificity of the different efflux pumps. The
antimicrobial susceptibility of A. baumannii ATCC 17978 wild-type and the derivative
mutants was determined by microdilution method (Table 3). The results indicated that the
RND efflux pump mutant A1S_2736 highlights for its susceptibility to a wide range of
antimicrobial agents (such as B-lactams and quinolones, among others) and to other
compounds, for instance sodium dodecyl sulfate (SDS) and deoxycholate (DC), as
previously described (14). Moreover, the mutant A1S_2736 was found more susceptible
to compounds not tested before like DC. The A1S_3371 MATE efflux pump mutant only
showed a slight difference in tetracycline despite no antimicrobial resistances were
detected previously in this mutant (15). Regarding the A1S_0710 SMR efflux pump

mutant, it shows greater susceptibility to other compounds such as SDS and DC, as
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previously described (16). In addition, it was found slightly more susceptible to
antimicrobials like quinolones, tetracycline and trimethoprim. Concerning the ABC
efflux pump mutants, the inactivation of the genes A1S 0536 and A1S_1535 results in a
resistance pattern as the previously described, being more susceptible to erythromycin
and to gentamicin and chloramphenicol, respectively (17, 18). The mutants of the newly
described ABC permeases encoded by the genes AlS 1242 and AlS 2622 showed
modest differences in its resistance profile in comparison with the wild-type strain.
However, the inactivation of the ABC permeases encoded by A1S_0027 and A1S_1057
did not result in differences in susceptibility to any of the compounds tested. Finally,
regarding the PACE superfamily, the Acel mutant was found more susceptible to
chlorhexidine whereas the A1S 1503 mutant was more susceptible to acriflavin, as
described before by other authors (8). This last mutant showed also a slight susceptibility

to meropenem, amikacin and minocycline.

Surface-associated motility pattern of A. baumannii efflux pumps mutants. In order
to assess whether the efflux pumps play an important role in the surface-associated
motility of A. baumannii, the behavior of the knockout mutants with respect to motility
was studied. The results showed a loss of motility in the mutants of the RND efflux pump
(A1S_2736), in the MATE efflux pump (A1S_3371) and SMR efflux pump (A1S_0710)
(Figure 3). The introduction of the plasmid pVRL1 GmR carrying the corresponding wild-
type gene restores motility in all cases (Figure 3). From the only two described ABC
efflux pumps so far (A1S_0536 and A1S_1535) no changes in motility have been observed
(Figure 4). However, the mutants of the newly ABC-permeases identified in this work
encoded by the genes A1S 1242 and A1lS_2622 showed a loss of motility, while the
motility of the mutants A1S_0027 and A1S_1057 was similar to that of the wild-type strain

(Figure 4). The introduction of the plasmid pVRL1 Gm® carrying the corresponding wild-
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type gene restored motility in the A1S_1242 and A1S_2622 mutants (Figure 4). Finally,
in the case of the PACE superfamily the mutants, they showed a motility pattern similar
to that of the wild-type strain (Figure 5). No growth differences were observed between

the mutants and the wild-type strain (Figure 2).

Effect of inactivation of efflux pumps coding genes on virulence of A. baumannii
using the fertility C. elegans model. C. elegans nematode has been used as a model
organism to study the virulence of A. baumannii by counting the progeny of the worms
when they have been fed with the strains of interest (13). Results obtained showed that
the mutants of efflux pumps encoded by the genes A1S_2736 (RND), A1S_3371 (MATE),
Al1lS 0710 (SMR) as well as the newly described ABC-permeases, A1S_1242 and
AlS 2662, showed an attenuated virulence in comparison with the wild-type strain.
However, the mutants A1S_0536, A1S_1535, A1S_0027 and A1S_1057 (ABC) as well as
the mutants A1S_1503 and A1S 2063 (PACE) that showed a virulence similar to the wild-

type strain (Figure 6).

DISCUSSION

Efflux pumps prevent the accumulation of toxic compounds in the cell interior in an active
way, therefore some of them have an important role in antimicrobial resistance (7). In a
previous study, we identified a new efflux pump of the MFS superfamily involved in
motility and virulence in A. baumannii (9). This fact brought up us to deepen the
involvement of efflux pumps belonging to different superfamilies in the motility and
virulence of A. baumannii (Table 2). Thus, mutants of genes encoding representative
transporters of each of the other 5 remaining superfamilies (RND, MATE, SMR, ABC

and PACE) were constructed by gene disruption (Figure 1).
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The MICs to different compounds for all the mutants were determined (Table 3).
Regarding the RND superfamily, the mutant with the inactivated A1S_2736 gene shows
a resistance profile similar to the mutant adeJ, that codifies the homologous protein in the
A. baumannii strain BM4454 (14). Both mutants is susceptible to a wide range of
compounds including B-lactams, chloramphenicol, tetracycline, quinolones or
trimethoprim, a common feature among members of this group, such as the AcrAB-TolC
system of E. coli or the MexEF-OprN system of P. aeruginosa (20, 21). Referring to the
MATE superfamily, the mutant A1S_3371 shows a slight difference in tetracycline that
in previous studies has not been detected (15). This fact could be explained because in
the previous studies, the AbeM3 protein had been expressed in E. coli but the effect of its
inactivation in A. baumannii had not been analyzed. Perhaps, having only a slight
difference in the susceptibility to tetracycline could not be detected in E. coli. On the other
hand, the MICs of the SMR superfamily mutant A1S_0710 coincide with the described
by Gebreyes and collaborators, being involved in resistance to SDS and deoxycholate
(16). In addition, in the present work several antimicrobials were tested and the mutant
AlS_0710 has also shown slight susceptibility to quinolones, tetracyclines and
trimethoprim which were not reported before. AbeS, another member of this superfamily
described in A. baumannii, confers resistance to various antimicrobials, among which are
also quinolones and detergents or disinfectants such as SDS or deoxycholate (22). In other
pathogens, such as S. aureus, some efflux pumps of the SMR superfamily have also been
related to the resistance to disinfectants and antiseptics (23). With reference to the
inactivation of genes that encode permeases of ejection pumps of the ABC superfamily,
the resistance pattern already described of the mutants A1S 0536 and A1S_1535 was
confirmed (17, 18). Moreover, new ABC-permease proteins were identified in this work.

Regarding to the mutants A1S_0027 and A1S_1057 they did not show differences with
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respect to the wild-type strain, so it is necessary to carry out further studies to determine
their function. However, the mutants A1S 1242 and A1S 2622 show differences in the
susceptibility to various antimicrobial agents (Table 3). Although there are few members
of the ABC superfamily that are considered clinically relevant in MDR bacteria, there are
some important ABC transporters in the acquisition of resistances such as MacAB (6).
This protein is present in various bacteria such as E. coli, Salmonella enterica or Neisseria
gonorrhoeae, homologous to the protein encoded by the A1S 0536 gene in A. baumannii
(24-26). Finally, with respect to the recently described superfamily PACE, the mutants
A1S 1503 and A1S_2063 showed to be more susceptible to acriflavine and chlorhexidine
respectively as described by Hassan and collaborators (8, 27). Members of this
superfamily, of which little is known, seem to be involved in the transport of biocidal

agents (28).

In A. baumannii, the knowledge of the role of efflux pumps in motility and virulence is
limited. For example, there are some transporters components like the outer membrane
protein TonB that have been related to virulence in this pathogen, its deletion decreases
virulence in a murine model (29). In the A. baumannii strain AB5075, the mutants of the
arpA and arpB genes that encode the components of an RND transporter show an
attenuated virulence in the Galleria mellonella model (30). Another example is the gene
Al1S 0114, located on the same operon as the A1S_0116 that encodes a RND transporter
possibly involved in the secretion of a lipopyeptide, and whose disruption results in a
reduction of motility and virulence in A. baumannii ATCC 17978 (31). During the
preparation of this manuscript, Knight and collaborators published that the protein Adel
is involved in motility in Acinetobacter nosocomialis (32). This coincides with the results
obtained in our work about the protein encoded by the gene A1S_2736 that shows a 99%

of identity with the AdeJ protein of A. nosocomialis. Otherwise, it was observed that the
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absence of the gene that encodes the AdeRS two-component system, the regulator of the
RND efflux pump AdeABC, causes a loss of motility but not virulence (33). However,
overexpression of AdeABC causes an increase in the virulence of A. baumannii in a
murine model (34). The deregulation of efflux pumps has been related to alterations in
motility and virulence, for example in A. nosocomialis the deletion of the repressor of the
efflux pump AcrAB (AcrR) causes greater motility and virulence in the mutant (35). In
addition, there are some examples of other superfamilies such as the fosfomycin MFS
efflux pump AbaF or the quinolones MFS efflux pump AbaQ, their inactivation results
in a lower virulence in the C. elegans model (36, 37). As mentioned, the involvement of
efflux pumps in the motility and virulence of A. baumannii is a not very studied aspect.
There are few studies about members of the RND and MFS superfamilies but nothing is

known about the members of the remaining superfamilies MATE, SMR and PACE.

The results obtained in our work showed that the RND efflux pump mutant (A1S_2736)
presents an altered motility pattern and attenuated virulence compared to the wild-type
strain (Figure 3 and 6). In other pathogens the role in motility and virulence of members
of this efflux pump superfamily has been studied. In Pseudomonas aeruginosa, the RND
transporter named MexEF-OprN is related to the transport of a signal molecule that
mediates the quorum sensing in this bacterium. Therefore, this efflux pump has been
related to swarming motility, with the ability to form biofilms and with the production of
virulence factors (38). In another opportunistic pathogen as Stenotrophomonas
maltophilia the absence of SmeYZ, an RND-type transporter, causes an increase in
susceptibility to human serum and neutrophils, as well as a decrease in virulence in a
murine model and in swimming motility (39). In the case of the respiratory pathogen
Klebsiella pneumoniae the absence of the AcrAB efflux system results in a lower capacity

of infection (40). In Enterobacter cloacae a homologous to the AcrAB-TolC system has
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been found to be involved in adaptation to the environment, in fitness and in virulence
(41). There are several examples of RND efflux pumps that have been linked to virulence
in several pathogens such as Borrelia burgdorferi (42), Salmonella enterica (43), Vibrio

cholerae (44) or Erwinia amylovora (45).

As for the MATE efflux pump mutant A1S 3371 and the SMR efflux pump mutant
A1S_0710 of this work, they also showed a reduced motility and an attenuated virulence
(Figure 3 and 6). Regarding the MATE superfamily, in Ralstonia solanacearum the
absence of the DinF efflux pump causes a decrease in virulence in tomato plants (46). In
the case of the SMR superfamily, the KpnEF efflux pump of K. pneumoniae has been
related to the synthesis of the capsule, suggesting that it could play a role in the virulence

of this pathogen (47).

Moreover, we also studied the effect of the inactivation of ABC efflux pumps in motility
and virulence. Even though the inactivation of the previously described ABC transporters
encoded by A1S_0536 and A1S_1535 genes had no effects on motility or virulence, here
we identified two new ABC permease-like genes (A1S_1242 and A1S_2622) involved in
motility and virulence (Figure 4 and 6). However, mutants of other genes encoding
components of ABC transporters (A1S_0027 and A1S_1057) did not show changes in
motility or virulence. Members belonging to the ABC superfamily in other pathogens
have been related to virulence too. Examples of this are the ABC efflux pumps MacAB
in S. enterica, MrtAB in Yersinia pseudotuberculosis, YejABEF in Brucella melitensis

or Ssu in Xanthomonas citri (26, 48-50).

Finally, in this study we assesed the motility and virulence profile of the mutants
belonging to the PACE superfamily (A1S_1503 and A1S_2063). Both the motility and the

virulence of these mutants are very similar to that of the wild-type strain (Figure 5 and
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6). The implication in virulence of the recently discovered PACE superfamily has not
been studied in any microorganism. Nevertheless it has been found that the Acel protein
presents a high degree of conservation among pathogenic bacteria (28), this fact could
indicate that it not only participates in the resistance but could also be involved in other

physiological processes.

Although it is known that some efflux pumps participate in the bacterial pathogenesis, the
mechanisms are not entirely clear. There are several hypotheses such as, for example, that
these proteins contribute to the production of virulence factors as it was observed with
the RND-type transporter, VexB, in V. cholerae or the ABC-type transporter, MacAB, in
E. coli (51, 52). Another possibility could be that the efflux pumps translocate
antimicrobial molecules derived from the host and decrease the attack of the host.
Examples of this are the MFS efflux pump FarAB of Neisseria gonorrhoeae, the RND
efflux pump AcrAB of E. coli and the RND efflux pump CmeABC of Campylobacter
jejuni (53-55). It is also possible that these proteins could translocate certain molecules
that modulate processes such as quorum sensing as the RND efflux pump MexEF-OprN
of P. aeruginosa (38). In A. baumannii, a possible function of these efflux systems could
be the translocation of surfactants or molecules related to surface-associated motility.
Likewise, they could be related to the expulsion of signal molecules that mediate the
quorum sensing in this pathogen. In this pathogen, alterations in molecules related to
quorum sensing was related to an inhibition of motility (56). In A. baumannii the absence
of efflux pumps could cause a reduction in motility due to changes in the translocation of
signal molecules like lipopeptides and, therefore, a lower capacity of host colonization
that can lead to a lower virulence (31). Thus, the development of efflux pump inhibitors

represents an important area of research in the fight against multi-resistant pathogens.
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Overall, this study provides new insight into the knowledge of efflux pumps and their
involvement in motility and virulence in A. baumannii. Here we present evidence that
members of practically all the superfamilies are involved in surface-associated motility
and virulence in this nosocomial pathogen. The inactivation of these transporters would
cause a reduction in motility and, therefore, a lower capacity for host colonization,
resulting in a lower virulence. Although the mechanisms that mediate the participation of
efflux pumps in motility and virulence remain unclear, the study of these proteins

represents a new horizon in the understanding of the pathogenesis of A. baumannii.
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Table 1. Oligonucleotides used in this work.

Name Sequence (5’ to 3”) Application
MUTO0027F | AGTCGAATTCGTGGAACGAAGCAAGTCG Mutant construction
MUTO0027R | AGTCGAATTCTTTCATCAATACCGAACC Mutant construction
COMO0027R | GCTTGTGCTGAAATAGTCTCAGC Mutant verification
MUTO710F | AGTCGAATTCGCAGGTGTATTTGAAGTG Mutant construction
MUTO710R | AGTCGAATTCCAATGCCTGTCCAAACCG Mutant construction
COMO710R | CAGTCCTGATACAATCAGTACAGCG Mutant verification
MUTO536F | AGTCGAATTCTGAAGGTGAGCTGGTTGC Mutant construction
MUTO536R | AGTCGAATTCATCGTATGACCAGCCGCG Mutant construction
COMO536R | TTCGATAATACGCGTTGC Mutant verification
MUT1057F | AGTCGAATTCGTGGTCGTGCAAATTGCG Mutant construction
MUT1057R | AGTCGAATTCCACTAGGTTTTGTAATGG Mutant construction
COM1057R | GGATAGTCTCGCTGAACAATTGC Mutant verification
MUT1242F | AGTCGAATTCCAGCCTTGGCTACAGGCG Mutant construction
MUT1242R | AGTCGAATTCAACCACGCGGTCATACAC Mutant construction
COM1242R | CACGTAAATCAGCACGTTTACC Mutant verification
MUT1362F | AGTCGAATTCATTAAGATCAAATATTGC Mutant construction
MUT1362R | AGTCGAATTCCGTGGTAATGCGTCTTCC Mutant construction
COM1362R | CCTGAAAGTAACATCAAAGGC Mutant verification
MUT1535F | AGTCGAATTCCCTGAAAGTTTCTTGAGC Mutant construction
MUT1535R | AGTCGAATTCGTAGGCGTCAGTTACACGG Mutant construction
COM1535R | GCAGTAGTAGCAGCAATTACGC Mutant verification
MUT2063F | AGTCGAATTCGGTCATCATTGCGATTGC Mutant construction
MUT2063R | AGTCGAATTCGCAATCAGCAAACCACCC Mutant construction
COM2063R | GGTATAAACCAAAATACATAAGG Mutant verification
MUT2622F | AGTCGAATTCCCAAGTAATTTAACGC Mutant construction
MUT2622R | AGTCGAATTCCTGCAAAACGAATAGG Mutant construction
COM2622F | GTCATTGGCCAAACAGCCAATAGC Mutant verification
MUT2736F | AGTCGAATTCCGTCTTTCAATTGAAAGTG Mutant construction
MUT2736R | AGTCGAATTCGTAGCTATGCGACATGCG Mutant construction
COM2736R | TCACGATTTATGCTCCTGAG Mutant verification
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MUT3371F | AGTCGAATTCGTCCGGTACCATTAACAC Mutant construction
MUT3371R | AGTCGAATTCTGATGCTATAGCCGGTGC Mutant construction
COM3371R | ACGGTTCGGCCGAAGTGG Mutant verification
CMPLO710F | ATCGTCTAGAATGAAAATGTCTGAAGG Mutant complementation
CMPLO710R | ATCGCCATGGTTAGGATGGAGACGAA Mutant complementation
CMPL1242F | ATCGTCTAGAATGATGACAAAAATAAATTAC Mutant complementation
CMPL1242R | ATCGTCTAGATCATGAATTGCCCCCTTGG Mutant complementation
CMPL1535F | ATCGTCTAGAATGCGTCCATATTTATTGC Mutant complementation
CMPL1535R | ATCGTCTAGATTAATCTTGACCCTGTACTAC Mutant complementation
CMPL2063F | ATCGTCTAGAATGCACATTATCCAAG Mutant complementation
CMPL2063R | ATCGTCTAGATTAATGAAGTGATGCTGC Mutant complementation
CMPL2736F | ATCGTCTAGAATGCCTATTGCACAATATC Mutant complementation
CMPL2736R | ATCGTCTAGATCACGATTTATGCTCCTGAG Mutant complementation
CMPL3371F | ATCGTCTAGAATGCCACCAAGACAGTC Mutant complementation
CMPL3371R | ATCGTCTAGACTAAATAAGAACTTTG Mutant complementation
M13FpUC | GTTTTCCCAGTCACGAC Sequencing primer for pCR-Bluntll-
TOPO and pVRL Gm ® vectors
M13RpUC | CAGGAAACAGCTATGAC Sequencing primer for pCR-Bluntll-

TOPO and pVRL Gm ® vectors
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Table 2. Gene annotation of the genes studied in this work in the genome of the A.
baumannii ATCC 17978 strain (CP000521.1). The accession number of each protein
appears in the middle column and the superfamily to which each transporter belongs

appears annotated next.

Gene annotation | Accession number Transporter superfamily
AlS_ 2736 WP_000046679.1 RND
AlS 3371 WP_001135124.1 MATE
A1S 0710 WP _000312237.1 SMR
A1S_0536 WP _000165905.1 ABC
A1S_ 1535 WP_000922240.1 ABC
A1S_0027 WP _000031022.1 ABC
Al1S_1057 WP _000536102.1 ABC
Al1S_1242 WP_000988396.1 ABC
AlS_2622 WP_000657706.1 ABC
Al1S_1503 WP _001161758.1 PACE
Al1S_2063 WP_005135057.1 PACE
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Table 3. Minimum inhibitory concentrations (MICs, mg/liter) of various antimicrobials

for wild-type (WT) A. baumannii ATCC 17978 (WT) and the different efflux pumps

mutant derivatives. Mutants in which no differences have been observed are not included

in this table (A1S_0027 and A1S_1057). The values in which there are differences in

comparison to the wild-type strain are shown in boldface and shadowed.

supeRr’;la[:nily surla\gﬁ;rnliily supglr\:aFr{nily PACE superfamily ABC superfamily
WT [A1S_2736 |A1S_3371 [A1S 0710 |A1S_1503 |A1S_2063 |A1S_0536 |A1S_1535 [ A1S_1242 | A1S_2622
Ciprofloxacin 0.25 0.031 0.25 0.125 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Levofloxacin 0.125| 0.0156 0.125 0.062 0.125 0.125 0.125 0.125 0.062 0.125
Nalidixic acid 8 2 8 4 8 8 8 8 4 8
Trimethoprim 16 4 16 8 16 16 16 16 8 16
Novobiocin 8 0.062 8 8 8 8 2 8 4 8
Meropenem 2 0.5 2 2 1 2 2 2 2 2
Ampicillin 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Amikacin 1 0.5 1 1 0.5 1 0.5 1 1 1
Gentamicin 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25 0.5 0.25
Erythromycin 4 2 4 4 4 4 2 4 4 4
Colistin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Chloramphenicol | 16 8 16 16 16 16 16 8 16 16
Tetracycline 4 1 2 2 4 4 4 4 2 4
Minocycline 0.062 | 0.0038 0.062 0.031 0.031 0.062 0.062 0.062 0.031 0.031
Rifampin 4 1 4 4 4 4 4 4 4 4
DC 5000 62.5 5000 1250 5000 5000 5000 2500 5000 5000
SDS 2500 156 2500 1250 2500 2500 2500 2500 2500 2500
Acriflavin 12.5 12.5 12.5 12.5 6.25 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
Chlorhexidine 6 6 6 6 6 8 6 6 6 6
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FIGURE LEGEND

Figure 1. (A) Schematic representation of the strategy used to construct the disruption
mutants using the pCRII-Blunt-TOPO and the integrated vector into the target gene. (B)
Summary table with the primers used for confirming each constructed mutant and the
length of the resulting PCR product. (C) Verification PCR of each mutant. V Ladder
NzyTech (lane M1) and ABstell-digested DNA (lane M2) were used as molecular size

markers.

Figure 2. Growth curves of all the mutants constructed in this work cultured in LB broth
and incubated with shaking (180 rpm) at 37°C during 8 hours and optical density readings

at 600 nm.

Figure 3. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978
derivative mutants of genes A1S 2736 (RND superfamily), AlS_3371 (MATE
superfamily) and A1S_0710 (SMR superfamily) as well as the mutants carrying either the
empty expression vector pVRL1 Gm® (mutant with empty vector) or the same plasmid
containing the corresponding wild-type gene (complemented mutants). The surface-

associated motility pattern of the wild-type strain is also showed.

Figure 4. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978
derivative mutants of the genes A1S_0536 and A1S_1535 (ABC superfamily) and mutants

of the hypothetical ABC-permease genes AlS 0027, A1S_1057, Al1S 1242 and

AlS_2622. When necessary mutants carrying either the empty expression vector pVRLI
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GmR (mutant with empty vector) or the same plasmid containing the corresponding wild-

type gene (complemented mutants) are also depicted in this figure.

Figure 5. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978

derivative mutants of the genes A1S_1503 and A1S_2063 (PACE superfamily).

Figure 6. C. elegans fertility assay with the indicated A. baumannii strain ATCC 17978
derivative mutants. Boxes indicated strains with significant (P < 0.05) differences in
comparison with to the A. baumannii wild-type strain ATCC 17978 (WT). E. coli strain

OP50 was included as a nonvirulent control.
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4. Discusion

Acinetobacter baumannii es un microorganismo causante de infecciones en hospitales
de todo el mundo que afectan principalmente a pacientes inmunodeprimidos ingresados en
unidades de cuidados intensivos o con quemaduras graves. En los Ultimos afios, este patdgeno
nosocomial se esta convirtiendo en un serio problema de salud a nivel mundial (Visca et al.,
2011). Alarmantemente, una gran parte de los aislados son resistentes a practicamente todos
los antimicrobianos de uso frecuente en clinica. Por ello, la emergencia de cepas
multirresistentes provoca que, a pesar del arsenal de antimicrobianos disponible, algunas
infecciones causadas por A. baumannii se estén volviendo practicamente intratables. El dificil
control de las infecciones causadas por este microorganismo ha provocado que su relevancia

como patogeno haya ido aumentando gradualmente en las Gltimas décadas (Peleg et al., 2008).

A. baumannii se caracteriza por su enorme capacidad para desarrollar y adquirir nuevos
mecanismos de resistencia a una gran variedad de antimicrobianos. Ademas, a pesar de que en
un primer momento se describié como un microorganismo incapaz de moverse debido a la
ausencia de flagelos, también se caracteriza por ser capaz de desplazarse a través de superficies
mediante un particular tipo de motilidad exclusivo de este género que se conoce como surface-
associated motility. El hecho de que en A. baumannii se distingan dos tipos de movimiento que
no se empezaron a discernir con claridad hasta hace pocos afios: twitching (dependiente de pili
de tipo V) y surface-associated motility (movimiento que parece ser independiente de
apéndices), dificulta el conocimiento de los mecanismos que rigen este uUltimo (Clemmer et al.,

2011).

Debido a que las bases moleculares del movimiento de tipo surface-associated motility
permanecen sin ser totalmente esclarecidas, la presente Tesis Doctoral tiene como finalidad la
identificacion de genes implicados en este tipo de motilidad, asi como el estudio de su relacion

con la virulencia en el patégeno nosocomial A. baumannii.
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4.1. Aislamiento y caracterizacion de mutantes espontaneos de A.
baumannii resistentes a rifampicina que presentan un patrén de

motilidad alterado

La mutagénesis es un proceso implicado en la adquisicién de resistencia a los
antimicrobianos en diversos microorganismos debido, entre otras causas, a la introduccion de
cambios puntuales en los genes que codifican proteinas diana de estos. La expresién de genes
del sistema SOS esta relacionada con este proceso y provoca un incremento de la tasa de
mutagénesis en bacterias como Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, entre muchas otras
(Sanders et al., 2006; Cirz y Romesberg, 2007; Petrosino et al., 2009). Esta respuesta se induce
por dafio en el DNA, el cual puede ser causado bien por agentes fisicos como la luz ultravioleta
o por agentes quimicos entre los que se encuentran diversos agentes antimicrobianos
(Baharoglu y Mazel, 2014). Entre estos ultimos se encuentran los que causan dafos directos en
el DNA, como por ejemplo las quinolonas, desencadenando la activacién del sistema SOS;
mientras que otros, como es el caso de los B-lactamicos, activan esta respuesta de una manera
indirecta, mediante rutas alternativas como la produccion de especies reactivas del oxigeno que
generan estrés oxidativo (Handel et al., 2015; Kohanski et al., 2007; Mo et al., 2016). Cuando se
producen danos en el DNA se forman hebras monocatenarias a las que se une la proteina RecA,
el activador del sistema, formando nucleofilamentos. Esto provoca la autohidrdlisis de Ila
proteina LexA, el represor del sistema, y la consiguiente expresion de los genes SOS. En el caso
de A. baumannii, pese a no poseer LexA, presenta varias proteinas UmuD, DNA polimerasas
tendentes a error, una de las cuales, UmuDAb, actua de forma analoga a LexA (Aranda et al.,
2014). El sistema SOS provoca la activacion de diversos genes entre los que se encuentra recA,
cuyo producto ademas de ser el activador del sistema, protege y estabiliza el DNA dafiado
participando en su reparacidon por recombinacion homdloga. En esta respuesta también se
activan genes como uvrABC o uvrD que reparan las lesiones en el DNA mediante la escisién de
nucleédticos, que codifican las subunidades de una endonucleasa y una DNA helicasa,
respectivamente. Asimismo, durante este proceso se activan los genes que codifican
polimerasas tendentes a error como dinA (DNA polimerasa |l), dinB (DNA polimerasa IV) o
umuDC (DNA polimerasa V) (Cox, 1999; Napolitano et al., 2000; Erill et al., 2007; Janion, 2008).
Estas Ultimas participan en la adquisicion de resistencias a determinados antimicrobianos ya que
pueden provocar mutaciones puntuales en genes que codifican proteinas diana de algunos

agentes antimicrobianos, como por ejemplo la rifampicina (Cirz y Romesberg, 2007).
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La rifampicina interactia con la RNA polimerasa uniéndose a la subunidad B (RpoB) y
bloqueando la transcripcién del RNA. Determinadas sustituciones aminoacidicas en esta
subunidad causan cambios conformacionales en la region de interaccién, disminuyendo su
afinidad por la rifampicina y provocando la aparicion de resistencia a este agente antimicrobiano
(Campbell et al., 2001). La resistencia a este antimicrobiano se ha relacionado con mutaciones
puntuales en el gen rpoB en diversas especies entre las que se encuentran E. coli y
Mycobacterium tuberculosis (Billington et al., 1999; Reynolds, 2000). En A. baumannii, tras el
tratamiento con agentes que dafian el DNA, la frecuencia de aparicién de mutantes espontaneos
resistentes a rifampicina se incrementa. Estos mutantes presentan mutaciones puntuales en el
gen rpoB que han sido originadas durante el proceso de reparacion del DNA (Norton et al., 2013).
Referente a este fendmeno, en trabajos previos acerca del sistema SOS, especificamente sobre
la mutagénesis inducida por dafio en el DNA en A. baumannii (Anexo 1), se aislaron mutantes
resistentes a rifampicina, algunos de los cuales presentaban un patréon de motilidad alterado.
Por ello, de acuerdo con el primer objetivo establecido en esta Tesis Doctoral se aislaron
mutantes espontdneos resistentes a rifampicina y se focalizd el estudio en aquellos que
mostraban patrones de motilidad alterados. En primer lugar, se aislaron 10 mutantes
espontaneos resistentes a rifampicina y se realizaron ensayos de motilidad. En estos ensayos, el

60% de los aislados mostraban un patrén de motilidad alterado.

Las mutaciones que confieren resistencia a rifampicina se acumulan en regiones
concretas del gen rpoB por lo que se procedid, siguiendo el objetivo 1, a la secuenciacién de
estas regiones en los mutantes espontdneos resistentes a rifampicina. Los resultados de la
secuenciacion revelaron que todos ellos presentaban mutaciones puntuales en el gen rpoB
(Figura 1, Articulo 1). Las mutaciones detectadas se encontraban en las posiciones glutamina
522, el acido aspartico 525 y la serina 540. Todas ellas ya habian sido identificadas en mutantes
derivados de la cepa ATCC 17978 que presentan resistencia a este antimicrobiano (Norton et al.,
2013). Ademds, los mutantes que presentaban una abolicién de la motilidad tenian en comun
que presentaban una sustitucion aminoacidica en la glutamina 522 o en la serina 540. Sin
embargo, aquellos que tenian un cambio aminoacidico en el acido aspartico 525 mostraban un
fenotipo de motilidad igual al de la cepa salvaje. A continuacion, se seleccionaron como
representantes de cada sustitucion aminoacidica y patréon de motilidad correspondiente los
mutantes Rif*3 (Asp525->Val), Riff5 (Ser540>Tyr) y Rif'8 (GIn522->Lys). El hecho de que
mutaciones en el gen rpoB conlleven un fenotipo de motilidad alterado se ha descrito
recientemente en varias especies. Por ejemplo, en E. coli se observd que determinadas

sustituciones aminoacidicas en la proteina RpoB provocan una disminuciéon de la motilidad
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relacionada con una desregulacién de genes implicados en la biosintesis de los flagelos
(Meenakshi y Munavar, 2018). En la bacteria gram positiva Bacillus velenzensis, también se ha
relacionado la presencia de mutaciones en el gen rpoB con la afectacion de la motilidad. Los
mutantes espontdneos resistentes a rifampicina presentan una motilidad de tipo swarming
notablemente reducida en comparacion con la cepa salvaje (Cai et al., 2017). Un fendmeno
similar sucede en el patdgeno de peces Flavobacterium psychrophilum, la presencia de
determinadas sustituciones aminoacidicas en la proteina RpoB provoca una notable reduccién

de la motilidad de tipo gliding (Gliniewicz et al., 2015).

Por otro lado, la complementacion de los mutantes espontaneos resistentes a
rifampicina de A. baumannii con el gen salvaje revertio el fenotipo de motilidad y sensibilidad a
la rifampicina (Figura 3, Articulo 1). Esto demuestra que las mutaciones en el gen rpoB son las
responsables de los cambios observados. La recuperacién del fenotipo salvaje en un mutante
espontdneo resistente a rifampicina al introducir un vector de expresion con el gen salvaje ya se
habia observado en otras especies como es el caso de M. tuberculosis (Miller et al., 1994). La
recuperacion del fenotipo salvaje en los mutantes de A. baumannii se podria explicar porque el
producto del gen rpoB salvaje se encuentra en un elevado nimero de copias, lo que determina
el desplazamiento en el holoenzima de la RNA polimerasa de la subunidad con las sustituciones

aminoacidicas que determina la resistencia a rifampicina.

El hecho de que determinadas mutaciones puntuales en el gen rpoB provoquen
alteraciones en la motilidad podria ser debido a la respuesta astringente. Este es un mecanismo
muy conservado en diferentes especies bacterianas que se activa ante sefiales de estrés y
permite la adaptacién a condiciones limitantes de nutrientes (Alifano et al., 2015). El 3’,5’-
bispirofosfato de guanosina (ppGpp) es una molécula seial de esta respuesta que interviene en
la regulaciéon de la fisiologia bacteriana controlando diversos procesos entre los que se
encuentran la transcripcion y el metabolismo. Este mecanismo se encuentra regulado,
principalmente, por dos enzimas clave: RelA y SpoT. RelA Gnicamente participa en la sintesis de
pppGpp, que posteriormente es convertido en ppGpp siendo este la molécula efectora. La
sintesis de pppGpp es inducida por escasez aminoacidica o por choque término. Sin embargo,
SpoT se activa ante varias sefiales de estrés como escasez de acidos grasos, hierro o de fuentes
de carbono y presenta tanto actividad de sintesis como hidrolitica (Hauryliuk et al., 2015). En el
proceso que activa la respuesta astringente, la RNA polimerasa interacciona por la region de la
subunidad B con el ppGpp. En condiciones de estrés, aumenta la concentracidon de ppGpp y se

produce la unién de esta molécula a la RNA polimerasa provocando alteraciones en la
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transcripcién de diversos promotores y regulando la expresion de genes requeridos para el
crecimiento, la divisidn celular y la respuesta al estrés. En algunas especies bacterianas se ha
observado que mutaciones puntuales en el gen rpoB causan alteraciones en la afinidad por
ciertos promotores resultando en cambios en la expresion génica global. Esto da lugar a una
respuesta similar a la que se produce durante la respuesta astringente. Las sustituciones
aminoacidicas en la proteina RpoB podrian provocar cambios conformacionales en la proteina

gue mimetizarian la unién de la molécula de ppGpp (Boutte y Crosson, 2013; Zuo et al., 2013).

En especies como E. coli, Streptomyces coelicolor y Streptomyces lividans se ha
observado que mutaciones puntuales en el gen rpoB originan cambios en la transcripcién de
genes regulados por la respuesta astringente mediada por ppGpp (Zhou vy Jin, 1998; Lai et al.,
2002; Xu et al., 2002). Un fendmeno similar podria suceder en los mutantes de A. baumannii
Rif?5 y Rif*8 que pierden motilida: las mutaciones presentes en el gen rpoB podrian causar un
cambio conformacional en la proteina RpoB que simularia la unidn del ppGpp. Esta variacion
podria provocar cambios andlogos a los que suceden durante la respuesta astringente,
produciéndose alteraciones en el perfil transcripcional como ya se ha descrito en otras especies,
modificdndose la expresidon de diversos genes entre los que se podrian encontrar genes
relacionados con la motilidad. De hecho, sustituciones en la proteina RpoB de E. coli, entre las
gue se incluye a la serina 531, que corresponde a la serina 540 de esta proteina en A. baumannii,
provocan alteraciones en la interaccidon de RpoB con ciertos promotores de genes que participan
en la respuesta astringente (Zhou vy lJin, 1998). El mismo fendmeno sucede en Neisseria
meningitidis: el estudio transcripcional de un mutante resistente a rifampicina con una
sustitucidn aminoacidica en la proteina RpoB indicé que también se producia la activacion de
genes similares a los de la respuesta astringente. Ademas, entre los genes con un nivel de
expresidon menor se encontraban genes cuyos productos estaban relacionados con la virulencia

como por ejemplo porinas, adhesinas o pili de tipo IV (Colicchio et al., 2015).

Se han descrito también alteraciones en la motilidad relacionadas con dos de las
proteinas reguladoras de la respuesta astringente, RelA y SpoT. En el patdgeno P. aeruginosa, la
inactivacion de los genes relA y spoT provocan una disminucion de la virulencia. Junto a ello, se
confirmé que este mutante muestra una sintesis alterada de diversos factores de virulencia, asi
como una motilidad de tipo swarming y twitching abolida (Vogt et al., 2011). En el patégeno
vegetal Pseudomonas syringae, también se ha observado que el ppGpp se encuentra
relacionado con la motilidad. El mutante incapaz de sintetizar esta molécula sefial presenta la

abolicién del movimiento de tipo swarming y también una menor produccién del sideréforo
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pioverdina, considerado un importante factor de virulencia en este patdgeno (Chatnaparat et

al., 2015).

Asi pues, mutaciones puntuales en el gen rpoB provocan una respuesta similar a la
respuesta astringente, modificandose la expresidon de determinados genes. Por este motivo, el
aislamiento de mutantes espontaneos resistentes a rifampicina de A. baumannii con patrén de
motilidad alterado constituye una metodologia eficaz para la identificacion de genes implicados

en la motilidad y la virulencia en este patégeno nosocomial.

4.2. Estudio de la virulencia de los mutantes espontaneos de A.
baumannii resistentes a rifampicina con un patron de motilidad
alterado

De acuerdo con el segundo objetivo de la presente Tesis Doctoral y, con el fin de
comprobar si la motilidad juega un papel clave en la virulencia de A. baumannii, se llevaron a
cabo ensayos de virulencia con los mutantes espontaneos resistentes a rifampicina. Se evalué la
virulencia tanto de los mutantes Riff5 y Rif?8, que pierden motilidad, como del mutante Rif?3,
que presenta un fenotipo de motilidad igual al de la cepa salvaje. En dichos ensayos se empled
el modelo de fertilidad del nematodo Caenorhabditis elegans, recientemente optimizado para

este patdgeno nosocomial (Vallejo et al., 2015).

Los resultados obtenidos en este punto indicaron que los mutantes espontaneos
resistentes a rifampicina de A. baumannii que presentan un patrén de motilidad alterado
muestran una menor virulencia. Sin embargo, no sucede lo mismo en el mutante con una
motilidad igual a la cepa salvaje, que muestra también un nivel de virulencia similar a esta (Figura
2, Articulo 1). Pese a que todos los mutantes manifiestan mutaciones puntuales en el gen rpoB,
dependiendo del perfil de motilidad su virulencia varia, existiendo una correlacién entre la

capacidad de desplazamiento y la virulencia.

La motilidad se ha vinculado con la capacidad infectiva en una gran variedad de bacterias
patdgenas. Un ejemplo de ello es el twitching en P. aeruginosa. Este tipo de movimiento permite
el desplazamiento de esta bacteria en sentido contrario al flujo en dispositivos de microfluidos,
facilitando la colonizacion (Kazmierczak et al., 2015). Ademadas, en ensayos de virulencia
empleando como modelo a la ameba Dictyostelium discoideum, funcionalmente similar a los

macroéfagos, las células que se encuentran adheridas a la superficie resultan mas virulentas que
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las que se encuentran en suspensién (Siryaporn et al., 2014). En el caso de E. coli
enterohemorragica, los pili de tipo IV juegan un papel importante en la virulencia de este
microorganismo. Estos apéndices no solamente facilitan la colonizacién del hospedador
mediante la motilidad de tipo twitching, sino que también estan implicados en la formacidn de
biofilm o en la unién especifica a proteinas de la matriz extracelular del hospedador como la
fibronectina (Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). Los pili de tipo IV en Haemophilus influenzae
participan en la colonizacién del hospedador de una manera similar a la descrita, por lo que
constituyen factores de virulencia potenciales en este patégeno (Kolappan et al., 2012). Otro
ejemplo en el que estos apéndices resultan importantes en la virulencia de la bacteria es el caso
de N. meningitidis, la motilidad de tipo twitching se encuentra relacionada con la adherencia a
las células del hospedador (Albiger et al., 2003). En Legionella pneumophila, esta clase de
motilidad también se ha vinculado con la virulencia y la formacidn de biofilm facilitando la
colonizacion (Coil y Anné, 2009). Por ultimo, otro ejemplo seria el patégeno Proteus mirabilis
que presenta motilidad de tipo swimming, swarming y twitching que le permiten desplazarse a

través de los catéteres urinarios colonizando rdpidamente al hospedador (Hola et al., 2012).

Relacionado con los efectos de las mutaciones puntuales en el gen rpoB, en algunos
estudios se ha profundizado en las consecuencias de estas en la virulencia. En el caso de M.
tuberculosis la presencia de una sustitucidn aminoacidica en la proteina RpoB se refleja en una
menor inflamacion en un modelo murino (Rifat et al., 2017). Ademas, el estudio del perfil
transcripcional de una cepa de este patdgeno sensible a rifampicina y otra resistente reveld que
una gran cantidad de los genes desregulados eran genes relacionados con la virulencia (De Knegt
et al., 2013). En el caso de Staphylococcus aureus se obtuvieron resultados similares en un
modelo de bacteremia probando un mutante espontaneo resistente a rifampicina que resultd
tener una virulencia atenuada en comparacién con la cepa salvaje (Gao et al., 2013). Otros
ejemplos son Shigellay E. coli enteropatogénica, el fenotipo de resistencia a rifampicina también
se correlaciond con una menor virulencia en un modelo de virulencia en cobaya (Osada et al.,
1973). El mismo fenédmeno se observé en un modelo de virulencia murino al estudiar mutantes

espontdneos resistentes a rifampicina de Francisella tularensis (Bhatnagar et al., 1994).

Una posible explicacion de la pérdida de virulencia en los mutantes espontaneos
resistentes a rifampicina de A. baumannii podria ser que la abolicién de la motilidad provocase
una menor capacidad de invasion o también podria deberse a la desregulacion de genes

relacionados con la virulencia.
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4.3. Identificacion de nuevos genes implicados en la motilidad y la
virulencia en A. baumannii mediante el analisis del perfil
transcripcional de los mutantes espontdneos resistentes a
rifampicina con motilidad alterada

Como se ha comentado en el punto anterior, en diversos patdégenos, mutaciones
puntuales en el gen rpoB originan cambios en la expresién génica similares a los que se producen
en la respuesta astringente. Con el fin de abordar el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral, se
llevé a cabo un estudio transcripcional de los mutantes espontdneos de A. baumannii resistentes
a rifampicina con pérdida de motilidad y con virulencia atenuada (Rif?5 y Rif*8). El uso de
microarrays de cDNA y la comparacion de los datos obtenidos en los dos mutantes y en la cepa
salvaje permitieron la identificacion de genes posiblemente implicados en surface-associated

motility en este microorganismo.

Los microarrays son una herramienta util para la comparacién de la expresion génica
bajo diferentes condiciones o entre distintas cepas permitiendo conocer el transcriptoma de las
muestras de estudio. En el microarray de los mutantes espontdneos resistentes a rifampicina de
A. baumannii se examinaron 3431 secuencias de cDNA. Los resultados obtenidos se encuentran
depositados en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) bajo el nimero de acceso GSE73193. Entre las secuencias analizadas
se encontrd que 30 genes del mutante Rif?5 y 221 del mutante Rif*8 diferian mas de dos veces
en su expresion en comparacién con la cepa salvaje. De los genes del mutante Riff5, 12 de ellos
presentaban un mayor nivel de transcripcién en el mutante y 18 una menor expresién con
respecto a la cepa salvaje. En el caso del mutante Riff8, se encontraron 59 genes con mayor
expresion y 162 con menor expresidon en comparacion con la cepa salvaje. En general, la mayoria
de los genes que mostraban una expresién diferencial eran enzimas implicadas en el
metabolismo, transportadoras de membrana o reguladores transcripcionales. Ambos mutantes
presentaban 6 genes en comulUn que mostraban una disminucién de la expresioén:
AU097 RS14730, que codifica un posible componente de un transportador de taurina;
AU097_RS16805, cuyo producto es una aldheido deshidrogenasa al igual que el gen
AU097_RS17030; AU097_RS17035, que codifica una fumarilacetoacetato hidrolasa;
AU097_RS17040, cuyo producto es un hipotético transportador de membrana de tipo MFS y
AU097_RS17045 codificante de una dihidroxidcido deshidratasa (Tabla 1, Articulo 1). Para
validar los resultados obtenidos en el microarray se llevé a cabo una PCR cuantitativa en tiempo

real comprobandose que estos seis genes mostraban una disminucidn en su expresién en ambos

138


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE73193

Discusién

mutantes (Figura 4, Articulo 1). Ademads, al introducir el gen rpoB salvaje en los mutantes, se

recuperaron unos niveles de expresidn de estos genes similares a los de la cepa salvaje.

En otros microorganismos, también se ha estudiado el efecto de la presencia de
sustituciones aminoacidicas en la proteina RpoB. Por ejemplo, el estudio transcriptémico de
mutantes espontdneos resistentes a rifampicina en N. menigitidis revelé que varios genes
mostraban alteraciones en su expresion. Entre ellos se encontraban numerosos genes
relacionados con el metabolismo y otros genes que codifican reguladores transcripcionales o
genes relacionados con la divisidn celular (Neri et al., 2010). Resultados similares se obtuvieron
en M. tuberculosis, patdégeno contra el cual el uso de la rifampicina es habitual para el
tratamiento de las infecciones. En mutantes espontdneos resistentes a rifampicina de este
microrganismo se observd que genes cuyos productos participan en el metabolismo o el
transporte de moléculas a través de la membrana presentaban una mayor expresién en estos
mutantes (Bisson et al., 2012). En el caso de mutantes espontaneos resistentes a rifampicina de
S. aureus, entre los genes que mostraban variaciones en su expresion se encontraban algunos

implicados en el quorum sensing o en la biosintesis de la capsula (Gao et al., 2013).

En el microarray de los mutantes de A. baumannii con pérdida de motilidad Rif*5 y Rif?8,
entre los genes que mostraban una expresion alterada se encontraban, al igual que en los
patdgenos citados anteriormente, principalmente, genes relacionados con el metabolismo o el
transporte de membrana. Como ya se ha comentado, probablemente esto sea debido a que se
produce una desregulacion génica similar a la que sucede durante la respuesta astringente. De
esta forma, se altera la expresidn de algunos genes relacionados con la virulencia o con la

supervivencia en el hospedador que modifican la fitness de los mutantes.

Entre las secuencias de cDNA que presentaban variaciones en su patrén de expresién se
continud trabajando con 6 genes, mencionados al principio de este apartado, comunes a los dos
mutantes cuya expresion diferia en mas de dos veces con respecto a la cepa salvaje. Se
construyeron mutantes mediante disrupcion génica y se estudid tanto su patron de motilidad
como de virulencia. Los resultados indicaron que en A. baumannii parece existir una relacion
entre motilidad y virulencia, ya que la ausencia de motilidad ha resultado, en todos los casos,
siempre en una menor virulencia (Figuras 6 y 8, Articulo 1). Una explicacion a este fenémeno
podria ser que la motilidad facilita la colonizacidn del hospedador haciendo esto que las cepas
que presentan motilidad sean mas virulentas. Pese a que en A. baumannii el papel de la
motilidad como posible factor que afecta a la virulencia no esta del todo esclarecido, si se han

realizado estudios en los que se apunta a una asociacidn entre motilidad y virulencia en este
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patdgeno nosocomial. Un ejemplo de ello es el caso de un derivado de la cepa de A. baumannii
ATCC 17978 que presenta una secuencia de insercién en el gen que codifica un represor
transcripcional y muestra una mayor motilidad, asi como una mayor adherencia a células
alveolares humanas y una virulencia considerablemente mas elevada en el modelo de C. elegans
que la cepa salvaje (Eijkelkamp et al., 2013). Por otra parte, en un estudio en el que se construyd
un mutante por disrupcion génica del gen prpA, que codifica la subunidad de la pilina de un pilus
de tipo | regulado por la luz, se observé que el mutante no solamente perdia motilidad sino que,

ademas, mostraba una notable reduccién de la virulencia (Wood et al., 2018).

Otro aspecto que se evalud en este tercer objetivo es el grado de conservacién de los 6
genes desregulados comunes a los mutantes Rif?5 y Rif'8 de A. baumannii entre cepas clinicas
cuyos genomas se encuentran completamente secuenciados. La busqueda in silico de estos 6
genes indicd que todos ellos se encuentran altamente conservados en las 68 cepas de las que se
dispone de la secuencia completa de su genoma. La presencia de estos genes se detectd tanto
en cepas multirresistentes como A. baumannii ACICU y A. baumannii AYE, asi como en cepas
susceptibles a la mayoria de antimicrobianos entre las que se encuentra A. baumannii AB307-
0294. Por otro lado, se llevé a cabo la construccién de mutantes mediante disrupcién génica de
estos 6 genes en la cepa clinica A. baumannii MAR0O2, recientemente aislada en el Hospital del
Mar de Barcelona, obtenida a partir de una muestra de herida (Alvarez-Fraga et al., 2015). La
obtencidn de los mismos resultados que en la cepa A. baumannii ATCC 17978 refuerza la

importancia de estos genes en la virulencia de A. baumannii (Figura 10, Articulo 1).

Entre los genes que muestran una menor expresion en los mutantes de A. baumannii
Rif*5 y Rif'8 y que estdn implicados en motilidad y virulencia se encuentran los genes
AU097 RS16805 (que codifica una aldehido deshidrogenasa) y AU097 RS17045 (que codifica
una dihidroxidcido deshidratasa). Mediante PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR) se analizé el
entorno genético de estos genes (Figura 5, Articulo 1). El gen AU097 _RS16805 forma parte de
una unidad transcripcional monocistrénica, mientras que, el gen AU097 _RS17045 se encuentra
formando parte de una unidad transcripcional con el gen AU097 RS17050 que codifica un
regulador transcripcional, cuya inactivacion no tiene efecto en motilidad. En E. coli
enterohemorragica la deshidrogenasa de aldehidos aromaticos FeaB tiene un papel importante
en el movimiento mediante quimiotaxis hacia la norepinefrina, compuesto que actia como un
quimioatrayente (Pasupuleti et al., 2014). En el caso del patégeno de plantas P. syringae, la
inactivacién de la deshidratasa de GDP-D-manosa provoca una disminucion de la motilidad de

tipo swarming en este patdgeno (Chiku et al., 2013). Por otro lado, diversas enzimas metabdlicas
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relacionadas con la sintesis de 1,3-diaminopropano podrian estar relacionadas con surface-
associated motility, ya que este compuesto, que es la principal poliamina producida por
Acinetobacter, podria actuar como molécula sefial en este tipo de motilidad (Skiebe et al.,
2012). Por todo ello, es posible que la aldehido deshidrogenasa y la dihidroxiacido deshidratasa
participen en la modificacion de moléculas necesarias para el movimiento de tipo surface-

associated motility como podrian ser moléculas sefial, por el momento todavia desconocidas.

El gen AU0O97_RS14730, cuyo producto es un posible componente de un transportador
de taurina podria participar en el transporte de esta molécula para su posterior uso como fuente
de sulfuro por la bacteria. El andlisis mediante RT-PCR del entorno génico de este gen reveld que
es el primer componente de una unidad transcripcional formada por los genes AU097 RS14735
(que codifica la permeasa de un transportador de taurina) y AU0O97 RS14740 (que codifica una
taurina dioxigenasa) cuya inactivacion no tiene efecto en la motilidad (Figura 5, Articulo 1). La
taurina es un compuesto que tiene un papel importante en los mamiferos, participando en
procesos como la neuromodulacidn, osmorregulaciéon o la estabilizacién de la membrana. Por
ello, durante el proceso de infeccion en este patdgeno podria existir una competicion entre la
bacteria y el hospedador por este compuesto, siendo importantes las proteinas que participan
en su transporte (Vallenet et al., 2008). Ademas, en el patdgeno Vibrio cholerae se identificd un
guimiorreceptor relacionado con la respuesta a la taurina, uno de los principales constituyentes
de la bilis humana. Este tipo de receptores podrian ser importantes no Unicamente en la
quimiotaxis sino también en la virulencia de este patégeno (Nishiyama et al., 2016). En A.
baumannii este tipo de transportadores podria tener una funcidn similar, participando durante

el proceso de infeccidn en la competicidn frente al hospedador y colaborando en la patogénesis.

Por ultimo, otro de los genes que presenta una menor expresion en los mutantes Riff5
y Rif*8 y cuya disrupcidn resulté en una pérdida de motilidad y atenuacidn de la virulencia, es el
gen AU097 RS17040. El producto de este gen de A. baumannii aparece anotado como un
transportador de tipo MFS y forma parte de una unidad transcripcional junto con los genes
AU097 RS17035 (que codifica una fumarilacetoacetato hidrolasa) y AU097 RS17030 (que
codifica una aldehido deshidrogenasa) (Figura 5, Articulo 1). Los tres genes muestran una menor
expresién en los mutantes Rif®5 y Riff8 con respecto a la cepa salvaje, sin embargo, Unicamente
la inactivacion del primero de la unidad transcripcional, AU097_RS17040, mostro tener efecto
en la motilidad y virulencia, mientras que la inactivacién de los otros dos genes no mostré tener
ningun efecto. Probablemente, los genes AU097_RS17030 y AU097_ RS17035 presenten una

menor expresion por el hecho de formar parte de la misma unidad transcripcional y localizarse
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downstream al gen AU097_RS17040, por lo que la inactivacion de este ultimo no causa ningun
efecto polar. Los transportadores de tipo MFS se encuentran relacionados con la quimiotaxis,
proceso mediante el cual las bacterias se desplazan hacia quimioatrayentes o se alejan de
guimiorepelentes empleando apéndices como pili o fragelos. En el caso del patdgeno
Pseudomonas putida, el desplazamiento mediante quimiotaxis hacia el dcido aromatico 4-
hidroxibenzoato esta mediado por un transportador de tipo MFS denominado PcaK (Ditty y
Harwood, 1999). Otro papel importante de los transportadores de tipo MFS es la expulsion de
agentes antimicrobianos. En A. baumannii, los estudios referentes al papel de las bombas de
expulsién de antimicrobianos en la motilidad y virulencia son bastante limitados.
Recientemente, se descubrid que la ausencia del transportador de tipo MFS denominado AbaF,
implicado principalmente en la resistencia a fosfomicina, disminuye la virulencia de A.

baumannii en el modelo de C. elegans (Sharma et al., 2017).

En los ultimos afios, se han realizado estudios transcriptomicos en diversas especies
bacterianas con el fin de obtener datos que permitan elucidar las bases moleculares que rigen
la motilidad. En P. aeruginosa, especie filogenéticamente cercana a A. baumannii, se obtuvieron
los perfiles transcriptémicos de las poblaciones bacterianas situadas tanto en el centro como en
el extremo de las placas de motilidad y de una poblacién crecida en una placa con mayor
porcentaje de agar que impedia el desplazamiento de las bacterias. Entre los genes que
mostraban diferencias de expresidn entre las poblaciones que presentaban motilidad y las que
no, se encontraban en mayor proporcién genes que codifican factores de secrecién y enzimas

metabdlicas (Tremblay y Déziel, 2010).

Recientemente Murray y colaboradores llevaron a cabo el estudio del perfil
transcripcional de la cepa A. baumannii ATCC 17978 durante bacteremia en un modelo murino.
Los datos obtenidos revelaron que las células durante este proceso infectivo se encontraban en
un estado plancténico (Murray et al., 2017). Ademas, los genes identificados en esta Tesis
Doctoral no muestran un incremento en su expresion durante la bacteremia. Esto podria
explicarse porque las células durante este proceso no se encuentran sobre ninguna superficie,
sino que se hallan en suspensién, de manera que, en estas condiciones, serian incapaces de
desplazarse mediante surface-associated motility. Esto reforzaria la posibilidad de que los
productos de los genes AU097_RS14730, AU0O97_RS16805, AU097_RS17040 y AU097_RS17045
se encuentran implicados en este tipo de motilidad. En E. coli se llevaron a cabo estudios
similares en los que se analizaron las diferencias de expresion génica durante el movimiento de

tipo swarming, swimming y en estado planctdnico. Se observé que el perfil transcripcional era
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distinto segun el tipo de motilidad (Lippolis et al., 2016). Lo mismo sucedié al analizar el patrén
de transcripcién de células de A. baumannii sésiles (formando parte de un biofilm) vy
plancténicas. En las células que se encontraban en el biofilm destacaba la expresién de varios
genes, entre ellos, los integrantes de un operdn implicado en quorum sensing en este patdgeno

(Rumbo-Feal et al., 2013).

4.4. Caracterizacion funcional de la bomba de expulsién de tipo MFS
AbaQ, codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii

De acuerdo con el cuarto objetivo en esta Tesis Doctoral en el segundo trabajo
presentado se llevd a cabo la caracterizacién de la bomba de expulsion AbaQ (A. baumannii
Quinolone resistance transporter) codificada por el gen AU097 _RS17040 de A. baumannii, que
corresponde al gen A1S 1837/8, segun la anotacion antigua del genoma disponible en la base
de datos del NCBI (CP000521.1). La expresidn de este gen disminuye en los mutantes Rif?5 y
Rif*8 y su disrupcién resulta en una pérdida de motilidad y virulencia. Ademds, se encuentra
ampliamente distribuido entre las cepas de A. baumannii de las que se dispone la secuencia

completa de su genoma.

Las bombas de expulsién evitan la acumulacién de sustancias tdxicas en el interior
celular de una manera activa, por lo que algunas de ellas tienen un papel importante en la
resistencia a antimicrobianos. Hasta ahora, se han descrito 6 superfamilias de bombas de
expulsion: MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance Nodulation Division), MATE
(Multidrug And Toxic compound Extrusion), SMR (Small Multidrug Resistance), ABC (Adenosine
triphosphate-Binding Cassette)y PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux) (Saiery
Paulsen, 2001).

El producto del gen abaQ aparecia anotado como un hipotético transportador de tipo
MFS del cual su andlisis in silico revelé que se encuentra integrado por 12 hélices a-
transmembrana, cuyos dominios N- y C-terminal estan ubicados en el citoplasma (Figura 1,
Articulo 2). Esta estructura se corresponde con la que presentan los transportadores MFS de
tipo DHA-1, conformados por 12 en lugar de 14 hélices transmembrana como sucede en los MFS
de tipo DHA-2 (Saier y Paulsen, 2001). Esta proteina presenta un bajo porcentaje de identidad y
similitud con otras bombas de expulsidon de este tipo como por ejemplo AmvA, que confiere
resistencia a eritromicina (Rajamohan et al., 2010); TetA y TetB, relacionados con la resistencia

a tetraciclinas (Ribera et al., 2003a); o bombas de expulsion de cloranfenicol como CraA, FloR o
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CmlA (Roca et al., 2009; Hamidian et al., 2017; Leong et al., 2017) (Tabla 1, Articulo 2). Los
miembros de esta familia de bombas de expulsidon en lugar de exportar un amplio rango de

antimicrobianos suelen ser especificos de sustrato (Vila et al., 2007).

En cuanto a la caracterizacién del perfil de resistencia a antimicrobianos del mutante
obtenido mediante disrupcién génica del gen que codifica la proteina AbaQ, se ha observado
gue presenta una alteracidn en la susceptibilidad a ciertos antimicrobianos (Tabla 2, Articulo 2).
Se detectd una mayor sensibilidad del mutante, de entre 2 y 4 veces de diferencia a trimetoprim
y novobiocina, y de 8 hasta 32 veces a las quinolonas testadas (acido nalidixico, ciprofloxacina y
levofloxacina) con respecto a la cepa salvaje. En cuanto a los otros antimicrobianos testados,
entre los que se encontraban p-lactamicos, aminoglucdsidos, macrdlidos, polimixinas,
tetraciclinas, rifampicina y cloranfenicol, el mutante no mostré diferencias en comparacién con

la cepa salvaje.

En A. baumannii se han identificado miembros de otras superfamilias implicados en la
resistencia a antimicrobianos del grupo de las quinolonas. Entre ellos se encuentran integrantes
de la superfamilia RND como los transportadores AdeABC, AdeDE, AdellK o AdeFGH, aunque
estos presentan un rango mucho mas amplio de sustratos (Magnet et al., 2001; Damier-Piolle et
al., 2008; Coyne et al., 2010). También se han relacionado con resistencia a quinolonas los
transportadores AbeM, AbeM2 y AbeM4, pertenecientes a la superfamilia MATE (Eijkelkamp et
al., 2011a; Su et al., 2005). En el caso de la superfamilia SMR se demostro que el transportador
AbeS tenia un ligero efecto en la resistencia a quinolonas pese a que, principalmente, esta
implicado en la expulsion de agentes desinfectantes o antisépticos como el cloruro de
benzalconio o la acriflavina (Srinivasan et al., 2009b). En cuanto a los miembros de la
superfamilia MFS, Unicamente el transportador AmvA mostré tener un efecto modesto en el
transporte de quinolonas. El mutante defectivo en el gen amvA presenta una susceptibilidad 2
veces mayor que la cepa salvaje a la ciprofloxacina y a la norfloxacina (Rajamohan et al., 2010).
Ninguno de los dos transportadores ABC descritos, codificados por los genes A1S 0536 y
A1S 1535, ni los miembros de la superfamilia PACE se han relacionado con una mayor
resistencia a quinolonas (Hassan et al., 2018; C.-R. Lee et al., 2017; Okada et al., 2017). La bomba
de expulsidn AbaQ, es el Unico miembro de la superfamilia MFS con un papel importante en la

expulsién de antimicrobianos del grupo de las quinolonas.

Por ultimo, en este trabajo se tratd de confirmar que el mecanismo de transporte de
moléculas en AbaQ se corresponde con el descrito para las bombas de expulsién de la familia

MFS. Las bombas de expulsién pueden translocar sustancias mediante un transporte activo
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primario o secundario. Entre los transportadores que emplean un transporte activo primario
Unicamente se encuentran las ABC, que expulsan sustancias empleando la energia liberada por
la hidrdlisis del ATP. Por otro lado, entre los transportadores activos secundarios se encuentran
aquellos que acoplan el transporte con el flujo de protones como los MFS, los RND o SMR y los
que realizan un transporte por antiporte empleando sodio como los miembros de la superfamilia
MATE (Hassan et al., 2018; Saier y Paulsen, 2001). Por este motivo, se empled el inhibidor de
protones carbonil cianide 3-clorofenilhidrazona (CCCP), para confirmar si el transporte de
moléculas mediado por AbaQ es dependiente de protones. Un ejemplo, es la bomba de
expulsién de fosfomicina AbaF, la adicién de CCCP provoca que la CMI a este compuesto
disminuya considerablemente en todas las cepas clinicas en las que se ha probado (Sharma et
al., 2017). Lo mismo ocurre cuando se afiade este inhibidor en combinacidn con los sustratos
del transportador de tipo MFS AmvA, demostrandose que funciona mediante un transporte
activo de protones (Rajamohan et al., 2010). En el caso de AbaQ, se empleé como control
negativo la ampicilina ya que no se trata de un sustrato de este transportador, no observdndose
diferencias en la CMI de A. baumannii a este antimicrobiano en presencia del inhibidor. Por el
contrario, cuando se analizé la CMI a ciprofloxacina de las cepas en combinacién con el inhibidor
CCCP, se observo una disminucién de la CMI de 16 veces en las células con este transportador,
mientras que en las carentes de AbaQ, la disminucion fue de sélo 4 veces. Estos resultados
indican que AbaQ confiere resistencia a quinolonas mediante un transporte activo dependiente

de protones.

Las bombas de expulsidn muestran un papel clave en el transporte de compuestos
toxicos del interior celular al ambiente extracelular participando en el desarrollo de resistencias
a diversos agentes antimicrobianos. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha comenzado a
profundizar en el conocimiento de su funciéon en otros procesos como la patogénesis, la

comunicacion entre bacterias o la formacidn de biofilms (Piddock, 2006).

4.5. Evaluacion del papel de multiples transportadores pertenecientes a
las diferentes superfamilias de bombas de expulsiéon en la motilidad
y la virulencia de A. baumannii

Las bombas de expulsion, como ya se ha comentado anteriormente, son uno de los
mecanismos que presentan las bacterias para resistir a la accidn de los agentes antimicrobianos.

Asimismo, cada vez se encuentran mds evidencias de su participacién en la colonizacion
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bacteriana y en la supervivencia en el hospedador. Los resultados obtenidos en los apartados
anteriores revelaron que la ausencia de la bomba de expulsién de tipo MFS AbaQ repercute en
el patrén de motilidad y virulencia de A. baumannii. Por ello, en el quinto y ultimo objetivo
planteado en la presente Tesis Doctoral se traté de determinar si miembros pertenecientes a las
otras superfamilias de transportadores presentan un papel relevante en la motilidad y la
virulencia de este patdégeno nosocomial. En este ultimo trabajo (Articulo 3) se construyeron
mutantes de genes que codifican bombas de expulsion representativas de cada una de las otras
5 superfamilias (RND, MATE, SMR, ABC y PACE), se determind su patrdn de resistencia frente a

multitud de compuestos y se estudié su efecto tanto en la motilidad como en la virulencia.

Para abordar este objetivo se llevd a cabo una extensa revisidn bibliografica con el fin
de seleccionar distintos transportadores de A. baumannii pertenecientes a las diferentes
superfamilias de bombas de expulsién. Como representante de la superfamilia de
transportadores RND se selecciond el gen A1S 2736, que codifica una proteina con un
porcentaje de identidad del 99% con la permeasa AdelJ del transportador AdelJK, descrito en la
cepa A. baumannii BM4454. En esta cepa este transportador esta relacionado con la resistencia
a varios tipos de antimicrobianos como por ejemplo fluoroquinolonas, tetraciclinas o
cloranfenicol (Ruzin et al., 2007). En cuanto a la superfamilia de transportadores MATE, se
seleccioné el transportador AbeM3, descrito ya en la cepa A. baumannii ATCC 17978, codificado
por el gen A1S 3371 y no relacionado con resistencia a ningln agente antimicrobiano
(Eijkelkamp et al., 2011a). Por lo que se refiere a la superfamilia SMR, se seleccioné el gen
A1S 0710, descrito también en esta misma cepa y relacionado previamente con resistencia a
SDS y deoxicolato (Gebreyes, 2008). Referente a la superfamilia de transportadores ABC, se
escogieron los dos uUnicos miembros descritos en A. baumannii: A1S 1535, que confiere
resistencia a diversos compuestos entre los que se encuentra la gentamicina (Li et al., 2016), y
A1S 0536, relacionado con la extrusién de macrélidos (Okada et al., 2017). Debido a que en la
anotacién del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 aparecen multitud de genes
anotados como posibles componentes de transportadores ABC y ya que de esta superfamilia
Unicamente existen dos miembros caracterizados, se seleccionaron, ademas, hipotéticos genes
anotados como codificadores de permeasas integrantes de bombas de expulsion de esta
superfamilia. Los candidatos seleccionados fueron los genes A1S_0027, A1S 1057, A1S 1242y
A1S 2622. En todos los casos se confirmd que su estructura se corresponde con la de
permesasas de la superfamilia ABC mediante el analisis de su secuencia aminoacidica y de su
estructura transmembrana empleando la plataforma web Protter (http://wlab.ethz.ch/protter).

Por ultimo, de la superfamilia PACE, al tratarse de un grupo recientemente descrito y constar
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Unicamente de dos miembros caracterizados, se seleccionaron ambos, el transportador Acel
codificado por el gen A1S 2063, implicado en la expulsion de clorhexidina, y el transportador
codificado por el gen A1S 1503, que media la expulsiéon de acriflavina (Hassan et al., 20153;
Hassan, et al., 2015b). Ademas, se realizd una busqueda in silico en el genoma de la cepa A.
baumannii ATCC 17978 con el fin de encontrar posibles transportadores de esta superfamilia

pero no se identificé ninguno mas.

Posteriormente, de los genes seleccionados se construyeron mutantes usando la cepa
A. baumannii ATCC 17978 mediante disrupcion génica (Figura 1, Articulo 3) y se determing el
patrdn de resistencia de todos ellos (Tabla 3, Articulo 3). En el caso de los mutantes de bombas
de expulsidn ya descritas por otros autores se confirmd su patrén de resistencia y se estudio el
perfil de resistencia a otros sustratos, mientras que de los mutantes de las hipotéticas bombas

de expulsion se caracterizé su susceptibilidad frente a distintos compuestos.

En cuanto al mutante que presenta inactivado el gen A1S 2736, que codifica la
permeasa de una bomba de expulsion RND, este mostrd ser susceptible a un amplio rango de
compuestos como las tetraciclinas o las quinolonas, asi como al detergente SDS al igual que el
mutante del gen adeJ que codifica la proteina homéloga en la cepa A. baumannii BM4454 (Ruzin
et al., 2007). Ademas, el mutante A1S 2736 muestra también una mayor susceptibilidad a
compuestos no probados anteriormente como el deoxicolato. El hecho de que las bombas de
expulsion de la superfamilia RND presenten una diversa variedad de sustratos es una
caracteristica comun entre los miembros de este grupo, como por ejemplo el sistema AcrAB-

TolC de E. coli o el sistema MexEF-OprN de P. aeruginosa (Du et al., 2014; Koéhler et al., 1997).

Referente a la superfamilia MATE, la inactivacion del gen A1S_3371, que codifica la
proteina AbeM3, resultd en una ligera mayor susceptibilidad a tetraciclina en el mutante con
respecto a la cepa salvaje. Sin embargo, previamente esta proteina no habia sido relacionada
con la expulsién de ninguno de los compuestos analizados entre los que se encontraba este
agente antimicrobiano (Eijkelkamp et al., 2011a). Este hecho podria explicarse ya que en los
estudios previos, la proteina AbeM3 se habia expresado en E. coli pero no se habia analizado el
efecto de su inactivacidon en A. baumannii. Tal vez, al haber Unicamente una ligera diferencia en
la susceptibilidad a tetraciclina no se haya podido detectar en E. coli, pero si mediante la

construccion del mutante directamente en A. baumannii.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la determinacién del perfil de resistencias del

mutante del gen A1S_0710, que codifica una proteina de la superfamilia SMR coinciden con lo
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ya descrito por Gebreyes y colaboradores en cuanto a su implicacidn en la resistencia a SDS y
deoxicolato (Gebreyes, 2008). Ademds, en el presente trabajo se estudiaron diversos
antimicrobianos y el mutante A1S 0710 también ha mostrado mayor susceptibilidad a
quinolonas, tetraciclinas y trimetoprim. En A. baumannii existe otro miembro de esta
superfamilia descrito, AbeS, que confiere resistencia a diversos antimicrobianos entre los que se
encuentran también las quinolonas y detergentes o desinfectantes como el SDS o el deoxicolato
(Srinivasan et al., 2009b). En otros patdgenos algunas bombas de expulsién de la superfamilia
SMR han sido relacionadas igualmente con la resistencia a desinfectantes y antisépticos como

es el caso de las proteinas codificadas por los genes gac en S. aureus (Costa et al., 2013).

En cuanto a la inactivacién de los genes que codifican permeasas ya descritas de la
superfamilia ABC, se observa una mayor susceptibilidad a eritromicina, en el caso del mutante
A1S 0536,y agentamicinay a cloranfenicol, en el caso del mutante A1S 1535, coincidiendo con
lo ya descrito por otros autores (Li et al., 2016; Okada et al., 2017). Ademads, se determind la
susceptibilidad a diversos compuestos de los mutantes de los genes A1S 0027, A1S 1057,
A1S 1242 y A1S 2622 anotados en el genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 como
hipotéticos transportadores ABC. Los mutantes A1S 0027 y A1S 1057 no presentaron
diferencias con respecto a la cepa salvaje, por lo que es necesario llevar a cabo mas estudios
para determinar su funcidén. En cuanto a los mutantes de los genes A1S 1242 y A1S 2622, se
observaron modestas diferencias en la susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos (Tabla
3, Articulo 3). Existen pocos miembros de la superfamilia ABC que sean considerados
clinicamente relevantes en bacterias MDR (Piddock, 2006). Sin embargo, si existen algunos
transportadores ABC implicados en la adquisicion de resistencias. Un ejemplo de ello es la
bomba de expulsidon de macrélidos denominada MacAB presente en diversas bacterias como E.
coli, Salmonella enterica o Neisseria gonorrhoeae, homéloga a la proteina codificada por el gen
A1S 0536 en A. baumannii (Kobayashi et al., 2001; Rouquette-Loughli et al., 2005; Bogomolnaya
etal., 2013).

Por ultimo, referente a la superfamilia PACE, los mutantes de los genes A1S 1503 y
A1S 2063 mostraron una mayor sensibilidad a acriflavina y clorhexidina respectivamente, como
ya habian descrito Hassan y colaboradores (Hassan et al., 2015a; Hassan, et al., 2015b). Ademas,
el mutante del gen A1S_ 1503 mostrd ser ligeramente mas susceptible a los antimicrobianos
meropenem, amikacina y minociclina. Esta superfamilia, identificada por primera vez en A.
baumannii, ha sido descubierta muy recientemente y a pesar de lo poco que se sabe sobre ella,

parece claro que estd implicada en el transporte de agentes biocidas (Hassan et al., 2018).
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En A. baumannii, como ya se ha comentado con anterioridad, la determinacién del papel
de las bombas de expulsién en la motilidad y la virulencia es un aspecto poco estudiado
existiendo escasos estudios sobre ello. Por este motivo y debido a que en los apartados
anteriores se observd que un mutante de un transportador MFS perdia motilidad y virulencia,
para llevar a cabo el quinto objetivo de la presente Tesis Doctoral se determind el perfil de
motilidad y virulencia de cada uno de los mutantes de miembros de las otras superfamilias de
bombas de expulsién. Ademas, con el fin de descartar posibles efectos de diferencias en el
crecimiento en el perfil de motilidad y virulencia se realizaron curvas de crecimiento de todos
los mutantes observandose que no existen diferencias entre los distintos mutantes y la cepa

salvaje (Figura 2, Articulo 3).

En cuanto al mutante del gen A1S 2736 (RND) se observd que este presenta una
motilidad reducida y una virulencia atenuada en comparacién con la cepa salvaje (Figuras 3y 6
del Articulo 3). Muy recientemente, Knight y colaboradores han relacionado la inactivacion del
gen que codifica la permeasa Adel, con un 99% de identidad con la codificada por el gen
A1S 2736, con una menor motilidad en la cepa M2 de A. baumannii, que en los ultimos afios ha
sido reclasificada como A. nosocomialis, coincidiendo esto con los resultados obtenidos en la
presente Tesis (Knight DB et al., 2018). En la cepa A. baumannii AB5075, los mutantes de los
genes arpA y arpB que codifican los componentes de un transportador de tipo RND presentan
una virulencia atenuada en el modelo de Galleria mellonella (Tipton et al., 2017). Paralelamente,
en otros estudios realizados con la cepa A. baumannii ATCC 17978 se comprobd que la delecidn
del gen A1S 0114, situado en el mismo operdn que el gen Al1S 0116 que codifica un
transportador RND posiblemente implicado en la secrecion de un lipopéptido, resulta en una
reduccion de la motilidad y de la virulencia (Rumbo-Feal et al., 2017). Asimismo, la ausencia del
sistema de dos componentes AdeRS, relacionado con la regulacién de la bomba de expulsion de
tipo RND AdeABC, se traduce en una disminucién de la motilidad, aunque no de la virulencia en
esta misma cepa (De Silva y Kumar, 2018). En otros estudios si que se ha observado que
alteraciones en la expresion de esta bomba de expulsidon provocan cambios en la virulencia. Por
ejemplo, la sobreexpresion de AdeABC repercute en un incremento en la virulencia de A.
baumannii en un modelo murino (Yoon et al., 2016). En otras especies clinicas relevantes como
Acinetobacter nosocomialis también se ha relacionado la desregulacién de bombas de expulsion
con alteraciones en la motilidad y la virulencia. Recientemente, en esta especie se relaciond la
delecion del represor de la bomba de expulsién AcrAB (AcrR) con una mayor motilidad y
virulencia en el mutante, indicando que esta bomba de expulsion esta relacionada con ambos

fendmenos (Subhadra et al., 2018). En otros patdgenos, existen varios estudios en los que se
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relacionan bombas de expulsién de la superfamilia RND con la motilidad y la virulencia. Un
ejemplo de ello es el transportador MexEF-OprN de P. aeruginosa, que ha sido relacionado con
el quorum sensing, ya que esta implicado en el transporte de una molécula sefial que facilita
este fendmeno en esta bacteria oportunista. Su inactivacién provoca una disminucién de la
motilidad de tipo swarming, una menor capacidad en la formacién de biofilms y un descenso en
la produccién de factores de virulencia como la piocianina (Lamarche y Déziel, 2011). Ademas,
en el caso del patégeno oportunista Stenotrophomonas maltophilia la ausencia de SmeYZ, una
bomba de expulsidn de tipo RND, provoca un incremento de la susceptibilidad al suero humano
y a los neutréfilos, asi como una disminucién de su virulencia en un modelo murino. También,
se ha observado que el mutante smeYZ es incapaz de desplazarse mediante movimiento de tipo
swimming y, mediante microscopia, se ha detectado la ausencia de flagelos en las células
mutantes (Lin et al., 2015). En el patdgeno respiratorio Klebsiella pneumoniae, otro ejemplo de
un transportador RND que participa en la virulencia es AcrAB: en un modelo murino el mutante
defectivo de este transportador posee una menor capacidad de infeccién (Padilla et al., 2010).
Un homodlogo al sistema AcrAB-TolC también ha sido identificado en otro patégeno del grupo
ESKAPE: Enterobacter cloacae. Esta bomba de expulsién estd implicada en la adaptacion al
ambiente, en la fitness y en la virulencia (Pérez et al., 2012). De manera similar, en otros
patégenos como la espiroqueta Borrelia burgdorferi (Bunikis et al., 2008), la enterobacteria S.
enterica (Nishino et al., 2006), el agente causal del célera V. cholerae (Bina et al., 2008a), el
agente zoonoético F. tularensis (Bina et al., 2008b) y el patégeno de plantas Erwinia amylovora
(Burse et al., 2004) se ha demostrado que determinadas bombas de expulsién de la superfamilia

RND participan en la virulencia.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo también indicaron que tanto el
mutante A1S 3371 (MATE) como el mutante A1S 0710 (SMR) muestran una disminucién de la
motilidad y la virulencia (Véanse Figuras 3 y 6 del Articulo 3). Referente a la superfamilia MATE,
la ausencia de la bomba de expulsion de este grupo denominada DinF de Ralstonia
solanacearum provoca una disminucion de la virulencia en plantas de tomate (Brown et al.,
2007). En el caso de la superfamilia SMR se ha relacionado la bomba de expulsién KpnEF de K.
pneumoniae con la sintesis de la cdpsula sugiriendo que podria tener una participacion en la

virulencia (Srinivasan y Rajamohan, 2013).

Ademas, en este trabajo se han estudiado diversos miembros de la superfamilia ABC en
cuanto a su perfil de motilidad y virulencia. En los mutantes de los genes A1S 0536 y A1S 1535,

que codifican las dos Unicas permeasas de la superfamilia ABC descritas, no se detectaron
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cambios ni en la motilidad ni en la virulencia. Lo mismo sucedié en los mutantes de los otros dos
genes que codifican componentes de transportadores ABC estudiados en este trabajo
(A1S_0027 y A1S_1057), estos presentan una motilidad y virulencia similares a la cepa salvaje.
Sin embargo, si que se observd una reducciéon de la motilidad y una atenuacién de la virulencia
en los mutantes de genes que codifican hipotéticas permeasas de la superfamilia ABCA1S 1242
y A1S 2622 (Figuras 4 y 6, Articulo 3). En otros patdgenos existen algunos ejemplos de bombas
pertenecientes a esta superfamilia que se han relacionado con la virulencia. En el caso de S.
enterica la ausencia de la bomba de expulsién de tipo ABC MacAB provoca una notable
disminucién de la virulencia en un modelo murino (Bogomolnaya et al., 2013). Lo mismo sucede
en Yersinia pseudotuberculosis en el que la ausencia de MrtAB, un transportador ABC, repercute
en un descenso de la virulencia de este patégeno (Crimmins et al., 2012). En Brucella melitensis
otro transportador miembro de esta superfamilia, YejABEF, también esta relacionado con la
supervivencia de este patdgeno en los macréfagos y con su capacidad de invasion (Wang et al.,
2016). En Xanthomonas citri, la bomba de expulsidon de la superfamilia ABC Ssu, implicada en el
transporte de sulfonatos alifaticos también presenta un papel importante en la virulencia de

este fitopatdgeno (Téfoli De Aradjo et al., 2013).

Por ultimo, en relaciéon a los mutantes de los genes A1S 1503y A1S 2063, que codifican
bombas de expulsién de la superfamilia PACE, estos no muestran alteraciones en su motilidad
y, ademas, su virulencia tampoco muestra cambios con respecto a la cepa salvaje (Véanse
Figuras 5y 6 del Articulo 3). En cuanto a esta recientemente descubierta superfamilia de la que
Unicamente se han descrito la proteina Acel de A. baumannii'y la codificada por el gen A1S_1503
de esta misma especie, su implicacion en la virulencia no habia sido estudiada previamente en
ningun microorganismo. En diversas especies patdgenas se han identificado en su genoma genes
homdlogos a acel, ademas, en el caso de P. aeruginosa o Burkholderia cenocepacia tras tratar
las células con clorhexidina aumenta su expresiéon (Hassan et al., 2018). El alto grado de
conservacion de la proteina Acel entre bacterias patégenas podria indicar que no solo participa

en la resistencia, sino que podria estar también implicada en otros procesos fisioldgicos.

Pese a que existen evidencias de que algunas bombas de expulsién tienen un papel
importante en la virulencia, los mecanismos que rigen este proceso no estan esclarecidos del
todo. Una de las posibles explicaciones a este fendmeno podria ser que estas proteinas
contribuyen de manera activa al proceso de infeccidon, por ejemplo, mediante la extrusion o la
produccién de factores de virulencia como ocurre en V. cholerae. En este patégeno la ausencia

del transportador de tipo RND, VexB, afecta a la produccion de la toxina del célera (Bina et al.,
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2008a). Un caso similar es el transportador de la superfamilia ABC MacAB en E. coli, el cual
participa en la secrecidon de la toxina termoestable Il (Yamanaka et al., 2008). En este
microorganismo la bomba de expulsion de tipo MFS EntS es necesaria junto a ciertos
transportadores RND para exportar el sideroforo enterobactina (Horiyama y Nishino, 2014).
Ademas, en E. coli, el transportador ClbM, perteneciente a la superfamilia MATE, participa en el
transporte de la molécula precursora de la toxina colibactina (Mousa et al., 2016). También es
posible que este tipo de transportadores puedan estar implicados en la expulsién de moléculas
antimicrobianas derivadas del hospedador y en la proteccién frente al ataque de este
(Coudeyras et al., 2008). Un ejemplo de ello es la bomba de expulsion de tipo MFS FarAB de N.
gonorrhoeae que permite la supervivencia de este patdgeno a los acidos grasos de cadena larga
(Lee y Shafer, 1999). En bacterias que colonizan el tracto intestinal como E. coli o Campylobacter
jejuni también se han descrito transportadores de la superfamilia RND como AcrAB o CmeABC,
respectivamente, que participan en la expulsiéon de bilis, facilitando su supervivencia en este
entorno (Ma et al., 1995; Lin et al., 2002). Por ultimo, la implicacion de las bombas de expulsion
en la virulencia podria ser debida a la translocacién de determinadas moléculas que modulan la
fisiologia de la bacteria, tal y como sucede en el caso del transportador de la superfamilia RND

MexEF-OprN, que participa en el guorum sensing en P. aeruginosa (Lamarche y Déziel, 2011).

En el caso de las bombas de expulsion de A. baumannii con efecto en motilidad y
virulencia estudiadas en este quinto objetivo, una posible explicacién es que tuvieran un papel
similar al de MexEF-OprN en Pseudomonas, ya que su disrupcion tiene efectos tanto en la
motilidad como en la virulencia. Una hipotética funcién de estas proteinas podria ser la
translocacion de surfactantes o moléculas relacionadas con la motilidad de tipo surface-
associated motility, como por ejemplo el 1,3-diaminopropano, que se ha relacionado con este
tipo de motilidad (Skiebe et al., 2012). Asimismo, también cabe la posibilidad de que estos
transportadores estén implicados en la expulsion de moléculas sefal que participan en el
quorum sensing. En A. baumannii, alteraciones en este fendmeno provocan un efecto en la
motilidad. Por ejemplo, se ha observado que la adicion de moléculas sefial acil-homoserin
lactonas no nativas favorece el ensamblaje de los pili y por tanto, incrementa la motilidad de
tipo twitching (Luo et al., 2015). Asimismo, la inhibicion de estas moléculas sefial mediante la
adicion de determinados acidos grasos como el palmitoleico y el miristoleico resulta en una
reduccion de la motilidad en este patdégeno nosocomial (Nicol et al., 2018). En el caso de las
bombas de expulsidn, su ausencia podria provocar una reduccién de la motilidad debido a
cambios en la translocacién de moléculas sefial y, por tanto, una menor capacidad de

colonizacion de hospedador, traduciéndose esto en una menor virulencia.
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Asi pues, es necesario destacar que las bombas de expulsién no sélo presentan un papel
clave en la resistencia a agentes antimicrobianos, sino que algunas de ellas participan de manera
bien directa o indirecta en la virulencia bacteriana. Por tanto, el desarrollo de inhibidores de las
bombas de expulsidon representa una importante area de investigacion, tanto para restaurar la
susceptibilidad de las cepas multirresistentes a ciertos antimicrobianos, como para reducir la
habilidad de las bacterias de colonizar y sobrevivir en el hospedador. En los Ultimos afios, se han
llevado a cabo diversos estudios en busca de compuestos no téxicos que actuen como
inhibidores de estas proteinas en diversas bacterias como P. aeruginosa (Lomovskaya et al.,
2001), S. aureus (Kalia et al., 2012), Enterobacter aerogenes o K. pneumoniae, entre otras

(Chevalier et al., 2004) mostrando resultados prometedores.
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Conclusiones

5. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir

qgue en A. baumannii:

1. Las sustituciones aminoacidicas GIn522—>Lys y Ser540—>Tyr en la subunidad B de la RNA
polimerasa (RpoB), ademas de conferir resistencia a rifampicina, provocan una
disminucién de la motilidad de tipo surface-associated motility junto con una
atenuacion de la virulencia en mutantes espontaneos resistentes a rifampicina debido

a cambios en sus perfiles transcripcionales.

2. La inactivacién de los genes que codifican las enzimas metabdlicas aldheido
deshidrogenasa (RS16805) y dihidroxidcido deshidratasa (RS17045), asi como el
hipotético transportador de taurina (RS14730) y el hipotético transportador de
membrana de tipo MFS (RS17040) provoca una disminucion de la motilidad de tipo

surface-associated motility y una atenuacion de la virulencia.

3. La proteina AbaQ (A. baumannii Quinolone resistance transporter) perteneciente a la
superfamilia MFS, codificada por el gen AU097 RS17040, no solo se encuentra
relacionada con surface-associated motility y virulencia en A. baumannii, sino que
ademas esta implicada en la resistencia a ciprofloxacina, acido nalidixico, levofloxacina,

trimetoprim y novobiocina.

4. Lainactivacion de los genes que codifican los componentes de las bombas de expulsion
pertenecientes a las superfamilias RND (A1S_2736), MATE (A1S_3371), SMR (A1S_0710)
y ABC (A1S 1242 y A1S 2622) provoca una disminucion de la motilidad de tipo surface-

associated motility y una atenuacion de la virulencia.

5. Las permeasas de bombas de expulsidn pertenecientes a la superfamilia ABC codificadas
por los genes A1S 0027, A1S 0536, A1S 1057 y A1S 1535 asi como los miembros de la
superfamilia PACE A1S 1503 y A1S 2063 no se encuentran implicados ni en la motilidad

de tipo surface-associated motility ni en virulencia.
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Acinefobacter baumannii, a worldwide emerging nosocomial pathogen, acquires antimicrobial resistances in response to DNA-
damaging agents, which increase the expression of multiple error-prone DNA polymerase components. Here we show that the
aminocoumarin novobiocin, which inhibits the DNA damage response in Gram-positive bacteria, also inhibits the expression of
error-prone DNA polymerases in this Gram-negative multidrug-resistant pathogen and, consequently, its potential acquisition
of antimicrobial resistance through DNA damage-induced mutagenesis.

A cinetobacter baumannii is a highly effective human colonizer
in hospital settings worldwide. Its ability to acquire resistance
to several extensively used antimicrobials has resulted in its emer-
gence as a problematic nosocomial pathogen (1). As in other bac-
teria, A. baumannii achieves resistance against certain antimicro-
bials through single mutations in the corresponding target genes
(i.e., point mutations in the rpoB gene can generate resistance to
rifampin [2]). In previous works, we demonstrated that this bac-
terium contains multiple components of error-prone DNA poly-
merases, whose induction after DNA damage leads to the intro-
duction of point mutations in the bacterial genome, including
those conferring antibiotic resistance (3, 4).

Topoisomerase enzymes maintain the topological state of
DNA and are critical regulators of protein translation and cell
replication. Specifically, DNA gyrase (a type Il topoisomerase)
catalyzes the removal of the torsional stress that accumulates in
bacterial chromosomes at sites preceding replication forks and
transcriptional complexes by forming double-stranded breaks in
the DNA (5). The formation of these double-stranded breaks and,
therefore, of single-stranded DNA activates the bacterial SOS re-
sponse, which results in mutagenic repair through the expression
of mutagenic genes, especially those encoding error-prone DNA
polymerases. This response guarantees DNA repair and cell sur-
vival but also results in some mutations that are able to confer
antimicrobial resistance (2, 6). In Escherichia coli and other bacte-
ria, the DNA damage response is regulated by the LexA repressor.
However, A. baumannii lacks the LexA repressor, and the error-
prone DNA polymerase (UmuDAD) carries out its functional role
(3, 4). Thus, the induction of this DNA repair response in A.
baumannii also results in the introduction of point mutations,
including those conferring antibiotic resistance.

DNA gyrase inhibitors such as quinolones take advantage of
the potential of topoisomerases to fragment the genome and
thereby cause cell death. These drugs bind noncovalently at the
enzyme-DNA interface in the cleavage-ligation active site to block
ligation (5). Further, because quinolones also cause SOS induc-
tion, they ultimately promote antimicrobial resistance. Thus, one
approach to combat the increasing prevalence of antimicrobial-
resistant infections is to prevent SOS activation. Antimicrobials
such as novobiocin interfere with the ATPase activity of DNA
gyrase, such that chromosomal integrity is maintained, and the
DNA repair/replication processes initiated by double-strand
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breaks are inhibited. Indeed, novobiocin was recently shown to be
an effective inhibitor of the SOS response in Staphylococcus aureis
(7). However, while the inhibition of DNA-damage-induced mu-
tagenesis by novobiocin is well established in Gram-positive bac-
teria, whether this aminocoumarin also inhibits the mutagenic
repair system of Gram-negative pathogens such as A. baumannii
has yet to be determined. Therefore, in this study, we examined
the effects of novobiocin on this microorganism and, specifically,
on the expression of genes encoding error-prone DNA poly-
merases and on DNA-damage-induced mutagenesis.

In this work, A. baumannii strain ATCC 17978 was used as the
reference strain. The MICs of this strain for the antimicrobials
used (ciprofloxacin, tetracycline, and novobiocin) were 0.25, 6,
and 10 mg/liter, respectively, and were determined by broth mi-
crodilution. However, in all cases, we used the maximal antimi-
crobial concentration that produced no more than a 50% reduc-
tion in A. baumannii viability after 2 h of treatment (MC2h):
0.0625 mg/liter ciprofloxacin and 1.5 mg/liter tetracycline and
novobiocin (8). UV treatments were performed as previously de-
scribed (4). After irradiation of the samples (except the negative
controls}), the cultures were centrifuged, and the cells in the pellets
were resuspended in 20 ml of LB broth with or without the MC2h
of novobiocin and were incubated for 2 h in the dark to prevent
photoreactivation of pyrimidine dimers. Ten milliliters of each
culture was used for RNA extraction in order to determine the
expression of genes belonging to the UmuDAD regulon of A. bau-
mannii as previously described (3, 8). The relative mRNA concen-
trations of the studied genes were determined according to a stan-
dard curve generated by amplifying an internal fragment of the
rpoB gene, which is not induced with any of the treatments used in
this study (3, 9). The remaining 10 ml was washed twice and centri-
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FIG 1 (A) Expression of genes encoding components of error-prone DNA polymerase Vin cultures of A, baumannii strain ATCC 17978 treated with novobiodn
(N), UV irradiation (UV), or novobiocin after UV irradiation (UV+N) compared to expression in nontreated cultures (negative controls). Error bars represent
the standard deviations of the means from at least two independent experiments, each carried out in duplicate. A value of =2 (black arrow) was considered to
indicate induction. (B) Frequency of the occurrence of rifampin resistance mutants in A, baumannii strain ATCC 17978 cultures treated with UV irradiation,
novobiocin, or nevobiocin after UV irradiation. C—, negative control. Error bars represent the standard deviations of the means of the results of at least three
independently tested cultures. The data were analyzed using a two-tailed, one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test for post hoc multiple
group comparisons. %, P << 0.01 compared to nontreated A. baumannii strain ATCC 17978 (C—).

fuged again. The cells in the pellets were resuspended with fresh LB vobiocin, whether UV-irradiated or not, there was no significant dif-

broth and were incubated for 24 h, after which the frequency of mu-
tagenesis was evaluated as previously described (8). The results ob-
tained showed that, after UV irradiation, all of the studied genes en-
coding components of the error-prone DNA polymerase V of A.
baumannii were induced (Fig. 1A), as similarly reported by Norton
etal. (2). However, in UV-irradiated and nonirradiated cultures, the
expression of these genes was lower in those treated with novobiocin
(Fig. 1A). In contrast, none of the treatments had any effect on the
expression of the negative-control gene dinB (data not shown), which
is not inducible after DNA damage in A. baumannii (2). Expression
ofthe genes encoding the DNA polymerase V components correlated
clearly with the frequency of the occurrence of rifimpin resistance
mutants (Fig. 1B). Thus, the frequency of mutagenesis was higher
only in the UV-irradiated cultures, whereas in those treated with no-
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ference compared to the negative control (Fig. 1B).

In recent work, we showed that ciprofloxacin and tetracy-
cline induce SOS-mediated mutagenesis in A. baumannii (8).
To determine whether novobiocin reduces the SOS response
induced under these conditions, we analyzed its effect on the
expression of wmuDC genes and on the frequency of mutagen-
esis in A. baumannii treated with either ciprofloxacin or tetracy-
cline. DNA damage mutagenesis was induced with the MC2h of
either ciprofloxacin or tetracycline (8). The antimicrobial treat-
ments, the gene expression determination, and the mutagenesis
assays were performed as previously described (8) in the presence
or absence of the corresponding antimicrobials with or without
the MC2h of novobiocin for 2 h. Data obtained showed that after
2 h, in the presence or absence of novobiocin, gene expression
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FIG 2 (A) Expression of genes encoding components of error-prone DNA polymerase V in cultures of A, baumannii strain ATCC 17978 treated with novobiodn
(N), ciprofloxacin (CIP), ciprofloxacin plus novobiodn (CIP+N), tetracycline (TET), or tetracycline plus novobiodn (TET+N) compared to expression
in nontreated cultures (negative controls). Error bars represent the standard deviations of the means from at least two independent experiments, each carried out
induplicate. A value of =2 (black arrow) was considered to indicate induction. (B) Frequency of the occurrence of rifampin resistance mutants in A. baumannii
strain ATCC 17978 cultures treated with novobiocin, ciprofloxacin, tetracycline, ciprofloxacin plus novobiocin, or tetracydine plus novobiocin, C—, negative
control. Error bars represent the standard deviations of the means of the results of at least three independently tested cultures. The data were analyzed by a
two-tailed, one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test for post hoc multiple group comparisens. *, P << 0.01 compared to nontreated A.
bawmannii strain ATCC 17978 (C—).
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(Fig. 2A) and mutagenesis (Fig. 2B) shared the same behavior
when ciprofloxacin or tetracycline was used instead of UV irradi-
ation as the DNA damage inducer.

In A. baumannii, DNA damage induces error-prone repair
mechanisms, leading to mutations that confer antimicrobial resis-
tance (2). Our results clearly show that, in the presence of novo-
biocin, expression of genes encoding mutagenic DNA poly-
merases is not induced, and, consequently, there is no increase in
the mutagenesis frequency rates even in the presence of direct (UV
irradiation and ciprofloxacin) or indirect (tetracycline) mediated
DNA damage inducers. The recognition and removal of DNA
damage may require unwinding the DNA by DNA gyrase, which is
the target of novobiocin. Therefore, a possible mechanism under-
lying the observed effects due to novobiocin activity may be a
reduction in the generation of single-strand DNA regions and in the
number of DNA strand breaks made during the excision repair pro-
cess, of which DNA gyrase (the novobiocin target) is an essential
component (10). In conclusion, our data show that aminocoumarins
such as novobiocin may reduce the risk of resistance development
through error-prone DNA polymerase induction, thereby offering
new perspectives in anti-infective therapy not only against Gram-
positive but also against Gram-negative pathogens.
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