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1. RESUMEN

A. baumannii es el microorganismo oportunista mas conocido dentro del género
Acinetobacter y esta considerado como uno de los microorganismos mas peligrosos
dentro del ambiente hospitalario. Las infecciones y brotes nosocomiales causadas por este
patdégeno nosocomial se han incrementado notablemente en los Gltimos afios debido a su
capacidad para sobrevivir y propagarse rapidamente por el ambiente hospitalario. Su
elevada plasticidad genética le permite desarrollar de forma rapida mecanismos de
resistencia, lo cual favorece la aparicion de cepas multirresistentes a diversas clases de
antibioticos. En el presente trabajo se evalGa el papel que desempefian los genes
implicados en la ruta de sintesis del sideréforo acinetobactina en la patogénesis de A.
baumannii. La acinetobactina es el principal sistema de captacion de hierro presente en
esta especie y, ademas, factor clave en el establecimiento de la infeccion bacteriana y
generacion de dafio celular. Para estudiar la relevancia de estos genes se construyeron
cepas mutantes derivadas de la cepa ATCC 17978 que fueron posteriormente analizadas

en diferentes ensayos in vitro e in vivo.
2. RESUMO

A. baumannii é o microorganismo oportunista mais cofiecido dentro do xénero
Acinetobacter e considerado como un dos microorganismos mais perigosos dentro do
ambiente hospitalario. As infeccions e brotes nosocomiais causadas por este patdxeno
nosocomial incrementaronse notablemente nos tltimos anos debido & sua capacidade para
sobrevivir e propagarse rapidamente polo ambiente hospitalario. A sua elevada
plasticidade xenética permitelle desenvolver de forma rapida mecanismos de resistencia,
0 que favorece a aparicion de cepas multirresistentes a diversas clases de antibioticos. No
presente traballo evalGase o papel que desempefian os xenes implicados na ruta de sintesis
do sideroforo acinetobactina na patoxénesis de A. baumannii. A acinetobactina é o
principal sistema de captacion de ferro presente nesta especie e, ademais, factor clave no
establecemento da infeccion bacteriana e xeracion de dano celular. Para estudar a
relevancia destes xenes construironse cepas mutantes derivadas da cepa ATCC 17978 que

foron posteriormente analizadas en diferentes ensaios in vitro e in vivo.



3. ABSTRACT

A. baumannii is the most well-known opportunistic microorganism within the genus
Acinetobacter and considered one of the most dangerous microorganisms within the
hospital environment. Infections and nosocomial outbreaks caused by this nosocomial
pathogen have increased markedly in recent years due to their ability to survive and
spread rapidly through the hospital environment. Its high genetic plasticity allows it to
develop rapid mechanisms of resistance, which favors the appearance of multiresistant
strains to a variety of classes of antibiotics. In the present work the role played by the
genes involved in the pathway of synthesis of the siderophore acinetobactin in the
pathogenesis of A. baumannii is evaluated. Acinetobactin is the main iron uptake system
present in this species and, furthermore, a key factor in the establishment of bacterial
infection and generation of cell damage. To study the relevance of these genes, mutant
strains derived from the strain ATCC 17978 were constructed and subsequently analyzed

in different in vitro and in vivo assays.
4. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas representan un grave problema a nivel sanitario
especialmente debido a que originan elevadas tasas de morbilidad y mortalidad, asi como

importantes costes econdmicos para el sistema sanitario.

El descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming marcé un antes y un
después en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Desde entonces se han
desarrollado nuevas familias de antibidticos que han conseguido disminuir la morbilidad
y mortalidad causada por infecciones bacterianas, aunque, en las tltimas décadas, el ritmo
de desarrollo de estas moléculas se ha ralentizado. Debido a su elevada plasticidad
genética, las bacterias han adquirido resistencias a la mayor parte de antibidticos.
Ademas, han aparecido cepas multirresistentes o MDR (resistentes a dos o mas familias
de antibioticos), lo cual supone un grave problema de salud publica actualmente (Torres,
2012). Por este motivo es necesario buscar nuevas dianas terapéuticas que permitan

disefiar alternativas para combatir los microorganismos multirresistentes.

Los pacientes de las unidades de cuidados intensivos (UCI) son los més susceptibles a

este tipo de infecciones y proporcionan un nicho para los microorganismos oportunistas.



Estos resultan inofensivos en el caso de personas sanas, pero pueden propagarse de forma
epidémica entre los pacientes. Ademas, su erradicacion del entorno hospitalario requiere
medidas especificas como pueden ser el aislamiento de los pacientes y el cierre temporal

o reconstruccion de las salas (Dijkshoorn y col., 2007).
4.1. El género Acinetobacter spp.

4.1.1. Caracteres taxonomicos

La historia del género Acinetobacter se remonta a comienzos del siglo XX con el
descubrimiento del microorganismo Micrococcus calcoaceticus. En 1954, Brisou y
Prevot propusieron la designacion actual del género Acinetobacter con el fin de separar
los microorganismos moviles de los inmoviles, aunque no fue hasta 1968 cuando esta
designacion empezo a ser ampliamente aceptada. El género Acinetobacter fue reconocido
oficialmente en 1971 por el “Subcomité sobre la taxonomia de Moraxella y bacterias
relacionadas” (Lessel, 1971). En 1991 se propuso clasificar a los miembros del género
Acinetobacter en la nueva familia Moraxellaceae, dentro del orden
Gammaproteobacteria, que incluye géneros como Moraxella, Acinetobacter,
Psychrobacter y organismos relacionados (Rossau y col., 1991). El género Acinetobacter
engloba 73 especies, de las cuales 58 estan validadas

(https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, ultimo acceso Junio del 2018).

En la actualidad, dentro del género Acinetobacter se incluyen las especies: A.
calcoaceticus, A. baumannii, A. pitti (antiguamente conocida como Acinetobacter especie
genomica 3), 4. nosocomialis (antiguamente conocida como Acinetobacter especie
gendmica 13 TU), A. seifertii y A. dijkshoorniae. Estan altamente relacionadas entre si y
son dificiles de distinguir a nivel fenotipico, por lo cual se ha propuesto incluir a estas
especies dentro del denominado complejo 4. calcoaceticus-A.baumannii (ACB). Este
grupo representa las cepas de Acinetobacter que frecuentemente estan relacionadas con
infecciones humanas y brotes hospitalarios, pero también incluye a la especie tipicamente

ambiental 4. calcoaceticus (Peleg y col., 2008).
4.1.2. Identificacion de especies

El género Acinetobacter comprende un grupo heterogéneo de microorganismos Gram-
negativos, aerobios estrictos, catalasa positivos, oxidasa negativos, no flagelados, no



fermentadores y con un contenido de guanina y citosina en su ADN de entre el 39% y el
47%.

Las especies que componen el género crecen bien en medios de cultivo solidos utilizados
de forma rutinaria en el laboratorio, en condiciones de aerobiosis y a una temperatura de
incubacion de 37°C. Estos microorganismos forman colonias lisas 0 con aspecto mucoide
y de un color blanco o grisaceo. Las colonias del complejo ABC presentan un diametro
de 1,5 a 3 mm después ser incubadas durante la noche. Sin embargo, otras especies del

género forman colonias de menor tamafio y translucidas.
4.1.3. Ambiente natural o reservorio

La mayoria de las especies del género Acinetobacter se consideran ubicuas, se aislan a
partir de una gran variedad de nichos ecoldgicos como la piel humana (Seifert y col.,

1997), el suelo o el agua (Baumann, 1968).

Ejemplos de Acinetobacter distribuidos ampliamente en la naturaleza son: A.
calcoaceticus, presente en el agua, el suelo y sobre vegetales; Acinetobacter especie
gendémica 3, presente en el agua, el suelo, en las verduras y en la piel humana; A.
johnsonii, presente en el agua, el suelo, en la piel y heces humanas; A. Iwoffii y A.
radioresistens, presentes en la piel humana y Acinetobacter especie gendmica 11,
presente en agua, el suelo, en vegetales y en el tracto intestinal humano (Peleg y col.,
2008). Hay pocas evidencias de que A. baumannii sea un organismo tipico del suelo y su

presencia en el ambiente es rara (Dijkshoorn, 2007).
4.2. El patogeno Acinetobacter baumannii

A. baumannii es el patégeno oportunista mas conocido dentro del género Acinetobacter.
La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) ha incluido a este patdgeno
dentro del término ESKAPE, el cual engloba a los microorganismos mas peligrosos que
se encuentran en hospitales de todo el mundo y que a lo largo del tiempo han adquirido
una gran variedad de mecanismos de resistencia a multiples antibiéticos (Towner, 2009).
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium difficcile, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y la familia Enterobacteriaceae se incluyen en este
grupo (Talbot y col., 2006).



4.2.1. Importancia clinica del patégeno A. baumannii

Esta especie posee una elevada capacidad para sobrevivir y propagarse rapidamente por
el ambiente hospitalario y de desarrollar mecanismos de resistencia a antimicrobianos.
Esto explica el hecho de que las infecciones y brotes nosocomiales causadas por este
patdégeno se hayan incrementado notablemente en los Gltimos afios. Cada vez es mas
frecuente que estas infecciones sean causadas por cepas multirresistentes (Cisneros y
Pachdn, 2003).

Los factores de riesgo que conllevan a la colonizacién o infeccion del paciente por A.
baumannii no son diferentes a los descritos para otros microorganismos MDR. Se pueden

clasificar en:

- Factores del propio paciente: cirugia mayor, traumas, enfermedades graves
subyacentes o0 bebés prematuros.

- Factores relacionados con la exposicion: estancia hospitalaria larga, estancia en la
UCI, estancia en un habitaculo con A. baumannii endémico o la exposicion a equipo
médico contaminado.

- Factores relacionados con el tratamiento médico: ventilacién mecénica, presencia
de dispositivos invasivos (catéteres o tubos de drenaje), nimero de procedimientos
invasivos realizados y terapia previa antimicrobiana.

- Otros factores de riesgo especificos para un entorno particular son la hidroterapia
(empleada para tratar pacientes quemados) y el tratamiento de lavado pulsétil (para
el desbridamiento de la herida) (Dijkshoorn y col., 2007).

A. baumannii produce una gran variedad de infecciones tales como neumonias,
bacteriemias, endocarditis, infecciones de la piel y tejidos blandos, infecciones del tracto
urinario y meningitis. Las manifestaciones clinicas mas comunes y con las tasas de
mortalidad méas altas son la neumonia adquirida en el hospital y las bacteriemias
(Dijkshoorn y col., 2007). La neumonia adquirida en el hospital suele estar asociada a
ventilacién mecanica y se produce por la colonizacion de las vias respiratorias del

paciente (Peleg y col., 2008).

A. baumannii también puede causar lo que se conoce como neumonia comunitaria. Se ha
observado casi exclusivamente en climas tropicales, en particular en el sudeste de Asia 'y

Australia tropical. Suele estar relacionada con otro tipo de problemas previos, como el



alcoholismo, el tabaquismo, enfermedad pulmonar obstructiva cronica o la diabetes
mellitus. Se caracteriza por una alta incidencia de bacteriemia y una alta tasa de
mortalidad (entre el 40% y el 64%), lo cual dificulta poder determinar el verdadero
impacto clinico del microorganismo y calcular la mortalidad debida exclusivamente a la

infeccion y no a las enfermedades subyacentes (Peleg y col., 2008).

La bacteriemia causada por 4. baumannii se debe principalmente a infecciones del tracto
respiratorio inferior y raramente es producida por heridas e infecciones del tracto urinario.
Los factores de riesgo que predisponen a sufrir bacteriemias son la inmunosupresion, el
uso de ventilacion asociada a fallo respiratorio, la terapia antimicrobiana previa, la
colonizacién por A. baumannii y los procedimientos invasivos. La tasa de mortalidad

asociada a bacteriemia oscila entre el 28% y el 43% (Seifert y col., 1997).

Las infecciones en quemaduras producidas por A. baumannii son muy dificiles de tratar
debido a la baja capacidad de penetracion del antibidtico en la zona quemada. Esta especie
fue identificada como la causa méas comun de este tipo de infecciones en personal militar
(McConnell y col., 2013). Ademas, piojos, pulgas y garrapatas pueden funcionar como
vectores en la transmision de la neumonia adquirida en la comunidad (Giamarellou y col.,

2008), aunque es muy poco frecuente.
4.3. Mecanismos de resistencia de A. baumannii

Los factores implicados en el concepto de resistencia clinica son el tipo de bacteria
infectante y su localizacién en el cuerpo, la distribucion del antibiético en el cuerpo y su
concentracion en el lugar de la infeccion, asi como el estado inmunoldgico del paciente.
La resistencia a agentes antimicrobianos se clasifica en dos tipos: intrinseca o adquirida.
La primera ocurre de forma natural debido a la baja permeabilidad de membrana y a las
bombas de expulsién. La segunda ocurre fundamentalmente debido a mutaciones o

captacion de ADN foraneo (Hawkey, 1998).

La gran plasticidad genética 4. baumannii explica su capacidad para adquirir de forma
rapida gran variedad de mecanismos de resistencia, lo cual favorece la aparicion de cepas
multirresistentes a diversas clases de antibioticos (Giamarellou y col., 2008). El notable
aumento de la resistencia a agentes antimicrobianos experimentado por 4. baumannii a
lo largo de las tultimas décadas ha generado una reduccion del numero tratamientos

eficaces frente a estas infecciones.



Entre los factores que favorecen la adquisicion de la multirresistencia en A. baumannii
destacan: la capacidad de subsistir en el ambiente y en el cuerpo humano, facilitando la
transferencia de material genético entre microorganismos; la capacidad de adquirir
elementos genéticos como plasmidos, integrones o transposones y la baja permeabilidad
de membrana a ciertos antibioticos o la expresion de bombas de expulsion (Vila y col.,
2007).

La edad de oro de los antimicrobianos comenzd a partir del descubrimiento de la
penicilina. Los antibidticos beta-lactdmicos son la familia mas numerosa y los mas
empleados en la practica clinica. Su estructura se caracteriza por la presencia de un anillo
beta-lactamico esencial para ejercer su funcion. Los principales mecanismos de
resistencia a antibidticos beta-lactdmicos descritos en A. baumannii incluyen la
modificacion de la diana del antibiotico (PBPSs), la inactivacion enzimatica, el descenso
de expresion de proteinas de membrana externa y las bombas de expulsion. Las proteinas
de unién a penicilina (PBPs) estan implicadas en los Gltimos pasos de la biosintesis de la
capa de peptidoglicano, por tanto, son necesarias para la formacién de la pared bacteriana
(McConnell y col., 2013). Su modificacién reduce la afinidad de union por el antibidtico

causando una disminucion de su actividad (Zapun y col., 2008).

Las porinas son proteinas que establecen canales en las membranas permitiendo el
transporte de ciertas moléculas. Cambios en su estructura o la regulacion de su expresion
constituyen un mecanismo de resistencia en presencia del antibidtico. A. baumannii
presenta un nimero muy bajo de porinas y, por tanto, una baja permeabilidad de
membrana. Esta caracteristica, junto con la expresion constitutiva de algunas bombas de

eflujo explican la resistencia intrinseca a antibidticos de 4. baumannii (Vilay col., 2007).

Las bombas de expulsion son mecanismos de membrana que regulan la salida de
compuestos toxicos de la célula, como es el caso de los antibioticos, impidiendo ejercer
su efecto bactericida en el interior de la célula. La multirresistencia bacteriana suele estar
asociada a la sobreexpresion de estos transportadores de eflujo. Los antibidticos que son
expulsados al exterior de la célula tienen que atravesar la membrana externa de baja
permeabilidad para volver a entrar. Por ello, se dice que las bombas de expulsion trabajan

de forma sinérgica con la baja permeabilidad de membrana externa (Vila y col., 2007).



El mecanismo de resistencia mayoritario frente a los antibidticos es la inactivacion
enzimatica mediada por las beta-lactamasas. Estas enzimas actuan hidrolizando el anillo
beta-lactamico del antibidtico provocando su inactivacion. Se trata de enzimas
codificadas por un gen con localizacion cromosdémica o plasmidica que puede
diseminarse a través de diversos mecanismos. Su expresion puede ser inducible o

constitutiva (Merino, 2016).
4.4. Patogénesis y factores de virulencia

La patogenicidad es la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad. Con el
aumento de las infecciones producidas por A. baumannii en los ultimos anos, se ha
profundizado mas en el estudio de los factores de virulencia que le permiten a la bacteria
colonizar o infectar el huésped con éxito. El éxito de A. baumannii en el ambiente
hospitalario se atribuye a diversos factores, entre los que destacamos su capacidad para
formar biofilm y de adherirse, colonizar e invadir células epiteliales humanas, asi como
también se incluyen los mecanismos de resistencia a antibidticos citados antes (Cerqueira

y Peleg, 2011).

Se han descrito pocos factores de virulencia en A. baumannii en comparacion con otros
patdgenos Gram-negativos. Sin embargo, en los Gltimos afios, estudios basados en
analisis gendémicos, transcriptémicos, proteémicos y el uso de modelos animales han
permitido identificar factores de virulencia implicados en el proceso de patogénesis de A.
baumannii (McConnell y col., 2013). Entre ellos se incluyen: proteinas de membrana
externa (OmpA, Omp33-36, Omp22), lipopolisacarido (LPS), polisacarido capsular,
fosfolipasas (PLC y PLD), vesiculas de membrana externa, proteina de unién a penicilina
(PBP7/8), sistemas de secrecion tipo I, V y VI y el sistema de captacion de hierro de

acinetobactina (Lee y col., 2017).
4.4.1. Adherencia y formacion de biofilm

A. baumannii presenta una capacidad intrinseca para interactuar con diferentes tipos de
superficies bidticas y abidticas y de adherirse a ellas. Puede colonizar superficies inertes
como material hospitalario (catéteres y equipos respiratorios), y también superficies
bidticas, como células epiteliales humanas o filamentos de Candida albicans (McConnell
y col., 2013).



La adherencia de las bacterias a estas superficies genera la formacion de biofilm o
biopeliculas en los cuales las bacterias se dividen para formar microcolonias y terminar
generando comunidades microbianas bien estructuradas. El biofilm es un complejo
multicelular basado en la asociacion tridimensional de células bacterianas en contacto
intimo y embebidas en una matriz extracelular sintetizada por ellas mismas. La
composicion de esta matriz incluye exopolisacaridos, proteinas, cidos nucleicos y otras
macromoléculas. Este estado sesil le confiere a la bacteria una barrera protectora que le
permite sobrevivir en ambientes hostiles. Las bacterias que constituyen el biofilm son méas
resistentes al estrés o antibidticos que las de vida libre o plancténica. Por este motivo, la

capacidad de formar biofilm es un importante factor de virulencia.

La disponibilidad de nutrientes, la presencia de apéndices bacterianos, los componentes
superficiales de la bacteria (adhesinas o proteinas de membrana externa), el quorum
sensing y la secrecion de moléculas al exterior son algunos de los factores implicados

mas comunmente en la formacion del biofilm (Roca y col., 2012).

Se distinguen tres etapas en la formacion del biofilm bacteriano. La primera consiste en
la adhesion de las bacterias a superficies abidticas o biodticas. En la segunda etapa se
produce la maduracion del biofilm y consiste en la formacion de una estructura
tridimensional y bien organizada en la que estan implicados factores de adhesion y
proliferacion. En esta etapa también se establecen canales que permiten la entrada de
nutrientes. La tercera y ultima etapa es el desprendimiento del biofilm, en el cual las

células se liberan dispersando la infeccion (O'Toole y col., 2000).
4.4.2. Captacion de hierro

El hierro es un micronutriente esencial para el huésped y las bacterias patdgenas debido
a su participacién en muchas reacciones vitales, actuando como cofactor de una gran
variedad de enzimas. Es uno de los principales factores limitantes de las bacterias
patogenas Yy, por este motivo, la mayoria de ellas desarrollaron estrategias de captacion

de hierro en su competencia con el huésped con el fin de llegar a colonizar al ser humano.

Estudios realizados con el gen A1S_ 0242 (feoA), implicado en la captacion de hierro de
A. baumannii, revelan una sobreexpresion de este durante el curso de una neumonia
(Alvarez-Fraga y col., 2018). Se demuestra la contribucion de este gen a la patogénesis

de la bacteria y su importante papel en adherencia, resistencia al estrés oxidativo,
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formacion de biofilm y virulencia, encontrando una potencial diana terapéutica para

combatir la multirresistencia.

En condiciones limitantes de hierro, A. baumannii expresa sistemas de adquisicion de
hierro de alta afinidad denominados siderdforos, quelantes del hierro. EI mejor
caracterizado en esta especie se denomina acinetobactina y fue identificado por primera
vez en la cepa tipo ATCC 19606 (Yamamoto y col., 1994). Su estructura molecular esta
muy relacionada con la anguibactina, un quelante del hierro de alta afinidad secretado por

el patogeno de peces Vibrio anguillarum 775 (Dorsey y col., 2004).

Los genes implicados en la biosintesis y el transporte de acinetobactina se agrupan dentro
del genoma de A. baumannii (Hasan y col., 2015). En concreto, se conocen 18 regiones

codificantes en el cromosoma de la cepa ATCC 19606 (Fig. 1).

- Biosintesis
|:> Eflujo

|:> Receptor/influjo
I:> Desconocido

A. baumannii ATCC 19606

bas)  bast basH  barB bara basG basF base basD basC bauA bauB  bauE  bauC bauD basg basA bauF

A. baumannii ABO057 ABS7 2807 ABS7_2818

> e g — ) (- -

A. baumannii ACICU Aclculozsvs ACICU102586

A. baumannii AB307-294 ABBFA_001065 ABBFA_001054

~m (e - w) (XK 4w

ABBFA_001053

Figura 1. Mapa del cluster de genes de acinetobactina en diferentes cepas de A. baumannii. Cada color
indica una funcién bioldgica; biosintesis, transporte y recepcion de acinetobactina. Las flechas rojas

representan los genes que fueron afiadidos al cluster de genes de acinetobactina (Hasan y col., 2015).

Dentro del grupo de genes de acinetobactina se habla de tres sistemas diferentes
implicados en la biosintesis, transporte y recepcion de este compuesto. La biosintesis de
acinetobactina esta mediada por las proteinas codificadas por los genes basA, basB, basC,
bask, basD, basF, basG, basH, basl y basJ (Fig. 2). Del transporte se encarga un sistema
de eflujo de la superfamilia ABC compuesto por las proteinas codificadas por los genes
barA y barB. Por ultimo, la recepcion de acinetobactina estd codificada por los genes
bauA, bauB, bauC, bauD, baukE y bauF.
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Figura 2. Esquema de biosintesis de acinetobactina. Figura modificada de la referencia (Shapiro y

Wencewicz, 2016).

Estudios realizados con mutantes de los genes basD, bauA y bauD (Gaddy y col., 2012)
y resultados obtenidos de ensayos de sepsis en raton confirmaron que el sistema de
captacion de hierro mediado por acinetobactina es un factor esencial para la supervivencia
de A. baumannii en condiciones limitantes de hierro y, ademas, es fundamental en el
establecimiento de la infeccion bacteriana y generacion de dafio celular (Hasan y col.,
2015).

5. OBJETIVO

El principal objetivo de este trabajo consistio en llevar a cabo un estudio de la implicacion
en virulencia de los genes de la ruta de sintesis de acinetobactina presentes en la cepa A.
baumannii ATCC 17978, con el fin de encontrar nuevas dianas terapéuticas para combatir

la multirresistencia de este patdgeno nosocomial.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y plasmidos

Las cepas A. baumannii ATCC 17978 (cddigo de acceso Genbank NC_009085.1) y E.
coli TG1 se cultivaron de forma rutinaria en medio Luria-Bertani (LB). Para el cultivo en
placas se suplementd el medio con un 2% de agar. Las cepas se crecieron a 37°C y en

continua agitacion (180 rpm). Posteriormente, se conservaron a -80°C en LB con 10% de
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glicerol. El medio de cultivo fue suplementado con kanamicina (Km) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) a una concentracion final de 50ug/mL para la seleccion de las cepas
recombinantes. Los plasmidos se extrajeron usando el GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific). Se empleo6 el medio Miller-Hinton (MH) para la realizacion
de las de curvas de crecimiento. La cepa ATCC 17978 se utilizo como referencia para los
experimentos descritos en este trabajo. La cepa E. coli TG1 se emple6 para los métodos

de clonacion.

Los preinoculos de la cepa salvaje ATCC 17978 y cepas mutantes derivados de ésta
(Tabla 1) se prepararon a partir de una colonia aislada en placa de LB agar y luego crecida
en 5 mL de LB durante una noche. Se diluyé 1 mL del cultivo resultante en 100 mL de
LB y se incubd el indculo a 37°C y en continua agitacion (180 rpm). Las células se
recogieron durante la fase exponencial (ODeoonm=0,7) y luego se centrifugaron (4000 rpm,
15 min, 4°C). Los cultivos se ajustaron a la concentracion adecuada con suero fisiolégico.
La concentracion de la cepa inoculada se determind mediante conteo directo de placas de
LB agar incubadas a 37°C y durante 24 h.

Tabla 1. Cepas de A. baumannii empleadas en el presente trabajo.

Cepa Caracteristicas relevantes
Cepa salvaje ATCC 17978* Aislado clinico
A2372 Mutante del gen basJ (A1S_2372)
A2373 Mutante del gen basl (A1S_2373)
A2374 Mutante del gen basH (A1S_2374)
A2379 Mutante del gen basG (A1S_2379)
A2380 Mutante del gen basF (A1S_2380)
A2382/2383 Mutante del gen basD (A1S_2382/2383)

A2384 Mutante del gen basC (A1S_2384)
A2390 Mutante del gen basB (A1S_2390)
A2391 Mutante del gen basA (A1S_2391)

*American Type Culture Collection

6.2. Construccion de las cepas mutantes

Las cepas mutantes se construyeron usando el plasmido pMo130-TelR (codigo de acceso
Genbank EU862243) cedido por Chua Kim Lee (Universidad de Singapur). Se trata de
un vector suicida que contiene los genes xylE, sacB y los cassettes de resistencia a telurito
y kanamicina. El plasmido se utilizo tal y como se ha descrito previamente (Alvarez-
Fragay col., 2016).
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Se amplificaron y clonaron regiones de, aproximadamente, unos 1000 pb localizadas
aguas arriba y aguas abajo del gen de interés en el vector pM0130-TelR empleando los
oligonucleottidos descritos en la Tabla 2. EI plasmido resultante se utilizé para transformar
la cepa E. coli TG1 con el fin de amplificar el nimero de copias. Posteriormente, se
electroporo en la cepa ATCC 17978. Las colonias recombinantes, que representan el
primer evento de entrecruzamiento, se seleccionaron con kanamicina y se visualizo la
actividad del gen xylE siguiendo el método basado en catecol (Hamad y col., 2009). Las
colonias resistentes a kanamicina de color amarillo se crecieron en 5 mL de LB
suplementado con 25% de sacarosa durante una noche y en continua agitacion (180 rpm)
y, posteriormente, se sembraron en LB agar. En este paso se consigue la expulsién del
plasmido con el gen de interés. Esto es debido a la presencia del gen sacB, que impide el
crecimiento de la bacteria en presencia de sacarosa. Las colonias que representan el
segundo evento de entrecruzamiento, en el cual se produce la deleciéon del gen, se
confirmaron por PCR usando los cebadores descritos en la Tabla 2. Las construcciones
de las cepas mutantes se confirmaron de forma independiente por RT-PCR (Reverse

transcription polymerase chain reaction) a tiempo real.

Tabla 2. Oligonucle6tidos empleados en el presente trabajo.

Cebador

Secuencia

Uso en el presente trabajo

A1S_2372UPFwPstl
A1S_2372UPRVECORV
A1S_2372DOWNFwECORV
A1S_2372DOWNRvBamHI
A1S_2372intUPFw
A1S_2372intDOWNRvV
A1S_2373UPFvPstl
A1S_2373UPRVECORV
A1S_2373DOWNFwECORV
A1S_2373DOWNRvBamHI
AS1_2373intUPFw
Als_2373intDOWNRv
A1S_2374UPFwstl
A1S_2374UPRvSacl
A1S_2374ADOWNFwSacl
A1S_2374DOWNRvBamHI
A1S_2374IntUPFw
A1S_2374intDOWNRv
A1S_2379UPFwPstl
A1S_2379UPRvSacl
A1S_2379DOWNFwSacl
A1S_2379DOWNRvBamHI
AS1_2379intUPFw
Als_2379intDOWNRvV
A1S_2380UPFwNotl
A1S_2380UPRvSacl

00gCTGCAGTTACATGGACATTAGATAGCT
00gGATATCCAGAAGCTAAAATGCAAACC
09gGATATCTCTGTATATCACCTCTCACA
09gGGATCCGCATGGCAACAACACACAG
GTATTCACGGTACACCAAA
CTAGATGGCACGTTTCTTTA
00gCTGCAGGTTTAAGGCATCGGGAG
00gGATATCATTACAATTTCTTGCATTGA
09gGATATCAGCATGGACTTTATTCAATA
00gGGATCCATGCGCCGATTTTAATACT
GATTTTGATGGCCTTGCTTT
CAATTACTTAGCGAGAAGAT
00gCTGCAGAGGTGTATTTAACGTTTTAA
099GAGCTCAGTCCATGCTATGAATAC
099GAGCTCATTATATTGATGTTTATTCAC
00gGGATCCGAGACATTAGTACGGATC
GCGTTGTAATGCATATTTT
TGCCTTGGATGAAGAGA
09gCTGCAGCGATTATCACGAATGCC
00gGAGCTCATTGATAGCTTAATTGACGA
099GAGCTCTTTTTGCTCCGTTAATATG
099GAGCTCTTTTTGCTCCGTTAATATG
TAACCACCCTATCAAAATA
GCAGTTTTCTTCGGAAC
09gGCGGCCGCATTTTTAGACAATGTTGAATT
009GAGCTCAGGGTTGCCATCATAAGGC

Construccion de la cepa A2372
Construccion de la cepa A2372
Construccion de la cepa A2372
Construccion de la cepa A2372
Confirmacion de la delecion del gen A1S_2372
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2372
Construccion de la cepa A2373
Construccion de la cepa A2373
Construccion de la cepa A2373
Construccion de la cepa A2373
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2373
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2373
Construccion de la cepa A2374
Construccion de la cepa A2374
Construccion de la cepa A2374
Construccion de la cepa A2374
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2374
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2374
Construccion de la cepa A2379
Construccion de la cepa A2379
Construccion de la cepa A2379
Construccion de la cepa A2379
Confirmacidn de la delecién del gen A1S_2379
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2379
Construccion de la cepa A2380

Construccion de la cepa A2380
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A1S_2380DOWNFwSacl
A1S_2380DOWNRvBamHI
A1S_2380IntUPFw
A1S_2380intDOWNRvV
A1S_2382/2383UPFwNotl
A1S_2382/2383UPRvSacl
A1S_2382/2383DOWNFwSacl

A1S_2382/2383DOWNRvBamHI

A1S_2382/2383intUPFw
A1S_2382/2383intDOWNRvV
A1S_2384UPFwPstl
A1S_2384UPRVECORV
AlS_2384DOWNFw2EcoRV
A1S_2384DOWNRv2BamHI
AlS_2384intUPFw
A1S_2384intDOWNRv
A1S_2390UPFwNotl
A1S_2390UPRvKpnl
A1S_2390DOWNFwKpnl
AlS_2390DOWNRvBamHI
A1S_2390intUPFw
A1S_2390intDOWNRvV
AlS_2391UPFwPstI
A1S_2391UPRVECORV
A1S_2391DOWNFwWECORV
AlS_2391DOWNRvBamHI
AlS_2391intUPFw
A1S_2391intDOWNRvV
pMo0130 site2 Fw

pMo0130 site2 Rv

9ggGAGCTCATGCTGCTCAATATTTATTA
g9gGGATCCGACTACGACTATAGTGTGC
AATAGAGAATTTGAAAAAACG
AGTTATACACGCAGCTTTG
99gGCGGCCGCGTATTCGAGTTTAAACCGCA
009GTCGACGTCGTTGAAGTGCTAAATGT
00gGTCGACATTCGTATTTTGAACTTTCATC
99gGGATCCACCCGATTCAAGTTCTTTAA
CCAGCGAACAAACTCAATC
CAATAGCAACCCTTCATGC
99gCTGCAGACAGTTGTCTAAAATTGGCG
9ggGATATCGTTTATACTTTATCTGTTTCC
GggGATATCTCTTTCCAGCATTATGGTTTA
99gGGATCCGTTCCTATTGCCCCTATTTT
GTGGACAACTCAACTCATTT
ACTATTCGCGGGAATATTGA
ttGCGGCCGCaaAGTTAACGACACTAAAATTC
cggGGTACCCCgAAACGTCGGTTAACTTGTT
cggGGTACCCcgAACCTTAGCTCAAATCTAG
CgCGGATCCgcgAATTTGGAGTATATGGCAT
GACATCAACTCATTAGAAAA
CTTCTAAAACACAGTCATC
00gCTGCAGGAACTTCCCTTAAGAATTCG
00gGATATCAAAAATTGAAATGTGCTTAA
00gGATATCTGCTGTTCGATTGGAATTTT
00gGGATCCTTCAATGAAAATATCCGCAC
ACGTGATGAATCGATGTTTG
TAGACGATAGAATTAGTTCAC
ATTCATGACCGTGCTGAC
CTTGTCTGTAAGCGGATG

Construccion de la cepa A2380

Construccion de la cepa A2380

Confirmacidn de la delecién del gen A1S_2380
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2380
Construccion de la cepa A2382/2383
Construccion de la cepa A2382/2383
Construccion de la cepa A2382/2383
Construccion de la cepa A2382/2383
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2382/2383
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2382/2383
Construccion de la cepa A2384

Construccion de la cepa A2384

Construccion de la cepa A2384

Construccion de la cepa A2384

Confirmacion de la delecién del gen A1S_2384
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2384
Construccion de la cepa A2390

Construccion de la cepa A2390

Construccion de la cepa A2390

Construccion de la cepa A2390

Confirmacion de la delecién del gen A1S_2390
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2390
Construccion de la cepa A2391

Construccion de la cepa A2391

Construccion de la cepa A2391

Construccion de la cepa A2391

Confirmacion de la delecién del gen A1S_2391
Confirmacion de la delecién del gen A1S_2391
Confirmacion de la construccion del plasmido
Confirmacion de la construccion del plasmido

6.3. Modelo de sepsis en ratén

La virulencia de la cepa salvaje y las cepas mutantes de A. baumannii se evalud en
términos de supervivencia y mortalidad de ratones como previamente se ha descrito
(Beceiro y col., 2014). Se realizaron varios ensayos empleando grupos de entre 8 y 10
ratones hembras de la especie Mus musculus con un peso alrededor de 20 g y una edad

de entre 2 y 3 meses (Fig. 3).

La infeccion se realiz6 mediante una inyeccion intraperitoneal de 100 pL del inéculo que
contienen 25x108 UFCs/mL. Los ratones se controlaron durante una semana y los que
sobrevivieron despues de este periodo fueron sacrificados con una sobredosis de tiopental

sodico.

Los resultados fueron analizados usando el test de log-rank (Mantel-Cox). Se
consideraron valores estadisticamente significativos aquellos con un valor de P < 0,05.
Los ratones se mantuvieron en una instalacion libre de patégenos en el Centro
Tecnologico de Formacion (CTF) del Hospital de A Corufia (CHUAC, Espafia)
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(P2015/82). Todos los experimentos se hicieron con la aprobacion y de acuerdo con las

pautas establecidas por el Comité Etico de Experimentacion Animal del CHUAC.

Figura 3. Ratones infectados con la cepa mutante A2384 de A. baumannii.
6.4. Ensayo de virulencia en Galleria mellonella

Se realizd un ensayo de supervivencia en larvas de G. mellonella para evaluar la
virulencia de la cepa salvaje y los mutantes A2380, A2382/2383, A2384 y A2390. Las
larvas, procedentes de Bio Systems Technology (Exeter, UK), se almacenaron a 15°C y

se utilizaron dentro de los 15 dias posteriores a su llegada.

Se emplearon grupos de 10 larvas seleccionadas al azar. Se limpi6 suavemente la cuticula
de la larva con etanol y se inyectaron 10 pL del in6culo correspondiente con una
concentracion de, aproximadamente, 30x10° UFCs/larva, como previamente se ha
descrito (Hornsey y col., 2012). La inyeccién se realizé en el hemocele empleando una
bomba de jeringa (New Era Pump Systems, Inc., Wantagh, NY) con una aguja de calibre
26 (Fig. 4). Se incluyeron dos grupos control. El primer grupo incluia larvas infectadas
con un volumen equivalente de suero fisioldgico y el segundo grupo incluia larvas intactas

(no infectadas). Para simplificar, los grupos control no estan incluidos en la figura.

Despueés de la infeccion, las larvas se incubaron a 37°C y en oscuridad. La muerte se
evalud a intervalos de 8-12 h durante 7 dias. Las orugas se consideraron muertas y fueron
eliminadas cuando no mostraron ningn movimiento en respuesta al tacto. Las curvas de

supervivencia resultantes se trazaron empleando el método de Kaplan-Meier (Kaplan y
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Meier, 1958) y se analizaron con el test de log-rank (Mantel-Cox). Los valores de P <

0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Figura 4. Infeccion de larvas de G. mellonella con la bacteria A. baumannii.

6.5. Analisis de curvas de crecimiento

La fitness in vitro se evalué midiendo las tasas de crecimiento de la cepa salvaje y las
cepas mutantes de A. baumannii. Las curvas de crecimiento bacteriano se realizaron en
placas de 48 pocillos durante un periodo de tiempo de 8,19 h. Se inocularon 5 pL del
preindculo bacteriano en fase estacionaria en 500 uL de MH y se incubd a 37°C y en
constante agitacion (180 rpm). Los valores de ODgoonm de las muestras se grabaron cada
10 min en un espectrofotometro para microplacas Epoch 2 (BioTek Instruments, Inc.) El
ensayo se realizé en MH suplementado con 200 uM del quelante de hierro 2,2’-bipiridilo
(BIP, Sigma-Aldrich) (condiciones deficientes de hierro). Se hicieron 2 réplicas por cada

cepa.
6.6. Ensayo de susceptibilidad en suero

Simulando las condiciones de una bacteriemia, se estudio la susceptibilidad en suero de
la cepa salvaje y las cepas mutantes A2379, A2382/2383, A2384 y A2390 de A. baumannii
en suero humano empleando placas de 96 pocillos. Se realizo una dilucién 1:25 con un
volumen de 4 pL del indculo en 96 pL de suero. Se incubd la placa a 37°C y en continua
agitacion (180 rpm). Se plaquearon las diluciones 103, 10° y 107 de las muestras a tiempo
0y alos 120 min en LB agar. Se confirmaron los indculos mediante el conteo directo de

las placas incubadas a 37°C durante 24 h. Se hicieron tres réplicas por cada cepa. El
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porcentaje de supervivencia se calculo tomando como referencia la cepa salvaje a tiempo

0. Los resultados se compararon mediante la prueba t de Student.

6.7. Analisis bioinformaticos

Se utilizé el software MAUVE (version 2.3.1) para los analisis de gendémica comparativa
(Darling y col., 2004). Los analisis genéticos se llevaron a cabo mediante la herramienta
blast (basic local Aligment Search Tool) del NCBI. Para analizar las construcciones
utilizamos el programa online Clustal Omega (Sievers y col., 2011). El anélisis de las
curvas de supervivencia y de crecimiento se realiz6 empleando el software Prism (version
6.0) (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc.).

7. RESULTADOS

El hierro es esencial para las funciones vitales de las bacterias. La restriccion de hierro en
el entorno del huésped funciona como un mecanismo de defensa inmune que le permite
a A. baumannii crecer en condiciones limitantes de hierro, como las que ocurren durante
la infeccion humana. A pH neutro y en condiciones aerdbicas, el hierro férrico Fe** es
insoluble. Por este motivo, la bacteria necesita los sideréforos para la absorcion de hierro

como la acinetobactina, también necesaria para la virulencia.

En este trabajo estudiamos la implicacion de los genes que conforman la ruta de
biosintesis de acinetobactina en virulencia y fitness de la cepa A. baumannii ATCC 17978.
Para descubrir el papel de estos genes durante el curso de una infeccion in vivo se

realizaron experimentos en modelos animales de G. mellonella y raton.
7.1. Modelo de sepsis en raton

Con el fin de evaluar el papel del sistema de adquisicion de hierro mediado por
acinetobactina en un huésped mamifero, realizamos un ensayo de supervivencia en ratén
(Fig. 5). Este modelo produce una sepsis aguda en la que A. baumannii se disemina

rapidamente por todo el cuerpo a diferentes sistemas organicos.
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Figura 5. Supervivencia de ratones Mus musculus infectados con la cepa ATCC 17978 y los mutantes
A2373, A2374, A2379, A2380, A2381, A2382/2383, A2384, A2390 y A2391. La supervivencia fue
significativamente mas alta cuando se infectaron los ratones con los mutantes A2379, A2382/2383, A2384

y A2390 (P < 0,05). Los resultados se analizaron usando el test de log-rank.

Los ratones se infectaron intraperitonealmente con la cepa salvaje ATCC 17978 y todas
las cepas mutantes empleadas en este trabajo (Tabla 1). Se controldé la tasa de
supervivencia de los ratones durante 7 dias aproximadamente. Como era de esperar, la
mayor tasa de mortalidad la presenté la cepa salvaje. Se observo una mayor mortalidad
asociada a los mutantes A2373, A2374, A2380, A2381 y A2391, 30 h después de la
infeccion (Fig. 5). Sin embargo, la tasa de mortalidad se vio disminuida al realizar la
infeccion con los mutantes A2379, A2382/2383, A2384 y A2390, dentro del mismo
periodo de tiempo, siendo estas cepas practicamente avirulentas.

7.2. Ensayo de virulencia en Galleria mellonella

La virulencia de la cepa salvaje ATCC 17978 y las cepas mutantes A2390, A2380,
A2382/2383 y A2384 se determin0 usando un modelo de infeccion de G. mellonella (Fig.
6). La infeccion de larvas con el mutante A2384 mostrd una tasa de supervivencia
significativamente mas alta (P < 0,05) con respecto a la cepa salvaje. Estos resultados
coinciden totalmente con los obtenidos en el modelo de sepsis en raton. La virulencia del
mutante A2384 se vio disminuida cuando se compard con el resto de cepas mutantes,
observandose una mayor tasa de supervivencia (80%), 120 h después de la infeccion (Fig.
6). La inactivacion de los genes A1S 2390, A1S 2380 y A1S 2382/2383 no afect6 a la
capacidad de virulencia de la cepa ATCC 17978 usando el modelo de infeccion de G.

mellonella. Sin embargo, los mutantes A2390 y A2382/2383 si mostraron una notable
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pérdida de virulencia empleando el modelo de infeccidn en raton. No se observé muerte

en ninguno de los grupos control empleados.
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Figura 6. Supervivencia de larvas de Galleria mellonella (n = 10 por grupo) después de una infeccion con
las cepas ATCC 17978, A2390, A2380, A2382/2383 y A2384. La supervivencia fue significativamente mas
alta en larvas infectadas con el mutante A2384 (P < 0,05). Los resultados se analizaron usando el test de

log-rank.

7.3. Analisis de curvas de crecimiento

La fitness se define como la capacidad para sobrevivir y reproducirse en un ambiente
particular. Para determinar si la eliminacion de los genes a estudiar llega a afectar a la
fitness bacteriana, se midieron las tasas de crecimiento de la cepa salvaje y las cepas
mutantes en presencia del quelante de hierro 2,2’-bipiridilo (BIP) (condiciones

deficientes de hierro).

Los mutantes A2390, A2384, A2379 y A2382/2383 mostraron una tasa de crecimiento
menor que la cepa salvaje (Fig. 7). En contraste, los mutantes A2373, A2380, A2374 y
A2391 mantuvieron una tasa de crecimiento similar a la cepa ATCC 17978,

disminuyendo, asi, la relevancia de estos genes en la virulencia de A. baumannii.
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Figura 7. Curvas crecimiento de la cepa ATCC 17978 y las cepas mutantes A2379, A2373, A2390, A2380,
A2384, A2374, A2382/2383 y A2391 en presencia del quelante de hierro 2,2’-bipiridilo (BIP). Los mutantes
A2390, A2384, A2379 y A2382/2383 presentan una reduccion del crecimiento con respecto a la cepa
salvaje. Los datos se corresponden con la media de las réplicas de cada cepa y las barras representan la

desviacion estandar.
7.4. Ensayo de susceptibilidad en suero

La supervivencia en suero humano se usé para probar el papel de los genes A1S 2379,
Al1S 2382/2383, A1S 2384 y A1S 2390 bajo condiciones que simulan una bacteriemia
humana (Fig. 8). Los resultados indican que las cepas mutantes estudiadas en este ensayo
se vuelven hipersensibles al suero humano a los 120 min, observandose una menor
supervivencia en comparacion con la cepa salvaje ATCC 17978 (Fig. 8). Estos resultados
parecen coincidir con los obtenidos en los experimentos descritos previamente.
Destacamos la relevancia del gen A1S 2384, cuya inactivacion genera una perdida de
virulencia en ambos modelos animales, G. mellonella y raton, y afecta a la supervivencia
de la cepa cuando se inocula en suero humano. Las cepas restantes A2390, A2379 y
A2382/2383, que mostraron una pérdida de virulencia en el modelo de sepsis en raton y
una fitness disminuida, mostraron también una menor tasa de supervivencia en suero

humano.
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Figura 8. Supervivencia de las cepas mutantes A2379, A2382/2383, A2384 y A2390 en suero humano
respecto a la cepa salvaje ATCC 17978 a los 120 min. Las cepas mutantes exhiben una supervivencia
disminuida comparada con la de la cepa salvaje. Los datos se corresponden con la media de las réplicas de
cada cepay las barras representan la desviacion estandar. Los resultados se compararon mediante la prueba
t de Student.

8. DISCUSION

Los genes A1S 2372 (basJ), A1S 2373 (basl), A1S_2374 (basH), A1S_ 2380 (basF) y
A1S 2391 (basA), implicados en las rutas de produccion del acido dihidroxibenzoico
(DHBA) y de modificacion de treonina, asi como la fusion de ambas, conforman los pasos
iniciales de la sintesis de la molécula de acinetobactina (Fig. 2) (Shapiro y Wencewicz,
2016). Los resultados obtenidos en la infeccion en raton indican que los genes implicados
en estas rutas parecen no ser relevantes en la virulencia del patégeno, puesto que no
hemos encontrado diferencias significativas al eliminar dichos genes, en comparacién con
la cepa salvaje ATCC 17978.

En contraste, los genes A1S 2390 (basB), A1S 2384 (basC), A1S 2379 (basG) y
Al1S 2382/2383 (basD), implicados en la conversion de histidina a hidroxihistaminay en
la fusion de esta Gltima con las rutas previas, conforman los ultimos pasos dentro de la
ruta de sintesis de acinetobactina (Fig. 2). Los resultados obtenidos con el modelo de
sepsis en raton y las curvas de crecimiento muestran la misma tendencia, demostrando
que la inactivacion de estos genes afecta drasticamente a la capacidad de A. baumannii
para infectar y matar al huésped. Por tanto, sugerimos que la ruta de produccion de

hidroxihistamina se considera esencial para la virulencia del patogeno.
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Los diferentes grados de virulencia observados en las cepas mutantes de los genes
A1S 2390 (basB), A1S_2384 (basC), A1S 2379 (basG) y AlS 2382/2383 (basD),
implicados en la ruta esencial, se podrian explicar por la presencia de las fimsbactinas,
otros sider6foros menos relevantes presentes en A. baumannii (Proschak y col., 2013). La
hipdtesis planteada consiste en que la estructura parcial generada en las rutas de la sintesis
no esenciales para la virulencia del patégeno podria estar compartida con la estructura de
las fimsbactinas. En cambio, la parte estructural de la acinetobactina proporcionada por
la ruta esencial no la presentan estas moléculas (Fig. 9). De esta forma, cuando
inactivamos los genes implicados en las rutas no esenciales (acido dihidroxibenzoico y
treonina), posiblemente existan otras rutas de sintesis que permitan igualmente la
produccion de la molécula de acinetobactina. En cambio, cuando inactivamos la ruta
esencial (sintesis de hidroxihistamina), no seria posible obtener una molécula de

acinetobactina funcional, afectando a la captacion de hierro y por tanto a la virulencia del

patégeno.
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Figura 9. Estructura molecular de los sideréforos fimsbactina y acinetobactina.

Los mutantes A2390 y A2382/2383 muestran una notable pérdida de virulencia en raton.
Esto no ocurre en el modelo invertebrado G. mellonella, en el cual la inactivacion de los
genes A1S 2390 y A1S 2382/2383 no afecta a la virulencia del patdgeno.

En los dltimos afios, G. mellonella se ha utilizado cada vez mas para el estudio de
enfermedades infecciosas. Sin embargo, este modelo todavia se esta optimizando y su uso
presenta ciertas limitaciones. Una de ellas es la ausencia de centros de almacenamiento
que suministren cepas de referencia cultivadas en condiciones estandar, asi como la
disponibilidad limitada de informacion genomica sobre G. mellonella. Las diferencias en
genotipos, condiciones de reproduccion y mantenimiento del animal por parte de los

criadores también influyen en la susceptibilidad a la infeccion y pueden dar lugar a
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diferencias en las tasas de mortalidad después de la infeccidn con el patégeno (Tsai y col.,
2016).

Ademas, los insectos son capaces de protegerse de la invasion del patogeno mediante la
produccion de diversos péptidos, como las transferrinas. En algunas especies de insectos
se ha descrito un aumento de la transcripcion de estas proteinas durante la inoculacion de
la bacteria. Por este motivo se cree que los insectos usan la transferrina para secuestrar el
hierro de los patdgenos reduciendo asi la capacidad para establecer una infeccion
(Lowenberger, 2001). Asi, aunque existe un sistema de captacion de hierro para evitar el
crecimiento bacteriano durante la infeccion, este no es exactamente igual al de mamiferos

y se desconoce todavia en gran medida.

Todos estos factores podrian explicar los resultados contradictorios observados en los
mutantes A2390 y A2382/2383 en ambos modelos animales. De esta forma, aunque
inactivemos el sistema de captacion de hierro mediado por acinetobactina, la cantidad de
hierro presente en G. mellonella todavia es suficiente como para permitir el crecimiento
de la bacteria y causar muerte e infecciéon. Por el momento, con los datos obtenidos en
G. mellonella no podemos establecer conclusiones firmes. Sin embargo, el uso de este
modelo invertebrado es cada vez més frecuente en una gran variedad de experimentos en
microbiologia, puesto que nos permite utilizar dos modelos in vivo diferentes y reducir el

uso de los ratones en investigacion.

El sistema mediado por acinetobactina no es la Unica forma de captar hierro que presenta
la bacteria. La presencia de hierro libre en vertebrados esta muy limitada. Por este motivo,
A. baumannii presenta mecanismos secundarios de captacion de hierro, asi como
mecanismos de captacion del grupo hemo en su forma directa o asociado a
hemoproteinas. Estudios previos revelan que el gen entA, que codifica la enzima
implicada en la produccion de DHBA, esta ausente en el cluster de acinetobactina
(Alvarez-Fraga, 2018). Por este motivo, A. baumannii podria tener mas de un locus
involucrado en la sintesis de sideroforos. Eijkelkamp y colaboradores (2011) describieron
cinco clusters de genes que podian estar relacionados con la produccién de sideréforos y
adquisicion de hierro. Ademas, en bacterias Gram-negativas también esta presente el
sistema Feo, sistema de absorcién de hierro ferroso mas importante en A. baumannii (Lau
y col., 2016).
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Los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento indican que el porcentaje de

supervivencia obtenido en el modelo de infeccidén en raton con los mutantes A2390,
A2384, A2379 y A2382/2383 se corresponde con una disminucion de la fitness. Esto es

I6gico, puesto que el hierro es un elemento esencial para el crecimiento de la bacteria y,

por ello, la inactivacion del sistema de captacion de hierro generara una reduccion de la
tasa de crecimiento. Se demuestra asi que los genes A1S 2390, A1S 2384, A1S 2379y

Al1S 2382/2383 son potenciales dianas terapéuticas a la hora de combatir la

multirresistencia del patégeno nosocomial A. baumannii. A partir de dichas dianas se

podria empezar a trabajar en la obtencion de inhibidores de los enzimas codificados por

dichos genes.

9.

CONCLUSIONES

La inactivacion de los genes basB (A1S_2390), basC (A1lS_2384), basG
(AL1S_2379) y basD (A1S_2382/2383) genera una notable pérdida de virulencia
de las cepas de A. baumannii en ratdn, una reduccion de la tasa de crecimiento en

condiciones deficientes de hierro y una reduccion de la supervivencia en suero.

La inactivacién de los genes de sintesis de acinetobactina no es suficiente para

reducir la virulencia de A. baumannii en el invertebrado G. mellonella.

La ruta de sintesis de hidroxihistamina es clave para el mantenimiento de la

virulencia de A. baumannii.

Los genes basB (A1S 2390), basC (A1S 2384), basG (AlS_2379) y basD
(A1S_2382/2383) son potenciales dianas terapéuticas a partir de las cuales se
pueden abrir nuevas lineas de investigacion en la lucha contra la multirresistencia

bacteriana.
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