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NCBI National Centre for Biotechnology Information
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QS Quorum sensing
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™ Tipado molecular
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RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un importante patégeno nosocomial Gram-negativo de
especial interés debido a su habilidad para generar multirresistencias a antibidticos y a
su formidable capacidad de supervivencia en forma de biopeliculas, causando un gran
numero de infecciones humanas. Entre los mecanismos de virulencia de A. baumannii,
destacan la motilidad y la formacion de biopelicula, fenotipos controlados mediante una
red compleja de factores donde se encuentra el sistema de comunicacion bacteriano
dependiente de la densidad celular denominado Quorum Sensing (QS), que esta
mediado por sefales acil homoserin lactonas (AHLs). Diversos estudios han indicado la
influencia del QS en Acinetobacter, sin embargo, el papel exacto que desempeiia en
estos fenotipos y los mecanismos que controlan la produccion de AHLs todavia estaban
por determinar. En este trabajo, por lo tanto, se caracterizd el sistema de QS de A.
baumannii ATCC17978 y se analiz6 su influencia sobre la motilidad y la produccion de
biopelicula.

RESUMO

Acinetobacter baumannii ¢ un importante patoxeno nosocomial Gram-negativo de
especial interese debido 4 sua habilidade para xerar multirresistencias a antibidticos e a
stia formidable capacidade de supervivencia en forma de biopeliculas, causando un gran
nimero de infecciéns humanas. Entre os mecanismos de virulencia de A. baumannii,
destacan a motilidade e a formacion de biopelicula, fenotipos controlados mediante
unha rede complexa de factores onde se atopa o sistema de comunicaciéon bacteriano
dependente da densidade celular denominado Quorum Sensing (QS), que esta mediado
por sinais acil homoserin lactonas (AHLs). Diversos estudos indicaron a influencia do
QS en Acinetobacter, no entanto, o papel exacto que desempena nestes fenotipos e 0s
mecanismos que controlan a produciéon de AHLs ainda estaban por determinar. Polo
tanto, neste traballo caracterizouse o sistema de QS de A. baumannii ATCC17978 ¢
analizouse a sua influencia sobre a motilidade e a producién de biopelicula.

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an important Gram-negative nosocomial pathogen of
special interest due to the emergence and widespread of antibiotic resistance. Moreover,
A. baumannii presents a formidable surviving capacity as biofilm former, causing
several nosocomial infections. Among the virulence factors that contribute to A.
baumannii pathogenesis, motility and biofilm formation are at the outmost importance.
The control of both phenotypes is multifactorial, involving several regulatory networks
and including the cell density-dependent communication system known as Quorum
Sensing (QS) that is mediated by acyl homoserine lactones (AHLs). Different reports
have described the involvement of QS in Acinetobacter, however, the specific role of
QS system in both phenotypes and factors that control the AHL production have not
been elucidated yet. Therefore, the aim of this work was to study the QS system of A.
baumannii ATCC17978 and its influence on motility and biofilm formation.
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Introduccion

1. Acinetobacter spp.

El género Acinetobacter comprende un grupo de especies Gram-negativas, que
pertenecen a la clase de Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales y familia
Moraxellaceae. Presentan morfologia de cocobacilos y son microorganismos
estrictamente aerobios, no fermentativos, no flagelados, catalasa positivos y oxidasa
negativos (Bergogne-Bérézin y Towner 1996). Sin embargo, este género presenta una
historia taxondémica larga y complicada que ha sufrido una revision extensa en las
ultimas décadas con multiples cambios (Towner 2009). En 1911, el microbidlogo
holandés Beijerinck, aislé y describio el primer ejemplar a partir del suelo que
denomino Micrococcus calco-aceticus (Howard et al. 2012). 43 afios mas tarde Brisou y
Prevot propusieron una designacion para el género que fue ampliamente aceptada en
1968 (Brisou y Prevot 1954). Sin embargo, no fue hasta 1971 que Acinetobacter fue
reconocido oficialmente, en base a un exhaustivo estudio, como un tnico género que no
era posible sub-clasificarlo en distintas especies basandose sOlo en caracteristicas
fenotipicas (Baumann et al. 1968, Howard et al. 2012). Debido al insuficiente criterio
para su identificaciéon utilizado hasta ese momento, comunmente se referian a las
especies del género como una sola simple especie: Acinetobacter calcoaceticus. En
1986, se describio un sistema fenotipico para la identificacion de especies del género en
el cual se delinearon, mediante hibridacion ADN-ADN, 12 grupos distintos de ADN
(genospecies) de Acinetobacter, de los cuales todos salvo dos de ellos podian ser
diferenciados mediante 28 pruebas fenotipicas (Bouvet y Grimon 1986). Ademas, en
este trabajo se propusieron 4 nuevas especies: A. baumannii (en honor a los bidlogos
Paul y Linda Baumann), Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii y
Acinetobacter juniii y se corrigieron las descripciones para A. calcoaceticus y
Acinetobacter Iwoffi (Bouvet y Grimon 1986). Mas tarde, Tjernberg y Ursing pudieron
identificar la mayoria de 198 cepas de Acinetobacter, agrupandolas en las genoespecies
descritas por Bouvet y Grimont, ademas de describir tres grupos nuevos de hibridacion
ADN-ADN (Tjernberg y Ursing 1989). Estos autores numeraron sus grupos de acuerdo
a la clasificacion de Bouvet y Grimont y anotaron sus tres grupos nuevos del 13 al 15,
sin embargo, no pudieron reproducir los resultados de estos autores en relacion a los
grupos 8 y 9 establecidos, por lo que omitieron este ultimo en su sistema de
clasificacion (Tjernberg y Ursing 1989). En otro trabajo, Bouvet y Jeanjean reportaron
cinco grupos mas (nombrados del 13 al 17) de cepas de Acinetobacter. De éstos, el
numero 13 se corresponde con el grupo 14 de la nomenclatura de Tjernberg y Ursing
(Bouvet y Jeanjean 1989). El gran nimero de grupos genotipicamente distintos refleja la
gran diversidad de este género (Gerner-Smidt et al. 1991). Actualmente el género
Acinetobacter compromete mas de 50 especies con nombres validados
(http://www.bacterio.net/acinetobacter.html) y un gran nlimero de taxones agrupados en
genoespecies delineados por hibridacion ADN-ADN (Dijkshoorn et al. 2007) o especies
con nombres publicados no validos.

Las especies del género Acinetobacter estan ampliamente distribuidas en el medio
ambiente, tanto en el suelo como en el agua dulce o salada, en aguas residuales y
sedimentos (Bergogne-Bérézin y Towner 1996, Towner 2009). Aunque el género
Acinetobacter incluye especies no patogénicas habitantes normales de la microbiota de
la piel humana, del tracto digestivo y del sistema respiratorio, un gran nimero de
especies de Acinetobacter causan una serie de infecciones nosocomiales oportunistas en
humanos, incluyendo septicemia, neumonia, endocarditis, meningitis, infecciones de
heridas y piel e infecciones del tracto urinario (Bergogne-Bérézin y Towner 1996,
Towner 2009).
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Cuatro especies genomicas de este género, estrechamente relacionadas entre ellas
mas que con otras especies del género, dificiles de diferenciar mediante pruebas
fenotipicas e indistinguibles mediante técnicas de hibridacion ADN-ADN, conforman el
denominado complejo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii o ACB
(Gerner-Smidt et al. 1991): A. calcoaceticus, A. baumannii, y dos genoespecies (gen.
sp.): gen. sp. 3 (Bouvet y Grimont 1986) y gen. sp. 13TU (Tjernberg y Ursing 1989).
Este hecho, sin embargo, no es muy apropiado desde una perspectiva clinica ya que
combina tres de las especies mas relevantes a nivel hospitalario, A. baumannii y las
genoespecies 3 y 13TU, debido a su capacidad de causar brotes nosocomiales y adquirir
multirresistencia a antibidticos (Joly-Guillou et al. 2005, Bonomo y Szabo 2006) y a la
mayor frecuencia de aislamiento en especimenes humanos, con la especie
medioambiental A. calcoaceticus, aislada asiduamente de suelos y aguas y que hasta lo
que se conoce nunca se ha visto implicada en enfermedades clinicas severas (Dijshoorn
et al. 2007, Peleg et al. 2008). La gen. sp. 13TU solo se ha encontrado en el ambiente
clinico mientras que la gen. sp. 3 parece ser mas diversa ecoldgicamente encontrandose
en comida y suelo y clinicamente en individuos tanto enfermos como sanos (Chu et al.
1999, Houang et al. 2001). Poco después, dos grupos adicionales de ADN se delinearon
mediante hibridacion ADN-ADN denominados gen. sp. “entre 1 y 3” y gen. sp.
“cercanos a 13TU” (Gerner-Smidt y Tjernberg 1993). Los autores del estudio tampoco
propusieron nombres formales para estos tltimos dada la ausencia de claras diferencias
caracteristicas fenotipicas y/o porque habia un nimero pequefio de cepas disponibles en
ese momento. Recientemente, y considerando la importancia clinica de estos taxones se
han planteado los nombres binomiales formales Acinetobacter pittii sp. nov. y
Acinetobacter nosocomialis sp. nov. para designar las gen. sp. 3 y gen. sp. 13TU,
respectivamente (Nemec et al. 2011).

Actualmente estan disponibles varios métodos genotipicos para la identificacion
fiable y practica de las especies del complejo ACB, como el ribotipado, el analisis de
restriccion del ARNr 16S o ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis),
el andlisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados o AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), el analisis de la region intergénica
espaciadora del ARNr 16S-23S o la amplificaciéon mediante PCR de genes intrinsecos
de resistencia o la secuenciacion de los genes rpoB (RNA polymerase -subunit) y gyrB
(DNA gyrase subunit B) (Dijkshoorn et al. 2007, Nemec et al. 2011). No obstante estos
métodos se aplican mayoritariamente en el marco de la investigacion y son muy
limitados en los laboratorios clinicos al ser laboriosos, lentos y caros (La Scola et al.
2006, Zhang et al. 2013). Aunque la identificacion de las genoespecies 3 y 13TU sigue
siendo complicada (Nemec et al. 2011), las especies del complejo ACB se diferencian
en su epidemiologia, su resistencia a antibidticos, su patogenicidad y sus opciones
terapéuticas (Zhang et al. 2013, Chen et al. 2014). Recientemente se ha propuesto el uso
de la PCR multiple disefiada para detectar fragmentos internos de la region intergénica
del ARNr 16S-23S y los genes gyrB y recA para diferenciar especies del complejo ACB
(Chen et al. 2014). Ademas, en ese trabajo, los aislados pertenecientes al grupo gen. sp.
“entre 1 y 3” fueron identificados como A. pittii, mientras que los del gen. sp. “cercanos
a 13TU” fueron identificados como A. nosocomialis o mostraron patrones combinados
de ambos (Chen et al. 2014). Adicionalmente, se han descrito las técnicas MALDI-TOF
MS (Matrix assisted laser desorption ionisation — time of flight mass spectrometry) y
espectrometria de transformada de Fourier o FTIR como técnicas con interesante
potencial en la discriminacion de estas especies (Sousa et al. 2014).

Hasta los afios 70, las infecciones nosocomiales de A. baumannii podian ser
tratadas con éxito con antibioticos usados tradicionalmente. Sin embargo, a dia de hoy,
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las especies de Acinetobacter son resistentes a la mayoria de antibidticos usados
comunmente, incluidos los B-lactamicos y los aminoglicésidos (Bergogne-Bérézin y
Towner 1996), demostrando la rapidez de este patdégeno de adquirir resistencias. De
hecho, especies del complejo ACB son las responsables de importantes brotes causando
infecciones severas en zonas de conflicto como en la guerra de Afganistan o de Irak, de
ahi el seudonimo de “Irakibacter” (Howard et al. 2012), o en desastres naturales como
terremotos (Bhargava et al. 2010).

Adicionalmente, desde el punto de vista bacteriologico, el género Acinetobacter es
particularmente interesante por otras razones. Varias especies de Acinetobacter son
capaces de catabolizar un amplio rango de fuentes de carbono y metabolitos (Jung y
Park 2015). Por ello, Acinetobacter se encuentra entre los microorganismos mas
utilizados para la biorremediacién de suelos contaminados por petréleo (Smith et al.
2007).

1.1. Acinetobacter baumannii

A. baumannii, el representante de mayor importancia a nivel hospitalario del
género, se presenta como uno de los patdogenos emergentes mas problematicos para las
instituciones sanitarias a nivel global en los ultimos afios (Peleg et al. 2008, Roca et al.
2012). Al igual que sus organismos mas proximos de relevancia médica, A. baumannii
no es un organismo ubicuo, ya que se desconoce un habitat natural fuera del ambiente
hospitalario (Towner 2009). En los tultimos afios el interés por A. baumannii ha
aumentado considerablemente, debido al incremento de la frecuencia de aparicion de
cepas multirresistentes a drogas por el uso excesivo e indebido de antibidticos de amplio
espectro en hospitales que reducen las opciones terapéuticas para su tratamiento y
ocasionan graves problemas entre pacientes inmunodeprimidos en unidades de cuidados
intensivos (Bergogne-Bérézin y Towner 1996, Joly-Guillou et al. 2005, Rice 2006,
Peleg et al. 2008). Ademas, A. baumannii es un patégeno propenso a acumular
mecanismos de resistencia que conllevan al afloramiento alarmante de cepas pan-
resistentes que le permiten aclimatarse velozmente a los cambios del ambiente bajo
presion selectiva (Valencia et al. 2009, Howard et al. 2012, Roca et al. 2012). Gracias a
esta extraordinaria habilidad, los miembros del complejo ACB son capaces de rellenar
con rapidez los nichos ecoldgicos vacantes, debido a la eliminacion de bacterias
competidoras por adicion de compuestos antimicrobianos de amplio espectro (Towner
2009). La relevancia clinica del patogeno nosocomial y oportunista A. baumannii esta
ocasionada por dos grandes rasgos. El primero de ellos es la presencia de
multirresistencia a drogas adquirida mediante distintos mecanismos, como mutaciones o
adquisicion de elementos genéticos como plasmidos, transposones o islas de resistencia.
De hecho, A. baumannii estd considerado como un patégeno ESKAPE, junto con
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter spp., por las siglas en inglés de los seis organismos con la
mayor capacidad de evadir los efectos de las terapias antimicrobianas modernas (Rice
2008). Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud ha incluido a Acinetobacter en el
grupo de bacterias patdgenas de prioridad critica mas peligrosas para la salud humana
en su ultima lista (afo 2017), debido a que estas bacterias han adquirido resistencia a un
elevado nimero de antibioticos, como los carbapenémicos y las cefalosporinas de
tercera generacion (los antibidticos mas potentes disponibles para tratar las bacterias
multirresistentes). El segundo rasgo clave es la habilidad para sobrevivir durante largos
periodos de tiempo en el hospedador humano y/o en el ambiente clinico, especialmente
en unidades de cuidados intensivos hospitalarias, donde la formacion de biopelicula o
biofilm juega un papel fundamental (Roca et al. 2012). Ademas, varias especies del
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género, incluida A. baumannii, son capaces de sobrevivir en condiciones extremas
resistiendo a la disecacion (hasta 27 dias), condicion que también le ha otorgado el
sobrenombre de camellos de los procariotas, pudiendo resistir en el material clinico
como un reservorio secundario (Jawad et al. 1998, Fournier et al. 2006). Asimismo, A.
baumannii puede hospedarse en artropodos como piojos, pulgas y garrapatas, que
actlian como vectores de transmision y reservorios (La Scola et al. 2001, Fournier et al.
2006).

Acinetobacter baumannii sp. nov. fue descrita en 1986 por Bouvet y Grimont,
también clasificada mediante técnicas de hibridacion de ADN como gen. sp. 2 (Bouvet
y Grimont 1986). La mayoria de las cepas de Acinetobacter aisladas de pacientes
humanos hasta ese momento pertenecen a esta especie (Bouvet y Grimont 1986) al igual
que ocurre actualmente (Howard et al. 2012). La cepa A. baumannii ATCC17978 fue
aislada en 1951 a partir de un nifio con meningitis fatal (Piechaud y Second 1951,
Baumann et al. 1968), antes del desarrollo de antibidticos como macrélidos
(eritromicina), glicopéptidos (vancomicina) y cefalosporinas y otros B-lactamicos de
generaciones posteriores. Se cree que esta cepa nunca estuvo expuesta al cloranfenicol,
usado por primera vez en 1949 (Smith et al. 2007). A. baumannii ATCC17978 es
resistente a los B-lactdmicos pero muestra ligera resistencia a tetraciclina y es sensible a
aminoglicosidos como la kanamicina (Smith et al. 2007). En 2007, se secuencio su
genoma completo que esta depositado en la base de datos del NCBI (National Centre
for Biotechnology Information) (Smith et al. 2007). La cepa tipo de la especie, A.
baumannii ATCC19606", aislada de orina humana, también ha sido secuenciada (Peleg
et al. 2012), aunque el ensamblaje de su genoma esta incompleto en la base de datos del
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/403), por lo que en numerosos
estudios, especialmente para la construccion de mutantes, se utiliza ATCC17978 como
cepa de referencia de la especie. A. baumannii ATCC17978, presenta 28 islas genéticas
exdgenas, donde se encuentra el mayor numero de marcos abiertos de lectura u ORFs
(open reading frames), indicando que el genoma ha adquirido una vasta cantidad de
ADN foraneo. 16 de estas islas contienen genes implicados en la virulencia de este
patogeno, como factores de virulencia o genes de resistencia a antibidticos (Smith et al.
2007). Por lo tanto, comprender los mecanismos que controlan la expresion de los genes
de virulencia y la propagacion de este patdgeno es fundamental para la identificacion de
nuevas dianas terapéuticas y para el desarrollo de nuevas estrategias antipatogénicas en
especies de Acinetobacter.

Por otra parte, A. baumanni M2, aislada en 1996 a partir de una infeccion de cadera
de un paciente de Cleveland (EEUU), ha sido estudiada en numerosos laboratorios
(Carruthers et al. 2013), por lo que gran parte de la bibliografia de A. baumannii se
encuentra referida a esta cepa. Sin embargo, recientemente ha sido reclasificada como
A. nosocomialis M2 (Carruthers et al. 2013), haciendo necesario el estudio de
determinadas caracteristicas en A. baumannii todavia por explorar.

2. Virulencia en Acinetobacter spp.

A pesar de que varias especies de Acinetobacter representan un problema a nivel
mundial, el conocimiento sobre este patdgeno es escaso en comparacion con otros
patogenos humanos oportunistas mejor caracterizados, como P. aeruginosa (Fournier et
al. 2000).

Dos estrategias clave de supervivencia asociadas a virulencia promueven la
supervivencia de A. baumannii dentro y fuera del hospedador: la capacidad de formar
biopeliculas que le permiten crecer persistentemente en condiciones desfavorables y
distintos ambientes y la resistencia a antimicrobianos intrinseca o adquirida. Ademas,
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para que A. baumannii desarrolle su patogénesis, son necesarios multiples factores de
virulencia, entre los que cabe destacar la adherencia a superficies y motilidad sobre
superficies que le permiten colonizar distintos sustratos y la formacion posterior de
biopeliculas (Gaddy y Actis 2009, Antunes et al. 2014, Longo et al. 2014). La
adquisicion de elementos genéticos moviles puede suceder por contacto con bacterias
que comparten los mismos habitats, como P. aeruginosa o Enterobacterias (Fournier y
Richet 2006). La transformacion genética natural también le facilita la integracion
estable en el cromosoma de genes de resistencia a drogas (Fournier y Richet 2006).
Mediante mecanismos de adquisicion genética A. baumannii incorpora enzimas
degradadoras de antimicrobianos, como carbapenemasas y P-lactamasas (Fournier y
Richet 2006).

Otros mecanismos de resistencia le permiten responder rapidamente a los nuevos
antimicrobianos desarrollados, como cambios en proteinas de union a penicilina que
previenen su accidn, alteraciones en la estructura y en el nimero de porinas en la
superficie de la membrana celular que resultan en una disminucién de la permeabilidad
de membrana externa de la célula a los antibidticos y la actividad de las bombas de
expulsion que disminuyen la concentracion intracelular de los antibidticos
expulsandolos fuera de la bacteria (Fournier y Richet 2006, Perez et al. 2007). Ademas,
también son capaces de intercambiar material genético con otras bacterias capaces de
crecer en ambientes con temperaturas menores, con importantes implicaciones para su
contribucion a la vasta propagacion de los genes de resistencia a antibidticos en el
ambiente (Towner 2009).

Estudios recientes demostraron que la sobre-expresion de las bombas de eflujo es
un mecanismo eficiente para la resistencia a drogas en Acinetobacter. A. baumannii
presenta varios sistemas de bombas de expulsion de antibidticos intrinsecos o
adquiridos que contribuyen a su multirresistencia (Xing et al. 2014). En A. baumanniii
existen los sistemas AdeABC, AdeDE, AdelJK o AdeFGH. La bomba de eflujo mejor
caracterizada es la AdeABC, fundamental en bacterias Gram-negativas y esencial en la
adquisicion de resistencia a varias clases de antibioticos en A. baumannii (Magnet et al.
2001, Marchand et al. 2004). AdeABC es un sistema de tres componentes que utiliza
ATP (adenosin trifosfato) para expulsar antibidticos fuera de la célula (Vila et al. 2007).
Esta codificada por el operén adeABC que codifica para AdeA, una proteina de fusion
de membrana, AdeB, el transportador multidrogas miembro de la familia RND
(resistance-nodulation-cell division) y AdeC, homologo de una proteina de membrana
exterior (Marchand et al. 2004, Vila et al. 2007). Estos genes se encuentran contiguos en
el genoma y a su vez estan regulados por el sistema de dos componentes AdeRS, en el
cual adeS monitoriza las condiciones del ambiente activando o inactivando al regulador
de respuesta adeR para el control de la expresion de la bomba (Marchand et al. 2004,
Vila et al. 2007, Xing et al. 2014).

Entre los factores que contribuyen a la virulencia de Acinetobacter existen ademas
varios determinantes patogénicos entre los que se encuentra la presencia de pili. Aunque
es una bacteria no motil (ausencia de flagelo), el género Acinetobacter presenta
apéndices bacterianos denominados fimbrias o pili, que se expresan en la superficie de
bacterias. En general, los pili de Acinetobacter son codificados por el operén
cSUA/BABCDE o csu que contiene un complejo (chaperone-usher pili assembly system)
necesario para la produccion y ensamblaje de pili. Adicionalmente, los genes del operon
Csu también son necesarios para la adhesion inicial a la superficie durante la formacion
de biopelicula (Tomaras et al. 2003, 2008, Gaddy y Actis 2009, Luo et al. 2015). El
operdn CsU, a su vez, estd regulado por un sistema de dos componentes codificado por la
sensora quinasa BfmS y el regulador de respuesta BfmR (Tomaras et al. 2008). Parece
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ser que los pili de tipo I juegan un papel fundamental en la adherencia y formacion de
pelicula (pellicle) formada en la interfase aire-liquido y biopelicula en A. baumannii, sin
embargo, se necesitaria mas investigacion para conocer su contribucion exacta bajo
distintas condiciones (Eijkelkamp et al. 2014).

Los pili de tipo IV son complejos de proteinas grandes con componentes en la
membrana tanto interna como externa de la célula bacteriana que participan en diversos
procesos como transformacioén natural de bacterias y en la adherencia a superficies
bidticas y abidticas (Harding et al. 2013, Eijkelkamp et al. 2014). En la expresion y
ensamblaje de pili tipo IV, que participan en la motilidad de tipo twitching de
Acinetobacter, se encuentran involucrados numerosos genes, unos en el ensamblaje
(pilA, pilB, pilC, pilF, pilM, pilN, pilO, pilP, pilQ, pilZ, pilW), otros en la motilidad de
tipo twitching (pilR, pilS, pilT, pilU) y en el filamento pilina (pilA) (Clemmer et al.
2011).

Las proteinas de membrana externa también se han relacionado con la resistencia a
antibidticos y la patogénesis en células del hospedador. La proteina OmpA (outer
membrane protein A), la proteina de superficie de membrana mas abundante en este
patogeno, también estd involucrada en la resistencia al sistema del complemento del
hospedador y en la formacién de biopelicula (Gaddy y Actis 2009, Roca et al. 2012).
OmpA no solo facilita la adherencia a células eucariotas y superficies abiodticas sino que
también media la invasion y promueve la muerte celular de células epiteliales (Choi et
al. 2005, Gaddy y Actis 2009). También se ha demostrado que el porcentaje de
proteinas de membrana externa es mucho menor en A. baumannii que en otros
patégenos como en Escherichia coli, permitiéndole reducir la permeabilidad de
membrana (Prashanth et al. 2012). Ademads, se ha descrito que la proteina OmpA junto
con las fimbrias de la superficie celular contribuyen a la adhesion de la bacteria a
células epiteliales del hospedador (Howard et al. 2012).

La proteina de membrana externa denominada Bap (biofilm-associated protein)
esta directamente involucrada en la formacion de biopelicula (Loehfelm et al. 2008).
Tanto es asi, que una region de esta proteina puede ser usada como biomarcador en el
desarrollo de nuevas pruecbas de diagnosis de A. baumannii (Noori et al. 2014).

La proteina adhesina de superficie de A. baumannii denominada autotransportador
trimérico (Ata), contribuye a la virulencia de este patogeno mediando en la adhesion
celular (Betancor et al. 2012).

En A. baumannii se han descrito varios reguladores de dos componentes que le
permiten detectar los cambios en el ambiente para adaptarse a ellos. Las sensoras
quinasas juegan un papel fundamental en la biologia bacteriana y su patogénesis,
ayudandole a percibir y responder a los estimulos ambientales como estrategia de
supervivencia (Cerqueira et al. 2014). Ademas del sistema BfmSR y del sistema
AdeRS, se ha descrito recientemente el sistema de dos componentes GacSR, en el cual
la sensora quinasa actiia como un regulador de virulencia global que podria regular la
sintesis de pili, ya que en un mutante de gacS disminuye la expresion de varios genes
del operdn csu (Cerqueira et al. 2014).

Como muchas otras bacterias, Acinetobacter secreta vesiculas de membrana externa
que estan compuestas por lipopolisacaridos, proteinas de membrana externa, lipidos,
ADN o ARN y se cree que participan ademas de en los procesos de quorum sensing o
QS, en el transporte de otros factores de virulencia, en la inhibicidén de fagosomas, en la
formacion de biopelicula y en la transferencia genética (McConnell et al. 2011, Roca et
al. 2012). Otras proteinas clave que se ha visto que contribuyen a la virulencia de A.
baumannii son las enzimas hidroliticas como la fosfolipasa C, que incrementa la
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toxicidad de las células epiteliales, o la fosfolipasa D, importante para la resistencia al
suero humano e invasion de células epiteliales (Roca et al. 2012).

Los polisacaridos de superficie también intervienen en la virulencia de este
patdgeno. Entre los factores de virulencia identificados en esta bacteria se encuentra un
sistema general de O-glicosilacion que es importante para la formacion de biopelicula y
la virulencia y el polisacarido capsular, esencial para la resistencia al sistema del
complemento inmunitario del hospedador (Lees-Miller et al. 2013).

Hay que nombrar a los lipopolisacaridos o LPS que contienen azucares de cadenas
largas o el poli-B-(1-6)-N-acetil glucosamina o PNAG, critico para el desarrollo de la
biopelicula, que ademas de tener un rol en adherencia entre célula-célula y a la
superficie, es también un factor de virulencia y protege la bacteria contra las defensas
innatas del hospedador (Joly-Guillou et al. 2005, Choi et al. 2009, Roca et al. 2012).

Ademas, los sistemas de adquisicion de hierro y los siderdforos, compuestos
quelantes de hierro como la acinetobactina (Dorsey et al. 2003), que le permiten
competir con las proteinas de union a hierro de hospedadores para sobrellevar la falta de
hierro impuesta por el hospedador (Vallenet et al. 2008), intervienen en la patogénesis
de especies de Acinetobacter (Roca et al. 2012). Recientemente, se ha descrito un gen,
feoA (A1S_0242), que forma parte del sistema de captacion de hierro Feo, implicado en
la virulencia de A. baumannii (Alvarez-Fraga et al. 2018).

Por ultimo, la fosforilacion en residuos de serina, treonina y tirosina, que constituye
la mayor modificacion post-traduccional en células, originalmente descrita
exclusivamente en organismos eucariotas aunque ahora se conoce que es un mecanismo
importante de sefalizacidon en bacterias, también podria jugar un rol en la regulacién de
mecanismos asociados con la patogenicidad y resistencia a drogas de A. baumannii
(Soares et al. 2014).

Entre las caracteristicas fisiolégicas que se han relacionado con la virulencia del
género Acinetobacter, son de especial relevancia la motilidad y la formacion de
biopelicula, en la cual aislados clinicos de A. baumannii son capaces de sobrevivir
periodos largos de disecacion e inanicion a través de células en estado latente
embebidas en la matriz de estas biopeliculas, que los hacen mas resistentes a la mayoria
de antimicrobianos (Gaddy y Actis 2009, Gayoso et al. 2014).

2.1. Motilidad en Acinetobacter spp.

A pesar de que el nombre “Acinetobacter” proviene del griego “akineto” (no motil),
acufiado en los primeros estudios sobre este patogeno y que la secuenciacion de los
genomas de A. baumannii han revelado que carecen de genes de flagelos (Smith et al.
2007), se han observado varias formas de motilidad independiente de flagelo en
diferentes especies del género, con discrepancias en relacion a los fenotipos motiles en
la bibliografia (Henrichsen y Blom 1975, Barker y Maxted 1975, Mukerji y Bhopale
1983, Henrichsen 1983, 1984, Bouvet y Grimont 1987, Kang y Park 2010Db).
Adicionalmente, existe un gran numero de disimilitudes entre los ensayos de motilidad
utilizados, poca reproducibilidad y diferencias entre cepas, posiblemente debido a
distintas condiciones experimentales, que dificultan la clasificacién de los fenotipos
motiles y la elucidacion de su importancia en la virulencia de distintas cepas y especies
de Acinetobacter.

La motilidad de Acinetobacter es un fenotipo complejo que esta conectado con
otras caracteristicas cruciales como las fimbrias o pili, estimulos ambientales o factores
que producen estrés celular. En el control de la motilidad de las especies de
Acinetobacter se han descrito diversas proteinas reguladoras, entre las que se incluyen
la proteina de tipo histonas (histone-like nucleoid sctructuring protein) o H-NS, el
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sistema regulador de dos componentes BfmRS que controla el operén csu, el sensor de
luz azul bISA, la proteina sensora quinasa GacS o el QS, que se describira con detalle
mas adelante (Tomaras et al. 2008, Mussi et al. 2010, Clemmer et al. 2011, Eijelkamp et
al. 2013, Cerqueira el al. 2014).

Actualmente, la mayoria de los estudios han descrito dos formas distintas de
migracion de las especies de Acinetobacter sobre la superficie segin el porcentaje de
agar: la motilidad de tipo twitching, migracion que ocurre en la interfase entre la capa de
agar y una superficie sélida como el fondo de una placa Petri, en la cual estan
involucrados los pili de tipo IV y se observa con concentraciones de agar del 1% (Mussi
et al. 2010, Harding et al. 2013) y la motilidad asociada a superficie que se produce con
bajas concentraciones de agar del rango de 0,2-0,5% (Mussi et al. 2010, Clemmer et al.
2011, Skiebe et al. 2012, Harding et al. 2013), que varios autores han propuesto como
independiente de pili (Harding et al. 2013). Los genes que codifican para pili de tipo IV
han sido identificados en multiples genomas de Acinetobacter spp. (Smith et al. 2007,
Adams et al. 2008) y se ha demostrado que este género produce pili funcionales con
PilA constituyendo la mayor subunidad de pilina (Harding et al 2013). La funcién de los
pili de tipo IV parece ser esencial para la motilidad de tipo twitching ya que mutantes de
genes de pili como pilA, pilD y pilT no presentaron este tipo de motilidad en A.
nosocomialis M2, aunque mantuvieron la motilidad asociada a superficie en
concentraciones de agar bajas (0,5%) (Harding et al. 2013). Sin embargo, el
requerimiento especifico de pili de tipo IV en la motilidad asociada a superficie de A.
baumannii permanece ambiguo ya que Clemmer et al. (2011), observaron que un
mutante de pilT que codifica para una ATPasa necesaria para la retraccion de pili de
tipo IV, result6 solamente en una reduccion de aproximadamente el 50% de la motilidad
asociada a superficie (0,35% de agar).

Los pili de tipo I de Acinetobacter spp. son codificados por el operon csu, regulado
a su vez por el sistema de dos componentes BfmSR (Tomaras et al. 2003, 2008). Los
mutantes de bfmS y bfmR no son motiles y en el mutante de bfmR no hay expresion del
operdn csu (Tomaras et al. 2008). El operon csu (A1S 2213-A1S 2218) se describié en
la cepa tipo A. baumannii ATCC19606" donde es necesario para la adhesion a
superficies, ya que mutantes de genes del operon, como cSUC y cSuE, resultaron en
células no piliadas que no pudieron adherirse a la superficie (Tomaras et al. 2003). Los
genes CSUA/B, csuB y cSUE estan implicados en la formacion de pili de tipo 1. CsuA/B
fue la proteina mas abundante en matrices de polisacaridos asociadas a la peliula
formada en la fase aire-liquido por distintas especies de Acinetobacter (Nait Chabane et
al. 2014a). CsuC es una proteina chaperona que acelera el plegamiento de las
subunidades de pili y CsuD es una proteina guia (usher protein) de membrana externa,
necesaria para la biogénesis de fimbrias, responsable del ensamblaje y extension del pili
y CsuE codifica para una tip adhesin o una adhesina localizada en el extremo del
apéndice (Tomaras et al. 2003). Analisis comparativos mostraron que existen operones
similares en el genoma de otras especies como A. baumannii ATCC17978 (Tomaras et
al. 2003, Smith et al. 2007, Gaddy y Actis 2009). Curiosamente, Eijkelkamp et al.
(2011b) observaron una interrupcion del gen csuB (A1S 2216) en una cepa
multirresistente a drogas causante de un brote epidémico en Roma en 2005, A.
baumannii ACICU (Iacono et al. 2008), al igual que un polimorfismo de nucleétido
unico en A. baumannii ATCC17978 en el mismo gen resultando en un csuB truncado o
no funcional (Eijkelkamp et al. 2011b). De hecho, en ese estudio ATCC17978 mostro
niveles bajos de unioén a superficie en comparacion con otras cepas (Eijkelkamp et al.
2011b). A mayores del operon csu, A. baumannii ATCC17978 y la cepa multirresistente
a antibioticos A. baumannii AYE contienen tres clusteres (A1S_1507-A1S 1510,
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AB57 2003-2007 'y AIS 2088-2091) que codifican funciones de secrecion
potencialmente asociadas con el ensamblaje y adhesion de pili de tipo I (Smith et al.
2007, Eijkelkamp et al. 2014). EI cluster AB57 2003-2007 se sobre-expresa, al igual
que CsuC y CsuD, en las peliculas que forma A. baumannii ATCC17978 en la interfase
aire-liquido (Marti et al. 2011). CsuD tiene alta homologia con proteinas de P.
aeruginosa con dominios involucrados en la biogénesis de pili y comparte un 40 y un
50% de homologia con otras dos proteinas de membrana externa de A. baumannii
ATCC17978 englobadas en los otros clusteres de pili de tipo I, A1IS 1508 y AIS 2089,
respectivamente (Tomaras et al. 2003, Eijjkelkamp et al. 2011a). Las proteinas
AI1S 1507-A1S 1510 conforman otro operén que codifica para pili de tipo I
involucrados en la formacion de biopelicula sobre soportes solidos (Rumbo-Feal et al.
2013). Este operon esta conservado en A. baumannii (excepto en la cepa multirresistente
a antibioticos AYE que presenta una secuencia de insercion interrumpiendo el gen que
codifica para A1S 1508) y también se ha encontrado en otras especies del complejo
ACB (Nait Chabane et al. 2014a). Los niveles de expresion de este operén (A1S 1507-
A1S 1510) disminuyeron en presencia de hierro en peliculas formadas por A.
baumannii ATCC17978 y aumentaron en un mutante del represor transcripcional global
hns, sugiriendo un control por parte de la proteina H-NS (Eijkelkamp et al. 2011a,
2013). Ademas, el gen AlS 1507 incrementd considerablemente sus niveles de
expresion en células de biopelicula en comparacion con las células planctonicas en
ATCC17978, al igual que ocurridé con los genes csuC, csuD y csuA/B (Rumbo-Feal et
al. 2013). El claster de 4 proteinas A1S 2088-A1S 2091 estd extremadamente
conservado en A. baumannii (excepto en la cepa multirresistente ACICU) y en otras
especies como A. pittii, A. nosocomialis o A. calcoaceticus (Nait Chabane et al. 2014a),
aunque su rol en la virulencia de A. baumannii ain no se ha descrito (Eijkelkamp et al.
2014). Al contrario, no se localizé ninglin clister semejante a CSU en el genoma de la
cepa sensible a antibioticos A. baumannii SDF ni en el genoma de la cepa ambiental
Acinetobacter baylyi ADP1 (Vallenet et al. 2008, Eijkelkamp et al. 2014).

De la misma forma, diversos genomas de A. baumannii contienen genes que
codifican para pili de tipo IV. En comparacion con las cepas multirresistentes A.
baumannii AYE y ACICU, A. baumannii ATCC17978 pierde tres genes involucrados
en la adhesion de pili de tipo IV, mientras que A. baumannii SDF tampoco presenta la
mayoria de los genes esenciales para la biogénesis y el funcionamiento de pili de tipo
IV (Antunes et al. 2011).

Ademas de los pili de tipo I y IV, la produccion de LPS o del polisacérido capsular
también interviene en la motilidad de A. baumannii ATCC17978 ademas del pili de tipo
IV (McQuery et al. 2012, Skiebe et al. 2012). Aunque los esfuerzos de Clemmer et al.
(2011) fallaron en la identificacion de un surfactante en A. nosocomialis M2 (Clemmer
et al. 2011), se ha descrito en A. baumannii ATCC17978 la produccion de 1,3-
diaminopropano o DAP, la mayor poliamina en Acinetobacter, que es necesaria para la
motilidad de ATCC17978 (Skiebe et al. 2012). La motilidad de 4. baumannii
ATCC17978 puede ser inhibida mediante distintos compuestos extracelulares que
producen estrés celular como el antimicrobiano triclosan, el etanol, la ampicilina y altas
concentraciones de sal (Hood et al. 2010, McQuery et al. 2012, Nwugo et al. 2012). Se
ha demostrado que la luz azul modula la motilidad de especies de Acinetobacter a través
del gen bIsA (Mussi et al. 2010, Bitrian et al. 2012, Golic et al. 2013), cesando la
motilidad de A. baumannii ATCC17978 a bajas temperaturas (Mussi et al. 2010, Golic
et al. 2013). La adicion de rojo Congo, que inhibe la produccion de exopolisacarido, asi
como el perdxido de hidrogeno, también alteraron la motilidad de A. baumannii
ATCC17978 pero sin eliminarla por completo (McQuery et al. 2012). Mutantes del gen
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sodB que codifica la enzima superoxido dismutasa putativa (SOD), también produjo
defectos significativos en la motilidad de 4. baumannii ATCCC17978, haciéndolos mas
susceptibles al estrés en comparacion con la cepa parental (Heindorf et al. 2014). Los
patrones de motilidad también son dependientes de la composicion de los nutrientes del
medio de cultivo en este patégeno (Barker y Maxted 1975, McQuery et al. 2012, Skiebe
et al. 2012). Del mismo modo, un estudio reciente ha corroborado que varios aislados de
A. baumannii presentan distinto patron de motilidad asociada a superficie segun el
medio de cultivo (Lopez et al. 2017).

Parece ser que el sistema de dos componentes GacSR, también esta involucrado en
la motilidad de A. baumannii ATCC17978, ya que el mutante de la sensora quinasa
gacS, que actia como un regulador de virulencia global, presentd6 menor capacidad
motil que la cepa parental, ademas de disminuir el nivel de expresion de los genes csuD
y csuB del operon csu, pudiendo regular la sintesis de pili (Cerqueira et al. 2014).

2.2. Biopelicula en Acinetobacter spp.

Existen numerosos estudios que revelan la capacidad de A. baumannii de formar
biopelicula sobre distintas superficies, tanto bidticas como sustratos abioticos
hidrofilicos como el cristal o hidrofobicos como el plastico, usado con frecuencia en el
material médico, siendo la causa de infecciones nosocomiales tras la colonizacidon de
equipos e instrumentos médicos como catéteres urinarios, catéteres venosos centrales,
tubos endotraqueales, etc..., representando un importante problema para pacientes
inmunodeprimidos (Howard et al. 2012, Longo et al. 2014). Por definicion, la
biopelicula es una comunidad de células bacterianas asociadas con una superficie, tanto
bidtica como no bidtica, dispuesta en una estructura tridimensional en la que las células
se encuentran en contacto unas con otras y permanecen embebidas en una matriz
extracelular que puede estar compuesta por carbohidratos, acidos nucleicos, proteinas y
otras macromoléculas, que les ofrecen un papel protector frente a antibidticos
(Costerton et al. 1999, Davenport et al. 2014, Sahu et al. 2014). A. baumannii
ATCC19606" forma més biopelicula sobre plasticos como poliestireno, polipropileno y
Teflon que sobre el cristal borosilicato (Tomaras et al. 2003). Sin embargo, parece ser
que A. baumannii presenta distintos mecanismos de adherencia segun la superficie a la
que se adhiera para colonizarla y formar biopelicula sobre ella. Se cree que la
adherencia a superficies inanimadas o a superficies bidticas ocurre mediante
mecanismos distintos, ya que no se correlaciona la formacién de biopelicula de
ATCC19606" en células epiteliales o en plastico (de Breij et al. 2009). Eijkelkamp et al.
(2011b) observaron distintos niveles de adhesion de A. baumannii ATCC17978 y de
otro aislado de Acinetobacter sobre distintos sustratos biologicos (células epiteliales de
pulmén y células de la nasofaringea) (Eijkelkamp et al. 2011Db).

La regulacion de la formacion de biopelicula es un proceso multifactorial que
incluye una variedad amplia de sefiales ambientales y sensores como la disponibilidad
de nutrientes y sefiales medioambientales, el QS, los sistemas de regulacion de dos
componentes y los reguladores transcripcionales (Gaddy y Actis 2009, Howard et al.
2012). Los factores ambientales como el pH, la temperatura o la sal también afectan a la
produccion de biopelicula (Pour et al. 2011). Toda esa red reguladora resulta en la
produccion de factores bacterianos como las proteinas de superficie celular (adhesinas,
proteinas de membrana externa), y apéndices celulares (pili) que juegan un papel
fundamental en la adhesion y posterior desarrollo de la biopelicula (Gaddy y Actis
2009, Howard et al. 2012).

Hasta la fecha se han descrito varios determinantes implicados en la formacion de
biopelicula de Acinetobacter. Entre los distintos factores reguladores que afectan a su
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formacion se encuentra la proteina Bap (biofilm-associated protein). Se trata de una
proteina de superficie de membrana de 854 kDa con alta homologia con la proteina
asociada a biopelicula de estafilococos y que esta bien conservada en el género
Acinetobacter (Loehfelm et al. 2008). Bap esta involucrada en las interacciones célula-
célula que ayudan a las etapas del desarrollo, maduracion y estabilizacion de la
biopelicula sobre superficies inanimadas, ya que un mutante de bap resulté en la
desestabilizacion de la biopelicula madura sobre superficies abioticas de cristal del
aislado A. baumannii 307-0294 (Loehfelm et al. 2008). Apoyando su intervencion en las
ultimas etapas del desarrollo de la biopelicula, los analisis con microscopia electrénica
de barrido revelaron que la proteina Bap también es estrictamente necesaria para formar
la arquitectura clasica de la biopelicula de A. baumannii 307-0294 que consiste en torres
multidimensionales separadas por canales de agua en superficies médicas de
polipropileno, poliestireno y titanio (Brossard y Campagnari 2012). Por el contrario, las
células deficientes en esta proteina, permanecen predominantemente en una capa simple
como si fuera una alfombra con escasas areas de agregados celulares y sin formar
estructuras tridimensionales. El mecanismo por el cual actia Bap estd ain por
determinar y hasta el momento, no se han descrito ni factores ni condiciones
ambientales que puedan controlar la diferente expresion del gen bap, aunque estos
autores afirman que es posible que Bap se una a otras moléculas Bap de las células
vecinas, funcionando como adhesinas intercelulares en la biopelicula y contribuyendo al
soporte de la estructura e integridad del desarrollo de la biopelicula o que Bap se una a
otra molécula de la biopelicula (Brossard y Campagnari 2012). Bap también aumenta la
adherencia de Acinetobacter a células epiteliales de bronquios humanos y queratinocitos
humanos de neonatos, probablemente por un aumento de la hidrofobicidad de las
células bacterianas (Loehfelm et al. 2008).

En el caso de superficies abiodticas de plastico y la interaccion con células
epiteliales humanas y filamentos de Candida albicans, también interviene la proteina de
membrana externa OmpA (Choi et al. 2005, Gaddy et al. 2009). OmpA es una porina
trimérica de 38 kDa, que presenta actividad emulsionante en especies de Acinetobacter
degradadoras de aceites. Estas especies ademds producen una variedad de
biosurfactantes de alto peso molecular como el emulsionante Alasan (AlnA) descrito en
Acinetobacter radioresistans KA53 (Walzer et al. 2006). Este bioemulsionante esta
compuesto de proteinas y polisacaridos y es homologo de la proteina OmpA (Walzer et
al. 2006). Aunque OmpA presenta dominios transmembrana y esta integrada como
componente estructural de la membrana externa celular, estos autores observaron que la
secrecion de OmpA junto con la capacidad emulsionante podria ser importante
fisiologicamente para la utilizacion de sustratos hidrofobicos como fuentes de carbono y
que constituye una caracteristica de las cepas de Acinetobacter degradadoras de aceite
(Walzer et al. 2006). Se ha observado que OmpA se secreta en cinco especies de
Acinetobacter con esta capacidad de degradacion, incluyendo la cepa ambiental
Acinetobacter sp. ADP1 (Walzer et al. 2006) y por su condicion de emulsionante,
podria estar involucrada a su vez, en procesos de QS y formacion de biopelicula (Ron y
Rosenberg 2001). Ademés, OmpA induce la muerte de células epiteliales, provoca
apoptosis temprana y necrosis retardada en células dendriticas, dirigiéndose a la
mitocondria e induciendo la produccion de especies reactivas de oxigeno (Lee et al.
2010).

Ademés de Bap y OmpA, la adhesina de superficie denominada autotransportador
trimérico de Acinetobacter (Ata) también parece estar implicada en la adhesion y la
formacion de biopelicula (Betancor et al. 2012).
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La capacidad de A. baumannii de interaccionar célula-célula o célula-superficie
también ha sido relacionada con distintas estructuras de tipo pili. Para las primeras
etapas de formacion de biopelicula de A. baumannii ATCC19606" sobre superficies
abioticas de plastico, que resultan en la formacion de microcolonias y posterior
desarrollo de la biopelicula, es esencial el operon csu. Mutaciones en los genes csuC y
CSUE, pertenecientes al operdn, resultan en la supresion de adhesion a superficie y
formacion de biopelicula en A. baumannii ATCC19606" y ATCC17978 (Tomaras et al.
2003, Chen et al. 2017). La mutacién en el gen csuD que codifica una proteina de
membrana exterior necesaria para la biogénesis de fimbrias, también genera defectos en
la biopelicula de A. nosocomialis M2 (Clemmer et al. 2011). Ademas, el operon Csu se
sobre-expresa en células formadoras de biopelicula en comparacion con células sésiles
en A. baumannii ATCC17978 (Rumbo-Feal et al. 2013). Por el contrario, se ha
demostrado que A. baumannii ATCC19606" no necesita de este operdn para adherirse a
células epiteliales alveolares humanas, ya que la mutaciéon del gen CSUE produce la
misma biopelicula sobre ellas (de Breij et al. 2009).

Se han descrito dos tipos de apéndices celulares utilizados por A. baumannii
ATCC19606" para adherirse al sustrato: 1) extensiones celulares largas e irregulares que
conectan las bacterias, constituidas por los pili que produce el operon csu, observados
también por Tomaras et al. (2003), y 2) estructuras de tipo pili cortas y delgadas que
contactan con el area de la superficie adyacente a las células bacterianas (de Breij et al.
2009). Estos mismos autores demostraron que solo los pili cortos independientes del
operén csu estan involucrados en la adherencia de A. baumannii ATCC19606" a células
respiratorias al igual que describieron otros autores (Lee et al. 2006, de Breij et al.
2009). Sin embargo, Eijkelkamp et al. (2011b), en paralelo con los estudios publicados
anteriormente (Tomaras et al. 2003), no pudieron establecer ninguna correlacion entre la
presencia o ausencia de otros clusteres de pili de tipo I y la adherencia de Acinetobacter
a sustratos bioticos o abioticos (Eijkelkamp et al. 2011b).

Adicionalmente, algunos autores sugirieron que para la formacion de biopelicula se
necesitan multiples sistemas de pili para mantener su estructura cohesiva, ya que un
mutante de la proteina A1S 1507 que codifica para pili de tipo I, sobre-expresada en
células de biopelicula en comparaciéon con células plancténicas y englobada en el
operon A1S 1507-A1S 1510, produjo una disminucion de la formacion de biopelicula
en A. baumannii ATCC17978, al igual que un mutante de PilW (A1S_3168) necesario
para el ensamblaje de pili de tipo IV (Rumbo-Feal et al. 2013).

La expresion del operén csu a su vez esta controlada por el sistema de dos
componentes BfmSR, que puede detectar moléculas del ambiente extracelular. La
mutacion del receptor bfmR provocdé una pérdida de la expresion de csu y la
consecuente menor produccion de pili y formacion de biopelicula en superficies
plasticas (Tomaras et al. 2008). Sin embargo, el mutante de la sensora bfmS tan solo
resulta en la atenuacion y no en la inhibicion total de biopelicula en A. baumannii
ATCC19606", indicando que otros estimulos o moléculas ambientales pueden estar
controlando la formacion de biopelicula via BfmSR (Tomaras et al. 2008). De hecho,
cuando no se expresa el sistema BfmSR, la composiciéon del medio de cultivo y la
interaccion entre células y la superficie abiodtica juegan un papel importante (Tomaras et
al. 2008).

Recientemente se ha descrito otro sistema de dos componentes en A. baumannii
ATCCI17978, el sistema CheA/Y relacionado con la motilidad y formacién de
biopelicula (Chen et al. 2017). En A. baumannii un mutante de cheA produce inhibicién
de motilidad de superficie, de pelicula en la interfase aire-liquido y de biopelicula
mediante la regulacion del operon csu y del operon de QS (Chen et al. 2017).
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Los factores ambientales también intervienen en la regulacion de la biopelicula de
Acinetobacter incluyendo la monitorizacion de la densidad bacteriana o QS, la presencia
de nutrientes y la concentracion de cationes metalicos libres (Gaddy y Actis 2009),
algunas de ellas mediadas por los sistemas de dos componentes. La limitacion de la
concentracion de hierro en el medio de cultivo mejora la formacién de biopelicula de A.
baumannii ATCC19606" sobre superficies plasticas (poliestireno) (Tomaras et al.
2003). La luz azul inhibe a bajas temperaturas la formacion de biopelicula en cristal y
superficies bioticas en A. baumannii ATCC17978, sin embargo, a 37°C la biopelicula se
desarrolla de manera independiente de la luz, indicando que la temperatura también es
un factor a tener en cuenta para este proceso (Mussi et al. 2010). De hecho, al igual que
la concentracion de hierro extracelular, la temperatura de crecimiento es importante para
la interaccidon con el hospedador, ya que en presencia de agentes quelantes de hierro
algunos aislados de A. baumannii presentan una reduccion significativa en la adhesion y
capacidad de formar biopelicula en superficies bidticas y abioticas (Lee et al. 2006,
2008). La presencia de etanol también puede afectar la formacion de biopelicula en A.
baumannii (Smith et al. 2007).

Los mecanismos de resistencia convencionales como las [-lactamasas en el
cromosoma, las bombas de expulsion de antibidticos y las mutaciones en moléculas
diana de antibidticos también contribuyen a la supervivencia de las biopeliculas en
Acinetobacter (Gurung et al. 2013). Asimismo, la resistencia a distintos antibidticos es
significativamente mayor entre aislados de A. baumannii productores de biopelicula que
entre los no productores, como reveld un estudio con 60 aislados clinicos (Gurung et al.
2013). Hay que afiadir que existe una correlacion entre resistencia a antibidticos y la
capacidad de adherirse a superficies. De este modo, otros determinantes genéticos
aparecen involucrados en el proceso multifactorial de la formacion de biopelicula.
Aislados de A. baumannii que presentan el gen blapgr.q que codifica para una (-
lactamasa prevalente en aislados de Acinetobacter resistentes al antibidtico cefepime,
mostraron mayor capacidad de adherencia a células epiteliales de bronquios y
superficies plasticas y mayor formacion de biopelicula, en comparaciéon con aislados
que no presentan este gen (Lee et al. 2008). Ademas, el nivel de expresion de blapggr-1
estd correlacionado positivamente con esta capacidad de formar biopelicula aunque los
mecanismos de adherencia a estas células epiteliales estan atn sin elucidar. Por el
contrario, Rao et al. (2008) detectaron que solo 2 de 11 aislados que presentan blapgr-1
forman biopelicula robusta comparado con aislados que no lo tienen, cuestionando la
relevancia del mismo en la formacion de biopelicula.

2.2.1. Composicion de la biopelicula de Acinetobacter spp.

Numerosos aislados clinicos y ambientales del género Acinetobacter producen
exopolisacaridos que constituyen el componente principal de las biopeliculas en A.
baumannii (Lee et al. 2008). Vidal et al. (1996) observaron que un aislado clinico de A.
baumannii forma biopeliculas en cubreobjetos de vidrio con un material amorfo similar
al exopolisacarido cubriendo las células sésiles (Vidal et al. 1996). En A. baumannii
ATCC19606", estos exopolisacaridos se encuentran formando parte de los agregados
celulares que forma este patdgeno al adherirse a superficies plasticas (Tomaras et al.
2003). Como ya se menciond, uno de los polisacaridos mas importantes es el PNAG
codificado por el locus pgaABCD. Su funcién parece ser como la de una adhesina
intercelular en la biopelicula (Choi et al. 2009). La produccion de este polisacarido
compuesto por un ratio 40:60 de GIcNH2 y GlcNAc es esencial para la formacion de la
biopelicula, ya que delecciones en el locus pga conllevan a la pérdida de la consistencia
de la biopelicula en A. baumannii S1, que es restaurada mediante complementacion
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(Choi et al. 2009). En la matriz también se sintetizan otros polisacaridos como el
alginato y el nucleo del LPS, producidos por el gen algC que codifica para una enzima
bifuncional en A. baumannii AIIMS7 (Sahu et al. 2014). El alginato juega un papel
esencial en la consolidacion de la biopelicula y en la adhesion tanto en Acinetobacter
como en otros patdogenos como P. aeruginosa (Sahu et al. 2014). La adhesion mediante
sensores de superficie podria ser un desencadenante crucial para la activacion del
promotor de algC, ya que hay una sobre-expresion del mismo en células de biopelicula
en comparacion con células planctonicas (Sahu et al. 2014). El sistema de glicosilacion
también aumenta la capacidad de formar biopelicula, promueve la adherencia y mejora
la maduracion de la masa y densidad de la biopelicula (Iwashkiw et al. 2012). El
polisacarido capsular y las O-glicoproteinas son dependientes de la actividad de la
glicosiltransferasa PglC en A. baumannii (Lees-Miller et al. 2013). La mutagénesis en
pglC previene la sintesis de glicoproteinas y la capsula, resultando en la formacion de
estructuras de biopelicula anormales y una virulencia atenuada en ratones (Lees-Miller
et al. 2013). El mutante del gen pglL que codifica para una oligosacariltransferasa,
también resulta en una deficiencia en glicoproteinas y produce biopeliculas
significativamente menores, implicando a las glicoproteinas en las etapas iniciales,
como la adherencia (Iwashkiw et al. 2012).

Las matrices extracelulares estdn constituidas en gran parte por ADN extracelular
(ADNe), pudiendo suponer en otros patéogenos como P. aeruginosa hasta mas de un
50% de la matriz de biopeliculas (Steinberger y Holden 2005). En aislados de
Acinetobacter como A. baumannii AIIMS7 y A. baumannii J9 también se ha
demostrado que el ADNe es importante para la produccion de biopelicula (Sahu et al.
2012, Wang et al. 2014). Ademas, biopeliculas preformadas en Acinetobacter fueron
disgregadas por DNasal, al igual que ocurre en P. aeruginosa, apoyando la importancia
del ADNe en el mantenimiento de la estructura de la matriz (Whitchurch et al. 2002,
Sahu et al. 2012). Aunque se ha descrito que en patogenos como P. aeruginosa una
parte del ADNe que se origina depende del QS (Allesen-Holm et al. 2006), no se
descarta la posibilidad de que suceda lo mismo en A. baumannii.

2.2.2. Actividad antibiopelicula

Debido a su papel crucial en la supervivencia y dispersion de este patdgeno, existe
un enorme interés en la identificacion de sustancias capaces de inhibir la formacion de
biopelicula.

Se han evaluado numerosos antimicrobianos como candidatos con capacidad
antibiopelicula contra Acinetobacter tanto in vivo como in vitro. Los antibioticos
rifampicina e imipenen, usados individualmente o de forma combinada, producen
inhibicién de biopelicula e inhibicion de produccion del ADNe en aislados clinicos de
A. baumannii, al mismo tiempo que inhibe los cultivos planctonicos (Wang et al. 2014).
También se ha demostrado la prevencion de la formacion de biopelicula de A.
baumannii 2021 con catéteres recubiertos de antibiotico (Jamal et al. 2014). El 3°,5’-
diguanilato ciclico o c-di-GMP es un mensajero secundario altamente conservado
necesario para la formacion de biopeliculas (Sambanthamoorthy et al. 2014). Varios
inhibidores de c-di-GMP presentaron actividad antibiopelicula y antiadherencia sobre
superficies abidticas contra el aislado A. baumannii AB5711 sin afectar al crecimiento
planctonico. Sin embargo, a concentraciones mayores de 200 uM presentaron toxicidad
celular en células de mamiferos (Sambanthamoorthy et al. 2015). Por otra parte, algunos
péptidos antimicrobianos presentaron actividad antibiopelicula y antibacteriana contra
19 cepas multirresistentes a antibidticos de A. baumannii (Gopal et al. 2014), al igual
que pequeinos péptidos solos o utilizados sinérgicamente con antibidticos, inhibieron la
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produccion de biopelicula de un aislado clinico de A. baumannii (Reffuiveille et al.
2014). El uso de geles para heridas con agentes antimicrobianos como la enzima
antibiopelicula DispersinB® que inhibe la formaciéon de biopelicula y la dispersa,
también la hace mas susceptible al péptido antimicrobiano KSL-W en varios patogenos
incluyendo A. baumannii (Gawande et al. 2014). Los desinfectantes comunes como la
lejia matan bien la biopelicula de A. baumannii, sin embargo otros como el etanol, el
peroxido de hidrogeno o el Lysol®, reducen considerablemente el nimero de células
pero sin llegar a aniquilarlas (Orsinger-Jacobsen et al. 2013). El tratamiento con calor o
radiacion UV también produce un descenso significativo de UFCs (unidades formadoras
de colonias) en la biopelicula de A. baumannii, pero la poblacion bacteriana no se
erradica por completo, sugiriendo que el material extracelular actia como un escudo
contra las condiciones de estrés (Orsinger-Jacobsen et al. 2013). Los catéteres venosos
centrales producen a veces infecciones de la sangre generalmente relacionadas con
morbididad alta, causando grandes costes médicos y largas estancias hospitalarias
(Cobrado et al. 2013). Como alternativa a catéteres antisépticos y recubiertos de
antibidticos, se ha propuesto también la utilizacion de catéteres biocompatibles
recubiertos con compuestos de bajo coste con actividad antibiopelicula, como el nitrato
de cerio, el quitosan y en especial el hamamelitannin, un tanino extraido del arbusto
conocido como avellano de bruja Hamamelis virginiana, los cuales inhiben la
biopelicula in vivo de A. baumannii ATCC19606" (Cobrado et al. 2013). El
recubrimiento de catéteres urinarios con nuevas generaciones de desinfectantes, como el
dihidrocloruro de octenidina, también inactiva la biopelicula de A. baumannii
produciendo la muerte celular de este patogeno en la biopelicula (Narayanan et al.
2016). El agente quelante de iones EDTA causé entre un 55-65% de reduccion de la
biopelicula en el aislado A. baumannii 1656-2, al igual que una disminucién de las
células colonizadoras (Lee et al. 2008). También podrian usarse enzimas que disuelven
la matriz contra Acinetobacter ya que hay estudios acerca de la inhibicion de la
biopelicula con enzimas como la DNasal, la F-actina, o la alginato liasa, que disuelven
la matriz extracelular y en ultimo término afectan a la biopelicula de P. aeruginosa
(Hoiby et al. 2010). La virstatina también inhibe la biopelicula de A. baumannii
produciendo un descenso drastico del pili de tipo IV (Nait Chabane et al. 2014b). Sin
embargo, en un estudio se observo una sobre-expresion de los polisacaridos de las
biopeliculas formadas por A. baumannii ATCC17978 y otros aislados clinicos, como
efecto compensatorio al afiadir esta molecula (Nait Chabane et al. 2014b). La formacion
de biopelicula de A. nosocomialis ATCC17903" también se vio afectada por la
virstatina, mediante la inhibicién del receptor de AHLs anoR (Oh y Choi 2015).
Recientemente otros autores observaron el mismo efecto compensatorio en P.
aeruginosa, demostrando que una deleccion de pili de tipo IV resulta en una reduccion
de la biomasa de la biopelicula y de las peliculas de la fase aire-liquido y a su vez, en
una sobreproduccion del polisacarido Psl en las microcolonias (Wang et al. 2013).

La estructura nanomolecular de las superficies también juega un papel fundamental
en la adherencia de patogenos, de modo que el control nanomolecular de las superficies
es un campo amplio de desarrollo para el control de biopelicula de patégenos como P.
aeruginosa (Magennis et al. 2015, Hook et al. 2012).

Ademéds, los inhibidores del sistema de adquisicion de hierro podrian ser
prometedores contra la biopelicula de A. baumannii ya que el metabolismo de hierro y
la formacion de biopelicula estan intimamente relacionados (Gentile et al. 2014). Los 2-
aminoimidazoles también son agentes anti-biopeliculas que tienen como diana el
regulador de respuesta BfmR (Thompson et al. 2012).
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3. Quorum sensing (QS)

Numerosas bacterias patégenas regulan sus genes de virulencia dependiendo de la
densidad celular, a través del sistema de comunicacion denominado quorum sensing
(QS) (Rutherford y Bassler 2012). Este fendémeno fue descrito en los afios 70 en
bacterias marinas bioluminiscentes y es definido como el mecanismo de comunicacion
intercelular que permite a las poblaciones bacterianas actuar de forma coordinada
mediante la regulacion de la expresion génica dependiente de la densidad celular (Fuqua
et al. 1994). Numerosas funciones bacterianas como el crecimiento en enjambre o
anillos (swarming), la transferencia de plasmidos conjugativos, la movilidad, la
biosintesis de antibidticos, la luminiscencia, la produccioén de siderdforos, la expresion
de genes de virulencia, la formacion de endosporas o el mantenimiento y produccion de
biopeliculas, son controladas mediante sistemas de QS (Swift et al. 2001, Waters y
Bassler 2005, Williams et al. 2007).

En el proceso de QS, las bacterias liberan al medio extracelular pequefias moléculas
sefial denominadas autoinductores (Als), que se acumulan de forma proporcional a la
densidad celular. Mediante biosensores especificos para estas sefiales, las bacterias
pueden detectar la concentracion celular en el medio que las rodea y cuando la cantidad
de moléculas sefial alcanza un determinado umbral o un quérum minimo de células, se
desencadena una variacion en la expresion génica de forma coordinada en la poblacion,
alterando su comportamiento en respuesta a cambios en el numero y/o las especies
presentes en la comunidad (Waters y Bassler 2005). Aunque este proceso fue descrito
por primera vez en Streptococcus pneumoniae (Tomasz y Hotchkiss 1964), la
investigacion que aclar6 de forma detallada el sistema de QS, conduciendo a la
identificacion de la sefal autoinductora y de los genes responsables, fue el estudio de la
bacteria marina Vibrio fischeri (Nealson 1977, Nealson y Hastings 1979), simbionte del
calamar Euprymna scolopes y responsable de su bioluminiscencia.

Las primeras senales descubiertas en bacterias Gram-negativas fueron las sefiales
N-acil homoserin lactonas (AHLs), en las cuales el proceso de QS esta mas estudiado.
Las senales de QS o Als mas conocidos se pueden agrupar en tres categorias (Figura 1):

1. N-acil homoserin lactonas (AHLSs)
2. Moléculas de naturaleza peptidica
3. Autoinductor AI-2
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Figura 1. Estructura quimica de las principales moléculas sefial de QS. A) AHLs, B) Péptidos
autoinductores (AIPs) y C) autoinductor Al-2.

1. Las bacterias Gram-negativas normalmente producen AHLs y estan involucradas
en la regulacion de un gran rango de funciones bioldgicas (Dong et al. 2001). Estas
sefiales estan compuestas por un anillo lactona (HSL) unido mediante un enlace amida a
una cadena lateral, formada por un 4cido graso que difiere segin la especie.
Generalmente esta cadena lateral estd constituida por entre 4 y 18 carbonos, puede ser
saturada o insaturada y en el tercer carbono puede tener o no sustituciones oxo- o
hidroxi- (Whitehead et al. 2001). Estas moléculas fueron observadas por primera vez en
bacterias marinas bioluminiscentes del género Vibrio, donde controlan los procesos de
emision de luz y constituyen el paradigma del QS en la mayoria de las bacterias Gram-
negativas (Waters y Bassler 2005). Cada AHL en principio activa su receptor
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correspondiente, sin embargo, algunas muestran mayor inespecificidad. La union de la
AHL y sensor permite a este ultimo unirse a los promotores para activar o reprimir la
expresion de genes diana controlados por QS. Aunque inicialmente fueron descritas
como exclusivas de un pequefio nimero de Proteobacterias (Fuqua y Greenberg 2002,
Williams et al. 2007), se ha descrito la produccién de AHLs en la cianobacteria colonial
Gloeothece (Sharif et al. 2008) y en diferentes Bacteroidetes marinos (Huang et al.
2008, Romero et al. 2010), lo que refuerza el importante papel de los sistemas de QS en
las poblaciones naturales. Recientemente también se ha descrito produccion de AHLs en
la cepa Gram-positiva Exiguobacterium MPO (Biswa y Doble 2013).

2. En bacterias Gram-positivas el QS es mediado mayoritariamente por pequefios
péptidos autoinductores o AIPs. Se trata de péptidos a menudo modificados post-
traduccionalmente, de bajo peso molecular, de entre 5 y 34 residuos de aminoécidos y
con una estructura bastante compleja. Presentan gran especificidad y necesitan un
transportador especifico ya que no difunden libremente a través de la membrana
plasmatica. Los mecanismos mediados por estas moléculas son mas complejos que los
de Gram-negativas, pues estos AIPs operan a través de un sistema de sefalizacion de
dos componentes uniéndose a receptores de membrana de tipo histidina quinasa que
transmiten la sefial mediante una cascada de fosforilacion (Waters y Bassler 2005).

3. El tercer tipo de autoinductor, conocido como AI-2 (autoinductor 2), es utilizado
tanto por bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. Por ello, es considerado un
sistema de comunicacion interespecifica universal entre bacterias (Miller y Bassler
2001, Waters y Bassler 2005). AI-2 es un diéster furanosil borato, identificado por
primera vez en V. harveyi. El gen que produce esta molécula se encuentra
aproximadamente en 60 especies, donde se incluyen miembros de Proteobacteria,
Spirochaetes, Firmicutes, Actinobacteria, ademas de géneros pertenecientes a los
grupos Deinococcus, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) y bacterias verdes
del azufre (Romero 2010). Sin embargo, no ha sido posible relacionar esta sefial con el
control poblacional de la expresion génica en diversas especies, por lo que su papel
como Al ha sido cuestionado (Williams et al. 2007).

Actualmente se conocen otros Als de naturaleza diferente presentes solo en ciertos
tipos de bacterias incluyendo las y-butirolactonas en Streptomyces y Xanthomonas
(Ohnishi et al. 1999, Winans y Bassler 2002), los dipéptidos ciclicos (CDPs) y la 2-
heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona o sefal quinolona de Pseudomonas (PQS) (Swift et al.
2001) y su precursor la 2-heptil-4(1H)-hidroxiquinolona (HHQ) en especies de
Pseudomonas y Burkholderia spp. (Dubern y Diggle 2008), el metil-éster del acido 3-
hidroxipalmitico (30H PAME) (Flavier et al. 1997), el factor sefial difusible (DSF) de
Xanthomonas campestris, Burkholderia cenocepacia y Xylella fastidiosa (Barber et al.
1997, LaSarre y Federle 2013) o el AI-3 (autoinductor 3), una molécula aromatica
producida por bacterias de la microbiota intestinal humana (LaSarre y Federle 2013).

El primer sistema biologico regulado por QS en Gram-negativos fue descrito en V.
fischeri (Nealson y Hastings 1979) para el control de la produccion de bioluminiscencia
de esta bacteria marina y constituye el paradigma de los sistemas de QS mediado por
AHLs en estas bacterias. Este sistema de QS esta constituido por dos proteinas, LuxI
que sintetiza el Al y el receptor citoplasmatico de la AHL especifica LuxR (Figura 2).
Ambos regulan la expresion del operon lux necesario para la produccion de luz. Cuando
la AHL se une a LuxR, este sensor de respuesta activa la transcripcion del operdn
dependiendo de la densidad celular. La familia de proteinas LuxI, presenta una baja
homologia entre ellas (por debajo del 35%) y sintetizan AHLs especificas para cada
especie y con variaciones en la cadena lateral. En V. fischeri, los genes que emiten
bioluminiscencia en la bacteria se encuentran organizados en el operon lux
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(luxICDABEG) que posee una region reguladora llamada lux box (Stevens y Greenberg
1997) donde se encuentra el sitio de union a LuxR. El gen luxI codifica una proteina que
sintetiza el autoinductor N-oxohexanoil-L-homoserin lactona (OC6-HSL) a partir de S-
adenosil metionina (SAM) y proteinas portadoras de &cidos grasos y el resto de los
genes del operdn estan involucrados en la produccién de luz.
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Figura 2. Modelo de deteccion de QS mediante produccion de AHLs en V. fischeri. A) A bajas
densidades, [(uxR se transcribe en el interior de la célula bacteriana (area amarilla) pero la transcripcion
del operodn lux es baja, produciéndose una baja cantidad de AHL (pentagonos) y la ausencia de luz. B) A
altas densidades celulares, la concentracion de AHL aumenta en el medio, alcanza un umbral
determinado y se une al receptor LuxR, activandose la transcripcion del operon lux, la sintesis de
luciferasa, el aumento de la produccion de AHL por Luxl (autoinduccion) y la emision de
bioluminiscencia. Imagen tomada de Romero 2010, con el permiso del autor.

3.1. QS en Acinetobacter spp.

Acinetobacter presenta el tipico sistema de QS LuxIl/LuxR mediado por AHLs. Este
sistema ha sido estudiado principalmente en A. baumannii M2, reclasificada
recientemente como A. nosocomialis M2 (Carruthers et al. 2013), en la que el sistema
de QS esta constituido por la sintasa de AHLs Abal, la Unica sintasa descrita hasta el
momento, y el receptor AbaR (Niu et al. 2008, Bhargava et al. 2010). Se pueden
encontrar genes homdlogos a abal y a abaR en A. baumannii ATCC17978 (Smith et al.
2007, Niu et al. 2008) y en otras especies de Acinetobacter (Bitrian et al. 2012, How et
al. 2015). En la cepa tipo de A. nosocomialis ATCC17903" la sintasa y el receptor de
AHLs, que estan organizados del mismo modo, se nombraron como anol y anoR y en A.
baumannii sp. DR1 fueron descritos como agsl y agsR (Kang y Park 2010a, Oh y Choi
2015). Hay que destacar que la sintasa abal (A1S_0109) activa fuertemente un operén
de siete u ocho genes relacionado con la produccion de las sefiales de QS (A1S_0112-
Al1S 0118/A1S 0119) (Figura 3), y con la misma organizacion, tanto en A. baumannii
ATCC17978 como en A. nosocomialis M2 (Clemmer et al. 2011, Giles et al. 2015) y en
otras especies de Acinetobacter (Fournier et al. 2006, Vallenet et al. 2008, Adams et al.
2008, Kang y Park 2010a, Allen y Gullik 2014, How et al. 2015).
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A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2
abaR
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A. baumannii AYE
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ABAYE3751 N RPSABAYE3755 ABAYE3757 ABAYE3760 bal

A. baumannii SDF

ABSDF0131 ABSDF0132
ABSDF0130 pseudo abal

Figura 3. Organizacion del operon de QS (A1S_0111-A1S_0118/A1S_0119) en A. baumannii ATCC17978 y
A. nosocomialis M2 (Clemmer et al. 2011, Giles et al. 2015), A. baumannii AYE (multirresistente a
antibioticos) y A. baumannii SDF (sensible a antibioticos) (Vallenet et al. 2008). NRPS (non-ribosomal
peptide synthase): sintasa de péptidos no ribosomales. Bomba RND: bomba de expulsién de la familia
RND (resistance-nodulation-cell division).

Los genes A1S 0112 y A1S 0113 del operdn de QS que codifican para una acil-
CoA sintetasa y una acil-CoA dehidrogenasa, respectivamente, son necesarios para la
activacion del gen ALS 0114. Este gen que codifica una pequefia proteina
transportadora de acilos o ACP (acyl carrier protein) esencial para la sintesis de AHLSs,
es expresado exclusivamente en biopeliculas de A. baumannii ATCC17978 e inhibido
totalmente en células planctonicas (Rumbo-Feal et al. 2013). En un mutante de la
proteina transportadora de acilos A1S 0114, se observo una disminucion considerable
de los genes A1S 0112 y A1S 0113, asi como de la sintasa abal (A1S_0109) mediante
ensayos de PCR cuantitativa (Rumbo-Feal et al. 2013). Las secuencias completas de los
genomas de A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2 parecen indicar que la
sintasa abal y los genes del operon de QS son los unicos involucrados en la sintesis de
AHLs (Smith et al. 2007, Carruthers et al. 2013). En un trabajo mas reciente, un
mutante de A1S 0114 también mostr6 una reduccién en la adherencia celular y
virulencia en tres modelos animales, junto con una reduccién de los niveles de
expresion de la proteina de membrana externa OmpA (Rumbo-Feal et al. 2017). Sin
embargo, no se correlacionaron estos fenotipos con la ausencia de sefiales de QS, que no
han sido estudiados en este patdgeno. Ademas, en un mutante del gen A1S 0114 no
detectaron presencia del metabolito secundario denominado acinetin 505 (Ac-505), un
lipopéptido de 505 Da identificad en A. baumannii ATCC17978, asociando este gen con
la produccion de Ac-505 e indicando que es critico para la patogenicidad de A.
baumannii (Rumbo-Feal et al. 2017). Aunque ya se habia propuesto que el operén de
QS podia estar involucrado en la biosintesis de un metabolito secundario sin
caracterizar, como un lipopéptido no ribosomal (Clemmer et al. 2011, Eijkelkamp et al.
2013, 2014, Giles et al. 2015), el mecanismo de actuacion de este lipopéptido esta por
elucidar (Rumbo-Feal et al. 2017). El gen A1S_0115 codifica una pequefia sintasa de
péptidos no ribosomales 0 NRPS (non-ribosomal peptide synthase) que se encuentra

21



CELIA MAYER MAYER

acoplada con una bomba de expulsion de antibidticos (A1S_0116) de la familia de
transportadores RND en el operon de QS (Vallenet et al. 2008). Las NRPS excretan una
amplia gama de productos naturales como toxinas, sider6éforos, antibioticos o pigmentos
y podria estar involucrada en la secrecion de metabolitos secundarios codificados por el
operon de QS (Rumbo-Feal et al. 2017). En otros patdgenos como P. aeruginosa, ya se
han relacionado los sistemas de eflujo con el QS. Un ejemplo es el del sistema MexAb-
OprM, que selecciona especificamente las AHLs de P. aeruginosa expulsando fuera de
la célula las AHLs que no son especificas del receptor LasR de este patogeno
(Minagawa et al. 2012). Hasta el momento, sin embargo, no ha sido confirmada la
relacion de la actividad de esta bomba presente en el operon de QS de A. baumannii
ATCC17978 con la produccion y/o expulsion de sefiales. Los genes AIS 0117 y
A1S 0118 codifican para proteinas anotadas con funcién desconocida (Smith et al.
2007), aunque se han relacionado por homologia con una porina y una
epimerasa/dehidratasa, respectivamente. El ultimo gen de este operon, AIS 0119,
codifica para una transferasa de fosfopanteteina.

El género Acinetobacter es bien conocido por su versatilidad metabolica que le
permite adaptarse a diferentes nichos ecoldgicos segun el origen de la especie (Vallenet
et al. 2008). La cepa multirresistente a antibioticos A. baumannii AYE (Figura 3),
responsable del brote en 2001 en Francia contiene una gran isla de resistencia a
antibidticos de 86 kb presente en la mayoria de los genomas publicados de A.
baumannii (Fournier et al. 2006, Adams et al. 2010). Sin embargo, esta isla de
resistencia no estd presente en el genoma de la cepa asociada a piojos humanos y
sensible a antibioticos A. baumannii SDF, explicando en cierta parte su mayor
sensibilidad a drogas. Ademas, en la cepa SDF la region genética que contiene el operon
de QS aparece interrumpida por una secuencia genética de insercion presentando una
sintasa abal no funcional (Figura 3) (Vallenet et al. 2008). Curiosamente, en la cepa
ambiental aislada de suelo A. baylyi ADP1, esta region genética con el operon de QS
esta ausente (Vallenet et al. 2008).

Diversos estudios han descrito la generacion de sefiales AHLs por el género
Acinetobacter mediante distintos biosensores pero sin llegar a la caracterizacion
quimica y precisa de las mismas. Especies nosocomiales y ambientales de Acinetobacter
producen mas de una sefial de QS con distintos patrones en funcion de la especie,
presentando la mayoria mas de una sefial de QS, denotando la no especificidad de la
sintasa de AHLs, como apuntaron ya algunos autores (Niu et al. 2008, Bitrian et al.
2012). Varios autores identificaron la produccion de 3-oxo y 3-hidroxi derivados de
AHLs sin identificar especificamente las sefiales mediantes métodos quimicos.
Sobrenadantes de la cepa medioambiental A. calcoaceticus BD413 y de dos aislados
clinicos de Acinetobacter produjeron 4 sefiales detectables en cromatografia en capa
fina con diferente patron segun la especie y el medio de cultivo (Gonzélez et al. 2001).
En sobrenadantes de Acinetobacter junii BB1A se detectaron 3-oxo y 3-hidroxi
derivados de AHLs mediante el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (Sarkar y
Chakraborty 2007). En otro trabajo, 43 cepas correspondientes a 20 especies distintas de
Acinetobacter mostraron sefiales de QS agrupadas en tres grupos cromatograficos
diferentes mediante cromatografia en capa fina y A. tumefaciens NT1, sin poder asignar
ninguna de las tres a una especie en particular dentro del género y sin encontrar
diferencia entre las sefiales producidas por las cepas tipicamente oportunistas (complejo
ACB) frente al resto (Gonzalez et al. 2009). Por otra parte, Oh y Choi (2015),
identificaron la produccion de OHC12-HSL mediante biosensores en A. nosocomialis
ATCC17903" y en Acinetobacter oleivorans DRI, se identificaron hasta 3 sefiales
mediante cromatografia en capa fina (Kang y Park 2010a, Kim y Park 2013). Otros
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autores detectaron en 9 cepas ambientales y hospitalarias de Acinetobacter sp. AHLs de
cadena larga, sin encontrar C4 o C6-HSL en ningln caso, sugiriendo un hecho distintivo
de las cepas pertenecientes al complejo ACB (Bitrian et al. 2012). En otro trabajo con
55 aislados clinicos de Acinetobacter, se confirmo la presencia de s6lo C10 y C12-HSL
en 5 y 2 aislados, respectivamente, mediante analisis de espectrometria de masa
(Anbazhagan et al. 2012). Un estudio reciente, sugiere que las especies de
Acinetobacter aisladas de suelo usan diferentes sefiales que las nosocomiales para su
comunicacion. De este modo, mediante biosensores detectaron que las especies de
Acinetobacter pueden usar OC8 y C8-HSL, mientras que C10, C12, C14 y C16-HSL
solo fueron identificadas en aislados clinicos, sugiriendo que estas moléculas sefial
tienen un papel en la rapida adaptaciéon de bacterias que proceden de fuentes de
aislamiento distintas (Erdonmez et al. 2017).

Hasta el momento, solo se han identificado con exactitud las sefiales de QS en
cuatro especies/aislados. En A. nosocomialis M2, tratado hasta ahora en la literatura
como A. baumannii (Carruthers et al. 2013), se identifico mediante espectrometria de
masas y tras la sobre-expresion de la sintasa abal en E. coli, la senal OHC12-HSL como
la mayoritaria, aparte de otras cinco AHLs adicionales en menores concentraciones (Niu
et al. 2008). En la cepa ambiental Acinetobacter sp. GG2 se identificaron OHC12 y
OC12-HSL mediante el uso de biosensores y posterior confirmacion por LC-MS/MS
(Chan et al. 2011, How et al. 2015) y en la cepa clinica multirresistente Acinetobacter
4KT, se identificaron C6 y C8-HSL con técnicas similares (Chan et al. 2014). En el
aislado clinico A. baumannii S1 identificaron la OHC10-HSL mediante espectrometria
de masas al sobre-expresar la sintasa en E. coli (Chow et al. 2014). Sin embargo, el
perfil de senales de QS y los factores que controlan su producciéon aun no se han
descrito ni caracterizado en ninguna cepa de referencia de A. baumannii.

El género Acinetobacter controla varias de sus funciones biologicas a través del
mecanismo de QS, como la produccion de enzimas antioxidantes como la catalasa y la
SOD (Bhargava et al. 2014) y esta involucrado en la biodegradacion de hexadecanos, en
el metabolismo de aminoacidos/carbohidratos y en la tolerancia a metales en
biopeliculas en otras especies de Acinetobacter (Sarkar y Chakraborty 2007, Kang y
Park 2010ab, Kim y Park 2013). Se ha descrito la variacion de fase en A. baumannii
AB5075, mostrando dos fenotipos distintos de las colonias, opaco y translicido (Tipton
et al. 2015). Estos autores sugirieron que el QS también controla la variacion de fase,
pero mediante un factor extracelular acumulable distinto a OHC12-HSL e independiente
de la sintasa de AHLs abal (Tipton et al. 2015). Sin embargo, en otras cepas como A.
baumannii ATCC17978, fueron incapaces de detectar variantes distintas de las colonias
(Tipton et al. 2015).

Ya se ha demostrado que el QS mediado por AHLs, debe estar involucrado en el
control de la motilidad en A. nosocomialis M2, debido a que el mutante de la sintasa
abal present6 disminucion de la motilidad, la cual fue restaurada con la adicion de su
AHL mayoritaria, OHC12-HSL (Clemmer et al. 2011). El mutante de anoR, el receptor
de AHLs identificado en A. nosocomialis ATCC17903", no mostré motilidad en
comparacion con la cepa silvestre (Oh y Choi 2015). Ademas, mutantes de los genes
A1S 0112 y A1S 0115 del operén de QS (Figura 3) también presentaron fenotipos no
motiles, ademas de ser esenciales para formar la pelicula en la interfase aire-liquido que
también esta relacionada con fenotipos motiles, asociando el QS con la motilidad de A.
baumannii ATCC17978 (Giles et al. 2015). Apoyando esta relacion, delecciones en los
genes AIS 0113 y A1S 0115 no presentaron motilidad en A. nosocomialis M2
(Clemmer et al. 2011). Del mismo modo, la mutacion de A1IS_0114 también reduce la
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expresion de genes de clusteres de pili de tipo I (AIS 1510, AIS_1091) (Eijelkamp et
al. 2011, 2013, Nait Chabane et al. 2014a), relacionando el QS con la motilidad.

En cuanto a la regulacion del operén de QS, se ha postulado que el adenosin
monofosfato ciclico o AMPc puede funcionar como un regulador de la motilidad en A.
baumannii ATCC17978 a través del control directo o indirecto del operon de QS (Giles
et al. 2015).

Una variante con fenotipo hipermotil de A. baumannii ATCC17978 (A. baumannii
ATCC17978hm) que contiene interrumpido el gen hns codificante de una proteina
reguladora de tipo histona (H-NS o histone-like nucleoid structuring protein), presento
un incremento significativo de la expresion de la sintasa y del receptor de AHLs abal y
abaR, ademas de los genes del operén de QS, en comparacion con la cepa silvestre
(Eijkelkamp et al. 2013). Los autores de este trabajo sugirieron que el operéon de QS en
A. baumannii ATCC17978 podria ser una diana potencial para el regulador
transcripcional global H-NS en la region aguas arriba (entre A1S 0111 y A1S 0112)
de uno de los dos sitios reguladores con bajo porcentaje de GC que posee el operon
(Eijelkamp et al. 2013).

Ademés, el sistema CheA/Y asociado con motilidad y formacion de biopelicula
(Chen et al. 2017), podria estar controlando el QS ya que los niveles de transcripcion de
abal y otros genes del operon de QS y de csu disminuyen en el mutante de cheA y la
biopelicula y la motilidad son restaurados cuando se afiaden AHLs al mutante
exdgenamente, relacionando de nuevo el QS con ambos fenotipos (Chen et al. 2017).

Por otra parte, se ha sugerido que las sefiales de QS también pueden ser detectadas
y monitorizadas por el sistema BfmRS (Gaddy y Actis 2009).

También se ha postulado que el gen gacS que codifica para la sensora quinasa del
sistema GacSR que actia como un regulador de virulencia global podria estar regulado
por AHLs en Acinetobacter sp. DR1 (Kang y Park 2010a).

Contribuyendo a la importancia del QS en la motilidad del género Acinetobacter,
un estudio observo la pérdida del fenotipo motil junto con la disminucion de las sefiales
de QS en variantes resistentes a distintos antibioticos de la cepa Acinetobacter sp. DR1,
indicando que la adquisicién de resistencia a antibioticos puede reducir la eficacia
bioldgica (Kang y Park 2010b). En las distintas variantes se detectdé mayor o menor
presencia de apéndices en la superficie bacteriana como resultado de una menor o nula
expresion de los genes relacionados con fimbrias de la superficie celular, segun el
antibiotico seleccionado, en concentraciones bajas (0,2%) y altas (0,5%) de agar,
revelando un control distinto de los mecanismos de motilidad en funcion de las distintas
resistencias y relacionando cada antibiotico con un grado distinto de alteracion
fenotipica y genética (Kang y Park 2010b). Sin embargo, los niveles de la expresion de
la sintasa de AHLs de esta cepa, denominada agsl, fueron similares, indicando que la
disminucién de las sefales de QS podria verse afectada por otros factores, posiblemente
relacionados con un cambio en la fluidez de la membrana que afectaria al flujo de las
AHLs (Kang y Park 2010b). Del mismo modo, la presencia de concentraciones
subinhibitorias del antibiotico estreptomicina, pero no de gentamicina o miomicina,
resultd en una restriccion de la motilidad en A. nosocomialis M2 a través de una
inhibicion directa de la produccion de OHCI12-HSL, a causa de la reduccion de los
niveles de expresion de la sintasa abal y del gen A1S 0112 del operon de QS, necesario
para la sintesis de AHLs (Saroj y Rather 2013).

Por otra parte, la virstatina, una pequefia molécula inhibidora de pili de tipo IV,
afecta a la migracion de A. baumannii ATCC17978 en superficie semisélida actuando
sobre la biogénesis de pili (Nait Chabane et al. 2014b). Otros autores observaron efectos
similares de la virstatina en A. nosocomialis ATCC17903" pero a través de la inhibicion
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de la expresion del receptor de AHLs identificado en esta cepa como anoR (Oh y Choi
2015).

El sistema de QS dependiente de AHLs, también juega un papel clave en el control
de la formacion de biopelicula en A. baumannii. Al igual que en la motilidad,
mutaciones en la sintasa de AHLs de A. baumannii S1, A. baumannii SS17, A.
nosocomialis ATCC17903", A. nosocomialis M2 y A. oleivorans DRI, producen
alteraciones de la formacion de la biopelicula (Niu et al. 2008, Kang y Park 2010a,
Anbazhagan et al. 2012, Bhargava et al. 2012, Chow et al. 2014, Oh y Choi 2015). El
mutante del receptor de AHLs agqsR de Acinetobacter oleivorans DRI, también
demuestra que este gen juega un papel importante en la formacion de biopelicula (Kim
y Park 2013).

Cabe destacar que el patron de expresion de genes de A. baumannii es distinto entre
células de la biopelicula y células plantonicas. En un estudio comparativo de A.
baumannii ATCC17978 observaron que 1621 genes se sobre-expresan en la biopelicula,
incluyendo los que conforman el operon de QS, 55 de los cuales se expresan solamente
en las biopeliculas (Rumbo-Feal et al. 2013). Otro estudio, demostro la asociacion entre
el QS y la formacion de biopelicula en A. baumannii, demostrando que existe una
correlacion significativa entre el aumento de los niveles de expresion del gen abal y el
incremento de la biopelicula durante la transicion de células planctonicas a células de
biopelicula (He et al. 2015).

Ademas del caso ya mencionado de Acinetobacter sp. DR1, existen otros estudios
que asocian la adquisicion de resistencias a antibioticos con la pérdida del QS, ya que la
exposicion de A. baumannii ATCC17978 al antibidtico imipenem disminuy6 la
expresion de los genes involucrados en el QS, asi como del operdon csu, provocando al
final una reduccion de la formacion de biopelicula (Chang et al. 2014). Sin embargo,
otro trabajo correlaciond positivamente el sistema de QS con los genes de resistencia a
antibidticos, ya que el mutante de la sintasa abal de A. baumannii AbS present6 una
disminucion del gen de la bomba de eflujo adeB, al igual que adeA entre otros, mientras
que al afiadirle OHCI12-HSL exo6genamente aumentd la expresion de estos genes
relacionados con resistencia a drogas (Dou et al. 2017).

A pesar de que cada vez A. baumannii ATCC17978 es mas utilizada para el estudio
de los determinantes de virulencia del género, hasta la fecha no se ha descrito en la
bibliografia qué sefiales de QS produce. Ya que es evidente la contribucion del sistema
de QS al potencial de virulencia en el género Acinetobacter, uno de los objetivos de este
trabajo fue investigar en A. baumannii ATCC17978 el perfil de moléculas de QS, la
motilidad asociada a superficie, la formacion de biopelicula y la relacion entre estos dos
factores de virulencia con el sistema de QS.

4. Quorum quenching (QQ)

Los mecanismos que causan la inactivacion de la comunicacién bacteriana
mediados por sefiales de quérum, han sido denominados de forma genérica quorum
quenching (QQ) (Dong et al. 2001, 2007), aunque algunos autores prefieren restringir
este término a la degradacion enzimatica de las sefiales AHLs (Kjelleberg et al. 2008).
Los procesos de QQ son de gran importancia, ya que pueden ser una buena y eficaz
alternativa al tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por patégenos. Estos
mecanismos evitan que las bacterias patogenas lancen su ataque, haciéndolas mas
sensibles a las defensas del hospedador y facilitando que puedan ser eliminadas con
mayor eficacia. Un punto clave de las estrategias de QQ es que no afectan a la
viabilidad de las bacterias, sino que s6lo interfieren en la expresion de los factores de
virulencia, evitando una presion selectiva sobre ellas, y por lo tanto, reduciendo la
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generacion de resistencia. Los mecanismos de QQ mejor conocidos son los referentes a
los procesos en los que intervienen las AHLs.

A pesar de que el QQ enzimatico es el mas estudiado, el primer mecanismo de QQ
descrito fue la inactivacion no enzimatica de QS desarrollada por el alga roja Delisea
pulchra, que produce unas moléculas halogenadas denominadas furanonas, con una
estructura quimica semejante a las AHLs (Givskov et al 1996). Estas furanonas
antagonizan la sefal compitiendo con las AHLs por la union al receptor de tipo LuxR
inhibiendo los procesos de QS mediados por AHLs y AI-2 tanto in vitro como in vivo
(Givskov et al. 1996). A pesar de que su eficacia ya ha sido demostrada para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en peces y crustaceos (Rasch et al. 2004,
Defoirdt et al. 2006), el problema de su aplicacion biotecnoldgica es su alta toxicidad,
haciendo necesaria la identificacion de otras sustancias alternativas tanto naturales como
sintéticas.

4.1. Degradacion enzimatica de AHLs

La comunicacion bacteriana puede ser bloqueada por la disminucion de la
concentracion de AHL activa en el medio. La degradacion de AHLs ocurre de forma
espontanea por hidrolisis alcalina a pHs elevados (Yates et al. 2002), aunque también
puede suceder mediante degradacion enzimatica, la estrategia de QQ maés explorada
hasta el momento. Dada la estructura quimica de las AHLs, la degradacion enzimatica
de las mismas puede llevarse a cabo por cuatro tipos de enzimas diferentes: las
lactonasas y descarboxilasas que hidrolizan el anillo HSL y las deaminasas y acilasas,
que separan el acido graso del anillo HSL por rotura del enlace amida (Romero et al.
2015).

Las lactonasas o AHL-lactonasas se han descrito en gran nimero de bacterias de
origen terrestre. El primer enzima degradador de AHLs fue identificado en el género
Bacillus (Dong et al. 2000), que es capaz de degradar las AHLs mediante la accion del
gen denominado aiiA (Autolnducer Inactivator) que codifica para la enzima AiiA. En el
género Bacillus ya se han descrito varias especies con estas lactonasas (Dong et al.
2000, Liu et al. 2008, Momb et al. 2008, Chen et al. 2010), que comparten una elevada
homologia entre ellas (mayor del 90%) a nivel de secuencia aminoacidica (Dong et al.
2002). Todas ellas estan clasificadas dentro de la superfamilia de las metalo-3-
lactamasas ya que contienen en su secuencia un dominio de unién a zinc muy
conservado en esta superfamilia (HXHXDH) ademas de otros residuos esenciales para
la actividad de la enzima (Dong et al. 2002, Wang et al. 2004). La superfamilia de las
metalo-PB-lactamasas esta constituida por alrededor de 6000 miembros hasta el momento
y repartida en casi 20 familias, como las glioxilasas II, las N-acil homoserin lactonasas o
AHL-lactonasas, las familias de proteinas involucradas en la maduracion del ARNm y
en la reparacion del ADN incluyendo enzimas como las tiolesterasas, fosfodiesterasas u
oxidoreductasas (Bebrone 2007). Todas ellas presentan caracteristicas estructurales
comunes como la estructura terciaria (plegamiento tipo afffa), el dominio conservado
HXHXDH (Bebrone 2007) y el requerimiento de dos sitios de union a iones metalicos
para llevar a cabo su actividad catalitica (Murphy et al. 2003, Bebrone 2007). Este
dominio, junto con los otros residuos claves se coordinan con los iones de zinc para
formar enlaces con las moléculas de agua involucradas en la via hidrolitica (Murphy et
al. 2003). Hasta la fecha, las lactonasas del género Bacillus han sido clonadas y
expresadas en distintas bacterias -en Erwinia carotovora, en Pseudomonas, en E. coli. y
en Pichia pastoris (Dong et al. 2001, Wang et al. 2004, Zhang et al. 2007, Chen et al.
2010, Cao et al. 2012), lo que ha permitido su estudio y la exploracion de sus posibles
aplicaciones biotecnologicas. Lactonasas de AHLs pertenecientes a las metalo-f3-
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lactamasas también se encontraron en especies de Arthrobacter sp. (AhID), A.
tumefaciens (BlaC o AttM y AiiB), K. pneumoniae (AhIK), Solibacillus silvestris
(AhIS), Acidobacteria bacterium cosmid p2H8 (QlcA) y dos pertenecientes al grupo
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides: AidC de Chryseobacterium sp. y Aii20J de
Tenacibaculum sp. 20J (Zhang et al. 2002, Carlier et al. 2003, Park et al. 2003, Riaz et
al. 2008, Wang et al. 2012, Morohoshi et al. 2012, Mayer et al. 2015).

Normalmente las bacterias capaces de degradar AHLs poseen uno o dos enzimas
responsables de esta actividad, a excepcion de P. aeruginosa que contiene varias
acilasas y Rhizobium sp. NGR234 que posee hasta cinco enzimas de QQ, entre ellas dos
lactonasas, DhIR y QsdR1 (Krysciak et al. 2011). En algunas bacterias coexisten
actividades enzimaticas distintas como en Deinococcus radiodurans R1, Hyphomonas
neptunium ATCC15444 y Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 (Kalia et
al. 2011).

Por otra parte se han descrito otras lactonasas que no se encuentran dentro de las
metalo-B-lactamasas (Romero et al. 2015). Entre ellas, varias lactonasas codificadas por
un grupo de genes bpiB (BpiBOl, BpiB04, BpiB06), que fueron aisladas de
metagenomas de suelos y detectados en Nitrobacter sp. Nb-311A, P. fluorescens y
Xanthomonas campestris (Schipper et al. 2009, Amara et al. 2011), son capaces de
inhibir biopeliculas de P. aeruginosa (Shipper et al. 2009). Ademas se han identificado
otras lactonasas de la familia fosfotriesterasa como QsdA de Rhodococcus erythropolis
W2 (Uroz et al. 2008), GKL, una lactonasa termoestable en Geobacillus kaustophilus
HTA426 (Chow et al. 2010), SsoPox en Sulfolobus solfataricus (Merone et al. 2005) y
MCP de Mycobacterium avium (Chow et al. 2009). De la familia o/B hidrolasa se han
descrito lactonasas como AidH de Ochrobactrum sp. T63 (Mei et al. 2010), AiiM de
Microbacterium testaceum StIB037 (Wang et al. 2010) y recientemente se ha
encontrado una o/ hidrolasa denominada AidA en varios aislados de A. baumannii, tras
anadir la sefial OC12-HSL a los cultivos (Lopez et al. 2017). También se ha descrito la
lactonasa QsdH perteneciente a la familia hidrolasa de tipo GDSL en un extremo de la
proteina de expulsion transportadora de antibidticos de tipo RND en
Pseudoalteromonas byunsanensis 1A01261 (Huang et al. 2012).

Por ultimo existen una serie de enzimas de mamiferos denominadas paraoxonasas
(PONs), PON1, PON2 y PON3, relacionadas con el metabolismo de farmacos (Dong y
Zhang 2005), que son capaces de inactivar AHLs (Yang et al. 2005). Estudios de
reactividad con distintos sustratos han demostrado que las PONs son capaces de
hidrolizar lactonas, ésteres y fosfotriésteres usando el mismo sitio activo, pero su
actividad principal parece que es de tipo lactonasa (Draganov et al. 2005, Khersonsky y
Tawfik 2005). Las lactonasas PONs, sin embargo, no poseen el dominio conservado de
las metalo-B-lactamasas y necesitan iones de calcio para su actividad (Billecke et al.
2000).

El segundo tipo de enzimas mas estudiadas hasta ahora, las acilasas, que hidrolizan
el enlace amida liberando el anillo HSL y el 4cido graso, se observaron por primera vez
en la bacteria Gram-negativa terrestre Variovorax paradoxus, capaz de degradar varias
AHLs vy utilizarlas como fuente de nitrogeno y energia (Leadbetter y Greenberg 2000).
La actividad acilasa también se ha demostrado en otra Proteobacteria del suelo,
Ralstonia sp., y el gen responsable de su actividad fue denominado AiiD (Lin et al.
2003, Taga y Bassler 2003). Se describieron genes homologos a AiiD en otras especies
del género Ralstonia y en P. aeruginosa, que posee tres acilasas (PvdQ, QuiP y HacB)
(Huang et al. 2006, Sio et al. 2006, LaSarre y Federle 2013). Ademas se han descrito
enzimas con actividad acilasa en Streptomices sp. (AhIM) (Park et al. 2005), en
Anabaena sp. PCC7120 (AiiC) (Romero et al. 2008), en Shewanella sp. (AaC)
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(Morohoshi et al. 2008b), en Comamonas sp. (Uroz et al. 2007), en otras especies de
Ralstonia (genes no determinados) (Lin et al. 2003) y en Ochrobactrum sp. A44 (AiiO)
(Czajkowski et al. 2011).

Hay que afiadir que las lactonasas tienen un amplio rango de degradacion de
senales de tipo AHL, mientras que las acilasas presentan una mayor especificidad de
sustrato prefiriendo normalmente AHLs de cadena larga (10 carbonos o més) (LaSarre y
Federle 2013, Romero et al. 2015). Existe una hipotesis que defiende que los genes
codificadores de enzimas degradadoras de AHLs podrian estar conservados en muchos
organismos procariotas (Romero et al. 2011a). Recientemente se ha demostrado que el
medio marino es muy rico en bacterias con estrategias QQ, mucho mads activas y
abundantes en comparacion con otros ambientes (Romero et al. 2011a, 2012, Muras et
al. 2018a), en el cual podria proporcionarles a las bacterias ventajas adaptativas al
menos en superficies como en biopeliculas y nichos eucaridticos (Romero et al. 2012).

A parte de las actividades enzimaticas de tipo lactonasa y acilasa existen
actividades oxidasa-reductasa en bacterias que son capaces de modificar la cadena acil
de las AHLs. Esta actividad fue descrita por primera vez en Rhodococcus erythropolis
W2 que usa como fuente de nitrogeno y energia las sefiales AHLs (gen no determinado)
(Uroz et al. 2005). Esta actividad también se describié en Bacillus megaterium
(monooxigenasa P450) (Chowdhary et al. 2007) y en un andlisis metagenomico fue
identificado el enzima dependiente de NADH (BpiB09) (Bijtenhoorn et al. 2011).

Por ultimo, existe un mecanismo adicional descrito en el alga parda Laminaria
digitata que consiste en la produccion de HOBr por haloperoxidasas del alga, que
reacciona especificamente con AHLs sustituidas en el tercer carbono inactivandolas
(Borchardt et al. 2001).

A pesar de que se cree que la mayoria de los sistemas de inhibicién de QS estan
involucrados en comportamientos competitivos entre bacterias, las enzimas
degradadoras de AHLs también puden funcionar como autorreguladores de sus propias
sefiales de QS (Romero et al. 2015). La bacteria patogena A. tumefaciens, causante de
tumores en las raices de plantas, produce OC8-HSL (oxooctanoil homoserin lactona)
para controlar la transferencia horizontal del plamido Ti, inductor del tumor en la
planta, que transporta el ADN-T y los genes de virulencia. Los genes ADN-T codifican
la sintesis de compuestos especificos denominados opinas, las cuales la bacteria usa
como fuente de nitrogeno y carbono. Adicionalmente, algunas opinas estimulan la
sintesis de OC8-HSL, amplificando su efecto e incrementando la gravedad de los
sintomas en la planta. A. tumefaciens produce también dos lactonasas de AHLs: AttM y
AiiB (Zhang et al. 2002, Carlier et al. 2003). La expresion de las dos lactonasas esta a
su vez regulada por sustancias que produce la planta como respuesta a la infeccion,
como el &cido y-aminobutirico o GABA y el 4cido salicilico, que modulan las funciones
reguladas por QS de la bacteria a través del control de los niveles de la AHL que
sintetiza, reduciendo la gravedad de los sintomas (Haudecoeur y Faure 2010). De
manera que el QS junto con las enzimas de QQ de A. tumefaciens podrian funcionar
como sefializacion entre distintos reinos entre la planta y la bacteria (Haudecoeur y
Faure 2010).

4.2. QQ en Acinetobacter spp.

El género Acinetobacter es bien conocido por su versatilidad metabdlica que le
permite adaptarse a diferentes nichos ecologicos segtn el origen de la especie (Vallenet
et al. 2008). Un ejemplo son las rutas de degradacion de varios acidos dicarboxilicos de
cadena larga y compuestos aromaticos e hidroxilados que presentan varias especies de
Acinetobacter, asociados con plantas de tratamiento de aguas residuales (Yoshida et al.
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1975, Jung et al. 2010, Kang y Park 2010b). La mayoria de las especies del género son
eficientes degradadoras de aceites (Walzer et al. 2006). Acinetobacter también es capaz
de crecer utilizando AHLs del medio como fuente de carbono y nitrogeno (Chan et al.
2011). En varios ecosistemas se ha observado la existencia de bacterias productoras y
degradadoras de AHLs que representa una estrategia para la adquisicion de ventajas
competitivas entre los microorganismos (Morohoshi et al. 2009). Es el ejemplo del
ecosistema del estomago de langostino, en el intestino del pez japonés Ayu
(Plecoglossus altivelis) o en la superficie de plantas (Morohoshi et al. 2005, 2009,
Ochiai et al. 2013). En plantas de tratamiento de aguas residuales también existen
numerosas bacterias productoras y degradadoras de AHLs, en las cuales el QS esta
implicado en la formacion de una capa de biofouling-la base del crecimiento de otros
organismos superiores- en la superficie de membrana de los biorreactores (Yeon et al.
2009). Un estudio acerca de estas plantas de tratamiento de aguas residuales reveld que
Acinetobacter es el género dominante entre las bacterias que se encuentran en los lodos
activados en los cuales ocurren los procesos de biorremediacion (Ochiai et al. 2013).

Las bacterias que poseen mayor impacto en las propiedades de los ecosistemas
polimicrobianos son las que producen senales de QS a la vez que modulan o degradan
las sefiales producidas por otras bacterias (Chan et al. 2011). Varios aislados
ambientales del género Acinetobacter presentan actividad QQ siendo capaces de
degradar distintas AHLs, presumiblemente mediante actividad de QQ enzimatica
(Ochiai et al. 2013). Acinetobacter sp. C1010 es capaz de degradar AHLs (C6-HSL,
hexanoil homoserin lactona y OHSL, octadecanoyl homoserin lactona), producidas por
Pseudomonas chlororaphis O6 y Burkholderia glumae, mediante la accion de una
enzima que aun estd sin identificar (Kang et al. 2004), indicando que determinadas
cepas de Acinetobacter también podrian usarse como agentes de control efectivo contra
bacterias patogénicas de plantas (Kang et al. 2004). La coexistencia de QS y QQ
también se demostrd en Acinetobacter sp. GG2, una cepa asociada a la rizosfera de
jengibre (Zingiber officinale), que degrada AHLs mediante actividad lactonasa a la vez
que produce moléculas de QS (Chan et al. 2011).

Distintos autores describieron distintas enzimas con posible actividad QQ en este
género, como la enzima intracelular del aislado de aguas residuales Acinetobacter sp.
HMS-1, con un 99% de homologia con Acinetobacter johnsonii, que degrada AHLs
producidas por Aeromonas sp. (Kim et al. 2014). En el caso de las especies con
relevancia clinica, algunos autores realizaron busquedas de enzimas de QQ en varios
genomas de A. baumannii, aunque es un proceso dificil debido a que la similitud entre
las enzimas de QQ no es muy elevada. Ademas, las enzimas de QQ con actividad de
tipo lactonasa comparten alrededor de un 25% de homologia y el motivo conservado de
las lactonasas pertenecientes a la superfamilia de las metalo-B-lactamasas (HXHXDH)
es compartido por varias familias no relacionadas de proteinas (metalo-p-lactamasas,
glioxilasas II y arilsulfatasas) (Vallenet et al. 2008). En una de estas busquedas, se
encontr6 una enzima candidata degradadora de AHLs de tipo lactonasa en los genomas
de la cepa multirresistente a antibidticos A. baumannii AYE, de la cepa sensible a
antibidticos A. baumannii SDF y de la especie ambiental A. baylyi (Vallenet et al.
2008). Esta enzima se corresponde por homologia con una lactonasa putativa que
aparece depositada en la base de datos del NCBI como YtnP en el genoma de la cepa
multirresistente A. baumannii A155 (Arivett et al. 2015). En esta cepa también se anotd
en el genoma otra lactonasa con actividad QQ putativa, la Y2-AiiA (Arivett et al. 2015),
sin embargo, en A. baumannii A155 las secuencias de estas lactonasas putativas solo
fueron anotadas al secuenciar su genoma sin comprobar la actividad QQ de las mismas
(Arivett et al. 2015). Se ha descrito un homoélogo de Y2-AiiA en la cepa ambiental
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Acinetobacter oleivorans DR1, como una lactonasa putativa de AHLs que se sobre-
expresa en el mutante de la sintasa aqgsl, correlacionando el QQ con el sistema de QS
(Kang y Park 2010a).

Mientras se realizaba este trabajo, en varios aislados de A. baumannii también se ha
encontrado una enzima de QQ perteneciente a la familia de las a/p hidrolasas, AidA,
tras afiadir al cultivo la sehal OC12-HSL (Lopez et al. 2017). AidA presentd actividad
QQ contra OC12-HSL subclonada en E. coli (Lopez et al. 2017). Los aislados clinicos
de A. baumannii donde se encontré6 AidA, no presentaron motilidad asociada a
superficie en medio LB con baja concentracion de sal y nutrientes (LBM), salvo en el
unico aislado que presentd motilidad en las mismas condiciones y ausencia de actividad
QQ, asociando la presencia de la enzima AidA con la ausencia de motilidad en este
medio (Lopez et al. 2017). Sin embargo, buscando genes homologos a AidA en A.
nosocomialis M2 observamos que no presenta un gen idéntico a aidA en su genoma
aunque existe una o/p hidrolasa con un 35% de homologia. Ademas de AidA, solo se ha
demostrado la actividad QQ de dos enzimas identificadas en el género Acinetobacter.
Una de ellas es AmiE, con actividad QQ de tipo acilasa en Acinetobacter sp. Ooi24, una
cepa aislada del lodo activado de una planta de tratamiento de aguas residuales que
pertenece a la familia amidasa y presenta actividad QQ contra AHLs de cadena larga
(Ochiai et al. 2014). La otra enzima con actividad QQ demostrada es AidE, con
actividad de tipo lactonasa en Acinetobacter sp. 77 (Liu et al. 2017). Se han encontrado
homologos de AmiE en los genomas de otras dos especies de Acinetobacter
filogenéticamente diferentes de la cepa Oo0i24: Acinetobacter ursungii CIP107286 y
Acinetobacter sp. CIP102129 (Ochiai et al. 2014). Sin embargo, no se encontr6é ningin
homologo en los genomas de Acinetobacter depositados en las bases de datos,
indicando que no es una enzima conservada en el género y sugiriendo que amiE es
transferida por un transposon que contiene la acilasa (Ochiai et al. 2014).

Parece ser que el QS también esta relacionado con la degradacion de hidrocarburos
en especies de Acinetobacter. La lactonasa de AHLs descrita por Kang y Park (2010a),
se encuentra sobre-expresada en el mutante de la sintasa de AHLs agsl, de A. oleivorans
DRI1 y en la variante de la cepa resistente a rifampicina DR1R que produce so6lo 1 sefial
de QS en comparacion con la cepa parental DR1 que origina 3 sefiales de QS. La menor
produccion de sefiales de QS podria estar asociada a la sobre-expresion de la enzima de
QQ descrita en esta cepa, correlacionando los sistemas de QS y QQ con la adquisicion
de resistencia a antibioticos (Kang y Park 2010a). Ademas, en Acinetobacter la
actividad de QS y QQ debe estar muy relacionada, ya que el mutante del receptor de
AHLs agsR de A. oleivorans DR1 presentd una menor capacidad de degradacion de
hexadecanos que la cepa salvaje (Kim y Park 2013), en la cual el sistema de QS tiene un
papel importante en la biodegradacion de estos compuestos (Kang y Park 2010ab).

Adicionalmente, se ha observado que en el estado de latencia que sufre el aislado
clinico de A. baumannii AbH120-A2 bajo condiciones de disecacion y/o inanicion, se
sobre-expresan proteinas de la familia de las metalo-B-lactamasas potencialmente
relacionadas con el QQ, aparte de bombas de expulsion de antibidticos y proteinas de
membrana y periplasmaticas (Gayoso et al. 2014). Un ejemplo es el de una enzima
hidrolasa dependiente de zinc, perteneciente a la superfamilia de las metalo-p3-
lactamasas, que se sobre-expresa en células en estado latente del aislado clinico de A.
baumannii AbH120-A2 (Gayoso et al. 2014). Ademas se corresponde con la YtnP de A.
baumannii A155 (comparten un 99% de homologia), presente ademas en otros 3
genomas de Acinetobacter. Otro ejemplo es el de una enzima hidrolasa dienelactona
que, como la anterior, también se sobre-expresa en A. baumannii AbH120-A2 en
condiciones de estrés por disecacion (Gayoso et al. 2014). En Rhizobium sp. NGR234 la
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enzima hidrolasa dienelactona (DhIR) que presenta actividad lactonasa, inhibe la
formacion de biopelicula y otros procesos dependientes de QS en P. aeruginosa, C.
violaceum y A. tumefaciens (Krysciak et al. 2011). Sin embargo, la bibliografia refleja
que en ninguno de estos casos, ha sido comprobada la actividad contra AHLs de estas
enzimas.

4.3. QQ contra la virulencia de A. baumannii

Debido a la relevancia del QS en la patogénesis de Acinetobacter, el sistema de
inhibicidén de QS presenta un gran potencial para tratamientos antipatogénicos basados
en estas estrategias (Erdonmez et al. 2017). La identificacion de las moléculas sefial
producidas por Acinetobacter podrian constituir un punto de partida para el desarrollo
de nuevos antimicrobianos (Erdonmez et al. 2017). En las ultimas décadas se han
realizado numerosos esfuerzos para poder aplicar las enzimas de QQ en la atenuacion
de la virulencia bacteriana en patégenos. En Acinetobacter, varios estudios han descrito
la posibilidad de utilizar enzimas de QQ contra la biopelicula que produce. Un ejemplo
es la lactonasa termoestable de QQ GKL identificada en Geobacillus kaustophilus y
cataliticamente mejorada, que inhibi6 la biopelicula en los aislados clinicos A.
baumannii S1, S2 y R2 (Chow et al. 2010, 2014). MomL, una lactonasa de QQ
identificada en Muricauda olearia, redujo la biopelicula de A. baumannii LMG1031
(Zhang et al. 2017). Sin embargo, en A. calcoaceticus LMG10517, A. nosocomialis M2
y A. baumannii AB5075 no fue capaz de evitar la formacion de biopelicula (Zhang et al.
2017).

Otra estrategia valida para inhibir el sistema de QS es el uso de agonistas o
antagonistas de las sefiales AHLs, pudiendo prevenir la formacién de biopelicula y
motilidad en A. nosocomialis M2 (Stacy et al. 2012, 2013). Compuestos naturales como
el linalool del cilantro (Coriandrum sativum), también inhiben la formacién de
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 mediante la interferencia con el sistema de
QS (Alves et al. 2016), al igual que la actividad QQ del regaliz (Glycyrrhiza glabra)
reduce la produccion de biopelicula de A. baumannii al mismo tiempo que disminuye la
expresion de la sintasa de AHLs abal (Bhargava et al. 2015). El extracto de ajo (Allium
sativum) asi como la adicion de otros inhibidores de QS sintéticos (4-nitro-6xido de
piridina o 4-NPO) inhiben el crecimiento celular y la formacion de biopelicula en A.
junii BB1A en presencia de iones metalicos o metaloides (Sarkar y Chakraborty 2007).

Por ultimo, hay que citar la pequena molécula virstatina que algunos autores
defienden que inhibe la expresion del receptor de AHLs anoR A. nosocomialis
ATCC17903" afectando a la motilidad y formacién de biopelicula (Oh y Choi 2015).
Ademas, presenta actividad anti-biopelicula contra A. baumannii ATCC17978
reduciendo casi un 40% en ATCC17978 y alrededor de un 65% de la produccion de
biopelicula en varios aislados clinicos (Nait Chabane et al. 2014b). Algunos antibidticos
también inhiben el sistema de QS: concentraciones subinhibitorias de estreptomicina
inhiben el QS reduciendo los niveles de expresion de abal y del gen A1S 0112 del
operon de QS en A. baumannii, sin embargo, también puede actuar como un antagonista
de AbaR para prevenir la activacion positiva de la sintasa de AHLs abal mediante el
complejo AHL-AbaR (Saroj y Rather 2013).

A pesar de la relevancia clinica de A. baumannii, no se conoce demasiado acerca
de sus sistemas de QS y QQ ni de su relacion entre ellos, ya que la mayor parte de los
trabajos realizados en especies de relevancia se realizaron con A. nosocomialis M2.
Aunque estd demostrado que el QS estd involucrado de forma importante en la
motilidad y formacién de biopelicula del género Acinetobacter, como se explica a lo
largo de toda esta introduccion, hasta el momento, poco se sabe sobre la correlacion
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entre el QS mediado por AHLs y estos importantes factores de virulencia, ni se conoce
demasiado sobre los sistemas reguladores o estimulos medioambientales que puedan
controlan su expresion, ni el papel del QQ en el control de los circuitos de produccion
de senales en esta especie. Por todo esto, el objetivo principal de este trabajo fue el
estudio de las senales de QS en la cepa tomada como referencia de la especie, A.
baumannii ATCC17978, cuyo genoma esta totalmente secuenciado y disponible, asi
como la caracterizacion del sistema propio de QQ. Ademads, se investigd la relacion
entre estos sistemas de comunicacion bacteriana dependientes de la densidad celular,
con la motilidad y la formacion de biopelicula en A. baumannii ATCC17978 y la
posible aplicacion de inhibidores de QS para determinar su posible aplicacion en el
biocontrol del género Acinetobacter.
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El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar el sistema de QS de A.
baumannii ATCC17978 y analizar su influencia sobre la motilidad y la formacion de
biopelicula.

Los objetivos especificos fueron:
1. Identificar el perfil de senales de QS que produce A. baumannii ATCC17978
bajo distintas condiciones, asi como caracterizar la actividad QQ de A. baumannii

ATCC17978 e identificar la/s enzima/s responsables de su actividad.

2. Examinar el papel del sistema de QS sobre la motilidad de A. baumannii
ATCCI17978 bajo distintas condiciones de cultivo.

3. Analizar la influencia del sistema de QS en la formacién de biopelicula en A.
baumannii ATCC17978.
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Materiales y métodos

1. Cepas bacterianas y plasmidos

Todas las especies, plasmidos y cebadores utilizados en este trabajo aparecen en la
tabla 1. Para cultivar de manera rutinaria en el laboratorio a los aislados, cepas y
especies del género Acinetobacter (Tabla 1), se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) (1%
NaCl, 1% triptona y 0,5% de extracto de levadura) a 37°C, suplementado con 25 pg/mL
de kanamicina en el caso del mutante de la sintasa de AHLs Adabal (abal::km) de A.
nosocomialis M2 (Niu et al. 2008). Las cepas Escherichia coli XLlblue y E. coli
BL21(DE3)plysS usadas para la clonacion y sobre-expresion de los genes de las
lactonasas del género Acinetobacter se cultivaron a 37°C en medio TSA-1 con y sin
tetraciclina (25 pg/mL), respectivamente. Las cepas de E. coli transformadas con el
plasmido pET28c(+) se cultivaron en medio LB suplementado con kanamicina a una
concentracion final de 25 pg/m y a 37°C. Ademas, se utilizaron Chromobacterium
violaceum CV026 o VIR07 como cepas biosensoras para la deteccion de AHLs
(McClean et al. 1997, Morohoshi et al. 2008a). Estos biosensores se cultivaron de forma
rutinaria en medio LB suplementado con kanamicina (25 pg/mL) a 30°C. El biosensor
de AHLs Agrobacterium tumefaciens NTL4, se mantuvo en el laboratorio en medio LB
suplementado con gentamicina (30 pL/mL) (Torres et al. 2013). La triptona y el
extracto de levadura utilizados en este trabajo fueron suministrados por BactoDifco.

2. Extraccion de AHLs

Para obtener el perfil de las sefiales de QS, las cepas, especies o aislados de
Acinetobacter se cultivaron en matraces de 250 mL con 100 mL de medio LB, LB
modificado con bajo porcentaje de nutrientes y sal (LBM) (0,5% NacCl, 0,2% triptona y
0,1% de extracto de levadura), LB con baja concentracion de sal (<NaCl) (0,5% NaCl,
1% triptona y 0,5% de extracto de levadura), medio minimo o MMA (Gonzalez et al.
2001), LB con virstatina (Sigma) a 100 uM o LB tamponado con el tamp6n PIPES o
acido piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfonico) (Sigma) a 200 mM, pH 6,0, para prevenir la
posible lactonolisis espontanea de las senales (Yates et al. 2002). El medio MMA
contiene: 1% de acido lactico, 37mM NH4Cl, 0,81 mM MgSOy, 18 uM FeSO4 - 7 H,0,
68 uM CaCl,, 11 mM KH,PO4, 95 mM Na,HPO, y 1 ml (por L) de una solucion con 50
g EDTA, 2,2 g Zl’lSO4 ' HZO, 1,6 g CuSO4 r 5H20, 5 g Clz : 4H20, 1,1 g (NH4)6M07024
- 4H,0, 50 mg H3BOs3, 10 mg KI y 50 mg CoCl, - 6H,0.

Los cultivos se mantuvieron en estitico o en agitacion (170 rpm) a 37°C. A
distintos tiempos de la curva de crecimiento (0, 6, 12, 17, 24, 36 y 48 h) y a 17 h para
LB con baja sal, LB con virstatina y medio MMA, se centrifugd la biomasa y los
sobrenadantes, con o sin acidificacion (24 h, a pH 2,0, 170 rpm a 22°C), se extrajeron
dos veces con el mismo volumen de diclorometano. El solvente se evapord en un
rotavapor a 40°C y las extracciones se resuspendieron en 1 mL de acetonitrilo. El medio
de cultivo y el solvente se extrajeron de la misma forma para utilizarlos como controles
negativos.
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Tabla 1. Distintas especies/aislados, plasmidos y cebadores, utilizados en este trabajo. Las enzimas de

restriccion utilizadas en los cebadores aparecen subrayadas e indicadas en su secuencia.

Cepa o0 plasmido Descripcion Fuente o referencia

Cepas

Acinetobacter baumannii
ATCC17978

Aabal (ATCC17978)
AadeB (ATCC17978)
Abl (ROCO013)

Ab2 (CORO005)

Ab3 (PON002)

Ab4 (VALO001)

Ab5 (DOMO009)

Ab6 (HMV001)

Ab7 (HUI1001)

Acinetobacter calcoaceticus
AC

Acinetobacter nosocomialis
M2
Aabal (M2)

Agrobacterium tumefaciens
NTL4

Chromobacterium violaceum
CV026
VIR07

Escherichia coli

BL21(DE3)plysS
XL1blue

Plasmidos

pET28c(+)
pET28c(+)-aii20J
PET28c(+)-A1S_0383
PET28c(+)-A1S_1876

PET28c(+)-AlS_2662

Mutante knock out (KO) estable sin el gen de la sintasa de AHLs
abal (A1S_0109)

Mutante knock out (KO) estable sin el gen adeB (A1S_1750) de
la bomba de eflujo de antibioticos AdeABC

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra del
aparato respiratorio. Tipado molecular (TM): ST2

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra de
ulcera. TM: ST186

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra del
aparato respiratorio. TM: ST52

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra del
aparato respiratorio. TM: ST169

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra del
aparato respiratorio. TM: ST80

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra de
exudado. TM: ST181

Aislado clinico de A. baumannii procedente de una muestra de
sangre. TM: ST79

Aislado de A. calcoaceticus de origen de aislamiento
desconocido. TM: ST88

Mutante de la sintasa abal (abal::Km), Km"

(pZLR4), biosensor de AHLs, Gm"

Biosensor de AHLs, Km"
Biosensor de AHLs, Km"

Cepa de sobre-expresion de proteina
Cepa de clonacion y multiplicacion de ADN, Te"

Vector de clonacion, Km"
Vector de clonacion con
Tenacibaculum sp. 20J, Km'
Vector de clonacion con el ORF del gen A1S 0383 de A.
baumannii ATCC17978, Km"

Vector de clonacion con el ORF del gen A1S_1876 de A.
baumannii ATCC17978, Km"

Vector de clonacion con el ORF del gen A1S_2662 de A.
baumannii ATCC17978, Km"

el ORF del gen aii20] de

ATCC?®
INIBIC®

INIBIC®
INIBIC®
INIBIC®
INIBIC"
INIBIC®
INIBIC®
INIBIC®

INIBIC®

INIBIC®

Niu et al. 2008
Niu et al. 2008

Torres et al. 2013

McClean et al. 1997
Morohoshi et al. 2008a

Promega
Agilent

Novagen
Mayer et al. 2015

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

@ American Type Culture Collection
® Instituto de Investigacion Biomédica (A Corufia)
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Tabla 1 (Continuacion). Distintas especies/aislados, plasmidos y cebadores, utilizados en este trabajo.
Las enzimas de restriccion utilizadas en los cebadores aparecen subrayadas e indicadas en su secuencia.

Secuencia (5°-3°) Uso en este estudio

abal_Fwd TGTGCCAGACTACTACCCAC gqRT-PCR

abal_Rev TGCTAGAGGAAGGCGGATTT gqRT-PCR

abaR_Fwd TTGGTCGAGTCAATCTGCAA %{ITS‘)P CR (Eijkelkamp et al.

abaR_Rev CTCGGGTCCCAATAAAATCA 3533.)1: CR (Eijkelkamp et al.

adeB_Fwd GCTACCTTCAGATGCAACCG qRT-PCR

adeB_Rev TAGATGCAGAGCTAGTCCGC qRT-PCR

blsA_Fwd TGCCAGCCAACGAAATGAAA qRT-PCR

blsA_Rev ACGACCTCTTGTTCACCTTCT qRT-PCR

bfmS_Fwd TGACGACCCACAACATTACTTAT qRT-PCR

bfmS_Rev ATGACACTTTGGTCTTGGCG qRT-PCR

csuD_Fwd AGTCACAACATCGGTCCCAT qRT-PCR

csuD_Rev AAGTTCGGTGCGTCCTTCTA qRT-PCR

gacS_Fwd GCGACCAAGCCATTTCATCT qRT-PCR

gacS_Rev GGCAGAGGACTTGCGAATAG qRT-PCR

hns_Fwd GCTTCTAGAATTTGGCGCTCA qRT-PCR

hns_Rev AGAAATCTTCAAGTTTTGCACCT qRT-PCR

rpoB_Fwd GTGCTGACTTGACGCGTGAT GRT-PCR (Park y Ko 2015)

rpoB_Rev AGCGTTCAGAAGAGAAGAACAAGTT qRT-PCR (Park y Ko 2015)

pilT_Fwd GCTACTCGCCTTCTCTGTGA gRT-PCR

pilT_Rev GTCACGGCGCTGTTTATCAT qRT-PCR

A1S_0383_Fwd ACCAGGTCACGTCATGTTCT qRT-PCR

AlS _0383_Rev TGGTACTCATTGGCCCATGT qRT-PCR

A1S_1708_Fwd ATTGAAGCGCGTTACACACC qRT-PCR

AlS _1708_Rev ATAGTGTTGTCAGGCAGGCT qRT-PCR

A1S_1876_Fwd GCAGTCATATGGTCCGCATG qRT-PCR

AlS 1876_Rev TTAGCAACCCGTCAATGTGC qRT-PCR

AlS 2194 Fwd TCCCTGGCATTACTCATCCC qRT-PCR

AlS 2194 Rev TTCAAATAGTCGCCCGCATC qRT-PCR

AlS_2662_Fwd TCTGCTTCACGTTCATGAGC qRT-PCR

AlS_2662_Rev CTGCGAGTTGTTTTGGTCCA qRT-PCR

AlS_2864 Fwd GCCACTGAATACAATGCTGC qRT-PCR

A1S_2864_Rev TCGCAATACCACAATGTCCG gRT-PCR

aidA_Fwd TCGCTGCACGTTTTGTACTC gRT-PCR

aidA_Rev CCATCGGCGTAGTGCTTAAT qRT-PCR

0383Fwd GATTAACCATGGTACTGCAAGTCAAAATTGTTCCAG (Ncol)  Clonacién lactonasas
GCTATGAATTCAAACCCGCTTTACCTGCGACAAACG .y

0383Rev (EcoR1) Clonacion lactonasas

1708Fwd GATTAACCATGGTATTCTTTAAGCAGTTTTTTG (Ncol) Clonacioén lactonasas
GCTATGAATTCAATAATTGTGAAATTGAGCCGCAAGC Ly

1708Rev (EcoRI) Clonacion lactonasas

1876Fwd GATTAACCATGGTACAACAACCTCTAGTAAAAGA(Ncol) Clonacion lactonasas

1876Rev GCTATGAATTCAAAAAGTAATTAAATGGGATT (EcoRI) Clonacion lactonasas

2194Fwd GATTAACCATGGTACGTTATAGAATTCATTATAT (Ncol) Clonacioén lactonasas

2194Rev GCTATGGATCCAAAAAATTGTCTTTTAAGCTACG (BamHI) Clonacion lactonasas
GATTAACCATGGTAAAAAAACTATTTGTAGCCTTAGG L

2662Fwd (Neol) Clonacion lactonasas

2662Rev GCTATGAATTCAATTTATCAAGACTGTTATTA (EcoRI) Clonacion lactonasas

2864Fwd GATTAACCATGGTAAGCCACCTCGACTTTGA Clonacion lactonasas

2864Rev GCTATGAATTCAAGTTTGGTACCGCCGAAGCTC Clonacion lactonasas

aidAFwd GATTAACCATGGTA.GGTAAAAGTCTAAATAATGT Clonacion lactonasas

aidARev GCTATGAATTCAACTTGACTGGAACGATGCGTTTA Clonacion lactonasas

T7Fwd TAATACGACTCACTATAGGGGAA Cebadores universales

T7Rev GCTAGTTATTGCTCAGCGG Cebadores universales

luxl PF GGTTGGGAGTTGAACTGTCC Amplificacién abal (Bitrian

et al. 2012)
luxl PR GGTTGGGAGTTGAACTGTCC Amplificacion abal (Bitrian
etal. 2012)
luxR PF TCGGATTTGATTATTGCGCTTATG irglpl;%izc)“’n abaR (Bitrian
luxR PR ACAGCTCGAATAGCTGCTG g’;‘f’g%ﬁ;‘;“’n abaR (Bitrian
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3. Deteccion de AHLs

3.1. Deteccion de AHLs mediante biosensores

Para detectar si las cepas, aislados o especies de Acinetobacter producian sefiales de
QS se realiz6 un bioensayo de deteccion directa en placa o de difusion, con los
biosensores de AHLs Chromobacterium violaceum CV026 y VIR07 (McClean et al.
1997, Morohoshi et al. 2008a). Estos biosensores son incapaces de producir el pigmento
violaceina sin la adicion de AHLs ex6genamente, por lo que si la especie o aislado
produce AHLs los biosensores produciran el pigmento violaceina (Remuzgo-Martinez
et al. 2015). Para ello, las cepas, especies o aislados de Acinetobacter se inocularon
sobre la superficie de una placa de LB, o LB con baja concentracion de sal (0,5%),
sembrando con la ayuda de un hisopo una linea uniforme. Los biosensores se sembraron
de forma paralela a cada lado de la especie o aislado a analizar. Las placas se incubaron
durante 24 h a 30°C.

Para detectar la cantidad minima de OHCI12-HSL (N-hidroxidodecanoil-L-
homoserin lactona), que detecta el biosensor C. violaceum VIRO07, se realizd un
bioensayo de deteccion de QS en pocillo. Para ello se prepararon placas de LB
recubiertas con 5 mL de una diluciéon 1/100 de un cultivo de 24 horas del biosensor en
LB semi-solido (0,8% de agar), en las cuales se practicaron distintos pocillos. A
continuacion se afiadieron a los pocillos 100 pL de distintas soluciones en tampon
fosfato salino o PBS 6,7 pH de la AHL a una concentracion final de 1, 10 y 100 uM.
Las placas se incubaron a 30°C, durante 24 h, para observar la produccion de un halo
del pigmento violaceina alrededor del pocillo.

La presencia de AHLs también se detectdé mediante bioensayo en pocillo con el
biosensor de AHLs A. tumefaciens NTL4 (modificado de Torres et al. 2013). Para ello,
se prepararon placas de medio AB (Agrobacterium medium) (Torres et al. 2013), con
gentamicina (50 pg/mL), cubiertas con 5 mL de una dilucién 1/5 de un cultivo de 17 h
del biosensor en LB semi-solido (0,8% de agar) suplementado con 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranésido o X-gal (80-160 ug/mL). Una vez solidificadas las placas,
se realizaron pocillos en las mismas y se afiadieron 100 pL de las extracciones de
sobrenadantes de los cultivos de Acinetobacter preparadas anteriormente y secadas
mediante nitrogeno en bafio a 50°C y resuspendidas en PBS pH 6,7. Como control
positivo se uso el PBS 6,7 pH con la misma concentracion de AHL anadida. Las placas
se incubaron a 30°C, durante 24 h, para observar la produccion de un halo de coloracion
azul alrededor de la superficie del pocillo como indicador de presencia de AHLs.

Para detectar AHLs también se realizaron cromatografias en capa fina (0,25 mm
silica gel, Sigma) con las extracciones de los sobrenadantes de Acinetobacter. Para ello,
estas extracciones se evaporaron bajo flujo de nitrogeno en bafio a 50°C y los extractos
secos se resuspendieron en el solvente etilo acetato. 1 o 100 uLL de cada resuspension se
inocularon en placas de cromatografia en capa fina de gel de silice (Sigma) previamente
activadas mediante calor en horno durante media hora a 120°C y posterior desarrollo
con una mezcla de metanol 45% - agua 55%. La placa se sec6 en camara de flujo y
sobre una placa de LB suplementado con gentamicina (50 pg/mL), se cubri6 con una
capa de LB semi-solido (0,8%) con 1 mL de un cultivo de 17 h de A. tumefaciens
NTLA. El solvente etiloacetato y la senal de QS, disuelta en el mismo solvente a 0,1
mg/mL, se utilizaron como controles positivo y negativo, respectivamente. El resultado
de la cromatografia se revel6 cubriéndola con 5 mL de una dilucion 1/5 de un cultivo de
17 h del biosensor A. tumefaciens NTL4 en LB semi-sélido (0,8% de agar)
suplementado con 160 pg/mL de X-gal en placas de medio AB con gentamicina (50
pg/mL). Tras incubar las placas a 30°C durante 24 h, se observd la produccion de
coloracion azul como indicador de presencia de AHLs.
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3.2. Identificacion del perfil de AHLs mediante HPLC-MS

Mediante HPLC-MS se identificaron y cuantificaron las sefiales de las extracciones
de los sobrenadantes de las cepas, especies o aislados de Acinetobacter. El analisis se
llevo a cabo con un HPLC 1100 series (Agilent Technologies) y las sefiales sintéticas N-
hexanoil-L-homoserin lactona (C6-HSL), N-3-oxohexanoil-L-homoserin lactona (OC6-
HSL), N-octanoil-L-homoserin lactona (C8-HSL), N-3-oxooctanoil-L-homoserin
lactona (OC8-HSL), N-hidroxioctanoil-L-homoserin lactona (OHC8-HSL), N-3-
oxodecanoil-L-homoserin  lactona  (OC10-HSL), N-hidroxidecanoil-L-homoserin
lactona (OHC10-HSL), N-3-oxododecanoil-L-homoserin lactona (OC12-HSL), N-
hidroxidodecanoil-L-homoserin ~ lactona ~ (OHCI12-HSL),  N-3-oxotridecanoil-L-
homoserin lactona (OC13-HSL), N-3-oxotetradecanoil-L-homoserin lactona (OC14-
HSL), N-hidroxitetradecanoil-L-homoserin lactona (OHC14-HSL) y N-hexadecanoil-L-
homoserin lactona (C16-HSL) fueron usadas como referencia para su identificacion
(Romero et al. 2014). Todas las AHLs utilizadas en este trabajo fueron adquiridas en
Sigma, salvo la OC13 y C16-HSL que se sintetizaron en la University of Nottingham.

El analisis se llevé a cabo con un HPLC 1100 series (Agilent EEUU) equipado con
una precolumna C8 (2,1 x 12,5 mm, 5 pm de tamafio de particula) y una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 2,1 x 150 mm (con 5 um de tamafio de particula),
mantenidas a 45°C. La fase movil consistio en 0,1% de 4cido férmico en agua (A) y
0,1% de acido formico en acetonitrilo (B) con una tasa de flujo de 0,22 mL/min. Las
condiciones de elucion: 0 min 35% de B, gradiente lineal hasta 60% de B durante 10
min, un gradiente lineal del 60 al 95% de B durante 5 min, 95% de B durante 5 min y un
minuto para volver a las condiciones iniciales que se mantuvieron durante 9 min. Se
diluyeron alicuotas de 20 pL de cada muestra en acetonitrilo con 0,1% de 4cido formico
antes de su inyeccion en la columna. El espectrometro de masas (MS) usado fue un API
4000 triplecuadrupolo (Applied Biosystem, CA, EEUU) equipado con una fuente
Turbolon utilizada en modo electrospray de iones positivos y monitorizacion de
multiples reacciones (MRM). Las sefiales MRM fueron usadas para obtener
informacion de cuantificacion relativa por comparacion con una curva de calibracion
construida por abundancia de iones moleculares obtenidos a partir de AHLs sintéticas
estandar (Milton et al. 2001).

4. Deteccidn de actividad QQ

Para detectar si las especies y aislados del género Acinetobacter (Tabla 1),
presentaban actividad degradadora de AHLs se realizaron bioensayos de inhibicion de
produccion de violaceina en medio so6lido, usando los biosensores de AHLs C.
violaceum CV026 y VIRO07, para las AHLs cortas y largas, respectivamente (McClean
et al. 1997, Morohoshi et al. 2008a). Los bioensayos de actividad se realizaron tanto con
células vivas de cultivos de las distintas especies y aislados de Acinetobacter, como con
sus extractos celulares y los sobrenadantes de los cultivos.

Para los ensayos de actividad QQ en célula viva, las cepas, aislados o especies de
Acinetobacter se cultivaron en LB durante 24 horas para en agitacion para asegurarse de
que estaban en fase estacionaria de la curva de crecimiento. De la misma forma, para
obtener células vivas de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con las lactonasas de A.
baumannii ATCC17978, E. coli con cada lactonasa se cultivdo en LB con kanamicina
(25 pg/mL) y se indujo o no la expresion de las lactonasas con isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandésido o IPTG (Sigma) a una concentracion de 1 mM, al alcanzar una
densidad oOptica (600 nm) de cultivo de entre 0,6 y 1, durante otras 5 h a 16°C. La
biomasa de cada cultivo se recogié mediante centrifugacion a 9000 rpm durante 10 min

43



CELIA MAYER MAYER

y se resuspendio en el mismo volumen de PBS (pH 6,7). A continuacion, se cogieron
alicuotas de 500 pL de cada suspension en PBS y se incubaron con C6 y C12-HSL (N-
dodecanoil-L-homoserin lactona, Sigma) a una concentracion final de 10 uM. Tras 24 h
de exposicion con la sefial, las mezclas de reaccion se centrifugaron 5 min a 10000 rpm
y 100 pL de los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para analizar la actividad QQ en
bioensayo en medio solido con biosensor.

Para determinar la actividad QQ se prepararon varios extractos celulares de los
distintos aislados y especies del género en las mismas condiciones que para la
identificacion del perfil de senales de QS. Para su obtencion, Acinetobacter spp. se
cultivaron en LB, LB con baja sal (0,5%) o LB tamponado con tampoén PIPES (200
mM, pH 6,0) con o sin agitacion a 170 rpm, a 37°C. La biomasa de los cultivos
recogidos a diferentes puntos de la curva de crecimiento se centrifugd a 9000 rpm,
durante 10 min, para obtener el pellet. Ademas, la densidad optica (600 nm) en LB y LB
con baja sal se ajustd a 1 antes de realizar los extractos realizados para poder comparar
la actividad QQ de los mismos. Los sobrenadantes de todos los extractos resultado de
esta centrifugacion se filtraron por 0,2 um y se reservaron para analizar también su
actividad QQ. Para la realizacion de los extractos celulares el pellet recogido se lavd
con PBS pH 6,7 para eliminar los posibles restos del medio y se resuspendio en el
mismo volumen del mismo tampon. A continuacidn, se rompieron las células del pellet
mediante sonicacion con el aparato Branson Sonifier 250, con pulsos constantes de 30-
40% a potencia media, durante 5 min y en hielo para no sobrecalentar las muestras. Por
ultimo, se centrifugaron de nuevo (9000 rpm, 10 min) y se filtraron por 0,2 um. Los
extractos celulares mas concentrados en LB tamponado con el tampén PIPES, se
realizaron a partir de cultivos de 50 mL y se resuspendieron en un volumen final de 1,5
mL de PBS. Se incubaron alicuotas de 500 uL de cada extracto o sobrenadante con una
concentracion final de 10 uM de C6 y C12-HSL, durante 24 h a 22°C y 200 rpm. Tras la
exposicion con la sefial se procedio al andlisis de actividad QQ mediante biosensor.

Asimismo también se obtuvo el extracto celular de la cepa de E. coli
BL21(DE3)plysS en la cual se sobre-expresaron las lactonasas de A. baumannii
ATCC17978. Se inocularon cultivos de 50 mL de LB suplementado con kanamicina (30
ug/mL) con una colonia de E.coli BL21(DE3)plysS transformado con el plasmido
pET28c(+) con cada inserto correspondiente, incubandolos a 170 rpm, 37°C hasta
alcanzar una densidad optica a 600 nm (DOgg) del cultivo de entre 0,6-1 (0,6 la mas
recomendada). A estos cultivos se les anadié IPTG (I mM) para inducir la sobre-
expresion de las lactonasas y se dejo incubar durante 5 h a 16°C en las mismas
condiciones. A continuacion, se centrifugé durante 10 min a 9000 rpm, se lavo el pellet
con PBS 6,7 pH para eliminar los posibles restos del medio de cultivo y finalmente se
resuspendié en 20 mL de PBS pH 6,7. El pellet resuspendido en PBS se sonic6 en hielo
con pulsos constantes de 30-40% a potencia media durante media hora. Por ultimo, se
centrifugaron otros 10 min a 9000 rpm y se filtraron por 0,2 um. La cantidad de proteina
total de todos los extractos obtenidos en este trabajo se cuantificé mediante el método
de Lowry (Lowry et al. 1951, modificado por Herbert et al. 1971). De los extractos
celulares de las lactonasas en E. coli se hicieron diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 y
1/10000 en tubos Eppendorf® con un volumen total de 250 pL para la deteccion de
actividad QQ. Cada dilucion se incub6 durante 24 h con las sefiales C6 y C12-HSL a
una concentracion final de 10 uM, a 22°C, 200 rpm. Tras ese tiempo, se analizo
mediante bioensayo en pocillo en medio so6lido la actividad QQ mediante biosensor.

Para detectar actividad QQ de las lactonasas purificadas de A. baumannii
ATCCI17978 se ensayaron mediante la misma metodologia.
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Para detectar actividad QQ mediante bioensayo de inhibicion de produccion de
violaceina en pocillo se utilizaron los biosensores C. violaceum CV026 y VIR07
(McClean et al. 1997, Morohoshi et al. 2008a). Los ensayos de actividad ejecutados a lo
largo de todo este trabajo fueron realizados en PBS ajustado a pH menor que 7 para
controlar el pH del medio y asegurarnos de que las AHLs no se degradan por la apertura
espontanea del anillo HSL de las sefiales debido a pH bésicos (Yates et al. 2002). De
cada extracto, sobrenadante o células vivas de los diferentes cultivos, se incubaron
alicuotas de 250 o 500 pL con las distintas AHLs a una concentracion final de 10 uM, a
partir de una solucién stock de 50 ug/mL de cada seial. Tras 24 h de incubacion con la
sefial a 22°C, 200 rpm, 100 pL de cada mezcla de reaccion se afadieron a pocillos
practicados en placas de LB con kanamicina cubiertas con 5 mL de una dilucién 1/100
de un cultivo de 24 horas de las cepas biosensoras CV026 y VIR07 correspondientes en
LB semi-solido (0,8% de agar). Como control negativo se us6 el PBS 6,7 pH con la
misma concentracion de cada AHL afiadida. Las placas se incubaron a 30°C, durante 24
h, para observar la produccion del pigmento violaceina. La actividad QQ se determind
por la ausencia de la produccion del pigmento violaceina alrededor del pocillo.

4.1. Deteccion de actividad QQ mediante HPLC-MS

La confirmacion de la actividad QQ de los extractos celulares de A. baumannii
ATCCI17978 se cuantifico mediante analisis con HPLC-MS. Para esto se prepararon
extractos celulares de A. baumannii ATCC17978, tal y como se describid con
anterioridad, a partir de cultivos de 50 mL de LB durante 17 0 24 h y en agitacion a 170
rpm, resuspendidos en 20 mL de PBS. Se sonicaron durante media hora, se
centrifugaron y se filtraron (0,2 um). Se incubaron por triplicado alicuotas de 500 pL de
los extractos con las sefiales C6, C12 y OCHI12-HSL a una concentracion de 10 uM
durante 24 h a 22°C con agitacion. Tras la exposicion con la sefal, se extrajeron 2
alicuotas de 200 pL de cada mezcla de reaccion, con o sin acidificacion durante 24 h
(22°C, pH 2,0), para realizar una extraccion organica de cada una, extrayendo tres veces
con el mismo volumen de acetato de etilo (200 puL). El solvente se recuperd y evaporo
mediante flujo de nitrogeno en bafio a 50°C y el extracto seco obtenido se resuspendio
en 200 pL de acetonitrilo para para su posterior analisis y cuantificacion de la
concentracion de la senal restante por HPLC-MS. Como control se us6 el PBS
suplementado con la misma cantidad de AHL procesado y extraido del mismo modo. La
lactonasa purificada Aii20J (Mayer et al. 2015) incubada con la misma cantidad de
AHL y procesada del mismo modo, se us6 como control positivo de actividad de tipo
lactonasa a una concentracion de 20 pg/mL. El analisis de HPLC-MS se realiz6 en las
mismas condiciones que Romero et al. (2014).

5. Ensayos de motilidad

5.1. Motilidad asociada a superficie

Los estudios de motilidad asociada a superficie de las especies, cepas y aislados de
Acinetobacter se realizaron en placas Petri utilizando los medios de cultivo LB, LBM o
LB con baja sal, solidificados con 0,2, 0,25 o 0,3% de agar Bacto™ Difco™ (Difco) o
Eiken (Eiken Chemical Co. Ltd., Japon). Para investigar qué nutriente era el responsable
del fenotipo de la motilidad asociada a superficie, la concentracion de cada componente
se redujo de manera independiente hasta alcanzar los mismos valores que en el LBM:
NacCl (0,5%), triptona (0,2%), o extracto de levadura (0,1%) con 0,25% de agar Eiken.
Las placas se prepararon el mismo dia del ensayo y se dejaron secar en la cabina de
flujo antes de usarlas. Las placas se inocularon con 1 pL de un cultivo de 17 h de
Acinetobacter spp. a una densidad optica (600 nm) de 0,3 y por triplicado. El efecto de
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la osmolaridad sobre la motilidad asociada a superficie se evalud preparando el medio
de cultivo con distintas concentraciones de NaCl (0,1-0,4M) o sacarosa (0-20%) con
agar Eiken (0,25%). En los estudios de regulacion de la motilidad o la restauracion del
fenotipo de los mutantes de las sintasas, los cultivos ajustados a 0,3 (DOgoonm) S€
suplementaron segun fue necesario con OHC12-HSL o con furanona C-30 (Sigma) a
una concentracion final de 10 pM, con la lactonasa de AHLs Aii20J (Mayer et al. 2015)
a 20 pg/mL o con virstatina (Bachem) a 100 uM. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y la motilidad asociada a superficie se observo tras 14 horas de incubacion de
las placas a 25, 30 o 37°C en oscuridad o bajo tres moédulos LED que emiten luz azul
con una intensidad de flujo de fotones de 5 a 6 pmol/m?/s.

5.2. Motilidad de tipo twitching

Para evaluar este tipo de motilidad, las placas se realizaron con medio LB o LB con
baja concentracion de sal suplementados con agar (Difco o Eiken) al 1% (o agarosa
(Sigma) al 1% siguiendo el protocolo de Harding et al. (2013), dejando secar en la
camara solamente 20 minutos para favorecer la humectabilidad del medio. Los cultivos
de Acinetobacter spp. de 17 h, o las colonias directamente, se inocularon mediante
picadura en el fondo de la placa Petri de 96 mm o 150 mm de didmetro, por triplicado,
con la ayuda de una punta de pipeta. Las placas se incubaron en una estufa de humedad
a 37°C durante 14 horas. Para visualizar la bacteria en la interfase entre el medio y el
fondo de la placa Petri, se elimind el medio de cultivo semi-s6lido con cuidado de cada
placa.

6. Busqueda de enzimas de QS y de QQ en A. baumannii

Para la amplificacion de genes homologos a luxl/luxR en Acinetobacter spp.,
primero se extrajo el ADN gendmico de cada especie/aislado del género a partir de un
cultivo de 24 h en LB y agitacion (170 rpm) a 37°C con el kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Mediante PCR se
amplificaron las secuencias correspondientes utilizando los cebadores internos de las
secuencias de los genes luxl/luxR (Tabla 1) con las condiciones indicadas en ¢l apartado
7.2. Los fragmentos obtenidos con un tamafio esperado de alrededor de 370 pb y 600 pb
para abal y abaR, respectivamente, se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y se secuenciaron en StabVida (Portugal). Las secuencias obtenidas se
trataron de igual modo que en el apartado 7.3.

Mediante analisis bioinformatico con las secuencias conocidas de enzimas de QQ
descritas hasta el momento, se procedio a la busqueda de nuevos enzimas de QQ en A.
baumannii ATCC17978. Para ello, se utilizaron la herramienta blast del NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y la herramienta de busqueda de dominios
conservados cd-search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) del
NCBL

Para subclonar y sobre-expresar las enzimas de QQ de A. baumannii ATCC17978,
en primer lugar se extrajo el genoma de A. baumannii ATCC17978 a partir de un
cultivo de 24 h en LB y agitacion (170 rpm) a 37°C con el kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Mediante PCR se
amplificaron las secuencias de ADN de los genes de cada lactonasa utilizando los
cebadores 0383Fwd, 0383Rev, 1708Fwd, 1708Rev, 1876Fwd, 1876Rev, 2194Fwd,
2194Rev, 2662Fwd, 2662Rev, 2864Fwd y 2864Rev (Tabla 1). Los fragmentos
obtenidos mediante amplificacion por PCR se purificaron a partir de la electroforesis en
un gel de agarosa al 1% mediante el Gel Extraction Kit (Omega) siguiendo el protocolo
del fabricante y se enviaron a secuenciar a StabVida (Portugal).

46



Materiales y métodos

7. Clonacion de enzimas de QQ

7.1. Disefio de cebadores

Los cebadores utilizados en las PCR para amplificar las secuencias de los genes de
cada una de las lactonasas de A. baumannii ATCC17978, fueron disefiados
especificamente a partir de las secuencias conocidas del plasmido utilizado mas
adelante y del inicio y final de la secuencia de cada gen depositada en el NCBI. Las
secuencias de los pares de cebadores utilizados para amplificar las secuencias de las
lactonasas se muestran en la tabla 1. En los cebadores se incluyeron las secuencias de
los sitios de restriccion para las enzimas Ncol y EcoRI o BamHI (Thermo Scientific)
que permitieron subclonar los fragmentos obtenidos de los genes codificadores de las
lactonasas para luego poder insertar en el pldsmido pET28c(+) (Figura 4). Los pares de
cebadores utilizados se construyeron teniendo en cuenta que las dianas de restriccion no
cortasen las secuencias de los genes de las lactonasas y manteniendo en pauta la
secuencia del plasmido para que la cola de poli-histidina que el vector pET28c(+)
permite anadir (Figura 4) se expresase correctamente.

Los cebadores universales T7Fwd y T7Rev (Tabla 1) se corresponden con la regioén
del promotor y del terminador del pldsmido pET28c(+) (Figura 4). Con ellos se
amplificaron mediante PCR las secuencias para enviar a secuenciar y comprobar que el
inserto en el vector estaba en la correcta pauta de lectura. Los cebadores luxl PF, luxI
PR, luxR PF y luxR PR (Tabla 1) se usaron para buscar los genes correspondientes a la
sintasa y el receptor de AHLs en Acinetobacter spp. (Bitrian et al. 2012). Los
oligonucledtidos usados en este trabajo para la qRT-PCR se disefiaron utilizando el
software del programa Pimer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) y aparecen anotados
en la tabla 1.

Todos los cebadores disefiados en el laboratorio y utilizados en este trabajo fueron
subministrados por Sigma.

Xho §158)
Not 1{168)
Eag {188}

MCS Hind IH{173)
Sal Ii179)
Sac 190y

EcoR l{192)
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Figura 4. Plasmido pET28a(+). El plasmido pET28c(+) (5367 pb) utilizado para la clonacion de las
lactonasas tiene el mismo mapa que el de la figura a excepcion de 2 pb que le faltan “aguas arriba” del
sitio de restriccion de BamHl.
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7.2. Condiciones de PCR

Todas las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf) utilizando PCR beads de Healthcare, en las siguientes
condiciones:

Para amplificar las secuencias de la sintasa y el receptor de AHLs de Acinetobacter
spp. se utilizaron las condiciones de Bitrian et al. (2012), establecidas para los
cebadores: 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 45 seg, hibridacion a 58°C
durante 45 seg, extension a 72°C durante 1 min. Precedidos de 2 minutos de
desnaturalizacion a 95°C y seguidos de 10 min de extension a 72°C.

Para amplificar las secuencias de las enzimas de QQ AIS 0383, A1S 1708,
A1S 1876, Al1S 2662, Al1S 2864 y AidA de A. baumannii ATCC17978 las
condiciones de PCR fueron: 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 45 seg,
hibridacion a 55°C durante 45 seg, extension a 72°C durante 1 min. Precedidos de 5
minutos de desnaturalizacion a 95°C y seguidos de 10 min de extension a 72°C. Con la
lactonasa A1S 2194 no funcionaron estas condiciones de reaccion por lo que se realizod
de nuevo una PCR con gradiente de temperatura aumentando a 35 los ciclos de
desnaturalizacion y la temperatura de hibridacion a 45, 50 y 55°C. Sin embargo, no se
consiguidé amplificar la secuencia.

Las mismas condiciones de las lactonasas de QQ fueron utilizadas para amplificar
posibles genes homologos a estas enzimas en A. nosocomialis M2 y el resto de aislados
clinicos disponibles, utilizando los mismos cebadores que para ATCC17978.

7.3. Secuenciacion y andlisis de secuencias

Todas las secuencias de este trabajo fueron enviadas a secuenciar a StabVida
(Portugal) y las secuencias subministradas por StabVida fueron analizadas con los
programas Editseq y SeqMan Pro de Lasergene y MEGA 5.1 Beta3 (Tamura et al.
2008) para ensamblar adecuadamente las secuencias. Para traducir las secuencias se
utilizé la herramienta informatica Protein translate de ExPASy eligiendo el marco
abierto de lectura (ORF) adecuado. Para alinear las secuencias de las distintas
lactonasas y de sus respectivas secuencias nucleotidicas se usaron las herramientas
informaticas blast del NCBI al igual que para obtener las homologias entre las
secuencias. Las secuencias aminoacidicas también se alinearon usando el programa
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y el programa MUSCLE
(Multiple sequence alignment) del EMBL-EMI o European Molecular Biology
Laboratory-The european Bioinformatics Institute
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) para las secuencias de ADN y se
sombrearon con el programa GeneDoc (http:/www.nrbsc.org/gfx/genedoc/) para
observar la diferente homologia de los residuos.

7.4. Clonacion de las secuencias de interés

Para la clonacion de los genes codificadores de las lactonasas A1S 0383,
A1S 1708, A1S_1876, A1S 2662, A1S 2864 y AidA de A. baumannii ATCC17978 se
escogio el vector pET28c(+) (Figura 4).

Este vector fue elegido porque presenta la posibilidad de realizar un clonaje
direccional y afiade una proteina de fusion, en nuestro caso una cola de poli-histidina (6
restos de histidina consecutivos) en el C-terminal, que facilita la purificacion de
proteinas. Al insertar un gen de interés en el sitio de clonacion multiple (MCS) y en la
fase de lectura adecuada, la secuencia del vector que codifica la cola de poli-histidina
queda fusionada al extremo (en nuestro caso en el C-terminal) del gen de interés
quedando marcada la proteina. Por otra parte, la expresion del gen esta controlada por el

48



Materiales y métodos

promotor regulable T7lac para inducir la expresion por IPTG. Cuando se introduce esta
construccion en una cepa de sobre-expresion y se induce la expresion del gen por IPTG
se sobre-expresa una gran cantidad de proteina marcada con la cola de poli-histidina, lo
que facilita la purificaciéon. Ademas contiene entre otros, un origen de replicacion fl que
permite la produccion de ADN de cadena simple, un gen de resistencia a la kanamicina
como marcador de seleccion, el promotor de la transcripcion T7 y el terminador T7.

Se extrajo el plasmido pET28c(+), de la cepa en la cual fue cultivado de forma
rutinaria (E. coli XL1blue), mediante una miniprep con el QIAprep® Spin Miniprep Kit
de Quiagen siguiendo las instrucciones indicadas en el mismo. A continuacidn, se
realizé una doble digestion, tanto del plasmido como de los fragmentos obtenidos de
ADN de A1S 0383, A1S 1708, A1S 1876, A1S 2662, Al1S 2864 y AidA, para
obtener los extremos sticky-ends o cohesivos compatibles. Las digestiones se llevaron a
cabo con las enzimas FastDigest Ncol y EcoRI o BamHI (Thermo Scientific) en las
condiciones recomendadas por el fabricante. Después de la digestion se realizd una
nueva electroforesis en gel de agarosa al 1% para eliminar los restos de cebadores y
otros reactivos de la digestion y se purificaron las bandas de ADN correspondientes con
el Gel Extraction Kit (Omega).

Tras las digestiones se insertaron los productos de las PCR ya cortados en el
plasmido linearizado mediante una ligacion enzimadtica utilizando la T4 DNA ligasa
(Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para observar si la
ligacion ocurria como se esperaba y si el plasmido se habia digerido correctamente, se
realizod un control de la ligacién con el plasmido sin el inserto de ADN. Se obtuvieron
colonias recombinantes de todas las lactonasas amplificadas salvo de la A1S 2864, por
lo que se continuo el proceso sin ella.

Una vez obtenidos los plasmidos con los distintos insertos de ADN, se
transformaron células de E. coli XLlblue para la multiplicacion de ADN de las
secuencias de interés. Se hicieron células competentes de un cultivo de la cepa a
transformar. De este modo se centrifugaron 1,5 mL de un cultivo de 16 horas de E. coli
XL1blue en 15 mL de medio LB, a 14.000 rpm durante 2 minutos. Tras eliminar al
maximo el sobrenadante, se realizaron dos lavados del pellet en 1 mL de MOPS (acido
morfolinopropanesulfonico) ImM-glicerol 10% pH 7,3 en hielo, centrifugando a 14.000
rpm, 2 min. Después se resuspendio el pellet en MOPS-glicerol con el mismo volumen
de enrase y se anadieron de entre 2 a 5 pL de la ligacioén del plasmido con el inserto de
ADN. Se verti6 el contenido en una cubeta de electroporacion estéril de 90 uL y Imm
Gap de VWR® anteriormente enfriada en hielo asegurandose de que se depositara en el
fondo de la misma. Entonces se electroporaron las células en el ECM® 399
Electroporation System, BTX'™ a 1000 V, 4 ms. Luego se afiadi6 a la cubeta 1 mL de
medio LB fresco y se dejo incubar una hora a 37°C, tras la que se vertieron 100 pL en
placas de LB suplementadas con el antibidtico kanamicina (30 pg/mL) y se incubaron
24 h a 37°C. La ligacién control del plasmido sin el inserto se electropor6 también como
control de la electroporacion, de este modo si el plasmido estaba bien digerido no
crecerian colonias en las placas.

Para asegurarnos de que las colonias recombinantes obtenidas tras la
electroporacion contenian el plasmido con el inserto, se realizo una electroforesis en gel
de 1% de agarosa de una miniprep extraida con el kit de Quiagen de un cultivo en
matraz de 15 mL de LB fresco de E. coli XL1blue transformado con pET28¢(+) con el
inserto a 37°C, 170 rpm y de la doble digestion de la misma miniprep con las enzimas
de restriccion correspondientes.

Adicionalmente se comprobd la presencia del inserto correspondiente al gen de
interés en el plasmido mediante una PCR control de las colonias recombinantes con los
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pares de cebadores correspondientes (Tabla 1) usados en la amplificacion con las
mismas condiciones de PCR, para comprobar la correcta construccion en el plasmido de
las lactonasas de A. baumannii. Esta comprobacion se observd mediante la
electroforesis del producto de las PCR en un gel de agarosa al 1%.

Ademas para confirmar que los insertos de ADN estaban introducidos en el
plasmido conservando la adecuada pauta de lectura se enviaron a secuenciar las
minipreps de cultivos de 24 h de E. coli XLlblue transformado con pET28c(+)-
als 0383, pET28c(+)-als_1876, pET28c(+)-als_2662 y pET28c(+)-aidA en 15 mL de
medio LB suplementado con kanamicina (30 ug/mL) a 37°C, 170 rpm; o bien los
productos de amplificaciéon mediante PCR de las colonias obtenidas con los cebadores
especificos T7Fwd y T7Rev (Tabla 1) del vector utilizado. Las secuencias fueron
analizadas al igual que en el apartado 7.3.

Las colonias recombinantes obtenidas elegidas se pasaron a placas nuevas de LB
con kanamicina (30 pg/mL) para cultivarlas de forma rutinaria a 37°C en el laboratorio
y paralelamente se congelaron en viales de congelacion Cryoinstant Mixed (VWR®) a -
80°C para su almacenamiento.

7.5. Sobre-expresion y purificacion

Una vez insertadas las secuencias de las lactonasas de A. baumannii en el plasmido
pET28c(+) y comprobar que se encontraban en la correcta pauta de lectura para poder
expresar la cola de poli-histidina que afiade el plasmido, se procedié a transformar la
cepa de sobre-expresion E. coli BL21(DE3)plysS con el plasmido pET28c(+) con las
secuencias de interés. Primero se realizd una miniprep con el kit de Quiagen de un
cultivo de 24 h de 15 mL de E. coli XL1blue con pET28¢(+) y el inserto en medio
fresco LB suplementado con kanamicina (30 pg/mL) a 37°C, 170 rpm. A continuacion
se obtuvieron las células competentes de un cultivo de BL21(DE3)plysS de 24 horas en
medio LB del mismo modo que en el apartado anterior, siendo transformadas con 2-5
uL del plasmido con el inserto.

Después de la electroporacion se seleccionaron las colonias recombinantes
obtenidas tras realizar un bioensayo de actividad en placas con el biosensor C.
violaceum y asegurarnos de que la construccion del inserto en el plasmido transformado
en la cepa de sobre-expresion presentaba actividad QQ. Para ello se sembraron al azar
algunas de las colonias obtenidas en nuevas placas de LB suplementado con kanamicina
(30 pg/mL) y se realizé un bioensayo de QQ (apartado 4) con células vivas de los
cultivos de cada una. Las colonias recombinantes obtenidas se pasaron a placas nuevas
de LB con kanamicina (30 pg/mL) para cultivarlas de forma rutinaria a 37°C en el
laboratorio y paralelamente se congelaron en viales de congelacion Cryoinstant Mixed
(VWR®) a -80°C para su almacenamiento.

Se decidio purificar las 3 lactonasas disponibles, ademds de AidA, en la cepa de
sobre-expresion debido a los Optimos resultados de degradacion de AHLs obtenidos en
los bioensayos realizados. La estrategia escogida para la purificacion de las lactonasas
se basa en la union a una proteina de fusion (en nuestro caso la histidina que nos
proporciona el plasmido pET28c(+)) para purificar mediante columnas de afinidad.

Antes de continuar y para verificar que la banda de la proteina de las lactonasas
estaba presente en las cepas transformadas de E. coli BL21(DE3)plysS, que eran
inducidas de forma correcta mediante IPTG y que no formaban cuerpos de inclusion en
E. coli, lo que dificultaria su purificacion, se realizo una electroforesis desnaturalizante
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para ello se prepararon extractos celulares a partir de
un cultivo de 50 mL de LB con kanamicina (30 pg/mL) a 37°C, 170 rpm, de una colonia
de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con cada una de las tres proteinas y de una
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colonia de E. coli BL21(DE3)plysS con el plasmido sin el inserto como control hasta
alcanzar la densidad optica (600 nm) de entre 0,6 y 1. Se le afiadié IPTG (1 mM) ono y
se mantuvo el cultivo a 16°C durante otras 5 h. El cultivo se centrifugd a 9000 rpm,
durante 10 min, el pellet se resuspendié en 20 mL de PBS pH 6,7, se sonic6 durante
media hora y en hielo para evitar el exceso de calentamiento y por ultimo la mitad de la
muestra se centrifug6. Tras la electroforesis, el gel se tifid con azul de coomasie y la
imagen fue obtenida con el Gel Doc™ XR+ system de Bio Rad.

Para la purificacion se prepararon extractos celulares de un cultivo de E.coli
BL21(DE3)plysS con el plasmido pET28c(+) con cada inserto, como acabamos de
describir, induciéndolos con IPTG (1 mM) y al resuspender el pellet tras la sonicacion y
centrifugacion en 20 mL de PBS, se le afiadid la cantidad apropiada de imidazol
recomendada por el fabricante, se ajust6 el pH a 7,4 y se procedi6 a purificar a través de
la columna de afinidad por histidina His GraviTrap ™ affinity column (GE Healthcare)
segun las instrucciones indicadas por el fabricante. Los tampones necesarios para la
purificacion por la columna se prepararon mediante el His Buffer Kit (GE Healthcare).
Ademés, se realizo una electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE)
de cada proteina purificada y dializada para comprobar que obteniamos las enzimas
purificadas de forma correcta. El gel se tifid con azul de coomasie y la imagen fue
obtenida con el Gel Doc™ XR+ system de Bio Rad. Ademas, la concentracion de
proteina obtenida en cada purificacion fue cuantificada con el espectofotometro UV-Vis
Spectrophotometer Q500 de Quawell y el peso molecular de cada una fue calculado
teoricamente con la herramienta de céalculo de peso molecular de ExPASy
(https://web.expasy.org/compute pi/).

8. Caracterizacion de las enzimas de QQ

8.1. Actividad QQ de las lactonasas de A. baumannii

Para poder caracterizar las enzimas purificadas primero se estableci6 la cantidad
minima activa de enzima necesaria para eliminar completamente una concentracion de
AHL de 10 uM en 24 h. Esta concentracion se cuantifico mediante bioensayo de
produccion de violaceina en medio sélido para las moléculas sefial C6 y C12-HSL con
las cepas bioindicadoras de C. violaceum CV026 (McClean et al. 1997) y VIR07
(Moroshi et al. 2008a). Se realizaron diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000 y
1/10000) en PBS pH 6,7 del stock de una solucion de cada enzima purificada de
concentracion conocida. Estas diluciones se incubaron con cada AHL a una
concentracion final de 10 pM durante 24 h a 22°C y 200 rpm. Después se tomaron 100
uL de cada dilucién y se procedid al analisis de actividad QQ del mismo modo que en el
apartado 4. Sobre esta base, en todos los ensayos de caracterizacion se utilizd una
concentracion correspondiente a 10 veces la concentraciéon minima activa de cada
proteina a las 24 horas sobre C12-HSL.

La especificidad de las lactonasas de A. baumannii ATCC17978, se analizo
mediante bioensayo en pocillo en medio sdlido para determinar la capacidad de cada
lactonasa de degradar distintas sefales (C8-HSL, N-decanoil-L-homoserin lactona o
C10-HSL, OC10-HSL, OHC10-HSL, C12-HSL, OC12-HSL, OHC12-HSL, OCI13-
HSL, N-tetradecanoil-L-homoserin lactona o C14-HSL y OC14-HSL). Cada molécula
sefal se incubd por separado (10 pM) durante 24 h, a 200 rpm, en PBS pH 6,7, a una
concentracion final de la proteina purificada 10 veces mayor que la concentracion
minima activa. Tras el tiempo de incubacion se tomaron alicuotas de 100 pL de cada
mezcla de reaccion para analizar la actividad QQ en bioensayo en las mismas
condiciones que en el apartado 4. Como control se us6 el PBS suplementado con la
misma cantidad de cada sefial procesado del mismo modo.
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8.2. Especificidad y cinética de degradacion de AHLs de Aii20J

Con el objetivo de asegurar la capacidad de la lactonasa Aii20J de eliminar de las
sefiales de QS producidas por A. baumannii ATCC17978 se analizé mediante bioensayo
en pocillo en medio so6lido la capacidad de A1i20J de hidrolizar distintas AHLs (OC10,
OHC10, OC12, OHCI12, OC13, OC14, OHC14 y C16-HSL). Cada molécula sefial se
incub6 por separado (10 uM) durante 24 h en PBS pH 6,7 a una concentracion final de
la proteina purificada de 20 pg/mL a 200 rpm. Tras el tiempo de incubacion se tomaron
alicuotas de 100 pL de cada mezcla para analizar la actividad QQ en bioensayo en las
mismas condiciones que en el apartado 4. Como control se usé el PBS suplementado
con la misma cantidad de cada AHL probada procesado del mismo modo.

Se us6 HPLC-MS para evaluar la cinética de degradacion de AHLs (C12, OC12 y
OHCI12-HSL) de la enzima purificada A1i20J. Para ello se incubd a una concentracioén
de 20 pg/mL en PBS pH 6,7 con cada AHL (concentracion final de 50 uM) a 22°C, 200
rpm. A distintos tiempos de incubacion (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 60 min) se tomaron
alicuotas de 200 pL por triplicado de todos los tubos para realizar una extraccion
organica de las mezclas de reaccion, extrayendo tres veces con el mismo volumen de
acetato de etilo (200 pL). El solvente se recupero y evapord mediante flujo de nitrogeno
en bano a 50°C y el extracto seco obtenido se resuspendié en 400 uL de acetonitrilo
para su posterior analisis y cuantificacién de la concentracion de la sefial restante por
HPLC-MS (Romero et al. 2014). Los controles se realizaron con el PBS suplementado
con la misma cantidad de sefial y se procesaron y extrajeron organicamente del mismo
modo. El andlisis en HPLC-MS fue realizado en las mismas condiciones indicadas en el
apartado 4.1.

9. Ensayo de adherencia celular

Cultivos de A. baumannii ATCC17978 y el mutante dabal de ATCC17978 se
inocularon por duplicado a una densidad 6ptica (600 nm) de 0,01, en una placa especial
de cristal de 6 pocillos en LB con baja sal (0,5%), a 37°C, durante 72 horas. Ademas, la
enzima de QQ Aii20J se afiadio a A. baumannii ATCC17978 a una concentracion final
de 20 pg/mL al inicio del experimento, como una tercera condicion. En el tiempo de
incubacion se fotografiaron los pocillos cada 15 segundos con una camara acoplada a
una lente de microscopio (68X) con las que se generd un video con el software del
programa Imagel.

10. Formacion de biopelicula de A. baumannii

10.1. Formacion de biopelicula en sistemas clasicos

Cultivos de Acinetobacter spp. de 17 h obtenidos a partir de una colonia de cada
especie/aislado, se inocularon por triplicado o en 6 réplicas, en LB, LB con baja
proporcion de sal o LBM, a una densidad optica (600 nm) de 0,05 a 37°C, en placas
microtiter de 96 o 24 pocillos de poliestireno, transparentes o negras opacas (para el
ensayo de resazurina), con 200 pL de cultivo; en eppendorf de 1,5 mL con un volumen
total de 1 mL o en eppendorf de 5 mL con 2 mL de cultivo. Los cultivos se mantuvieron
durante 24, 48 o 72 h a 37°C, en estatico (placas y tubos eppendorf) o en un agitador
que permite la rotacion de 360°C (tubos eppendorf). La lactonasa de QQ Aii20J se
anadid a una concentracion final de 20 pg/mL cuando fue necesario. La formacion de
biopelicula se cuantifico mediante ensayo de cristal violeta (Muras et al. 2018b) o
resazurina (Vandevelde et al. 2014). El crecimiento planctonico se midi6 paralelamente,
a densidad optica de 600 nm, en el mismo sistema utilizado y en las mismas
condiciones, en agitacion, para determinar si habia inhibicion de crecimiento.
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10.2. Formacion de pelicula en la interfase aire-liquido

Los cultivos de Acinetobacter spp. se inocularon por triplicado a una densidad
optica (600 nm) de 0,01 en tubos de polipropileno de 10 mL de 14,17 mm de didmetro
interno o tubos de cristal de 10 mL y 14 mm de didmetro, en un volumen total de 5 ml,
en estatico o en agitador de 360°C, con LB o LBM, en luz u oscuridad y a distintas
temperaturas (25 y 37°C), durante 72 h. La formacion de pellicle (pelicula o nata) se
pudo observar a simple vista. La pelicula formada en la interfase se extrajo para su
cuantificacion mediante densidad Optica o para cuantificacion de la pelicula formada en
forma de anillo en las paredes del tubo mediante cristal violeta. Para la extraccion de la
pelicula, se afiadi6 1 mL de etanol en el tubo justo por debajo de la pelicula, que fue
extraida con la ayuda de una pipeta Pasteur y resuspendida en PBS. Entonces, se midid
la densidad optica a 600 nm (Giles et al. 2015).

10.3. Ensayo de cristal violeta

Tras eliminar el medio de cultivo, se afiadi6é el mismo volumen de agua destilada
para lavar con cuidado la biopelicula y eliminar las células planctonicas que quedasen
en suspension. Una vez eliminada el agua, se afiadié el mismo volumen de etanol
absoluto para fijar la biopelicula durante 15 min, tras los que se elimin6 y se dejo secar.
A continuacion, se afadid un mismo volumen de cristal violeta (Panreac) al 0,04%
durante 20 min. El exceso de cristal violeta se elimin6 realizando dos lavados con agua
y la biopelicula tefiida se disolvio en 4cido acético al 33%. La cantidad de biopelicula
formada se determin6 mediante la cuantificacion de la absorbancia en un
espectofotometro a 570 nm (Muras et al. 2018b).

10.4. Ensayo de resazurina

La resazurina es una tincidon azul que es reducida por el metabolismo activo de las
células viables en el compuesto fluorescente de color rosa denominado resorufina
(Pantanella et al. 2013). Una vez eliminadas con cuidado las células no adheridas con el
medio de cultivo, se lavo la biopelicula con PBS. Después se afiadio el mismo volumen
de una solucion de resazurina (Sigma) a una concentracion de 0,001% diluida en el
mismo medio de cultivo utilizado (Vandevelde et al. 2014). La tincion se incubd
durante media o una hora a 37°C y en oscuridad. Una vez pasado el tiempo de
incubacion se cuantifico la fluorescencia (Aexcitacion 370 NM, Aemision 590 nm).

10.5. X-CELLigence®

La formacion de biopelicula también se cuantificé mediante el X-CELLigence®
(ACEA, Biosciences Inc.). Este sistema monitoriza en tiempo real la adhesion de
células bacterianas al fondo de los pocillos de una placa mediante la cuantificacion de la
impedancia producida por la biopelicula sobre la corriente que circula por circuitos
situados en el fondo de los pocillos (Cihalova et al. 2015, Ferrer et al. 2016, Muras et al.
2018a). Se inocularon placas especiales de 16 pocillos (E-plates de ACEA, Biosciences
Inc.) con un cultivo de Acinetobacter spp. de 17 h a una densidad optica (600 nm) de
0,05 en 100, 150 0 200 puL de medio LB. El sistema se incub6 a 37°C durante 24 o0 48 h,
realizando mediciones de la impedancia cada 15 min.

10.6. Bioflux™

El sistema BioFlux™™ 200 (Fluxion Biosciences Inc., CA) consiste en una red de
microcanales situados entre dos pocillos de placas de 48 pocillos por los que se
establece un flujo laminar de medio de cultivo desde el pocillo de entrada al canal y el
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pocillo de salida mediante una bomba electroneumatica (Nait Chabane et al. 2014b).
De esta forma se pueden cultivar biopeliculas bacterianas en los microcanales tras
inoculacion y fijacion de células bacterianas en la superficie del canal. Ademas, una
ventaja de este tipo de sistemas es que las placas multipocillo utilizadas, poseen
ventanas entre los pocillos que permiten la observacion en tiempo real de la formacion
de biopelicula en los microcanales mediante microscopia. El sistema se inocul6é con un
cultivo de 17 de A. baumannii ATCC17978 o el mutante Aabal de ATCC17978 a una
densidad optica (600 nm) de 0,05 o 0,1 en LB, en LB con baja concentraciéon de sal
(0,5%), en LB con baja sal diluido 1/10, en el medio minimo Tris-M9 (Tomaras et al.
2003), en el medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium, Sigma) o en
Mueller-Hinton (Difco). El sistema se mantuvo sin flujo durante 1 o 2 h, a 37°C, para
permitir la adherencia celular a la superficie del microcanal y luego se establecié una
fuerza de flujo de 1 o 3 dyn/cm” durante 24 h, en las que se obtuvieron las imagenes de
A. baumannii. Para poder observar las células con microscopia confocal se afiadio al
inicio al medio de cultivo la tincion SYTO®9 (Invitrogen) a una concentracion de 5
pM.

10.7. Formacion de biopelicula en un biorreactor de biopelicula de interfase

Debido a que las mejores condiciones para la obtencion de biopelicula en
Acinetobacter parecian ocurrir en la interfase liquido-aire en los diferentes modelos
empleados, se explor6 el uso de un nuevo sistema (Biorreactor de biopelicula bacteriana
de interfase) que permite una alta aireacion de la superficie de crecimiento de una
biopelicula. En estos momentos este sistema se encuentra en proceso de preparacion de
su patente por lo que solo lo explicaremos en términos generales. Se realizaron varios
experimentos con A. baumannii ATCC17978 (6 en total con ATCC17978 y 4 con el
mutante dabal). Este nuevo sistema consiste en cultivar biopelicula sobre portaobjetos y
cubreobjetos de vidrio (borosilicato) en un biorreactor de biopelicula con inmersion y
emersion constante de las superficies colonizadas por las células. Se utilizé medio LB
con baja sal (0,5%) y la biopelicula se cultivo durante 5 o 6 dias, a 37°C, con renovacion
del medio de cultivo fresco y precalentado cada 24 h. Las cé€lulas se inocularon a una
densidad optica (600 nm) de 0,05 en 1,2 L de medio de cultivo, con la primera hora del
primer dia sumergido continuamente para permitir la adherencia celular antes del
proceso de inmersion/emersion. La formacion de biopelicula se determind sobre
portaobjetos de borosilicato de 76x26 (Menzel-Glaser, Thermo Scientific), por
duplicado, que se pesaron antes de esterilizarlos mediante autoclave para cada
experimento y se volvieron a pesar una vez secos, a las 24 horas de extraerlos del
biorreactor (cada dia) para la cuantificacion de biomasa adherida a superficie. Se
utilizaron a su vez cubreobjetos de borosilicato de 20x20 mm (VWR), en los cuales las
células de A. baumannii se tifieron para monitorizar el crecimiento de la biopelicula con
el microscopio confocal al mismo tiempo que el pesado.

Para determinar la inhibicion de formacioén de biopelicula se afiadié un extracto
celular a una concentracion final de 20 pg/mL, con una concentracion minima activa de
4 ng/mL, cada dia (3 experimentos en total), obtenido a partir un cultivo de 50 mL de
LB suplementado con kanamicina (30 pg/mL) de una colonia de E.coli
BL21(DE3)plysS con el plasmido pET28c(+)-aii20J incubandolo a 170 rpm, 37°C hasta
alcanzar una densidad optica (600 nm) del cultivo de entre 0,6-1. A este cultivo se le
afiadi6 IPTG a una concentracion 1 mM para inducir la sobre-expresion de Aii20J y se
dejo incubar durante 3 h a 16°C. A continuacion, se centrifugd durante 10 min a 9000
rpm, se lavo el pellet con PBS 6,7 pH para eliminar los posibles restos del medio de
cultivo y finalmente se resuspendié en 20 mL de PBS pH 6,7 y se filtré por 0,2 pm.
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Ademas, se realizo un extracto control a partir de una colonia de E. coli transformado
con el plasmido pET28c(+) sin el inserto, del cual se afiadi6 cada dia, el mismo
volumen que el extracto de Aii20J, al medio de cultivo del biorreactor. La cantidad de
proteina se cuantifico mediante el método de Lowry (Lowry et al. 1951, modificado por
Herbert et al. 1971) siguiendo el protocolo y se comprobd la pureza de Aii20J en el
extracto de E. coli transformado mediante electroforesis desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Tras la electroforesis, el gel se tifi6 con azul de coomasie
y la imagen fue obtenida con el Gel Doc™ XR+ system de Bio Rad. La actividad QQ
del extracto realizado de Aii20J en E. coli y del extracto control se evalué mediante
bioensayo de inhibicion de produccion de violaceina en pocillo, contra la sefial C12-
HSL y con el biosensor C. violaceum VIR07, al igual que se indica en el apartado 4.

Para la suplementacion del mutante de la sintasa con AHL, se realizaron dos
experimentos anadiendo al medio de cultivo cada dia OHC12-HSL a una concentracioén
de 10 uM.

10.8. Analisis mediante microscopia

Se utilizé la tincion LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen),
que consiste en las tinciones SYTO®9 y ioduro de propidio, para distinguir las células
vivas (en verde) de las muertas (en rojo). El ioduro de propidio penetra solo en las
membranas dafiadas y en los lugares donde coincide con SYTO®9, apaga la senal
verde, por lo que solo se visualiza el colorante rojo. Una vez formada la biopelicula, se
retiraron los cubreobjetos y se tifieron con una concentracion final de 5 pM y 30 uM, de
SYTO®9/ioduro de propidio, respectivamente. La tincion YOYO™-1 iodide
(Invitrogen) se usé para tefiir dcidos nucleicos a 3,33 ng/uL y la tincion lipofila FM™V4-
64 (Invitrogen) a 1 ng/mL. Para la observacion microscopica de la biopelicula se utilizé
un microscopio confocal Leica TCS SP5 X con el objetivo HC PL APO 10x/0.4 CS y
un microscopio confocal Carl Zeis AG con los objetivos EC Plan-Neofluor
5x/0.16M27, EC Plan-Neofluor 10x/0,30M27 y C-Apochromat 40X/1.20W. Como
minimo se realizaron 3 Z-stacks individuales de cada imagen adquirida. Para procesar
las imagenes se utilizaron los progamas ZEN 2009 y LAS X. Para la sefial de SYTO9®
y YOYO™-1 iodide se utilizo el laser de 488 nm y para el ioduro de propidio y FM'V4-
64 el laser de 555 nm. Ademas, se realizaron controles de cada tincion por separado al
microscopio confocal.

10.9. Formacion de biopelicula en el modelo de adhesion activa

Este modelo consiste en una modificacion del modelo de adhesion activa de
formacion de biopelicula denominado Amsterdam active attachment model o AAA-
model (Exterkate et al. 2010), sobre cubreobjetos de vidrio de 18x18 mm (Menzel-
Glaser, Thermo Scientific). El modelo consiste en sumergir los cubreobjetos en el
medio de cultivo LB con baja sal (0,5%), depositado en una placa microtiter de 12
pocillos y cambiando el medio cada dia. Los cultivos de 17 h de A. baumannii
ATCCI17978 y el mutante dabal a 37°C se usaron como indculo, por triplicado, a una
densidad optica (600 nm) de 0,05. Al cuarto dia, la biopelicula de dos de los
cubreobjetos de cada condicion se tiid con cristal violeta para su cuantificacion y la
tercera réplica se tind con SYTO®?9 y ioduro de propidio (5 uM/30 uM) para observar
mediante microscopia confocal de fluorescencia. Para determinar la inhibicién de
formacion de biopelicula se afiadi6é al medio de cultivo de A. baumannii ATCC17978
cada dia, la enzima Aii20J purificada a una concentracion final de 20 pg/mL (Mayer et
al. 2015), el control de la purificacion de E. coli con el plasmido pET28c(+) sin el
inserto, purificado igual que en el apartado 10.7, afiadido al mismo volumen que la
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enzima Aii20J, el extracto de E. coli transformado con Aii20J a 20 pg/mL o el mismo
volumen del extracto control sin el inserto de aii20J. Se realizaron dos experimentos
independientes con este modelo.

11. PCR cuantitativa

Para determinar los niveles de expresion de los genes seleccionados, se realizd una
PCR cuantitativa usando el ADNc de los cultivos de A. baumannii ATCC17978
incubados a 37°C en LB o LB con baja sal con o sin agitacion. Las células de A.
baumannii ATCC17978 se recogieron a las 7 h de cultivo. Para evaluar ¢l efecto de la
adicion de AHL sobre la expresion génica, la OHC12-HSL se afiadid a tiempo cero y a
las 6 h de cultivo durante una hora més de incubacion a una concentracion de 10 uM, en
medio LB, a 37°C en agitacion (170 rpm). Las muestras se mezclaron con un mismo
volumen con el agente protector RNAlater solution (Invitrogen) para estabilizar el
ARN, se centrifugaron 6000 rpm durante 10 min y se congelaron para su posterior
extraccion. Tras resuspender el pellet en tampon Tris-EDTA (30 mM Tris-Cl, 1 mM
EDTA, pH 8,0) suplementado con 15 mg/mL de lisozima y 2 mg/mL de proteinasa K, el
ARN total se extrajo utilizando el RNase Mini Kit (Quiagen) y se tratd con Turbo
DNA-free DNase kit (Ambion) segln las indicaciones del fabricante. Mediante PCR
con 1 uL. de ARN purificado y posterior electroforesis en gel de agarosa (1%), se evaluo
la posible contaminacion de ADN. La reversotranscripcion se realizo con la RevertAid
Reverse Transcriptase y random hexamers (Thermo Fisher Scientific), usados para
sintetizar el ADNc de acuerdo con el protocolo. La concentracion final de ARN se
cuantific6 mediante un espectofotdometro (UV-Vis Spectrophotometer Q500) de
Quawell.

La PCR cuantitativa se llevo a cabo usando FastStart SYBR Green Master (Roche)
con 300 nM de cebadores y 2 ng de ADNc por cada 20 pL de mezcla de reaccion
conteniendo 1X FastStart SYBR Green Master. Los oligonucledtidos usados aparecen
en la tabla 1. La eficiencia de cada par de cebadores se determino llevando a cabo varias
diluciones del ADNCc y la especificidad fue verificada mediante analisis de las curvas de
hibridacién (1 ciclo de 95°C durante 1 min y otro ciclo de 60°C durante 1 min, seguido
de hibridacion con incrementos de 0,5°C cada 10 s hasta 95°C). A continuacion, los
analisis de la PCR cuantitativa se realizaron con un iCycler iQ5 real-time PCR detection
system (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del protocolo: 95°C durante 10 min
seguido de 40 ciclos de 95°C, 20 s; 56°C, 30 s y 72°C, 40 s. Las PCRs cuantitativas se
realizaron por triplicado y se incluyeron muestras sin reverso transcriptasa o ARN como
controles negativos. Los datos se analizaron usando el software de 1Q5 Optical System
(Bio-Rad) y la cuantificacion de los niveles de expresion se determind mediante el
método AACt, normalizando los niveles de transcripcion al housekeeping rpoB (Livak y
Schmittgen 2001).

12. Estadistica

Para los analisis estadisticos se utilizé la prueba t de Student para las medias de las
muestras independientes (P<0,05).
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CAPITULO 1. Motilidad y quorum sensing en A. baumannii

Antecedentes

Entre los mecanismos implicados en la virulencia del patégeno nosocomial A.
baumannii, es de especial relevancia la motilidad. Aunque es un microorganismo no
motil que carece de flagelo, en Acinetobacter baumannii se han descrito dos clases de
migracion segun la concentracion de agar usada: la motilidad de tipo twitching, una
migracién en la interfase entre la capa de agar y una superficie solida como el fondo de
una placa Petri, que se produce con concentraciones de 1% de agar (Mussi et al. 2010,
Harding et al. 2013), y la motilidad asociada a superficie, con concentraciones de entre
0,2 y 0,5% de agar (Mussi et al. 2010, Clemmer et al. 2011, Skiebe et al. 2012, Harding
etal. 2013).

La motilidad asociada a superficie en A. baumannii presenta una regulacion
multifactorial en la cual intervienen diversas proteinas como el sistema regulador de dos
componentes BfmSR que controla la expresion del operén csu, esencial para la
biosintesis de pili tipo I, la sensora quinasa GacS del sistema de dos componentes
GacSA, el sensor de luz azul bISA, la proteina reguladora de tipo histona H-NS, el
AMPc o el QS (Tomaras et al. 2008, Mussi et al. 2010, Clemmer et al. 2011, Eijelkamp
et al. 2013, Cerqueira el al. 2014, Giles et al. 2015). Se cree que los pili de tipo IV
también son esenciales para la motilidad de tipo twitching (Harding et al. 2013), pero
aun no esté claro si son estrictamente necesarios en la motilidad asociada a superficie de
A. baumannii (Clemmer et al. 2011).

Los resultados disponibles demuestran que el QS mediado por AHLs juega un
papel crucial en el control de la motilidad de A. nosocomialis, debido a que mutantes
defectivos de QS en A. nosocomialis M2 y A. nosocomialis ATCC17903" alteraron la
motilidad en superficie (Clemmer et al. 2011, Oh y Choi 2015). Las especies del género
Acinetobacter, incluidas A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2, presentan un
sistema de QS LuxI/LuxR clasico, constituido por la sintasa abal y el receptor abaR
(Bhargava et al. 2010).

Aunque varios estudios han descrito la generacion de sefiales de QS en este género,
sin identificarlas claramente en casi todos los casos (Niu et al. 2008, Bhargava et al.
2010, Kang y Park 2010a, Chan et al. 2011, 2014, Bitrian et al. 2012, How et al. 2015),
y con la OHCI12-HSL (N-hidroxidodecanoil-L-homoserin lactona) como principal
molécula identificada en A. nosocomialis M2 (Niu et al. 2008), el perfil de AHLs y los
factores que controlan la produccion de las sefiales en A. baumannii ATCC17978 y el
papel que desempefia exactamente el QS en Acinetobacter, pudiendo afectar a los
mecanismos de virulencia en los que interviene, todavia se desconoce.

Con el objetivo de comprender la influencia del mecanismo regulador del QS sobre
la virulencia de A. baumannii ATCC17978, en la cual nos centraremos a lo largo de
todo este trabajo, en este capitulo se estudio el perfil de sefiales de QS de A. baumannii
ATCC17978 y la relacion con la motilidad asociada a superficie. A. baumanni M2,
reclasificada recientemente como A. nosocomialis M2 (Carruthers et al. 2013) se utilizo
como especie de referencia en este estudio, pues la mayoria de la bibliografia
relacionada con Acinetobacter aparece referida a esta especie. Los resultados también se
compararon con varios aislados clinicos de A. baumannii y A. calcoaceticus. Algunos
autores han descrito la relacion entre las bombas de expulsion de antibiodticos y la
expulsion de AHLs exdgenas en otros patdogenos como Pseudomonas aeruginosa para
seleccionar especificamente su seflal AHL determinada y unirse con su receptor
(Minagawa et al. 2012). Con la hipdtesis de que en A. baumannii pudiera estar
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ocurriendo lo mismo, también decidimos caracterizar la produccion de senales de QS
del mutante dadeB de A. baumannii ATCC17978, que codifica para el transportador
multidrogas, componente principal de la bomba de eflujo AdeABC, una de las mejor
caracterizadas en A. baumannii (Marchand et al. 2004). Adicionalmente, se investigo el
efecto de la lactonasa termoestable de amplio espectro Aii20J aislada de la bacteria
marina Tenacibaculum sp. 20J (Mayer et al. 2015), y los mutantes de las sintasas de
AHLs para el estudio del impacto del QS sobre la motilidad asociada a superficie de
esta especie bajo distintas condiciones.
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Resultados

1. QS en A. baumannii

1.1. Produccion de sefiales AHLs en A. baumannii

En primer lugar, para evaluar la actividad QS de A. baumannii, se realizé un ensayo
de produccion de violaceina por difusion con los biosensores de AHLS
Chromobacterium violaceum CV026 y VIR0O7 (McClean et al. 1997, Morohoshi et al.
2008a), en el que no se observo induccion de la produccion de violaceina en ninguna
especie, cepa o aislado (Figura 5A). Estos biosensores son incapaces de producir el
pigmento violeta denominado violaceina sin la adicion de AHLs exdgenamente. Sin
embargo, puesto que en la literatura publicada estd descrito que otras especies del
género Acinetobacter producen mayoritariamente la sefial de QS de cadena larga
OHC12-HSL (Niu et al. 2008), comprobamos mediante bioensayo en pocillo el limite
de deteccion de nuestro biosensor (Figura 5C). Como se observa en la figura 5C, el
sensor solo logra detectar la OHC12-HSL a partir de concentraciones mayores que 10
uM, dificultando la deteccion de produccidn de menores cantidades de esta sefial.

C  C violaceum VIR07

Figura 5. A) Bioensayo de difusion de las cepas de A. baumannii ATCC17978, Aabal, AadeB y del aislado
clinico A. baumannii Ab1 (ROC013) con C. violaceum CV026 y VIR07. B) Bioensayo de produccion de AHLs
con el biosensor A. tumefaciens NTL4 suplementado con X-gal (160 pg/mL). En el pocillo central se
encuentra el control positivo de la sefal C10-HSL en PBS a 10 pM. Este biosensor solo produce la
coloracion azul en presencia de AHLs anadidas exégenamente. C) Bioensayo en pocillo de produccién de
violaceina de OHC12-HSL en PBS a 1, 10 y 100 pM con el biosensor C. violaceum VIR07. Solo en los
pocillos donde se encuentra la AHL a la concentracion a la cual el biosensor es capaz de detectarla, éste
es capaz de producir el pigmento violaceina.

En vista de que las cepas de A. baumannii pudieran producir otras AHLs distintas
de las que detecta el C. violaceum o que los biosensores (CV026 y VIR07) no las
detectaran a tan poca concentracion, se realizaron varios ensayos de produccion de
sefiales de QS con el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 con extracciones de
AHLs de los sobrenadantes de cultivos agitados de las distintas especies y cepas de
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Acinetobacter (Figura 5B). A pesar de probar distintos volimenes de extraccion y a
diferentes horas del cultivo, concentrados y resuspendidos en tampdén PBS, todas las
cepas/especies de Acinetobacter probadas produjeron la coloracion caracteristica
azulada, producto de la reaccion del X-gal con la B-galactosidasa producida por el
biosensor en presencia de AHLs, en comparacion con el control (en la figura 5B se
muestran algunas de ellas). Sin embargo, el mutante de la sintasa de AHLs abal también
produjo algo de color azul. De forma complementaria, se realizaron cromatografias en
capa fina con las mismas extracciones de AHLs resuspendidas en etiloacetato y
posteriormente recubiertas con el biosensor A. tumefaciens NTL4. La aparicion de un
halo en el mutante dabal gener6é dudas sobre los resultados (datos no mostrados), ya
que la respuesta podria deberse a la interaccion de otras moléculas semejantes a las
AHLs producidas por la cepa que pudieran reaccionar con el biosensor y producir el
precipitado azul derivado de la reaccion entre la B-galactosidasa y el X-gal o que la
inestabilidad del X-gal produjera en ambos casos el color caracteristico al degradarse de
manera espontanea.

En vista de la imposibilidad de obtener resultados fiables con los biosensores se
procedio al analisis de las senales mediante HPLC-MS.

1.2. Identificacion del perfil de AHLs en A. baumannii por HPLC-MS

Con el objetivo de confirmar e identificar inequivocamente las sefiales de QS en el
género Acinetobacter, se analizaron mediante HPLC-MS los sobrenadantes extraidos
anteriormente de cultivos en agitacion y utilizados para los bioensayos y las
cromatografias con el biosensor A. tumefaciens. Sin embargo, en estos analisis no se
detectd ninguna sefial AHL. En vista de que no se lograba obtener ningtin dato con esta
metodologia, contrastando con las evidencias observadas de la produccion de AHLs en
la literatura publicada, se realizaron diferentes modificaciones en las condiciones de la
extraccion. En primer lugar, se realizé una nueva extraccion de los sobrenadantes de los
cultivos tomando muestras en mas puntos de la curva de crecimiento (0, 3, 8, 12, 17 y
24 h) para analizar mediante HPLC-MS, sin obtener de nuevo ningun resultado. Luego
se decidi6 comparar el analisis mediante HPLC-MS de los sobrenadantes extraidos
acidificados durante 24 h con sobrenadantes sin acidificar. La acidificacion de los
sobrenadantes, para evitar la posible degradacion espontanea de las AHLs debido a pHs
alcalinos (Yates et al. 2002) y recuperar las posibles sefiales de QS degradadas por
lactonasas, tampoco permiti6 la deteccion de ninguna sefial. Ya que en la bibliografia se
habia descrito actividad QQ en el género Acinetobacter (Kang et al. 2004, Chan et al.
2011, Kim et al. 2014, Ochiai et al. 2014) y con la hipotesis de que posibles restos
celulares o enzimas de QQ pudieran estar actuando durante las 24 h de la acidificacion
de los sobrenadantes, se aumentd el tiempo de la centrifugacién en el protocolo de
extraccion y los sobrenadantes se filtraron por 0,20 um para eliminar cualquier resto
celular residual que pudiera estar actuando contra las sefiales de QS. Por otro lado,
también se aument6 el volumen de las extracciones. Sorprendentemente, no se pudieron
detectar AHLs en ningn punto de la curva de crecimiento de los cultivos agitados de
ninguna especie/aislado estudiado de Acinetobacter.

Llegados a este punto, se decidié modificar las condiciones de cultivo. Dado que en
la bibliografia se sugeria un rol regulatorio del QS mediado por AHLs en la motilidad
asociada a superficie de A. nosocomialis (Clemmer et al. 2011, Oh y Choi 2015) y con
la hipodtesis de que Acinetobacter podria producir una mayor cantidad de sefial en
condiciones que facilitasen la fijacion a una superficie, se realiz6 una prueba de
extraccion de AHLs con cultivos en agitacion y estaticos de A. baumannii ATCC17978.
Solo los cultivos no agitados, que facilitarian la adhesion de las células a superficie,
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permitieron la deteccion de sefiales de QS. Se procedio entonces a la identificacion de
las sefiales de A. baumannii ATCC17978 y de la especie de referencia A. nosocomialis
M2 mediante HPLC-MS en condiciones estaticas. La presencia de sefiales solo en
cultivos estaticos explicaria la incapacidad de los biosensores de violaceina para
detectar actividad en los experimentos iniciales. Debido a los indicios descritos en la
bibliografia de que el medio de cultivo podria afectar a la produccion de sefiales de QS
de Acinetobacter (Gonzalez et al. 2001), la identificacion se realizo en el medio de
cultivo LB (1% NaCl, 1% triptona y 0,5% de extracto de levadura) y en LBM (0,5%
NaCl, 0,2% triptona y 0,1% de extracto de levadura) para observar el posible efecto de
los nutrientes en la produccion de AHLSs, y en el medio LB tamponado con PIPES (200
mM, pH 6,0) para prevenir la posible lactonolisis espontanea de las sefiales (Yates et al.
2002). Hay que anadir que se realiz6 otra extraccion en el medio de cultivo MMA, un
medio minimo con distintas sales, a las 17 horas donde se habia descrito deteccion de
sefiales de QS en A. calcoaceticus BD413 (Gonzalez et al. 2001). A partir de estos
cultivos en los distintos medios, se extrajeron volumenes de 100 mL de sobrenadantes
recogidos en distintos puntos de la curva de crecimiento (0, 6, 12, 17, 24, 36 y 48 h) que
fueron resuspendidos en 1 mL de acetonitrilo, resultando en la deteccion de un complejo
perfil de AHLs inicamente en cultivos estaticos (Tabla 2, figuras 6, 7 y 8).
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Figura 6. Cromatograma de iones (TIC) de la sefial de QS OHC12-HSL sintética utilizada como patron de
referencia (1 ppm) y de la sefial OHC12-HSL encontrada en sobrenadantes extraidos de A. baumannii
ATCC17978 en cultivos sin agitacion en medio LB a 17 h de la curva de crecimiento.
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Figura 7. Identificacion de la sefial OHC12-HSL en A. baumannii ATCC17978 en los analisis de HPLC-MS.
Picos del espectro de masas en la zona de interés obtenido para el patron de OHC12-HSL sintética y el
del pico correspondiente para A. baumannii ATCC17978.

Como se observa en la tabla 2, la sefal producida mayoritariamente por ambas
especies fue OHCI12-HSL, la cual fue identificada inequivocamente basdndose en su
espectro de masas (Figuras 6 y 7).

A pesar de la alta concentracion de OHC12-HSL detectada en los sobrenadantes de
ATCCI17978 en LB comparado con M2, el patron de produccion de AHL fue muy
similar en ambas especies. En A. baumannii ATCC17978 se alcanz6 una concentracion
maxima a las 17 h de cultivo de alrededor 30 ng/mL (102,675 nM), similar en LB y
LBM. A partir de este punto de la curva de crecimiento, la produccion de la senal
comienza a descender hasta ser indetectable a partir de las 36 h (Figura 8A). El control
del pH en el medio mediante la adicion del tampon PIPES para evitar la degradacion
espontdnea de las sefiales de QS, permitio alcanzar mayores concentraciones de
OHCI12-HSL, detectandose mas de 60 ng/mL en los sobrenadantes (215,634 nM) a las
24 h. Sin embargo, el medio tamponado no logré evitar la desaparicion de la sefial con
el tiempo, indicando la posible existencia de actividad enzimatica de degradacion
especifica de las sefales de QS. En cuanto a A. nosocomialis M2, la produccion de
OHCI12-HSL fue ligeramente menor en el medio de cultivo LB (Figura 8B). Ademas, la
cinética de produccion en el medio LBM fue también mas rapida alcanzando el pico
maximo de la sefial a las 12 h en comparacion con el LB en el cual no se alcanz6 hasta
las 17 h. Al igual que en A. baumannii, se produjo una caida importante de la
produccion de la sefal en M2 disminuyendo rapidamente hasta ser indetectable tras las
24-36 h de cultivo. Sorprendentemente y a diferencia de lo observado en ATCC17978,
el control del pH del medio de cultivo manteniéndolo por debajo de 6,5 no evitd la caida
de las AHLs (Figura 8), sugiriendo una posible y mayor degradacion de AHLs en esta
especie. No se observaron diferencias en las curvas de densidad de cultivo en medio LB
y en medio LB tamponado para ambas especies, aunque en el medio LBM se alcanzaron
menores densidades celulares (Figura 8).
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Figura 8. Cinéticas de produccion de OHC12-HSL (lineas continuas) y curvas de crecimiento (lineas
discontinuas) en cultivos estaticos de A) A. baumannii ATCC17978 y B) A. nosocomialis M2, en LB
(cuadrados negros), LBM (cuadrados blancos) y LB con pH controlado con tampon PIPES manteniéndolo
por debajo de pH 6,5 (cruces). Las AHLs se identificaron y cuantificaron mediante HPLC-MS.

A pesar de la alta concentracion de OHC12-HSL detectada en los sobrenadantes de
ATCCI17978 en LB comparado con M2, el patron de produccion de AHL fue muy
similar en ambas especies. En A. baumannii ATCC17978 se alcanz6 una concentracion
maxima a las 17 h de cultivo de alrededor 30 ng/mL (102,675 nM), similar en LB y
LBM. A partir de este punto de la curva de crecimiento, la produccion de la senal
comienza a descender hasta ser indetectable a partir de las 36 h (Figura 8A). El control
del pH en el medio mediante la adicion del tampon PIPES para evitar la degradacion
espontanea de las sefiales de QS, permitid alcanzar mayores concentraciones de
OHCI12-HSL, detectandose mas de 60 ng/mL en los sobrenadantes (215,634 nM) a las
24 h. Sin embargo, el medio tamponado no logrd evitar la desaparicion de la senal con
el tiempo, indicando la posible existencia de actividad enzimatica de degradacion
especifica de las sefiales de QS. En cuanto a A. nosocomialis M2, la produccion de
OHCI12-HSL fue ligeramente menor en el medio de cultivo LB (Figura 8B). Ademas, la
cinética de produccion en el medio LBM fue también mas rapida alcanzando el pico
maximo de la sefial a las 12 h en comparacion con el LB en el cual no se alcanzo6 hasta
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1. Motilidad y quorum sensing en A. baumannii

las 17 h. Al igual que en A. baumannii, se produjo una caida importante de la
produccion de la sefial en M2 disminuyendo rapidamente hasta ser indetectable tras las
24-36 h de cultivo. Sorprendentemente y a diferencia de lo observado en ATCC17978,
el control del pH del medio de cultivo manteniéndolo por debajo de 6,5 no evit6 la caida
de las AHLs (Figura 8), sugiriendo una posible y mayor degradacion de AHLs en esta
especie. No se observaron diferencias en las curvas de densidad de cultivo en medio LB
y en medio LB tamponado para ambas especies, aunque en el medio LBM se alcanzaron
menores densidades celulares (Figura 8).

Asimismo, como se muestra en la figura 9, en las curvas de pH no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos medios para A. baumannii ATCC17978 y A.
nosocomialis M2, excepto en el caso del medio tamponado con el buffer PIPES en el
cual la curva de pH se mantuvo para ambas especies alrededor de 6-6,5 pH a lo largo de
todo el cultivo, descartando por lo tanto que la desaparicion de la sefial observada a
partir de las 17-24 h sea debida a la subida excesiva del pH del medio y sugiriendo de
nuevo una activa degradacion de las sefales por parte de ambas especies.
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Figura 9. Curvas de pH de los cultivos estaticos de A) A. baumannii ATCC17978 y B) A. nosocomialis M2,
en LB, LBM y en LB con el pH tamponado con PIPES (200 mM, pH 6,0) utilizados para identificar el perfil
de AHLs.

A parte de la sefial OHC12-HSL, en los sobrenadantes extraidos de A. baumannii
ATCC17978 y A. nosocomialis M2 se detectaron varias AHLs adicionales, aunque a
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mucha menor concentracion (Tabla 2). Al igual que para OHCI12-HSL, la maxima
produccion se alcanzo entre las 17 y 24 h del cultivo y descendié a continuacion (Tabla
2). A las 17 h también se analiz6 el perfil de AHLs en el medio LB en ambas especies,
presentando ATCC17978: C6-HSL (1,582 nM), OC6-HSL (0,182 nM) y C8-HSL
(0,773 nM) y M2: C6-HSL (0,347 nM), OC6-HSL (0,114 nM), C8-HSL (1,344 nM),
OC8-HSL (0,027) y OHCS8-HSL (0,357). En el medio LB se detectaron pequefias
cantidades de OHC10-HSL (3,687 nM o 0,05 ng/mL) en A. baumannii ATCC17978
desde las 6 h a las 48 h acompanada de concentraciones menores en orden decreciente
de: C6, C8, OHC14, OC6 y OCI12-HSL esta ultima casi indetectable (Tabla 2). En A.
nosocomialis M2 la segunda sefal encontrada fue C8-HSL (1,344 nM) y la maxima
concentracion de OHC10-HSL fue menor que la encontrada en ATCC17978 (1,180
nM). En esta especie, dos senales adicionales en comparacion con ATCC17978, OHCS
y OC8-HSL se identificaron también a bajas concentraciones, ademas de C6, OC12 y
OC6-HSL, mientras que no se encontro6 OHC14-HSL.

Con respecto al medio de cultivo bajo en nutrientes y sal (LBM), OHC10-HSL fue
la tnica senal adicional identificada por HPLC-MS en ambas especies, aparte de
OHCI12-HSL contrastando con la gran variedad de AHLs encontrada en el medio de
cultivo mas rico en nutrientes. Cuando A. baumannii ATCC17978 se cultivdo en
condiciones de pH controlado la producciéon de OHC10-HSL fue también tres veces
mayor que en LB sin el pH tamponado, como se observd para la AHL mayoritaria
OHCI12-HSL (Figura 8A) y aparecieron cantidades residuales de OC12-HSL. En M2 sin
embargo, solo OHC12 y OHC10-HSL aparecieron a muy bajas concentraciones (Tabla
2). En el medio de cultivo minimo de sales MMA (Gonzélez et al. 2001) se obtuvo
mucha menor concentracion de la sefial OHC12-HSL (0,046 nM) en A. baumannii
ATCC17978 en comparacion con los medios LB o LBM (Tabla 2), aunque las curvas
de crecimiento fueron similares (datos no mostrados).
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Figura 10. Curvas de crecimiento de los mutantes de las sintasas de AHLs abal de A. baumannii
ATCC17978 (cuadrados) y A. nosocomialis M2 (circulos), en LB (en negro) y LBM (en blanco) en cultivos
estaticos durante 24 h.

Por otro lado, no se detectd ninguna produccion de AHLs en los mutantes de las
sintasas abal correspondientes a ambas cepas en ninguno de los medios probados, a
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pesar de que no hubo diferencias de crecimiento entre los mutantes y sus cepas
parentales (Figura 10), tanto en cultivos agitados como no agitados (datos no
mostrados), indicando que Abal es la tnica sintasa presente en ATCC17978 y M2,
responsable de la produccion de AHLs, o al menos la principal.

1.3. Identificacion del perfil de AHLSs en cepas clinicas de Acinetobacter

Una vez establecido el perfil de AHLs de A. baumannii ATCC17978, se procedi6 al
analisis de las sefnales producidas por varios aislados clinicos de A. baumannii y A.
calcoaceticus disponibles, tomando muestras de los sobrenadantes a las 24 h de cultivo
en LB y LBM en condiciones estaticas para extraer, analizar y cuantificar mediante
HPLC-MS (Tabla 3). Las distintas cepas hospitalarias a estudiar fueron siete aislados
clinicos de A. baumannii que proceden de distinto origen (Tabla 1), que presentan
distinos patrones de motilidad y resistencia a antibidticos (Lopez et al. 2017) y un
aislado de A. calcoaceticus. Ademas también se identifico el perfil de AHLs en el
mutante dadeB de la bomba de expulsion de antibidticos AdeABC de A. baumannii
ATCC17978, para comprobar si esta bomba influia en la produccion de senales de QS.

Tabla 3. Cuantificacion de las AHLs producidas por los aislados clinicos de A. baumannii (Ab1, Ab2, Ab3,
Ab4, Ab5, Ab6 y Ab7) y por el aislado de A. calcoaceticus (AC) a las 24 h de cultivo en LB y LBM en
condiciones estaticas mediante HPLC-MS.

Medio LB

Cepa/aislado clinico Origen OHCI10 OC12 OHC12 OC14 OHC14

AadeB (ATCC17978) 0,445 - 19,134 - 0,025
Abl Aparato respiratorio - - - - 0,009
Ab2 Ulcera A - = - 0,027
Ab3 Aparato respiratorio 0,542 0,003 12,475 - 0,012
Ab4 Aparato respiratorio 0,479 - 15,324 - 0,006
Ab5S Aparato respiratorio = = = - -
Ab6 Exudado 0,032 - 0,918 - 0,009
Ab7 Sangre 0,016 . = -
AC Desconocido 0,382 0,002 11,163

- : ausencia de AHL

Medio LBM

Cepa/aislado Origen OHC10 0OC12 OHC12 OC14 OHC14
clinico

AadeB (ATCC17978) - - 0,059 0,012 -
Abl Aparato respiratorio - - 0,092 0,015 -
Ab2 Ulcera - - 0,036 0,016 0,019
Ab3 Aparato respiratorio - - 0,048 0,017 0,048
Ab4 Aparato respiratorio - - 0,074 0,015 0,016
Ab5S Aparato respiratorio - - 0,094 0,020 -
Ab6 Exudado - - 0,065 0,016 -
Ab7 Sangre - 0,015 0,036 0,013 0,027
AC Desconocido - - 0,045 0,013 0,017

-: ausencia de AHL

Como se observa en la tabla 3, la mayoria de las cepas presentaron mas de una
AHL en cultivos en condiciones estaticas en LB y LBM, aunque no se puede atribuir un
perfil de AHLs a cada cepa segun el lugar del cual fueron aisladas. En general, la sefal
mas abundante en ambos medios fue OHC12-HSL, como se observo en la cinética de
produccion de AHLs de las especies ATCC17978 y M2 (Figura 8, tabla 2). Mientras
que en LB OHC10-HSL es la segunda AHL mas abundante en 5 de los aislados, esta
sefal no se detecté en medio LBM. Al contrario, en medio LBM aparece la sefial OC14-
HSL, ausente en los cultivos llevados a cabo en LB.
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Solo un aislado clinico, la cepa AbS5, no produjo ninguna AHL detectable en este
punto de la curva de crecimiento posiblemente por la baja densidad celular alcanzada
(Figura 11). Sin embargo, no se puede descartar que produzca alguna AHL en otro
punto de la curva de crecimiento o en otras condiciones. En las cepas Abl y Ab2, la

OHCI14-HSL fue la unica sefial detectada y en la cepa Ab7 solo se consigui6 identificar
OHC10-HSL.
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Figura 11. Curvas de crecimiento a 24 h en cultivos estaticos del mutante de la bomba AadeB de
ATCC17978 y de los aislados clinicos de A. baumannii (Ab1, Ab2, Ab3, Ab4, Ab5, Ab6 y Ab7) y el aislado
de A. calcoaceticus (AC) en A) LB y B) LB modificado.

El mutante dadeB de la bomba de expulsion de antibioticos, presentd un perfil
similar de sefiales de QS que su cepa parental, aunque con menores concentraciones,
con OHCI12-HSL como sefial mayoritaria y con solamente OHC10 y OHCI14-HSL
como sefiales adicionales. En el aislado de A. calcoaceticus se identifico la OHC12-
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HSL como sefal mayoritaria ademas de que presentd otras dos sefiales adicionales,
OHC10 y OC12-HSL (Tabla 3).

En relacion al cultivo del medio bajo en nutrientes, se identifico OHC12 y OC14-
HSL en todos los aislados clinicos, pero a una concentracion minima, al igual que en el
mutante dadeB de la bomba de antibidticos. Algunas de las cepas presentaron alguna
sefal adicional pero también en cantidades infimas (Tabla 3).

1.4. Identificacion de genes de QS en el género Acinetobacter

Debido a las diferencias encontradas en los perfiles de produccion de AHL en las
distintas cepas/especies de Acinetobacter, se determind si todas las especies presentaban
genes homologos a la sintasa y el receptor de AHLs abal/abaR y se evalud la
homologia entre las secuencias en Acinetobacter spp., suponiendo la presencia de una
unica sintasa de AHLs en cada una de ellas. Mediante PCR y utilizando cebadores
internos de los genes de las sintasas de AHLs de Acinetobacter (Bitrian et al. 2012) se
amplificaron los fragmentos correspondientes de A. baumannii ATCC17978, del
mutante de la bomba dadeB de ATCC17978, del mutante dabal de ATCC17978, de A.
nosocomialis M2, del mutante Aabal de M2, del aislado de A. calcoaceticus y de los
distintos aislados clinicos de A. baumannii. Como resultado de estas PCRs se
obtuvieron fragmentos correspondientes a abal para todas las especies y aislados
excepto para los mutantes de las sintasas de AHLs de ATCC17978 y M2, como era de
esperar, que se comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 12).

Figura 12. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular
(pb). 1: PCR del mutante Aabal de A. baumannii ATCC17978 y 2: de A. baumannii ATCC17978, con los
cebadores internos para amplificar la sintasa de AHLs. El fragmento correspondiente a la sintasa abal
(~371 pb) aparece en el tamafno esperado.

En relacion con el receptor de AHLSs, se obtuvo amplificacion en todos los aislados,
cepas o especies, que se comprobaron también mediante electroforesis en gel de agarosa
(Figura 13).

71



CELIA MAYER MAYER

Figura 13. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular
(pb). 1: PCR de A. baumannii ATCC17978 con los cebadores internos para amplificar el receptor de AHLs
abaR. El fragmento que se corresponde con el receptor abaR (-615 pb) aparece en el tamano esperado.

Los fragmentos obtenidos fueron secuenciados y se estudié la homologia entre
ellos. Las secuencias internas que amplificamos de abal y abaR a partir de A.
baumannii ATCC17978 comparten un 100% de homologia a nivel nucleotidico con las
secuencias respectivas depositadas en la base de datos del NCBI. Los fragmentos
internos de las sintasas de AHLs amplificados (Figura 14), presentaron una elevada
homologia a nivel nucleotidico con la secuencia de abal de ATCC17978 (més del 98%),
excepto A. nosocomialis M2 que solo presentd un 90% de homologia.

abl
ab4

Figura 14. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas internas de las sintasas de AHLs de A.
baumannii ATCC17978 (ATCC17978), del mutante AadeB de ATCC17978 (ADEB), de A. nosocomialis M2
(M2), del aislado de A. calcoaceticus (AC) y de los aislados clinicos de A. baumannii (Ab1, Ab2, Ab3,
Ab4, Ab5, Ab6 y Ab7). Las secuencias se alinearon usando el programa MUSCLE del EMBL-EMI
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y se sombrearon con el programa GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Los residuos idénticos (100%), similares (80%) y menos similares
(60%) se subrayaron en negro, gris oscuro y gris claro, respectivamente. Los cebadores internos
utilizados en la amplificacion se encuentran enmarcados en rojo.

En cuanto a los fragmentos internos amplificados correspondientes al receptor de
AHLs (Figura 15), el del mutante Aabal de ATCC17978 presentd un 100% de
homologia a nivel nucleotidico con el receptor abaR de su cepa parental y el del
mutante 4adeB de ATCC17978 mostro un 99% de homologia a nivel nucleotidico. El
fragmento interno de abaR de A. nosocomialis M2 mostré un 87% con abaR de A.
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baumannii ATCC17978, A. calcoaceticus un 87% de homologia, y el resto de los
aislados clinicos de A. baumannii presentaron todos un 99% de homologia con la
secuencia de ATCC17978.

Figura 15. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas internas de los receptores de AHLs de A.
baumannii ATCC17978, del mutante Aabal de ATCC17978 (abal), del mutante AadeB de ATCC17978
(ADEB), A. nosocomialis M2 (M2), del aislado de A. calcoaceticus (AC) y de los aislados clinicos de A.
baumannii (Ab1, Ab2, Ab3, Ab4, Ab5, Ab6 y Ab7). Las secuencias se alinearon usando el programa
MUSCLE del EMBL-EMI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y se sombrearon con el programa
GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Los residuos idénticos (100%), similares (80%) y menos
similares (60%) se subrayaron en negro, gris oscuro y gris claro, respectivamente. Los cebadores internos
utilizados en la amplificacion se encuentran enmarcados en rojo.

2. Motilidad asociada a superficie en A. baumannii y A. nosocomialis

2.1. Efecto del tipo de agar y del medio de cultivo

En primer lugar, para evaluar en qué condiciones Acinetobacter era capaz de
moverse sobre la superficie del medio de cultivo semisélido, se realizdé una primera
prueba con placas de LB con distintos porcentajes (0,25, 0,3 y 0,35%) de agar Eiken
(Harshey y Matsuyama 1994, Clemmer et al. 2011), depositando 1 pL de un cultivo de
17 h de A. baumannii ATCC17978 sobre la superficie del medio semisolido. Tras 14 h a
37°C, A. baumannii solo fue capaz de iniciar una ligera migracion (alrededor de 1 cm de
diametro) sobre la superficie de la placa con 0,25% de agar (Figura 16). A mayores
porcentajes de agar A. baumannii no fue capaz de moverse (datos no mostrados), por lo
que elegimos este porcentaje para el resto de experimentos realizados a lo largo de todo
este trabajo.
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Figura 16. Ensayo de motilidad de A. baumannii ATCC17978 en placas de LB con 0,25 % agar Eiken.

A continuacion, evaluamos el efecto del medio (LB o LBM) y tipo de agar (Difco o
Eiken) sobre la motilidad asociada en superficie de A. baumannii ATCC17978, ya que
resultados previos en la bibliografia indicaban un efecto fuerte de los nutrientes y de la
concentracion de sal sobre la motilidad de Acinetobacter (Barker y Maxted 1975,
Eijkelkamp et al. 2011a, Skiebe et al. 2012, McQueary et al. 2012). Ademas, utilizamos
como especie de referencia en las mismas condiciones A. baumannii M2, reclasificada
recientemente como A. nosocomialis M2 (Carruthers et al. 2013), pues la mayoria de la
bibliografia relacionada con la motilidad aparece referida a esta especie. Debido a los
indicios descritos anteriormente sobre la participacion del QS en la motilidad de
Acinetobacter, decidimos caracterizar del mismo modo los mutantes de las sintasas de
AHLs de ambas especies.

ATCC17978 Aabal M2 Aabal
(ATCC17978) (M2)
S
2
- p—(
=
S
[
=T)]
<
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Figura 17. Efecto del medio de cultivo y del tipo de agar sobre la motilidad asociada a superficie. Las
células de A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y sus respectivos mutantes de la sintasa abal se
inocularon en la superficie de las placas realizadas con LB o LBM y 0,25 % de agar Eiken o Difco. Tras 14
h de incubacion a 37°C, se tomaron fotografias de las placas. Cada fotografia es representativa de 3
experimentos independientes.
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El medio LB inhibi6 la motilidad asociada a superficiec en A. baumannii
ATCC17978 en los dos tipos de agar, al contrario que en A. nosocomialis M2 en donde
solo bloque6 la motilidad en placas de agar Difco pero permitid la migracion en placas
de agar Eiken, expandiéndose de manera continua desde el punto de inoculacion hacia
el borde de la placa (Figura 17). El medio bajo en nutrientes y sal (LBM) promovi6 la
motilidad en ambas especies independientemente del tipo de agar usado, demostrando
un fuerte efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la motilidad. Mientras
que A. baumannii ATCC17978 present6 el mismo patron de motilidad ramificado en el
LBM en los dos tipos de agar, formando tentidculos desde el punto central de
inoculacion, el patron de motilidad de A. nosocomialis M2, cambio radicalmente
dependiendo del tipo de agar. En agar Difco, M2 migr6é de manera expansiva e irregular
desde el punto de inoculacioén hacia el borde de la placa, mientras que en agar Eiken
presentd un fenotipo arborescente, ramificado con brazos o tentaculos, similar al de
ATCC17978, pero con mayor nimero de ramificaciones en el medio LBM y mostr6 un
fenotipo de elevada motilidad expandiéndose de manera continua por toda la placa
desde el punto central del indculo en LB (Figura 17). Cabe destacar la diferente
respuesta de los mutantes de la sintasa de AHLs obtenida en los ensayos de motilidad.
El mutante Adabal de ATCC17978 no fue capaz de moverse en ninguna de las
condiciones, indicando una influencia del QS en esta especie. Sin embargo, el mutante
de A. nosocomialis M2 present6 el mismo fenotipo y patron de motilidad que la cepa
parental (Figura 17).

Considerando que a la misma concentracion el agar Eiken fue més permisivo que el
Difco para la motilidad en ambas especies, decidimos realizar el resto de los ensayos de
motilidad asociada a superficie con el agar de tipo Eiken (0,25%).

2.2. Efecto del QQ sobre la motilidad asociada a superficie

Debido a la relacion descrita anteriormente en la bibliografia entre el QS mediado
por senales de tipo AHLs y la motilidad en A. nosocomialis (Clemmer et al. 2011, Oh y
Choi 2015), estudiamos cémo afecta la inactivacion de las sintasas de AHLs y las
estrategias de QQ a la motilidad de ambas especies. De este modo, se evaluo el efecto
de la enzima con actividad degradadora de AHLs Aii20J (Mayer et al. 2015) sobre la
motilidad en superficie. Aii20J es una lactonasa aislada de la bacteria marina
Tenacibaculum sp. 20J en trabajos anteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio
(Mayer et al. 2015). Esta enzima ha sido clonada, sobre-expresada en Escherichia coli y
purificada mediante columnas de purificacion de afinidad por histidina. Presenta un
amplio espectro de actividad QQ y pertenece a la superfamilia de las metalo-3-
lactamasas. Posee una actividad especifica mucho mayor que el enzima de referencia de
esta superfamilia, AiiA de Bacillus spp., manteniendo su actividad a altas temperaturas
y siendo resistente a un amplio rango de pH y la accion de las proteasas. Aunque
degrada un amplio rango de AHLs (Mayer et al. 2015), debido a que la AHL
mayoritaria de A. baumannii ATCC17978 es OHC12-HSL, contra la que no se habia
ensayado previamente la actividad de Ai1i20J, analizamos especificamente la capacidad
de degradacion del enzima Aii20J de esta AHL y de otras sefiales de cadena larga con 3-
oxo y 3-hidroxi derivados menos comunes, que aun no se habian probado en trabajos
anteriores (Mayer et al. 2015). Para ello, realizamos un bioensayo de inhibicién de
violaceina en placa para analizar la capacidad de actividad de QQ contra estas AHLs
menos usuales (Figura 18).
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Figura 18. Degradacion de distintas AHLs por la enzima de QQ purificada Aii20J, medida mediante

bioensayo en medio sélido con C. violaceum VIR07. La enzima, a una concentracion final de 20 pg/mL,
se incubd durante 24 horas con cada sefal a 10 pM, independientemente. El PBS pH 6,7 con cada sefal
(0C10, OHC10, 0C12, OHC12, OC13, OC14, OHC14 y C16-HSL) se utilizd como control negativo.

Como era de esperar la enzima fue capaz de degradar todas las sefiales que detecta
el biosensor C. violaceum VIR07, impidiendo que el sensor produzca violaceina en los
pocillos donde actGa (Figura 18). Teniendo en cuenta que la sefial mayoritaria de
Acinetobacter spp. es OHC12-HSL (Tablas 2 y 3, figura 8), y el biosensor no detecta
claramente la sefial a esta concentracion (10 uM), adicionalmente se realiz6 una cinética
de degradacion de esta sefial y sus derivados OC12 y C12-HSL (Figura 19). Esto
también explicaria que no se puedan detectar sefiales con estos biosensores, ya que la
concentracion maxima alcanzada en cultivos de ATCC17978 fue de dos ordenes de
magnitud menores que la concentracion que detecta el C. violaceum, alrededor de 30
ng/mL (102,6 nM) (Tabla 2).
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Figura 19. Cinética de degradacion a distintos tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 60 min) de C12, OC12
y OHC12-HSL (50 pM) por Aii20J (20 ug/mL) (lineas continuas), mediante HPLC-MS. Como control se
evalud la variacion en el tiempo de la concentracion de una solucion de cada AHL en PBS pH 6,7 (lineas
discontinuas).

Como resultado, la enzima fue capaz de degradar completamente las tres sefiales
tras 5 minutos de exposiciobn en comparacion con los controles (Figura 19),
demostrando su gran potencial para degradar las sefiales de QS de Acinetobacter spp.
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Una vez verificada la capacidad de Aii20J para degradar la principal AHL utilizada por
el género Acinetobacter, se evaluo su efecto sobre la motilidad asociada en superficie de
A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2 en el mismo bioensayo de motilidad
en placa en LB y LBM con agar Eiken (0,25%). Como referencia, también afiadimos la
furanona C-30, un inhibidor de QS mediado por AHLs descrito en el alga roja Delisea
pulchra que antagoniza estas sefiales al competir por el sitio de union al receptor de tipo
LuxR (Givskov et al. 1996).

Aabal
Control AHL Aabal +AHL Aii20J C-30

LB ’ —

LBM — L

Figura 20. Efecto de la mutacion de la sintasa de AHLs (Aabal), de la adicion de OHC12-HSL (AHL) a 10
MM, de la lactonasa Aii20J (20 pg/mL) y de la furanona (C-30) (10 uM) sobre la motilidad asociada a
superficie de A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2 en placas de LB o LBM con agar Eiken
(0,25%). Las placas se incubaron durante 14 h a 37°C. Las imagenes son representativas del resultado de
tres experimentos diferentes.

De nuevo, confirmando los datos anteriores, el medio de cultivo influyé en la
motilidad de ambas especies (Figura 20). A. baumannii ATCC17978 solo fue capaz de
migrar sobre la superficie de la placa en el medio LBM, mientras que A. nosocomialis
M2 fue capaz de migrar en ambos medios (LB o LBM) presentando diferente fenotipo
segun el medio como observamos en ensayos anteriores (Figuras 17 y 20). El medio
rico en nutrientes promovio una mayor motilidad asociada a superficie en M2, donde
presento el fenotipo de elevada motilidad en comparacién con el patron ramificado en
tentaculos observado en el LBM (Figuras 17 y 20). Claramente los resultados mostraron
una respuesta diferente a la inactivacion del QS segun la especie. EI mutante dabal de
A. baumannii ATCC17978 no es capaz de moverse en ninguna de las condiciones
probadas (Figura 20), lo que sugiere que es necesario un sistema de QS activo para la
motilidad en superficie de esta especie, al menos en las condiciones utilizadas en este
trabajo. Ademas, la adicion exdgena de OHC12-HSL, la AHL mayoritaria identificada
en nuestros cultivos de A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y del resto de
los aislados clinicos de A. baumannii y A. calcoaceticus y también descrita en la
bibliografia (Niu et al. 2008, Oh y Choi 2015) (Tablas 2 y 3), consigui¢ restaurar el
fenotipo motil en el mutante de ATCC17978 (Figura 20). La adicion de la lactonasa
Aii20J (20 pg/mL), inhibié por completo la motilidad de A. baumannii ATCC1978, en
contraste con la furanona C-30 (Figura 20), indicando un mayor potencial en el uso de
estrategias de QQ basadas en la degradacion enzimatica de las sefiales en comparacion
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con inhibidores para este fenotipo. De nuevo, en el caso de A. nosocomialis M2, el
mutante dabal fue capaz de migrar del mismo modo que la cepa parental en ambos
medios de cultivo (Figura 20). Ademas, tanto la adicion de la lactonasa Aii20J como la
adicion de la AHL no mostraron ningliin efecto sobre la motilidad de esta especie
(Figura 20), sugiriendo que el QS no regula la expresion de los genes relacionados con
la motilidad en esta especie, al menos en las condiciones probadas.

2.3. Efecto de los nutrientes y de la osmolaridad sobre la motilidad asociada a
superficie

En vista de que el medio bajo en nutrientes y sal promovia la motilidad en 4.
baumannii ATCC17978 y modificaba el patrén de la misma en A. nosocomialis M2, se
decidio6 evaluar qué componente del medio de cultivo era el responsable de los cambios
del fenotipo motil. Se realizd6 un nuevo ensayo de motilidad asociada a superficie con
ambas especies de Acinetobacter reduciendo la concentracion de cada componente
independientemente hasta la concentracion final en el LBM (0,5% NaCl, 0,2% triptona
y 0,1% de extracto de levadura). Del mismo modo se analizdé la respuesta de los
mutantes de las sintasas de AHLs para observar como afectaba cada nutriente a los
mismos, ademas del efecto de la adicion de la lactonasa Aii20J.

LB < triptona <NaCl <extr. levadura LBM

ATCC17978

Aabal (ATCC17978) . .
‘/ -

N ..
.

Figura 21. Efecto de los componentes del medio de cultivo sobre la motilidad asociada a superficie. Las
células de A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y sus respectivos mutantes de la sintasa abal se
inocularon en la superficie de las placas realizadas con LB, LBM o LB con la concentracion reducida de
cada componente independientemente y 0,25% de agar Eiken. Tras 14 h de incubacion a 37°C, se
tomaron fotografias de las placas. Cada fotografia es representativa de 3 experimentos independientes.

M2 + Aii20J
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1. Motilidad y quorum sensing en A. baumannii

Los resultados mostraron que en A. baumannii ATCC17978 la disminucion de la
concentracion de la triptona, nutriente principal del LB, manteniendo las
concentraciones del resto de los constituyentes del LB, produjo una inhibicion de la
motilidad asociada a superficie, mientras que la reduccion en la concentracion de sal
desde 1% a 0,5% (<NaCl), promueve un fenotipo de elevada motilidad en A. baumannii
ATCC17978 (Figura 21), similar al observado en M2 en el medio LB. La reduccién del
extracto de levadura no provocd cambios importantes. Sin embargo, la combinacion de
reducir la sal a la vez que el resto de los nutrientes (principalmente la triptona) produce
el caracteristico fenotipo ramificado en forma de tentaculos en A. baumannii
ATCC17978. De nuevo, el mutante 4abal permanecioé inmovil en todas las condiciones
probadas, reafirmando el papel del QS en la motilidad de esta especie. La enzima de QQ
Aii20J fue capaz de inhibir la motilidad en todos los casos, salvo cuando solo se
disminuye la concentracion de sal, en donde la enzima a la concentracion afiadida no es
capaz de restar el efecto de gran motilidad (Figura 21). Hay que salientar, que en esta
metodologia la enzima se afiade al in6culo y no esta presente en toda la placa, lo que
podria explicar la falta de efectividad de Aii20J en el bloqueo de la motilidad en esta
condicion. En cuanto a A. nosocomialis M2, la reduccion de la triptona (de 1% a 0,2%)
produjo cambios en la motilidad resultando en un fenotipo similar al observado en
LBM, indicando que este componente del medio es el responsable del cambio de
fenotipo de motilidad en esta especie (Figura 21). Aunque el efecto de la sal aumenta
ligeramente la motilidad en M2, podria estar subestimado debido a que en A.
nosocomialis M2 ya se extiende recubriendo toda la superficie de la placa. El mutante
Aabal de A. nosocomialis M2 volvid a presentar el mismo patrén de motilidad que la
cepa parental y no se observo ningun efecto de la enzima A1120J sobre esta especie.

Para evaluar si el efecto de la salinidad sobre la motilidad asociada a superficie fue
debido a cambios en la fuerza idénica del medio de cultivo o a la osmolaridad del mismo,
se realizd otro ensayo con ambas especies en placas de LB sustituyendo la sal (0,1-
0,4M) por el osmolito sacarosa (5-20%).

Tabla 4. Osmolaridades correspondientes a las distintas concentraciones de NaCl y sacarosa utilizadas
en el ensayo de motilidad asociada a superficie en placa.

Osmolaridad (Osm) Sacarosa Osmolaridad (Osm)
0,1 M 0,2 5% 0,14 0,17 Osm | 0,34 Osm
02 M 0,4 | 10% 0,29 | |
0,3M 0,6 | 15% 0,438 | |
04 M 0,8 | 20% 0,584 | |

Como se muestra en la figura 22 y tabla 4, las concentraciones iguales o superiores
a 10% de sacarosa inhibieron la motilidad de A. baumannii ATCC17978. Estos
resultados indican claramente que la osmolaridad y no simplemente la fuerza idnica del
medio de cultivo, reduce la motilidad en esta especie. En A. nosocomialis se observo
también un efecto de la sal, pero el efecto de la osmolaridad fue mayor reduciendo su
motilidad desde concentraciones de 5% de sacarosa.
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A 5% sacarosa 10% sacarosa 15% sacarosa 20% sacarosa

0,1 MNaCl 02MNaCl 0,3M NaCl 0,4 M NaCl

B

0,1 M NaCl

0,2 M NaCl 0,3M NaCl 0,4 M NaCl

Figura 22. Efecto de la osmolaridad sobre la motilidad asociada a superficie de A) A. baumannii
ATCC17978 y B) A. nosocomialis M2. Las células de Acinetobacter spp. se inocularon en placas de LB con
NaCl (0.1-0.4M) o sacarosa (5-20%). Las placas se incubaron a 37°C durante 14 horas. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes.

2.4. Efecto de la temperatura sobre la motilidad asociada a superficie

En publicaciones anteriores se habia constatado la alteracion de la motilidad
asociada a superficie del mutante de la sintasa de AHLs en A. nosocomialis M2 y la
posterior recuperacién de la motilidad con la adicién de OHC12-HSL (Clemmer et al.
2011), contrastando con los resultados descritos en el apartado 2.2 (Figura 20) en los
cuales el mutante de la sintasa de M2 present6 el mismo fenotipo de motilidad que la
cepa parental. Con la hipétesis de que probablemente estas discrepancias se debieran a
las diferentes temperaturas usadas en ambos ensayos, realizamos un ensayo de
motilidad asociada a superficie de A. nosocomialis M2 y del mutante de la sintasa en
LB, LB con la concentracién de sal reducida y LBM, a diferentes temperaturas (25, 30 y
37°C) para evaluar si habia algun efecto de la misma.
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LB <NaCl LBM

M2
37°C

Aabal

M2
30°C

Aabal

M2
25°C

Aabal

Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la motilidad asociada a superficie de A. nosocomialis M2 y el
mutante de la sintasa Aabal de M2. Las células se inocularon en placas de LB, LB con menor
concentracion de sal (0,5%) (<NaCl) y LBM. Las placas se fotografiaron tras 14 horas incubadas a
diferentes temperaturas (25, 30 o 37°C). Las imagenes son representativas de tres experimentos
realizados de manera independiente.

La motilidad de A. nosocomialis va mermando a medida que se reduce la
temperatura (Figura 23). Como se observa en la figura, a 37°C, temperatura a la cual se
realizaron los ensayos de motilidad asociada a superficie en este trabajo, el mutante no
presenta grandes diferencias en cuanto a motilidad en los medios LB y LBM en
comparacion con la cepa parental. Sin embargo, a 30°C se observé un efecto de bloqueo
de la motilidad en dabal al restringir la concentracion de sal en el medio (<NaCl),
condiciones utilizadas por Clemmer et al. (2011), y en el medio LBM (Figura 23), lo
que explica las discrepancias entre nuestros resultados realizados a mayor temperatura y
los de la bibliografia. A temperaturas aun menores (25°C), tanto A. nosocomialis M2
como el mutante de la sintasa, presentaron una mayor reduccion de la motilidad,
especialmente en baja sal y en LBM. En cualquier caso, el efecto de la mutacion
observado a 30°C puede ser considerado menor en comparacion con el blogueo de la
motilidad observado para el mutante Aabal de ATCC17978.

2.5. Efecto de la luz azul y de la temperatura sobre la motilidad asociada a
superficie

En vista de que existe una influencia negativa de la luz azul sobre la regulacion de
la motilidad en el complejo ACB, incluyendo a ATCC17978, documentada en la
bibliografia a través del receptor de luz blsA (Mussi et al. 2010, Bitrian et al. 2012,
Golic et al. 2013) y que observamos que la temperatura también puede afectar al patron
de motilidad en Acinetobacter (Figura 23), decidimos evaluar el efecto combinado de la
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luz azul y la temperatura sobre la motilidad asociada a superficie tanto de A. baumannii
ATCC17978 como de A. nosocomialis M2. Para ello realizamos un ensayo en placa en
LB o LBM, incubando las placas a 25 o 37°C en luz azul o en oscuridad. En estas
condiciones, también afiadimos la lactonasa de QQ Aii20J y la furanona C-30 como
referencia de un inhibidor de QS.
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Figura 24. Efecto de la luz azul A) a 37°C y B) a 25°C, sobre la motilidad asociada a superficie de A.
baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y de los mutantes de la sintasa abal de ambas especies, en
placas de LB o LBM con agar Eiken (0,25%). La enzima Aii20J o la furanona se ahadieron a las
concentraciones finales de 20 ug/mL y 10 pM, respectivamente. Cada fotografia es representativa de 3
experimentos realizados consecutivamente.

La luz azul no produjo ninglin efecto sobre el fenotipo de la motilidad de A.
baumannii ATCC17978 a ninguna temperatura ni en ninguna condicion probada (Figura
24), siendo capaz de migrar solo en condiciones de nutrientes limitados y respondiendo
a la actividad QQ de la lactonasa Aii20J. La furanona no fue capaz de eliminar la
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motilidad en esta especie y el mutante Aabal permanecié inmovil en todas las
condiciones como se observo en los ensayos previos de motilidad. La disminucion de la
temperatura hasta los 25°C, también afect6 a la motilidad de ATCC17978 reduciéndola
por completo tanto en oscuridad como en luz azul.

En el caso de A. nosocomialis M2, la luz azul inhibié la motilidad asociada a
superficie a 25°C en contraste con las placas incubadas a 37°C donde no se observé
efecto alguno (Figura 24). A 25°C, la especie M2 presentd una reduccion significativa
de la motilidad en LB y una inhibicion total en el LBM en oscuridad (Figura 24),
coincidiendo con los resultados anteriores del efecto de la temperatura (Figura 23). De
forma interesante, M2 respondié a la actividad QQ de la enzima Aii20J solo en las
placas de LBM incubadas a 25°C en luz azul, en las cuales la cepa parental y el mutante
lograron migrar levemente siguiendo el patron ramificado (Figura 24).

2.6. Efecto de la virstatina sobre la motilidad asociada a superficie

Para evaluar si la motilidad asociada a superficie en A. baumannii ATCC17978 es
dependiente de pili de tipo IV, se realiz6 un ensayo en placas de LB, LB con baja
concentracion de sal (0,5%) y LBM, afiadiendo o no virstatina (100 pM), una molécula
descrita en la bibliografia como un inhibidor de la motilidad a través de la inhibicion de
pili de tipo IV (Nait Chabane et al. 2014b). También afiadimos la enzima de QQ Aii20J
y la enzima junto con la virstatina para observar si se producia algun efecto sinérgico.

ATCC17978

ATCC17978 + Virstatina ||

ATCC17978 + Virstatina + Aii20J

Figura 25. Efecto de la virstatina (100 pM), Aii20J (20 pg/mL) y ambas simultaneamente sobre la
motilidad de A. baumannii ATCC17978 en placas de LB, LB con baja concentracion de sal (<NaCl) o LB
modificado (LBM), con 0,25% de agar Eiken. Tras la incubacion durante 14 h a 37°C se tomaron
fotografias de las placas. Cada imagen es representativa de tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 25, se repite siempre el distinto patron de motilidad
segin el medio de cultivo. En el medio LB, ATCC17978 permanece inmovil, sin
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embargo, al reducir solamente la concentracion de sal se desencadena el fenotipo de
elevada motilidad mientras que en LBM aparece el patron ramificado. La virstatina no
fue capaz de inhibir la motilidad asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 en
ninguno de los dos medios permisivos a diferencia de la enzima de QQ. Como en
experimentos anteriores, la enzima de QQ Aii20J bloque6 la motilidad en LBM y en
este caso, se observo también una ligera disminucion de la motilidad en LB con baja sal.
No se observo efecto sinérgico entre ambos inhibidores (Figura 25).

Adicionalmente, para evaluar el posible efecto del medio de cultivo sobre la
produccion de AHLs en relacion a las claras diferencias obtenidas en la motilidad en el
medio LB con baja sal (0,5%), decidimos extraer del mismo modo las sefiales para A.
baumannii ATCC17978 en este medio de cultivo en agitacion y sin agitacion (Figura
26). De forma paralela, dada la relacion descrita entre la produccion de pili y la
motilidad en el género Acinetobacter (Clemmer et al. 2011, Harding et al. 2013) que
contrasta con nuestros resultados (Figura 26), y con la hipdtesis de que la produccion de
pili y la produccion de AHLs pudiera estar relacionada de alguna manera, analizamos si
la adicion de la virstatina tenia algin efecto en la produccion de sefiales de QS en A.
baumannii. Por lo que realizamos una extraccion paralela a las 17 h de AHLs afiadiendo
la virstatina (100 pM) a los cultivos en agitacion y sin agitacion.
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Figura 26. Produccion de OHC12-HSL cuantificada mediante HPLC-MS de A. baumannii ATCC17978 en
LB, LB modificado (LBM), LB con baja sal (0,5%) (<NaCl) y LB con virstatina (100 pM) a las 17 h de
cultivos sin agitacion. Los datos significativos (P<0,05, prueba t de Student) se muestran con asteriscos
frente al control del cultivo en LB.

De nuevo, comprobamos que A. baumannii solo produce sefiales en condiciones
estaticas, apoyando la importancia de las condiciones estdticas para la produccion de
AHLs en estas especies. Al reducir solamente la sal en el medio de cultivo, se obtuvo un
incremento significativamente mayor (P<0,05, prueba t de Student) de la senal
mayoritaria OHC12-HSL (Figura 26), sugiriendo una relacién positiva entre QS y el
incremento de la motilidad asociada a superficie en condiciones de baja concentracion
de sal. Tras obtener este resultado, realizamos una nueva comprobacion del bioensayo
de difusion de violaceina para deteccion de AHLs de A. baumannii ATCC17978 con los
biosensores de C. violaceum pero en placas de LB con baja concentracion de sal. Sin
embargo, la concentracion de AHLs producida en baja sal volvio a ser insuficiente para
el biosensor que tiene un limite de deteccion para la sefial mayoritaria OHC12-HSL de
10 uM, en contraste con los ~100 ng/mL (333 nM) que produce ATCC17978.
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Ademés A. baumannii ATCC1978 produjo OHC12-HSL sin que la virstatina
afectase a la generacion de las sefiales (Figura 26), coincidiendo con nuestros resultados
de motilidad en los cuales la virstatina no fue capaz de inhibir la capacidad de
migracion sobre la superficie de placa de A. baumannii ATCC17978 a esta misma
concentracion (Figura 25).

3. Motilidad asociada a superficie en el mutante dadeB de la bomba AdeABC

Ya que en otras bacterias patdgenas como P. aeruginosa, se ha demostrado la
relacion entre estas bombas de eflujo y el QS, que intervienen en la seleccidn especifica
de la AHL con su receptor de tipo LuxR impidiendo la entrada de otras AHLS
(Minagawa et al. 2012), decidimos estudiar la motilidad asociada a superficie del
mutante 4adeB de A. baumannii ATCC17978 en distintas condiciones con el objetivo
de evaluar si el QS, los inhibidores de QQ y los distintos nutrientes del medio de cultivo
le afectaban del mismo modo que a su cepa parental. Para ello, realizamos el mismo
ensayo en placas de LB o LBM con agar Eiken al 0,25% por ser el mas permisivo.
Ademas, afiadimos la enzima de QQ Aii20J, la furanona C-30 como control y probamos
el efecto de la AHL mayoritaria de A. baumannii ATCC17978, la OHC12-HSL (Tabla
2).

LB LBM

Control Aii20J C-30 OHC12 Control Aii20J C-30 OHC12

Figura 27. Motilidad asociada a superficie del mutante AadeB de la bomba AdeABC de A. baumannii
ATCC17978 en comparacion con A. baumannii ATCC17978, en LB o LBM con agar Eiken (0,25%). Las
células se inocularon en el centro de la placa con o sin enzima Aii20J (20 pg/mL), furanona C-30 (10 pM)
0 OHC12-HSL (10 pM). Tras 14 h de incubacion a 37°C, se tomaron fotografias de las placas que son
representativas de tres experimentos consecutivos realizados de manera independiente.

Como muestran los resultados, el mutante de la bomba 4adeB presentd mayor
capacidad de migracion que su cepa parental, ya que produjo motilidad en ambos
medios de cultivo (Figura 27), a diferencia de ATCC17978 la cual no fue capaz de
migrar en el medio LB en ninguno de los ensayos realizados (Figuras 17, 20, 21, 24, 25
y 26). Ademas, su patron de motilidad cambid segun la riqueza del medio, en LB
avanzando circularmente por la superficie con pequefios entrantes y salientes en el
borde de migracion y en LB modificado con el caracteristico patron ramificado de
ATCC17978 (Figura 27). Al igual que la cepa parental también respondié a la accién de
la lactonasa Aii20J que fue capaz de inhibir por completo su motilidad, al contrario que
la furanona que solo fue efectiva en el medio LB y no en el LBM, como ocurre también
en la cepa parental (Figura 27). En cuanto a la adicion externa de la AHL solo produjo
efecto en el medio rico donde inesperadamente disminuyé bastante la capacidad motil
del mutante (Figura 27).

Después de observar que la variacion de la concentracion de sal en el medio de
cultivo afectaba en gran medida al fenotipo de motilidad en A. baumannii, evaluamos si
se producia el mismo efecto en el mutante AdadeB de la bomba. De este modo,
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analizamos mediante un ensayo en placa la motilidad en LBM y LB con baja sal (0,5%)
afladiendo o no la lactonasa de QQ Aii20J.

<NaCl

AadeB (ATCC17978)

AadeB (ATCC17978) + Aii20J

Figura 28. Fotografias de la motilidad asociada a superficie del mutante AadeB de la bomba AdeABC de
A. baumannii ATCC17978 en LBM y LB con baja concentracion de sal (0,5%) (<NaCl) en placas de agar
Eiken (0,25%). La enzima Aii20J se anadio a una concentracion final de 20 pg/mL. Las imagenes son
representativas de tres experimentos distintos realizados de manera independiente.

Como llevamos observando a lo largo de todo este capitulo y como era de esperar,
la sal también ejerce un efecto sobre la motilidad asociada a superficie del mutante
AadeB de la bomba produciendo un patrén de elevada motilidad (Figura 28), al igual
que en su cepa parental ATCC17978 (Figuras 21, 22, 25y 26). La enzima Aii20J solo
es capaz de inhibir la motilidad en condiciones de baja concentracion de nutrientes y
sal, y no solo disminuyendo la concentracion de sal, como ocurre también en la cepa
parental.

4. Motilidad asociada a superficie en diversas cepas clinicas de Acinetobacter

4.1. Efecto del medio de cultivo, del QS y del QQ

Debido a que la adicion de la lactonasa de QQ Aii20J afectaba a la motilidad
asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 demostrando que el QS mediado
por AHLs esta involucrado en la misma y con la hipétesis de que variaciones en la
produccion de AHLs de las distintas especies/aislados pudieran generar las diferencias
observadas en la motilidad asociada a superficie, se evalué si los aislados de A.
baumannii y A. calcoaceticus (Tabla 3), tenian la capacidad de migrar por la superficie
de las placas de LB o LBM. Ademas, para evaluar si la motilidad estaba regulada por el
QS, se afnadio la lactonasa de QQ Aii20J a una concentracion final de 20 pg/mL y la
furanona C-30 como referencia de un inhibidor de QS. Por otra parte, probamos el
efecto de afadir exogenamente la AHL mayoritaria, OHC12-HSL.

En general, como ya vimos en A. baumannii ATCC17978 y en A. nosocomialis M2,
el medio de cultivo es un factor importante para la motilidad en este género (Figura 29).
Varios aislados mostraron migracion sobre placa en LB y observandose un patrén de
motilidad diferente segun el medio, expandido por la placa en el medio rico en contraste
con el ramificado en el medio LBM. Tres aislados clinicos de A. baumannii no fueron
capaces de migrar en ninguno de los dos medios de cultivo, Ab2, Ab3 y Ab4. La AHL
tampoco pudo promover la motilidad en estas cepas (Figura 29). El aislado de A.
calcoaceticus (AC) mostré un perfil de motilidad similar al mutante de la bomba de
eflujo 4adeB de ATCC17978 (Figura 27 y 29), siendo capaz de migrar en los dos
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medios de cultivo, con un patrén distinto en cada uno, respondiendo a la acciéon de
Aii20J y solo en el medio rico a la accion de la furanona. Sin embargo, en el medio rico
en nutrientes el borde de migracion fue distinto, en masa compacta, sin entrantes y
salientes, como produjo AdadeB. La OHC12-HSL afiadida no causd ningun efecto
significativo en el aislado de A. calcoaceticus, salvo en el medio bajo en nutrientes y sal
donde se formaron méas ramificaciones con ambas sefiales.

LB LBM

Control Aii20J C-30 OHC12 Control Aii20J C-30 OHC12

Abl1
- GPI9E JCCS,
- 96 @99
Ab4

Flgura 29. Efecto de la lactonasa Aii20J (20 pg/mL), de la furanona (C-30) (10 pM) y de la adicion
exbdgena de OHC10 y OHC12-HSL a 10 pM sobre la motilidad asociada a superficie en LB y LBM con 0,25%
de agar Eiken, de los aislados clinicos de A. baumannii (Ab1, Ab2, Ab3, Ab4, Ab5, Ab6 y Ab7) y del
aislado de A. calcoaceticus (AC). Tras 14 horas de incubacion a 37°C, se tomaron fotografias de las
placas que son representativas de varios experimentos consecutivos.

Ab7

AC

Los aislados cinicos Abl, Ab5 y Ab6, solo mostraron motilidad en el medio rico
(Figura 29). Abl presentd un patron de motilidad similar a A. nosocomialis M2,
recubriendo toda la superficie de la placa y sin responder a la accion del QQ. Ab5 y Ab6
presentaron una motilidad muy parecida, expandiéndose de manera irregular con
entrantes y salientes en el borde de migracién y sin llegar a cubrir toda la superficie
entera de la placa. Ambos respondieron a la actividad QQ de la enzima, aunque en
menor medida en el aislado Ab6, y la furanona solo logré reducir ligeramente la
motilidad en el aislado Ab5. La adicion de la AHL solo present6 algo de efecto en Ab5
donde redujo levemente la motilidad de manera similar a la furanona. En el medio bajo
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en nutrientes y sal, la furanona produjo una ramificaciéon motil en Abl, al igual que la
OHCI12-HSL en la Ab6 (Figura 29).

A diferencia de los anteriores, el aislado Ab7 solo fue capaz de migrar en la
superficie de las placas del LBM con un patrén ramificado en forma de tentaculos. La
enzima de QQ bloqueo totalmente la motilidad y la furanona y las AHLs no presentaron
ningun efecto sobre la misma (Figura 29).

Estos resultados indican una gran disparidad en la respuesta de la motilidad a
factores externos, que no se correlaciona con el perfil de AHLs observado en medio
liquido. Ademas, estos resultados han sido publicados y discutidos (Lopez et al. 2017)
por lo que no se discutiran en la presente memoria.

5. Motilidad de tipo twitching en A. baumannii

Debido a que diversas especies del género Acinetobacter presentan twitching
(Eijkelkamp et al. 2011b), un tipo de motilidad en el cual las células bacterianas son
capaces de migrar en la interfase entre la capa de agar y una superficie sélida como el
fondo de una placa Petri, decidimos evaluar si A. baumannii ATCC17978, A.
nosocomialis M2 y los mutantes de las sintasas de AHLs de ambas especies presentaban
esa capacidad. Como nuestros resultados anteriores de motilidad sobre agar
demostraron claras diferencias dependiendo de los diferentes componentes del medio y
del tipo de agar, se realizaron diversas pruebas en distintas condiciones. Ambas especies
se inocularon mediante picadura en el fondo de las placas con distinto medio de cultivo
(LB o LB con 0,5% de sal) y suplementadas con distinto tipo de agar (Difco o Eiken) o
agarosa (Sigma) al 1%, a partir de cultivos de 17 horas o directamente de colonias
aisladas de placa. Después las placas se incubaron a 37°C en condiciones de alta
humedad durante 18 o 48 h.

Como resultado, se obtuvo que A. baumannii ATCC17978 no presentd este tipo de
motilidad en ninguno de los casos probados al igual que su mutante 4abal (datos no
mostrados). Ademads, realizamos otro nuevo ensayo en placas Petri de mayor didmetro
(150 mm), con 30 mL de triptona al 1%, 0,5% sal y 1% agarosa en vez de agar, ya que
Harding et al. (2013) habia descrito la presencia de twitching en A. nosocomialis M2 en
esas condiciones. Concordando con sus resultados, M2 consigui6é migrar alrededor de 1
cm de didmetro en estas condiciones, mientras que no se observd migracion en
ATCC17978 (datos no mostrados).

6. Efecto de la sal y agitacion a nivel molecular

Por tultimo, tras determinar que las condiciones estaticas de los cultivos en
Acinetobacter son cruciales para la produccion de AHLs y considerando que el medio
de cultivo y en especial la salinidad afecta en gran medida tanto a la produccion de
sefales de QS como a la motilidad, se decidid evaluar si estas condiciones tenian un
efecto sobre la expresion de los genes de QS y de otros genes relacionados con
motilidad, adherencia y virulencia en A. baumannii ATCC17978. De esta manera, se
realizdo una PCR cuantitativa a partir de ARN extraido de cultivos en medio LB o LB
con baja sal (0,5%) con o sin agitacion (Figura 30). Entre los genes estudiados se
encuentra el receptor de AHLs abaR de Acinetobacter, el gen codificador de la sensora
kinasa BfmS perteneciente al sistema de dos componentes BfmRS que regula el operén
csu (codifica para pili tipo I, relacionado con motilidad y adherencia) (Tomaras et al.
2008), el gen csuD que codifica para una proteina guia (usher protein) de membrana
externa necesaria para la biogénesis de fimbrias o pili de tipo I y es responsable del
ensamblaje y extension del pili (Tomaras et al. 2003), la proteina de membrana externa
codificada por pilT necesaria para la extension y retraccion de pili tipo IV (Clemmer et
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al. 2011), el regulador global gacS asociado a virulencia que interviene en el control del
operdn csu (Cerqueira et al. 2014) y podria estar controlado por AHLs (Kang y Park
2010a), el receptor de la luz azul codificado por bISA que afecta a la motilidad (Mussi et
al. 2010), el represor global codificado por h-ns, involucrado en sobre-produccion de la
motilidad, que se ha postulado que regula el operén de QS (Eijelkamp et al. 2013), y el
gen adeB que codifica para el transportador de la bomba secretora de antibioticos
AdeABC (Marchand et al. 2004).
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Figura 30. Expresion relativa de los genes A) abal y abaR, y B) bfmS, csuD, pilT, gacS, h-ns, blsA y adeB
de A. baumannii ATCC17978 en cultivos de 6 h de LB agitados (barras blancas), cultivos de LB sin agitar
(barras punteadas), cultivos de LB con baja sal (0,5%) agitados (barras grises) o cultivos de LB con baja
sal sin agitar (barras negras). La expresion del ARNr del gen rpoB se usd como control interno. Las barras
de error muestran las desviaciones estandar (n=3). Los asteriscos indican la significacion frente a la
condicion del LB en agitacion (prueba t de Student, P<0,05).
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Tabla 5. Niveles de expresion de los genes abal, abaR, bfmS, csuD, pilT, gacS, h-ns, blsA y adeB en A.
baumannii ATCC17978 en cultivos de LB o LB con baja sal (0,5%) (<NaCl), agitados o sin agitar. Los
niveles de expresion de cada gen se determinaron con respecto al nivel de expresion de rpoB utilizado
como control interno. Los valores se muestran + las desviaciones estandar (n=3).

i LB sin agitar

LB agitado <NaCl agitado i <NaCl sin agitar

abal 0,003 + 0,001 | 0,017 0,013 0,002 + 0,001 0,038* + 0,001
abaR 0,016 + 0,000 | 0,014 + 0,006 0,019 £ 0,010 0,027* £ 0,003
bfmS 0,277 £ 0,018 | 0,163 + 0,099 0,156* + 0,032 0,208* + 0,031
csubD 0,032 £0,022 | 0,141* = 0,020 0,016 £ 0,001 0,263* + 0,026
pilT 0,005 + 0,002 | 0,000 + 0,001 0,002 * 0,000 - £0,000
gacS | 0,044 £0,006 | 0,042 % 0,015 0,058 + 0,005 0,034 + 0,008
h-ns 0,380 £ 0,236 | 0,281 + 0,082 0,601 £ 0,275 0,184 £ 0,261
blsA 0,012 £ 0,001 | 0,015+ 0,007 0,018 + 0,007 0,007 £ 0,010
adeB 0,013 + 0,002 | 0,008 + 0,005 0,008 + 0,001 0,010 £ 0,003

“-“: No amplificado.
*: significativo (prueba t de Student, P<0,05) frente al LB agitado.

Los resultados mostraron que las condiciones estaticas y especialmente las
condiciones estaticas en medio LB con baja sal, inducen significativamente (prueba t de
Student, P<0,05) la expresion de la sintasa de AHLs abal (aumento6 12,5 veces mas sus
niveles de expresion) (Figura 30A y tabla 5). Sin embargo, solo la reduccién de la sal en
el medio de cultivo no produjo ningin cambio en la expresion de abal en condiciones
de agitacion. La expresion del receptor abaR también aumenté significativamente
(prueba t de Student, P<0,05) en condiciones de baja sal sin agitacion. Ademas, el gen
csuD, una proteina de la membrana exterior necesaria para la biogénesis de fimbrias o
pili de tipo I y para la adherencia inicial a la superficie durante la formacion de
biopelicula (Tomaras et al. 2003, 2008, Clemmer et al. 2011, Luo et al. 2015), presento
un patrén similar de expresion al de la sintasa abal, aumentando significativamente
(prueba t de Student, P<0,05) su expresion en condiciones estaticas y limitadas por sal
(Figura 30B). La sensora quinasa bfmS del sistema de dos componentes bfmRS, la cual
juega un papel critico en la regulacion del pili de tipo I (Tomaras et al. 2008),
disminuyé su expresion de forma significativa en condiciones de baja sal en
comparacion con los cultivos de LB agitados, mostrandose mas receptiva a los cambios
ambientales (Figura 30). Por otra parte, el regulador global gacS y el represor global h-
ns involucrado en la sobre-produccion de la motilidad de Acinetobacter no modificaron
significativamente su expresion en estas condiciones, al igual que el receptor de luz azul
bIsA y el transportador multidrogas adeB de la bomba de eflujo de antibidticos AdeABC
de A. baumannii (Figura 30). Los niveles de amplificacion del gen pilT, necesario para
la retraccion de pili tipo IV (Clemmer et al. 2011), fueron minimos, por lo que no
permiten sacar ninguna conclusion.

7. Efecto de la adicion de sefiales de QS exdgenas

Decidimos estudiar el efecto de la sefial OHCI12-HSL sobre la expresion de
distintos genes de A. baumannii ATCC17978 relacionados con la virulencia, motilidad
y con el propio sistema de QS. De este modo, se realizo una PCR cuantitativa de genes
involucrados en dichas funciones a partir de ARN extraido de cultivos de 7 h,
suplementados o no con la seial desde el inicio del cultivo durante 7 h (AHL 7 h) y a
las 6 h de cultivo durante 1 h (AHL 1 h) (Figura 31).
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Figura 31. A) Expresion relativa a las 7 h de cultivo de los genes abaR, bfmsS, csuD, pilT, gacS, h-ns,
blsA'y adeB de A. baumannii ATCC17978 en cultivos de LB con OHC12-HSL (10 pM) ahadida al inicio del
cultivo (durante 7 h) o ahadida a las 6 h (durante 1 h). Los datos se representan normalizados a los
valores obtenidos de cada gen en el control sin AHL. Los valores se normalizaron con respecto a la
expresion del gen rpoB, utilizado como control interno. B) Los mismos datos se expresaron
normalizandolos respecto al control sin tratamiento de AHL. Las barras de error muestran las
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desviaciones estandar (n=3). (QQ) indica la actividad QQ demostrada en este trabajo y los asteriscos
indican la significacion frente al control (prueba t de Student, P<0,05).

Tabla 6. Niveles de expresion de los genes abaR, bfmS, csuD, pilT, gacS, h-ns, blsA y adeB en A.
baumannii ATCC17978 en cultivos de LB con OHC12-HSL (10 pM) ahadida al inicio del cultivo (durante 7)
h o a las 6 h (durante 1 h). Los niveles de expresion de cada gen se determinaron con respecto al nivel

de expresion de rpoB utilizado como control interno. Los valores se muestran + las desviaciones
estandar.

. Control (Sin AHL) AHL (7 h) AHL (1 h)
abaR 0,049 + 0,023 0,154* £ 0,008 0,058 £ 0,018
bfmS 0,584 £ 0,068 0,462 £ 0,205 0,388 + 0,002
csubD 0,114 £ 0,048 0,095 £ 0,022 0,045 £ 0,004
pilT 0,008 £ 0,007 0,001 £ 0,001 0,004 £ 0,004
gacS 0,062 + 0,014 0,045 £ 0,004 0,044%* + 0,010
h-ns 34,328 + 10,755 47,375 £ 2,553 32,888 + 6,564
blsA 0,045 £ 0,015 0,037 £ 0,000 0,034 £ 0,010
adeB 0,016 + 0,000 0,002%* £ 0,001 0,007 £ 0,005

*: significativo (prueba t de Student, P<0,05) frente al control

Como se observa en la figura 31, la adicion de la OHC12-HSL en el inicio del
cultivo produjo, como era de esperar, una induccion significativa (prueba t de Student,
P<0,05) del receptor de AHL abaR y un aumento de la expresion del represor global h-
ns. Sin embargo, al afiadir la OHC12-HSL a las 6 h durante 1 h de exposicioén con la
sefial, los niveles de expresion de ambos genes no sufrieron cambios. El resto de los
genes estudiados disminuyeron sus niveles de expresion en las dos condiciones, sin
embargo, solo la disminucion del gen adeB fue significativa (prucba t de Student,
P<0,05) al anadir OHC12-HSL al inicio del cultivo (Figura 31).
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Discusién

En las condiciones de cultivo utilizadas en este trabajo no pudo ser detectada
ninguna sefial de QS en ninguna especie ni aislado de Acinetobacter cultivado en
agitacion y solamente en cultivos estaticos fue posible detectar un complejo perfil de
AHLs (Tablas 2 y 3). Este hecho podria revelar una posible relacion entre el QS y las
condiciones que promueven la adherencia celular, debido al incremento de los niveles
de expresion de la sintasa abal, del receptor de AHLs abaR y del gen csuD, en estas
condiciones y en especial con baja concentracion de sal en A. baumannii ATCC17978.
La correlacion entre la produccion de AHLs en ATCC17978 y el crecimiento en
condiciones estaticas explica, ademas, que en estas condiciones se produzca un
incremento de las AHLs en los cultivos (Figura 26) y una mayor motilidad asociada a
superficie, descartando que la ausencia de la produccion de AHLs observada en los
cultivos agitados a lo largo de todo este trabajo esté causada por una rapida eliminacion
de las sefiales. Ademas, el patron de expresion similar de csuD y abal bajo condiciones
estaticas encontrado en este estudio, concuerda con la induccion de la expresion de
genes estructurales de pili, incluyendo csuD y el aumento de estructuras de tipo pili
alrededor de la bacteria cuando se afaden AHLs exdgenamente a A. baumannii
ATCC19606" (Luo et al. 2015). Sin embargo, como los propios autores afirman,
afiadieron una AHL no especifica del receptor abaR (C6-HSL) (Luo et al. 2015), por lo
que se podria estar subestimando el efecto producido.

Hasta lo que conocemos, este es el primer estudio donde se describe que las
condiciones de cultivo estaticas son necesarias para la deteccion de AHLs en una
especie bacteriana. Este hallazgo podria explicar la ausencia de AHLs en los
sobrenadantes de la mayoria de 55 aislados clinicos de Acinetobacter encontrado en un
trabajo previo, en los cuales solo C10 y C12-HSL fueron confirmadas en 5 y 2 aislados,
respectivamente (Anbazhagan et al. 2012). En otras bacterias como E. coli O157:H7 se
ha descrito el requerimiento de sefiales mecanicas para detectar la superficie de las
células del hospedador (Alsharif et al. 2015). Otro ejemplo es el de P. aeruginosa,
donde el QS es necesario, pero no suficiente para activar la virulencia (Siryaporn et al.
2014). De hecho, las células plancténicas de P. aeruginosa, aunque tengan activado el
sistema de QS, no presentan virulencia si no estan adheridas a una superficie (Siryaporn
et al. 2014). En P. aeruginosa se ha demostrado que los pili de tipo IV ademas de
participar en la adhesion y motilidad, pueden actuar como un sensor mecéanico de
superficie (Persat et al. 2015), requiriendo la adhesina de superficie PilY1 que detecta
sefales mecanicas de las superficies mediante el contacto entre la membrana celular
externa y la superficie del sustrato actuando como un mecanotransductor. En este caso,
la deteccion o percepcion de la superficie y el QS son vias independientes de
sefializacién que actlan conjuntamente para regular la expresion de los factores de
virulencia (Siryaporn et al. 2014). En A. baumannii ATCC17978, el operén csu y el
operéon de QS (AIS 0112-A1S 0119) se sobre-expresan en cé¢lulas aisladas de
biopelicula en comparacion con células planctonicas y en especial, el gen A1S 0114,
que codifica para una ACP esencial para la sintesis de AHLs, se expresa exclusivamente
en biopelicula mientras que se inhibe su expresion totalmente en células platonicas
(Rumbo-Feal et al. 2013). Para la activaciéon de ACP son necesarias la sintetasa acyl-
CoA (AIS 0112) y la deshidrogenasa acyl-CoA (A1S _0113) presentes en el mismo
operon. Recientemente se ha descrito que el gen A1S 0114 del operdn no solo resulta
en una menor produccion de biopelicula si no en una menor adherencia a células
epiteliales alveolares humanas, relacionando de nuevo el operon de QS con la
adherencia celular (Rumbo-Feal et al. 2017). Se ha sugerido que el operén de QS podria
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estar regulado por otros factores como el AMPc (Giles et al. 2015), por lo que podria
hipotetizarse que esta molécula funcionase como mensajera del hipotético sensor de
superficie. En P. aeruginosa un sistema de dos componentes denominado Chp regula
los pili de tipo IV, que actuan como mecanosensores de superficie, a la vez que regula el
AMPc (Persat et al. 2015). E1 AMPc a su vez, activa el QS, entre otros muchos genes, a
través del regulador de factores de virulencia Vfr (virulence factor regulator) (Persat et
al. 2015). Recientemente, en A. baumannii ATCC17978 se ha descrito el sistema de dos
componentes CheA/Y, homoélogo de los componentes CheA en E. coli y Chp de P.
aeruginosa (Whitchurch et al. 2004, Chen et al. 2017). En ATCC17978, este sistema se
ha relacionado con la motilidad y formacién de biopelicula, ya que un mutante de CheA
(A1S_2811) produce inhibicion de motilidad de superficie y pelicula en la interfase
aire-liquido y biopelicula (Chen et al. 2017). Estos autores sugieren ya que CheA podria
regular la produccion de motilidad y biopelicula mediante la regulacion del operon csu
y el operon de QS, ya que en A. baumannii la motilidad asociada a superficie no ha
podido ser asociada con la retraccion de pili de tipo IV (Chen et al. 2017). De hecho, la
transcripcion de abal y otros genes del operdon de QS y de csu disminuyen en el mutante
de CheA mientras que genes de pili de tipo IV no se encuentran afectados y la
biopelicula y la motilidad son restauradas cuando se afladen exdgenamente 100 uM de
OC10-HSL al mutante (Chen et al. 2017), especulando que este sistema podria estar
regulando el operon de QS a través de la regulacion de Abal (Chen et al. 2017). Sin
embargo, no se llego6 a analizar la produccion de AHLs en el mutante. A pesar de que se
desconoce si actia como un mecanosensor de superficie en Acinetobacter, la presencia
de éste o un mecanismo similar podria explicar el patron observado en la produccion de
AHLs exclusivamente en condiciones estaticas, aunque se necesitaria mayor
investigacion para poder determinarlo.

Los andlisis de HPLC-MS revelaron que OHC12-HSL es la sefial mayoritaria
encontrada en A. baumannii ATCC17978 asi como en A. nosocomialis M2, en coman
con la literatura publicada para M2 (Niu et al. 2008). En los aislados clinicos de A.
baumannii y de A. calcoaceticus también se identificaron grandes cantidades de
OHCI12-HSL en condiciones estaticas ademas de diferentes sefiales adicionales (Tabla
3). En A. nosocomialis ATCC17903", donde se identificaron anol y anoR como la
sintasa y receptor de AHLs, también se detectd mediante analisis espectrométricos la
secrecion de OH-dDHLSs en sobrenadantes extraidos (Oh y Choi 2015). Sin embargo, en
el aislado clinico A. baumannii S1, la sefial mayoritaria identificada fue la OHC10-HSL
y no la OHC12-HSL (Chow et al. 2014), sugiriendo una variacion intraespecifica
ademas de interespecifica de la produccion de sefiales de QS, como detectamos también
en nuestras cepas.

Aparte de OHCI2-HSL identificamos varias sefiales adicionales en menores
concentraciones. En el medio rico en nutrientes la OHC10-HSL fue la segunda sefial
mas abundante en ATCC17978 ademés de otras 5 seiales, mientras que en M2, C8-
HSL fue la sefial adicional més abundante seguida por cantidades pequenas de otras 6
AHLs (Tabla 2). Niu et al. (2008) observaron la presencia de varias AHLs en M2, en
extractos concentrados preparados a partir de cultivos de 500 mL, mediante
cromatografia de capa liquida con el biosensor A. tumefaciens traG-lacZ, que mas tarde
identificaron por HPLC-MS como OHCI2-HSL como la sefial prioritaria y cinco
sefiales adicionales en menor cantidad. Cuando sobre-expresaron la sintasa de abal en
E. coli identificaron OHC12, C10, C12 y OHC10 por HPLC-MS (Niu et al. 2008). Por
el contrario, en nuestros ensayos M2 presentd 7 sefiales adicionales de cadena larga y
corta, de las cuales 5 fueron diferentes (Tabla 2).
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Todo apunta a que existe una gran dificultad de asignar especificamente las sefiales
de QS a una especie en particular del género, ya que diversos estudios han descrito
variaciones en las sefales de QS producidas por especies de Acinetobacter spp. usando
diferentes especies y medios, encontrando en la mayoria de los casos mas de una AHL
coincidiendo con nuestros datos de HPLC-MS. Sobrenadantes de A. calcoaceticus
BD43 y de dos aislados clinicos de Acinetobacter produjeron 4 sefiales detectables en
cromatografia en capa liquida con diferente patron segin la especie y el medio de
cultivo (Gonzalez et al. 2001). En sobrenadantes de Acinetobacter junii BB1A se
detectaron AHLs derivadas de 3-oxo y 3-hidroxi mediante el biosensor A. tumefaciens
NTL4 (Sarkar y Chakraborty 2007). En un estudio acerca de 43 cepas de 20 especies
distintas de Acinetobacter, sus autores no pudieron asignar ninguna de las 3 sefales de
QS, que encontraron agrupadas en tres grupos cromatograficos distintos, a ninguna
especie del complejo ACB (Gonzélez et al. 2009). Sin embargo, otros autores sugirieron
que el complejo ACB produce, como rango distintivo del grupo, AHLs de cadena larga,
ya que no encontraron C4-C6 AHLs en ninguna de las 9 cepas ambientales y
hospitalarias de Acinetobacter sp. (Bitrian et al. 2012). Recientemente, se ha observado
distinto perfil de AHLs entre especies aisladas de suelo o del ambiente intrahospitalario,
produciendo estas tltimas mayor ntimero de sefiales (Erdonmez et al. 2017). C10, C12,
C14 y C16-HSL solo fueron identificadas en los aislados nosocomiales, sugiriendo un
papel de las AHLs de cadena larga en la virulencia de Acinetobacter spp. (Erdonmez et
al. 2017). En contraste con estos datos, en ATCC17978 y M2 hemos identificado
algunas AHLs de cadena corta, reforzando que el perfil de AHLs no puede ser utilizado
como un caracter taxonoémico o diferencial. Como indican varios autores, no encontrar
sefales de cadena corta en los cultivos de Acinetobacter sp. no significa que no las
produzca, sino que puedan estar degradandolas mediante mecanismos enzimaticos
impidiendo su deteccion (Chow et al. 2014, Erdonmez et al. 2017).

Cabe destacar, que tras las 17-24 h de cultivo, se observé una caida de la
produccion de todas las sefnales de QS tanto en A. baumannii ATCC17978 como en A.
nocosomialis M2. Ya se ha descrito una correlacion de la produccion de las sefiales de
QS con el tiempo del cultivo, detectando la méaxima produccion de sefiales en la fase
estacionaria (Gonzalez et al. 2001). La disminucion brusca de la produccion de QS
podria deberse a la presencia de QQ en Acinetobacter, actividad ya descrita en varias
especies del género a lo largo de la bibliografia y que se explicard detalladamente en el
siguiente capitulo.

Ademéds, también existe una variacion de la intensidad de la sefial entre especies
distintas ya descrita por otros autores (A. pittil produce senales de QS detectables en
solo 1 mL de sobrenadante de cultivo mientras en otras especies se necesitan entre 5 y
30 mL para identificarlas) (Bitrian et al. 2012). En este estudio se necesitaron
extracciones de 100 mL de sobrenadantes de cultivos para conseguir la identificacion de
cantidades del orden nanomolar de AHLs mediante HPLC-MS (Tabla 2). Estas
diferencias pueden depender de las condiciones y medios de cultivo. No obstante, estos
resultados contrastan con otras bacterias Gram-negativas donde el orden de produccion
de AHLs es bastante mayor: Edwarsiella tarda por ejemplo, produce hasta 4 pM de
OC6-HSL a las 24 h (Romero et al. 2014), Serratia liquefaciens, alrededor de 0,7 uM
de C4-HSL a las 24 h de cultivo (Remuzgo-Martinez et al. 2015). Hay que afiadir que
otros autores no fueron capaces de detectar senales de QS en Acinetobacter sp. C1010
mediante bioensayo con A. tumefaciens NT-1 (Kang et al. 2004) al igual que en distintas
cepas de Acinetobacter aisladas de lentes de contacto mediante C. violaceum y A.
tumefaciens A136 (Zhu et al. 2001), explicando nuestra falta de resultados con los
biosensores.
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En este trabajo observamos que el perfil de sefales detectado esta sujeto a un efecto
del medio de cultivo. En condiciones limitantes de nutrientes, observamos una
reduccion de las sefiales adicionales en ambas especies y en todos los aislados
analizados, en comparacion con el medio rico en nutrientes (Tablas 2 y 3). Sin embargo,
ATCC17978 y M2 producen cantidades similares de la AHL mayoritaria OHC12-HSL
en ambos medios. El efecto del medio de cultivo sobre la producciéon de AHLs en
Acinetobacter ya ha sido descrito en la bibliografia. Suplementando el medio de cultivo
con triptona al 1%, se produce una disminucidon en la concentraciéon de sefales
detectadas en los sobrenadantes de A. calcoaceticus BD43 y otros aislados clinicos de
Acinetobacter sp. (Gonzalez et al. 2001). Debido a que el medio LBM utilizado en este
trabajo tiene menor concentracion de triptona, de sal y de extracto de levadura, la baja
densidad celular alcanzada en las curvas de crecimiento especialmente en M2 (Figura 8)
podria ser una razon para explicar el menor nimero de AHLs identificadas en HPLC-
MS. Ademas, cuando reducimos solo la concentracion de la sal en el medio, la
produccion de AHLs se incrementa considerablemente en A. baumannii ATCC17978
(Figura 26), explicando que A. baumannii ATCC17978 presente una sobre-produccion
de motilidad asociada a superficie en estas condiciones (Figura 21). Las condiciones de
pH controlado aumentaron considerablemente la concentracion de sefiales de QS en
ATCC17978 siendo mas efectiva la posible recuperacion de las sefiales gracias al
mantenimiento del pH, aunque no evitaron la degradacion de las sefiales a partir de las
17-24 h. En M2, sin embargo, no se observo casi produccion de AHLs controlando el
pH del medio, aunque las curvas de crecimiento fueron bastante similares. Esta
observacion constituye una importante caracteristica diferencial con respecto al control
de la produccién de AHLs observado en ATCC17978. En Streptococcus mutans, el pH
acido puede alterar la expresion genética incluyendo el sistema de QS (Gong et al.
2009). Ademas, se ha especulado que la reduccion de sefiales de QS puede ocurrir por
cambios en la fluidez de la membrana celular debido a pH bajo, temperatura,
tratamiento a antibidticos u otros factores ambientales (Kang y Park 2010b). Esto podria
explicar la alteracion del perfil de AHLs en M2 en estas condiciones.

Hay que afiadir que no se detecté ninguna sefal en sobrenadantes de los mutantes
de las sintasas, ni de A. baumannii ATCC17978 ni de A. nosocomialis M2, tanto en
cultivos agitados o no, indicando que Abal es la unica sintasa responsable de la
produccion de AHLs en ambas especies en linea con los trabajos de autores anteriores
(Niu et al. 2008, Bitrian et al. 2012, How et al. 2015), o al menos aquella de mayor
relevancia, ya que no se puede descartar que existan otras bajo el control de Abal.
Distintos analisis de los genes abal y abaR revelaron la existencia de copias simples de
la sintasa y del receptor de AHLs con alta homologia de secuencia entre ellas y alta
similitud con la familia LuxI/R en diversas especies y aislados de Acinetobacter
(Bhargava et al. 2010, Bitrian et al. 2012, Anbazhagan et al. 2012, How et al. 2015).
Ademas, las sintasas de AHLs estan altamente conservadas mostrando un alto grado de
homologia entre especies ambientales y nosocomiales (How et al. 2015). Pero no se
podria descartar la existencia —poco probable- de una sintasa desconocida aguas abajo
de Abal, como ocurre en P. aeruginosa, aunque en este caso la mutacion de su sintasa
principal Lasl, no anula por completo la produccion de sefiales (Lee y Zhang 2015).
Coincidiendo con estos trabajos, los fragmentos amplificados de las sintasas de todas las
especies y aislados analizadas en este trabajo presentaron elevada homologia de
secuencia al igual que los de los receptores de AHLs (Figuras 14 y 15). A pesar de que
se ha postulado que otros tipos de AHL podrian ser sintetizados por Acinetobacter a
través de la accion de aciltransferasas (Niu et al. 2008), la secuencia completa de los
genomas de A. baumannii ATCC17978 y A nosocomialis M2 parece indicar que la
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sintasa abal y los genes del operon de QS podrian ser los unicos candidatos
involucrados en la produccion de diferentes AHLs (Smith et al. 2007, Carruthers et al.
2013). Un rasgo a destacar es la presencia de genes relacionados con la sintesis de
acidos grasos colocados aguas arriba y aguas abajo de las regiones de los homologos
de abal/abaR (Kang y Park 2010a, How et al. 2015). Esto podria indicar el uso de
metabolitos de la maquinaria biosintética de acidos grasos como precursores del anillo
lactona y del grupo acilo de la AHL en estas especies (Val y Cronan 1998, How et al.
2015). El elevado nimero de AHLs confirma la baja especificidad de sustrato de la
sintasa de AHLs abal (Niu et al. 2008, Bitrian et al. 2012). Ademas, la razon de la
produccion de diversas AHLs atn se desconoce. Estos patogenos podrian usar ciertas
AHLs dependiendo de las funciones bacterianas que desempeiien, lo que explicaria el
complejo perfil de AHLs en especies de Acinetobacter. A pesar de que se ha especulado
que OHCI12-HSL es la sefial especifica de QS del receptor de AHLs en A. oleivorans,
denominado AqgsR (Kim y Park 2013), las especies de Acinetobacter podrian estar
usando sus sefales de QS adicionales para interactuar con otras bacterias con el objetivo
de adquirir ventajas competitivas o para regular la expresion de diferentes genes
dependiendo de la unioén con una u otra AHL. Un ejemplo es la comunicacion cruzada
que realiza A. nosocomialis M2 con P. aeruginosa gracias a la flexibilidad de los
receptores AbaR y LasR a AHLs de 12 carbonos (Bhargava et al. 2012). El receptor
abaR de A. nosocomialis M2 es capaz de responder a AHLs autdlogas o heter6logas, las
cuales pueden diferir en su estructura quimica, de modo que AHLs de cadena larga,
propias o no, son capaces de restablecer la arquitectura de la biopelicula del mutante
Aabal en esta especie (Bhargava et al. 2014). Del mismo modo, Acinetobacter podria
utilizar las distintas AHLs que produce como agonistas o antagonistas del receptor abaR
para modular distintas funciones. Otra hipdtesis podria ser que estos patégenos regulen
la expresion de genes de virulencia integrando la informacién a partir de las distintas
sefales, sin descartar que existan otros receptores/sensores para estas AHLs adicionales
que no sean de tipo LuxR.

La disponibilidad de nutrientes modifica drasticamente el patron de motilidad de
Acinetobacter (Figuras 17, 20 y 21). A. baumannii ATCC17978 presenta un patrén
ramificado en tentidculos en condiciones de motilidad permisivas. Este patron de
motilidad arborescente de Acinetobacter creando canales en el medio semisolido habia
sido asociado a un efecto fisico provocado por el tipo y porcentaje de agar, ademas del
tipo de nutrientes utilizados (Barker y Maxted 1975). Las diferencias de motilidad en
superficie observadas en este trabajo, entre medios con diferente disponibilidad de
nutrientes, ya ha sido observada en ATCC17978 que presentd distintos patrones de
motilidad en LB y en el medio M9 (medio minimo de sales) suplementados con agarosa
(McQueary et al. 2012). Igualmente, la limitacion del hierro en el medio de cultivo
inhibe la motilidad en A. baumannii ATCC17978 en placas de LB con 0,25% de agar
(Eijelkamp et al. 2011), apoyando la importancia del medio de cultivo en la motilidad
en esta especie. Las discrepancias entre los fenotipos de motilidad observados derivados
de los cambios en la disponibilidad de nutrientes podrian indicar cambios en la
produccion de moléculas asociadas a motilidad, incluyendo LPSs y exopolisacaridos
(McQueary et al. 2012, Skiebe et al. 2012), asi como la poliamina DAP que tiene un
papel crucial en la motilidad de este patégeno y ha sido asociada a tolerancia a
desecacion en A. baumannii (Skiebe et al. 2012).

Coincidiendo con la concentracion idonea de agar para caracterizar la motilidad
establecida en este capitulo (0,25%) (Figura 17): otros autores tampoco observaron
motilidad en A. baumannii ATCC17978 con agar a mayores porcentajes (Eijelkamp et
al. 2011Db). El efecto del tipo de agar ya fue descrito por otros autores que observaron
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que la agarosa frente al agar granulado o el agar Noble propiciaba mayor motilidad en
diferentes aislados de A. baumannii (McQueary et al. 2012). Del mismo modo,
Clemmer et al. (2011) describieron variaciones en el fenotipo motil de A. nosocomialis
M2 segun el tipo de agar utilizado, pero al contrario que nuestros resultados de M2
(Figura 17), en el medio bajo en nutrientes el fenotipo ramificado fue observado en agar
Difco y el expandido en agar Eiken (Clemmer et al. 2011). Aunque el contenido de sal
en el agar Difco es alrededor de 3,5 veces mayor que en el agar Eiken (1,75% de
contenido de cenizas), esta diferencia no podria explicar los cambios observados en la
motilidad, ya que la concentracion utilizada en los ensayos (0,25%) no produce un
aumento considerable de la salinidad del medio. Una mejor humectabilidad del agar
Eiken, la cual ayudaria a que la bacteria se adhiera o se deslice sobre la superficie
semisolida sin repelerse, o la presencia de compuestos especificos en el agar que
induzcan la motilidad bacteriana, podrian ser explicaciones mas plausibles (Clemmer et
al. 2011).

Entre los componentes del medio de cultivo utilizado en ensayos de motilidad con
A. baumannii ATCC17978 en este trabajo, la sal fue la principal responsable del cambio
de fenotipo motil en esta especie, promoviendo una sobre-produccion de motilidad
cuando estd a baja concentracion en el medio, estando asociada a un claro incremento
de AHLs en estas condiciones (Figura 26). Mientras que en M2 la triptona, principal
componente del medio, y no tanto la sal fue la que produjo la variacion del patron de
motilidad del medio rico al fenotipo ramificado en tentaculos en el medio limitado por
nutrientes (Figura 21).

A pesar de que la exposicion a la sal induce una cascada reguladora que resulta en
ultimo término en una menor susceptibilidad a los antibidticos en A. baumannii, un
ambiente salino podria inducir una respuesta a estrés en esta bacteria y acabar
impidiendo su motilidad (Hood et al. 2010, McQueary et al. 2012). Sin embargo, la
sustitucion de la sal por la sacarosa produjo un efecto inhibitorio similar sobre la
motilidad de Acinetobacter (Figura 22, tabla 4), sugiriendo que las condiciones de alta
osmolaridad y no simplemente la fuerza ionica del medio de cultivo, bloquean la
motilidad asociada a superficie en esta bacteria. En Vibrio cholerae la alta osmolaridad
del medio también activa la formacién de biopelicula y reprime la motilidad a través del
regulador, OscR (osmolarity controlled regulator) que modula la transcripcion de genes
relacionados con estos procesos de forma directamente proporcional a la salinidad
(Shikuma y Yildiz 2009), sugiriendo que la osmolaridad del medio puede estar actuando
como una sefial ambiental clave para regular el estilo de vida en estos patdgenos.

La motilidad en superficie de A. baumannii y A. nosocomialis también se vio
afectada de manera distinta por mutaciones en sintasas de AHLs y estrategias de QQ. El
mutante Aabal en A. baumannii ATCC17978 fue incapaz de migrar sobre medio
semisdlido en ninguna condicién y en ninguno de los ensayos realizados en este estudio
(Figuras 17, 20, 21 y 24), indicando claramente una influencia del QS sobre la motilidad
en esta especie. Ademas, la adicion de la AHL mayoritaria de A. baumannii (OHC12-
HSL) restaurd el fenotipo motil en el mutante Adabal de ATCC17978 (Figura 20),
confirmando esta hipotesis. Concordando con este resultado, la suplementacion de
OHCI12-HSL al cultivo, activé significativamente los niveles de expresion del receptor
de AHLs abaR en A. baumannii ATCC17978 (Figura 30). Varios estudios previos
también apoyan una relacion entre el sistema de QS dependiente de AHLs y la
motilidad en A. baumannii. En un analisis del transcriptoma de una variante de A.
baumannii ATCC17978 con sobre-produccion de motilidad (ATCC17978hm), que
presenta interrumpido el gen hns que codifica para la proteina reguladora de tipo histona
H-NS, se observé un gran aumento de la expresion de la sintasa abal y del receptor de
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AHLs abaR en comparacion con la cepa silvestre (Eijkelkamp et al. 2013). Ademas,
analisis bioinformaticos revelaron que los genes del operon de QS son dianas
potenciales del represor global H-NS (Eijkelkamp et al. 2013). Asimismo, los mutantes
de los genes AIS 0112 (acil-CoA sintetasa) y AlS 0115 (sintasa de péptidos no
ribosomales), que forman parte del operon de QS, resultaron en la inhibicion de la
motilidad en ATCC17978 (Giles et al. 2015). Por el contrario, el mutante dabal de A.
nosocomialis M2 present6 en todos los experimentos una motilidad similar a la cepa
parental en las condiciones utilizadas en este trabajo (Figuras 17, 20, 21 y 24). Aunque
estos resultados contradicen la alteracion de motilidad observada para diferentes
mutantes en el sistema de QS en A. nosocomialis en trabajos previos (Clemmer et al.
2011, Oh y Choi 2015), posiblemente esta discrepancia se deba a diferencias en las
condiciones del ensayo, particularmente la temperatura utilizada. Asi una reduccion de
temperatura de 37°C a 30°C en los experimentos de motilidad en medios con baja sal
demostré que el sistema QS dependiente de AHL también estd involucrado en la
regulacion de este fenotipo en M2 (Figura 23).

La inhibicion de QS representa una interesante estrategia antipatogénica para el
control de infecciones bacterianas (Romero et al. 2015) y en las ultimas décadas la
atenuacion de virulencia bacteriana mediante la aplicacion de enzimas de QQ ha
centrado los esfuerzos de numerosos grupos de investigacion. En relacion al género
Acinetobacter, existen varios trabajos que exploran la utilizacion de estrategias de QQ
para el control de su patogenicidad. Un ejemplo es el uso de lactonasas de AHLs para
impedir la formacion de biopelicula de A. baumannii (Chow et al. 2014, Zhang et al.
2017). Analogos de AHLs también pueden atenuar el QS en A. nosocomialis M2, asi
como AHLs que pueden bloquear el receptor de AHLs. Entre ellos, el antagonista mas
potente de abaR encontrado en ese trabajo, OC8-HSL, inhibe fuertemente la motilidad
(Stacy et al. 2012). Analogos de AHLs que contienen triazol mostraron actividad
agonista o antagonista de QS en la especie M2 (Stacy et al. 2013). La actividad QQ de
Glycyrrhiza glabra, relacionada con la produccion de flavonoides, disminuye la
expresion de abal al mismo tiempo que atenua la virulencia regulada por QS de A.
baumannii (Bhargava et al. 2015). En nuestro caso, la adicion de la lactonasa de QQ
Aii20] al medio, tras previa confirmacion de su capacidad de degradacion de las AHLs
mayoritarias producidas por A. baumannii (Figura 19), inhibi6 por completo la
motilidad de ATCC17978 (Figuras 20, 21, 24 y 25), reafirmando el papel clave del QS
en la motilidad de esta especie. Sin embargo, este efecto se vio enmascarado en medio
con baja sal (Figuras 21 y 25) donde probablemente la concentracién de enzima
utilizada no pudo contrarrestar el efecto de sobre-produccion de motilidad producido
por la baja concentracion de sal y derivado de la alta producciéon de AHLs en baja NaCl
(Figura 26). Por el contrario, la furanona C-30 usada como referencia de un inhibidor de
QS (Givskov et al. 1996), no produjo ningun efecto en ninguna especie ni condicion
sugiriendo que este antagonista de receptor de AHL tipo LuxR no compite de forma
eficiente con OHC12-HSL por el sitio de unién de AbaR y por tanto su efecto no es lo
suficientemente potente comparado con el efecto de degradacion de sefial de Aii20J. En
cuanto a A. nosocomialis M2 y en conformidad con el efecto de la mutacion de la
sintasa abal sobre la motilidad en esta especie, ni la enzima de QQ Aii20J, ni la
furanona, modificaron el fenotipo de motilidad de esta especie sobre medio semisélido
en ensayos a 37°C. Indicando una vez mas que, al menos en estas condiciones, debe
haber otros factores influyendo en la regulacion de la motilidad de esta especie aparte
del QS.

Por otra parte, la variacion intraespecifica e interespecifica de la motilidad asociada
a superficie que observamos entre los distintos aislados estudiados en este trabajo no se
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puede atribuir a los distintos perfiles de AHLs, ya que aislados que no presentaron
motilidad también presentaron OHC12-HSL entre otras sefiales. De acuerdo con la
teoria de que el receptor de AHLs pueda usar otras sefiales aparte de la OHC12-HSL, es
posible que intervengan otras AHLs producidas por Acinetobacter en la produccion y/o
modulacion de la motilidad asociada a superficie. De todas formas, en la mayoria de
ellos, el QS desenvuelve un papel importante en el desarrollo de la motilidad asociada a
superficie, ya que la enzima de QQ A1i20J presenta un efecto inhibitorio de la motilidad
en la mayor parte de los aislados de A. baumannii y en el aislado de A. calcoaceticus
(Figura 29), apoyando la viabilidad de la utilizacion del QQ como una estrategia de
control de la virulencia de este género.

El mutante dadeB presentd un aumento de la capacidad motil respecto a la cepa
parental, con migracion en todos los medios utilizados, modificando ademas su patréon
de motilidad en cada uno de ellos. Ademas, respondio al QQ de A1i20J al igual que la
cepa parental en todos los casos, salvo en el medio con baja sal, en el cual también se
produce un fenotipo con sobre-produccion de motilidad que la actividad de A1120J no es
capaz de contrarrestar (Figuras 27 y 28). Esto podria explicarse con la teoria que
relaciona las bombas de eflujo de antibidticos y el QS, ya que en la cepa parental estaria
permitiendo el paso de la OHC12-HSL con prioridad a otras AHLs y en el mutante de la
bomba podria estar modificada esta selectividad en la membrana, el mutante dadeB no
expulsaria las AHLs permitiendo la unioén del receptor con otras AHLs inespecificas
aumentando los niveles de motilidad sin regulaciéon ninguna y explicando la mayor
capacidad de migracion que la cepa parental (Figura 27). Por otra parte, el mutante
AadeB presenta un perfil de AHLs con menor numero de sefiales de QS adicionales y a
menor concentracion que la cepa parental, lo que podria apoyar que las AHLs se queden
en el interior de la célula debido al fallo de la bomba de eflujo y no sean detectables en
el sobrenadante (Tabla 3). Ademads, cuando se anade OHC12-HSL al inicio del cultivo,
los niveles de expresion del gen adeB disminuyen significativamente (Figura 31),
pudiendo explicar que cuando hay suficiente concentracion de la AHL especifica del
receptor AbaR en comparacidon con otras, la bomba de antibidticos podria dejar de
expresarse. Recientemente se ha descrito que los niveles de expresion de los genes adeA
y adeB de la bomba de antibidticos AdeABC disminuyeron en el mutante de la sintasa
abal de A. baumannii AbS, recuperando su expresion normal al afiadirle OHC12-HSL
de manera exogena (Dou et al. 2017), indicando una relacion contraria a la observada en
este trabajo. El mutante dadeB podria estar usando las AHLs adicionales no especificas
del receptor abaR de A. baumannii ATCC17978, que sean capaces de activar el sistema
de QS, amplificando su efecto sobre la motilidad en esta especie, como se ha visto que
un mutante mexB de la bomba MexAB-OprM de P. aeruginosa responde a AHLs
producidas por Vibrio anguillarum distintas de las que normalmente en su sistema de
QS (Minagawa et al. 2012).

En trabajos anteriores se habian observado variaciones en motilidad de A.
baumannii ATCC17978 tras exposicion de cultivos a luz azul, siendo este efecto
dependiente de la temperatura de incubacion, ya que solo se produce la inhibicion a
24°C, a través de la proteina fotorreceptora BlsA, pero independiente de un efecto sobre
la viabilidad o crecimiento del cultivo (Mussi et al. 2010, Golic et al. 2013). Otros
autores también encontraron inhibicion de motilidad por luz azul en otras cepas
pertenecientes al complejo ACB, sugiriendo esta caracteristica como particularidad del
grupo (Bitrian et al. 2012). En contraste con estas observaciones, la exposicion a luz
azul no afect6 a la motilidad asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 en
ninguna de las condiciones ensayadas en este trabajo (Figura 24). Unicamente a 25°C, la
luz azul inhibi6 totalmente la motilidad de A. nosocomialis M2 en el medio rico en
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nutrientes aunque promoviéndola ligeramente en LBM. La disminucion del crecimiento
de la bacteria a 25°C podria estar subestimando el efecto de la luz azul a menores
temperaturas, explicando que no se produjesen cambios en esta condicion. Ademas, no
se observaron cambios en los niveles de expresion de bISA en las condiciones que
promueven la produccion de sefiales de QS (Figura 30), por lo que tampoco se puede
relacionar directamente este gen con el QS.

La exposicion al inhibidor de pili tipo IV virstatina no produjo ningtin efecto sobre
la motilidad asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 en las condiciones
estudiadas en este capitulo (Figura 25), a pesar de que esta molécula habia sido descrita
anteriormente como un agente bloqueante de la migracion en superficie debido a una
inhibicidon de biogénesis de pili en esta especie (Nait Chabane et al. 2014b, Oh y Choi
2015), aunque algunos autores han propuesto que la virstatina podria interaccionar
directamente con el receptor de AHLs (Oh y Choi 2015, Nicol et al. 2018). Por otra
parte y coincidiendo con los resultados de un estudio anterior (Eijelkamp et al. 2011b),
no se observé motilidad twitching, un tipo de migracion dependiente de pili tipo IV, en
ninguna condicidn ensayada en este estudio (diferentes tipos de agar/agarosa y/o medios
de cultivo) en A. baumannii ATCC17978 (datos no mostrados). Por ¢l contrario A.
nosocomialis M2 alcanzé alrededor de 1 cm de diametro de twitching en placas de
agarosa 1% (datos no mostrados), coincidiendo con los datos obtenidos para esta
especie en un estudio previo (Harding et al. 2013). Estos resultados en conjunto podrian
indicar que la motilidad en superficie semisélida de Acinetobacter no depende
unicamente de pili. Es necesario sefalar que en este trabajo la virstatina se afiadio
directamente al indculo bacteriano y no al medio de cultivo semiso6lido de las placas
como en estudios anteriores (Figura 25). Esto se hizo con el objetivo de comparar el
efecto de este inhibidor con el de la lactonasa de AHL Aii20J cuya limitacion en
concentracion no permitid su incorporacion al agar en placa. En cualquier caso, estos
resultados indican un mayor potencial en el control de motilidad de Acinetobacter
mediante estrategias de bloqueo de QS que las directamente implicadas en inhibicion de
formacion de pili. Los resultados de este estudio demuestran, que al afiadir virstatina al
medio de cultivo de A. baumannii ATCC17978, la producciéon de AHLs no se ve
afectada (Figura 26) descartando por tanto un efecto de esta molécula sobre la sintesis
de estas sefiales, al menos en las condiciones ensayadas. En un estudio previo con los
aislados clinicos de A. baumannii estudiados a lo largo de este trabajo, se encontro, de
entre varios genes relacionados con la motilidad y la virulencia de Acinetobacter spp.,
una correlacion positiva entre la sobre-expresion del gen pilT y el QS asi como su
asociacion con la motilidad en superficie, como resultado del decrecimiento de sus
niveles de expresion al afiadir al cultivo la lactonasa Aii20J en condiciones donde la
enzima Ai1i20J inhibié la motilidad (Lépez et al. 2017). Como ya se ha descrito
previamente, el requerimiento de pili de tipo IV en la motilidad asociada a superficie es
controvertido, ya que otros autores observan que el pili tipo IV (entre ellos pilT) no es
necesario para la motilidad asociada a superficie (Harding et al. 2013).

No obstante, bajo las condiciones realizadas en este estudio, solo se obtuvo una
minima amplificacion de pilT en las condiciones de cultivo propicias para la produccion
de AHLs en ATCC17978 y del resto de los reguladores y genes relacionados con la
motilidad, no se pudo establecer ninguna relacion con las condiciones que permiten la
produccion de AHLs. Seria necesario realizar un andlisis de la expresion de todos estos
genes a lo largo de la curva de crecimiento de A. baumannii ATCC17978, para
determinar cémo varia la expresion en relacion con el tiempo y en cada condicion de
cultivo, asi como cuantificar los niveles de expresion de estos genes en las placas de
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motilidad, para poder correlacionarlos con la produccion del perfil de sefiales de QS
encontrado.

En resumen, en este capitulo demostramos que A. baumannii ATC17978 produce
AHLs solamente en condiciones estaticas, indicando una posible relacion entre las
condiciones que promoverian la adherencia celular y la produccion de sefiales de QS en
este patégeno. Del mismo modo, demostramos que el QS estd involucrado en la
produccion de motilidad asociada a superficie de esta especie, a diferencia de M2, al
menos en las condiciones probadas, y que inhibidores de QS, como la enzima de QQ
Ai1i20J, podrian utilizarse para el control de este fenotipo de virulencia.
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CAPITULO 2. Quorum quenching en A. baumannii.

Antecedentes

Los resultados del capitulo 1 indicaron la posible existencia de actividad QQ como
moduladora de la produccion de AHLs en A. baumannii ATCC17978 asi como en A.
nosocomialis M2, que explicaria el descenso de la concentracion de AHLs en fase
estacionaria incluso en condiciones de pH controlado. La presencia de QS y QQ en una
misma bacteria ya ha sido mencionada en la literatura, como Agrobacterium
tumefaciens, que produce OC8-HSL (oxooctanoil homoserin lactona) a la vez que
contiene dos lactonasas degradadoras de AHLs, AiiB y AttM, actuando esta ultima
contra OC8-HSL cuando es activada por sefiales de inanicién (Zhang et al. 2002, Uroz
et al. 2009). Corroborando esta hipotesis, durante la realizacion de este trabajo se ha
descrito gracias a estudios de transcriptomica, la existencia de una enzima perteneciente
a la familia de las o/ hidrolasas con actividad QQ en varios aislados de A. baumannii,
que se sobre-expresa al afadir OC12-HSL (oxododecanoil homoserin lactona) a los
cultivos de manera exogena (Lopez et al. 2017), aunque €sta no es la sefial mayoritaria
de A. baumannii como demostramos en el capitulo anterior. Adicionalmente, en ese
estudio se sugiere una asociacion entre la presencia de AidA y la ausencia de motilidad
asociada a superficie mediada por AHLs (Lopez et al. 2017). Ademas de AidA, solo se
han descrito dos enzimas con actividad QQ demostrada en el género Acinetobacter. Una
de ellas es AmiE, con actividad de tipo acilasa en Acinetobacter sp. Oo0i24, una cepa
aislada del lodo activado de una planta de tratamiento de residuos que presenta
actividad QQ contra AHLs de cadena larga (Ochiai et al. 2014), y la otra es AidE con
actividad de tipo lactonasa en Acinetobacter sp. 77 (Liu et al. 2017).

Ademéds de estas 3 enzimas con actividad QQ comprobada, existen varios estudios
en la bibliografia que demuestran la presencia de actividad QQ en aislados ambientales
del género Acinetobacter, siendo capaces de degradar distintas AHLs, aunque sin
identificar las enzimas responsables de su actividad. Acinetobacter sp. C1010, aislada
del suelo, es capaz de degradar C6-HSL (hexanoil homoserin lactona) y C8-HSL
(octadecanoil homoserin lactona), mediante la accion de una enzima que ain estd sin
identificar (Kang et al. 2004). En Acinetobacter sp. GG2, una cepa asociada a la
rizosfera de jengibre (Zingiber officinale), también se demostro la coexistencia de QS y
QQ mediante lactonolisis de las AHLs (Chan et al. 2011). Distintos autores describieron
distintas secuencias con posible actividad QQ en este género, como la enzima
intracelular de Acinetobacter sp. HMS-1, una cepa aislada de aguas residuales (Kim et
al. 2014). En el genoma de la cepa A. baumannii A155 se encontraron dos secuencias
que codificarian dos enzimas putativas de tipo lactonasa, la Y2-AiiA y la YtnP (Arivett
et al. 2015), coincidiendo esta ultima por homologia de secuencia con las presuntas
lactonasas de AHLs de los genomas de la cepa multirresistente a antibioticos A.
baumannii AYE, de la cepa sensible a antibidticos A. baumannii SDF y de la especie
ambiental Acinetobacter baylyi, que se identificaron como candidatas en una busqueda
de enzimas de QQ en estas cepas/especies (Vallenet et al. 2008). Otros autores
describieron una secuencia de lactonasa putativa de AHLs en Acinetobacter sp. DR1
(Kang y Park 2010a), que se corresponde a su vez, con la Y2-AiiA de A. baumannii
A155. Al comenzar este capitulo, desconociamos la existencia de QQ en A. baumannii
ATCC17978, por lo que se decidi6 investigar la presencia de QQ en esta especie con la
hipotesis de que la degradacion enzimatica de sefhales de QS podria ser la causa de la
caida de la concentracion de OHC12-HSL observada en el primer capitulo. Debido a la
existencia de referencias de multiples enzimas con esta actividad en el género y a que
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una revision de los andlisis de la capacidad QQ de los aislados clinicos publicados por
Lopez et al. (2017) revelo la existencia de actividad QQ en el aislado clinico de A.
baumannii Ab7, que carece de la secuencia AidA, al igual que A. nosocomialis M2, se
consider6 la hipdtesis de la posible existencia de mas de una enzima degradadora de
AHLs en A. baumannii, por lo que ¢l objetivo de este capitulo fue analizar y caracterizar
la capacidad de degradacion de sefiales de QS en A. baumannii ATCC17978 e
investigar la existencia de diversos enzimas responsables de dicha actividad.
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Resultados

1. QQ en A. baumannii ATCC17978 y en A. nosocomialis M2

En primer lugar, se investigd si A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y
los mutantes respectivos de la sintasa de AHLs abal tenian actividad QQ, ademas del
mutante dadeB de ATCC17978, realizando un bioensayo de inhibicion de activacion de
violaceina usando células vivas.

Control

A. baumannii ATCC1798

Aabal (ATCC17978)

A. nosocomialis M2

Aabal (M2)

AadeB (ATCC17978)

N
[S—Y
N

Figura 32. Capacidad de degradacion de las sefales C6 y C12-HSL por células vivas de A. baumannii
ATCC17978, de A. nosocomialis M2, de sus respectivos mutantes de la sintasa de AHLs abal (Aabal) y del
mutante AadeB de A. baumannii ATCC17978, medida mediante bioensayo de inhibicion de produccion de
violaceina. Las sefales (10 pM) se expusieron durante 24 horas a la accion de células vivas procedentes
de cultivos en fase estacionaria (24 horas), en agitacion. Como control negativo se utilizd PBS 6,7 pH
con la misma concentracién de cada sefal.

Ambas especies fueron capaces de degradar la sefial de C12-HSL en célula viva al
igual que los mutantes de las sintasas, indicando que la mutacion en las sintasas no
influye en la capacidad de degradar AHLs de Acinetobacter. Sin embargo, ninguna
cepa/especie fue capaz de degradar C6-HSL (Figura 32), revelando una actividad de QQ
especifica para AHLs de cadena larga. EI mutante del componente principal de la
bomba AdeABC (dadeB) también presento actividad QQ contra C12-HSL, indicando
gue la mutacion de la bomba no interfiere en la capacidad de degradacion de AHLs en
este patdgeno. Es importante resefiar que las células se produjeron en agitacion, aunque
no podemos concluir que la actividad QQ esté presente en cultivos agitados ya que
podrian expresarse durante las 24 h del ensayo de degradacion.

Adicionalmente, se evalud la actividad QQ contra C6 y C12-HSL en célula viva del
resto de los aislados clinicos de A. baumannii y de A. calcoaceticus (AC3) (Figura 33).
Tras 24 h de exposicion de las sefiales, todos los aislados clinicos de A. baumannii y A.
calcoaceticus presentaron actividad QQ contra la sefial de cadena larga al igual que A.
baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2. En cuanto a la sefial de cadena corta,
ninguna especie/aislado fue capaz de inhibir la produccion de violaceina.
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Figura 33. Actividad QQ contra las sefales C6 y C12-HSL (10 uM) de las células vivas de los aislados
clinicos de A. baumannii Ab1, Ab2, Ab4, Ab5, Ab6, Ab7 y Ab8 y del aislado de A. calcoaceticus (AC3),
medida mediante bioensayo de inhibicion de violaceina en medio sélido tras 24 h con las sehales con los
biosensores C. violaceum CV026 y VIR07 respectivamente. El PBS mezclado con la sefal correspondiente
se us6 como control negativo.

Una vez confirmada la existencia de actividad QQ en célula viva de A. baumannii
ATCC17978, A. nosocomialis M2 y de los mutantes respectivos de las sintasas de
AHLs, decidimos analizar en mayor profundidad si esta actividad QQ podria ser la
responsable del brusco descenso de la produccién de AHLSs en este patdgeno observado
en el capitulo 1, determinando si la actividad QQ se modificaba a lo largo de la curva de
crecimiento. En primer lugar, se realizaron extractos celulares de A. baumannii
ATCC17978 y A. nosocomialis M2 a partir de 5 mL de los cultivos estaticos utilizados
para las cinéticas de produccion de AHLs de ambas especies en el capitulo anterior
(Figura 8), recogidos a distintas horas de la curva de crecimiento (6, 12, 17, 24, 36 y 48
h) en medio LB y en el medio LB tamponado con PIPES (200 mM, pH 6,0) para
prevenir la posible lactonolisis espontanea de las sefiales (Yates et al. 2002). Los
extractos se prepararon en un volumen de PBS (pH 6,7) igual al volumen de
cultivo centrifugado. Se analizo la capacidad de degradacion de los extractos de ambas
especies en un ensayo de inhibicion de produccion de violaceina contra las sefiales C6 y
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C12-HSL con los biosensores de Chromobacterium violaceum CV026 y VIRO07,
respectivamente.

Con el objetivo de poder detectar la posible presencia de actividad QQ en las
muestras obtenidas al principio de la curva de crecimiento, mucho menos concentradas,
se prepararon extractos mas concentrados a partir de 50 mL de cultivo resuspendidos en
1,5 mL de PBS (pH 6,7), recogidos en los mismos tiempos de la curva de crecimiento,
en los cuales se analizo la actividad QQ contra la sefial AHL de cadena larga (Figura
34).
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Figura 34. Actividad de degradacion de las AHLs C6 y C12-HSL (10 puM) en los extractos celulares
cultivados en LB o en LB con pH controlado con tampén PIPES (LB PIPES) (200 mM, pH 6,0) de A.
baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2 recogidos a distintos tiempos de la curva de crecimiento (6,
12, 17, 24, 36 y 48 h) en cultivos estaticos, medida mediante bioensayo con los biosensores C. violaceum
CV026 y VIRO7 respectivamente. Las sefales se expusieron a los extractos durante 24 h. Ademas, para
C12-HSL se muestra la actividad presente en extractos concentrados en LB con pH controlado -LB-PIPES
(concentrados)-. Los pocillos de los extractos con actividad QQ presentan ausencia del pigmento
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violaceina debido a la degradacion de la AHL. Como control negativo se utilizd la AHL en PBS tratada de
la misma forma y resultando en la produccion de la coloracion violeta.

Como muestran los resultados obtenidos, en relacion a la AHL de cadena corta,
ninguno de los extractos fue capaz de degradar la sefial C6-HSL a ningun tiempo de la
curva de crecimiento (Figura 34).

Se detectd presencia de actividad QQ en extractos celulares de A. baumannii
ATCC17978 y A. nosocomialis contra C12-HSL a partir de las 24 h de cultivo en medio
LB (Figura 34), siendo capaces de inactivar la sefial inductora de la produccion de
violaceina, corroborando que ambas especies degradan preferiblemente AHLs de
cadena larga y que su actividad QQ podria ser responsable de la drastica disminucion de
la produccion de sefiales de QS en sobrenadantes de ATCC17978 y M2 de cultivos
estaticos observada en el anterior capitulo (Figura 8). En condiciones de pH controladas,
sin embargo, M2 no present6 actividad QQ antes de las 36 h de crecimiento en contraste
con A. baumannii ATCC17978, en la cual a partir de las 24 h de cultivo tamponado
empez6 a degradar la sefial (Figura 34). Tal como describimos en el capitulo 1, la
produccion de la AHL mayoritaria (OHC12-HSL) fue mucho mayor en A. baumannii
ATCC17978 cuando se control6 el pH del medio de cultivo (Figura 8). Sin embargo, en
A. nosocomialis M2 al controlar el pH las sefiales de QS identificadas mediante HPLC-
MS se produjeron a bajisima concentraciéon (Figura 8), lo que explicaria que en
condiciones de pH controladas exprese menos enzimas de degradacion de AHLs y en
consecuencia, M2 presente menor actividad QQ en pH controlado como observamos en
la figura 34.

Los extractos mas concentrados permitieron detectar actividad QQ mas temprano
en M2, en la cual comenzaron a degradar C12-HSL mucho antes en la curva de
crecimiento (12 h), indicando que estd presente mas temprano aunque a menor
concentracion.

Un segundo experimento, ya centrandonos en la especie de interés A. baumannii
ATCC17978 y en vista de la gran influencia observada de las condiciones de cultivo
sobre la concentracion de AHLs en Acinetobacter spp. a lo largo del anterior capitulo,
también analizamos la actividad QQ de A. baumannii ATCC17978 en sobrenadantes
filtrados y extractos celulares concentrados a 5X realizados a partir de cultivos agitados
y no agitados en el medio de cultivo LB y LB con menor concentracion de sal (0,5%) en
distintos puntos de la curva de crecimiento. Descartamos la condicion del control del pH
del medio, ya que a igual concentracion de extracto presentaron menos actividad QQ
(Figura 34). Como era de esperar, los cultivos no agitados presentaron menor
crecimiento inicial que los agitados, entrando en la fase estacionaria a las 17-20 h, frente
a los agitados que la alcanzan a las 12 h en ambos medios de cultivo. Todos ellos
obtuvieron la misma densidad celular en fase estacionaria y no existieron diferencias de
crecimiento entre LB y LB con menor concentracion de sal (Figura 35).
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Figura 35. Curvas de crecimiento en cultivos estaticos (en negro) o agitados (en blanco) de A.
baumannii ATCC17978 en LB (cuadrados) o en LB con baja concentracién de sal (0,5%) (triangulos).

Los sobrenadantes filtrados de los cultivos degradaron C6-HSL a partir de las 36 h
de crecimiento en cultivos estaticos de LB y LB con baja sal y en cultivos agitados
presentaron actividad de degradacion mas temprano (Figura 36), seguramente porque
alcanzan mayor densidad en menos horas de cultivo (Figura 35). Contra la sefial C12-
HSL, a las 17 h los sobrenadantes ya presentaron actividad en cultivos no agitados y a
partir de las 12 h de crecimiento en cultivos agitados (Figura 36), coincidiendo con la
fase estacionaria e indicando una preferencia por la sefial de cadena larga.
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Figura 36. Actividad QQ de los sobrenadantes de A. baumannii ATCC17978 recogidos a distintas horas
del cultivo en medio LB o LB con menos sal (0,5%) en agitacion (AG) o sin agitacion (No AG), contra las
sefales C6 o C12-HSL (10 pM). Tras 24 h de exposicion con cada sefal se realizd el bioensayo de
inhibicion de violaceina en placa con los biosensores C. violaceum CV026 y VIRO7. Para el control
negativo se utilizo PBS 6,7 pH con cada sefal.

<NaCl

LB

Ademaés, para poder equiparar la actividad de los extractos en las distintas horas de
la curva de crecimiento, la biomasa de los cultivos para la realizacion de los extractos
celulares se ajustd a la misma densidad 6ptica (600 nm) de 1.
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Figura 37. Actividad QQ contra las sefnales C6 o C12-HSL (10 upM) de los extractos celulares realizados a
partir de biomasa recogida a distintas horas del cultivo de A. baumannii ATCC17978 en medio LB o LB
con menos sal (0,5%) (<NaCl) en agitacion (AG) o sin agitacion (No AG). Tras 24 h de exposicion con las
sefales se realiz6 un bioensayo con los biosensores C. violaceum CV026 y VIR07, respectivamente. La
densidad optica (600 nm) de los extractos fue ajustada a 1. El control con la misma concentracion de
cada sefal se utilizé como control negativo.

Como se muestra en la figura 37, en cuanto a la AHL corta, estos extractos no
fueron capaces de degradar la sefial C6-HSL en ningin punto del cultivo en estas
condiciones, mostrando diferencias con la actividad encontrada en sobrenadante. La
presencia de actividad en los sobrenadantes frente a C6-HSL, a diferencia de lo
encontrado en la biomasa, indica la presencia de mas de un tipo de actividad enzimatica
en A. baumannii.

A. baumannii ATCC17978 presentd QQ contra C12-HSL en condiciones de
agitacion, y las diferencias con los cultivos estaticos, aunque existen, no justifican que
no aparezcan AHLs detectables en agitacion, indicando que el QQ, al menos medido
mediante esta técnica, es independiente del sistema de QS.

Los extractos de A. baumannii ATCC17978 realizados a partir de cultivos no
agitados (NO AG) presentaron actividad QQ contra C12-HSL a partir de las 12 h de
cultivo en LB y a partir de las 17 h en adelante en medio con baja sal (<NaCl). Cuando
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los cultivos se agitaron (AG) la actividad QQ aparece a las 6 h en ambos medios de
cultivo, debido a la mayor densidad dptica de los cultivos, sin embargo, a lo largo de la
curva la actividad de degradacion de AHLs decrece y aumenta en los distintos puntos de
la curva de crecimiento. De este modo, en medio LB presenta actividad a las 6, 17, 24 y
48, siendo incapaz de degradar toda la sefal en los extractos de 12 y 36 h de cultivo. En
baja sal y agitacion, ATCC17978 tampoco fue capaz de degradar toda la concentracion
de C12-HSL a las 24 ni 36 h (Figura 37).

La diferencia de actividad QQ entre extractos y sobrenadantes podria explicarse,
ademas de por la gran influencia de las condiciones de cultivo que afecta a este
patdgeno, mencionada en el capitulo anterior y a lo largo de este, por la presencia de
varios enzimas de QQ en la misma bacteria, de forma que cada uno se exprese de
manera diferente seglin las distintas condiciones de cultivo, actuando a distintos tiempos
de la curva, excretandose al exterior de la célula o mostrando actividad intracelular.

Mediante HPLC-MS se confirmo la actividad QQ de A. baumannii ATCC17978 en
extracto de un cultivo agitado de 17 o 24 h contra las sefiales C12 y OHC12-HSL y del
punto final para C6-HSL (Figura 38).

100
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24 h 17h 24 h | 17h 24 h | CI12-HSL |OHCI12-HSL
C6-HSL CI12-HSL | OHCI12-HSL Aii20]

Figura 38. Degradacion de C6, C12 y OHC12-HSL (10 pyM) tras 24 h de exposicion con el extracto celular
de 17 0 24 h de cultivo en medio LB de A. baumannii ATCC17978 (barras blancas) cuantificada mediante
HPLC-MS. Se acidificaron alicuotas de las muestras a pH 2 para permitir la recuperacion del anillo
lactona de las senales (barras negras). Como control negativo se us6 el PBS mas la sefial correspondiente
tratado del mismo modo y como control positivo se utilizo la lactonasa Aii20J purificada (20 pg/mL). Los
datos se representan como el porcentaje de la concentracion de sefal recuperada en relacion al
control. Las muestras se realizaron por triplicado, mostrandose la media y la desviacion estandar (n=3).

El extracto celular fue capaz de degradar casi por completo la sefial de C12 ya a las
17 h y el 75% de la sefial OHC12-HSL afiadida en cultivos de 24 h, mientras que solo
eliminé un 20% de C6-HSL, confirmando que la actividad enzimatica en A. baumannii
es especifica para AHLs de cadena larga. Para elucidar qué tipo de enzima/s es/son
el/los responsable/s de la actividad QQ de A. baumannii, las muestras del extracto con
las AHLs se acidificaron a pH 2 para permitir la posible recircularizacion del anillo de
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las senales degradadas (Yates et al. 2012). Si la enzima presenta actividad lactonasa
contra sefales de QS, se esperaria un aumento en la concentracion de la AHL tras la
acidificacion como ocurre con el control de la lactonasa Aii20J (Figura 38). Tras la
acidificacion de las reacciones se recuperd en gran cantidad la concentracion de la sefial
OHCI12-HSL (Figura 38), confirmando la presencia de una lactonasa de AHLs en los
extractos de ATCC17978 predominantemente. Sin embargo, la acidificacion no
permitio recuperar la concentracion de C12-HSL, ni de C6-HSL, apoyando de nuevo la
posible existencia de varias enzimas de QQ con distinto tipo de actividad enzimatica
que podria explicar esta diferencia entre la recuperacion de las senales. En el caso de
C6-HSL, la enzima debe encontrarse en el sobrenadante.

2. Busqueda de enzimas con actividad QQ en A. baumannii ATCC17978

Con el objetivo de identificar qué enzima o enzimas eran las responsables de la
actividad QQ de A. baumannii ATCC17978, se realizé una busqueda bioinformatica en
el genoma de la especie depositado en la base de datos del NCBI (Smith et al. 2007), de
secuencias homologas a una bateria de enzimas degradadoras de sefiales de QS descritas
en la bibliografia, tanto de tipo acilasa como lactonasa, utilizando la herramienta blast
del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

No se encontraron secuencias con altos porcentajes de homologia en A. baumannii
ATCC17978, a pesar de que se utilizaron doce secuencias de acilasas de QQ descritas
en la bibliografia (Romero et al. 2015). Tampoco se encontraron en ATCC17978
homologos a la acilasa AmiE descrita en Acinetobacter sp. Oo0i24 en A. baumannii
ATCC17978 (Ochiai et al. 2014), salvo una glutamil-ARNt amidotransferasa
(A1S_1865) con un 25% homologia que se descartd por presentar una funcion no
relacionada con el QQ.

Sin embargo, en cuanto a las enzimas con actividad lactonasa, que presentan mayor
grado de conservacion entre ellas, se encontraron varias secuencias homologas, ademas
de la lactonasa perteneciente a la familia o/f hidrolasa con actividad QQ AidA
(A1S_1757) recientemente identificada en varios aislados de A. baumannii (Lopez et al.
2017). Para ello, se realizo un alineamiento con todas las lactonasas conocidas descritas
hasta ahora con actividad demostrada o putativa (Mayer et al. 2015, Romero et al.
2015), la mayoria englobadas en la superfamilia de las metalo-B-lactamasas que
contienen el dominio conservado HXHXDH ademas de dos sitios de unidén a iones
metalicos (Dong et al. 2000, Bebrone 2007). En esta busqueda se incluyd la enzima
AiiA de Bacillus sp. 240B1 (Dong et al. 2000), representante de la superfamilia de las
metalo-B-lactamasas, la lactonasa de QQ putativa YtnP depositada en la base de datos
del NCBI en el genoma de A. baumannii A155 (Arivett et al. 2015) y la enzima
denominada Y2-AiiA depositada en la base de datos del NCBI en el genoma de A.
baumannii A155 como N-acil homoserin lactona (Arivett et al. 2015), la cual no
presenta exactamente el dominio conservado de la superfamilia de las metallo-p-
lactamasas, sino un dominio conservado de un subgrupo sin caracterizar de la familia de
las metalohidrolasas con esqueleto de metalo-f-lactamasas, con un aspartato en lugar de
la segunda histidina del dominio conservado (HXDXDH). Ademads, se realizd una
busqueda de dominios conservados de estas familias de enzimas mediante la
herramienta cd-search del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

Tras los distintos alineamientos se encontraron siete secuencias aminoacidicas en A.
baumannii ATCC17978, aparte de AidA, con posible actividad QQ (Tabla 7), en
funcién de su homologia y la presencia del dominio conservado de la superfamilia de
las metalo-B-lactamasas (HXHXDH). Hasta el momento, en ninguna de ellas se ha
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demostrado actividad QQ, apareciendo depositadas en la base de datos sin ninguna
referencia sobre su posible actividad.

Ninguna de las secuencias encontradas presentd homologia con la enzima AidA de
A. baumannii, como era de esperar, pues AidA pertenece a otra familia distinta de
enzimas de QQ. Las enzimas encontradas presentaron ente un 23 y un 30% de
homologia a nivel de aminoacidos con la lactonasa AiiA de Bacillus sp. 240B1 (Tabla
7). La A1S 2662 se corresponde por homologia con la lactonasa putativa de QQ YtnP
descrita en la cepa A155 (Arivett et al. 2015) y con una lactonasa candidata de QQ de
una cepa multirresistente a drogas A. baumannii AYE, estando presente también en una
cepa sensible a antibidticos, A. baumannii SDF, asi como en una cepa ambiental, A.
baylyi ADP1 (Vallenet et al. 2008) (Figura 39A). Ademas, A1S 2662 comparte un 24%
de homologia con la lactonasa putativa Y2-AiiA de A. baumannii A155 depositada en el
NCBI (Arivett et al. 2015), ambas con un porcentaje alto de cobertura (Tabla 7). La
A1S 2864 se corresponde por homologia con la lactonasa putativa Y2-AiiA depositada
en la base de datos del NCBI en el genoma de A. baumannii A155 (Arivett et al. 2015),
y a su vez, con la descrita como lactonasa putativa de AHLs en Acinetobacter sp. DR1
en un trabajo de Kang y Park (2010a).

Todas las lactonasas encontradas presentaron el dominio caracteristico de unién a
zinc de la de la superfamilia de las metalo-p-lactamasas (HXHXDH), salvo la
AI1S 2864, que contiene el dominio conservado con aspartato en lugar de histidina
(HXDXDH) del subgrupo sin caracterizar de la superfamilia de las metallo-f-
lactamasas (Figura 39B).
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Figura 39. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de enzimas de QQ putativas encontradas que
se corresponden con alguna descrita o depositada en la bibliografia. A) A1S_2662 de A. baumannii
ATCC17978 con la lactonasa de QQ putativa YtnP (YtnP) de A. baumannii A155 (Arivett et al. 2015,
numero de acceso KIQ73938.1), y con las presuntas lactonasas de AHLs de A. baumannii AYE (AYE), de
A. baumannii SDF (SDF) y de A. baylyi ADP1 (ADP1) (Vallenet et al. 2008, nUmeros de acceso
CAM85778.1, CAP00187.1 y CAG67670.1, respectivamente). B) A1S_2864 de A. baumannii ATCC17978
con la N-acil homoserin lactonasa putativa Y2-AiiA de A. baumannii A155 (Y2-AiiA) (Arivett et al. 2015,
KIQ72097.1), y con la lactonasa putativa de AHLs de Acinetobacter sp. DR1 (Kang y Park 2010a,
CAM85585.1). Las secuencias se alinearon usando el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y se sombrearon con el programa GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Los residuos idénticos y similares se muestran en negro y gris
oscuro, respectivamente. Y el motivo conservado de la superfamilia de las metalo-B-lactamasas aparece
enmarcado en rojo.

No podemos descartar que existan ademas otras secuencias diferentes a las
conocidas, como ocurre con la lactonasa AidA recientemente identificada en varios
aislados de A. baumannii mediante estudios de transcriptdmica (Lopez et al. 2017), que
no presenta homologia con otras enzimas de QQ descritas hasta el momento.

3. Clonacion y sobre-expresion de los genes responsables de la actividad QQ de A.
baumannii

3.1. Clonacion y sobre-expresion de las secuencias de interés

Para analizar si estas enzimas encontradas mediante analisis informéticos eran
realmente enzimas de QQ decidimos clonarlas y sobre-expresarlas en E. coli. De las
encontradas, seleccionamos solo seis, descartando la A1S 2270 por criterios de baja
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homologia (Tabla 7). Ademas, se clondé y sobre-expres6 AidA para comparar la
actividad QQ. Se amplificaron las secuencias nucleotidicas de cada una de ellas
mediante PCR a partir del ADN extraido de A. baumannii ATCC17978 con cebadores
disefiados especificamente para los extremos de cada secuencia. Como resultado de
estas PCRs se obtuvieron fragmentos para todas las secuencias seleccionadas excepto
parala A1S 2194 que no amplificé incluso modificando la temperatura de anillamiento.
Mediante electroforesis en gel de agarosa se comprobd la amplificacion de los
fragmentos con el tamafio esperado de cada uno, de los cinco fragmentos obtenidos
(A1S_0383, A1S 1708, A1S 1876, A1S 2662 y A1S 2864), ademas de AidA. Las
secuencias de los genes y de las proteinas que codifican se incluyen en el ANEXO I.

Los fragmentos amplificados se insertaron y ligaron en el plasmido pET28c¢(+) que
afiade una cola de poli-histidina al extremo C-terminal en este caso, para facilitar su
purificacion mediante columnas de afinidad a histidina. Posteriormente, se
transformaron células de E. coli XL1blue mediante electroporacion con la construccion
del vector con cada inserto de interés. Se obtuvieron colonias recombinantes de tres de
las cinco secuencias amplificadas, ademas de AidA, ya que A1S 1708 y A1S 2864 no
se consiguieron ligar al plasmido o transformar en E. coli. Con las tres secuencias
clonadas se realizé una primera comprobacion mediante PCR y los pares de cebadores
correspondientes para asegurarnos de que la construccion del plasmido con cada inserto
era correcta. A continuacion se extrajo el ADN plasmidico con cada inserto y se realizo
una segunda amplificacion control con los cebadores especificos del vector pET28c(+)
T7Fwd y T7Rev (Figura 40) que se envid a secuenciar utilizando estos mismos
cebadores para comprobar que la secuencia de cada gen estuviera en la correcta pauta de
lectura con la cola de poli-histidina del plasmido.

pb M 0383 pb M 1576 pb M 2662 pb

1500 1500
1300 . &50
850 ) 400
400 —T1] 200
200 200 50
50 -

Figura 40. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular
(pb). La siguientes calle se corresponde con la PCR de una de las colonias recombinantes obtenidas por
electroporacion en E. coli XL1blue transformado con PpET28c(+)-a1s_0383, pET28c(+)-als_1876,
pET28c(+)-als_2662 y pET28c(+)-aidA con los cebadores T7Fwd y T7Rev del plasmido. Los insertos de
cada gen de las lactonasas aparecen en el tamafo correspondiente: 645, 867, 963 y 915 pb,
respectivamente.

Las secuencias nucleotidicas resultado de la secuenciacion se ensamblaron con el
software de Lasergene y se tradujeron con la herramienta informatica Protein translate
de ExPASy (https://web.expasy.org/translate/) eligiendo el marco de lectura adecuado y
confirmando que se obtenia la misma secuencia aminoacidica. Por ultimo la
construccion correcta del plasmido con los distintos insertos se electropord en células
electrocompetentes de E. coli BL21(DE3)plysS obteniéndose colonias recombinantes de
las tres proteinas nuevas identificadas, ademas de AidA.
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3.2. Caracterizacion de la actividad QQ de las secuencias de interés

Una vez obtenidas las proteinas en E. coli BL21(DE3)plysS se determind si los
distintos clones tenian actividad QQ mediante bioensayo de produccién de violaceina
con célula viva. Las células vivas de E. coli con las tres proteinas sobre-expresadas,
ademaés de AidA, fueron capaces de degradar AHLs de cadena larga (C12-HSL) tras 24
h de exposicion de la sefial tras inducir su expresion afiadiendo el inductor IPTG (1
mM) a los cultivos de LB con kanamicina (30 pg/mL) (Figura 41), demostrando su
actividad QQ. También fueron capaces de degradar la sefial corta (C6-HSL) en las
mismas condiciones (Figura 41). Las células de E. coli transformado con AidA
presentaron actividad QQ solamente contra la sefial larga (Figura 41).

Control 1876 2662 AidA

Figura 41. Degradacion de AHLs por células vivas de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con las
lactonasas A1S_0383, A1S_1876, A1S_2662 y AidA de A. baumannii ATCC17978 subclonadas en el
plasmido pET28c(+) e inducidas con IPTG (1 mM), medida mediante bioensayo en medio solido tras 24 h
de exposicion con C6 y C12-HSL (10 pM) con los biosensores de C. violaceum CV026 y VIR07,
respectivamente. Los controles negativos de PBS con la AHL correspondiente a la misma concentracion
muestran el halo pigmentado de violaceina.

C6-HSL

C12-HSL

A continuacion se realizaron extractos celulares de E. coli BL21(DE3)plysS
transformado con las distintas enzimas para determinar la concentracion minima activa
necesaria para eliminar completamente una concentracion de AHL de 10 uM en un
periodo de tiempo determinado. Para ello se realizaron diluciones seriadas (1/10, 1/100,
1/1000 y 1/10000) en PBS pH 6,7 de cada extracto celular de concentracidn proteica
conocida y se realiz6 un bioensayo de inhibicién de produccion de violaceina en medio
solido para las dos sefiales C6 y C12-HSL a 24 h (Figura 42).

La concentracion minima activa del extracto celular de A1S_0383 para C12-HSL
fue 50 pg/mL para el tiempo de incubacion 24 h. Sin embargo, para C6-HSL solo fue
capaz de degradar débilmente la sefial en comparacion con el control a 500 pug/mL
(Figura 42). A diferencia de la célula viva, el extracto celular de E. coli transformado
con AL1S 1876 no fue capaz de degradar ninguna sefial ni siquiera en el extracto sin
diluir (1,5 mg/mL) (Figura 42). Esto podria explicarse debido a que haya menor
proporcidn de esta proteina expresada en este extracto respecto a la proteina total del
mismo, por lo que decidimos continuar con esta enzima por si al purificarla presentaba
actividad QQ. Para el extracto celular de A1S 2662 se establecié que la concentracion
minima activa a 24 h para C6-HSL fue 500 ug/mL y un orden de magnitud menor para
la senal de cadena larga, 50 pg/mL (Figura 42). Para AidA, que no fue capaz de
degradar C6-HSL al igual que en célula viva, la concentracion minima activa para C12-
HSL fue 50 ug/mL.
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Extracto A1S_ 0383 (500 pg/mL)

Control 1/1 1/10 1/100 1/1000 1/10000

C6-HSL

C12-HSL

Extracto A1S 1876 (1500

g/mL)

Control 1/1 1/10 1/100 1/1000 1/10000

=

C6-HSL

C12-HSL

Extracto A1S 2662 (500 pg/mL)

Control 11 1/10 1/100 1/1000  1/10000

C6-HSL

C12-HSL

Extracto AidA (500 pg/mL)

Control 11 1/10 1/100 1/1000  1/10000

C6-HSL

C12-HSL

Figura 42. Concentracion minima activa a 24 h contra C6 y C12-HSL (10 pM) mediante bioensayo de
inhibicion de produccion de violaceina en medio soélido de los extractos celulares de E. coli
BL21(DE3)plysS transformado con A1S_0383, A1S_1876, A1S_2662 y AidA con los biosensores de C.
violaceum CV026 y VIR07. Se incubaron distintas diluciones de un extracto celular de E. coli
transformado con pET28c(+)-a1s_0383, pET28c(+)-als_1876, pET28c(+)-als_2662 o pET28c(+)-aidA de
concentracion 500 pg/mL, 1,5 mg/mL, 500 pg/mL y 500 pg/mL, respectivamente, con las AHLs durante
24 h. La concentracion minima activa se considerd la concentracion de la mayor dilucion que logro
eliminar por completo la AHL (ausencia de halo de violaceina) en el tiempo estipulado.
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3.3. Purificacion

Se decidié purificar las tres enzimas ya que mostraron todas actividad QQ en
células viva de E. coli transformadas con cada una de ellas, ademas de la a/p hidrolasa
AidA (Figura 43). Antes de proseguir con la purificacion de la proteina se realizo una
prueba de purificacién para comprobar que no formaban cuerpos de inclusion en E. coli
dificultando el proceso. Para ello se prepar6 un cultivo de 50 mL de LB con kanamicina
(30 pg/mL) a 37°C, 170 rpm, a partir de una colonia de E. coli BL21(DE3)plysS
transformado con cada uno de los tres genes hasta alcanzar la densidad Optica de entre
0,6 y 1 DOgoo Nm. Se indujo con 1 mM de IPTG la sobre-expresion de la enzima de
interés y se mantuvo el cultivo a 16°C durante otras 5 h. Tras centrifugar el pellet a 9000
rpm, 10 min, se resuspendi6 en 20 mL de PBS pH 6,7, se sonic6 durante media hora 'y
la mitad de la muestra se centrifugd. Finalmente se realizd una electroforesis de los
sobrenadantes resultantes filtrados y de las muestras sin centrifugar (Figura 43).
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Figura 43. Gel de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) con tincion de azul de
coomasie del extracto celular de cultivos de 24 h de E. coli BL21(DE3)plysS transformado, con
pET28c(+)-a1s0383 (arriba izquierda), pET28c(+)-a1s1876 (arriba derecha), pET28c(+)-als_2662 (abajo
izquierda) y pET28c(+)-aidA (abajo derecha). Calle 1: muestra del extracto de la proteina sin
centrifugar; calle 2: extracto centrifugado y filtrado (sobrenadante). Las bandas de las proteinas
correspondientes aparecen enmarcadas en el recuadro. El marcador molecular (en kDa) se muestra en la
calle de la izquierda.
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2. Quorum quenching en A. baumannii

Como se observa en la electroforesis de la figura 43, las proteinas no forman
cuerpos de inclusion ya que al centrifugar no se pierden las bandas correspondientes al
encontrarse disuelta en el sobrenadante.

Una vez realizada esta prueba se procedid a la purificacion de las proteinas en las
mismas condiciones, preparando un cultivo de 50 mL de E.coli BL21(DE3)plysS
transformado con el plasmido pET28c(+)-als 0383, pET28¢c(+)-als_1876, pET28c(+)-
als 2662 o pET28c(+)-aidA. Cada cultivo se centrifugo, se resuspendié en 20 mL de
PBS, se sonicd durante media hora en hielo y se centrifugd de nuevo. El sobrenadante
de cada lactonasa se purific6 mediante columnas de afinidad por histidina (His
GraviTrap™ affinity column, GE Healthcare) segun las instrucciones indicadas por el
fabricante.
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Figura 44. Lactonasas A1S_0383, A1S_1876, A1S_2662 y AidA purificadas a partir de extractos de un
cultivo de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con pET28c(+)-a1s_0383, pET28c(+)-a1s_1876, pET28c(+)-
als_2662 o pET28c(+)-aidA, en geles de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE)
con tincion de azul de coomasie. El marcador molecular (en kDa) aparece en la calle de la izquierda. Las
distintas calles se corresponden con alicuotas de las distintas fases del proceso de purificacion. Las
proteinas purificadas aparecen enmarcadas en la Gltima calle de cada gel que se corresponde con el
eluyente purificado obtenido tras cada purificacion.

Las proteinas purificadas migraron como una Unica banda purificada en la calle del
gel alrededor de la banda del marcador molecular de la banda de 25 kDa la A1S 0383y
de 35 kDa la A1S 1876, la A1S 2662 y AidA, en el tamafo correspondiente esperado
con la cola de poli-histidina: ~25,88 kDa para A1S_0383, ~35,17 kDa para A1S_1876,
~37,60 kDa para AlS 2662 y ~33,3 kDa para AidA (Figura 44), calculados
tedricamente.

Una vez obtenidas las proteinas purificadas, se determino la concentracion minima
activa de cada una necesaria para eliminar completamente una concentracion de AHL
de 10 uM en un periodo de tiempo determinado. Para ello se realizaron diluciones
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seriadas (1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000) en PBS pH 6,7 de una solucion de cada enzima
de concentracion conocida y se realizd un bioensayo de produccion de violaceina en
medio solido para las dos sefiales C6 y C12-HSL a 24 h (Figura 45).

AlS 0383 (15 mg/mL)

Control 1/10 1/100 1/1000 1/10000

A1S 1876 (0,3 mg/mL)

Control 11 1/10 1/100 1/1000 1/10000
Al1S 2662 (0,17 mg/mL)

1/10 1/100 1/1000  1/10000

C6-HSL

C12-HSL

C6-HSL

C12-HSL

i @

AidA (0,08 mg/mL)

Control 11 1/10 1/100 1/1000  1/10000

Figura 45. Concentracion minima activa a 24 h frente a C6 y C12-HSL de las lactonasas A1S_0383,
A1S_1876, A1S5_2662 y AidA purificadas, mediante bioensayo en medio sélido con los biosensores C.
violaceum CV026 y VIR07, respectivamente. Se incubaron distintas diluciones de una solucion de
concentracion conocida de cada proteina (A15_0383: 15 mg/mL, A1S_1876: 0,3 mg/mL, A1S_2662: 0,17
mg/mL y AidA: 0,08 mg/mL) con las AHLs a una concentracion final de 10 pM durante 24 h. La

concentracion minima activa se consider6 la concentracion de la mayor dilucion que logré eliminar
completamente la sefal (ausencia de halo de violaceina) en el tiempo estipulado.

C6-HSL

C12-HSL
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2. Quorum quenching en A. baumannii

Como muestran los resultados, para la enzima A1S 0383 la concentracién minima
activa fue 150 pg/mL para C6-HSL y un orden de magnitud menor para C12-HSL, 15
pg/mL (Figura 45). La concentraciéon minima activa para A1S 1876 fue 0,3 mg/mL
para C12-HSL tras 24 h de incubacion con la seial (Figura 45). En cuanto a la sefial
AHL de cadena corta no fue capaz de degradar la sefal ni siquiera la proteina sin diluir
(Figura 45). La concentraciéon minima activa de A1S 2662 para C6-HSL fue 17 pg/mL
para 24 h de incubacién con la sefial y un orden de magnitud menor para C12-HSL, 1,7
pg/mL (Figura 45). Y para AidA, que no fue capaz de degradar la senal corta, la
concentracion minima activa para C12-HSL fue 0,8 ug/mL (Figura 45). Sobre esta base,
en todos los ensayos para su posterior caracterizacion se utiliz6 una concentracion
correspondiente a 10 veces la concentracion minima activa requerida para 24 horas
sobre C12-HSL (Mayer et al. 2015).

Por tultimo, se analizé la capacidad de las tres lactonasas encontradas purificadas,
ademds de AidA, de degradar las AHLs siguientes: C4, C6, OC6, C8, C10, OC10,
OHC10, C12, OC12, OHCI2, OC13, C14, OCl14 y OHCI14-HSL, con una
concentracion 10 MAC de cada enzima durante 24 h a 22°C (Figura 46).

Las proteinas Al1S 0383 y AI1S 2662 fueron capaces de degradar una
concentracion de 10 uM de C6, C8, C10, OC10, OHC10, C12, OC12, OHC12, OC13,
C14 y OC14-HSL, tras 24 h de exposicidon con cada senal (Figura 46), indicando que
presentan actividad QQ de amplio espectro. La A1S 1876 degraddé todas las AHLs
probadas que detectan los biosensores de C. violaceum CV026 y VIRO7 a esa
concentracion, excepto C6-HSL (al igual que el extracto celular de E. coli transformado
con esta lactonasa) y C10-HSL (Figura 46). AidA degrad6 todas las AHLs probadas
salvo C6-HSL, al igual que en célula viva y en extracto y presento6 actividad débil contra
OC13 y OC14-HSL (Figura 46).
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Control 0383 1876 2662 AidA

C6-HSL

C8-HSL

C10-HSL

OC10-HSL

OHC10-HSL

C12-HSL

OC12-HSL

OHC12-HSL

OC13-HSL

C14-HSL

OC14-HSL

Figura 46. Especificidad de las lactonasas purificadas A1S_0383, A1S_1876, A1S_2662 y AidA de A.
baumannii ATCC17978 con los biosensores C. violaceum CV026 y VIR07 tras 24 h de exposicion con cada
AHL (10 pM). Las lactonasas se probaron a una concentracion 10 veces mayor que la minima
concentracion activa sobre C12-HSL. Los controles se corresponden con la incubacion de cada senal

correspondiente con PBS pH 6,7.

Debido a que demostramos la actividad de tres nuevas lactonasas de QQ en
ATCC17978, decidimos buscar adicionalmente si A. nosocomialis M2 y el resto de los
aislados clinicos presentaban estas enzimas. Mediante analisis bioinformatico
observamos que M2 presenta un gen correspondiente por homologia al que codifica
para la lactonasa AlS 2662, pero en su genoma no Se encontraron secuencias
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2. Quorum quenching en A. baumannii

exactamente idénticas a las lactonasas A1S 0383 y A1S 1876. Sin embargo, mediante
amplificacion con los cebadores utilizados para amplificar estas lactonasas en
ATCC17978 se amplificaron fragmentos correspondientes a las tres lactonasas (datos no
mostrados), indicando que probablemente no sean enzimas idénticas pero presenten
algin tipo de homologia. Debido a que no disponiamos del genoma del resto, se
realizaron diversas PCRs con los mismos cebadores utilizados para A. baumannii
ATCC17978. Como resultado, se obtuvieron fragmentos correspondientes a A1S 0383
mediante amplificacion en todos los aislados probados (datos no mostrados). Sin
embargo, A1S 1876 y A1S 2662 amplificaron en todos los aislados clinicos probados
excepto en el aislado de A. calcoaceticus.

4. Expresion génica de las distintas lactonasas de Acinetobacter

Por ultimo, se realiz6 una PCR cuantitativa de las lactonasas tanto putativas como
confirmadas de A. baumannii ATCC17978 con el objetivo de determinar si presentan
distintos niveles de expresion en distintas condiciones. En primer lugar, se determino si
las condiciones de cultivo (medio de cultivo y agitacion) tenian algiin efecto sobre la
expresion de estas lactonasas en A. baumannii ATCC17978 que pudieran modificar la
produccion de AHLs propias. De esta manera, se realiz6 una PCR cuantitativa de las
secuencias de las lactonasas encontradas mediante el andlisis informatico con mayor
homologia de secuencia (Tabla 7) e incluyendo la o/p hidrolasa AidA descrita en varios
aislados de A. baumannii con actividad QQ (Lopez et al. 2017), a partir de ARN
extraido a las 6 h de cultivos en medio LB o LB con baja sal (0,5%) con o sin agitacion
(Figura 47).
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Expresion relativa
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AlS 0383 Al1S_1708 AlS_1876 AlS 2194 AlS _2662 AlS 2864 AidA(QQ)
Q@ QQ) QQ)

Figura 47. Expresion relativa de los genes correspondientes a las lactonasas A1S_0383, A1S_1708,
A1S_1876, A1S5_2194, A1S_2662 y A1S_2864 de A. baumannii ATCC17978 y de la alfa/beta hidrolasa AidA
de de A. baumannii (Lopez et al. 2017), en cultivos de LB agitados (barras blancas), cultivos de LB sin
agitar (barras punteadas), cultivos de LB con baja sal (0,5%) agitados (barras grises) o cultivos de LB con
baja sal sin agitar (barras negras) a las 6 h. Los datos se normalizaron con respecto a la expresion del
gen rpoB, utilizado como control interno. Las barras de error muestran las desviaciones estandar (n=3).
(QQ) indica la actividad QQ demostrada en este trabajo. Los asteriscos indican la significacion frente al
control del LB en agitacion (prueba t de Student, P<0,05).
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La agitacion no produjo un aumento significativo de ninguna enzima de QQ,
indicando que probablemente la ausencia de AHLs en condiciones de agitacion no se
debe a la actividad QQ de la bacteria (Figura 47). Las condiciones estaticas, en las
cuales se producen AHLs, solo produjeron un aumento significativo (prueba t de
Student, P<0,05) de la alfa/beta hidrolasa AidA, sugiriendo una posible activacion de
esta enzima por el sistema de QS producido en estas condiciones.

La lactonasa mas expresada fue A1S 2662 aunque su expresidn no parece estar
regulada por el sistema de QS (Figura 47), al igual que la del resto de las lactonasas, ya
que en condiciones que producen AHLs (cultivos estdticos) no se expresaron
significativamente en comparacion con los cultivos en agitacion (Figura 47).

La disminucidn de la sal en el medio de cultivo en condiciones de agitacion produjo
un claro aumento de los niveles de expresion de la lactonasa AIS 2194 y un aumento
significativo (prueba t de Student, P<0,05) de la lactonasa A1S 2662 (Figura 47),
indicando que su transcripcion es independiente de la presencia de AHLs y que podrian
estar sujetas a regulacion por condiciones de cultivo. El resto de lactonasas no se
expresaron a altos niveles en ninguna condicion. Se debe hacer notar que este analisis se
realizo a las 6 h, a las que aun no se detectaron AHLs en los cultivos de A. baumannii
ATCC17978 (Figura 8), por lo que se necesitaria comprobar si la expresion de las
lactonasas se ve afectada a lo largo de la curva de crecimiento.

Tabla 8. Niveles de expresion de los genes correspondientes a las lactonasas A1S_0383, A1S_1708,
A1S_1876, A1S_2194, A1S_2662 y A1S_2864 de A. baumannii ATCC17978 y de la alfa/beta hidrolasa AidA
de ATCC17978 (Lopez et al. 2017), en cultivos de LB o LB con baja sal (0,5%) (<NaCl), agitados o sin
agitar. Los niveles de expresion de cada gen se determinaron con respecto al nivel de expresion de rpoB
utilizado como control interno. Los valores se muestran + las desviaciones estandar (n=3).

LB agitado LB sin agitar <NaCl agitado <NaCl sin agitar

A1S 0383 0,044 + 0,008 0,019 £ 0,012 0,046 + 0,023 0,020* £ 0,003
A1S 1708 0,052 £ 0,029 0,018 £ 0,009 0,015 £ 0,001 0,007 £ 0,003
AlS 1876%% 0,037 £ 0,010 0,010 % 0,001 0,029 % 0,002 0,008 % 0,011
AIlS 2194 0,118 £0,143 0,058 + 0,009 0,308 £ 0,072 0,109 £ 0,020
AlS 266299 0,257 + 0,057 0,323 + 0,094 0,388* £ 0,038 0,312 0,073
AlS 2864 0,032 £ 0,015 0,018 £ 0,005 0,019 £ 0,010 0,020 + 0,001
AidA 0,031 + 0,006 0,279* =+ 0,060 0,113 £0,013 0,142* + 0,006

Q% Enzimas con actividad QQ demostrada en este estudio.
*: significativo (prueba t de Student, P<0,05) frente al LB agitado.

Por otro lado, se estudio el efecto de la AHL mayoritaria de A. baumannii
ATCC17978, OHC12-HSL, sobre la expresion de los genes de las mismas, siguiendo el
protocolo descrito por Lopez et al. (2017), que permitié la identificacion de la o/
hidrolasa con actividad putativa de QQ AidA. A diferencia de Lopez et al. (2017), que
utiliz6 OCI12-HSL, en estos experimentos se utilizd la AHL mayoritaria de A.
baumannii, OHC12-HSL. De este modo, se realiz6 una PCR cuantitativa de los genes
de las secuencias proteicas encontradas (Tabla 7), a partir de ARN extraido de cultivos
de 7 horas, en agitacion, suplementados o no con OHC12-HSL, desde el inicio del
cultivo (durante 7 h) y a las 6 h de cultivo (durante 1 h).

126



2. Quorum quenching en A. baumannii

OControl (sin AHL) DAHL (7h) mAHL (1h)

14

12

Expresion relativa

—_

i = i | T

AlS_0383(QQ) AIS_ 1708 AIS_1876(QQ) AIlS 2154 AIS 2662(QQ) AlS 2864  AidA(QQ)

B OAHL (7 hycontrol  WAHL (1 h)/control

2,5

s i
| - T % = ]

0,5 1

NEN N M

A1S 0383 AlS 1708 AlS 1876 AlS 2194 AlS 2662 AlS 2864 AidA (QQ)
(QQ) (QQ) (QQ)

Expresion relativa
[\
.|

Figura 48. A) Expresion relativa de los genes correspondientes a las lactonasas A1S_0383, A1S_1708,
A1S_1876, A1S5_2194, A1S_2662 y A1S_2864 de A. baumannii ATCC17978 y de la alfa/beta hidrolasa AidA
de A. baumannii (Lopez et al. 2017), en cultivos de LB con OHC12-HSL (10 pM) anadida al inicio del
cultivo (durante 7 h) o a las 6 h del cultivo (durante 1 h). A las 7 h se extrajo el ARN de todas las
condiciones para realizar la PCR cuantitativa. Los valores se normalizaron con respecto a la expresion
del gen rpoB, utilizado como control interno. B) Los mismos datos se expresaron normalizandolos
respecto al control sin tratamiento de AHL. Las barras de error muestran las desviaciones estandar
(n=3). (QQ) indica la actividad QQ demostrada en este trabajo. Los asteriscos indican la significacion
frente al control (prueba t de Student, P<0,05).

En general, todas las enzimas se transcribieron a bajos niveles en comparacion con
el gen control rpoB, excepto AIS 2662 (Figura 48A).

La adiciéon de AHL al inicio del cultivo aument6 la expresion de la lactonasa
A1S 1708 y disminuyd los niveles de expresion de la lactonasa A1S 1876 y AidA en
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comparacion con la condicion control (Figura 48B). Sin embargo, los niveles de
expresion de esta enzima son bajos en comparacion con A1S 2662 o AidA. Al afadir
OHCI12-HSL a las 6 horas de cultivo y tras la incubacion de 1 h con la AHL,
aumentaron significativamente (prueba t de Student, P<0,05) los niveles de expresion
del gen correspondiente a la lactonasa A1S 1876 en comparacion con el control (Figura
48A y B). El resto de proteinas disminuyeron su expresion alrededor de la mitad
respecto al control sin AHL (Figura 48 y tabla 9).

Tabla 9. Niveles de expresion de los genes correspondientes a las lactonasas A1S_0383, A1S_1708,
A1S_1876, A1S_2194, A1S_2662 y A1S_2864 de A. baumannii ATCC17978 y de la alfa/beta hidrolasa AidA
de A. baumannii, en cultivos de LB con OHC12-HSL (10 pM) ahadida al inicio del cultivo (durante 7 h) o a
las 6 h del cultivo (durante 1 h). Los niveles de expresion de cada gen se determinaron con respecto al
nivel de expresion de rpoB utilizado como control interno. Los valores se muestran + las desviaciones
estandar (n=3).

Gen Control (Sin AHL) AHL (7 h) AHL (1 h)
Al1S 0383 0,158 + 0,069 0,169 + 0,047 0,056 + 0,012
A1S 1708 0,187 + 0,043 0,331 £0,053 0,079 + 0,007
AlS 1876% 0,013 + 0,002 0,008 + 0,005 0,040* + 0,006
AIS 2194 0,147 + 0,027 0,166 £ 0,046 0,088* + 0,026
Al1S 2662 1,039 + 0,005 1,121 + 0,027 0,317* + 0,098
A1S 2864 0,029 + 0,023 0,035+ 0,034 0,006 + 0,002
AidA 0,286 =+ 0,001 0,149* + 0,006 0,197* + 0,009

@ Enzimas con actividad QQ demostrada en este estudio.
*: significativo (prueba t de Student, P<0,05) frente al control.
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2. Quorum quenching en A. baumannii

Discusion

A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y sus respectivos mutantes
presentaron actividad QQ tanto en célula viva como en extractos celulares (Figuras 32,
34 y 37). Las células vivas de todos los aislados clinicos de A. baumannii y A.
calcoaceticus también fueron capaces de degradar AHLs (Figura 33), reforzando la
coexistencia de QS y QQ en este patdogeno. El andlisis de HPLC-MS confirmé la
actividad QQ de los extractos de A. baumannii ATCC17978, especialmente contra
AHLs de cadena larga (Figura 38). Tras la acidificacion de las reacciones, se recupero
sefal, solo para OHC12-HSL indicando al menos la presencia de actividad lactonasa
contra esta sefial (Mayer et al 2015). Sin embargo, casi no se recuper6 C12-HSL,
revelando que A. baumannii ATCC17978 podria presentar mas de una enzima de QQ
con otra actividad enzimatica distinta. Los sobrenadantes fueron también activos contra
la sefial de cadena corta a partir de las 24 h (Figura 36), explicando que en las células
vivas (cultivos de 24 h) no observasemos actividad de degradacion contra C6-HSL. La
hipotesis de la existencia de mas enzimas de QQ en Acinetobacter con distinta actividad
QQ también explicaria estas diferencias de actividad entre extractos y sobrenadantes.

Las condiciones del cultivo afectaron a la actividad QQ de modo similar a lo
descrito en el anterior capitulo sobre la produccion de senales de QS o sobre la
motilidad. Ademas, la actividad QQ de ambas especies fue dependiente del tiempo de
cultivo (Figuras 34 y 37). Las condiciones que permiten la mayor produccion de AHLs
(limitacion de sal en condiciones estaticas), retardaron la aparicion de la actividad QQ
en extractos de A. baumannii ATCC17978 hasta las 17 h de cultivo coincidiendo con el
pico mas alto de produccion de senales (Figura 37). Este hecho podria explicar la gran
concentracion de AHLs detectada en estas condiciones en el capitulo anterior (Figura
26), que permitiria la sobre-produccion de motilidad asociada a superficie en A.
baumannii ATCC17978. La agitacion de los cultivos permitio la degradacion de las
AHLs ya en la fase exponencial (6 h) y con actividad QQ intermitente en el tiempo. Sin
embargo, en esta condiciébn no encontramos ninguna correlacion entre la expresion de
las enzimas con la presencia de QQ en bioensayo, apoyando la hipdtesis de que A.
baumannii ATCC17978 presente otras enzimas de QQ responsables de su actividad.

La busqueda de enzimas de QQ mediante andlisis bioinformatico, reveld la
presencia de siete posibles secuencias con actividad QQ de tipo lactonasa en A.
baumannii ATCC17978, ademas de la o/p hidrolasa AidA con actividad putativa de QQ
descrita en varios aislados de A. baumannii (Lopez et al. 2017), de las cuales se
consiguid la purificacion de tres de ellas. En este trabajo confirmamos la presencia de
actividad QQ de la A1S 2662 que se corresponde con la lactonasa putativa de QQ YtnP
de A. baumannii A155 depositada en el NCBI (Arivett et al. 2015) y con la enzima
candidata de QQ encontrada en una busqueda de enzimas de QQ en la cepa
multirresistente a drogas A. baumannii AYE, en la cepa sensible a antibidticos A.
baumannii SDF y en la cepa ambiental A. baylyi ADP1 (Vallenet et al. 2008).
Adicionalmente demostramos la actividad QQ de dos nuevas lactonasas en ATCC17978
no identificadas anteriormente, la A1S 0383 y la A1S 1876. La A1S 0383 presentd
menos de un 30% de homologia con YtnP y Y2-AiiA de A. baumannii A155 (Arivett et
al. 2015) y con AiiA de Bacillus sp. 240B1 (Dong et al. 2000). La A1S 1876 fue la mas
diferente a las lactonasas conocidas mostrando baja similitud con AiiA y ninguna
similitud con las otras lactonasas de Acinetobacter. Todas las secuencias obtenidas de A.
baumannii  ATCC17978 presentaron el dominio conservado de uniéon a zinc
caracteristico de la superfamilia de las metalo-f-lactamasas, que se encuentra bien
caracterizado y representado por la lactonasa AiiA de Bacillus sp. 240B1 (Dong et al.
2000). Las lactonasas purificadas mostraron preferencia de degradacion de AHLs de
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cadena larga como los extractos probados y actividad QQ de amplio espectro, salvo la
AI1S 1876 y AidA que no fueron capaces de degradar todas las AHLs probadas (Figura
46).

En el género Acinetobacter ya se ha descrito actividad enzimatica de tipo lactonasa
y acilasa. Chan et al. (2011) sugirieron la degradacion de AHLs via lactonolisis tras la
acidificacion de las muestras y su deteccion con el biosensor de C. violaceum. Por el
contrario, en la cepa Acinetobacter sp. Ooi24, aislada de aguas residuales de plantas de
tratamiento de residuos, se encontré6 una acilasa de QQ perteneciente a la familia
amidasa y denominada AmiE, la cual mostrd una alta actividad de degradacion contra
AHLs de cadena larga (C8, C12 y especialmente C10-HSL, con preferencia de actividad
contra las no sustituidas), débil contra C6-HSL y sin actividad contra C4-HSL. Ademas,
no mostré recuperacion de la AHL OC10-HSL tras 6 h de acidificacion a pH 2,0
(Ochiai et al 2014), coincidiendo con los resultados de la poca recuperacion de la senal
C12-HSL en A. baumannii ATCC17978 en este capitulo. A pesar de que distintos
autores han descrito secuencias de QQ en Acinetobacter spp., hasta el momento solo se
habia demostrado la capacidad de degradaciéon de AHLs de la acilasa AmiE (Ochiai et
al. 2014) y de la lactonasa AidE de Acinetobacter sp. 77 (Liu et al. 2017). Ademas, se
encontrd un homologo de la acilasa AmiE en las secuencias gendmicas de otras dos
especies de Acinetobacter, A. urisingii CIP107286 y Acinetobacter sp. CIP102129, sin
embargo, no presentd ninguna secuencia homoéloga en ningin genoma completo de
otras especies de Acinetobacter depositadas en las bases de datos del DDBJ (DNA Data
Bank of Japan), EMBL-EBI y GenBank del NCBI (Ochiai et al. 2014). Parece ser que
el gen aidE tampoco esta conservado en especies de Acinetobacter (Liu et al. 2017). A
pesar de que en A. baumannii ATCC17978 no presenta un gen homologo a la acilasa
AmiE, la baja recuperacion de la sefial C12-HSL en los analisis de HPLC-MS junto con
todo esto mencionado apoyaria la existencia de alguna enzima de QQ con actividad
acilasa en A. baumannii ATCC17978 que degrade preferentemente esta seal.

La mayoria de acilasas de AHLs degradan de manera mas efectiva AHLs de cadena
larga que las de cadena corta e incluso algunas acilasas son incapaces de degradar AHLs
con cadenas mas cortas de ocho carbonos (Uroz et al. 2009). Es posible que coexista la
actividad lactonasa al mismo tiempo que la acilasa, como ocurre en otras bacterias como
en Deinococcus radiodurans R1, Hyphomonas neptunium ATCC15444 y Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii TTO1 (Kalia et al. 2011). Se ha descrito ya bacterias
capaces de degradar AHLs con uno o dos enzimas responsables de actividad QQ, a
excepcion de Pseudomonas aeruginosa que contiene varias acilasas y Rhizobium sp.
NGR234 que posee hasta cinco enzimas de QQ, entre ellos dos lactonasas, DhIR y
QsdR1 (Krysciak et al. 2011). En A. baumannii alguna o varias de las enzimas podrian
ser excretadas al sobrenadante presentando actividad de degradacion contra sefiales
cortas mientras que las enzimas intracelulares o que forman parte de la membrana
celular presentarian una actividad QQ especifica de AHLs de cadena larga (Romero et
al. 2014). La dificultad de buscar acilasas de QQ en el genoma bacteriano, debido a la
ausencia de dominios conservados en las secuencias limit6 nuestra busqueda de enzimas
de QQ en A. baumannii ATCC17978, de modo que podriamos estar subestimando la
existencia de mas enzimas capaces de degradar sefiales AHLs en este patdogeno. A la
dificultad de estos analisis se suma la baja similitud entre lactonasas de AHLs conocidas
y que el motivo conservado HXHXDH lo comparten numerosas familias de proteinas
sin relacion funcional entre ellas (Vallenet et al. 2008). Por las limitaciones comentadas
no descartamos que existan mas lactonasas o acilasas en A. baumannii ATCC17978.

Por otra parte, hay que afiadir que las enzimas encontradas en este estudio puede
que sean capaces de degradar AHLs por su condicion de lactonasas, pero que en la
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bacteria no actiien como tal y desempefien otras funciones distintas. Existe la hipdtesis
que propone un papel de las enzimas con actividad lactonasa en la defensa contra la
produccion de antibioticos (Romero et al. 2012). Recientemente se ha propuesto que las
N-acil homoserin lactonas ademas de funcionar como moléculas de senalizacion,
pueden desempefiar otras funciones bioldgicas actuando como quelantes de hierro o
desempefiando propiedades antibidticas (revisado por Romero et al. 2011b). En el
ambiente natural los antibidticos se encuentran a menudo en concentraciones sub-
inhibitorias ejerciendo como moléculas involucradas en los procesos de sefializacion
intracelular y formacion de biopeliculas (Sengupta et al. 2013). Por ejemplo, la senal
OC6-HSL producida en P. aeruginosa tiene propiedades antibidticas contra bacterias
Gram-positivas (Kaufman et al. 2005) y OC10-HSL y otras AHLs oxo-sustituidas con
8, 10 y 14 carbonos en la cadena lateral, también mostraron inhibicion de crecimiento
en Staphylococcus aureus (Qazi et al. 2006). Las lactonasas son las enzimas capaces de
degradar un mayor rango de AHLs en contraste con las AHL acilasas y paraoxonasas
(Dong et al. 2007, Romero et al. 2015), ya que hidrolizan un gran ntimero de estas
sefiales independientemente del tamafio y de las sustituciones de la cadena lateral acil,
con una eficacia similar, pero carecen o presentan una pequeia actividad residual frente
a otras moléculas quimicas, como las no acil lactonas y ésteres no ciclicos (Wang et al.
2004). Las acilasas, sin embargo, muestran mas especificidad de AHLs, probablemente
debido a que tienen que reconocer la cadena acil de la sefial como ocurre con la acilasa
PvdQ de Pseudomonas (Bokhove et al. 2010, Romero et al. 2015).

Al mismo tiempo que A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2 degradan
sefales de QS, producen mayoritariamente la AHL de cadena larga OHC12-HSL
(Figura 8, tabla 2). Este hecho podria indicar una autorregulaciéon de su propia
produccion de AHLs, explicando que tras 24 h de cultivo la concentracion de las senales
de QS decrezca dréasticamente (Figura 8) y apoyando la importancia del QQ en este
patdégeno. La cepa ambiental Acinetobacter sp. GG2 produce OHC12-HSL como la
sefial mayoritaria alcanzando el méximo nivel a las 12 h de cultivo y rdpidamente
disminuye su presencia hasta ser casi indetectable a las 24 h (Chan et al. 2011), tal y
como detectamos en ATCC17978 y M2 en el primer capitulo. Al mismo tiempo A.
baumannii sp. GG2 exhibe actividad QQ de amplio espectro especialmente contra
AHLs de cadena larga, sugiriendo un control de la produccion y del cese de la sintesis
de la AHL propia e indicando que la expresion (o no expresion) de los genes diana de
QS no es necesaria en la fase estacionaria (Chan et al. 2011, How et al 2015). La
actividad de QQ especifica contra AHLs de cadena larga también se ha observado en
Acinetobacter spp. del suelo o aguas residuales (Kang et al. 2004, Chan et al. 2011, Kim
et al. 2014, Ochiai et al 2014) y en la o/p hidrolasa AidA encontrada en varios aislados
de A. baumannii que present6 actividad QQ contra OC12-HSL, de acuerdo con nuestras
observaciones. Aunque hay autores que relacionan la ausencia de sefales AHLs de
cadena corta en Acinetobacter con que puedan ser degradadas mediante enzimas de QQ
antes de ser identificadas (Chow et al. 2014, Erdonmez et al. 2017), en este trabajo
confirmamos que Acinetobacter presenta poca afinidad por AHLs de cadena corta.
Ademés, las diferencias de actividad QQ entre cultivos agitados y no agitados no
justifican la ausencia de deteccion de sefiales de QS en agitacion, por lo que podemos
concluir que el QQ no es la causa de que no haya AHLs en esas condiciones.

En este trabajo ademas identificamos la produccion de distintas AHLs en ambas
especies y en el resto de los aislados de Acinetobacter (Tablas 2 y 3). Por esta razon,
Acinetobacter podria estar usando su actividad QQ para modular su actividad QS,
modificando o degradando sus AHLs en funcion de sus necesidades. De este modo,
unas enzimas podrian degradar unas AHLs concretas y otras, en otras condiciones,

131



CELIA MAYER MAYER

expresarse para degradar otro tipo de AHLs. También podrian actuar en condiciones
especificas o expresarse en distintos puntos de la curva de crecimiento, haciendo mas
complicado y eficaz el mecanismo de regulacion de las funciones controladas por QS en
este patogeno. Ademas, la presencia conjunta de actividad acilasa y lactonasa,
observada en especies de Acinetobacter, podria ayudarle a desarrollar su formidable
adaptabilidad ya descrita en diversos habitats. El nimero de enzimas encontradas en A.
baumannii ATCC17978 y su distinta regulacion corroboran la importancia del QS en
este patdgeno revelando un papel fisiologico relevante. Un estudio reciente ha sugerido
un papel fisioldgico relevante de los procesos de QQ debido a la abundancia de
secuencias de QQ encontradas en metagenomas marinos (Muras et al. 2018a). La
presencia de QQ también podria intervenir en las relaciones interespecificas y con otros
patdgenos, degradando sefales de otras bacterias como defensa y como parte de la
estrategia expansiva que presenta este patogeno.

La presencia de bacterias productoras y degradadoras de AHLs conjuntamente en
varios ecosistemas ha sido justificada como una estrategia para la adquisicion de
ventajas competitivas (Morohoshi et al. 2009). Un ejemplo de bacterias que poseen
ambas actividades es A. tumefaciens, que produce y degrada OC8-HSL mediante la
lactonasa AttM durante la fase estacionaria temprana, cuando la enzima es activada por
sefiales de inanicion (Zhang et al. 2002, 2004). De forma similar, una cepa marina de
Shewanella, la cual produce AHLs en la fase exponencial tardia, degrada sus propias
sefales de QS en la fase estacionaria mediante actividad lactonasa y acilasa/amidasa
(Tait et al. 2009). De este modo, en biopeliculas polimicrobianas, esta Shewanella
interfiere con la produccion de AHLs de otras bacterias (Tait et al. 2009). Todo esto
indica que las especies degradadoras de AHLs pueden afectar el comportamiento de la
comunidad bacteriana mediante la interferencia del QS entre bacterias vecinas, y mas
importante aln, estas interacciones pueden ejercer grandes efectos ecologicos sobre
diferentes reinos (Tait et al. 2009). Por otra parte, las especies del género Acinetobacter
son conocidas por su elevada capacidad de degradacion de varios acidos dicarboxilicos
de cadena larga y compuestos aromaticos hidroxilados que estan asociados con plantas
de tratamientos de residuos (Yoshida et al. 1975, Jung et al. 2010, Kang y Park 2010b).
También se ha descrito la capacidad de Acinetobacter spp. de crecer en medios de
cultivo enriquecidos con OC6-HSL como fuente de carbono y nitrogeno (Chan et al.
2011). Un trabajo sobre bacterias con QS y bacterias con QQ en plantas de tratamiento
de residuos, donde el QS esta implicado en la formacion de una biopelicula en la
superficie de membrana de los biorreactores del sistema de tratamiento de aguas
residuales, reveld que el género Acinetobacter es el mayoritario entre las bacterias que
se encuentran en los lodos activados implicados en procesos de biorremediacion. La
mayoria de las especies encontradas (21) presentaron QQ (Ochiai et al. 2013), aunque
no existe ninguna relacion entre la actividad QQ y la posicion filogenética de cada
especie de Acinetobacter y tampoco se encontraron diferencias significativas entre el
area de muestreo y la especificidad de las cepas de Acinetobacter degradadoras de
AHLs. Sin embargo, la mayoria de las especies del género identificadas en ese estudio
mostraron actividad muy débil contra C6-HSL (Ochiai et al. 2013), coincidiendo con
nuestros resultados. En especial las bacterias que producen y/o modifican/degradan
sefales de QS son las que tienen mayor impacto en las propiedades de los ecosistemas
polimicrobianos (Chan et al. 2011).

La adicion de de la AHL mayoritaria de A. baumannii a las 6 h de cultivo produjo
un aumento de los niveles de expresion de la lactonasa A1S 1876 respecto al control,
indicando un papel importante de la misma como lactonasa de QQ en esta especie. Sin
embargo, se expresa a bajas concentraciones, a diferencia de la Al1S 2662.
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Curiosamente los niveles de expresion de la o/f hidrolasa AidA no aumentaron al
afiadir OHC12-HSL a los cultivos ni a tiempo 0 ni a las 6 h del cultivo. AidA fue
identificada recientemente mediante estudios de transcriptomica en varios aislados de A.
baumannii tras la adicion de la sefial OC12-HSL (Lopez et al. 2017). Sin embargo,
aunque A. baumannii ATCC17978 produce esta AHL, lo hace en mucha menor cantidad
que la OHC12-HSL (Tabla 2), ademas de que no es la sefial especifica del receptor
AbaR (Kim y Park 2013). Debido a que el genoma del aislado Ab7, que fue el tnico
que presentd motilidad en el medio de cultivo LBM no presento el gen aidA, se asociod
la presencia de la enzima con la ausencia de motilidad (Lopez et al. 2017). Sin embargo,
en este capitulo demostramos que el aislado Ab7 como el resto, es capaz de degradar
AHLs de cadena larga (Figura 33) y que no se puede asociar la ausencia de la enzima
AidA con la motilidad en el medio LBM, puesto que A. baumannii ATCC17978
presenta esta enzima y es motil en ese medio de cultivo (Figura 17). Hay que anadir que
A. nosocomialis M2, también motil en el medio LBM, no presenta un gen idéntico a
aidA en su genoma aunque existe una o/f hidrolasa con un 35% de homologia con
AidA. Aunque M2 presenta un gen correspondiente por homologia al que codifica para
la lactonasa A1S 2662, en su genoma no se encontraron secuencias idénticas a las
lactonasas A1S 0383 y AIS 1876, aunque se obtuvieron fragmentos amplificados con
los cebadores de estas lactonasas, indicando que presenta enzimas similares.
Adicionalmente, en el resto de los aislados clinicos amplificd un fragmento similar a
A1S 0383 y en todos salvo en el aislado de A. calcoaceticus amplificaron fragmentos
similares a AIS 1876 y A1S 2662, indicando que distintas especies podrian presentar
diferente regulacion de sefiales de QS a través de sus enzimas de QQ.

Como ya mencionamos, las condiciones que permiten la mayor deteccién de
sefiales de QS en A. baumannii ATCC17978 no produjeron cambios significativos en
las lactonasas que purificamos. Sin embargo, la expresion de AidA se vio positivamente
afectada en estas condiciones, indicando que estd sujeta a mayor regulacion por el QS.
Esto podria explicarse si pensamos en la existencia de enzimas de QQ constitutivos en
este patogeno y otras enzimas que realicen su actividad de QQ cuando lo necesite la
bacteria proporcionandole mayor regulacion y control en respuesta a los cambios
ambientales. AidA podria actuar contra otras AHLs secundarias, de produccion propia o
no, pudiendo interactuar con otras especies. Sin embargo, se necesitaria un estudio mas
exhaustivo de la expresion de las distintas lactonasas a lo largo de la curva de
crecimiento de A. baumannii para poder correlacionarlas con la actividad QQ de cada
tiempo determinado.

Adicionalmente, los sistemas de QS y QQ podrian estar relacionados con la
adquisicion de resistencia a antibidticos ya que producen una reduccion de la
produccion de senales de QS en Acinetobacter sp. DR1R, posiblemente mediada por la
sobre-expresion de una lactonasa putativa de AHLs (Kang y Park 2010a). La cepa
Acinetobacter sp. DRIR es una variante de la cepa DRI resistente al antibidtico
rifampicina que solo presenta una sefial de QS frente a la cepa salvaje en la cual se
detectaron 3 sefiales. Debido a que la expresion de la sintasa fue similar en ambas, los
autores del trabajo explican que la diferencia de sefales podria ser degradada por una
lactonasa de AHLs que se sobre-expresa, entre otras proteinas, en la variante resistente
DRIR al igual que en el mutante de la sintasa (Kang y Park 2010a), que se corresponde
por homologia con la lactonasa A1S 2864 encontrada en este capitulo. Sin embargo, el
mutante dadeB, componente principal de la bomba de expulsion de antibidticos en A.
baumannii ATCC17978, AdeABC, degradé C12-HSL en célula viva como su cepa
parental, ademds de presentar un perfil de AHLs con menor numero y concentracion de
sefales de QS, demostrado en el primer capitulo, al contrario que estos autores. Otro
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estudio, sin embargo, que asocia también la resistencia a antibidticos con la pérdida del
QS, determind la baja regulacion de genes involucrados en el QS, entre otros, de A.
baumannii ATCC17978 mediante seleccion con el antibidtico imipenem, resultando al
final en una disminucién de la formaciéon de biopelicula (Chang et al. 2014). De todas
formas, el hecho de que la adquisicion de resistencia a antibidticos resulte en una
disminucion de la produccion de sefales de QS a través de la regulacion de enzimas de
QQ, podria ocurrir solo para ciertos antibidticos o a través de determinadas bombas de
antibidticos. De hecho, los cambios que se producen al adquirir resistencia a antibioticos
en la cepa Acinetobacter sp. DR1 son mas acusados en una variante resistente a
ampicilina, DR1A (Kang y Park 2010b). Hay que afiadir, que la exposicion a
antibidticos también puede modificar la permeabilidad de la membrana de la célula,
afectando al trafico de sefales de QS (Kang y Park 2010b). Seria necesario analizar la
expresion de las enzimas de QQ en esta cepa y examinar los niveles de la sintasa de
AHLs en el mutante, para determinar la relacion exacta de esta bomba con los sistemas

de QS y QQ.
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CAPITULO 3. Quorum sensing y formacion de biopelicula en
A.baumannii

Antecedentes

A. baumannii es capaz de sobrevivir periodos largos de tiempo gracias a la
formacion de biofilm o biopelicula sobre cualquier tipo de sustrato desarrollando una
matriz extracelular que lo protege de condiciones extremas de disecacion e inanicion y
de tratamientos con numerosos antimicrobianos (Gaddy y Actis 2009). La formacién de
biopelicula es un proceso multifactorial en el que intervienen diversos factores entre los
que se encuentra el QS. Ya se ha descrito que las mutaciones de la sintasa y del receptor
de AHLs reducen la formacién de biopelicula en distintas especies de Acinetobacter
(Niu et al. 2008, Kang y Park 2010a, Anbazhagan et al. 2012, Bhargava et al. 2012,
Kim y Park 2013, Chow et al. 2014, Oh y Choi 2015). También se ha observado una
correlacion significativa entre la sobre-expresion de la sintasa abal y la formacion de
biopelicula durante la transicion de células planctonicas a células de biopeliculas,
sugiriendo una asociacidon positiva entre el QS y la formacion de biopelicula en A.
baumannii (Rumbo-Feal et al. 2013, He et al. 2015). Uno de los genes del operdn,
AI1S 0114, que codifica para una proteina transportadora de acilos, se expresa
exclusivamente en las biopeliculas de ATCC17978 y es inhibida por completo en las
células planctonicas (Rumbo-Feal et al. 2013). Ademas, en un mutante de esta proteina,
se observo una disminucion considerable de la sintasa abal ademas de otros dos genes
del operodn, relacionando la formacion de biopelicula con el QS (Rumbo-Feal et al.
2013). Por otra parte, los sistemas de eflujo de antibidticos de tipo RND, como el
sistema AdeABC, juegan un papel fundamental en la adquisicion de resistencias en A.
baumannii (Magnet et al. 2001). Estas bombas de antibidticos se han relacionado con el
trafico de QS en otros patdgenos, sin embargo, el papel de la bomba AdeABC de
expulsion de antibidticos en la formacion de biopelicula de A. baumannii atn esta por
determinar.

El objetivo de este ultimo capitulo fue la caracterizacion de la formacion de
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 para investigar la relacion entre la biopelicula
y el sistema de QS en esta especie. También se incluyé A. nosocomialis M2 y los
mutantes respectivos de las sintasas de AHLs, ademas del mutante AdadeB de A.
baumannii ATCC17978 de la bomba de expulsion AdeABC, en el estudio de la
formacion de biopelicula. Las biopeliculas mejoran la colonizacion y la persistencia en
ambientes hospitalarios de A. baumannii, por lo que el desarrollo de estrategias que
inhiban o eliminen la biopelicula que produce es un aspecto critico para prevenir o
evitar las infecciones nosocomiales causadas por este patdogeno. Dos trabajos han
observado la capacidad de las enzimas de QQ contra la formacion de biopelicula en
aislados de A. baumannii, A. calcoaceticus y A. nosocomialis M2 (Choi et al. 2013,
Zhang et al. 2017), sin embargo, por eso adicionalmente, se determiné el efecto de la
lactonasa termoestable Aii20J, aislada de Tenacibaculum sp. 20J y con actividad QQ de
amplio espectro (Mayer et al. 2015), contra la formacion de biopelicula de A. baumannii
ATCC17978.
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Resultados

1. Evaluacion de distintos métodos de cultivo para la formacion de biopelicula de
A. baumannii

Con el objetivo de estudiar la relacion entre la formacion de biopelicula de A.
baumannii y el sistema de QS se realizaron inicialmente diversos ensayos con distintos
modelos para ajustar las condiciones Optimas para el desarrollo de la biopelicula de este
patogeno.

1.1. Formacion de biopelicula en placas microtiter
1.1.1. Comparacion entre placas microtiter de 96 pocillos y 24 pocillos

En primer lugar, se analizd la capacidad de formacion de biopelicula de A.
baumannii ATCC17978 y el mutante de la sintasa de AHLs abal en placas microtiter de
poliestireno de 96 pocillos frente a placas de 24 pocillos. La biopelicula se cuantificd
mediante la tincion de cristal violeta. Trabajos anteriores han relacionado las bombas de
expulsion de antibioticos con la expulsion de AHLs exdgenas en otros patdogenos como
Pseudomonas aeruginosa, permitiendo seleccionar la union de la AHL con su receptor
de forma especifica (Minagawa et al. 2012). También se ha observado una correlacion
positiva entre la formacion de biopelicula en aislados clinicos de A. baumannii y la
sobre-expresion de los genes adeB y adeG de las bombas de eflujo AdeABC y
AdeFGH, respectivamente, creando una asociacion entre la familia de bombas de tipo
RND vy las biopeliculas de A. baumannii (He et al. 2015). Por esta razon, también
incluimos en el ensayo de formacion de biopelicula el mutante de la bomba de eflujo de
antibidticos dadeB de A. baumannii ATCC17978, que codifica para el transportador
multidrogas y constituye el componente principal de la bomba de efluyjo AdeABC, una
de las mejor caracterizadas en A. baumannii (Marchand et al. 2004).
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Figura 49. Formacion de biopelicula de 24 h por A. baumannii ATCC17978, el mutante de la sintasa
Aabal y el mutante de la bomba AadeB, en placa microtiter de 96 pocillos o 24 pocillos de cuantificado
mediante tincion con cristal violeta. Las muestras se realizaron con seis réplicas, mostrandose la media
y la desviacion estandar. Los asteriscos indican la significacion frente a los controles respectivos de la
cepa parental (prueba t de Student, P<0,05).
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Como se observa en la figura 49, representativa de varios experimentos distintos,
los mutantes tanto de la sintasa de AHLs como el de la bomba de eflujo de antibidticos
formaron menor cantidad de biopelicula que la cepa parental en ambos tipos de placa
(prueba t de Student, P<0,05). Sin embargo, las diferencias entre el mutante Adabal y la
cepa parental fueron mayores en los pocillos mas pequefos (placa de 96 pocillos) en los
cuales, ademas, la formacion de biopelicula fue casi el doble, por lo que elegimos las
placas de 96 pocillos para continuar caracterizando la biopelicula en los siguientes
ensayos.

1.1.2. Inhibicion de la formacion de biopelicula en placas microtiter

Debido a que los ensayos preliminares de formacion de biopelicula sugieren una
influencia del QS sobre la formacion de biopelicula en A. baumannii, se repitieron los
ensayos de formacion de biopelicula afiadiendo la lactonasa Aii20J con actividad QQ
anti-AHL utilizada a lo largo de este trabajo, ya que es activa contra las sefiales de A.
baumannii como demostramos en el primer capitulo (Figura 19). Para ello, se analiz6 la
capacidad de formacién de biopelicula en placas microtiter de 96 pocillos de A.
baumannii ATCC17978, del mutante de la sintasa de AHLs abal y del mutante de la
bomba de eflujo de antibidticos AadeB en presencia o no de Aii20J (Figura 50).
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Figura 50. Formacion de biopelicula por A. baumannii ATCC17978, el mutante Aabal, el mutante AadeB
y A. nosocomialis M2, cuantificada mediante cristal violeta después de 24 h, con y sin adicion de la
lactonasa Aii20J (20 pg/mL). Los datos son la media de 6 pocillos independientes, mostrandose la media
y la desviacién estandar. Los datos significativos (prueba t de Student, P<0,05) respecto a la condicion
control se indican con asteriscos.

En la figura 50 se observa que el mutante de la sintasa de AHLs Aabal present6 una
disminucién en la formacion de biopelicula de alrededor de un 70% en comparaciéon con
su cepa parental. Sin embargo, en este experimento el mutante de la bomba AdadeB solo
presentd una ligera reduccion en comparacion a la cepa parental. La adicion de la
lactonasa de QQ Aii20J resulté en una reduccion significativa (prueba t de Student,
P<0,05) en la cantidad de biopelicula formada por A. baumannii ATCC17978 y por el
mutante dadeB, sin afectar significativamente a la produccién de biopelicula en el
mutante dabal (Figura 50). Ademas, la inhibicion de crecimiento al afiadir la lactonasa
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Aii20J, medida como densidad 6ptica (600 nm) en los cultivos, no fue en ninglin caso
significativa (datos no mostrados). A. nosocomialis M2 form6 en general gran cantidad
de biopelicula, sin embargo, la lactonasa no afectd a este fenotipo, al igual que ocurre
con la motilidad de esta especie (Figuras 20 y 21).

Ademas de cuantificar la biopelicula mediante tincién de cristal violeta, se realizd
una determinacion de la viabilidad celular en la biopelicula, afiadiendo la enzima
Aii20J, utilizando el ensayo colorimétrico de la resazurina. La resazurina es un
colorante azul que se reduce de forma irreversible y proporcional a la respiracion
aerobica de las bacterias viables al compuesto fluorescente rojo denominado resorufina.
Sin embargo, no se obtuvieron resultados fiables de estos ensayos (datos no mostrados).

En vista de las diferencias encontradas en la produccion de AHLs y de motilidad
con diferentes medios de cultivo, se probaron los distintos medios para la formacion de
biopelicula en placas microtiter de 96 pocillos, con y sin enzima Aii20J. Sin embargo,
no se consiguieron resultados consistentes debido a la gran variabilidad que presenta el
método cuantitativo del cristal violeta en este patdgeno. Del mismo modo, se intentd
caracterizar la produccion de biopelicula de diversos aislados clinicos de A. baumannii
utilizados en capitulos anteriores (Tabla 1), obteniendo resultados poco repetitivos, aun
aumentando el nimero de réplicas y el tiempo de cultivo de la biopelicula a 48 h.

Aunque los resultados obtenidos parecen sugerir un efecto del QS sobre la
formacion de biopelicula principalmente en A. baumannii ATCC17978, es preciso
sefialar que las figuras mostradas son representativas de una serie numerosa de
experimentos caracterizados por una baja reproducibilidad en los niveles de formacion
de biopelicula. Esta variabilidad observada dificulté la extraccion de conclusiones
fiables haciendo necesaria la busqueda de métodos alternativos para la formacion de
biopelicula en estas especies.

1.2. Formacion de biopelicula en tubos eppendorf y X-CEL Ligence®

En primer lugar, se prob6 otro modelo de formacioén de biopelicula inoculando A.
baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y sus mutantes respectivos de la sintasa
de AHLs abal en tubos eppendorf de 1,5 mL con y sin agitacion con un volumen total
de 1 mL, para observar si en un agitador que permite la rotaciéon de 360° podria
aumentar la aireacion en la produccion de la biopelicula. Ademas, se afiadio la lactonasa
de QQ Aii20J para evaluar su posible efecto sobre la produccion de biopelicula de estas
especies (Figura 51).

Como se muestra en la figura 51, A. baumannii ATCC17978 produce menor
cantidad de biopelicula en tubos eppendorf en agitacion, en los cuales la enzima inhibio
por igual la produccion de biopelicula en los mutantes de las sintasas de AHLs como en
las cepas parentales (Figura 51). Ademas, A. nosocomialis M2 produjo mucha mayor
cantidad de biopelicula que A. baumannii ATCC17978. En los tubos eppendorf sin
agitar, la enzima no pudo contrarrestar en este experimento, la produccion de
biopelicula en ninguna de las dos especies (Figura 51), probablemente porque tampoco
se consiguio formar una biopelicula consistente en los tubos.

La utilizacion de tubos eppendorf de mayor volumen (5 mL) con 2 mL de medio de
cultivo para incrementar la disponibilidad de oxigeno no mejor6 la reproducibilidad de
los resultados (datos no mostrados).
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Figura 51. Formacion de biopelicula de 24 h en tubos eppendorf de 1,5 mL A) con agitacion o B) con y
sin agitacion en cultivos de A. baumannii ATCC17978, A. nosocomialis M2 y de los mutantes de la sintasa
de AHLs Aabal (ATCC17978) y Aabal (M2), respectivamente. La biopelicula se cuantificé mediante tincion
con cristal violeta. Los datos son la media de 3 cultivos independientes, mostrandose la media y la
desviacion estandar. Los datos significativos (prueba t de Student, P<0,05) se indican con asteriscos.

Ademas, se probo la capacidad de formacion de pelicula (pellicle) de A. baumannii
documentada en la bibliografia como la capa interfase aire-liquido (Nait Chabane et al.
2014a), tanto en tubos de poliestireno como de cristal, en estatico o agitacion, con
distintos medios de cultivo, en luz u oscuridad y a distintas temperaturas (25 y 37°C).
Aunque logramos formacion de dicha pelicula, no se encontraron diferencias
significativas entre A. baumannii ATCC17978, el mutante Aabal y A. nosocomialis M2
y el método de extraccion y cuantificacion de la pelicula utilizado no logr6 representar
lo que visualmente observamos (Figura 52), por lo que decidimos no seguir adelante en
el estudio de la misma.
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Figura 52. A) Pelicula formada en la interfase aire-liquido de A. baumannii ATCC17978 a 25°C (primer
tubo por la izquierda) y 37°C (segundo tubo) en medio LB, sin agitacion y oscuridad, en este caso. B) la
misma pelicula tefida con cristal violeta.

Asimismo, se evalud la capacidad de formacion de biopelicula de A. baumannii
utilizando el sistema X-CELLigence® (ACEA, Biosciences Inc.). Tampoco se
obtuvieron resultados ni siquiera probando distintos volimenes de medio de cultivo, ya
que A. baumannii produce la biopelicula principalmente en la interfase liquido-aire y el
sistema X-CELLigence solo detecta adhesion al fondo de pocillo, por lo que se descarto
este sistema.

1.3. Formaci6n de biopelicula en el sistema BioFlux™

Este sistema permite observar en tiempo real la formacién de biopelicula en los
microcanales de las placas donde se inoculan las células mediante microscopia. Para
determinar si A. baumannii forma biopeliculas en estas condiciones se realizaron varios
ensayos con diferentes indculos y medios de cultivo con este sistema. Inicialmente se
intentd el cultivo de biopelicula inoculando las células a una densidad Optica (600 nm)
de 0,05 en LB con baja concentracion de sal a 37°C, sin flujo durante 1 hora para
permitir la adherencia de las células a la superficie del microcanal y luego con 24 h de
flujo 1 dyn/cm® Sin embargo, estas condiciones no permitieron la formacién de
biopelicula por A. baumannii. El siguiente paso fue evaluar otros medios de cultivo
incluyendo el RPMI, LB con baja concentracion de sal diluido 1/10 y el medio minimo
MO-Tris (Tomaras et al. 2003). Ademaés, se aumento a 2 horas el tiempo sin flujo para
permitir la adherencia celular, se incrementd la densidad Optica inicial a 0,1 y se
aumentd el flujo de medio de cultivo a 3 dyn/cm?. Las imagenes obtenidas en tiempo
real con estas condiciones mostraron formacion de pequefios agregados celulares en el
medio LB con baja concentracion de sal (Figura 53), pero no se obtuvo biopelicula
probablemente debido a que la fuerza de adhesion de los clusteres de células recién
formados no resistié el flujo de medio en el microcanal.
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Figura 53. Desarrollo de biopelicula de A. baumannii ATCC17978 bajo flujo continuo en el sistema
BioFlux™ tras 24 h de experimento. A) Biopelicula formada en los microcanales del sistema con los
distintos medios de cultivo: medio RPMI, LB con baja sal (0,5%), medio Tris-M9 y LB con baja sal diluido
1:10. La imagen fue tomada con un objetivo 40X B) En la imagen (tomada a 5X) se muestran los
microcanales en LB con baja sal y LB con baja sal diluido 1:10. Para tefir las células se utilizo la tincion
SYTO9®.

Ademas, mediante la observacion al microscopio pudimos observar dos tipos bien
diferenciados de células: el primero de ellos en el microcanal donde las celulas de
Acinetobacter se adhieren individualmente o formando agregados irregulares y el
segundo, en el fondo del pocillo y especialmente en la pelicula que se forma en la parte
superior del pocillo en contacto con el aire, donde las células se agregan formando
estructuras filamentosas alargadas (Figura 54).
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Figura 54. Imagenes al microscopio confocal a 40x de la biopelicula de A. baumannii ATCC17978 en el
canal del BioFlux™ (izquierda), en el pocillo (medio) y en la pelicula (interfase aire-liquido). El
fluordforo SYTO9® se anadio al inicio del ensayo para poder observar las células mediante fluorescencia.

Adicionalmente, se realizé otro ensayo en el sistema BioFlux™ reduciendo el flujo
con la misma densidad 6ptica (0,1) de indculo en medio LB con baja sal, sin una mejora
en los resultados obtenidos. Y por ultimo, en estas condiciones, se evalué en otro
ensayo el medio de cultivo Mueller-Hinton, ya que articulos previos en la bibliografia
describian la capacidad de Acinetobacter de formar biopelicula en este medio de cultivo
en el borde del canal del BioFlux™ (Nait Chabane et al. 2014b). Sin embargo, no
conseguimos mejor resultado que el que se muestra en la figura 53.

1.4. Ensayo de adherencia celular

Con el objetivo de evaluar las primeras etapas de la colonizacion de una superficie,
ya que es el paso previo a formacion de biopelicula, se observo en tiempo real la
adherencia de células de A. baumannii ATCC17978 y el mutante de la sintasa de AHLSs
abal. Dado que los mayores agregados celulares en el sistema de flujo continuo
(BioFlux™) se alcanzaron en LB con baja concentracién de sal, las células de A.
baumannii se inocularon a una densidad éptica de 0,01, por duplicado, en una placa de 6
pocillos con este medio, a 37°C, durante 72 horas. Ademas, la enzima de QQ Aii20J se
afiadié para investigar el efecto del QQ en la adherencia de las células a la superficie.
En este experimento se tomaron fotografias cada 15 segundos con una camara acoplada
a una lente de microscopio (68x) con las que se generd un video. Como resultado, no se
observo adherencia a superficie en ninguna de las condiciones evaluadas. Sin embargo,
los videos generados mostraron que con el tiempo aparecen unos agregados con forma
de estrella en todas las condiciones (Figura 55), pero con diferencias en el tiempo entre
ellas. De este modo, en ATCC17978 aparecen horas antes (a las 06:28 h) que en el
mutante de la sintasa de AHLs (10:00 h). La adicion de la enzima de QQ no tuvo efecto
sobre la formacidn de estos agregados.
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Figura 55. Agregados de estructura estrellada formadas en el ensayo de adherencia celular por A.
baumannii ATCC17978 en medio LB con bajo porcentaje de sal (0,5%) y a 37°C.

2. Formacion de biopelicula de A. baumannii ATCC17978 en un biorreactor de
interfase

Debido a la observacion de la gran necesidad de oxigeno de A. baumannii
ATCC17978 para la formacion de biopelicula, se utilizé un nuevo sistema (Biorreactor
de biopelicula bacteriana de interfase) que maximiza el contacto de la biopelicula con el
aire, con inmersion y emersion constante de las superficies colonizadas por las células
en el medio de cultivo. Como resultado, en el nuevo biorreactor se consigui6 desarrollar
una biopelicula consistente y de elevado grosor en los Ultimos dias del ensayo (hasta 0,5
mm de espesor) en A. baumannii ATCC17978 (Figura 56A).

A
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Figura 56. Biopelicula de A. baumannii ATCC17978 formada en el biorreactor de biopelicula a 37°C en LB con baja sal (0,5%) durante 6 dias. A) Fotografia de la biopelicula
desarrollada sobre un portaobjetos correspondiente al dia 4. B) Desarrollo de la biopelicula en cubreobjetos a lo largo del tiempo. Las imagenes son representativas de
varios experimentos independientes y se tomaron con un microscopio confocal de fluorescencia (a 5x, 10x y 40x) tras tefir las células con SYTO9® y ioduro de propidio.
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Como se observa en la figura 56B, A. baumannii ATCC17978 comienza a crecer
formando un entramado de células (dia 1 y 2) que se apilan concéntricamente hasta
formar agregados circulares en el dia 3, que en el cuarto dia se convierten en formas
esféricas con aspecto de melocoton, por presentar una division irregular en forma de
hendidura, que se distribuyen aleatoriamente por toda la superficie. Estas esferas estan
completamente recubiertas por células vivas (tefiidas de verde) salvo en la parte inferior
o0 basal donde se sittan céelulas muertas (células rojas) (Figuras 56 y 57). Las esferas se
encuentran vacias en su interior y se agrupan formando hileras de esferas continuas (dia
4), que acaban apilandose y cubriendo toda la superficie (dia 5 y 6). A partir del dia 6
las esferas comienzan a abrirse desde el punto central y a despegarse posiblemente para
dispersarse con el objetivo de colonizar otra superficie. Utilizando una tincion para
observar ADN y membrana celular, observamos que las estructuras con aspecto de
melocoton aparecen rodeadas de ADN (en azul) (Figura 57C).

Figura 57. Conjunto de estructuras esféricas con aspecto de melocotén de la biopelicula de A.
baumannii ATCC17978 conseguida con el biorreactor de biopelicula tomadas al microscopio confocal. A)
Imagen tomada el dia 4, a 5x, tefiida con SYTO9® (verde) y ioduro de propidio (rojo). B) Imagen tomada
el dia 5, a 5x, de una de las esferas de la biopelicula tefiida con SYTO9® y ioduro de propidio. C)
Conjunto de esferas formadas en la biopelicula en una imagen tridimensional (dia 5, a 5x) de la
superficie tefida con SYTO9® y ioduro de propidio. Como se aprecia en la imagen, la biopelicula
presenta mayor numero de células vivas en las capas superiores. D) Imagen tomada el dia 6 a 10x de una
de las esferas de la biopelicula tefida con YOYO (azul) y FM4-64 (rojo).
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2.1. Biopelicula de A. baumannii ATCC17978 y del mutante dabal

Una vez comprobado que Acinetobacter formaba biopeliculas de forma robusta y
reproducible en este nuevo sistema y tras la caracterizacion de las fases de formacion de
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 a lo largo de los dias, decidimos analizar si el
mutante de las sintasas de AHLs formaba la biopelicula del mismo modo, con el
objetivo de estudiar si existia efecto del QS sobre la formacion de biopelicula en este
patdgeno y en qué fases se veia esta formacion méas afectada.

A simple vista y en comparacién con la cepa salvaje, el mutante dabal desarrolld
mucha menos biopelicula cubriendo ademés menor superficie que la cepa parental
(Figura 58).

A B
TCC17978 Aii20J ATCC17978 Aabal

Figura 58. A) Biopelicula de A. baumannii ATCC17978 y Aabal desarrollada tras 4 dias en el nuevo
biorreactor de biopelicula. B) Comparacion visual de la biopelicula correspondiente a los dias 2, 3 y 4,
en los portaobjetos secados para su pesado de A. baumannii ATCC17978 (izquierda) y Aabal (derecha).
La biopelicula de Acinetobacter se vuelve de color amarillento con el tiempo.

Estos resultados fueron corroborados tras el pesado diario de portaobjetos secos
(Figura 59). A partir del tercer dia, el peso de la biopelicula del mutante dabal fue
significativamente menor, indicando un papel clave de las AHLs en el desarrollo de
biopelicula en este patdgeno.
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Figura 59. Biomasa de la biopelicula de A. baumannii ATCC17978, de Aabal y de Aabal suplementado
con OHC12-HSL (10 yM) cada dia en el nuevo biorreactor de biopelicula. Se muestran las medias de dos
experimentos independientes con dos réplicas cada uno y las desviaciones estandar. Los asteriscos
indican la significacion frente al control de ATCC17978 (prueba t de Student, P<0,05).

En cuanto a la observacion microscopica de la biopelicula, el mutante de las AHLs
presentd una capa mas fina con mayor numero de células muertas (tefiidas en rojo) y de
menor grosor que su cepa parental (Figuras 60, 61, 62 y 63). La biopelicula de este
mutante no forma una capa continua sobre la superficie, sino que se forman agregados
aislados, especialmente el ultimo dia del ensayo (dia 4) (Figura 63), en contraste con el
entramado mas uniforme constituido por hileras de esferas formado por A. baumannii
ATCC17978, aunque en nimero menor, tras tres dias de cultivo también aparecen en el
mutante las estructuras esféricas que observabamos en la cepa parental. Sin embargo,
¢éstas son esferas mucho mas perfectas y simétricas, con la hendidura, si la tiene, situada
en el centro de la misma, y permanecen aisladas en la superficie sin recubrirla por
completo, al contrario de lo que ocurre en la cepa parental (Figuras 60, 61 y 63).
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Figura 60. Imagenes tomadas al microscopio confocal (5x) de la biopelicula desarrollada durante 4 dias
en el biorreactor de biopelicula por A. baumannii ATCC17978 y el mutante Aabal. Las células se tineron
con SYTO9® (verde) y ioduro de propidio (rojo) para diferenciar células vivas de células muertas. Las
imagenes tomadas (dos por dia de ATCC17978 o Aabal) son representativas de 4 experimentos
consecutivos realizados de manera independiente.
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Figura 61. Imagenes tomadas al microscopio confocal (10x) de la biopelicula de A. baumannii
ATCC17978 y el mutante Aabal desarrollada durante 4 dias en el biorreactor de biopelicula. Las células
se tifleron con SYTO9® (verde) y ioduro de propidio (rojo) para diferenciar células vivas de células
muertas. Las imagenes tomadas (dos por dia de ATCC17978 o Aabal) son representativas de 4
experimentos consecutivos realizados de manera independiente.
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Figura 62. Conjunto de estructuras esféricas encontradas en la biopelicula del mutante Aabal de A.
baumannii ATCC17978 con el biorreactor de biopelicula. Las células se tifieron con SYTO9® (verde) y
ioduro de propidio (rojo) para diferenciar células vivas de células muertas al microscopio confocal. Ay
B) Imagenes tomadas el dia 3, a 5x. C y D) Imagenes tomadas el dia 4, a 5x, de la misma esfera de la
biopelicula representada con los canales de fluorescencia por separado y en figura tridimensional. En la
fotografia se puede apreciar mayor nimero de células muertas (en rojo) rodeando la esfera.
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ATCC17978

Figura 63. Comparativa de la superficie tridimensional obtenida con microscopia confocal de la
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 y el mutante Aabal en el biorreactor. Las imagenes se
escogieron aleatoriamente y son representativas de la superficie de los cubreobjetos correspondientes
al dia 2, 3 y 4 del experimento (5x). Las células de la biopelicula se tifieron con SYTO9® (en verde) y
ioduro de propidio (en rojo) para distinguir las células vivas de las células muertas, respectivamente.
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Ademas de la tincion de células vivas/células muertas, se utilizaron otras dos
tinciones de manera conjunta para visualizar ADN y membrana celular (YOYO y FM4-
64, respectivamente). Como observamos en la figura 64, en la biopelicula de A.
baumannii ATCC17978 se libera una gran cantidad de ADN de las células a la matriz
de la biopelicula, en general de manera proporcional a la cantidad de biopelicula, por lo
que con el paso del tiempo se observa mayor ADN extracelular, que aparece formando
redes y conexiones entre distintos puntos de la biopelicula, posiblemente aportando
consistencia al entramado de la misma. Por otro lado, con la tincion FM4-64 (en rojo) se
puede visualizar las membranas celulares, asi como el exopolisacarido de la matriz de la
biopelicula de A. baumannii (Figura 64). En relacion al mutante de la sintasa de AHLs,
no se observaron cambios significativos en la tincion lipéfila (Figura 64), tan solo en las
imagenes aparecia menor cantidad en general de ambas sefiales fluorescentes debido en
gran parte a la menor formacion de biopelicula mencionada. En cuanto a la liberacion
de ADN, solo observamos ligeramente mayor cantidad de dicha red o nebulosa el dia 4
en la biopelicula de ATCC17978 frente a la del mutante. Cabe afiadir, que el mutante
Aabal presentd mayor sefial lipofila que la cepa parental en los ultimos dias (Figura 64),
que podria explicarse por el mayor nimero de restos celulares de las células muertas
observadas en las figuras 60 y 61.
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Figura 64. Imagenes tomadas al microscopio confocal (10x) de la biopelicula de A. baumannii
ATCC17978 y el mutante Aabal desarrollada durante 4 dias en el biorreactor de biopelicula. Las células
se tiferon con YOYO (azul) y FM4-64 para diferenciar ADN de la membrana celular. Las fotografias son
representativas de 4 ensayos distintos e independientes realizados de manera consecutiva.

500 uM

2.2. Suplementacion de la biopelicula con la OHC12-HSL

Una vez observada la necesidad del QS para desarrollar biopelicula consistente y
uniforme, se evaluo la suplementacion de la biopelicula del mutante de la sintasa de
AHLs abal con la AHL mayoritaria de A. baumannii ATCC1978, la OHC12-HSL, en el
nuevo biorreactor de biopelicula. De este modo, cada dia junto con el medio fresco se
afiadio la AHL de nuevo.
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Figura 65. Fotografias tomadas al microscopio confocal (5x) de la biopelicula de A. baumannii
ATCC17978 y del mutante Aabal suplementada con OHC12-HSL (10 pM), desarrollada en el biorreactor a
distintos dias (1, 2 y 4) (izquierda) y representacion tridimensional del dia 4 (derecha). Las células se
tiferon con SYTO9® (verde) y ioduro de propidio (rojo) para distinguir células vivas de células muertas.
Las imagenes de la suplementacion con la OHC12-HSL son representativas de 2 ensayos independientes y
consecutivos.

La suplementacion del mutante de la sintasa de AHLs con OHC12-HSL, resultd en
una recuperacion considerable de la biopelicula (Figura 65). En el biorreactor se
desarroll6 una biopelicula mas semejante a la que forma la cepa parental, es decir, una
biopelicula constituida en una masa mas uniforme y aunque no presento las esferas con
aspecto de melocoton de ATCC17978 ni las esferas perfectas del mutante Adabal, se
produjo un aumento de la superficie recubierta por la biopelicula detectable a simple
vista. A nivel microscopico, la adicion de la AHL ayuddé a formar una biopelicula mas
consistente con un incremento del namero de células vivas (Figura 65), en comparacion
con el mutante solo (Figuras 60 y 61) llegando a alcanzar las 300 um de espesor en
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comparacion con las casi 500 um de ATCC17978 (Figura 65). Cabe afadir, que en
determinados puntos A. baumannii produjo una capa de biopelicula de entre 600 y 700
pm al quinto dia, mientras que en el mutante el grosor de la biopelicula no sobrepaso en
general las 200 um exceptuando los puntos coincidentes con las pocas esferas aisladas
(datos no mostrados). El peso de la biopelicula confirmo la recuperacion de al menos el
50% de biopelicula en el ultimo dia del ensayo (Figura 59), confirmando el papel clave
del QS en el desarrollo normal de la biopelicula de A. baumannii.

2.3. Efecto del QQ sobre la biopelicula de A. baumannii ATCC17978

Tras establecer la importancia del QS mediado por AHLs en la produccion de la
biopelicula de A. baumannii ATCC17978, siendo éstas necesarias para el correcto
desarrollo de la misma, se determiné si la enzima de QQ Aii20J utilizada a lo largo de
todo este trabajo afectaba o no a la produccion y/o estructura de la biopelicula.

Debido a la limitacion de la cantidad de la enzima purificada necesaria para
utilizarla en el biorreactor a una concentracion activa, se decidio afiadir en su lugar el
extracto celular de Escherichia coli BL21(DE3)plysS con Aii20J sobre-expresada. Esta
cepa de E. coli fue la utilizada para la subclonacion y posterior purificacion de la
enzima Aii20J (Mayer et al. 2015). El extracto de E. coli transformado con Aii20J fue
afiadido cada dia con el medio de cultivo a una concentracion final de 20 pg/mL. Como
control se utilizo el extracto de E. coli transformado con el plasmido utilizado sin la
enzima. Ademas, se comprob6 la pureza de Aii20J en el extracto mediante
electroforesis (Figura 66) y la actividad QQ de ambos mediante bioensayo de inhibicién
de violaceina (Figura 67).
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Figura 66. Gel de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) con tincion de azul de
coomasie del extracto celular de cultivos de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con pET28c(+)-aii20J o
con pET28c(+) e inducidos con IPTG (1 mM). M: Marcador molecular (en kDa), calle 1: extracto celular
obtenido tras sonicar, centrifugar y filtrar (0,20 ym), calle 2: extracto celular control sin el inserto de
aii20J tratado de la misma manera. La banda de Aii20J correspondiente aparece enmarcada en el
recuadro.

Como se observa en el gel de la figura 66, la banda de la proteina aparece sobre-
expresada claramente en el tamafio correspondiente en los cultivos transformados con
pPET28c(+)-aii20J, por debajo de la banda del marcador molecular de 35 kDa, en el
tamafno esperado (~32,8 kDa). Al realizar el extracto celular de Aii20J e inducir
mediante IPTG, el extracto celular aparece con menos proteinas que las que se detectan
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en el extracto transformado con el plasmido sin el inserto de aii20J, obteniéndose la
proteina mas limpia y confirmando el grado de pureza de Aii20J en el extracto. El
extracto control aparece sin la proteina Aii20J (Figura 66). Ademas, el extracto de E.
coli transformado con Aii20J presentd capacidad de degradacion de sefiales de QS
frente al extracto control (Figura 67).

Extracto Extracto
Control ijn Aii20J  Aii20J

C12-HSL

Figura 67. Degradacion de C12-HSL (10 uM) por el extracto de E. coli BL21(DE3)plysS transformado con
pET28c(+) sin el inserto de aii20J o con pET28c(+)-aii20J e inducidos con IPTG (1 mM), mediante
bioensayo de inhibicion de produccion de violaceina en medio sélido con el biosensor de C. violaceum
VIR07, tras 24 h de exposicion con la sefal. El PBS (pH 6,7) suplementado con C12-HSL a la misma
concentracion se usé como control negativo.

Visualmente se observo una disminucion clara del recubrimiento de la superficie de
la biopelicula al afadirle el extracto de Aii20J con actividad QQ en comparacién con el
extracto control sin el inserto de Aii20J y con la condicién sin extracto (Figura 68). En
presencia de la enzima se formé biopelicula de igual espesor pero mucho mas
esponjosa, resultando en una masa mucho mas deshilachada microscopicamente. Las
esferas con aspecto de melocoton que observabamos en A. baumannii ATCC17978 no
aparecieron en ningn momento a lo largo de los cuatro dias. Solo se desarrollaron
grandes hileras de agregados celulares que se amontonaron principalmente en las zonas
mas oxigenadas, como los bordes y esquinas de los portaobjetos (Figura 68).
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Figura 68. Efecto del extracto celular de E. coli BL21(DE3)plysS con Aii20J (20 pg/mL) sobre la
biopelicula de A. baumannii ATCC17978. A) Fotografia de la biopelicula (dia 4) de un portaobjetos. B)
Biopelicula tras 4 dias en el biorreactor de biopelicula. C) Portaobjetos secos correspondientes a los dias
2, 3y 4 con y sin extracto de E. coli transformado con Aii20J y con el extracto control de E. coli
BL21(DE3)plysS transformado con pET28c(+) sin el inserto de aii20J.

Microscopicamente, en presencia del extracto con Aii20J se observa una
biopelicula con gran nimero de células muertas, ampliamente tefiida de rojo (Figura
69), a pesar de que las curvas de crecimiento de los mismos cultivos fueron similares
con y sin extracto de Aii20J (datos no mostrados). En presencia del extracto, las células
se agregan de igual manera formando una masa, sin embargo, no es tan compacta, ni
definida, como sin la adicion del extracto. La biopelicula presenta mas huecos en el
interior, esta mas deshecha, pudiendo explicar el incremento en grosor y no sobre la
superficie. No se encontraron diferencias visuales en relacién al ADN liberado al medio
ni a la tincién lipdfila, aunque esta ultima aparecié concentrada en determinados puntos
sin llegar a formar una capa continua como en la biopelicula sin extracto de Aii20J
(Figura 69).
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Figura 69. Imagenes de distintos dias tomadas al microscopio confocal (10x) de la biopelicula de A.
baumannii ATCC17978 con o sin extracto celular de E. coli BL21(DE3)plysS con Aii20J (20 pg/mL). La
biopelicula se tii6 con SYTO9® (verde) e ioduro de propidio (rojo) para distinguir células vivas de
células muertas. Las imagenes son representativas de 3 ensayos independientes y consecutivos.
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Figura 70. Biopelicula observada al microscopio confocal (10x) de A. baumannii ATCC17978 con o sin
extracto celular de E. coli BL21(DE3)plysS con Aii20J (20 pg/mL). Las fotografias se tomaron en distintos
dias tras tefir a biopelicula con YOYO (azul) y FM4-64 (rojo) y son representativas de 3 experimentos
distintos e independientes.

En cuanto a la biomasa total de la biopelicula, con el extracto de Aii20J disminuyo
hasta un 85% en peso en el dia 4 (Figura 71) presentando una cantidad similar de
biopelicula que el mutante de la sintasa de AHLs. Sin embargo, el control del extracto
sin Aii20J también produjo una reduccion inicial de la biomasa de la biopelicula,
aunque no tan significativa como la del extracto con Aii20J, que no se mantuvo en el
tiempo.

159



CELIA MAYER MAYER

OATCC17978 Odabal  MExtracto Aii20] EControl del extracto
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Figura 71. Biomasa de la biopelicula de A. baumannii ATCC17978, de Aabal y de A. baumannii
ATCC17978 con el extracto de E. coli BL21(DE3)plysS con Aii20J (20 pg/mL) y con el extracto de E. coli
sin el inserto de aii20J, en el nuevo biorreactor de biopelicula. Se muestran las medias de dos
experimentos independientes con dos réplicas cada uno y las desviaciones estandar. Los asteriscos
indican la significacion frente al control de ATCC17978 sin tratamiento (prueba t de Student, P<0,05).

Para comprobar que la enzima Aii20J era la que presentaba actividad anti-
biopelicula y no otra proteina presente en el extracto de E. coli, se realiz6 un dltimo
experimento cultivando la biopelicula de A. baumannii ATCC17978 con y sin enzima
purificadas en este caso en una modificacion del modelo de adhesion activa de
formacion de biopelicula denominado Amsterdam active attachment model o AAA-
model (Exterkate et al. 2010), sobre cubreobjetos de vidrio. Ademas, se afiadié el
control de la purificacién sin la enzima, el mutante Aabal, el extracto de E. coli
transformado con Aii20J y el extracto control sin el inserto de aii20J. La formacion de
biopelicula se observd mediante microscopia confocal de fluorescencia y tefiida y
cuantificada con cristal violeta para observar posibles diferencias entre las distintas
condiciones (Figuras 72 'y 73).

Aii20J Control
ATCC17978 purificada pET28¢(+) Aabal

- . 7.
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Figura 72. Biopelicula de A. baumannii ATCC17978, con Aii20J purificada (20 pg/mL) o con la
purificacion control de E. coli transformado con el plasmido sin el inserto (Control pET28c(+)) y del
mutante Aabal, formada en los cubreobjetos del modelo en placa de 12 pocillos, recogidos el dia 4 y
tefidos con cristal violeta. En la fotografia se muestran dos réplicas de cada condicion, el resto fueron
utilizadas para microscopia confocal.

A pesar de que la cuantificacion por cristal violeta no presentd diferencia alguna
entre las distintas condiciones (datos no mostrados), la observacion a simple vista
permitié detectar diferencias entre el tratamiento con la enzima Aii20J y con el control
de la purificacion del plasmido sin el inserto de aii20J, al igual que el mutante Aabal,
confirmando una vez mas el requerimiento del QS para la produccién y posterior
desarrollo de la biopelicula en A. baumannii ATCC17978 (Figura 73). La metodologia
tampoco permitié detectar diferencias entre ATCC17978 y Adabal. Debido a la
inespecificidad de la tincidon de cristal violeta no podemos por lo tanto evaluar si las
diferencias observadas visualmente derivan de una mayor cantidad de matriz o de
diferencias estructurales de la formacion de biopelicula.
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Figura 73. Imagenes tomadas al microscopio confocal (10x) de la biopelicula de A. baumannii
ATCC17978, del mutante Aabal y de A. baumannii ATCC17978 con Aii20J purificada (20 pg/mL) (Aii20J),
o con el extracto celular de E. coli BL21(DE3)plysS con Aii20J (20 pg/mL) (Extracto de Aii20J). Como
controles se anadio el extracto celular del plasmido sin el inserto de aii20J (Extracto control) y este
extracto purificado mediante el mismo proceso que Aii20J (Purificacion control). La biopelicula se
cultivo en el modelo de placas microtiter de 12 pocillos sobre cubreojetos. Tras 4 dias se tifid con
SYTO9® (verde) y ioduro de propidio (rojo) para distinguir células vivas de células muertas. Las
imagenes son representativas de 2 ensayos realizados de forma independiente y consecutiva.
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Dada la dificultad de obtener una biopelicula representativa en otro modelo que no
sea el biorreactor de biopelicula que le aporta oxigeno de manera continua, en el modelo
de adhesion activa no se consiguid obtener un control de la biopelicula tan consistente
como la formada en el biorreactor resultando en una menor diferencia entre los distintos
tratamientos (Figura 73). A pesar de ello, la adicion de Aii20] purificada produjo una
disminucion considerable de la biopelicula en comparacion con el control sin
tratamiento y con el control de la purificacion, incluso similar a la formada por el
mutante Adabal (Figura 73). De este modo, se demuestra la actividad anti-biopelicula de
la enzima Aii20J. El control del extracto de E. coli con Aii20J sobre-expresada, también
disminuyo la produccion de biopelicula de A. baumannii, sin embargo, en menor
medida que la enzima purificada y con menores diferencias en comparacion con su
control del extracto de E. coli con el plasmido sin el inserto de aii20J (Figura 73),
posiblemente debido a la interaccion con otros componentes presentes en el extracto.
Aunque se necesitaria producir enzima a mayor escala para probar en el biorreactor de
biopelicula utilizado a lo largo de este trabajo o usar un biorreactor con un volumen
menor de medio de cultivo, podemos afirmar que Aii20J es una enzima capaz de
disminuir la produccion de biopelicula de A. baumannii ATCC17978 mediante su
actividad QQ dependiente de AHLs.
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Discusién

En este capitulo, se tratdé de caracterizar el proceso de formacion de la biopelicula
de A. baumannii en diferentes métodos de cultivo y mediante técnicas clasicas como el
cristal violeta o la resazurina como paso previo a la evaluacion de la influencia de los
procesos de QS sobre esta importante caracteristica para la virulencia y dispersion de
este patdgeno. Los resultados obtenidos en placas microtiter y tubos eppendorf con
diferentes volimenes fueron inconsistentes y poco fiables en cuanto a la caracterizacion
de la biopelicula de A. baumannii ATCC17978, de A. nosocomialis y de varios aislados
del género. Sin embargo, podemos resaltar que A. baumannii ATCC17978 forma mas
cantidad de biopelicula total en un sistema estatico en estos modelos de cultivo (Figura
51). Este resultado concuerda con los datos de formacion de biopelicula en medio LB de
A. baumannii ATCC19606" que disminuyeron bajo agitacion, en comparacién en
superficies de poliestireno, polipropileno y borosilicato (Tomaras et al. 2003). Nuestro
resultado se correlaciona fuertemente con la observacion de que solo se ha detectado
produccion de seiales de QS en A. baumannii en las condiciones sin agitacion, como
demostramos en el primer capitulo, que intervendrian por lo tanto en el proceso de
formacién de biopelicula. Ademds, aunque la agitacion aumente la aireacion del
sistema, las condiciones estaticas mejorarian la adherencia de las células a la superficie
como discutimos en el capitulo 1.

En este trabajo no fue posible obtener resultados consistentes de cuantificacion de
produccion de pelicula (pellicle) en la interfase aire-liquido en A. baumannii
ATCCI17978 (Figura 52), siendo en algunos casos evidente una falta de congruencia
entre la cantidad de pelicula observada inicialmente y la cuantificacion final tras tincion
con cristal violeta. Aunque ATCC17978 es una especie formadora de pelicula (Mussi et
al. 2010, Nait Chabane et al. 2014a), estudios previos ya revelaron las dificultades de
cuantificar formacion de pelicula en A. baumannii principalmente debido a la pérdida de
muestra al descartar el medio de cultivo y al posterior lavado previa tincion con cristal
violeta (McQueary y Actis 2011). A pesar de ello, la observacion de peliculas formadas
en los diferentes modelos de cultivo utilizados en este trabajo, asi como las dificultades
de las células de ATCC17978 para fijarse a la superficie del fondo de pocillos de placas,
como en el sistema X-CELLigence®, indicaron la necesidad de un incremento de la
exposicion al oxigeno de los cultivos para la obtencidon de biopelicula. A su vez, esto
explicaria la falta de consistencia y gran variabilidad de los resultados obtenidos
mediante cuantificacion en modelos de formacion de biopelicula clasicos utilizados
(placas microtiter y tubos eppendorf), ya que, en estos sistemas de cultivo, la aireacion
es bastante limitada.

El sistema bajo flujo continuo BioFlux'™ nos permitié establecer el medio de
cultivo Optimo para posteriores experimentos de formacion de biopelicula de A.
baumannii ATCC17978. Mediante la fotografia secuencial, observamos que en el
medio LB con baja concentracion de sal las células de A. baumannii se apilaron en
grumos formando pequefios agregados susceptibles de deshacerse a causa de las
condiciones de la fuerza de flujo (Figura 53), lo que nos ayudd a pensar que otros
nuevos modelos de formacion de biopelicula con flujo menos intenso podrian mejorar la
formacion de biopelicula. De acuerdo con nuestros resultados, otro estudio revelo que el
LB con menor concentracion de sal es el medio mas adecuado para que aislados de A.
baumannii y Acinetobacter Iwoffi produzcan mayor biopelicula (Pour et al. 2011). En
este medio ademas, es donde se produce mayor concentracion de AHLs, demostrada en
el primer capitulo, apoyando la hipotesis del requerimiento del QS en la formacion de
biopelicula en A. baumannii ATCC17978. A pesar de probar distintos medios de

M
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cultivo, nuestros resultados contrastan con la descripcion de otros autores de la
capacidad de A. baumannii ATCC17978 de formar biopelicula en las paredes del
microcanal en el medio de cultivo M-H (Nait Chabane et al. 2014a). Por otra parte,
otros autores lograron observar desarrollo de biopelicula de cepas de Acinetobacter
resistentes a colistina en el sistema BioFlux'™, sin embargo, las diferencias pueden
deberse a diferencias en las condiciones utilizadas o a diferencias en la especie utilizada
(Dafopoulou et al. 2016). Ademas, en el LB con baja sal en el sistema BioFlux™
observamos de nuevo la formacion de la pelicula en la fase aire-liquido y
microscopicamente diferenciamos dos tipos distintos de agregacion celular en el fondo
del pocillo y en la pelicula, formando en esta ultima largas hileras de células (Figura
54). Distintos tipos de agregados en el fondo del pocillo y en la interfase aire-liquido se
observaron en A. baumannii ATCC19606', donde se describen conglomerados més
densos y compactos en la zona del pocillo que se encuentra en contacto con el aire, con
canales entre células que podrian proveer nutrientes a las células y eliminar residuos
celulares (Tomaras et al. 2003). En el aislado clinico A. baumannii BM4421 también
observaron agregados celulares flotando en la superficie del medio de cultivo, separados
por espacios vacios, en los que las c€lulas aparecen conectadas unas con otras mediante
estructuras que recuerdan a pili (McQueary y Actis 2011). Sin embargo, estos autores
no observan las estructuras filiformes que obtuvimos en el sistema BioFlux™, que
tampoco fueron descritas otros estudios de pelicula producida por A. baumannii (Marti
et al. 2011, Nait Chabane et al. 2014).

El nuevo biorreactor de interfase resultd ser el sistema Optimo para formacion de
biopelicula de este patdogeno, ya que A. baumannii ATCC17978 produjo una biopelicula
consistente que pudimos caracterizar para utilizarla como modelo de estudio de
influencia del QS sobre la biopelicula de este patégeno. En este nuevo biorreactor de
formacion de biopelicula A. baumannii ATCC17978 desarroll6 una biopelicula de hasta
0,5 mm de espesor durante 6 dias en una superficie de vidrio. Tras la adhesion celular y
fijacion a la superficie, comienza la proliferacion celular y la agrupacion de las células
constituyendo pequenos conglomerados. Estd descrito que la formacion de
microcolonias ocurre tras la migracion y fusion organizada de estos conglomerados
celulares (Haagensen et al. 2015). Como observamos, las microcolonias se aglomeran
entre ellas resultando en estructuras concéntricas con aspecto de melocoton, las cuales
confluyen y se agrupan hasta recubrir toda la superficie (Figuras 58 y 59). Hasta lo que
conocemos, es la primera vez que se consigue una biopelicula de A. baumannii de tales
caracteristicas y con estas estructuras organizadas. En otro estudio acerca de la
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 sobre distintos sustratos solo consiguieron
observar estructuras de tipo seta (mushroom-like structures), pero de menor tamafio que
las que se observaron en nuestro sistema, tras 4 dias en un reactor de biopelicula (CDC
Biofilm Reactor®, Biosurface Technologies) con flujo continuo de medio de cultivo y
exclusivamente en superficies de policarbonato y acero inoxidable (Greene et al. 2016).
En ese sistema, sobre superficie de cristal, A. baumannii desarrolld una biopelicula
delgada y fragil con pequefios agregados planos con el menor nimero de UFCs
alcanzado en comparacion con superficies de goma, porcelana, polipropileno,
policarbonato y acero (Greene et al. 2016), contrastando con nuestros resultados de
biopelicula formada en portaobjetos y cubreobjetos de cristal. Estas diferencias podrian
explicarse por la mayor cantidad de oxigeno que aporta nuestro biorreactor ya que la
superficie permanece en continua inmersion/emersion a lo largo del experimento,
permitiendo una oxigenacion mayor de la biopelicula. Del mismo modo, el patron de
formacion de las microcolonias de la biopelicula de Acinetobacter también depende de
la alta disponibilidad de oxigeno en el ambiente, ya que suplementando la biopelicula
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de Acinetobacter sp. C6 con oxigeno las células de Acinetobacter rellenan y ocupan los
espacios vacios entre las microcolonias (Haagensen et al. 2015). Este hecho, también
explicaria la formacion inconsistente de biopelicula de A. baumannii en sistemas con
bajo aporte de oxigeno como placas microtiter, eppendorf, sistema X-CELLigence® o
BioFlux™.

La disponibilidad de nutrientes condiciona la distribuciéon de microcolonias en la
biopelicula de Acinetobacter como ya ha sido descrito con anterioridad en cultivos de la
cepa C6 con distintas fuentes de carbono (citrato, glucosa, benzoato o alcohol de
bencilo) en un sistema de flujo continuo con cubreobjetos de cristal como sustrato
(Haagensen et al. 2015). Estos autores ademds, comparan la distribucion espacial de la
biopelicula de Acinetobacter sp. C6 con los arbustos de la creosota de los desiertos
(Larrea tridentata) que en las primeras etapas muestran una distribucion en
aglomeraciones, creciendo de forma aleatoria hasta las ultimas etapas donde los
arbustos mas grandes se ubican siguiendo un patrén regular con espacios individuales
equidistantes en consecuencia del aumento de la competencia por los nutrientes
(Phillips y MacMahon 1981, Haagensen et al. 2015). En contraste con esta hipotesis de
limite de nutrientes, el alto nivel de oxigeno que aporta nuestro reactor, evita los
espacios vacios entre las estructuras tridimensionales de aspecto de melocotoén que se
forman que terminan por recubrir toda la superficie a lo largo de los seis dias (Figuras
58 y 59). Este hecho junto con que Acinetobacter es un género aerdbico estricto (Bouvet
y Grimont 1987), apoya la hipotesis del gran requerimiento de oxigeno de
Acinetobacter para desarrollar biopelicula y pone de manifiesto el potencial de este
nuevo reactor que actualmente se encuentra bajo proceso de patente, para el estudio de
biopeliculas de patdgenos con estas caracteristicas. Por otra parte, se ha descrito que la
limitacion de oxigeno produce la dispersion de la biopelicula en Acinetobacter (Hansen
et al. 2007). En nuestros resultados, ATCC17978 comienza a dispersarse a partir del dia
6 de cultivo en el biorreactor al despegarse las estructuras tridimensionales de la
superficie.

En relacion a la composicion de la biopelicula, nuestros resultados mostraron que la
biopelicula de A. baumannii ATCC17978 presenta una gran cantidad de componente
lipidico recubriendo las células, que en parte se corresponderia con las membranas
celulares y se encuentra envuelto por una nebulosa de ADN (Figura 64). En varias cepas
de A. baumannii, entre ellas ATCC17978, solo consiguieron visualizar una masa de
exopolisacaridos tefiidos con blanco de calcoflior en la cepa multirresistente ACICU en
biopelicula de 7 dias de cultivo (Gentile et al. 2014). Nuestros resultados mostraron
mucha mayor cantidad de matriz extracelular en la biopelicula de ATCC17978,
posiblemente debido a diferencias en el método utilizado de produccién de la misma
(Gentile et al. 2014). La presencia de acidos nucleicos como parte de la biopelicula ya
estd descrita en otros patdégenos como P. aeruginosa y Staphylococcus aureus
(Steinberger y Holden 2005, Sugimoto et al. 2018). En P. aeruginosa el ADN
extracelular (ADNe) puede ser usado eficientemente para la construccion de la matriz y
servir como un soporte de andamiaje durante la agregacion bacteriana y la estabilizacion
de biopeliculas (Whitchurch et al. 2002, Yang et al. 2007). En un estudio acerca de A.
baumannii AIIMS7, que no presenta procesos de transformacion natural, demostraron
que el ADNe, que es liberado en fases tempranas de crecimiento en vesiculas de
membrana de 20-200 nm diametro y mediante lisis celular en las ultimas etapas de
crecimiento (Sahu et al. 2012), es crucial para la formacion de biopelicula,
independientemente de su origen (Sahu et al. 2012). A. calcoaceticus también libera
pequenas cantidades de ADN durante la fase exponencial en cultivos en batch mediante
lisis celular para intercambio de ADN (Palmen y Hellingwerf 1995). Ademas,
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biopeliculas preformadas en Acinetobacter fueron disgregadas por DNasal, al igual que
ocurre en P. aeruginosa, apoyando su importancia (Whitchurch et al. 2002, Sahu et al.
2012). Coincidiendo con nuestra observacion al microscopio, esta red de filamentos que
forma una nebulosa ya fue observada en biopeliculas de una Ganmaproteobacteria
acuatica denominada cepa F8 en la que el ADNe forma estructuras del mismo aspecto
de mallas con filamentos definidos que aportan estabilidad durante el desarrollo de la
biopelicula y que dependen del medio de cultivo, de la bacteria y de la madurez de la
biopelicula (Bockelmann et al. 2006). En P. aeruginosa, forma como una red como si
fuera una cuadricula o malla (Allesen-Holm et al. 2006) y se encuentra concentrado en
la parte exterior de los pies de las microcolonias con forma de seta formando un borde
entre células que forman el pie y células que forman la parte superior de la microcolonia
(Allesen-Holm et al. 2006, Flemming y Wingender 2010). Estos autores han descrito la
posibilidad de que el ADNe en los pies de las setas pueda causar la acumulacion de
bacterias migrantes resultando en la formacion de la parte superior de las microcolonias
en forma de seta (Flemming y Wingender 2010). Del mismo modo, A. baumannii
podria estar usando el ADNe para formar las estructuras tridimensionales en forma de
melocotdén que observamos al microscopio confocal.

Si bien llegamos a la conclusioén de que existe poca reproducibilidad de los datos y
mucha variabilidad de los resultados en los primeros métodos de cultivo para formacion
de biopelicula, los ensayos realizados con cristal violeta en microtiter nos
proporcionaron los primeros indicios de que el QS interviene en la formacion de
biopelicula de A. baumannii ATCC17978, ya que el mutante de la sintasa de AHLs
produjo, en general, menos biopelicula que la cepa parental (Figuras 50 y 51). Ademas,
en este sistema, los resultados de la adicion de los cultivos con la lactonasa de QQ
Aii20] confirmaron la relacion entre el QS y la biopelicula en A. baumannii
ATCCI17978, afectando negativamente a la produccion de biopelicula sin afectar a su
crecimiento (datos no mostrados). Numerosos estudios respaldan el papel del QS en la
formacion de la biopelicula en A. baumannii. En concordancia con nuestros primeros
resultados, la mutacion de las sintasas y receptores de AHLs afecté a la formacion de
biopelicula medida con cristal violeta en distintas cepas de Acinetobacter (Anbazhagan
et al. 2012, Chow et al. 2014, Oh y Choi 2015). Sin embargo, el mutante Adabal de A.
nosocomialis M2 alcanz6 una cantidad de biopelicula similar a la de la cepa parental y
la formacion de biopelicula no se vio afectada por la enzima Aii20J en tubos eppendorf
(Figura 51). Este resultado, al igual que la motilidad evaluada en el primer capitulo,
indica que el QS no es un requerimiento esencial en A. nosocomialis M2 para producir
ambos fenotipos, al menos bajo las condiciones ensayadas. En contraste con nuestros
resultados, otros autores describieron una disminucion de biopelicula por parte del
mutante dabal en comparacion con la cepa parental M2, a las 24 h en placa microtiter
(Niu et al. 2008), y en tubos de microcentrifuga de poliestireno durante 5 dias, a 37°C,
en medio LB con glicerol al 1% (v/v) (Bhargava et al. 2012). Estas diferencias podrian
explicarse por las distintas condiciones utilizadas, en el primer caso por la temperatura
que utilizan en el ensayo (30°C) frente a la de este trabajo (37°C), que modifican el
efecto del sistema de QS en la produccion de biopelicula por parte de esta especie, como
quedd demostrado en el primer capitulo con la motilidad (Figura 23). En el segundo
caso, la suplementacion del medio LB con glicerol, que mejora la producciéon de
biopelicula, ademas de la duracion del cultivo de la biopelicula explicaria las diferencias
con nuestros ensayos (Bhargava et al. 2012, 2015).

Ademas, estos autores consideraron que el QS interviene en las tltimas etapas de la
maduracion de la biopelicula, ya que no encontraron diferencias de formacion de la
misma en el mutante de las sintasa de AHLs en un corto periodo de tiempo en A.
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nosocomialis M2 (Niu et al. 2008). Sin embargo, el QS mediado por AHLs también se
ha asociado con la mejora de la adherencia a superficies abidticas para formar
biopelicula en las primeras etapas en A. baumannii ATCC19606", ademas de acelerar la
maduracion de las biopeliculas (Luo et al. 2015). A pesar de que no pudimos obtener
conclusiones del ensayo de adherencia bacteriana con el mutante de la sintasa de AHLs
o la lactonasa de QQ Aii20J frente a A. baumannii ATCC17978, seria interesante
analizar la produccion de AHLs en cada etapa de la formacion y desarrollo de la
biopelicula de ATCC17978 para determinar exactamente en qué momento/s del proceso
es esencial el QS. Los pequefios agregados observados en el ensayo de adherencia
(Figura 55), que no se descarta que puedan ser agregados de sales, tal vez no se fijaron a
la superficie por el agotamiento de oxigeno en los pocillos, coincidiendo con la
descripcion de Haagensen et al. (2015), donde la formacién de microcolonias tras la
proliferacion celular y posterior formacion de conglomerados celulares de
Acinetobacter sp. C6 se ve afectada negativamente por la falta de disponibilidad de
oxigeno.

El mutante dadeB de la bomba AdeABC mostré una disminucion de biopelicula,
aunque con cierta variabilidad entre experimentos (Figuras 49 y 50). La lactonasa
Aii20J también redujo la formacion de biopelicula, cuantificada mediante cristal violeta
(Figura 50), al igual que su motilidad asociada a superficie estudiada en el primer
capitulo. La produccion de menores concentraciones de AHLs que la cepa parental
(Tabla 3) podria explicar la disminucion de la formacion de la biopelicula observada.
De acuerdo con estos resultados, un mutante dadeB produjo una inhibicion de la
produccion de biopelicula en placa microtiter en la cepa multirresistente a drogas AYE
y en A. baumannii BM4587 pero no en el aislado A. baumannii S1, indicando que la
contribucion de la bomba AdeABC podria ser dependiente de la cepa pudiendo
presentar distintas funciones en cada una (Yoon et al. 2015, Richmond et al. 2016). En
otro estudio observaron una correlacion positiva entre los genes adeB y adeG de la
bomba AdeFGH y la formacion de biopelicula en aislados clinicos de A. baumannii (He
et al. 2015). Se observé ademas una correlacion entre la sobre-expresion del gen adeG y
la sobre-expresion de la sintasa abal, sugiriendo un efecto potencial de la bomba
AdeFGH con la sintasa de AHLs en el desarrollo de biopeliculas en A. baumannii (He
et al. 2015). De este modo, hipotetizaron que la sobre-expresion de estas bombas de
expulsion aceleraria la sintesis y el transporte de las AHLs durante la formacion de
biopelicula en A. baumannii (He et al. 2015). Aunque esta claro que existe una
correlacion entre el QS y esta bomba, debido a la baja reproducibilidad de nuestros
resultados en los sistemas de placa microtiter, seria necesario determinar la formacién
de biopelicula del mutante dadeB en el nuevo modelo del biorreactor, para poder
confirmar o descartar la relacion de la bomba AdeABC con la formacion de biopelicula
en A. baumannii ATCC17978.

Los resultados del biorreactor de biopelicula corroboran los obtenidos con cristal
violeta ya que dabal produjo mucha menor biomasa en la biopelicula que su cepa
parental, especialmente en los dias 3 y 4 (Figuras 58 y 59), confirmando el papel
esencial del QS en la formacion de biopelicula de A. baumannii. En comparacion con la
cepa parental, la biopelicula de dabal también mostré diferencias estructurales, sin
conseguir colonizar por completo la superficie de los portaobjetos y cubreobjetos
utilizados como superficie para el desarrollo de biopelicula y con las microcolonias con
forma de melocoton, mas simétricas y en menor nimero, aparecieron diseminadas por la
superficie (Figuras 60, 61 y 62). Ademas, se observd un mayor numero de células
muertas en la matriz de 4dabal, aunque las curvas de crecimiento de los cultivos fueron
similares que las de la cepa parental (datos no mostrados). La observacion de estructuras
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tridimensionales aisladas y en menor nimero del mutante Adabal, podria deberse a que el
QS sea necesario para la expresion coordinada de genes importantes para que las células
no migren sobre la superficie y no formen todas las estructuras esféricas descritas en
concordancia con la ausencia de motilidad de 4abal de ATCC17978 demostrada en el
primer capitulo (Figura 17) y que apoyarian el papel del QS en las etapas maduras de la
formacion de biopelicula (Niu et al. 2008, Luo et al. 2015). Recientemente, se ha
publicado que un homologo de la proteina A1S 1510, perteneciente al cluster
involucrado en produccion de pili de tipo I (A1S 1507-A1S 1510) que participa en la
adhesion a células epiteliales y a superficies plasticas, se sobre-expresa en la biopelicula
de A. baumannii MAR002, una cepa clinica hiper-productora de biopelicula (Alvarez-
Fraga et al. 2016), pudiendo intervenir en la produccion de las estructuras
tridimensionales bajo el control o no del QS.

En cuanto al efecto de la mutacion de abal sobre la estructura molecular de la
biopelicula, no observamos ninguna diferencia significativa en relacion con la tincion
lipofila entre el mutante dabal y la cepa parental (Figura 64). Simplemente, al formar
menos biomasa no encontramos tanto material tefiido. En P. aeruginosa se ha descrito
recientemente que la sintesis del surfactante ramnolipido, que ayuda a mantener la
biopelicula, es un proceso regulado por QS que ocurre principalmente en las
microcolonias con forma de seta (Davey et al. 2003, Lequette y Greenberg 2005). A
pesar de que varios aislados clinicos y no clinicos de Acinetobacter también producen
este surfactante (Prakasam et al. 2013), nuestros resultados parecen indicar que la
produccion de lipidos no esta controlada por QS en A. baumannii ATCC17978. El
mutante Adabal tampoco mostr6 diferencias en cuanto a la liberacion del ADNe de la
biopelicula frente a la cepa parental ATCC17978 (Figura 64), aunque el ultimo dia del
ensayo (dia 4) se observo menos intensidad de la red o nebulosa del ADNe en Adabal.
Estas pequenas diferencias en la malla de ADNe formado, halladas en el Gltimo dia del
ensayo entre dabal y el control, podrian deberse a que la menor biopelicula formada por
el mutante no presente tanta carga de células capaz de liberar o producir la misma
cantidad de ADNe que en la cepa parental. Otra posibilidad podria ser que pueda estar
controlado por el QS y que al dejarse de producir se disminuya el efecto de malla o
soporte que produce, favoreciendo una biopelicula menos consistente o mas dispersa.
En otros patdgenos como P. aeruginosa, se ha descrito que el ADNe se genera al menos
por dos vias distintas, una de ellas dependiente de QS (De Kievit et al. 2001, Allesen-
Holm et al. 2006). Aunque parece que el QS no controla la producciéon de ADNe en
ATCC17978, se necesitaria realizar mas ensayos para confirmar o descartar esta
hipotesis.

Mediante analisis con microscopia electronica de barrido se ha demostrado que las
células deficientes en la proteina de superficie Bap permanecen predominantemente en
una capa simple, como si fuera una alfombra con escasas areas de agregados celulares y
sin formar las estructuras tridimensionales, que consisten en torres multidimensionales
separadas por canales de agua (Brossard y Campagnari 2012). En nuestros resultados
con el mutante dabal, observamos la ausencia de estructuras tridimensionales. Aunque
no hay estudios que relacionen el QS con Bap y que las estructuras tridimensionales de
A. baumannii ATCC17978 podrian formarse por migracion de las células dentro de la
biopelicula, al igual que ocurre en P. aeruginosa para formar las setas (Flemming y
Wingender 2010), la proteina Bap podria estar conectada con el QS en el desarrollo de
las ultimas etapas de la biopelicula o podria actuar independientemente del QS pero ser
igual de necesaria en este proceso multifactorial. Otros autores ya dejaron abierta esta
posibilidad, indicando que es posible que el QS influencie la expresion de genes como
el que codifica para esta proteina o el operon csu (Niu et al. 2008), o el cluster de pili
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tipo I antes citado (Alvarez-Fraga et al. 2016), aunque esta sin determinar. Seria
interesante comprobar si Bap se encuentra bajo el control del QS mediado por AHLs en
A. baumannii para permitir la colonizacion de una superficie y el posterior desarrollo de
la biopelicula y si la expresion de esos pili también cambia en el mutante.

La adicion de OHCI12-HSL, la AHL mayoritaria producida por A. baumannii
ATCC17978 (Figura 8), consiguié restaurar la biopelicula en el mutante Aabal,
incrementando la cantidad de biomasa producida hasta un 50% del peso de la
biopelicula (Figuras 59 y 65), confirmando una vez mas la influencia del sistema de QS
en la formacién de biopelicula por ATCC17978 en las condiciones utilizadas en este
trabajo. Este resultado coincide con la restauracion de la biopelicula en el mutante
Aabal de A. baumannii ATCC19606" tras la adicién de 100 pM de C6-HSL (Luo et al.
2015), ademas del aumento de la produccion de pili, derivado del aumento de la
expresion de los genes del operdn csu al afiadirle la AHL, a pesar de no tratarse de la
AHL especifica del receptor AbaR (Luo et al. 2015). De hecho, estos autores afirman
que la expresion de pili junto con este tipo de motilidad permiten a A. baumannii
adherirse facilmente a superficies abidticas para formar biopelicula (Luo et al. 2015).
De acuerdo con las observaciones de que el QS interviene en las tltimas etapas de la
maduracion de la biopelicula, interviniendo en su arquitectura y mantenimiento (Niu et
al. 2008, Bhargava et al. 2012), la restauracion de la biopelicula con la OHC12-HSL
comenzd a dar sus frutos en el tercer y cuarto dia del experimento en el biorreactor,
mientras que los dos primeros dias no se observaron diferencias en peso en comparacion
con el mutante y la cepa parental (Figura 59), aunque si mostré6 un incremento
considerable de células vivas en comparacion con el mutante sin la AHL (Figuras 60, 61
y 65). En A. baumannii M2 y un aislado de Acinetobacter spp. también se describio el
restablecimiento de la formacion de biopelicula del mutante de la sintasa de AHLs con
extractos celulares de la cepa salvaje o con AHLs afadidos de manera exdgena (Niu et
al. 2008, Anbazhagan et al. 2012, Bhargava et al. 2012). En contraste y a pesar de que el
mutante dabal de ATCC17978 ocasiona una biopelicula en laminas desgajadas y rotas,
sin demasiadas células apiladas y con esferas tridimensionales mucho mas perfectas que
las de la cepa parental, la complementacion con la OHCI2-HSL no consigui6
reconstruir estas estructuras tridimensionales aunque alcanzo casi el mismo grosor que
la cepa parental (Figura 65), quizas por la baja concentracion utilizada de AHL (10 uM)
en comparacion con el resto de autores o porque sea necesario anadirla en el momento
apropiado y no de forma continuada. Hay que afadir, que puede que la AHL no
penetrase en la membrana para permitir la recuperacion total de la biopelicula o que las
AHLs adicionales que presenta A. baumannii, observada en el primer capitulo, sean
necesarias para la formacion completa de la biopelicula. De hecho, la mejor
complementacion de la biopelicula del mutante Adabal de A. nosocomialis M2, se ha
observado al anadir AHLs heterdlogas procedentes de P. aeruginosa PAOI,
incrementdndose el area de cobertura de la superficie con células apiladas
tridimensionalmente y parcheando las zonas con escasos agregados celulares del
mutante (Bhargava et al. 2012).

Al igual que se observé en el mutante Aabal, la adicion del extracto purificado de la
enzima Aii20J provoco una inhibicion significativa de la cobertura de la superficie de la
biopelicula demostrada visualmente y especialmente en los tltimos dos dias del ensayo,
en comparacion con el control del extracto y con ATCC17978 sin tratamiento (Figuras
69, 70 y 71). El extracto de Aii20J produjo una biopelicula mas esponjosa y no tan
consistente, con microcolonias mas aisladas, lo que podria explicar el aumento en
grosor de la misma y no sobre la superficie. Hay que afiadir que con el extracto de
Aii20] se observo un aumento de las células muertas de la biopelicula (Figura 70), sin
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que hubiera diferencias entre las curvas de crecimiento celular con y sin el extracto de
QQ. Si bien visualmente, no encontramos diferencias relativas al ADNe liberado, la
tincion lipofila se depositd en determinados puntos concentrados sin llegar a formar una
lamina por la superficie (Figura 71), posiblemente debido al aumento en grosor y no a
lo largo del sustrato. A pesar de que se alcanzé el mismo espesor de la biopelicula que
en la cepa parental, el no recuperar por completo la formacion de las estructuras
tridimensionales, corrobora la hipdtesis de que el QS interviene en el desarrollo de la
arquitectura de la biopelicula y en las etapas tardias del desarrollo de la misma descrita
por varios autores (Niu et al. 2008, Bhargava et al. 2012). Ademas, una hipotesis que
explicaria el incremento del grosor de la biopelicula pero no de la cobertura de la
superficie, podria ser que el patdgeno busque lugares para dispersarse expandiéndose
hacia otra superficie mas adecuada, explicando la mayor acumulaciéon de las
microcolonias y agregados en zonas con mayor aporte de oxigeno (bordes donde es
posible que queden burbujas de aire, etc...) en respuesta al extracto de Aii20J (Figura
68). Otra posibilidad es que los bordes permitan una mejor adherencia, ya que las
propiedades fisico-quimicas de cada superficie juegan un papel clave en la adhesion
celular y el posterior desarrollo de la biopelicula tanto en Acinetobacter como en otros
patogenos como P. aeruginosa, S. aureus o E. coli (Hook et al. 2012, Greene et al.
2016). Varios autores describieron diferencias de formacion de biopelicula en A.
baumannii ATCC19606', en A. baumannii ATCC17978 y en varios aislados de A.
baumannii y A. lwoffi segiin el material del sustrato, observando mayor produccion de
biopelicula sobre plésticos como poliestireno, policarbonato, polipropileno y Teflon que
sobre cristales como borosilicato (Tomaras et al. 2003, Pour et al. 2011, Greene et al.
2016). Aunque parece ser que A. baumannii presenta distintos mecanismos de
adherencia segln la superficie a la que se adhiera para colonizarla y formar biopelicula
sobre ella (de Breij et al. 2009), seria interesante probar diferentes sustratos en el nuevo
biorreactor de interfase para evaluar en qué superficie A. baumannii ATCC17978
produce mayor formacion de biopelicula.

A pesar de que el extracto de Aii20J redujo hasta en un 85% en peso la formacion
de biopelicula llegando a alcanzar valores similares que el mutante de la sintasa de
AHLs (Figura 71), el control del extracto sin actividad QQ, también redujo la
produccion de biopelicula de A. baumannii. Sin embargo, en el sistema clasico de
cubreobjetos sumergidos, la adicion de la enzima purificada Aii20J inhibid casi por
completo la formacion de biopelicula en A. baumannii ATCC17978, llegando a alcanzar
valores similares que el mutante de la sintasa de AHLs, confirmando el gran potencial
de la enzima de QQ Aii20J contra el desarrollo de la formacion de biopelicula en A.
baumannii (Figura 73). De acuerdo con nuestros resultados, la enzima de QQ
cataliticamente mejorada GKL de Geobacillus kaustophilus con actividad contra AHLs
de cadena de entre 6 y 12 carbonos, también inhibe la cantidad de biopelicula en los
aislados clinicos A. baumannii S1, S2 y R2, medida con cristal violeta en placa
microtiter de 96 pocillos (Chow et al. 2010, 2014). Sin embargo, las grandes diferencias
demostradas con microscopia confocal en este trabajo con 20 pg/mL de Aii20J, no
concuerdan con lo que reportan en ese estudio en placas Petri de cristal de 35 mm, aun
afiadiendo su enzima a una concentracion final de 1,2 mg/mL (Chow et al. 2014). Otra
enzima con actividad QQ, MomL, fue capaz de reducir la biopelicula de A. baumannii
LMG1031 en placas microtiter, cuantificada mediante cristal violeta a las 24 h y
visualizada al microscopio confocal (Zhang et al. 2017). En otras cepas sin embargo,
MomL solo redujo la biopelicula de A. baumannii LMG10520 cuando se afiadi6 a una
concentracion de 50 pg/mL y en A. calcoaceticus LMG10517, A. nosocomialis M2 y A.
baumannii AB5075 no encontraron diferencias ni siquiera a 200 pg/mL (Zhang et al.
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2017). Ademas, MomL solo tuvo efecto sobre la susceptibilidad a los antibioticos de la
biopelicula en A. baumannii LMG10520 (Zhang et al. 2017). Por eso, la gran
variabilidad intra ¢ interespecifica de formar biopelicula en el género Acinetobacter
(Eijkelkamp et al. 2011b), es un detalle a tener en cuenta para poder extrapolar la
capacidad de inhibicion de biopelicula en otras especies del género, haciendo necesario
ampliar los estudios en este campo y poder generalizar nuestros resultados a otras
especies del género.

Aunque los resultados de este trabajo parecen indicar que el sistema de QS podria
ser clave para evitar la formacion de biopeliculas por A. baumannii, es importante
sefialar que de acuerdo con un estudio realizado por de Breij et al. (2010), no parece
haber una relacion entre la capacidad de formar biopelicula en cepas de A. baumannii y
el impacto clinico de las mismas. Curiosamente, el genoma de A. baumannii SDF, una
cepa sensible a antibioticos aislada de piojos de humanos, no presenta en su genoma
numerosos factores implicados en la formacion de biopelicula, como el pili sintetizado
por el operdon csu, la sintasa de QS abal y el enzima que produce el exopolisacarido
PNAG, y sin embargo, forma en placa microtiter de poliestireno mayor cantidad de
biopelicula que otras cepas como ATCC17978, el aislado clinico multirresistente a
antibidticos AYE, o el aislado clinico multirresistente a antibidticos ACICU (Vallenet et
al. 2008, Antunes et al. 2011). Este hecho sugiere que estos sistemas podrian no ser
esenciales en todas las cepas o especies de Acinetobacter para formar biopelicula al
menos iN Vitro y existan otros factores que permitan a la cepa SDF persistir sobre
superficies mediante este fenotipo (Antunes et al. 2011), siendo clave también el estilo
de vida de cada microorganismo para entender la adaptabilidad de Acinetobacter a
distintos nichos ecologicos (Vallenet et al. 2008). En cualquier caso, este trabajo
demuestra una vez mas que el sistema de QS mediado por AHLs es esencial para la
formacion de biopelicula en A. baumannii ATCC17978. Ademas, debido a la
importancia del QS en la patogénesis de Acinetobacter, la interferencia con estos
mecanismos de sefializacion o inhibidores de QS representan una posible estrategia para
el tratamiento de patogenos, controlando sus factores de virulencia o la produccion de
sus biopeliculas (Dong y Zhang 2005, Dong et al. 2007, Williams et al. 2007).
Finalmente, los resultados de la enzima de QQ Aii20J la convierten en un candidato con
gran potencial para el control de la virulencia de este patogeno.
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Conclusiones/Conclusions

1. Solamente las condiciones estaticas permiten detectar sefiales de QS en A.
baumannii ATCC17978 y en el resto de cepas y aislados estudiados del género
Acinetobacter. En estas condiciones y en especial con limitacion de sal, se produce un
incremento de los niveles de expresion de la sintasa abal junto con el gen csuD,
involucrados en la sintesis de AHLs y pili de tipo I, respectivamente, indicando una
posible asociacion entre el QS y las condiciones que promueven la adherencia celular en
esta especie. OHC12-HSL es la sefial mayoritaria en todos los aislados y especies
estudiadas, produciendo también varias sefiales adicionales en menor proporcion con
variacion intra e interespecifica. A. baumannii ATCC17978 y A. nosocomialis M2
presentaron un pico de produccion de sefiales a las 17-24 horas de cultivo, coincidiendo
con el final de la fase logaritmica, tras el cual la concentracion de todas las sefiales de
QS disminuye dréasticamente, incluso en condiciones de pH controlado. Los mutantes de
las sintasas de AHLs no produjeron ninguna sefial de QS, confirmando que Abal es la
principal y probablemente la Uinica responsable de la sintesis de AHLs en estas especies.

2. A. baumannii ATCC17978 present6 actividad QQ tanto en célula viva como en
extractos celulares y medio de cultivo con preferencia por AHLs de cadena larga y esta
actividad depende de las condiciones y del tiempo de cultivo. El resto de cepas y
aislados estudiados presentaron también actividad QQ. Las condiciones que aumentan
la produccion de AHLs retardaron la aparicién de la actividad QQ en A. baumannii
ATCC17978 hasta las 17 horas de cultivo, explicando el pico de concentracién de
OHCI12-HSL, ademas de estar correlacionadas con la sobre-produccion de motilidad
asociada a superficie en estas condiciones.

3. Ademas de AidA, se han identificado y purificado otras tres lactonasas de QQ en
A. baumannii ATCC17978 pertenecientes a la superfamilia de las metalo-f-lactamasas,
en las que se ha comprobado la actividad QQ. Dos de ellas, la AI1S 0383 y la
A1S 2662, presentaron actividad QQ de amplio espectro, sin embargo, la A1S 1876 no
fue capaz de degradar todo el rango de AHLs probado, al igual que AidA. La
transcripcion de estas tres lactonasas no sufri6 grandes cambios bajo las condiciones
que permiten la mayor produccion de sefiales de QS, salvo la A1S 1876 que incrementd
su expresion de forma considerable tras la adicion de la AHL mayoritaria, indicando un
posible papel importante de la misma en la autorregulacion del QS en esta especie.
Ademés, la o/p hidrolasa AidA esta sujeta a mayor regulacion por el sistema de QS.
Aunque no se encontraron secuencias de acilasas en el genoma de A. baumannii
ATCC17978, los resultados indican la existencia de mas enzimas de QQ en la misma
bacteria con distinto tipo de actividad, probablemente extracelulares.

4. A. baumannii ATCC17978 presentd motilidad asociada a superficie, al igual que
M2 y la mayoria de los aislados probados. Tanto en A. baumannii como en A.
nosocomialis, el patron de motilidad varia segun la disponibilidad de nutrientes y la
salinidad del medio de cultivo. La alta osmolaridad del medio bloquea la motilidad en
ambas especies y la disminucion de la concentracion de sal promueve la sobre-
produccion de este fenotipo en ATCC17978.

5. Los resultados corroboran que el QS mediado por AHLs estd directamente
involucrado en la motilidad asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 ya que
la mutacion de la sintasa Abal resultdé en una inhibicion completa de la motilidad. La
enzima de QQ Aii20J inhibi6 la motilidad de A. baumannii asi como la de todos los
aislados motiles, indicando su posible utilizacion para el control de este fenotipo. No
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obstante, tanto la mutacion de la sintasa como la adicion de la lactonasa Aii20J no
mostraron ningin efecto sobre la motilidad de A. nosocomialis M2, indicando que al
menos en las condiciones, la motilidad de A. nosocomialis M2 debe estar regulada por
otros factores.

6. Entre los modelos de formacion de biopelicula, el nuevo biorreactor de interfase
resultd ser el mejor sistema para la caracterizacion de biopelicula de A. baumannii
ATCCI17978, mejorando considerablemente la produccion de biopelicula posiblemente
debido al gran requerimiento de oxigeno de este patogeno para desarrollar una
biopelicula consistente. En este biorreactor, A. baumannii produce una biopelicula de
hasta 0,5 mm de espesor durante 6 dias, con estructuras tridimensionales caracteristicas
que confluyen y recubren toda la superficie. Ademas, la biopelicula de A. baumannii
ATCC17978 presenta una gran cantidad de ADN extracelular que podria tener
funciones de andamiaje o soporte.

7. La mutacion de la sintasa de AHLs de A. baumannii ATCC17978 resulta en una
biopelicula con mucha menor biomasa y con diferencias estructurales considerables con
respecto a la cepa salvaje, que es restaurada en gran parte mediante la suplementacion
con la AHL mayoritaria, confirmando el papel crucial del QS en la formacion de
biopelicula de A. baumannii. La lactonasa Aii20J también afectd negativamente y de
manera significativa a la produccion de biopelicula, apoyando la utilizacién de esta
enzima de QQ como una estrategia de control de la virulencia en este patogeno.
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Conclusiones/Conclusions

1. Only growth under static conditions allowed detection of AHL QS signals in A.
baumannii ATCC17978 and all Acinetobacter strains and isolates tested. An increase in
abal and csuD genes expression, involved in AHL and type I pili synthesis respectively,
was observed in static conditions, particularly in low salt media. These results suggest a
link between QS and cell adherence in this species. OHC12-HSL is the main QS signal
in all isolates and strains studied, with minor amounts of additional signals showing
intra- and interspecies variation. A. baumannii ATCC17978 and A. nosocomialis M2
showed a peak of AHLs production between 17 and 24 hours corresponding to the late
exponential growth phase. Afterwards, QS signals concentrations were sharply reduced,
even in controlled pH culture conditions. Mutants of AHL synthases did not produce
any QS signal, confirming that Abal is the main synthase and probably the only one
responsible for the AHLs synthesis in these species.

2. Wide spectrum AHL-QQ activity was detected in A. baumannii ATCC17978
biomass as well as cell free extracts and culture supernatants, although displaying
preference for degradation of long-chain AHLs and was dependent on growth
conditions and culture phase. All Acinetobacter strains and isolates tested also showed
QQ activity. The culture conditions that increased AHLs production also delayed the
QQ activity in A. baumannii ATCC17978 up to 17 hours of culture growth, a result
consistent with the peak of OHC12-HSL concentration and with the surface-associated
hyper-motile phenotype observed in these conditions.

3. Besides AidA, three new QQ lactonases, belonging to the metallo-f-lactamase
superfamily, were identified, purified and their QQ activity verified in A. baumannii
ATCC17978. Two of them, A1S 0383 and A1S 2662, showed wide-spectrum QQ
activity. In contrast, and in common with AidA, A1S 1876 was not able to degrade all
the AHL range tested. Under culture conditions that allow QS signals production and
when OHCI12-HSL was added to cultures, no significant change in the expression of
genes coding for the lactonases A1S 0383 and A1S 2662 was observed, on the
contrary A1S 1876 expression increased in cultures supplemented with the main AHL,
suggesting a role in self-regulation of QS signals in this species. Moreover, the AidA
a/B hydrolase is tightly regulated by the QS system. Although no acylases sequences
were found in A. baumannii ATCC17978 genome, results indicate the existence of
AHL-acylase activity in cell free supernatants.

4. A. baumannii ATCC17978 displayed surface-associated motility, as well as A.
nosocomialis and the majority of clinical isolates tested. A. baumannii and A.
nosocomialis produced different motility patterns depending on nutrient availability and
culture medium salinity. High osmolality of culture media inhibits surface motility of
both species, and low salt concentrations promote a hyper-motility phenotype in
ATCC17978.

5. Results confirm that AHL-mediated QS is directly involved in surface motility of
A. baumannii ATCC17978. The QQ enzyme Aii20J inhibited surface motility in A.
baumannii and in all motile clinical isolates, revealing a potential use of this lactonase
in the control of this phenotype. Nevertheless, AHL synthase mutation or Aii20J
lactonase addition did not produce any change in A. nosocomialis M2 motility,
suggesting that, at least in the conditions tested in this study, QS is not required for this
trait in M2.
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6. Among the different models of biofilm formation tested, the interface biorreactor
was selected as optimal for biofilm development studies in A. baumannii ATCC17978,
probably due to the high aeration required by biofilms of this species. In this new
bioreactor A. baumannii formed a 0.5 mm thick biofilm after 6 days of culture, with
characteristic tridimensional structures which converged to cover the biofilm surface.
Moreover, A. baumannii ATCC17978 biofilm showed large amounts of extracellular
DNA which could be involved in the maintenance of biofilm architecture.

7. A mutation of the AHL synthase gene abal in A. baumannii ATCC17978
produced a significant reduction of biofilm biomass and impacted biofilm structure
compared with the wild type strain. Moreover, the external addition of the main AHL
produced by ATCC17978 restored the wild type biofilm in abal mutant. These results
suggest a role of QS regulation on biofilm formation in A. baumannii. In addition, the
AHL lactonase Aii20J had a negative effect in the biofilm formation, supporting the use
of this broad-spectrum QQ enzyme for virulence control of this pathogen.
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Resumen/Resumo/Summary

Caracterizacion del sistema de quorum sensing en Acinetobacter baumannii y su
influencia en la motilidad y en la formacion de biopelicula.

Acinetobacter baumannii es un importante patégeno nosocomial Gram-negativo de
especial interés debido a la rapida aparicion de cepas multirresistentes. Aunque el
género Acinetobacter incluye especies no patogénicas, un gran niimero de especies de
Acinetobacter, que constituyen el complejo A. calcoaceticus-A. baumannii o ACB
causan un gran numero de infecciones humanas nosocomiales con especial relevancia
en pacientes inmunodeprimidos y unidades de cuidados intensivos. Actualmente A.
baumannii se encuentra entre los patégenos oportunistas mas preocupantes a nivel
clinico debido a su gran plasticidad genética para adquirir genes de resistencia a
antibioticos 'y su formidable capacidad de supervivencia, constituyendo
microecosistemas altamente organizados como las biopeliculas (biofilms). Hay que
afiadir que la baja permeabilidad de su membrana celular y las bombas de expulsion de
antibidticos contribuyen enormemente a la resistencia intrinseca de este patogeno.
Debido a que globalmente A. baumannii se considera una de las bacterias mas
peligrosas para el ser humano, por el agotamiento de nuevos antibidticos para su
tratamiento, entender los mecanismos que controlan la expresion de su virulencia es
crucial para el desarrollo de nuevas estrategias antipatogénicas contra este patogeno.

Entre los mecanismos de virulencia de A. baumannii destacan la motilidad y la
formacion de biopelicula. El control de ambos fenotipos tiene caracter multifactorial,
interviniendo una red compleja de distintos factores, entre los que se encuentra el
sistema de comunicacion bacteriano dependiente de la densidad celular denominado
Quorum Sensing (QS). El género Acinetobacter presenta un sistema de QS de tipo
LuxI/LuxR, constituido por la sintasa de AHLs Abal y el receptor AbaR, mediado por
acil homoserin lactonas (AHLs). La mayor parte de la bibliografia relacionada con el
QS en este género ha sido estudiada en A. nosocomialis M2, anteriormente clasificada
como A. baumannii, en la cual la sefial de QS mayoritaria es la N-hidroxidodecanoil-L-
homoserin lactona o OHC12-HSL. Adicionalmente, se ha descrito que la sintasa Abal
activa fuertemente siete u ocho genes que funcionan como un operén de QS,
relacionado con la produccion de estas senales, tanto en A. baumannii como en A.
nocosomialis. Diversos estudios han descrito la produccion de AHLs en distintas cepas
y especies de Acinetobacter, en su mayoria sin identificar inequivocamente las senales.
Sin embargo en A. baumannii ATCC17978, que a pesar de no ser la cepa tipo, es la mas
utilizada en los laboratorios por haber sido la primera de la que se dispuso el genoma
completo, el perfil de produccion de AHLs y los factores que controlan la produccion de
las mismas no han sido estudiados hasta el momento. A pesar de que numerosos
indicios indicaban que el QS estd involucrado en la motilidad y en la formacion de
biopelicula de este patdogeno, su papel exacto todavia estaba por determinar.

El objetivo de este trabajo fue, por lo tanto, caracterizar el sistema de QS de A.
baumannii ATCC17978 y analizar su influencia sobre la motilidad y la produccion de
biopelicula. Adicionalmente, se estudio la presencia de actividad de degradacion de
sefiales de QS, un proceso denominado Quorum Quenching (QQ), en este patogeno y
los resultados se compararon con la cepa A. nosocomialis M2 y otros aislados clinicos
del género. Para ello se utilizaron mutantes de la sintasa de AHLs asi como una
lactonasa de QQ de amplio espectro, Aii20J, para determinar si las estrategias de QQ
podrian ser viables para el control de la virulencia de A. baumannii.

En este estudio, revelamos que solamente las condiciones estaticas permiten la
produccion de AHLs en A. baumannii ATCC17978, asi como en A. nosocomialis M2 y
en el resto de cepas y aislados estudiados, indicando una relacion entre las condiciones
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que permiten la adherencia a superficie o el contacto célula-célula y el QS. En estas
condiciones identificamos un perfil complejo de AHLs donde OHC12-HSL fue la sefial
mayoritaria en todos los aislados y cepas estudiados, ademas de pequenas
concentraciones de AHLs adicionales con variacion intra e interespecifica.
Confirmamos ademas, que Abal es la tnica sintasa responsable de la produccion de
AHLs, ya que su mutacion anula por completo la produccion de AHLs. ATCC17978 y
M2 presentaron un pico de produccion de AHLs, entre las 17 y 24 horas del cultivo
coincidiendo con el final de la fase logaritmica, tras el cual las sefiales disminuyeron
drasticamente, incluso en condiciones de pH controlado, generando el primer indicio de
que la actividad de QQ podria autorregular la produccion de senales, hipotesis que se
veria apoyada por la reciente identificacion de una nueva enzima de QQ, AidA, en
varios aislados clinicos de A. baumannii.

De este modo, investigamos la capacidad de degradacion de senales en A.
baumannii ATCC17978 a lo largo de la curva de crecimiento, observando una
correlacion entre la actividad QQ en biomasa y sobrenadante y la desaparicion de las
sefiales de QS. Esta actividad pudo ser confirmada en todas las cepas clinicas probadas,
ademas de en A. nosocomialis M2, en la que AidA no esta presente. La busqueda en el
genoma de A. baumannii ATCC17978 reveld que presenta varias enzimas putativas
responsables de su actividad QQ, ademds de la o/p hidrolasa AidA. En total pudimos
confirmar la existencia de tres nuevas enzimas de QQ de tipo lactonasa en ATCC17978,
que subclonamos y sobre-expresamos en Escherichia coli para caracterizar su actividad.
Todas ellas presentaron el dominio caracteristico de la superfamilia de las metalo-f3-
lactamasas, aunque solo comparten entre un 20 y un 30% de homologia a nivel de
aminoacidos con la lactonasa AiiA de Bacillus sp., representante de esta superfamilia.
Ademas, mostraron en general, actividad QQ de amplio espectro, aunque con
preferencia por AHLs de cadena larga. A pesar de que no encontramos ninguna enzima
de tipo acilasa mediante la busqueda bioinformatica, los resultados indican la posible
existencia de este tipo de enzimas de QQ que podrian ser excretadas al medio.

La motilidad asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 depende de la
osmolaridad del sustrato, siendo modulada de forma secundaria por la disponibilidad de
nutrientes. Los resultados confirmaron que el QS mediado por AHLs esta directamente
implicado en la produccion de motilidad en esta especie, a diferencia de A. nosocomialis
M2 en el que, al menos en las condiciones probadas, influyen otros factores. La
lactonasa Aii20J fue capaz de inhibir la motilidad en ATCC17978, indicando su posible
utilizacion para el control de este fenotipo.

En relacion con la produccion de biopelicula, comparamos diferentes modelos de
formacién de biopelicula, siendo el nuevo biorreactor de interfase el optimo para el
estudio de la formacion de biopelicula de A. baumannii ATCC17978, probablemente
debido al gran aporte de oxigeno que requiere. En este biorreactor, ATCC17978 produjo
una biopelicula consistente y gruesa que conseguimos caracterizar microscopicamente,
observando unas caracteristicas estructurales no descritas hasta el momento, como las
estructuras tridimensionales esféricas a partir del tercer dia de cultivo, que se agrupan en
hileras continuas apiladas recubriendo toda la superficie o la enorme produccion de
ADN extracelular. Ademas, observamos que el sistema de QS también es esencial para
la formacion de este fenotipo en ATCC17978 y que la adicion de la lactonasa Aii20J
consiguio evitar la formacion de biopelicula, confirmando una vez mas su posible
aplicacion para el control de la virulencia de A. baumannii.
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Resumen/Resumo/Summary

Caracterizacion do sistema de quorum sensing en Acinetobacter baumannii e a sta
influencia na motilidade e na formacion de biopelicula.

Acinetobacter baumannii é un importante patéxeno nosocomial Gram-negativo de
especial interese debido a rapida aparicion de cepas multirresistentes. Ainda que o
xénero Acinetobacter inclie especies non patoxénicas, un gran numero de especies de
Acinetobacter, que constitien o complexo denominado A. calcoaceticus-A. baumannii
causan un gran nimero de infecciéns humanas nosocomiais con especial relevancia en
pacientes inmunodeprimidos e unidades de coidados intensivos. Actualmente A.
baumannii encontrase entre os patdxenos oportunistas mais preocupantes a nivel clinico
debido & stia gran plasticidade xenética para adquirir xenes de resistencia a antibioticos
e a sua formidable capacidade de supervivencia, constituindo microecosistemas
altamente organizados como as biopeliculas (biofilms). Hai que engadir que a baixa
permeabilidade da siia membrana celular e as bombas de expulsion de antibidticos
contriblen enormemente & resistencia intrinseca deste patéxeno. Debido a que
globalmente A. baumannii se considera unha das bacterias mais perigosas para o ser
humano, polo esgotamento de novos antibidticos para o seu tratamento, entender os
mecanismos que controlan a expresion da sta virulencia ¢é crucial para o
desenvolvemento de novas estratexias antipatoxénicas contra este patoxeno.

Entre os mecanismos de virulencia de A. baumannii destacan a motilidade e a
formacion de biopelicula. O control de ambos fenotipos ten caracter multifactorial,
intervindo unha rede complexa de distintos factores, entre os que se atopa o sistema de
comunicacion bacteriano dependente da densidade celular denominado Quorum Sensing
(QS). O xénero Acinetobacter presenta un sistema de QS de tipo LuxI/LuxR,
constituido pola sintasa de AHLs Abal e o receptor AbaR, mediado por acil homoserin
lactonas (AHLs). A maior parte da bibliografia relacionada co QS neste xénero foi
estudada en A. nosocomialis M2, anteriormente clasificada como A. baumannii, na cal o
sinal de QS maioritario ¢ a N-hidroxidodecanoil-L-homoserin lactona ou OHC12-HSL.
Adicionalmente, describiuse que a sintasa Abal activa fortemente sete ou oito xenes que
funcionan como un operon de QS, relacionado coa producion destes sinais, tanto en A.
baumannii como en A. nocosomialis. Diversos estudos describiron a producion de
AHLs en distintas cepas e especies de Acinetobacter, na sta maioria sen identificar
inequivocamente os sinais. No entanto, en A. baumannii ATCC17978, que a pesar de
non ser a cepa tipo, ¢ a mais utilizada nos laboratorios por ser a primeira da que se
obtivo o xenoma completo, o perfil de producion de AHLs e os factores que controlan a
producion das mesmas non foron estudados ata 0 momento. A pesar de que numerosos
indicios indicaban que o QS esta involucrado na motilidade e na formacion de
biopelicula deste patoxeno, o seu papel exacto ainda estaba por determinar.

O obxectivo deste traballo foi, polo tanto, caracterizar o sistema de QS de A.
baumannii ATCC17978 e analizar a stia influencia sobre a motilidade e a producion de
biopelicula. Adicionalmente, estudouse a presenza de actividade de degradacion de
sinais de QS, un proceso denominado Quorum Quenching (QQ) neste patoxeno e os
resultados compararonse coa cepa A. nosocomialis M2 e outros illados clinicos do
xénero. Para isto utilizdronse mutantes da sintasa de AHLs asi como unha lactonasa de
QQ de amplo espectro, Aii20J, para determinar se as estratexias de QQ poderian ser
viables para o control da virulencia de A. baumannii.

Neste estudo, revelamos que s6 as condicidns estaticas permiten a producion de
AHLs en A. baumannii ATCC17978, asi como en A. nosocomialis M2 e no resto de
cepas e illados estudados, indicando unha relacion entre as condicions que permiten a
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identificamos un perfil complexo de AHLs onde OHC12-HSL foi o sinal maioritario en
todos os illados e cepas estudados, ademais de pequenas concentraciéons de AHLs
adicionais con variacion intra- e interespecifica. Confirmamos ademais, que Abal ¢ a
unica sintasa responsable da producion de AHLs, xa que a sua mutacion anula por
completo a producion de AHLs. ATCC17978 e M2 presentaron un pico de producion
de AHLs, entre as 17 e 24 horas de cultivo coincidindo co final da fase logaritmica, tras
o cal os sinais diminuiron drasticamente, incluso en condiciéns de pH controlado,
xerando o primer indicio de que a actividade de QQ poderia autorregular a producion de
sinais, hipdtese que se veria respaldada pola recente identificacion dunha nova enzima
de QQ, AidA, en varios illados clinicos de A. baumannii.

Deste modo, investigamos a capacidade de degradacion de sinais en A. baumannii
ATCC17978 ao longo da curva de crecemento, observando unha correlacion entre a
actividade QQ en biomasa e sobrenadante e a desaparicion dos sinais de QS. Esta
actividade puido ser confirmada en todas as cepas clinicas probadas, ademais de en A.
nosocomialis M2, na que AidA non esta presente. A busca no xenoma de A. baumannii
ATCCI17978 revelou que presenta varias enzimas putativas responsables da sua
actividade QQ, ademais da o/f hidrolasa AidA. En total puidemos confirmar a
existencia de tres novas enzimas de QQ de tipo lactonasa en ATCC17978, que
subclonamos ¢ sobre-expresamos en Escherichia coli para caracterizar a sua actividade.
Todas elas presentaron o dominio caracteristico da superfamilia das metalo-f3-
lactamasas, ainda que s6 comparten entre un 20 e un 30% de homoloxia a nivel de
aminoacidos coa lactonasa AiiA de Bacillus sp., representante desta superfamilia.
Ademais, mostraron en xeral, actividade QQ de amplo espectro, ainda que con
preferencia por AHLs de cadea longa. A pesar de que non atopamos ningunha enzima
de tipo acilasa mediante a busca bioinformatica, os resultados indican a posible
existencia deste tipo de enzimas de QQ que poderian ser excretadas ao medio.

A motilidade asociada a superficie de A. baumannii ATCC17978 depende da
osmolaridade do substrato, sendo modulada de forma secundaria pola dispofiibilidade
de nutrientes. Os resultados confirmaron que o QS mediado por AHLs est4 directamente
implicado na producion de motilidade nesta especie, a diferenza de A. nosocomialis M2
no que, polo menos nas condicions probadas, inflien outros factores. A lactonasa
Aii20J foi capaz de inhibir a motilidade en ATCC17978, indicando a sua posible
utilizacion para o control deste fenotipo.

En relacion coa producion de biopelicula, comparamos diferentes modelos de
formacion de biopelicula, sendo o novo biorreactor de interfase o 6ptimo para o estudo
da formacion de biopelicula de A. baumannii ATCC17978, probablemente debido ao
grande aporte de osixeno que precisa. Neste biorreactor, ATCC17978 produciu unha
biopelicula consistente e grosa que conseguimos caracterizar microscopicamente,
observando unhas caracteristicas estruturais non descritas ata o0 momento, como as
estruturas tridimensionais esféricas a partir do terceiro dia de cultivo, que se agrupan en
ringleiras continuas apiladas recubrindo toda a superficie ou a enorme producion de
ADN extracelular. Ademais, observamos que o sistema de QS tamén ¢ esencial para a
formacion deste fenotipo en ATCC17978 e que a adicion da lactonasa Aii20J conseguiu
evitar a formacion de biopelicula, confirmando unha vez mais a stia posible aplicacion
para o control da virulencia de A. baumannii.
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Resumen/Resumo/Summary

Characterization of quorum sensing system in Acinetobacter baumannii and its
influence on motility and biofilm formation.

Acinetobacter baumannii is an important Gram-negative nosocomial pathogen of
special interest due to the emergence and widespread of antibiotic resistance. Although
the genus Acinetobacter comprises non-pathogenic species, numerous species belonging
to the A. calcoaceticus-A. baumannii or ACB complex cause several nosocomial
infections, mostly in immunocompromised patients hospitalized in intensive care units.
Currently, the clinical interest of A. baumannii is rising owing to its high ability to
acquire antibiotic resistant genes and its formidable surviving capacity as biofilm
former. Moreover, the low permeability of its cell membrane and the presence of
antibiotic efflux pumps in this species contribute significantly to the intrinsic antibiotic
resistance of Acinetobacter. Due to the lack of effective treatment choices, A.
baumannii is considered one of the most dangerous human pathogens worldwide;
therefore, a more thorough comprehension of its virulence control mechanisms is
essential to the development of new anti-pathogenic strategies against this pathogen.

Among the virulence factors that contribute to A. baumannii pathogenesis, motility
and biofilm formation are at the outmost importance. The control of both phenotypes is
multifactorial, involving several regulatory networks and including the cell density-
dependent communication system known as Quorum Sensing (QS). Acinetobacter
presents a typical LuxI/LuxR-type QS network involving the acyl homoserine lactone
(AHL) synthase Abal and receptor AbaR. Earlier studies using A. nosocomialis M2,
previously classified as A. baumannii, have described N-hydroxydodecanoyl-L-
homoserine lactone or OHC12-HSL as the main signal used for QS. Moreover, AHL
signal production has been associated with the activation of the QS operon comprising
seven to eight genes in A. baumannii and A. nosocomialis. Although different reports
have described QS signal production without chemical characterisation in other species
and strains of Acinetobacter, the AHL profile and influence on virulence factor
expression of the reference strain A. baumannii ATCC17978 have not been elucidated
yet.

The objective of this work was to characterize the QS system of A. baumannii
ATCC17978 and analyze its influence on motility and biofilm formation. We also
studied the presence of QS signals enzymatic degradation activity, a process termed as
Quorum Quenching (QQ), in this pathogen, A. nosocomialis M2 and other clinical
isolates. Mutants of the AHL synthase, as well as the wide-spectrum AHL-lactonase
Aii20J, were also studied in order to determinate if QQ strategies could be used for
virulence control of A. baumannii.

In this work, a link between surface adherence of A. baumannii ATCC17978
and QS regulation has been revealed since only growth under static conditions allowed
AHL production in this species, as well as in A. nosocomialis M2 and other clinical
isolates tested. In these conditions, a complex AHL profile was identified, with OHC12-
HSL as the main signal synthetized by all strains tested and some degree of intra- and
interspecies variation in the minor AHLs produced. Moreover, we confirmed that Abal
is the only synthase responsible for AHL production in ATCC17978, since abal
mutation abolished AHL synthesis completely. AHL production peaked at the late
exponential growth phase (17-24 hours) in ATCC17978 and M2. Afterwards, a sharp
drop in AHL concentration was recorded, even under controlled pH culture conditions,
suggesting clearance of own QS signals by QQ activity. This result is supported by the
recent discovery of the QQ enzyme AidA in A. baumannii.
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To investigate this further, QQ activity of biomass and cell free culture supernatants
of A. baumannii ATCC17978 was assessed over time. Results showed a correlation
between QQ activity of biomass and supernatants and AHL turnover. AHL-degradation
activity was also confirmed in all clinical isolates tested and M2, where no homolog to
aidA gene was found. Besides AidA, an in silico analysis of ATCC17978 genome
revealed several genes encoding putative QQ enzymes in this pathogen. From these,
three new lactonases could be confirmed as AHL-degrading enzymes by heterologous
gene expression in Escherichia coli. Although they only share between 20 and 30%
sequence identity with the Bacillus sp. AHL-lactonase AiiA, all lactonases contain the
characteristic domain of the metallo-B-lactamase superfamily. Moreover, ATCC17978
lactonases exhibited wide spectrum QQ activity, although with preference for long-
chain AHLs. No AHL-acylase could be identified in ATCC17978 genome, however,
results suggest the presence of this enzymatic activity in cell free culture supernatants of
this pathogen.

Surface-associated motility of A. baumannii ATCC17978 depends on the
osmolality of the environment and is modulated by nutrient availability. Under tested
conditions and in contrast to A. nosocomialis M2, AHL-mediated QS is required for
surface motility in A. baumannii ATCC17978. Moreover, the wide-spectrum QQ
lactonase Aii20J was able to inhibit surface motility in ATCC17978, suggesting its
potential for control of this trait.

Different models for biofilm formation were evaluated and a new interface
bioreactor system was selected as optimal for biofilm development studies in A.
baumannii ATCC17978, probably due to the high aeration required by biofilms of this
species. The consistent and robust biofilms obtained allowed structural studies over
time and revealed the formation of new structures no described to date, particularly the
formation of strings of spherical aggregates on the biofilm surface after 3 days of
biofilm culture. Moreover, large amounts of extracellular DNA, with probable cohesive
or scaffolding functions, were observed in all stages of biofilm development. Consistent
with motility results, QS is also essential for biofilm formation in ATCC17978 and the
addition of Aii20J lactonase reduced biofilm formation significantly, confirming its
potential as anti-pathogenic strategy against A. baumannii.
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Anexos

ANEXO I. Secuencias de lactonasas

A1S 0383 (Acinetobacter baumannii ATCC17978)

Secuencia del gen (codones de inicio y terminacion en negrita)
ATGCTGCAAGTCAAAATTGTTCCAGTTACTGCTTTTGCTCAAAATTGTTCTTTAGTTTGGGACAGTGAAA
CAAAAGAAGCAGTTTTGATTGATGCAGGCGGTGATGCTGCTGTTTTGAAGAAAGAAGTAGAAGCCTTAGG
TTTAAAAGTAAAGGCGTTATGGCTTACTCATGGGCATTTAGATCACGCTGGGGCTGTAGGTGAACTCGCA
AAAGAGTGGAGTGTTCCTGTTGTTGGTCCGCATAAAGAAGATCAGTTCTGGCTAGATATGATTCAGGAAG
TTTCGGCACGTTATGGTTTTCCAATCCCACAGCCTGTAAAAGTCGATCAATGGCTTGAAGGCGGTGAAGT
GCTAAAACTGGGTGAAGATGAGTTTGAGGTACGTTTTGCACCAGGACATACACCAGGTCACGTCATGTTC
TATAACAAGAATCATGGTTTACTCTGGACTGGCGATGTCCTGTTTAAAGGCTCAATTGGAAGAACAGATT
TTCCACGTGGTAATCATGAGCAACTGATTGAATCAATTCAGCGTGAGTGTTTTAGCTTACCAGATGAAAC
CCAGTTTATTTCTGGACATGGGCCAATGAGTACCATTGGCTATGAAAAACAATTTAACCCGTTTGTCGCA
GGTAAAGCGGGTTAA

Secuencia de aminoacidos
MLQVKIVPVTAFAQNCSLVWDSETKEAVLIDAGGDAAVLKKEVEALGLKVKALWLTHGHLDHAGAVGELA
KEWSVPVVGPHKEDQFWLDMIQEVSARYGEFPIPQPVKVDOWLEGGEVLKLGEDEFEVRFAPGHTPGHVMFE
YNKNHGLLWTGDVLEFKGSIGRTDFPRGNHEQLIESIQRECFSLPDETQFISGHGPMSTIGYEKQFNPEFVA
GKAG

A1S 1876 (Acinetobacter baumannii ATCC17978)

Secuencia del gen (codones de inicio y terminacién en negrita)
ATGCAACAACCTCTAGTAAAAGATTTTTTTGATGAAAATACCAATACTTTTAGCTATGTTGTTGCGGATT
TAGCAACCCGTCAATGTGCAATTATTGATAGTGTGCTTGACTATGATGCTGCTTCGGCCACTACAAAAAC
AACTAATGCTGATCTGATCGTCGATTATGTCTTGGCGCAAAACTTTAAAGTACAATGGATTTTAGAAACC
CATGTACATGCGGACCATATGACTGCGGCTCAATATTTAAAATCTAAATTGGGCGGTACAATTGCGATTA
GTCAAAAAATCTCGGTAGTACAAGAAACATTTTCGGCTATTTATAATTTTGATTTTAAGAAATTCAATGA
AAATCAGCCTTTTGATTATCTATTTGAAGATTATGAACATTTCAAAATAGGGGAAATAGATGCCTATAAC
ATTCCTACACCAGGGCATACACCTGCTTGCTTAAGCTATGTGATTGGTGATGCTGTTTTTGTCGGGGATA
CTTTATTTATGCCCGATTATGGTTCGGCCAGATGCGATTTTCCTAAAGGAAGTGCTGCTGCACTTTATGA
TTCGGTACAAAAGCTTTATACACTTCCTGACGATATGCGTATGTTTCTATGCCATGATTATAAGCCCGAA
GGCCGTGACGAATATATCTGTCAAACAGATATAAAAACTCAAAAACAAAGCAATATCCATTTAAATCGAC
GAGTTTCCAAAGAATCATTCATAAAAATGCGTCAAGAAAGAGATGCTACTTTGGCAATGCCAAAATTAAT
TCTGCCTTCAATTCAAATTAATATGAACGGTGGAAATTTTCCGGAACCTGAAGCGAATGGCATCCGCTAT
TTAAAAATCCCATTTAATTACTTTTAG

Secuencia de aminoacidos
MOOPLVKDFFDENTNTFSYVVADLATRQCAIIDSVLDYDAASATTKTTNADLIVDYVLAQONFKVOQWILET
HVHADHMTAAQYLKSKLGGTIAISQKISVVQETFSAIYNFDFKKEFNENQPFDYLFEDYEHFKIGEIDAYN
IPTPGHTPACLSYVIGDAVEVGDTLFMPDYGSARCDFPKGSAAALYDSVQKLYTLPDDMRMFLCHDYKPE
GRDEYICQTDIKTQKQSNIHLNRRVSKESFIKMROERDATLAMPKLILPSIQINMNGGNFPEPEANGIRY
LKIPFNYF

AlS 2662 (Acinetobacter baumannii ATCC17978)

Secuencia del gen (codones de inicio y terminacion en negrita)

ATGAAAAAACTATTTGTAGCCTTAGGACTTATCATGGGTAGCTTGCATATAAGCTATGCAGAACCAGCTT
CAGCTCAACAAGTACCAGGATATTACCATCATCAATTCGGTAATTATCGGATAACTTCCTTGCTCGATGG
CACTATTTATCTAGATCCTAAATTGTTTAAAAATTTAAGTCAGGCTGAAAAAACTAAAATTTTAACGAAA
TATGCTGCTGTAAATGAGAAGGGGATTCAGACTTCAGTAAATGCCTTTTTGGTTGATGATGGTAAAAGTT
TGACGCTTGTTGACAGTGGAGCTGCGAGTTGTTTTGGTCCACAGTTAGGTTCAATTGCTAAAAATCTTGA
ATTAGCGGGCTATCAACTTGCCAATGTGAAAACTGTTTTATTGACCCACTTACATCCAGACCATGTGTGC
GGTATTGCTCAAAATGGAAAAGCCGTATTTCCTAATGCAACGATCTATGCTCATGAACGTGAAGCAGATT
ATTGGTTAAATCCAGCAAATGAAAAAACTGTACCAGCGGATAAAAAAGAAAATTATTTAGGTACTGTTAA
AAATGTAAAAGCTGCACTTGCACCTTATCAAGCAAAAAAAGCATTCAAAACCTTTAAAGATGGTGATGTT
ATTCAAGGTTTTGAAGTGATCAATACACAAGGGCACACACCGGGACACCATAGCTTCCGTTTGAAGAGTA
AAGGGCAACAAATTGTCTTTGTTGGTGATATTGTCCACTCACATTCTTTACAGTTTGATGCTCCAAAAAC
TGGGGTAGATTTTGATGTAAATTCAGAGCAGGCAATTAATACTCGTTTAAAAATGTTTGCTGAAATTTCA
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AATAAGCAACAATGGGTAGCTGCCCCGCATTTACCGTTCCCAGGAATTGGTCATGTGTATAAAGTGAATG
CTGAGCAGTATCAGTGGATTCCTTTATATTTTAATAACAGTCTTGATAAATAA

Secuencia de aminoacidos
MKKLFVALGLIMGSLHISYAEPASAQQVPGYYHHQFGNYRITSLLDGTIYLDPKLFKNLSQAEKTKILTK
YAAVNEKGIQTSVNAFLVDDGKSLTLVDSGAASCFGPQLGSIAKNLELAGYQLANVKTVLLTHLHPDHVC
GIAQNGKAVFPNATIYAHEREADYWLNPANEKTVPADKKENYLGTVKNVKAALAPYQAKKAFKTFKDGDV
IQGFEVINTQGHTPGHHSFRLKSKGQQIVEVGDIVHSHSLOQFDAPKTGVDEDVNSEQAINTRLKMFAETIS
NKOOWVAAPHLPFPGIGHVYKVNAEQYQWIPLYFNNSLDK

AidA (Acinetobacter baumannii ATCC17978)

Secuencia del gen (codones de inicio y terminacion en negrita)
ATGGGTAAAAGTCTAAATAATGTGCCCCAAGCACCACTAGATGTTCAGTTTAATTCAAATGGCATGAAAT
GCAGCGCCTATTTATATCGTCCAGCCACCGAGGTAGCTACTCCAATGATTGTGATGGCGCACGGTCTGGG
TGGTACTCGTAGAATGCGTTTAACAGCTTTTGCAGAGCGCTTTGTGGCAGAGGGTTATGCTTGTTTAGTG
TTTGATTATCGCTATTTTGGTGATAGCGAAGGACAACCTCGACAATTACTAGATATAAAAAGTCAGCTCG
AAGACTGGAAAGCTGCCATTGCCTATGCACGTAGCCTAGACAAAATTGACCCAAACCGCGTAGTTATATG
GGGAACTTCTTTCGGTGGAGGCCATGTGCTGGCAACAGCTGCTGATGATAATCGACTTGCTGCTGTTATA
TCACAATGCCCCTTCACTGATGGTTTCTCATCTAGCATGGCAATGGACCCGATAACGACCCTCAAGCTCA
CGGGACTCGCTTTAAAAGACAAGATTGGATCAATGCTCAGCGCCAAGCCAGTCATGGTGCCACTTGCAGC
GCCATCAGGACATACAGCATTAATGAATGCACCTGACGCTTATTCAGGCTATCTCGCACTCATGCCTTCA
GGTTCAAATATTCCAAACTATGTCGCTGCACGTTTTGTACTCGACATCATACGCTATTACCCGGGCCGTA
AGACATCCCGTATTCAAGCCCCCGTGCTATTTTGTGTCTGTGATACCGACTCGGTGGCCCCCTCAAAAAC
AACATTGCGTCATGCGAGCCATACACCCAATCATGAAATTAAGCACTACGCCGATGGTCATTTTGAAATT
TACGTTGGAGAAGCTTTTGAGCGTGTTGTTCGTGATCAGATCGACTTTCTTAAACGCATCGTTCCAGTCA
AGTAA

Secuencia de aminoacidos
MGKSLNNVPQAPLDVQFNSNGMKCSAYLYRPATEVATPMIVMAHGLGGTRRMRLTAFAERFVAEGYACLV
FDYRYFGDSEGQPROLLDIKSQLEDWKAATIAYARSLDKIDPNRVVIWGTSFGGGHVLATAADDNRLAAVI
SQCPFTDGFSSSMAMDPITTLKLTGLALKDKIGSMLSAKPVMVPLAAPSGHTALMNAPDAYSGYLALMPS
GSNIPNYVAARFVLDIIRYYPGRKTSRIQAPVLECVCDTDSVAPSKTTLRHASHTPNHEIKHYADGHFEI
YVGEAFERVVRDQIDFLKRIVPVK
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Abstract

Acinetobacter baumanniiis an important pathogen that causes nosocomial infections gener-
ally associated with high mortality and morbidity in Intensive Care Units (ICUs). Currently, lit-
tle is known about the Quorum Sensing (QS)/Quorum Quenching (QQ) systems of this
pathogen. We analyzed these mechanisms in seven clinical isolates of A. baumannii. Micro-
array analysis of one of these clinical isolates, Ab1 (A. baumannii ST-2_clon_2010), previ-
ously cultured in the presence of 3-oxo-C12-HSL (a QS signalling molecule) revealed a
putative QQ enzyme (a/3 hydrolase gene, AidA). This QQ enzyme was present in all non-
motile clinical isolates (67% of which were isolated from the respiratory tract) cultured in
nutrient depleted LB medium. Interestingly, this gene was not located in the genome of the
only motile clinical strain growing in this medium (A. baumannii strain Ab421_GEIH-2010
[Ab7], isolated from a blood sample). The AidA protein expressed in E. colishowed QQ
activity. Finally, we observed downregulation of the AidA protein (QQ system attenuation) in
the presence of H,O, (ROS stress). In conclusion, most of the A. baumannii clinical strains
were not surface motile (84%) and were of respiratory origin (67%). Only the pilT gene was
involved in surface motility and related to the QS system. Finally, a new QQ enzyme (a/3
hydrolase gene, AidA protein) was detected in these strains.

Introduction

Quorum Sensing (QS) is a general mechanism used by Gram-negative bacteria to regulate
many biological processes, including virulence, competence, conjugation, resistance, motility
and biofilm formation [1]. The production and detection of bacterial cell-cell signalling mole-
cules by various species have been linked to the enhanced development of single and multi-
species biofilms [2]. A variety of structurally different bacterial cell-cell signalling molecules
have been shown to mediate cell-cell communication, including acyl homoserine lactones
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(AHLs) and autoinducer-2 molecules (AI-2). AHLs have been proposed to mediate intra-spe-
cies bacterial communication; different species typically only recognize AHLs produced from
closely related species [3]. On the other hand, AI-2 has been shown to mediate inter-species
signalling [4]. The term AI-2 describes a family of inter-convertible molecules derived from
the precursor molecule (4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione, DPD) [5]. This precursor molecule
is produced or detected by many Gram-positive and Gram-negative bacteria [6].

The QS system in Acinetobacter sp. has been described as homologous to the LuxR receptor
(AbaR) and LuxI synthase (Abal) proteins in Vibrio fisheri 7, 8]. Acyl homoserine lactones
(AHLs) are classified on the basis of the length of the acyl chain as short- or long-chain mole-
cules. Many strains of Acinetobacter (63%) produce more than one AHL (>C10). Moreover,
none of the AHL signals can be specifically assigned to any particular species of this genus [9].
In this pathogen, AHL molecules are autoinducers of the QS system involved in motility and
biofilm production [10]. Secretion of quorum signals has been associated with multidrug efflux
pumps [11, 12]. The AdeFGH efflux pump has recently been related to the synthesis and trans-
port of autoinducers during biofilm formation regulated by the QS system in clinical strains
[12]. Overexpression of the AdeABC efflux pump by deletion of the two-component regula-
tory system, AdeRS, has also been associated with biofilm formation and virulence phenotype
in this pathogen [13]. However, little is known about the cascade of genes associated with vari-
ous mechanisms controlled by the QS system in nosocomial pathogens such as A. baumannii.
In an earlier study of the genes involved in QS activation in A. baumannii ATCC 17978, Clem-
mer et al. observed overexpression of an operon comprising the A1S 0112to A1S_0118 genes
[10].

The Quorum Quenching (QQ) mechanism can effectively interfere with any one of the key
processes in QS, and this could potentially be exploited to quench QS and prevent microbial
infections (inhibition of motility and biofilm formation) [14]. Naturally occurring QQ mecha-
nisms act by blocking the key steps of QS, such as signal generation, signal accumulation and
signal reception. Microorganisms exist in a multi-species, competitive environment and have
developed many survival strategies to gain benefits and compete for space, nutrition and eco-
logical niches. One of these, QS interruption, is straightforward because bacteria that produce
QQ agents can inhibit the QS-regulated behaviour of competing species and therefore obtain
benefits or avoid being killed. An AHL acylase, AmiE, has recently been identified in Acineto-
bacter sp. strain O0i24 [15, 16]. However, this QQ mechanism is not well known in clinical iso-
lates of A. baumannii.

In 2016, Vijayakumar et al. analyzed the nature of the clinical isolates of A. baumannii in
relation to biofilm formation and motility [17]. These authors concluded that the least motile
strains were those obtained from respiratory samples (the main origin of isolates of this patho-
gen). Interestingly, 67% of the non-motile clinical isolates in this study were of a respiratory
nature. The oxygen-rich environment generates reactive oxygen species (ROS) (e.g. superoxide
anion [027] and hydrogen peroxide [H,0,]), which can dramatically increase damage to cell
structures in a process known as oxidative stress. To reduce the potential damage caused by
these reactive intermediates, the bacteria possess ROS detoxifying enzymes (SOD and catalase
proteins) [18]. Recent studies have suggested that the response to ROS is controlled by the QS
system in A. baumannii [19, 20]. In all aerobically-grown microorganisms, the stress induced
by ROS such as the superoxide anion radical (O,") and hydrogen peroxide (H,0,) causes mac-
romolecular damage [21].

In this study, we used microbiological and transcriptomic assays (microarrays and RT-
PCR) to analyze the Quorum Sensing/Quenching systems in clinical strains of Acinetobacter
baumannii in relation to surface motility. We also studied the involvement of these systems
(QS/QQ) in the oxidative stress mechanism (ROS system).
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Material and methods
Strains and susceptibility

Seven clinical strains shown by multilocus sequence typing (MLST) to have different allelic
profiles or sequence types (STs) and different susceptibility to several antimicrobials were used
in this study (Table 1). The mechanisms of resistance to several antimicrobials are shown in
Table 2. The genomes of two isolates used in the study have already been sequenced: Acineto-
bacter baumannii ST-2_clon_2010 (Genbank acc.num. LJHB00000000) [22] and Acinetobacter
baumannii strain Ab421_GEIH-2010 (Genbank acc.num CP014266) [23], Abl and Ab7
respectively. Both whole genome sequencing studies (WGS) are part of the GEIH-REIPI Span-
ish Multicenter Acinetobacter baumannii Study II 2000-2010, project PRINA308422. The
abaR and abal genes were also sequenced in the present study.

Effect of culture conditions and quorum sensing inhibitors on motility

In view of the different responses shown by A. baumannii and A. nosocomialis to culture
medium and Quorum Sensing inhibitors (Mayer et al., 2016, submitted), motility assays were
performed in plates containing either Luria-Bertani (Normal LB) medium or modified LB-LN
(nutrient depleted) [10]. The Normal LB medium contained (per litre) 10 g tryptone, 5 g yeast
extract and 10 g NaCl per litre, while the modified LB contained 2 g tryptone, 1 g yeast extract
and 5 g NaCl. Assays were carried out with 0.25% of Difco (Bacto' ™ agar). Motility studies
were carried out in the presence of QQ lactonase Aii20] enzyme, furanones and exogenous N-
acyl homoserine lactone molecule (3-0x0-C12-HSL 10 uM).

The strains were inoculated in both normal LB and modified LB broth and incubated over-
night at 37°C. An aliquot (1pl) of the culture was spotted in the centre of each well containing
LB medium with agar and again incubated overnight at 37°C. Migration of the culture was
then measured. The isolate was classified as non-motile when the average diameter of the zone
of surface motility was <5 mm.

Detection of the quorum quenching phenotype: AHL lactonase assay

All A. baumannii clinical strains were cultured overnight in 5 ml of modified LB broth. The
culture was recovered by centrifugation at 3000 g for 10 min, resuspended, washed and finally
resuspended in 5 ml of modified LB. Aliquots of the culture (1 ml) were supplemented with N-
3-oxo-dodecanoyl-L-homoserine lactone (3-oxo-C12-HSL at a final concentration of 10 pM)
and incubated at 37°C in a shaker for 6 h. Aliquots (50 yl) of the resulting supernatant were
used to detect AHL degradation in a well diffusion assay in double agar plates, in which Chro-
mobacterium violaceum CV026 was added to soft agar as a biosensor together with C6HSL

(5 uM) to detect inhibition of violacein synthesis [24, 25]. An overnight culture of E.coli BL21
(DE3)pET28-AidA strain was recovered and incubated in the presence of IPTG (Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) for 4 hours to induce expression of the aidA gene, and the
medium was then supplemented with 3-oxo-C12-HSL. The diffusion assay was carried out as
previously described [24, 25].

Gene expression profiles

Gene expression studies were carried out by RT-PCR and microarray analysis. In both cases,
the RNA samples were quantified in a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies). The quality and integrity of the samples were analyzed in an Agilent 2100 Bioa-
nalyzer, with RNA 6000 Nano reagents and RNA Nano Chips (Agilent Technologies). Only
samples with an RNA integrity number (RIN) >8 were included.
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For RT-PCR analysis of all clinical strains in both types of LB broth, the High Pure RNA Iso-
lation Kit (Roche, Germany) was used to obtain Dnase-treated RNA from late log-phase cul-
tures (OD = 0.4-0.6) in the presence of the QQ lactonase Aii20] at a final concentration of
20 uM [25] (Fig 1). The ROS experiments were carried out with the RNA extracts in the pres-
ence of H,0O, for 5 minutes and in the absence of H,O,. The primers and UPL probe (Universal
Probe Library-Roche, Germany) used in RT-PCR analysis in all clinical A. baumannii strains
are shown in Table 3. These were designed from QS genes of the operon comprising the A1S-
0112to AIS_0118 cluster of A. baumannii ATCC 17978 [10]. We also included the abaR and
abal genes (QS system) [26] as well as genes that encoded efflux pumps [11, 12]. In relation to
the QQ system, we analyzed the o/f§ hydrolase gene (AidA protein) by using several combina-
tions of primers and probes with variations in the amino acid sequences (S1 Fig). Finally, we
studied the ROS response associated with QS/QQ systems. The concentrations of the samples
were adjusted to achieve efficiencies of 90%-110% (50 ng of RNA), and all experiments were
performed in triplicate (i.e. three RNA extracts). Analysis of controls without reverse transcrip-

tase confirmed the absence of DNA contamination. For each strain, the expression of all genes
was normalized relative to the rpoB gene. The normalized expression of each gene of interest
was calibrated relative to expression of the reference strains, which were assigned a value of 1.0
(mean relative expression: RE). The following comparisons were made relative to the reference
strains: 1) QS analysis. A. baumannii clinical isolates of interest due to their surface motility on
both types of LB medium (Fig 1) versus strains in the presence of the QQ lactonase Aii20]
enzyme (the same strains in the absence of the compounds were used as reference strains); and
ii) ROS responses in relation to QS (Abal protein) and QQ mechanisms (AidA protein) were
compared in clinical isolates of A. baumannii in the presence of H,O, (for 5 minutes) and in the
absence of H,O, (strains with no H,O, pressure were used as reference strains, CONTROL).
Overexpression of the genes was defined by RE values of > 1.5. The differences in gene
expression were analyzed using a Student’s t-test. Differences were considered significant at
P<0.05 [27].
In microarray studies (Fig 2), RNA was treated with 3-oxo-C12-HSL (significant signal
molecule from QS of P.aeruginosa) at a final concentration of 10 uM [28] for analysis of clinical

Table 2. Mechanisms of resistance to several antimicrobials in clinical isolates of A. baumannii.

Strain B-lactamase Efflux pump (RND type) Phenotype of antimicrobial
resistance
Ab1 | OXA-24 (Plasmid Overexpression of AdeABC/ Carbapenems, aminoglycosides,
harbouring AbKAB TA AdelJK quinolones and glycines
system)
Ab2 | OXA-24 (Plasmid Not overexpression RND efflux Carbapenems
harbouring AbKAB TA pump
system)
Ab 3 | OXA-58 Overexpression of AdeABC/ Carbapenems, aminoglycosides
AdeFGH and quinolones
Ab 4 - Not overexpression RND efflux -
pump
Ab5 | OXA-24 (Plasmid Overexpression of AdeABC/ Carbapenems, aminoglycosides,
harbouring AbKAB TA AdelJK quinolones and glycines
system)
Ab6 | OXA-24 (Plasmid Overexpression of AdeABC/ Carbapenems, aminoglycosides,
harbouring AbKAB TA AdelJK quinolones and glycines
system)
Ab7 - Absence of AdeABC efflux pump/ | Aminoglycosides, quinolones and

Overexpression AdeFGH

glycines

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454 1002
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Normal LB Modified LB-LN
Control Aii20J Furanone AHL Control Aii20J Furanone AHL

Fig 1. Surface motility of clinical strains of Acinetobacter baumanniion normal LB and modified LB (nutrient depleted). Normal
LB contains 10g/L NaCL, 10g/L tryptone and 5g/L yeast extract and the modified LB contains 5g/L NaCL, 2g/L tryptone and 1g/L yeast
extract. Inhibition of motility (in motile strains) was analyzed by the QQ enzyme (Aii20J) and molecules with this capacity (furanones and
acyl homoserine, AHL).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.9001

Ab

o—

Ab 4

Ab 6

Ab 7

strain Abl (ST-2_clon_2010 isolate). Samples without enzymes and other compounds were
used as negative controls. The arrays were designed using eArray (Agilent), on the basis of the
Abl (ST-2_clon_2010 clinical strain genome) [22], and were carried out by Bioarray Diagnos-
tico Genetico (Alicante, Spain). Labelling was carried out by two-colour microarray-based pro-
karyote analysis implemented with Fair Play III labeling, version 1.3 (Agilent). In this strain, the
QS system was inhibited by 3-oxo-C12-HSL (100 uM) (i.e. inhibition of motility and biofilm
formation, Fig 2). Four independent RNA extractions per condition (biological replicates) were
used in each experiment. Statistical analysis was carried out using the Bioconductor tool of the
RankProd software package for the R computing environment. A gene was considered overex-
pressed when the ratio of the treated to the untreated preparation was >1.5 at P <0.05.
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Biofilm formation

The biofilm assays were conducted following the procedure described by Alvarez-Fraga L et al.
[29]. The strains were grown on LB medium for 18 h at 37°C and used to inoculate 5 mL of LB

Table 3. Primers and UPL probes used in this study.
PRIMERS and PROBES for RT-PCR STUDIES

Quorum Sensing Primer Sequence (5°-3°) Tagman Probes Ref
A1S_0115 Fow TTGCCGGTTTGAAAAAGACT 11/CTTCCGC This study
Rev TAAACGCACTTGGCACCATA
abaR Fow ACCTCTTGTTTGGTCGAGTCA 96/ACAGGCAG This study
Rev CGTGCTTCCTCCCAAAAAT
pilT Fow CTTTGGICTAGTGTGGTCATGC 102/TGGCTGAG This study
Rev AAACAAAGTCGCGCARATG
bfmS Fow TGAAGGAGTCGCTCGACAA 38/GGAAGCAG This study
Rev CAGATGCGTCAGAAATCCAAT
csubD Fow CCTGAARACCACCTAGTCGAA 60/TGGGGAAG This study
Rev TTTTACTGGGTGACATTATTACCG
adeB Fow CGAGTGGCACAACTAGCATC 61/CTGGGCAA [27]
Rev CCTTGTCTTGGCTGCACTCT
adeG Fow GTCCTGAAATGGTCGTTCGT 43/CTGCCCCA [27]
Rev AGCTTCTGCTTGGCTAGATGA
adeJ Fow CCTATTGCACAATATCCAACGA 119/TTGGTGGT [27]
Rev AGGATAAGTCGCAGCAATCG
rpoB Fow CGTGTATCTGCGCTTGG 131/CTGGTGGT [27]
Rev CGTACTTCGAAGCCTGCAC
abal Fow CCGCTACAGGGTATTTGTTGAAT 6FAM-TGGATTCTCTGTCTTGAGCCACGACA-BBQ This study
Rev GCAGGGAATAGGCATTCCATTG
Quorum Quenching Primer Sequence (5™-3") Tagman Probes Ref
aidA Fow GGGAACTTCTTTCGGTGGAG 145/CAGCCACC This study
Rev AACAGCAGCAAGTCGATTATCA
Fow GGGACTTCTTTCGGTGGAG 145/ CAGCCACC This study
Rev GCAGCAAGCCGGTTATCA
Fow CCTAACCTTGCATTAGGGCTATTA 53/TGGCAGAG This study
Rev CGGTAAACCACAGGTCGGTA
PRIMERS for SEQUENCING ANALYSIS
Quorum Quenching Primer Sequence (5™-3") Ref
aidA gene (Putative lactonase) AidA Fow ATGGGTAAAAGTCTAAATAA This study
AidA Rev CTTGACTGGAACGATG
AidA FowINT1 GCCTATGCACGTAGCC This study
AidA RevINT1 GGGGGCAACAGAGTCGG
AidA FowINT2 GCGAGATAGCCTGAAT This study
AidA FowINT2 GCCTATGCCCGTAGC
PRIMERS for CLONING the aidA gene in E.coli strain BL21 (DE3)
Primer Sequence (5°-3")
AidA pET Fow (Xhol enzyme GGAATTCCATATGGGTAAAAGTCTAAATAA
restriction site)
AidA pET Rev (Ndel enzyme GCGGAGCTCTTACTTGACTGGAACGATGCG
restriction site)

Ref, References.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.t003
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A2,

J

0D580/600

0.5% 0.5% DMSO
DMSO +
3-0x0-C12-HSL

Abl (A. baumannii ST-2_clon_2010)

Fig 2. The figure shows inhibition of motility (A2) and biofilm formation (B) in Ab1 in the presence of 3-oxo-C12-HSL (QQ activity). As a negative
control, motility and biofilm formation in Ab1 were studied in the presence of 0.3% dimethyl sulfoxide (DMSQ), which is a solvent for 3-oxo-C12-HSL (A1
and B).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.9002

broth. Cultures were grown at 37°C with shaking. Overnight cultures were pelleted, washed
and resuspended in 5 mL of modified LB-LN. A 1:100 dilution of each strain was incubated at
37°C for 48 h under static conditions. Growth of the culture was measured at ODg to esti-
mate total cell biomass. Biofilm formation was quantified by staining with crystal violet and
solubilised with ethanol-acetone. The ODsg,/ODgqq ratio was used to normalize the amount of
biofilm formed to the total cell content of each sample tested, to overcome variations due to
differences in bacterial growth under several experimental conditions. Eight independent rep-
licates were considered. A student’s test was performed to evaluate the statistical significance
of the observed differences between the strains considered.

Sequencing of the a/B3 hydrolase gene (AidA) in clinical strains of A.
baumannii

The primers listed in Table 3 were used to sequence and amplify the gene that encoded the
protein in all clinical strains isolated in this study. To confirm the absence of this gene, we ana-
lyzed the genome of Ab7 (A. baumannii strain Ab421_GEIH-2010 genome) [23]. Moreover,
the nucleotide sequences of AbaR and Abal proteins did not reveal any mutations of interest
(data not shown).

Expression of AidA protein in E.coli strains

DNA isolated from Acinetobacter baumannii strain ST-2_clon_2010 (Ab1) was used to clone
the full-length AidA protein. The primers used to clone this gene in E.coli strains are shown in
Table 3. These primers included an internal XholI restriction site (bold), with a stop codon
(underlined). The amplified PCR products were digested using Ndel and XhoI (NEB) and
purified using a QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). Finally, they were ligated with T4
DNA ligase (Fermentas) into a modified pET28-a plasmid (Novagen) which includes a human
rhinovirus 3C protease cleavage site. Recombinant plasmids were transformed into competent
E.coli DH50. cells (Novagen) for DNA production and purification (QIAprep Spin Miniprep
Kit, QTAGEN). The integrity of both constructs was verified by sequencing. Finally, the
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plasmids were transformed into BL21(DE3) pLysS competent cells (Novagen) to yield the E.
coli BL21(DE3)pET28-AidA construct.

Results
Surface motility in clinical strains of A. baumannii

The motility data for all clinical strains of A. baumannii are shown in Fig 1. Around 85% of the
isolates did not exhibit surface motility on either medium tested. In those strains displaying
surface motility, the lactonase Aii20] was the most effective in inducing QQ activity and thus
inhibiting the motility (Ab 5 and Ab 6 on normal LB versus Ab 7 on modified LB-LN).

Genes associated with surface motility (activation of the QS system)

We used RT-PCR to study the following QS genes in the clinical strains of A. baumannii of
interest in relation to surface motility (shown in Fig 1): A1S_115, abaR, pilT, bfmS, csuD, adeB,
adeG and ade] [10-12].

We observed only one gene, pilT, associated with surface motility on both types of LB
medium and involved in the QS system, as indicated by a decrease in expression (RE between
1.5 and 8 times higher) in the presence of the QQ lactonase Aii20] enzyme (Ab 5 on Normal
LB and Ab 7 on modified LB-LN). The most strongly expressed gene was A1S_115in Ab3
(RE > 100 times higher). However, as clinical strain Ab3 did not display surface motility, this
gene may be associated with another function.

Finally, in the Ab3 strain, overexpression of the genes that encoded the proteins AdeB
(AdeABC) and AdeG (AdeFGH) decreased significantly in presence of the QQ lactonase
Aii20] enzyme. In the other clinical strains, the differences were not statistically significant.

Genes involved in inhibition of surface motility (activation of the QQ
system)

Stacy et al. used non-native N-acyl homoserine lactones such as 3-oxo-C12-HSL to study atten-
uation of the QS system (QQ activity) [28]. We carried out microarray analysis of A. baumannii
ST-2_clon_2010 (the genome of which has been sequenced) cultured with 3-oxo-C12-HSL, in
order to analyze the expression profile of the genes involved in the QQ system in clinical strains
of A. baumannii (the solvent used, dimethyl sulfoxide [DMSO] was included as a blank control).
We also confirmed activation of the QQ system in this strain with 3-oxo-C12-HSL, by inhibi-
tion of surface motility and a significant decrease in biofilm formation (Table 4 and Fig 2).
Only 13 genes were overexpressed in the presence of 3-oxo-C12-HSL in this A. baumannii
strain (GEO database arrays GSE87009). The most strongly expressed gene (5.01) was a gene
encoding an o/ hydrolase enzyme, AidA (putative QQ ENZYME, GI:1056209154). Around
46.15% of the genes that were overexpressed were involved in the synthesis of the acyl-homo-
serine lactones (AHLs), including AHL synthase (GI:1056211405). Moreover, the results of the
microarray analysis revealed overexpression of the genes coding for the following proteins:
i) glutathione-s-transferase (DETOXIFICATION, GI:1056212294); ii) RND efflux pump
(TRANSPORTER, GI:1056211398); iii) outer membrane protein-OmpA-Like (TRANS-
PORTER/VIRULENCE, GI:1056212337); iv) entericidin EcnA/B family (STRESS RESPONSE,
GI:1056212369); and v) a new PORIN (GI:1056211397) (Table 4).

Detection of the aidA gene in clinical isolates

To confirm the role of AidA as a new QQ enzyme, we studied the presence of this protein in
the clinical strains of A. baumannii that did not display surface motility on modified LB-LN
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Table 4. Gene expression in A. baumannii ST-2_clon_2010 (Ab1) revealed by microarray assays in
the presence of 3-oxo-C12-HSL.

GenBank no. Gene name Fold Function
Sequences? change
Gl:1056209154 Alpha/beta hydrolase 5.01 Quorum
Quenching
Gl:1056211401 Acyl-dehydrogenase (Acyl-CoA 4.83 AHLs synthesis
dehydrogenase)
G1:1056209152 Short-chain dehydrogenase (3-oxoacyl-ACP 4.79
reductase)
Gl1:1056211410 Amp-binding enzyme (Acyl CoA synthase) 4.31
Gl:1056211399 Non-Ribosomal Peptide synthase 3.91
(Long chain fatty-acid CoA ligase)
Gl:1056209152 Kr domain protein (3-oxoacyl-ACP reductase) 3.27
Gl:1056211405 Acyl-homoserine-lactone synthase 3.18
Gl:1056211426 Phosphopantetheine attachment domain 2.72
(Beta-ketoacyl-ACP synthetase)
G1:1056212294 Glutatione-S-transferase 2.56 Detoxification
G1:1056211398 Mmpl family protein (RND transporter) 1.89 Efflux pump
G1:1056212337 Outer membrane protein omp38 1.61 OmpA porin
G1:1056212369 Enterocidin EcnA/B family 1.51 Stress response
Gl:1056211397 Porin 1.50 Porin

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.t1004

(Ab2, Ab3, Ab4, Ab5 and Ab6) and in the only strain displaying surface motility (Ab7). We
found the a/f3 hydrolase gene encoded an AidA protein (QQ enzyme) in all non-motile iso-
lates (67% from respiratory tract) (Table 5). The AidA enzyme showed variable levels of amino
acid in different clinical strains of A. baumannii (S1 Fig). Importantly, the o/f3 hydrolase gene
was not amplified in strain Ab7 (reference strain displaying surface motility). The absence
of this gene was confirmed by sequencing the genome of strain Ab7 (which belongs to the
PFGE-HUI-1 clone), which has recently been published as A. baumannii strain Ab421_GEIH-
2010 [23]. Other characteristics of this isolate were that it did not have an AdeABC efflux
pump and it did not harbour OXA 24 f3-lactamase in a resistance plasmid (Table 5).

Finally, in order to detect the presence of QQ activity in the A. baumannii strains used in

this study, we conducted well diffusion assays with Chromobacterium violaceum CV026 as a

biosensor. This bacterium produces violacein in the presence of short-chain AHLs such as
C4HSL; however, the presence of long-chain AHLs inhibits violacein production [24]. In all
strains except Ab7 (the reference strain exhibiting surface motility) and the control strain, no
halo was detected in the plates, and therefore the 30C12HSL with which the cultures were
incubated was not present (Fig 3).

Functional characterization of the AidA protein by overexpression in E.

coli strains

We used E. coli BL21 (DE3) as a model to overexpress the AidA protein (pET28-AidA) (Fig
4A, line a.2). Three QS systems have been described in this model [26]:

1. Unknown (synthase), SdiA (receptor) and 3-oxo-C8-HSL (signal synthesized in others bac-
teria). This system has been associated with motility and acid resistance. [30].

2. LuxS (synthase), LsrB (receptor) and AI-2 (signal). Lsr operon expression (AI-2 uptake)

[31].
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Table 5. Detection of the a/B hydrolase gene (AidA protein) in clinical isolates by PCR. Features of the
isolates used in this study.

Strain Quorum Sensing system Surface Motility | Type of infection
a/B hydrolase gene, AidA protein: GI:1056209154° | (Modified LB-LN)

Ab 1 + No Respiratory
Ab 2 + No Ulcer

Ab 3 + No Respiratory
Ab 4 + No Respiratory
Ab 5 + No Respiratory
Ab 6 + No Exudade
Ab7 - Yes Blood

2 Genome A. baumannii ST-2_clon_2010.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.t005

3. Unknown (synthase), QseC (receptor) and AI-3 (signal synthesized in other bacteria). This
system has been implicated in virulence, motility and biofilm formation [32].

We confirmed the quorum quenching activity of this AidA protein by twitching motility
studies with these cells in the presence of IPTG (Fig 4B in which E.coli BL21 [DE3] pET28-
AidA showed no motility) and quantification of bacterial biofilm (significant decrease in bio-
film formation in E.coli BL21 [DE3] pET28-AidA, Fig 4C). The quorum quenching activity of
this protein was also detected by diffusion assay in the presence of the biosensor C. violaceum
strain CV026: no halo was produced by the supernatant of the strain BL21 [DE3] pET28-AidA
incubated with 3-oxo0-C12-HSL (Fig 4D).

Relationship between QS/QQ systems and oxidative stress mechanism
(ROS response)

We studied the involvement of QS/QQ systems in the ROS response by RT-PCR. In the pres-
ence of H,O,, expression of the a/f§ hydrolase gene (QQ system) decreased significantly
(P<0.05), while the abal gene (QS system) was significantly overexpressed (P<0.05) (Table 6).

Discussion

The QS system enables bacterial populations to live and proliferate in an environment with
effective intercellular communication [33]. In clinical isolates of A. baumannii, little is known
about the cascade of genes controlled by this system and associated with various mechanisms,
including surface motility (phenotypic expression). In Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
the A1S-0112to A1S_0118 operon has been associated with activation of the QS system, and the
pilT gene has been related to motility [10]. In this study, only pilT expression (surface motility)
was controlled by QS in the LB broth used: normal LB and modified (nutrient depleted) LB-LN.

Amino acid sequences and architecture of the QQ enzymes are diverse [34]. These enzymes
have several biological roles: QS-signal clearing in A. tumefaciens [35, 36], recycling of QS sig-
nals (Pseudomonas aeruginosa model) in organisms that produce QS molecules [37, 38], detox-
ification and, finally, disturbance of QS signalling by an organism that does not produce QS
signals, but may take advantage of QQ processes, such as the hosts of QS-emitting pathogens
(bacterial competition) [39].

Several o/8 hydrolase enzymes have been described in different pathogens [1, 34, 40-42].
In this study, we identified in presence of 3-oxo-AHL, a new QQ enzyme (o/f3 hydrolase gene,

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454 March 22,2017 11/18



®PLOS | one

Quorum network in clinical strains of Acinetobacter baumannii

Fig 3. Diffusion assays carried out with the biosensor Chromobacterium violaceum CV026 to detect the presence of QQ activity in the clinical
strains of A. baumanniiunder study. The presence of a halo indicates inhibition of violacein production by the presence of 3-oxo-C12-HSL and,
therefore, the absence of QQ activity (a, h). The absence of a halo indicates QQ activity (b, ¢, d, e, f, g). a) Control; b) Ab1; c) ab2; d) Ab3; e) Ab4; f) Ab5; g)

AbS; h) Ab7.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.9003

AidA) which was present in all strains of A. baumannii that did not exhibit surface motility.
Moreover, the QQ activity from this protein (inhibition of the motility and biofilm) was con-
firmed by overexpression in E.coli (which does not produce AHLs). Interestingly, Weiland and
collaborators described several QQ enzymes with hydrolytic activity against AHLs and AI-2
signals [43, 44]. Hence, this QQ enzyme (AidA protein) could contribute in bacterial competi-
tion, as it is capable of hydrolyzing the signalling molecules mediated between species.

Recent studies suggest that the ROS response is controlled by the QS system in A. bauman-
nii [14, 15]. Several studies have suggested the involvement of the QQ mechanism under
ROS response [45, 46]. Veal et al. [47] and other researchers [48] have suggested that members
of the glutathione-S-transferase family of proteins are important for protecting cells from oxi-
dative stress. The results of microarray assays showed overexpression of the glutathione-s-
transferase and a/f$ hydrolase (AidA protein) genes in the Ab1 clinical strain (A. baumannii
ST-2_clon_2010) [22] in the presence of 3-oxo-C12-HSL[28]. Moreover, in Deinococcus radio-
durans, which is known for its resistance to oxidative stress, the AHL level was “shielded” by
QQ enzymes under non-stress conditions (normal conditions), whereas AHLs accumulated
when D. radiodurans was exposed to oxidative stress [49]. In the aforementioned study, the
synthetic form of the AHL enzyme (Dsql) was immediately induced on exposure to H,0,,
while the expression of QQ enzymes began to increase after exposure to H,O, for about half
an hour. The QS system (DgsIR) in this pathogen mediated the adaptive strategy in response
to oxidative stress (ROS response) [49]. In the present study, we confirmed the presence of the
AidA protein (new QQ enzyme) in all non-motile clinical strains of A. baumannii. The twitch-
ing motility and biofilm studies with overexpression of this protein in E.coli BL21(DE3) con-
firmed its role as a quorum quenching enzyme.
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Fig 4. Studies with AidA protein overexpressed in E. coli BL21(DE3). A. SDS PAGE with expression of AidA protein in E. coliBL21(DE3): a.1. E.coli
BL21(DE3)pET28 and a.2 E.coliBL21(DE3)pET28-AidA; B. Twitching motility: b.1 E.coliBL21(DE3), b.2 E.coliBL21(DE3)pET28-AidA and b.3 E.coliBL21
(DEB)pET28; C. Quantification of biofilm formation by crystal violet staining: c.1 E.coliBL21(DE3), ¢.2 E.coliBL21(DE3)pET28-AidA and c¢.3 E.coliBL21
(DE3)pET28. The differences were statistically significant (Student’s t-test, P <0.05); D. Detection by plate diffusion assay of QQ activity after incubation in
presence of 30C12HSL: d.1. Control (LB); d.2. E. coliBL21(DE3); d.3. E.coliBL21(DE3)pET28; d.4. E.coliBL21(DE3)pET28-AidA.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.9004

Finally, the AidA protein was downregulated (QQ system attenuation) in the presence of
H,0, (ROS stress), unlike the Abal protein, which was upregulated in clinical strains of A.
baumannii.

In conclusion, we researched the Quorum Sensing/Quenching systems in clinical isolates of
A. baumannii. Most of the strains were not surface motile (84%) and were of respiratory origin
(67%). Only the pilT gene was involved in surface motility and the QS system in these strains.
A new QQ enzyme (a/fs hydrolase gene, AidA protein) was detected by array analysis in the
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Table 6. Relative expression (RE) under normal conditions relative to the presence of H,O, (ROS
stress) in clinical strains of A. baumannii of genes involved in the QQ system (a/B hydrolase gene,
AidA protein) and the QS system (abal gene, AHL synthase protein).

Strain Quorum Quenching system Quorum Sensing system
a/B hydrolase gene, AidA protein: abal gene, AHL synthase protein:
Gl:1056209154° A1S_0109°
CONTROL (References) H,0, CONTROL (References) H,0,

Ab 1 1 0.36 1 1.60
Ab 2 1 0.88 1 1.61
Ab3 1 0.53 1 3.58
Ab 4 1 0.55 1 1.64
Ab5 1 0.69 1 2.98
Ab 6 1 0.62 1 3.73
Ab7 - - 1 1.54

8- Genome A. baumannii ST-2_clon_2010 (Ab1).

b- Genome A. baumannii ATCC 17978.

Control: RNA extraction from clinical isolates under normal conditions; H>O,. RNA extractions from clinical
isolates after 5 minutes in the presence of HoO5.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174454.1006

presence of the external signal 3-oxo-C12-HSL. All of the non-motile strains of A. baumannii
had the AidA protein (QQ system activation). The function of this protein as a QQ enzyme
was confirmed by its expression in E.coli BL21(DE3) strain that produces AI-2 signalling mole-
cules. Finally, the findings confirmed that regulation of ROS stress (presence of H,0,) by the
QS/QQ systems in clinical strains of A. baumannii.

Nucleotide sequence accession number

The Ab ST-2_clon GEIH-2010 (Ab1) whole genome shotgun project has been deposited in the
DDBJ/ENA/GenBank under accession number LJHB00000000. The version described in this
paper is version LJTHB01000000, which consists of sequences LTHB01000001 LJTHB01000077.
The genome sequence of Ab421 GEIH- 2010 strain (Ab7) has been deposited in GenBank
under the accession number CP014266. Both WGS studies are part of the II Spanish Multicen-
ter Study. GEIH-REIPI Acinetobacter baumannii 2000-2010 project (PRJNA308422).

Supporting information

S1 Fig. Amino acid sequences of the AidA protein (new QQ enzyme) isolated from clinical
strain.
(TIF)
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Abstract Acyl homoserine lactones (AHLs) are produced by
many Gram-negative bacteria to coordinate gene expression
in cellular density dependent mechanisms known as quorum
sensing (QS). Since the disruption of the communication sys-
tems significantly reduces virulence, the inhibition of
quorumsensing processes or quorum quenching (QQ) repre-
sents an interesting anti-pathogenic strategy to control bacte-
rial infections. Escherichia coli does not produce AHLs but
possesses an orphan AHL receptor, SdiA, which is thought to
be able to sense the QS signals produced by other bacteria and
controls important traits as the expression of glutamate-depen-
dent acid resistance mechanism, therefore constituting a puta-
tive target for QQ. A novel AHL-lactonase, named Aii20J, has
been identified, cloned and over expressed from the marine
bacterium Tenacibaculum sp. strain 20 J presenting a wide-
spectrum QQ activity. The enzyme, belonging to the
metallo-3-lactamase family, shares less than 31 % identity
with the lactonase AiiA from Bacillus spp. Aii20J presents a
much higher specific activity than the Bacillus enzyme, main-
tains its activity after incubation at 100 °C for 10 minutes, is
resistant to protease K and o-chymotrypsin, and is unaffected
by wide ranges of pH. The addition of Aii20J (20 pg/mL) to
cultures of E. coli K-12 to which OC6-HSL was added result-
ed in a significant reduction in cell viability in comparison

< A. Otero
anamaria.otero@usc.es

Department of Microbiology and Parasitology, Faculty of
Biology-CIBUS, University of Santiago de Compostela,
15782 Santiago de Compostela, Spain

Present address: School of Life Sciences, Centre for Biomolecular
Sciences, University of Nottingham, Nottingham NG7 2RD, UK

Published online: 20 June 2015

with the acidresistant cultures derived from the presence of
the signal. Results confirm the interaction between AHLs
and SdiA in E. coli for the expression of virulence-related
genes and reveal the potential use of Aii20J as anti-virulence
strategy against important bacterial pathogens and in other
biotechnological applications.

Keywords Quorum sensing - Quorum-quenching
acylhomoserine lactones - Lactonase - E. coli - SdiA

Introduction

Numerous human, animal, and plant pathogenic bacteria co-
ordinate important biological functions, including virulence
factors, antibiotic biosynthesis or biofilm formation and mat-
uration, through a cell density-dependent gene regulation sys-
tem known as quorum sensing (QS) (Swift et al. 2001; Waters
& Bassler 2005; Williams et al. 2007). Bacteria produce, re-
lease, and sense extracellular small molecules called
autoinducers (Als), which are accumulated in the environ-
ment, to monitor their own population. When the concentra-
tion of Als reaches a threshold level, the bacteria detect it and
alter gene expression, approaching the behavior of a multicel-
lular organism (Waters and Bassler 2005). Although different
kinds of signal molecules have been described (LaSarre and
Federle 2013) and different QS systems can appear overlap-
ping in some pathogens, the N-acylhomoserine lactones
(AHLSs) are the best studied Als, being employed by many
Gram-negative bacterial species as signal molecules involved
in a broad range of biological functions (Dong et al. 2001).
AHLs are constituted by an homoserine lactone ring (HSL)
lined by an amide bond to a fatty acid that generally contains
between 4 and 14 carbons, with or without saturation or C3

@ Springer



Appl Microbiol Biotechnol

hydroxy or oxo substitutions (Whitehead et al. 2001). This
lateral fatty acid chain confers the specificity to the QS signal.
The canonic AHL-mediated QS system was first identified in
the marine bioluminescent bacterium Vibrio fischeri and relies
on the presence of two genes: the signal synthase LuxI and the
signal receptor LuxR (Ng and Bassler 2009).

Although the Gram-negative pathogens E. coli and
Salmonella do not have a lux/ gene and do not produce AHLs,
both species possess an orphan receptor SdiA, a homologue of
LuxR that could respond to AHLs released by other bacterial
species (Dyszel et al. 2010; Michael et al. 2001) in what is
supposed to be an adaptation to complex environment in the
mammalian hosts. In E. coli, the orphan receptor SdiA has
been proposed as a key factor for this pathogenic species to
survive and colonize the gastrointestinal tract of cattle
(Sharma and Bearson 2013; Smith et al. 2011; Sperandio
2010). A lower prevalence of an SdiA mutant of E. coli
O157:H7 in feces of weaned calves in comparison with the
wild-type strain has been reported, indicating a crucial role of
this gene in the colonization of bovine intestine (Sharma and
Bearson 2013). The relevant role of the sdid gene in the reg-
ulation of the glutamate-dependent resistance acid system has
been demonstrated for K-12 and EHEC strains (Dyszel et al.
2010), which could constitute one of the pathways through
which SdiA influences gastrointestinal colonization. Al-
though in the current model SdiA would be activated in the
AHL-rich environment of bovine rumen, triggering the
glutamate-dependent acid resistance system (Soares and
Ahmer 2011; Sperandio 2010) and the addition of AHLs in-
creases the expression of genes related to the glutamate-
dependent acid resistance system (Dyszel et al. 2010), the
addition of AHLs to the culture media did not result in a
significant increase in the acid resistance of cultures, suggest-
ing that SdiA could be activated by a different signal and
opening the possibility that molecules different from AHLs
being the cognate and/or synergistic inducers of SdiA activity
in E. coli. The picture could be even more complicated since
E. coli uses several QS systems to coordinate its gene expres-
sion through extracellular signals, including indole signaling,
the /uxS/AI-2, and the Al-3/epinephrine QS systems (Walters
and Sperandio 2006), and therefore synergistic or interference
effects could be present among the different QS channels, as
reported for other pathogens with complex QS networks such
as Pseudomonas aeruginosa or Vibrio spp. (Ng and Bassler
2009).

Since QS systems are a key in the expression of virulence
factors of many important pathogens, the interference with
these signaling mechanisms, known as quorum-sensing inhi-
bition (QSI), has been proposed as a promising anti-
pathogenic strategy for the control of pathogens virulence
(Bjarnsholt and Givskov 2007; Dong et al. 2007; LaSarre
and Federle 2013; Williams et al 2007). Moreover, the inhibi-
tion of QS systems has other important applications, like the

@ Springer

control of membrane fouling (Lade et al. 2014). Two main
strategies have been explored to interfere with AHL-
mediated QS systems: the use of inhibitory substances that
block signal reception and the enzymatic degradation of sig-
nals. Several molecules with inhibitory or antagonist activity
of QS signal reception have been described (Hentzer and
Givskov, 2003; LaSarre and Federle 2013). Among these,
the furanones, the first QSI molecules described, are produced
by the red seaweed Delisea pulchra and are capable of mim-
icking the AHLs produced by biofilm-forming bacteria by
blocking signal reception, avoiding in this way surface colo-
nization of the seaweed (Givskov et al. 1996). Furanones can
protect rainbow trout from infection with Vibrio anguillarum,
but result toxic for the fishes (Rasch et al. 2004). Recently,
andrographolide, a QS inhibitor known to interfere with the
AI-2 signal QS system has been demonstrated to reduce cell
damage caused by avian pathogenic E. coli (Guo et al. 2014)
demonstrating the potential of the QSI strategies to control the
expression of virulence factors in E. coli.

The enzymatic inactivation of Als, also known as quorum
quenching (QQ) is another QSI alternative that has been large-
ly explored. Among the different possibilities of AHL
cleavage/modification mechanism, acylases and lactonases
are the best characterized QS enzymes. Acylases separate
the HSL ring from the fatty acid while lactonases hydrolyze
the HSL ring, a reaction that also occurs spontaneously at high
pH values (Yates et al. 2002). AiiA from Bacillus sp. strain
240B1 was the first identified enzyme with AHL-lactonase
activity (Dong et al. 2000). Up to now, several lactonases have
been described in genus Bacillus sp. (Chen et al. 2010; Liu
et al. 2008; Momb et al. 2008). All of them share more than
90 % identity and are classified into the metallo-3-lactamase
(MBL) superfamily. Metallo-3-lactamases (MBL) present
common structural characteristics such as the tertiary structure
(xP R ), the conserved zinc-binding motif and two key resi-
dues to interact with metal ions to carry out their catalytic
activity (Bebrone 2007; Murphy et al. 2003). In spite of the
MBLs representing the most abundant cluster among AHL-
degrading enzymes, several unrelated families of enzymes
with AHL-lactonase activity belonging to the phosphotriesterase
(PTE) family or o/f-hydrolase-fold family have been described
(Romero et al. 2014). To date, many AHL-degrading genes have
been cloned and characterized from bacteria, fungi, mammalian
cells, and metagenomic libraries constructed from environmen-
tal soil samples (Romero et al. 2014). Enzymes with AHL deg-
radation activity have been tested as quorum quenchers in dif-
ferent areas with special mention marine fish farming industry.
Degradation of AHLs by AiiA enzyme expressed in Pichia
pastoris increased the survival of carp when co-injected with
Aeromonas hydrophila (Chen et al. 2010), and the inclusion of
the thermostable AiiA from Bacillus sp. strain AI96 in fish feed
also reduced A. hydrophyla infection in zebra fish (Cao et al.
2012). Heterologous expression of AiiD acylase reduced
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significantly P. aeruginosa virulence in the nematode
Caenorhabditis elegans (Lin et al. 2003). The effectivity of the
QQ strategy has been also demonstrated alto in mammal
models, since the inhalation of a lactonase reduced mortality in
an acute lethal model of P. aeruginosa pneumonia (Hraiech et al.
2014).

In a previous work, strain Tenacibaculum sp. 20J (CECT
7426) was identified presenting with a wide-spectrum QQ
activity (Romero et al. 2011a) which confers these strain im-
portant advantages in comparison with Bacillus strains pre-
senting QQ capacity (Romero et al., 2014). Tenacibaculum
sp. strain 20J, a member of the Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides (CFB) group, presents a 99 % 16S rRNA gene
sequence identity with Tenacibaculum discolor DSM 18842,
which causes the fish “gliding bacterial disease” or
tenacibaculosis/flexibacteriosis (Pifieiro-Vidal et al. 2008),
but strain 20J can grow in the absence of marine salts which
excludes its classification as member of this species (Pifieiro-
Vidal et al. 2008). The QQ activity of strain 20]J is constitutive
and is cell-bound and has been demonstrated to be able to
quench the production of AHLs by the fish pathogen
Edwarsiella tarda (Romero et al. 2014), therefore presenting
a high potential to control pathogens related to aquaculture,
human health, animals, and plants or to avoid the biofilm
formation (Romero et al. 2014).

Recently, three other QQ enzymes have been characterized
belonging to the CFB cluster (Tang et al. 2015; Wang et al.
2012; Zhang et al. 2015) presenting unique characteristics. In
this study, we cloned, over-expressed, and characterized the
enzyme responsible for the QQ activity in strain 20J that re-
sulted to be a wide-spectrum AHL-lactonase of the MBL fam-
ily with very strong thermo resistance capacity and investigat-
ed the use of this enzyme to counteract the activation of the
glutamate-dependent acid resistance mechanisms in E. coli
K-12 triggered by exogenous AHLs.

Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

Selected bacterial strains and plasmids used in this study are
listed in Table 1. Tenacibaculum sp. strains were routinely
cultured at 22 °C on marine agar or broth (MA/MB, Difco).
E. coli EPI300™, XL 1blue, BL21(DE3) plysS, and K-12
strains were grown in Luria-Bertani (LB) medium supple-
mented with appropriate antibiotic when required.
Chromobacterium violaceum AHL biosensor strains were
routinely cultured on LB medium at 30 °C. Antibiotics were
added at final concentrations of 200 pug/mL ampicillin,
12.5 pg/mL chloramphenicol, 25-50 pg/mL kanamycin,
and 25 pg/mL tetracycline as required.

Cloning of AHL-lactonase Aii20J

A genomic fosmid library from Tenacibaculum sp. 20J was
constructed with the CopyControl™ Fosmid Library Produc-
tion Kit (Epicentre, Madison, WI). Briefly, purified chromo-
somal DNA from 20J was randomly sheared by passing it
through a 200-uL small-bore pipette tip, treated enzymatically
to generate end-repair blunt ends, fragments of 40 kb were then
selected by pulsed field gel electrophoresis and ligated intro the
cut/linearized and dephosphorylated fosmid vector pCC2FOS.
After in vitro packaging into lambda phages and infection of
E. coli EPI300™, the bacterial cells were plated on LB supple-
mented with 12.5 pg/mL chloramphenicol. The plates were
incubated at 37 °C for 24 h and transfected E. coli colonies
were transferred to 96-well plates. Functional screening was
carried out with C. violaceum CV026 and VIR07 (McClean
et al. 1997; Morohoshi et al. 2008) to detect N-hexanoyl-L-
homoserine lactone (C6-HSL) and N-decanoyl-L-homoserine
lactone (C10-HSL) degradation in concentration 60 pM.

Confirmation of QQ activity of positive clones was per-
formed by HPLC-MS. For the analysis, crude cell extract
(CCE) from positive clone was obtained from a 24-h 15-mL
LB culture of E. coli EPI300™ cells. The culture was centri-
fuged for 5 min at 2000xg in order to separate the biomass from
the culture media. The pellet was washed with 15 mL of phos-
phate buffered saline (PBS) pH 6.7, resuspended in another
5 mL of the same buffer, sonicated for 5 min on ice, and centri-
fuged at 16,000xg for 30 min at 4 °C. The CCE obtained was
filtered through a 0.20 um and stored at 4 °C prior to use.
Aliquots of 500 puL were incubated with 10 uM C6- and C10-
HSLs for 24 h at 22 °C with shaking. Then, the reaction mixtures
were extracted with or without acidification to pH 2.0. The re-
maining AHLs were extracted three times with the same volume
of ethyl acetate, evaporated under nitrogen flux and resuspended
in 400 uL of acetonitrile for HPLC-MS analysis and quantifica-
tion as previously described (Romero et al. 2014). PBS and
E. coli EPI300™ with pCC2FOS without the insert plus the
same amount of C6 or C10-HSL were used as controls.

The fosmid from the only clone with confirmed AHL deg-
radation activity was sequenced using a GS-FLX Titanium
Plus sequencer (Roche) and sequencer contigs assembled with
Phrap software. The insert in the positive clone was sheared
and fragments between 3 to 5 kb subcloned in pBluescript KS
II (+) and transformed in E. coli EPI300™ to detect the gene
responsible for QQ activity as explained before. Nine positive
subclones were sequenced to confirm the responsible genetic
sequence of QQ activity.

AHL degradation in genus Tenacibaculum
C. violaceum-based solid plate assays were carried out to de-

tect C6- and C10-HSLs degradation activity in Tenacibaculum
sp. strains as described before (Romero et al. 2010). Fifteen
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Table 1  Bacterial strains and plasmids

Strain or plasmid

Description

Source or reference

Strains
Chromobacterium violaceum
CVo026
VIRO7
Escherichia coli
BL21(DE3) plysS
EPI300™ Electrocompetent cells

K-12
XL1blue

Tenacibaculum sp.
Tenacibaculum sp. 20J] CECT 7426
T. aestuarii JCM 134917
T. discolor DSM 188427
T. gallaicum CECT 71227
T. lutimaris DSM 165057
T. maritimum CECT 4276
T maritimum NCMBI 21547
T. soleae CECT 72927

Plasmids
pBlue Script KS II (+)
pCC2FOS
pET28c(+)
pET28¢(+)-aiiA
pET28¢(+)-aii20J
pET28¢(+)-aiiTA
pET28¢(+)-aiiTD
pET28¢(+)-aiiTG
pET28c(+)-aiiTL
pET28¢(+)-aiiTM
pET28¢(+)-aiiTS
pGEM-T easy-aiiA

AHL biosensor; Km"
AHL biosensor, Km"

F- ompT hsdSg (15—, mp—) dem gal N(DE3) pLysS Cm"

(St™) nupG trfA dhfi
MG-1655, wild type

McClean et al. 1997
Morohoshi et al. 2008

Promega
F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 AlacX74 Epicentre
recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK X~ rpsL
Agilent

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB laclqg ZAM15 Tn10 (Tetr)]

Isolated from sediment of fish culture tank, Spain
Isolated from tidal flat sediment, Korea

Isolated from Solea senegalensis, Spain

Isolated from Psetta maxima, Spain

Isolated from tidal flat, Korea

Isolated from Acanthopagrus schlegeli, Japan
Isolated from Pagrus major, Japan

Isolated from Solea senegalensis, Spain

Cloning vector, Ap"

Cloning vector, Cm"

Cloning vector; Km"

pET28¢(+) containing aiid gene from Bacillus sp.

pET28¢(+) containing aii20J gene from Tenacibaculum sp. 20 J
pET28¢(+) containing aiiTA gene from T, aestuarii JCM 13491"
pET28¢(+) containing aiiTD gene from T discolor DSM 188427
pET28¢(+) containing aiiTG gene from T. gallaicum CECT 71227
pET28¢(+) containing aiiTL gene from T, lutimaris DSM 165057
pET28¢(+) containing aiiTM gene from T. maritimum NCMBI 21547
PET28¢(+) containing aiiTS gene from 7. soleae CECT 72927
pGEM-T easy containing aiid gene from uncultured Bacillus sp.

Romero et al. 2011a
CECT*

CECT*

CECT*

CECT*

CECT*

NCIMB*®

CECT*

Agilent
Epicentre
Novagen
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

#Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Spain)

® American Type Culture Collection

“National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria (Aberdeen, UK)

milliliters of 24-h cultures of Tenacibaculum sp. strains in MB
were centrifuged at 2000xg for 5 min. Supernatants were then
collected, acidified to pH 6.7, and filter-sterilized (0.20 pm)
prior to use. Simultaneously, pellets were washed with phos-
phate buffered saline (PBS) pH 6.7 and resuspended in anoth-
er 5 mL of the same buffer. Part of these cell suspensions were
then used for live cells AHL degradation assays, in which
aliquots of 250 puL were mixed with C6 or C10-HSL
(10 uM) and incubated for 3 h at 22 °C with shaking. The
remaining Tenacibaculum cell suspensions in PBS were
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disrupted by sonication on ice to obtain the crude cell extracts
(CCE) that were assayed either directly or after pasteurization
at 60 °C for 2 h. As for live cell assays, serial dilutions of
CCEs obtained in this way and culture supernatants
(250 pL) were mixed with 10 uM of each AHL and incubated
for 3 h at 22 °C with shaking. In order to detect AHL inacti-
vation activity, 100 puL of the reaction mixtures was spotted in
wells made in LB plates overlaid with 5 mL ofa 1/100 dilution
of an overnight culture of C. violaceum CV026 or VIR07 in
soft LB (0.8 % agar). For live cell activity assays, the reaction
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mixtures were centrifuged and only the surpernatants were
tested in the bioassay. Plates were incubated for 24 h at
30 °C, and the production of violacein was examined. PBS
buffer plus the same amount of each AHL was used as control
in all plates. Protein in the CCEs was measured by the Lowry
method (modified from Lowry et al. 1951), and the minimum
active concentration (MAC) of CCEs was stablished as the
protein concentration in the highest decimal dilution being
able to completely removed the AHLs in 3 h.

Aii20J homologous identification in genus Tenacibaculum

The genomic DNA from Tenacibaculum strains was used as
template for PCR detection of Aii20J homologous. Genomic
DNA was extracted with Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega). Primers Lact20JF (5-GATTAACCATGGTA
AAAAAAATATTTTTATTAGC-3') and Lact20JR (5'-GCTA
TGAATTCAACTTTTTTAATAGATTTTGTAAT-3") were
used for all strains except for AiiTG for which primers
Lact20JF and LactTG2R (5'-GCTATGTCGACCTTTTTT
AATAGATTTTGTAAT-3") were used to avoid the presence
of an EcoRl restriction site. PCR conditions included denatur-
ation at 94 °C, 5 min; 30 cycles 0f 94 °C, 45 s; 55 °C, 45 s; and
72 °C, 45 s, with a final extension for 10 min. PCR products
(about 850 bp) were then sequenced, and a phylogenetic tree
of Aii20J homologous was built by the neighbor-joining
method using the MEGA 6 phylogenetic tool software pack-
age (Tamura et al. 2013) using the default parameters. SignalP
4.1 software was used to predict the signal peptide in the
Aii20J sequence and glycosylation prediction was performed
by NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetNGlyc/).

Expression and purification of AHL-lactonases

The PCR products from Tenacibaculum sp. strain 20J
(Aii20J) and homologous from Tenacibaculum maritimum
NCMBI 2154" (AiiTM) were purified, digested with EcoRI
and Ncol (Thermo Scientific), and cloned into the EcoRI and
Ncol sites of vector pET28¢(+) using T4DNA ligase (Thermo
Scientific), to introduce six histidine residues in the C termi-
nus of the protein, and transformed by electroporation into
E. coli BL21(DE3) plysS. AiiA (accession number
CAD44268.1) from Bacillus sp. was also cloned to compare
the activity of the AHL-lactonase from Tenacibaculum with
AiiA from Bacillus sp. using primer aiiAFWD (5'-GATTAA
CCATGGTAACAGTAAAGAAGCTTTATTTCG-3') and
aiiARev (5-GCTATGAATTCTTTATATATTCAGGGAACA
CTTTAC-3"). The E. coli BL21(DE3) plysS strains express-
ing recombinant proteins were inoculated into fresh LB medi-
um with kanamycin (25 pg/mL) at 37 °C with shaking. After
the ODgqq of the culture reached 0.6, the protein expression
was induced by the addition of isopropyl-D-

thiogalatopyranoside (IPTG) to a final concentration of
0.1 mM followed by further incubation for 5 h. After incuba-
tion, cells were harvested by centrifugation, resuspended with
20 mL of PBS buffer, lysed by sonication on ice, and centri-
fuged at 4 °C (2000xg for 5 min). Due to the formation of
inclusion bodies, pellets were washed two times in PBS buffer
supplemented with 1 % Triton X-100 and six his-lactonases
were purified using the His GraviTrap™ affinity column (GE
Healthcare) protein purification kit under denaturing condi-
tions by adding 6 M urea. Recombinant proteins were then
refolded by dialysis in PBS with progressively decreasing
concentrations of urea. For comparison, the enzyme was also
dialyzed in autoclaved diluted marine water (10 %o salinity) in
order to check the effect of the presence of metallic ions on the
refolding of the enzyme. Purified proteins were measured by a
UV-Vis Spectrophotometer Q5000 (Quawell) and then stored
with an equivalent amount of pure glycerol at —80 °C and
analyzed with 12 % SDS-PAGE.

Aii20J characterization

Thermal resistance of recombinant Aii20J in CCEs from
E. coli BL21(DE3) plysS was evaluated with C. violaceum-
based assays. CCE at a total protein concentration of 46.8 g/
mL (10 times higher than the minimal amount of CCE neces-
sary to completely hydrolyze 10 pM of AHL in 3 h) was heat-
treated at 22, 60, 80, and 100 °C for 10 min in thermoblock.
After heat treatment, CCEs were mixed with C6-HSL 10 uM
at 22 °C for 3 h and the remaining signal was detected in solid
plate assay with C. violaceum CV026 as explained before.

Activity of purified recombinant Aii20J after heat treat-
ment was also quantified by HPLC-MS. Aii20J (20 pg/mL,
10xMAC) was mixed with C6-HSL 50 uM in PBS pH 6.7.
Two hundred-microliter aliquots were then taken at different
times (0, 30, and 90 min) in triplicate, extracted three times
with an equal volume of ethyl acetate; the solvent was evap-
orated under nitrogen flux and resuspended in 400 uL of
acetonitrile for HPLC-MS analysis and quantification of re-
maining C6-HSL. Controls of PBS with the same amount of
AHL were processed and extracted in the same way.

AHL degradation specificity of purified Aii20J (20 pg/mL)
was evaluated with synthetic signals: N-butanoyl-L-
homoserine lactone (C4-HSL), C6-HSL, N-octanoyl-L-
homoserine lactone (C8-HSL), C10-HSL, N-dodecanoyl-L-
homoserine lactone (C12-HSL), N-tetradecanoyl-L-
homoserine lactone (C14-HSL), N-oxohexanoyl-L-
homoserine lactone (OC6-HSL), and N-oxododecanoyl-L-
homoserine lactone (OC12-HSL) at 10 uM in PBS. After
1 h of exposure, AHLs were extracted and processed as ex-
plained before for HPLC-MS analysis and quantification.

In order to determinate the kinetics of AHL degradation by
Aii20J, C6- and C10-HSLs (50 uM) were added to a PBS
solution buffer with purified Aii20J (20 pg/mL). At different
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times (0, 10, 20, 30, 60, and 90 min), 200 uL of each solution
was extracted three times with an equal volume of ethyl ace-
tate, evaporated under flux of nitrogen and resuspended in
acetonitrile for HPLC-MS analysis and quantification. C6-
and C10-HSL degradation kinetics of purified AiiA (40 pg/
mL) from Bacillus sp. were evaluated at 0, 30, and 90 min. All
experiments were performed in triplicate and PBS plus AHLs
extracted at the same times were used as controls.

Effect of pH on Aii20J AHL-lactonase activity

To study the stability of Aii20J at various pH values, 20 pg/
mL of the purified enzyme were incubated in different buffers
with pH values that ranged from 3.0 to 9.0 for 30 min at 22 °C.
Then pH was adjusted to 6.7, and C6- and C10-HSL signals
were added at a final concentration of 10 uM and incubated
for 3 hat22 °C. Aliquots of 100 pL of each reaction were used
to detect the residual AHL activity with the C. violaceum bio-
sensors. The buffers used were Mcllvaine buffer (pH 3.0 to
5.0), PBS buffer (pH 6.0 and 7.0), and 0.05 M Tris-HCI buffer
(pH 8.0 and 9.0). PBS plus each AHL was used as negative
control.

Resistance of Aii20J to proteases

To determine the resistance to proteolysis, the purified
Aii210J was incubated at a concentration of 20 pg/mL with
a-chymotrypsin (1:60 wt/wf) and proteinase K (1:10 w#/wr)
(Cao et al. 2012) for 30 and 60 min at 30 °C. Then, C6- and
C10-HSLs were added at 10 uM, and AHL detection solid
bioassays were carried out after 24 h of exposure. PBS and
proteases supplemented with the same amount of AHLs were
set as negative controls.

Interference of Aii20J with antibiotics

To check the effect of purified Aii20J on different 3-lactam
antibiotics (penicillin G, methicillin, amoxicillin, ampicillin,
cephalothin, cefaclor, cefoxitin, ceftriaxone, cefoperazone,
imipenem, and meropenem) and its susceptibility to f3-
lactam inhibitors (sulbactam and postassium clavulanate), a
solution of enzyme (20 pg/mL) was incubated in duplicate
with each antibiotic or 3-lactam inhibitor in PBS buffer at
22 °C for 24 h, with constant agitation. Methicillin, amoxicil-
lin, ampicillin, imipenem and meropenem were used at a con-
centration of 100 pg/mL, penicillin G at 12 pg/mL, and the
rest of antibiotics and {3-lactam inhibitors were used at
150 pg/mL. The remaining antibiotic activity after exposure
to the enzyme was evaluated in comparison with controls
maintained in PBS by antibiogram assay in Mullier-Hinton
Agar plates with Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
E. coli XL1blue. Wells were made in each plate in which each
reaction solution was added to compare with the antibiotics

@ Springer

and inhibitors without the enzyme. Plates were incubated 24 h
at 37 °C to observe the results. As control, Aii20] at the same
concentration in PBS pH 6.7 was added to the antibiograms.
Moreover, an antibiogram with Tenacibaculum strain 20J was
performed to detect possible resistances to antibiotics and (3-
lactam inhibitors tested.

Quenching acid resistance in E. coli K-12

Cultures of E. coli K-12 were grown in LB broth at 30 °C for
48 h with shaking. Then, cells were inoculated in LB broth
with glucose (0.4 %) to repress the AR-1 acid resistance sys-
tem (Dyszel et al. 2010), and incubated at 30 °C with or
without 5 pM OC6-HSL, and 20 pg/mL Aii20J. After 15 h
of incubation cultures were diluted (1:1000) in MEM medium
supplemented with glucose (0.4 %) and glutamate (1.6 mM) at
pH 2.0 (Vogel and Bonner 1956) and incubated in the same
conditions. Colony forming colonies units were estimated by
plating dilutions in LB at 0, 1.5 and 3 h.

Nucleotide sequence accession number

The nucleotide sequences of the genes from Tenacibaculum
strains have been deposited in GenBank database under the
following accession numbers: KR232934 (aii20J gene from
Tenacibaculum sp. 20] CECT 7426), KR232935 (aiiTD from
T. discolor DSM 18842"), KR232936 (aiiTG from
Tenacibaculum gallaicum CECT 7122"), KR232937 (aiiTS
from Tenacibaculum soleae CECT 7292"), KR232938 (aiiTM
from 7. maritimum NCMBI 2154"), KR232939 (aiiTL from
Tenacibaculum lutimaris DSM 16505"), and KR232940
(aiiTA from Tenacibaculum aestuarii JCM 134917).

Results

Identification and cloning of the gene responsible for QQ
activity in Zenacibaculum sp. 20J

The analysis of the QQ activity present in a purified cell ex-
tract of strain 20J separated by non-denaturing gel electropho-
resis and covered with the biosensor strain CV026 and C6-
HSL (20 uM) revealed a single degradation spot (data not
shown), consistent with the presence of a single QQ enzyme
in this bacterium (Tang et al. 2015). Different attempts were
carried out for the identification of the gene responsible for
AHL degradation in strain 20J. PCR amplification trials using
degenerated primers designed on the basis of conserved se-
quences of QQ enzymes were unsuccessful. Also, the QSIS
pMHG655 plasmid (Rasmussen et al. 2005) was used to con-
struct a genomic library of strain 20J that was expressed in
P, aeruginosa PAOI in order to select the clones being able to
survive in the presence of sucrose, which should carry the



Appl Microbiol Biotechnol

gene responsible for AHL degradation, but no positive clone
could be obtained. Finally, a fosmid genomic library of strain
20J was constructed in pCC2FOS (Epicentre) and used to
transform EPI300™ E. coli cells. A functional screening on
96-well microtitter plates was carried out with C. violaceum
biosensor CV026 (modified from Romero et al. 2010) on
6912 clones, and a single positive clone, named 13-E2, was
obtained capable of inhibiting violacein production triggered
by exogenous addition of C6-HSL (Fig. 1a). The enzymatic
activity of the cell extract of clone 13-E2 against both C6- and
C10-HSLs was confirmed by HPLC-MS, resembling the ac-
tivity described for strain 20]J live cells (Romero et al. 2011a).
The acidification of the reaction mixture to pH 2 that drives
spontaneous reformation of the lactone ring opened by
lactonase activity allowed the partial recovery of the AHL
(Fig. 1b). The partial recovery of restoration of AHLs after
acidification has been reported previously for other lactonases
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Fig. 1 Identification of the gene responsible for the QQ activity in
Tenacibaculum sp. strain 20]. a Screening of a fosmid-based expression
genomic library of Tenacibaculum sp. strain 20J constructed in pCC2FOS
transformed in EPI300™ E. coli, in 96-well microtitter plates showing the
only positive clone (13-E2) identified which is boxed. The screening was
performed with C. violaceum CV026 biosensor. The presence of QQ
activity is revealed by the absence of violacein in the well as a result of
the degradation of exogenous C6-HSL (60 uM). b HPLC-MS analysis of
degradation of C6-HSL and C10-HSL (10 uM) after 24 h by the crude
cellular extract (CCE) of the positive clone 13-E2, identified in the
pCC2FOS fosmid genomic library of strain 20J. Portions of the reaction
mixtures were acidified to pH 2 to allow the recovery of the lactone ring
after lactonolysis. EPI300™ E. coli extract with pCC2FOS fosmid with-
out the insert and PBS were used as negative controls. Data are shown as
percentage of the concentration retrieved in PBS treated in the same way

and has been attributed to additional degradation or modifica-
tion of the ring-opened AHL (Rashid et al. 2011).

The insert in the positive clone 13-E2 (40 kb) was
pyrosequenced using GS-FLX Titanium Plus sequencer tech-
nology (Roche) and simultaneously fragmented to perform a
pBlue Script KS II (+)-based sub-library with smaller insert
sizes (3—5 kb). A second functional screening was carried out
with biosensors CV026 and VIR07 on the clones obtained in
the sub-library in order to unequivocally identify the gene
responsible for the enzymatic activity present in clone 13-
E2. As a result, an ORF of 861 bp was identified in all se-
quenced fragments that encoded a putative metallo-[3-
lactamase of 286 amino acidic residues that was named autoi-
nducer inactivator gene from Tenacibaculum sp. 20J (aii20J)
confirming the results obtained from the HPLC analysis of the
QQ activity in the positive clone. The complete sequence of
the 40-kb fragment present in clone 13-E2 confirmed that the
active sequence was located on the 3’ end of the insert. A zinc-
binding domain (HXHXDH) that is commonly conserved in
the metallo-(3-lactamase superfamily was detected in the ami-
no acidic sequence of ¢ii20J (Fig. 2), as well as other histidine
and aspartic acid residues (Bebrone 2007; Dong et al. 2000;
Dong et al. 2002), which confirms the data derived from bio-
chemical analysis regarding the presence of a lactonase in
strain 20J, and was classified as a new member of
metallo-f3-lactamase superfamily (Figs. 2 and 8). Although a
putative Gram-positive signal peptide was predicted at the N
terminus in the amino acid sequence of Aii20J by SignalP 4.1
analysis (Fig. 2), Aii20]J is not excreted, since no QQ activity
could be detected in the culture medium of strain 20J (Romero
etal. 2014) or in any of the Tenacibaculum strains studied (see
below).

QQ activity and presence of Aii20J homologous
in the genus Tenacibaculum

The presence of QQ activity was investigated in cultures of
another seven strains of the genus Tenacibaculum by C6- and
C10-HSL degradation bioassay with C. violaceum biosensors.
Most strains were able to degrade C6- and C10-HSL signals
after 3 h of exposure (Fig. 3), showing a degradation activity
in live cells similar to that of strain 20J (Romero et al. 2014).
On the contrary, Tenacibaculum aestuarii JCM 134917 and
T. lutimaris DSM 16505" could only degrade the long-chain
signal C10-HSL under the same conditions. The activity was
also present in cell extracts in all cases. On the contrary, the
two strains of 7. maritimum tested, T. maritimum CECT 4276
and NCIMB 2154, failed to degrade both C6- and C10-HSL
signals, a result that contrasts with previous reports that found
C10-HSL degradation activity in 7. maritimum NCIMB
2154" (Romero et al. 2010). This discrepancy may be derived
from the strict control of pH in the present experiments in
which the pH was maintained at pH 6.7 to discard a
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Fig. 2 Amino acid sequence alignment of AHL-lactonases from
Tenacibaculum and AiiA from Bacillus. Aii20J: Aii20] sequence from
strain 20J; AiiTD: sequence from T. discolor DSM 18842; AiiTL:
sequence from 7. lutimaris DSM 16505T; AiiTA: sequence from
T. aestuarii JCM 134917; AiiTM: sequence from 7. maritimum NCIMB
2154"; AiiTG: sequence from T. gallaicum CECT 71227; AiiTS:
sequence from 7. soleae CECT 7292"; AiiA(240B1): AiiA sequence
from Bacillus sp. strain 240B1 (accession number AAF62398.1); AiiA:
AiliA sequence from an uncultured Bacillus sp. (CAD44268.1), Al196:

spontancously degradation of AHLs caused by alkaline pHs
(Yates et al. 2002). No QQ activity was retrieved in the cell-
free culture media of any of the Tenacibaculum strains (data
not shown), revealing that as described for strain 20J, their QQ
activity against C6- and C10-HSLs is cell-bound.

To investigate the presence of sequences homologous to
Aii20] in other strains of the genus Tenacibaculum, PCR am-
plification was performed using primers Lact20JF and
Lact20JR or LactTG2R and the genome of Tenacibaculum
aestuarii JCM 134917, T. discolor DSM 18842", T. gallaicum
CECT 71227, T. soleae CECT 7292", T. lutimaris DSM
165057, and T. maritimum NCIMB 2154" as template. Results
showed that all the 7enacibaculum species studied have an
AHL-lactonase that shares an identity of 99 % with Aii20J
sequence at amino acidic level, except AiiTG from
1. gallaicum, that shares an identity of 93 % and AiiTS from
T. soleae, that shares an identity of 76 % with Aii20J and
clusters together with the homologous sequence found in the
genome of T. ovolyticum (Fig. 2), in which the AHL-
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AiiA from Bacillus sp. strain AI96 (ADK91097.1), AidC from
Chryseobacterium sp. strain StRB126 (BAM28988.1), MomL from
Muricauda olearia (AIY30473), and Fial from Flaviramulus
ichthyoenteri Th78" (WP_034041734.1). Sequences were aligned using
ClustalW program (Thompson et al., 1994) and shaded with the Genedoc
program (http:/www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). The identical and similar
residues are shaded in black and grey, respectively. The conserved metal
binding residues are indicated by white triangles. Predicted cutting site
for putative signal peptide is shown by a black triangle

degrading activity remains to be confirmed. All sequences
shared the same signal sequence with the same predicted
cleavage site, although no QQ activity was found in the cul-
ture media of any of the strains. Despite showing no AHL
degradation activity in bioassays (Fig. 3), T. maritimum
NCIMB 2154" harbors a lactonase, AiiTM, that is 99 % iden-
tical to Aii20J at the amino acidic sequence level (Fig. 2).
Interestingly, the lactonase from 7. maritimum was able to
hydrolyze AHLs when transformed into E. coli, while live
cells or culture medium from 7. maritimum showed no AHL
degradation activity (data not shown).

Overexpression and purification of Aii20J

aii20J was amplified by PCR with primers Lact20JF and
Lact20JR using genomic DNA of 20J as template. The ampli-
fication product was digested with Ncol and EcoRI and ligat-
ed into the overexpression plasmid pET28c(+) linearized with
the same restriction enzymes. Since pET28¢(+) adds an hexa-
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a

PBS Tenacibaculum sp. 20J  T. discolor T. gallaicum
C6-HSL DSM 18842T CECT 71227

PBS Tenacibaculum sp. 20J 1. giscolor T. gallaicum
C10-HSL DSM 18842T CECT 7122T

Fig. 3 Solid plate assay to detect AHL-QQ activity in live cells of
different Tenacibaculum strains with the AHL biosensors C. violaceum
CV026 (a) and C. violaceum VIR07 (b) in cultures of Tenacibaculum
aestuarii JCM 134917, T discolor DSM 18842", T. gallaicum CECT
7122%, T. soleae CECT 7292%, T. lutimaris DSM 165057, T. maritimum

histidine tail to the recombinant protein, Aii20J could be pu-
rified after overexpression in E. coli BL21(DE3) plysS. For
comparison, AiiA from Bacillus sp. (Carlier et al. 2003;
accession number CAD44268.1) was also cloned and
overexpressed in the same way. When overexpressed in E. coli
BL21(DE3) plysS, Aii20J and AiiA formed inclusion bodies
under the tested conditions, and therefore, urea denaturation
followed by refolding by dialysis in PBS buffer 6.5 pH was
needed in order to purify these lactonases. Interestingly, when
the signal peptide sequence was removed from the sequence,
no inclusion bodies were formed and the resulting truncated
Aii20] was retrieved in the soluble fraction of cell extracts
(Fig. 4a). A similar effect of the signal peptide has been al-
ready described for MomL (Tang et al. 2015). However, in
order to facilitate the comparison with the Bacillus enzyme,
the un-truncated form of Aii20J was used through the study.
The SDS-PAGE analysis showed that purified Aii20J mi-
grates as a single band with molecular mass slightly lower
than 35 kDa, which is consistent with its predicted molecular
mass of 34.9 kDa, including the histidine tag (Fig. 4b).

Characterization of Aii20J
Substrate specificity

The minimum active concentration (MAC) of purified Aii20J
(complete sequence) was calculated as the minimal concentra-
tion of purified enzyme necessary to completely hydrolyze
10 uM of C6-HSL in 3 h as detected by the C. violaceum solid
plate assay (data not shown) and was stablished as 2 pg/mL
(the same amount for C10-HSL). Ten times this concentration
(20 pg/mL) was used in all the assays for the physical-
chemical characterization of the enzyme. Under the same con-
ditions, 100 pg/mL of AiiA was necessary to completely

T. soleae
CECT 71927

T. soleae
CECT 71927

T. aestuarii T. lutimaris T. maritimum T. maritimum
JCM 134917 DSM 16505T CECT 4276 NCBI 2154T
T. aestuarii T. lutimaris T. maritimum T. maritimum
JCM 134917 DSM 16505T CECT 4276 NCBI 2154T

CECT 4276, and T. maritimum NCIMB 2154". Remaining AHL activity
was evaluated after 3 h of exposure of C6- or C10-HSLs 10 uM in PBS
pH 6.7 to live cells. A positive control was also set in the plates with strain
Tenacibaculum sp. 20]

hydrolyze the same amount of C6-HSL and 40 pug/mL of
C10-HSL, indicating a higher specific activity of Aii20J.

The capacity of Aii20J to hydrolyze different unsubstituted
(C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL, C14-
HSL) and substituted (OC6-HSL and OC12-HSL) AHLs after
1 h of exposition at 22 °C was measured by HPLC-MS anal-
ysis in triplicate. Results revealed a broad and unspecific sub-
strate spectrum for purified Aii20J, since a concentration of
enzyme of 20 pg/mL was sufficient to completely degrade
10 uM of all the tested signals in 1 h except for C4-HSL that
was reduced by 60 % and OC6-HSL that was reduced by 80 %
in the same period (data not shown). Aii20J was also able to
eliminate the activity of OC10-HSL, OHC10-HSL, OC12-
HSL, OHC12-HSL, OC13-HSL, and OC14-HSL as detected
by C. vilaceum bioassays (data not shown).

AHL degradation kinetics

The degradation kinetics of purified Aii20J (20 pg/mL) and
AilA (40 pg/mL) against C6-HSL and C10-HSL were inves-
tigated by sampling the mixture reactions at different times,
extracting and quantifying the AHLs by HPLC-MS. C10-
HSL was completely eliminated by purified Aii20J after
20 min (Fig. 5), while less than 40 % of the initial amount
of C10-HSL had been degraded by AiiA after 30 min. It
should be noted that the amount of AHL used for the degra-
dation kinetics is at least one order of magnitude higher than
the concentration usually found in bacterial cultures (Romero
et al. 2014). Results also showed a preference of Aii20J for
long AHL signals as the short signal C6-HSL was completely
degraded only after 60 min. In comparison, AiiA was able to
reduce C6-HSL and C10-HSL by 50 and 60 %, respectively,
after 90 min of exposure (Fig. 5). On the basis of these results,
the specific activity of purified Aii20J, defined as the hydro-
lyzed micromoles of AHL per minute per milligram of AHL-
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Fig. 4 a SDS-PAGE gel stained with Coomasie blue of cell extracts of
E. coli BL21(DE3) plysS transformed with pET28c(+) harboring the full
sequence of aii20J (lanes 1 and 2) and with the sequence without the
signal peptide (lanes 3 and 4). Lanes 1 and 3 show non-centrifuged
extracts. Lanes 2 and 4 show centrifuged extracts. b SDS-PAGE gel of
the purified lactonase Aii20J (full sequence, right lane). Left lane, protein
marker. The protein, including the poly-his tag and the signal peptide, has
an expected molecular weight of 34.9 kDA

lactonase was 142 U/mg towards C6-HSL and 230 U/mg
towards C10-HSL, while the specific activity of AiiA was
16 U/mg towards C6-HSL and 21 U/mg towards C10-HSL,
which are similar to the specific activity values reported in the
literature for AiiA from Bacillus sp. 240 (Wang et al. 2004).

Response to physical-chemical conditions: thermostability,
resistance to pH changes and proteases

Resembling the thermostability of the QQ activity present in

the CCEs of strain 20J, the enzymatic activity present in crude
cell extracts (CCE) of E. coli BL21(DE3) plysS transformed
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with pET28c(+)-aii20J was extremely thermostable, being
able to resist a treatment of 100 °C during 10 min even if
the extract had been previously pasteurized for 2 h at 60 °C
(Fig. 6a).

On the contrary, the purified enzyme Aii20J showed sig-
nificant lower thermo resistance, being able to resist a treat-
ment of 80 °C for 10 min (data not shown). Activity was still
present in the purified enzyme after a treatment at 60 °C dur-
ing 10 min but was significantly reduced in comparison with
the untreated enzyme (Fig. 6b). When the denaturized, puri-
fied enzyme was refolded in sterilized seawater instead of
PBS; the enzyme thermostability increased from 60 to 80 °C
(data not shown).

To establish the feasibility of Aii20J as an animal feed
additive that has to be ingested orally, we also assessed how
the exposure during 30 min to different pHs in the range 3-9
affected the catalytic activity of Aii20J against C6- and C10-
HSLs. Aii20J was fully active against both AHLs after expo-
sure to all the pH range tested (data not shown).

The resistance of purified Aii20J (20 pg/mL) to a-chymo-
trypsin and proteinase K was also tested and evaluated with
the biosensors C. violaceum CV026 and VIR07 to detect AHL
degradation of C6- and C10-HSLs. Aii20J was strongly resis-
tant to both proteases, being able to degrade the signals after
30- and 60-min incubation with proteases (data not shown).

Interference with (3-lactam antibiotics

Due to the sequence similarity of Aii20J and other AHL-
lactonases with (3-lactamases, which are responsible for the
antibiotic resistance of numerous bacteria (Bebrone 2007), the
activity of Aii20J against different (3-lactam antibiotics in-
cluding penicillin G, methicillin, amoxicillin, ampicillin,
cephalothin, cefaclor, cefoxitin, ceftriaxone, cefoperazone,
imipenem, and meropenem was evaluated. Moreover, Aii20J
susceptibility to 3-lactamase inhibitors like sulbactam and
postassium clavulanate was studied. Each antibiotic was incu-
bated with a solution of Aii20J (20 pg/mL) for 24 h and
residual activity was evaluated against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and E. coli. No changes in the activity of anti-
biotics treated with Aii20J lactonase were observed (data not
shown). Moreover, AHL degradation activity of Aii20J was
not affected by the (-lactam inhibitors tested (data not
shown). In addition, strain 20J showed no resistance to the
same antibiotics.

Quenching acid resistance in E. coli K-12

In order to check whether the lactonase Aii20J could
revert the protective effect of AHLs on E. coli K-12
when exposed to low pH, an acid resistance assay was
performed. The addition of 5 uM OC6-HSL or C6-HSL
resulted in a 2- to 50-fold increase in acid resistance in
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Fig. 5 Kinetics of degradation of
C6-HSL and C10-HSL (50 uM)
by purified Aii20J (20 pg/mL)
from Tenacibaculum sp. 20J and

- =& =PBS + C10-HSL

purified AiiA (40 pug/mL) from 80 & Tk
Bacillus sp. (Carlier et al. 2003)

—e— Aii20J + C10-HSL

b}{ HPLC—.MS. QOntrols were set Z \ i .................... ] ++eae-- AiiA + C10-HSL
with the signals in PBS. Data are < 60 AN e e |
means + SD of three independent = \\ ............... r| = —PBS *CoHSL
degradation reactions. AHL 0 NSO T | =—o=Aii20J + C6-HSL
concentrations. were measured by ceeises AlIA + CB-HSL
HPLC-MS using external 20
calibration curves \\‘ \

0 4 @ L Q

0 20 40 60 80
T (min)

E. coli in different experiments (Fig. 7, data shown for
OC6-HSL activation). The addition of Aii20J (20 pg/
mL) to cultures without signal had no significant effect
on E. coli resistance to acidic environment while the

| -

PBS + C6-HSL 22°C CCE

b

addition of Aii20J to cultures to which AHL was added
resulted in a significant reduction (around 50 %) in cell
viability in comparison with cultures that were acid-
resistant due to the presence of AHLs (Fig. 7).

60°C CCE 80°C CCE 100°C CCE

120

100

80

mPBS + C6-HSL

60

% AHL

B Aii20J + C6-HSL 60°C

40

OAii20J + C6-HSL 22°C

20

A

30
Time (min)

Fig. 6 a Thermostability of pasteurized (60 °C, 2 h) CCE from E. coli
BL21(DE3) plysS transformed with pET28¢(+)-aii20J, heat treated at 22,
60, 80, and 100 °C for 10 min. Solid plate assay was performed with
10 uM C6-HSL and detected by biosensor C. violaceum CV026 after 3 h
of exposure. PBS plus the same amount of C6-HSL was used as negative
control. b Thermostability of purified Aii20J (20 pwg/mL) from
Tenacibaculum sp. 20J treated previously at 60 °C for 10 min.

90

Remaining C6-HSL after 90 min concentration was measured by
HPLC-MS. PBS with the same amount of C6-HSL (50 uM) was set as
control. Data are means + SD of three independent degradation reactions.
Differences in the thermo resistance of cell extracts and purified enzyme
are derived from the denaturation process applied to solubilize the
inclusion bodies, since the soluble enzyme showed the same
thermostability profile than CCEs (data not shown)
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Fig. 7 Effect of the quorum-quenching lactonase Aii20J on AHL-
induced acid resistance of E. coli K-12. Cells were grown in LB
glucose with 5 uM OC6-HSL (Control AHL), with Aii20J (20 pg/mL)
(Aii20J), with Aii20J and OC6-HSL (Aii20J AHL) or E. coli K-12 alone
(Control) at 30 °C and then subcultured into pre-warmed MEM with
glucose and glutamate at pH 2.0 at the same temperature. E. coli
survival was determined by plating for CFU/mL at 0, 1.5, and 3 h and
was expressed as percent in regard to viable cell counts at 0 h. Each
condition was assayed in triplicate and error bars represent standard
deviation

Discussion

The enzyme responsible for the quorum-quenching activity in
Tenacibaculum sp. 20J, Aii20J, shares only 26-31 % identity
at the amino acid level across the entire length of AiiA from
different species of Bacillus (Cao et al. 2012; Carlier et al.
2003; Dong et al. 2000), by BLAST analysis (Fig. 2). The
identity shared with other AHL-lactonases belonging to the
metallo-3-lactamases superfamily is in some cases even low-
er, including 31 % with AttM from Agrobacterium
tumefaciens (Zhang et al. 2002), 26 % with AhIK from Kleb-
siella pneumoniae (Park et al. 2003), 24 % with AhIS from
Solibacillus silvestris (Morohoshi et al. 2012), 23 % with
AhID from Arthrobacter sp. (Park et al. 2003), and the ther-
mostable AiiT from Thermaerobacter marianiensis
(Morohoshi et al. 2014). Recently, three different lactonases
have been identified in bacteria belonging to the Bacteroidetes
phylum that includes the genus Tenacibaculum; Aii20J shares
28 % identity at amino acid level with AidC from
Chryseobacterium sp. strain StRB126 (Wang et al. 2012),
59 % with MomL from Muricauda olearia (Tang et al.
2015), and 71 % with FiaL (gene GL001211) from
Flaviramulus ichthyoenteri Th78" (Zhang et al. 2015).

A sequence highly homologous to aii20J was found in all
the strains of Tenacibaculum studied. All of them share an
identity of 99 % with Aii20J sequence at amino acidic level,
except for AiiTG from 7. gallaicum that shares an identity of
93 % and AiiTS from 7. soleae that shares an identity of 76 %
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with Aii20J (Fig. 2). Despite the presence of the sequence in
all the Tenacibaculum strains, differences were found in the
QQ activity of live cells and cell extracts were observed, since
two of them, T, aestuarii JCM 13491T and T. lutimaris DSM
16505", could only degrade the long-chain signal C10-HSL.
No significant difference was found in the sequence and/or
conserved domains of these strains to justify the differences
in degradation activity with the other strains, and therefore
differences could be derived from differences in the level of
expression of the lactonase among species. Despite the pres-
ence of a sequence 99 % identical to Aii20J, the two
T. maritimum strains tested, 7. maritimum CECT 4276 and
NCIMB 2154, failed to degrade both C6- and C10-HSL sig-
nals. On the contrary, the enzyme was active when expressed in
E. coli, indicating that the AiiTM lactonase-encoding gene
could be regulated by an upstream region or promoter, which
avoids gene expression, at least under the culture conditions
tested, or produces a non-functional protein in the 7. maritimum
strains tested. This result has important implications for the
evaluation of QQ activity in natural samples solely on the basis
of the presence of QQ sequences (Romero et al. 2012).

All the Tenacibaculum AHL-lactonase sequences cluster
together as a separate branch within the metallo-3-lactamases,
being closely related to the other MBLs identified from spe-
cies of the CFB cluster (Fig. 8), sharing the unique character-
istic of the presence of a Gram-positive signal peptide. The
presence of a signal peptide seems to be a unique characteris-
tic of AHL-lactonases from the Bacteroidetes group, since a
signal peptide with the same cutting site can also be predicted
in the sequences of MomL, AidC, and FiaL (Fig. 2). Despite
the existence of a predicted signal peptide and unlike MomL
that is an extracellular enzyme (Tang et al. 2015), Aii20] is not
excreted, since no QQ activity could be detected in the culture
medium of strain 20J (Romero et al. 2014) or in any of the
Tenacibaculum strains studied. Therefore, the presence of a
signal peptide in Aii20J sequence and its homologous could
represent a reminiscence indicating horizontal transfer of such
activity.

The characterization of the QQ activity of Aii20J revealed
a much higher specific activity than AiiA from Bacillus
(Fig. 5). Only 2 ug/mL of enzyme was necessary to hydrolyze
10 uM of C6-HSL in 3 h as detected by the C. violaceum solid
plate assay (data not shown) in comparison with the 100 pg/
mL of AiiA necessary to carry out the same reaction. Aii20] is
characterized by a wide range of substrates, being able to
degrade all the unsubstituted and substituted AHLs tested,
with a slight preference for long-chain AHLs (Fig. 5). These
results differ from profiles registered for AidC from
Chryseobacterium sp., classified as a member of the CFB
group, which shows slightly higher degradation activity
against oxo-substituted AHLs than against unsubstituted
AHLs and was more effective degrading C6- and C8-HSLs
than C10- and C12-HSLs (Wang et al. 2012). Several studies
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Fig. 8 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of the AHL-
lactonases Aii20J, AiiTD, AiiTG, AiiTS, AiiTA, AiiTL, and AiiTM from
Tenacibaculum spp. and the homologous sequence found in the genome
of T ovolyticam (accession number WP_028890039, Zhang et al. 2015),
AhID from Arthrobacter sp. (AAP57766.1, Park et al. 2003), AhlK from
K. pneumoniae (AAO47340.1, Park et al. 2003), AhIS from Solibacillus
silvestris (BAK54003.1, Morohoshi et al. 2012), AidC from
Chryseobacterium sp. strain StRB126 (BAM28988.1, Wang et al.
2012), AidH from Ochrobactrum sp. T63 (ACZ73823.1, Mei et al.
2010), AiiA from Bacillus sp. strain 240B1 (AAF62398.1, Dong et al.
2000), AiiA from uncultured Bacillus sp. (CAD44268.1, Carlier et al.
2003), AiiA from Bacillus sp. strain AI96 (HM750248.1, Cao et al.
2012), AiiM from Microbacterium testaceum strain StIB037 (YP_

have demonstrated that AiiA from Bacillus also shows strong
preference for long-chain AHLs (Liu et al. 2013; Momb et al.
2008). The AiiA enzyme used in this study for comparison
(Carlier et al. 2003) also shows preference for C10-HSL. The
strong ability of Aii20J to degrade all range of AHLs makes it
one of the most active QQ enzymes described. It should be
noted that in the present study, the pH conditions were always
controlled to discard a spontaneously degradation of HSL ring
of signals due to alkaline pH (Yates et al. 2002).

The thermo resistance of the QQ enzymes is a valuable
characteristic that enables a wider range of biotechnological
applications. When the complete sequence of Aii20J was
overexpressed in E. coli, the protein formed inclusion bodies
and urea denaturation was required for purification. The de-
naturation and refolding process strongly affected the thermo
resistance of the enzyme. Residual enzymatic activity was

QsdA
—_— } PTE

004225655.1, Morohoshi et al. 2011), AttM/AiiB from A. tumefaciens
(AAL13075.1, Zhang et al. 2002), QIcA from Acidobacteria bacterium
cosmid p2H8 (ABV58973.1, Riaz et al. 2008), QsdA from Rhodococcus
erythropolis (AAT06802.1, Uroz et al. 2008), AiiT from
Thermaerobacter marianensis (AB935246.1, Morohoshi et al. 2014),
FiaL from Flaviramulus ichthyoenteri Th78T (WP_034041734.1, Zhang
et al. 2015), MomL from Muricauda olearia (AIY30473, Tang et al.
2015), and GKL from Geobacillus kaustophilus (WP_011231002.1,
Chow et al. 2010). Sequences are divided as members of the metallo-3-
lactamase family (MBL), o/[3-hydrolase family and phosphotriesterase
family (PTE). The dendrogram was constructed by the neighbor-joining
method using ClustalW. The scale bar represents 0.1 substitutions per
amino acid position

found in the purified, full sequence Aii20J after a treatment
of 80 °C for 10 min, but only when reconstituted in the pres-
ence of metallic ions, which indicates that the presence of
metal ions is beneficial for the correct folding and catalytic
activity of the protein, as described previously for other
metallohydrolases (Cao et al. 2012; Chen et al. 2010; Momb
et al. 2008; Tang et al. 2015; Wang et al. 2012) and confirms
that correct folding is a key factor in the thermostability of the
denaturized enzyme. Activity was still present in the purified
enzyme after a treatment at 60 °C during 10 min but was
significantly reduced in comparison with the untreated en-
zyme (Fig. 6b). No potential N-glycosylation site was identi-
fied by NetCGlyc 1.0 Server, which is a characteristic related
to thermo resistance of enzymes (Chen et al. 2010), and there-
fore the loss of thermo resistance of the purified enzyme can-
not be associated with improper glycosylation in the
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overexpression strain. When the signal peptide is eliminated
from the sequence, the enzyme is produced as a soluble pro-
tein in E. coli and no denaturalization is necessary for purifi-
cation. The native, truncated Aii20J was able to resist a treat-
ment of 100 °C for 10 min without significant reduction in the
activity, presenting a much higher thermostable profile than
the closely related lactonase MomL that retained 30 % activity
after being heated to 60 °C for 30 min (Tang et al. 2015) and
indicating that the presence of the signal peptide is not in-
volved in the extremely high thermostability of the enzyme.
Nevertheless, even after denaturation and refolding, the ther-
mostability of reconstituted Aii20J was significantly higher
than that of AiiA from Bacillus sp. 240 which is inactive at
>45 °C (Wang et al. 2004) or than AidC from
Chryseobacterium sp. which reduces its relative activity after
incubation at temperatures over 50 °C and its enzymatic ac-
tivity is greatly reduced over 60 °C (Wang et al. 2012). In the
case of the thermostable AiiAjo¢ from Bacillus sp. strain
AI96, it has been described that it retains 20 % of its activity
at 60 °C (Cao et al. 2012) similarly to denatured Aii20J
(Fig. 6b); nevertheless, the thermostability profile of AiiAagg
was examined at pH 8.0 and therefore the AHLs could be
degraded spontancously (Yates et al. 2002). An increased
number of proline or reduced number of glycine residues
has been proposed as one of the factors sustaining a higher
thermostability in phosphotriesterase-like lactonases (Hawwa
et al. 2009). In the thermostable lactonase AiiT from
Thermaerobacter marianensis that presents a maximal
AHL-degrading activity at approximately 70-75 °C, corre-
sponding to the optimal growth condition of the parent strain,
the number of arginine and aspartate residues in the non-
conserved domains increased in comparison with the closely
related thermo-sensitive AhlS (Morohoshi et al. 2014), pro-
viding stabilization to the structure of the protein through the
existence of ion pairs among oppositely charged residues.
None of these two characteristics is present in Aii20J in com-
parison with the amino acidic sequence of the close thermo-
sensitive AidC (Wang et al. 2012) or the thermostable MomL
(Tang et al. 2015), and therefore, the thermostability found in
Aii20J should be derived from different features.

The highly thermostable profile of Aii20J and the wide
spectrum of substrates are important characteristics for the
industrial application of this enzyme, guarantying its use un-
der aggressive physical-chemical conditions such as feed fab-
rication. Another important characteristics of Aii20J are the
resistance to proteinases and extreme pH values (3-9) in com-
parison with AiiA from Bacillus sp., which completely lost
enzymatic activity at pHs lower than 5 (Wang et al. 2004).
AidC from Chryseobacterium sp. (Wang et al. 2012) and the
thermostable AiiA 419 lactonase were unstable at pHs lower
than 6 (Cao et al. 2012). Also, the activity of MomL, from
Muricauda olearia, was completely lost when incubated at pH
lower than 7 (Tang et al. 2015), which confirms the unique
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characteristics of Aii20J. These results suggest that this en-
zyme could be able to retain its activity after passing the di-
gestive tract of animals, and therefore it would be possible to
use it as a functional ingredient in feeds for the control of
bacterial pathogens with AHL-based QS.

The family of metallo-{3-lactamases includes broad-
spectrum enzymes able to hydrolyze most clinically useful
[3-lactam antibiotics, including carbapenems (Bebrone
2007). Due to the sequence similarity of Aii20J and other
AHL-lactonases with (3-lactamases, which are responsible
for the antibiotic resistance of numerous bacteria (Bebrone
2007), the activity of Aii20J against different (3-lactam antibi-
otics was evaluated, confirming the absence of interference.
AHLs have been proposed to have other different properties,
functioning as iron quelants or antibiotics (Kaufman et al.
2005; Qazi et al. 2006; Romero et al. 2011b). Reversely, in a
natural environment, antibiotics are often present in subinhib-
itory concentrations and therefore have been proposed to act
like molecules involved in QS process and biofilm formation
(Sengupta et al. 2013). The absence of activity of Aii20J to-
wards a wide range of {3-lactam antibiotics indicates that in
this case, Aii20J lactonase is an enzyme with a well-defined
action spectrum excluding antibiotics.

Acid resistance is an important virulence feature of gastro-
intestinal pathogens as E. coli (Lin et al. 1996), and sdi4 has a
key role in the regulation of the glutamate-dependent resis-
tance acid system as well as controlling the production of
other virulence factors in a QS-dependent manner in E. coli
K-12 and EHEC (Dyszel et al. 2010; Kanamaru et al. 2000;
Sharma and Bearson 2013). In our experiments, the addition
of 5 uM OC6-HSL or C6-HSL resulted in a 2- to 50-fold
increase in acid resistance in E. coli (Fig. 7). These data are
in deep contrast with those obtained by Dyszel et al. (2010)
that reported no effect of 1 pM OC6-HSL on acid resistance of
either wild-type or SdiA mutants of E. coli, suggesting that a
different signal molecule could be responsible for the activa-
tion of the glutamate-dependent acid-resistant system. This
discrepancy can be derived from the higher amount of AHL
used in the present experiments. The addition of Aii20J
(20 pg/mL) to cultures to which AHL was added resulted in
a 50 % reduction in cell viability in comparison with cultures
that were acid-resistant due to the presence of AHLs (Fig. 7).
Therefore and even though Aii20J presents relatively low af-
finity towards OC6-HSL in comparison with non-substituted
AHLs, the enzyme is able to counteract the effect of the signal
on SdiA, even when such high concentration of AHL is used.

Although most of the experiments regarding the role of
SdiA on the expression of virulence factors in E. coli have
been carried out through the overexpression of the gene
(Kanamaru et al. 2000; Rahmati et al. 2002; Van Houdt
et al. 2006; Yamamoto et al. 2001) and therefore cannot be
extrapolated to its role under natural conditions and signal
specificity, several studies indicate that AHLs or AHL-like
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molecules can interact with the SdiA system in E. coli,
resulting in the modification of gene expression. When Shiga
toxin- and verotoxin-producing E. coli were transformed with
the yenl gene of Yersinia enterocolitica to produce AHLSs, the
transgenic strain showed impaired expression of flagella, de-
creased motility, reduced biofilm formation etc., as well as
attenuated adherence and invasion of IPEC-12 cells (Yang
et al. 2013). Also, organic extracts obtained from aerobic
granules from membrane-partitioned bioreactors used for
wastewater treatments promote adhesion and growth of . coli,
and such activity has been attributed to the presence of AHLs
in the liquid phase of granular sludge (Ren et al. 2013). Pres-
ent results clearly demonstrate that the presence of OC6-HSL
strongly promotes the acid resistance mechanisms in E. coli
K-12, and this effect can be partially quenched by the addition
of the lactonase Aii20J. Aii20J was not able to completely
restore the acid sensitivity of the cultures, which may indicate
that a very little amount of AHL is necessary for the activation
of SdiA or that another molecule produced by E. coli should
be able to activate SdiA or another downstream regulator,
promoting acid resistance. Recently, a new type of signal mol-
ecules, the dialkylresorcinols, has been identified being able to
activate LuxR-type orphan receptors (Brameyer et al. 2015).
This or another autoinductor could be responsible for the ac-
tivation of SdiA receptor in E. coli in the absence of AHLs.
Our results confirm the potential of the use of Aii20J in the
control of the expression of virulence and adaptation genes in
important human pathogens, as demonstrated for acid resis-
tance in E. coli. Unique features like extreme temperature and
pH resistance, resistance to proteases, wide substratum spec-
trum, and high specific activity enable the application of this
QQ enzyme in a wide range of biotechnological applications.

Acknowledgments Prof. Miguel Camara from the University of Not-
tingham kindly provided the AiiA gene from Bacillus sp.
(CADA44268.1). We would like to thank Prof. Paul Williams from the Uni-
versity of Nottingham and Prof. Tomohiro Morohoshi from the Utsunomiya
University for kindly providing us with Chromobacterium violaceum-
CV026 and VIRO7 biosensor strains, respectively. The fosmid genomic
libraries were constructed by the Clemson University Genomics Institute.

Conlflict of interest This work was supported by non-profit organiza-
tions Fundacion Ramoén Areces (CIVP16A1814) and Fundacion Barrié
de la Maza.

This work is related to the following patents: Otero A, Romero M, Roca
A. Use of bacteria of the genus Tenacibaculum for quorum quenching.
W02010/012852 Al; Otero A, Romero M, Mayer C (2013) Péptido con
actividad inhibidora de quorum sensing, polinucledtido que codifica dicho
péptido y sus aplicaciones. P201331060 (submitted for review).

References

Bebrone C (2007) Metallo-(3-lactamases (classification, activity, genetic
organization, structure, zinc coordination) and their superfamily.
Biochem Pharmacol 74:1686—1701

Bjarnsholt T, Givskov M (2007) Quorum-sensing blockade as a strategy
for enhancing host defences against bacterial pathogens. Philos
Trans R Soc B Biol Sci 362:1213-1222

Brameyer S, Kresovik D, Bode HB, Heermann R (2015)
Dialkylresorcinols as bacterial signaling molecules. PNAS 112:
572-577

Cao Y, He S, Zhou Z, Zhang M, Mao W, Zhang H, Yao B (2012) Orally
administered termostable N-acyl homoserine lactonase from
Bacillus sp. strain AI96 attenuates Aeromonas hydrophila infection
in zebrafish. Appl Environ Microbiol 78:1899-1908

Carlier A, Uroz S, Smadja B, Fray R, Latour X, Dessaux Y (2003) The Ti
plasmid of Agrobacterium tumefaciens harbors an attM-paralogous
gene, aiiB, also encoding N-acyl homoserine lactonase activity.
Appl Environ Microbiol 69:4989-4993

Chen R, Zhou Z, Cao Y, Bai Y, Yao B (2010) High yield expression of an
AHL-lactonase from Bacillus sp. B546 in Pichia pastoris and its
application to reduce Aeromonas hydrophila mortality in aquacul-
ture. Microb Cell Factories 9:39

Chow JY, Xue B, Lee KH, Tung A, Wu L, Robinson RC, Yew WS (2010)
Directed evolution of a thermostable quorum-quenching lactonase
from the amidohydrolase superfamily. J Biol Chem 285:40911—
40920. doi:10.1074/jbc.M110.177139

Dong YH, Xu JL, Li XZ, Zhang LH (2000) AiiA, an enzyme inactivates
acyl homoserine-lactone quorum-sensing signal and attenuates the
virulence of Erwinia carotovora. Proc Natl Acad Sci U S A 97:
3526-3531

Dong YH, Wang LH, Xu JL, Zhang HB, Zang XF, Zhang LH (2001)
Quenching quorum-sensing-dependent bacterial infection by an N-
acyl homoserine lactonase. Nature 411:813-817

Dong YH, Gusti AR, Zhang Q, Xu JL, Zhang LH (2002) Identification of
quorum-quenching N-acyl homoserine lactonases from Bacillus
species. Appl Environ Microbiol 68:1754-1759

Dong YH, Wang LY, Zhang LH (2007) Quorum-quenching microbial
infections: mechanisms and implications. Philos Trans R Soc B
362:1201-1211

Dyszel JL, Soares JA, Swearingen MC, Lindsay A, Smith JN, Ahmer
BMM (2010) E. coli K-12 and EHEC genes regulated by SdiA.
PLoS ONE 5(1):e8946. doi:10.1371/journal.pone.0008946

Givskov M, de Nys R, Manefield M, Gram L, Maximilien R, Eberl L,
Molin S, Steinberg PD, Kjelleberg S (1996) Eukaryotic interference
with homoserine lactone-mediated prokaryotic signaling. J Bacteriol
178:6618-6622

Guo X, Zhang LY, Wu SC, Xia F, Fu YX, Wu YL, Leng CQ, Yi PF, Shen
HQ, Wei XB, Fu BD (2014) Andrographolide interferes quorum
sensing to reduce cell damage caused by avian pathogenic
Escherichia coli. Vet Microbiol 174:496-503

Hawwa R, Aikens J, Turner R, Santarsiero BD, Mesecar AD (2009)
Structural basis for thermostability revealed through the identifica-
tion and characterization of a highly thermostable
phosphotriesterase-like lactonase from Geobacillus
stearothermophilus. Arch Biochem Biophys 488:109—120

Hentzer M, Givskov M (2003) Pharmacological inhibition of quorum
sensing for the treatment of chronic bacterial infections. J Clin
Invest 112:1300-1307

Hraiech S, Hiblot J, Lafleur J, Lepidi H, Papazian L, Rolain JM, Raoult
D, Elias M, Silby MW, Bzdrenga J, Bregeon F, Chabriere E (2014)
Inhaled lactonase reduces Pseudomonas aeruginosa quorum sens-
ing and mortality in rat pneumonia. PLoS One 9:¢107125. doi:10.
1371/journal.pone.0107125

Kanamaru K, Kanamaru K, Tatsuno I, Tobe T, Sasakawa C (2000) SdiA,
an Escherichia coli homologue of quorum-sensing regulators, con-
trols the expression of virulence factors in enterohaemorrhagic
Escherichia coli O157:H7. Mol Microbiol 38:805-816

Kaufman GF, Sartorio R, Lee SH, Rogers CJ, Meijler MM, Moss JA,
Clapham B, Brogan AP, Dickerson TJ, Janda KD (2005) Revisiting
quorum sensing: Discovery of additional chemical and biological

@ Springer



Appl Microbiol Biotechnol

functions for 3-oxo-N-acylhomoserine lactones. Proc Natl Acad Sci
U S A 102:309-314

Lade H, Paul D, Kweon JH (2014) Quorum quenching mediated ap-
proaches for control of membrane biofouling. Int J Biol Sci 10:
550-565. doi:10.7150/ijbs.9028

LaSarre B, Federle MJ (2013) Exploiting quorum sensing to confuse
bacterial pathogens. Microbiol Mol Biol Rev 77:73-111

Lin Y, Smith MP, Chapin KC, Suk Baik H, Bennett GN, Foster JW
(1996) Mechanisms of acid resistance in enterohemorrhagic
Escherichia coli. Appl Environ Microbiol 62:3094-3100

Lin YH, Xu JL, Hu J, Wang LH, Ong SL, Leadbetter JR, Zhang LH
(2003) Acyl-homoserine lactone acylase from Ralstonia strain
XJ12B represents a novel and potent class of quorum-quenching
enzymes. Mol Microbiol 47:849-860

Liu D, Momb J, Thomas PW, Moulin A, Petsko GA, Fast W, Ringe D
(2008) Mechanism of the quorum-quenching lactonase (AiiA) from
Bacillus thurigiensis. 1. Product-bound structures. Biochemistry 47:
7706-7714

Liu CF, Liu D, Momb J, Thomas PW, Lajoie A, Petsko GA, Fast W,
Ringe D (2013) A phenylalanine clamp controls substrate specificity
in the quorum-quenching metallo-y-lactonase from Bacillus
thurigiensis. Biochemistry 52:1603—1610

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951) Protein mea-
surement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:265-275

McClean KH, Winson MK, Fish L, Taylor A, Chhabra SR, Camara M,
Daykin M, Lamb JH, Swift S, Bycroft BW, Stewart GSAB,
Williams P (1997) Quorum sensing and Chromobacterium
violaceum: exploitation of violacein production and inhibition for
the detection of N-acylhomoserine lactones. Microbiology 143:
3703-3711

Mei GY, Yan XX, Turak A, Luo ZQ, Zhang LQ (2010) AidH, an alpha/
beta-hydrolase fold family member from an Ochrobactrum sp.
strain, is a novel N-acylhomoserine lactonase. Appl Environ
Microbiol 76:4933-4942

Michael B, Smith JN, Swift S, Heffron F, Ahmer BM (2001) SdiA of
Salmonella enterica is a LuxR homolog that detects mixed micro-
bial communities. J Bacteriol 183:5733-5742

Momb J, Wang C, Liu D, Thomas PW, Petsko GA, Guo H, Ringe D, Fast
W (2008) Mechanism of the quorum-quenching lactonase (AiiA)
from Bacillus thuringiensis. 2. Substrate modeling and active site
mutations. Biochemistry 47:7715-7725

Morohoshi T, Kato M, Fukamachi K, Kato N, Ikeda T (2008) N-
acylhomoserine lactone regulates violacein production in
Chromobacterium violaceum type strain ATCC 12472. FEMS
Microbiol Lett 279:124-130

Morohoshi T, Wang WZ, Someya N, Ikeda T (2011) Genome sequence of
Microbacterium testaceum StLB037, an N-acylhomoserine lactone-
degrading bacterium isolated from potato leaves. J Bacteriol 193:
2072-2073

Morohoshi T, Tominaga Y, Someya N, Ikeda T (2012) Complete genome
sequence and characterization of the N-acylhomoserine lactone-
degrading gene of the potato leaf-associated Solibacillus silvestris.
J Biosci Bioeng 113:20-25

Morohoshi T, Tominaga Y, Someya N, Ikeda T (2014) Characterization
of a novel thermostable N-acylhomoserine lactonase from the ther-
mophilic bacterium Thermaerobacter marianensis. J Biosci Bioeng.
doi:10.1016/j.jbiosc.2014.11.014

Murphy TA, Simm AM, Toleman MA, Jones RN, Walsh TR (2003)
Biochemical characterization of the acquired metallo-{3-lactamase
SPM-1 from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents
Chemother 47:582-587

Ng WL, Bassler BL (2009) Bacterial quorum-sensing network
atchitectures. Annu Rev Genet 43:197-222

Park SY, Lee SJ, Oh TK, Oh JW, Koo BT, Yum DY, Lee JK (2003) AhID,
an N-acylhomoserine lactonase in Arthrobacter sp., and predicted
homologues in other bacteria. Microbiology 149:1541-1550

@ Springer

Pifieiro-Vidal M, Riaza A, Santos Y (2008) Tenacibaculum discolor sp.
nov. and Tenacibaculum galaicum sp. nov. isolated from sole (Solea
senegalensis) and turbot (Psetta maxima) culture systems. Int J Syst
Evol Microbiol 58:21-25

Qazi S, Middleton B, Muharram SH, Cockayne A, Hill P, O’Shea P,
Chhabra SR, Camara M, Williams P (2006) N-acylhomoserine lac-
tones antagonize virulence gene expression and quorum sensing in
Staphylococcus aureus. Infect Immun 74:910-919

Rahmati S, Yang S, Davidson AL, Zechiedrich EL (2002) Control of the
AcrAB multidrug efflux pump by quorum-sensing regulator SdiA.
Mol Microbiol 43:677-685

Rasch M, Buch C, Austin B, Slierendrecht WJ, Ekmann KS, Larsen JL,
Johansen C, Riedel K, Eberl L, Givskov M, Gram L (2004) An
inhibitor of bacterial quorum sensing reduces mortalities caused by
vibriosis in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum). Syst
Appl Microbiol 27:350-359

Rashid R, Morohoshi T, Someya N, Ikeda T (2011) Degradation of N-
acylhomoserine lactone quorum sensing signaling molecules by po-
tato root surface-associated Chryseobacterium strains. Microbes
Environ 26:144-148

Rasmussen TB, Bjarnsholt T, Skindersoe ME, Hentzer M, Kristoffersen
P, Kote M, Nielsen J, Eberl L, Givskov M (2005) Screening for
quorum-sensing inhibitors (QSI) by use of a novel genetic system,
the QSI selector. J Bacteriol 187:1799-1814

Ren TT, Li XY, Yu HQ (2013) Effect of N-acyl-L-homoserine lactones-
like molecules from aerobic granules on biofilm formation by
Escherichia coli K12. Bioresour Technol 129:655-658

Riaz K, Elmerich C, Raffoux A, Moreira D, Dessaux Y, Faure D
(2008) Metagenomics revealed a quorum quenching lactonase
QIlcA from yet unculturable soil bacteria. Commun Agric
Appl Biol Sci 73:3-6

Romero M, Avendafio-Herrera R, Magarifios B, Camara M, Otero A
(2010) Acyl homoserine lactone production and degradation by
the fish pathogen Tenacibaculum maritimum, a member of the
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) group. FEMS
Microbiol Lett 304:131-139

Romero M, Martin-Cuadrado AB, Roca-Rivada A, Cabello AM,
Otero A (2011a) Quorum quenching in cultivable bacteria
from dense marine coastal microbial communities. FEMS
Microbiol Ecol 75:205-217

Romero M, Muro-Pastor AM, Otero A (2011b) Quorum sensing N-acyl-
homoserine lactone signals affect nitrogen fixation in the cyanobac-
terium Anabaena sp. PCC7120. FEMS Microbiol Lett 315:101-108

Romero M, Martin-Cuadrado AB, Otero A (2012) Determination of
whether quorum quenching is a common activity in marine bacteria
by analysis of cultivable bacteria and metagenomic sequences. Appl
Environ Microbiol 78:6345-6348

Romero M, Muras A, Mayer C, Bujan N, Magarifios B, Otero A (2014)
In vitro quenching of fish pathogen Edwarsiella tarda AHL produc-
tion using marine bacterium Tenacibaculum sp. strain 20J cell ex-
tracts. Dis Aquat Org 108:217-225

Sengupta S, Chattopadhyay MK, Grossart HP (2013) The multifaceted
roles of antibiotics and antibiotic resistance in nature. Front
Microbiol 4:47. doi:10.3389/fmicb.2013.00047

Sharma VK, Bearson SMD (2013) Evaluation of the impact of quorum
sensing transcriptional regulator SdiA on long-term persistence and
fecal shedding of Escherichia coli O157:H7 in weaned calves.
Microb Pathog 57:21-26

Smith JL, Fratamico PM, Yan X (2011) Eavesdropping by bacteria: the
role of SdiA in Escherichia coli and Salmonella enterica serovar
Typhimurium quorum sensing. Foodborne Pathog Dis 8:169—178.
doi:10.1089/fpd.2010.0651

Soares JA, Ahmer BM (2011) Detection of acyl-homoserine lactones by
Escherichia and Salmonella. Curr Opin Microbiol 14:188-193. doi:
10.1016/j.mib.2011.01.006



Appl Microbiol Biotechnol

Sperandio V (2010) SdiA sensing of acyl-homoserine lactones by
enterohemorrhagic E. coli (EHEC) serotype O157:H7 in the bovine
rumen. Gut Microbes 1:432-435. doi:10.4161/gmic.1.6.14177

Swift S, Downie JA, Whitehead NA, Barnard AML, Salmond GPC,
Williams P (2001) Quorum sensing as a population-density-
dependent determinant of bacterial physiology. Adv Microb
Physiol 45:199-270

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S (2013) MEGAG6:
molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol Biol Evol
30:2725-2729

Tang K, Su'Y, Brackman G, Cui F, Zhang Y, Shi X, Coenye T, Zhang XH
(2015) MomL, a novel marine-derived N-acyl homoserine lactonase
from Muricauda olearia. Appl Environ Microbiol 81:774-782

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ (1994) CLUSTAL W: improving
the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through
sequence weighting, position-specific gap penalties and weight ma-
trix choice. Nucleic Acids Res 22:4673-4680

Uroz S, Oger PM, Chapelle E, Adeline MT, Faure D, Dessaux Y (2008)
A Rhodococcus qsdA-encoded enzyme defines a novel class of
large-spectrum quorum-quenching lactonases. Appl Environ
Microbiol 74:1357-1366

Van Houdt R, Aertsen A, Moons P, Vanoirbeek K, Michiels CW (2006)
N-acyl-L-homoserine lactone signal interception by Escherichia
coli. FEMS Microbiol Lett 256:83-89

Vogel HJ, Bonner DM (1956) Acetylornithinase of Escherichia coli:
partial purification and some properties. J Biol Chem 218:97-106

Walters M, Sperandio V (2006) Quorum sensing in Escherichia coli and
Salmonella. Int ] Med Microbiol 296:125-131

Wang LH, Weng LX, Dong YH, Zhang LH (2004) Specificity and en-
zyme kinetics of the quorum-quenching N-acyl homoserine lactone
lactonase (AHL lactonase). J Biol Chem 279:13645-13651

Wang WZ, Morohoshi T, Someya N, lkeda T (2012) AidC, a novel N-
acylhomoserine lactonase from the potato root-associated

Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides (CFB) group bacterium
Chryseobacterium sp. strain StRB126. Appl Environ Microbiol
78:7985-7992

Waters CM, Bassler BL (2005) Quorum sensing: cell-to-cell communi-
cation in bacteria. Annu Rev Cell Dev Biol 21:319-346

Whitehead NA, Barnard AM, Slater H, Simpson NJ, Salmond GP (2001)
Quorum-sensing in Gram-negative bacteria. FEMS Microbiol Rev
25:365-404

Williams P, Winzer K, Chan WC, Camara M (2007) Look who’s talking:
communication and quorum sensing in the bacterial world. Philos
Trans R Soc B 362:1119-1134

Yamamoto K, Yata K, Fujita N, Ishihama A (2001) Novel mode of tran-
scription regulation by SdiA, an Escherichia coli homologue of the
quorum-sensing regulator. Mol Microbiol 41:1187-1198

Yang Y, Yao F, Zhou M, Zhu J, Zhang X, Bao W, Wu S, Hardwidge PR,
Zhu G (2013) F18ab Escherichia coli flagella expression is regulat-
ed by acyl-homoserine lactone and contributes to bacterial virulence.
Vet Microbiol 165:378-383

Yates EA, Philipp B, Buckley C, Atkinson S, Chhabra SR, Sockett RE,
Goldner M, Dessaux Y, Camara M, Smith H, Williams P (2002) N-
acylhomoserine lactones undergo lactonolysis in a pH-, tempera-
ture-, and acyl chain length-dependent manner during growth of
Yersinia pseudotuberculosis and Pseudomonas aeruginosa. Infect
Immun 70:5635-5646

Zhang HB, Wang LH, Zhang LH (2002) Genetic control of quorum-
sensing signal turnover in Agrobacterium tumefaciens. Proc Natl
Acad Sci U S A 99:4638-4643

Zhang Y, Liu J, Tang K, Yu M, Coenye T, Zhang XH (2015)
Genome analysis of Flaviramulus ichthyoenteri Th78 T in the
family Flavobacteriaceae: insights into its quorum-quenching
property and potential roles in fish intestine. BMC Genomics
16:38

@ Springer






AEM

Journals.ASM.org

Biofilm Formation and Quorum-Sensing-Molecule Production by
Clinical Isolates of Serratia liquefaciens
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Serratia spp. are opportunistic human pathogens responsible for an increasing number of nosocomial infections. However, little
is known about the virulence factors and regulatory circuits that may enhance the establishment and long-term survival of Ser-

ratia liquefaciens in the hospital environment. In this study, two reporter strains, Chromobacterium violaceum CV026 and
VIR24, and high-resolution triple-quadrupole liquid chromatography—mass spectrometry (LC-MS) were used to detect and to
quantify N-acyl-homoserine lactone (AHL) quorum-sensing signals in 20 S. liquefaciens strains isolated from clinical samples.
Only four of the strains produced sufficient amounts of AHLs to activate the sensors. Investigation of two of the positive strains
by high-performance liquid chromatography (HPLC)-MS confirmed the presence of significant amounts of short-acyl-chain
AHLs (N-butyryl-L-homoserine lactone [C,-HSL] and N-hexanoyl-L-homoserine lactone [C¢-HSL]) in both strains, which exhib-
ited a complex and strain-specific signal profile that included minor amounts of other short-acyl-chain AHLs (N-octanoyl-L-
homoserine lactone [Cg-HSL] and N-3-oxohexanoyl-L-homoserine lactone [OC4-HSL]) and long-acyl-chain (C,,, C,,, and C,,)
AHLs. No correlation between biofilm formation and the production of large amounts of AHLs could be established. Fimbria-
like structures were observed by transmission electron microscopy, and the presence of the type 1 fimbrial adhesin gene fimH in
all strains was confirmed by PCR. The ability of S. liquefaciens to adhere to abiotic surfaces and to form biofilms likely contrib-
utes to its persistence in the hospital environment, increasing the probability of causing nosocomial infections. Therefore, a bet-
ter understanding of the adherence properties of this species will provide greater insights into the diseases it causes.

erratia spp. are opportunistic Gram-negative bacteria that be-

long to the family Enterobacteriaceae. Serratia marcescens and
Serratia liquefaciens are frequently encountered in nosocomial in-
fections (1-4). S. liquefaciens is an increasingly recognized cause of
transfusion-related sepsis and has been reported as a cause of
meningitis, thrombophlebitis, corneal ulcers, and other infections
(5-10). Moreover, Serratia species are inherently resistant to
several antibiotics and are capable of readily acquiring resis-
tance (11, 12).

N-Acylhomoserine lactone (AHL)-mediated quorum-sensing
(QS) systems are cell density-dependent intercellular signaling
mechanisms that regulate many physiological processes in Gram-
negative bacteria. When the concentration of the molecule ex-
ceeds a threshold, signaling pathways are modulated, and the bac-
teria respond by modifying gene expression in a concerted
manner throughout the population. This AHL-dependent QS sys-
tem has been investigated extensively in S. marcescens strain MG1
(previously misidentified as S. liquefaciens) (13). Moreover, quo-
rum sensing may play a role in biofilm formation in S. marcescens
(14, 15). A biofilm can be defined as a structured community of
bacterial cells enclosed in a self-produced polymeric matrix and
adherent to an inert or living surface. Growth in biofilms enhances
the survival of bacterial populations in hospital environments and
during host infections (i.e., in the presence of antibiotics), increas-
ing the probability of causing nosocomial infections (16—18). In
addition, some biocides used in hospitals are ineffective against
nosocomial pathogens growing as biofilms attached to surfaces
(19). Biofilm formation has been connected to infections associ-
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ated with indwelling medical devices, such as central venous cath-
eters, urinary catheters, and contact lenses (20). Also, in hospitals,
some medicinal products need to be stored at lower than ambient
temperatures to ensure their quality and efficacy (vaccines, insu-
lin, biotechnology products, drugs, etc.). Moreover, red blood
cells or whole blood must always be stored at a temperature be-
tween 2 and 6°C to maintain the oxygen-carrying ability of blood
and to minimize bacterial contamination. However, some psy-
chrophilic, primarily Gram-negative pathogenic bacteria can pro-
liferate from very low to clinically significant concentrations un-
der storage conditions.

The goal of the present study was to analyze the abilities of 20 S.
liquefaciens strains to produce quorum-sensing molecules, to ex-
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Quorum Sensing and Biofilms in S. liquefaciens

TABLE 1 S. liquefaciens strains used in this study and their phenotypic characteristics

Biofilm formation®

Diam (mm) of
swimming

. QS? detected with: at 4°C in: motility zone® at:
Strain [ —
no.* Clinical source CV026 VIR24 LB LB,, HAY Fimbriae® AA 37°C 24°C
1 Bone - - ++ +/- - +4+++ + 0 7
2 Blood +++ + ++ ++ MRHA ++++ + 0 58
3 Wound exudate - - - - - +++ + 0 14
4 Abdominal drainage +++ + +++ ++ - +++ + 11 41
5 Surgical wound exudate - - +/— +/— - +++ - 11 43
6 Diabetic foot exudate - - +++ ++ - ++ — 9 31
7 Buccal smear ++ + +/— +/— MSHA +++ + 0 0
8 Bile - - +++ +4 MSHA +++ - 0 41
9 Urine - - - - - +++ - 12 40
10 Bone - - +++ ++ - + - 11 46
11 Ulcer - - +++ ++ MSHA +++ — 7 54
12 Tracheal aspirate - - +++ ++ - +++ - 7 36
13 Urine - - +/—= +/— - ++++ + 15 35
14 Skin vesicle - - ++ ++ MRHA 4+ — 3 40
15 Blood - - ++ ++ - +++ - 9 32
16 Ulcer 4+ + +++ ++ MSHA o+t + 20 27
17 Skin smear - = +++ +/— MSHA +4++ - 8 25
18 Urine - = +/— +/= - +++ - 10 25
19 Urine - = +++ ++ MSHA +++ - 26 51
20 Thigh bone graft - - +++ A - +++ - 20 42

@ Strains (from the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla) are designated as follows: 1, HUMV 526; 2, HUMV 6339; 3, HUMV 6313; 4, HUMV 4524; 5, HUMV 4205; 6,
HUMYV 3632; 7, HUMV 3365; 8, HUMV 701; 9, HUMV 412; 10, HUMV 6817; 11, HUMV 5610; 12, HUMV 4222; 13, HUMYV 2617; 14, HUMV 335; 15; HUMV 2935; 16, HUMV

21; 17, HUMV 185; 18, HUMV 405; 19, HUMV 779; 20, HUMV 3250.

b Induction of violacein biosynthesis by AHLs in the C. violaceum reporter strains CV026 and VIR24 using the biosensor plate bioassay at 37°C, 25°C, and 4°C. Symbols indicate no

induction — or weak (+), moderate (++), or strong (+++) induction.

¢ Biofilm formation in LB or LB, at 4°C after 5 days. Symbols indicate no biofilm formation — or weak (+/—), moderate (++), or strong (+++) biofilm formation.
9 MSHA, mannose-sensitive hemagglutination; MRHA, mannose-resistant hemagglutination; —, no agglutination of human red blood cells.
¢ Data obtained by TEM were expressed as the percentage of fimbriated bacteria at 37°C, and strains were scored as follows: + +++, >95% fimbriated; +++, >75% fimbriated;

++, ~40 to 60% fimbriated; +, <5% fimbriated.

£ AA, autoagglutination at 4°C in 96-U-bottom microplates. +, autoagglutination; —, no autoagglutination.
£ Results are averages from three independent experiments showing standard deviations of <10%.

press surface appendages, and to form biofilms during growth at
different temperatures and under different medium conditions.
Identifying these parameters should contribute to a better under-
standing of the correlation between the adherence capabilities and
the pathogenicity of this bacterium.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Twenty S. liquefaciens strains were isolated from differ-
ent clinical samples at the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla in
Santander, Spain (Table 1). All the strains have caused moderate or severe
illness in monomicrobial infections and were considered not merely col-
onizers. All isolates were primarily identified as S. liquefaciens complex by
the Vitek 2 automated system (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France). Spe-
cies identification by matrix-assisted laser desorption ionization—time of
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) was performed in a Bruker
Daltonics MALDI-TOF mass spectrometry device (Microflex; Bruker
Daltonics) with flexControl software, which is able to differentiate
between the three species of the S. liquefaciens complex (S. liquefaciens,
Serratia grimesii, and Serratia proteamaculans). This system uses Serratia
liquefaciens (ATCC 27592), S. grimesii (ATCC 14460), Serratia pro-
teamaculans subsp. proteamaculans (ATCC 19323), and Serratia pro-
teamaculans subsp. quinovora (ATCC 33765) as reference strains.

The strains were routinely cultured on blood agar (BA) plates and in
Luria-Bertani (LB) broth at 37°C and were frozen at —80°C with 20%
glycerol. Chromobacterium violaceum strain CV026, used in bioassays for
the production of quorum-sensing molecules, has been described else-
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where (21). C. violaceum strain VIR24 is a new reporter strain for long-N-
acyl-chain homoserine lactones, which cannot be detected by CV026 (22).
Both C. violaceum strains were grown at 25°C on LB agar plates.

Enterobacter sp. strains HUMV 2104, HUMV 4605, and HUMV 5198
were used as non-AHL-producing strains.

AHL bioassays. Acylhomoserine lactone production by S. liguefaciens
strains was detected by streaking against the biosensor strains CV026 and
VIR24. Assay results were judged positive by induction of the purple pig-
ment violacein in the C. violaceum reporters, as described previously (23).
The plates were incubated for 48 h at 25°C, the optimal growth tempera-
ture for the C. violaceum biosensors. After incubation, the boundary of
each reporter strain with each S. liquefaciens isolate tested was examined
for violacein biosynthesis.

The production of AHLs in the extracellular products (ECPs) of S.
liquefaciens was also tested after growth at 37°C, 25°C, and 4°C. S. lique-
faciens strains were grown either for 24 h at 37°C or 25°C in tryptic soy
broth (TSB), LB broth, or brain heart infusion broth (BHIB) or for 5 days
at 4°C in LB broth or LB broth diluted 1:4 (LB,,,). Strains were then
collected by centrifugation at 7,000 rpm for 5 min at room temperature
(RT) using a microcentrifuge. Spent culture media (cell-free ECPs) were
sterilized via membrane filtration (0.22 wm; Millipore), and 100 .l was
used to stimulate violacein production in the reporter strains.

To prepare C. violaceum suspensions, bacteria were grown on LB agar
plates at 25°C for 48 h, resuspended in phosphate-buffered saline (PBS),
and adjusted spectrophotometrically to approximately 5.5 X 10° CFU
ml ™! (optical density at 620 nm [ODj,,], 0.15). One hundred microliters
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of each culture suspension was added to the plates and was air dried for 30
min. Control plates with CV026 or VIR24 were incubated with the same
volumes (100 pl) of fresh bacterial culture medium. Plates were incubated
for 48 h at 25°C.

Mixing experiments using ECPs from AHL-producing strains. Bio-
film formation was also analyzed qualitatively in different strains after
growth in the presence of spent culture media from the four AHL-pro-
ducing strains, in order to determine if the presence of AHLs will favor or
prevent biofilm formation in heterologous strains. In each well (24-well
plate format), spent culture media from AHL-producing strains (750 1)
were mixed with 750 pl of LB broth and were inoculated with the test
strain. Plates were incubated at 37°C or 25°C for 24 h, and biofilms were
stained with crystal violet (CV) and were photographed. LB broth alone
was inoculated with the test strain as a control.

AHL extraction and liquid chromatography (LC)-MS identification.
Samples (100 ml) from spent culture media of S. liquefaciens strains grown
in liquid LB medium were obtained 24 h after inoculation at 37°C, acidi-
fied to pH 2 with 1 M HCl in a shaker at 200 rpm for 24 h at 20°C to ensure
the absence of any AHL lactonolysis products, and extracted with dichlo-
romethane as described previously (24). Dried extracts were reconstituted
in 1 ml acetonitrile and were stored at —20°C until further analysis.

Analyses were carried out using an Agilent 1100 series high-perfor-
mance liquid chromatograph (HPLC) (Agilent, Santa Clara, CA). The
column was a Zorbax Eclipse XDB-C, 4 column (length, 150 mm; inside
diameter, 4.6 mm; particle size, 5 wm). The mobile phase was built by
0.1% formic acid in water (A) and methanol (B), and the flow rate was 0.4
ml min~". The gradient profile was as follows: first 50% B from 0 to 10
min, then a linear gradient from 50 to 90% B over 15 min, and finally 90%
B for 25 min. The column was reequilibrated for a total of 4 min. Samples
(2 wl) were diluted in 0.1% formic acid in acetonitrile and were injected
onto the column.

MS experiments were conducted on an API 4000 triple-quadrupole
mass spectrometer (Applied Biosystems, Foster City, CA) equipped with a
Turbo ion source using positive-ion electrospray, multiple-reaction-
monitoring (MRM) mode. The MRM signals were used to generate rela-
tive quantification information and to trigger subsequent quality product
ion spectra (product ion, MS2). The conditions for the generation of the
MRM-triggered spectra were as follows: declustering potential (DP)
ramped from 35 to 57; collision energy (CE), 14 to 28; collision cell exit
potential (CXP), 8.

AHLs with acyl chains of 4 (C,-HSL, 3-hydroxy-C,-HSL), 6 (C,-HSL,
3-hydroxy-C4-HSL, OC4-HSL, 3-ox0-C4-HSL), 8 (Cg-HSL, 3-hydroxy-
Cg-HSL), 10 (C,,-HSL, 3-hydroxy-C,,-HSL), 12 (C,,-HSL, 3-hydroxy-
C,,-HSL), or 14 (C,,-HSL, 3-hydroxy-C, ,~-HSL) carbon atoms were used
as standards (Sigma). AHLs were identified and confirmed by comparing
both the elution time and the spectra from any peaks obtained with those
of the standards. The AHLs were quantified by comparison with a calibra-
tion curve constructed for molecular ion abundance, using each of the
appropriate AHL synthetic standards (25).

Biofilm formation. Biofilm formation was estimated in 96-well U-
bottom polystyrene microtiter plates (Nunc, Thermo Fisher Scientific) by
the method of O’Toole and Kolter (26) with some modifications. S. lig-
uefaciens strains were grown in LB medium for 24 h at 37°C with shaking,
and a 1:1,000 dilution was prepared in PBS (ODy,,, ~0.01). Five micro-
liters was placed in each well containing 145 pl of culture medium. The
microplates were incubated for 24 h at 24°C or 37°C. Planktonic cells were
removed, and the number of CFU was determined. Wells containing bio-
films were rinsed three times with distilled water (200 wl/well), and the
remaining adherent bacteria were stained with 190 pl/well of crystal violet
(0.7% [wt/vol] solution; Sigma-Aldrich) for 12 min. Excess stain was re-
moved by three washes with distilled water. Crystal violet was extracted by
an ethanol-acetone solution (80:20, vol/vol), and the plates were incu-
bated at RT in an orbital shaker for 1 min at 400 rpm (Thermomixer
comfort; Eppendorf) to release the dye into the solution. Then a sample of
100 pl was transferred to another 96-well flat-bottom plate, and the
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amount of dye (proportional to the density of adherent cells) was deter-
mined at 620 nm using a microplate reader (Multiskan FC; Thermo
Fisher). In each experiment, results were corrected for background stain-
ing by subtracting the value for crystal violet bound to uninoculated con-
trols. The biofilm assay was performed three times, with octuplicates in
each assay. TSB, LB broth, and BHIB were employed in experiments car-
ried out at 24°C and 37°C. LB broth and LB broth diluted 1:4 in PBS were
employed in experiments carried out at 4°C in 96- and 24-well plates.
Biofilms were formed under static conditions. The number of CFU was
converted to a logarithmic scale, and normalized biofilms were calculated
by dividing the total biofilm value (expressed as the OD,,) by the bacte-
rial growth for each strain (expressed in CFU).

SEM. Biofilm formation was also analyzed qualitatively using scan-
ning electron microscopy (SEM) in 24-well plates (Nunc, Thermo Scien-
tific). Biofilms were processed directly inside the plates after the removal
of culture media and washing. The entire wells were fixed with ice-cold
3% glutaraldehyde for 20 min at 4°C. Wells were then dehydrated in a
graded ethanol series, cut into small pieces with a hot lancet, dried by the
critical point method, coated with gold in a Fine Coat ion sputter (JFC-
1100; JEOL), and observed with an Inspect S microscope (FEI Company)
working at 15 or 20 kV (see Fig. S1 in the supplemental material).

CLSM. Bacteria were grown in uncoated 4-well p-slides (Ibidi, Mar-
tinsried, Germany) without shaking. The slides were placed inclined
(~45°) into an incubator to form a liquid-air interface (see Fig. S2A in the
supplemental material). After 24 h, unfixed planktonic cells were removed
by rinsing with saline (0.85% NaCl), and bacterial viability within biofilms
was determined by using the BacLight LIVE/DEAD bacterial viability kit
(Molecular Probes Inc.). A series of optical sections was obtained with a
Nikon AIR confocal scanning laser microscope (CLSM); the excitation
wavelengths were 488 nm (green) and 561 nm (red), and 500- to 550-nm
and 570- to 620-nm emission filters were used, respectively. Images at the
liquid-air interface were captured at random with a 20X Plan Apo (nu-
merical aperture [NA], 0.75) objective. Reconstructions of confocal sec-
tions were assembled using NIS-Elements software, version 3.2.

HA and HA inhibition tests. To identify other factors associated with
biofilm formation, we studied the hemagglutinating activities of the
strains with human group A erythrocytes and the mannose sensitivities of
these agglutinations. Human erythrocytes were obtained from healthy
volunteers after informed consent. Hemagglutination (HA) tests were
performed on microscope slides using 10% suspensions of human group
A erythrocytes. Bacteria were cultured at 37°C for 24 h in LB medium,
washed, and suspended in PBS to a concentration of ~5 X 10° per ml.
Twenty-five microliters of cultures was mixed with 25 pl of erythrocytes
with or without 1% p-mannose (Sigma). Agglutination of erythrocytes
was examined visually after a short period (up to 1 min) of rocking at RT.
Hemagglutination was considered resistant to mannose (MRHA) when it
occurred despite the presence of mannose and sensitive to mannose
(MSHA) when it was inhibited by the presence of this carbohydrate.

Detection of genes encoding type I fimbriae by PCR. All S. liquefa-
ciens strains were analyzed genotypically by PCR using primers specific for
the type 1 fimbrial adhesin FimH (fim-f, 5'-AACAGCGATCATTTCCAG
TTTGTGTG-3'; fim-r, 5'-ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC-3")
as described previously (27). Briefly, bacterial DNA was extracted using
the QIAamp DNA minikit (Qiagen) according to the manufacturer’s in-
structions, and PCR amplification was carried out in a Mastercycler pro S
thermal cycler (Eppendorf, Germany) in a 50-l reaction mixture con-
taining 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl,, 200 nM each 2'-deoxynucleoside
5’'-triphosphate (ANTP), 1 uM each forward and reverse primer, 1.25 U of
DreamTaq DNA polymerase (Thermo Scientific), and 25 ng of genomic
DNA. PCR conditions were typically as follows: one initial denaturation
at 94°C for 3 min; 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at
60°C for 30 s, and extension at 72°C for 1 min; and a final extension at
72°C for 10 min. PCR products were resolved by electrophoresis on 1.5%
agarose gels in Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer and were stained with
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Sybr Safe stain (Invitrogen). Escherichia coli strain MG1655 was used as a
positive control.

TEM. All S. liquefaciens strains were examined by transmission elec-
tron microscopy (TEM) after growth at 37°C to confirm the presence of
pili and flagella. Some strains were arbitrarily selected after growth at 4°C
to compare the effects of temperature on the production of pili and fla-
gella. Bacteria were applied to Formvar-coated grids and were air dried.
The cells were then negatively stained with 1% phosphotungstic acid in
distilled water for 20 s and were examined with a JEM-1011 transmission
electron microscope (JEOL) operating at 80 kV and equipped with an
Orius SC1000 charge-coupled device (CCD) camera (Gatan). At least 200
bacterial cells from each strain were examined for the presence of pili, and
the percentage of piliated cells was determined.

Motility assays. S. liquefaciens strains were grown in LB medium for
24 h at 37°C with shaking, and a 1:1,000 dilution was prepared in PBS
(ODg,0, ~0.01). Motility assays were performed as described previously
(27). Briefly, tryptone swim plates (1% tryptone, 0.5% NaCl, and 0.3%
agar) dried overnight at RT were point inoculated with bacteria using
sterile toothpicks and were incubated for 24 h at 24°C or 37°C, and mo-
tility was assessed by the size of the circular zone. For swarming, tryptone
swarm plates (1% tryptone, 0.5% NaCl, and 0.6% agar) dried overnight at
RT were inoculated with bacteria using sterile toothpicks and were incu-
bated for 24 h at 24°C or 37°C; the sizes of the swarming zones were
observed macroscopically; and motility was assessed by the size of the
circular zone. The diameters of the swimming motility zones were mea-
sured and are expressed as means for two independent experiments. Ap-
propriate positive- and negative-control strains for swarming were in-
cluded in the study (Pseudomonas aeruginosa strain PAO1 and Aeromonas
hydrophila HUMV 1439, respectively).

Statistics. The effects of temperature and the culture medium on bio-
film formation were analyzed statistically using one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) and Tukey’s test using Excel (Microsoft Corporation,
USA). Statistical significance was set at a two-tailed P value of <0.05. Data
are presented as means * standard deviations (SD) for three independent
experiments. Each experiment was carried out in octuplicate wells.

RESULTS

Induction of violacein biosynthesis in AHL reporters by S. lig-
uefaciens clinical isolates. The AHL reporter strains C. violaceum
CV026 and VIR24 differed in sensitivity to the AHL molecules in
the simple biosensor plate assay. Only four S. liquefaciens isolates
(20%) were found to induce violacein production in the reporter
strains (Table 1; Fig. 1). The production of AHLs by S. liquefaciens
was also tested after growth at 37°C or 25°C using cell-free ECPs
(see Fig. S3 in the supplemental material) and after growth at 4°C
using cell-free ECPs from wells containing biofilms (see Fig. S4a in
the supplemental material). Only ECPs from the same four strains
induced the production of pigment in C. violaceum. The presence
of AHLs was also investigated by HPLC-MS in ethyl acetate ex-
tracts of acidified culture media from two positive S. liquefaciens
strains (strains no. 7 and 16) and one negative isolate (strain no.
15). The low C,-HSL concentration retrieved in the culture me-
dium of S. liguefaciens strain no. 15 (Table 2) is consistent with the
negative response of this strain in the bioassay, where it failed to
induce violacein production in either biosensor (Table 1). In con-
trast, LC-MS analysis revealed complex and strain-specific AHL
profiles for the two strains capable of activating the sensors. Large
amounts of N-butyryl-L.-homoserine lactone (C,-HSL) and N-
hexanoyl-L-homoserine lactone (C¢-HSL) were found in the two
positive strains studied, results consistent with the strong activa-
tion of the short-chain biosensor in these strains. N-Octanoyl-L-
homoserine lactone (Cg-HSL) was also present in small amounts
in the two strains producing positive results in the bioassay. Small
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FIG 1 Bioreporter-based detection of AHL production by S. liquefaciens
strains. Shown are examples of agar plate assays for AHL production at 25°C by
S. liquefaciens isolates from clinical samples. The reporter strain (CV026) was
streaked parallel to the test strains. The development of violet pigment in the
reporter strain indicated the production of violacein. Strains no. 2,4, 7, and 16
were positive. Negative controls (Enterobacter spp.) (top and bottom) were
also included. Dashed circles indicate apparent diffusion halos. C—, negative
control; Cv, C. violaceum.

amounts of N-dodecanoyl-L-homoserine lactone (C,,-HSL) and
N-tetradecanoyl-L-homoserine lactone (C,,-HSL) were also de-
tected in the two strains (see Fig. S5 in the supplemental material).
However, the production of N-decanoyl-L-homoserine lactone
(Cp-HSL) and N-3-oxohexanoyl-L-homoserine lactone (OC-
HSL) was strain dependent (Table 2).

Biofilm formation by S. liquefaciens. The ability of S. liquefa-
ciens to form biofilms was assessed by culturing the clinical isolates
in three different culture media at 24°C and 37°C. Biofilms formed
were quantified by crystal violet (CV) staining after 24 h. Biofilm
analysis revealed a wide range of phenotypes. To quantify specific
biofilm-forming ability, the normalized biofilm value was calcu-
lated by dividing the total biofilm value (expressed as the ODg,,)
by the bacterial growth (expressed in CFU) for each strain (Fig. 2).
Temperature had a significant impact on the biofilm-forming
ability of S. liquefaciens (see Fig. S6 in the supplemental material).
S. liquefaciens strains grew faster at 24°C than at 37°C, but bacterial
growth was, in general, not strongly influenced by the culture
medium, as estimated by the CFU of planktonic cells at both tem-
peratures (see Fig. S7 in the supplemental material).

For the investigation of biofilm morphology in S. liquefaciens,
three strains (strains no. 1, 7, and 13) were arbitrarily selected. The
biofilms were found at the liquid-air interface, and this was im-
aged by SEM (Fig. 3). Similar results were observed using different
plastic brands (Costar, Fisher Scientific, and Eppendorf) (data not
shown).

Morphology was found to be variable, even for biofilms
formed by the same strain assayed at different temperatures. At
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TABLE 2 Quantification of AHLs in ECPs from different S. liquefaciens strains by HPLC-MS

. Concn (nM)*
Activation of (nM)

S. liquefaciens

strain no. biosensors C,-HSL Ce-HSL Cg-HSL C,,-HSL C,,-HSL C,,-HSL OC4-HSL
7 + 669.85 7.41 0.19 <0.1° <0.1° <0.1° ND

16 + 43 25.79 0.72 ND <0.1° 0.66 13.79

15 - 0.8 ND ND ND ND ND ND

@ 8. liquefaciens cultures were grown in liquid LB medium for 24 h at 37°C. ND, not found/not determined.
¥ The signal was detected and was correctly identified by MS, but the concentration did not allow reliable quantification.

24°C, strains no. 1 and 13 formed thick biofilms with small, hilly
structures spatially distributed (Fig. 3a and ¢). In contrast, the
same strains formed smooth, flat biofilms at 37°C (Fig. 3b and d).
Interestingly, many cells of strain no. 1 showed a wide range of
abnormalities; some appeared to have lost the cytoplasmic mate-
rial and had collapsed. These cells seemed transparent, with a
ghost-like appearance. Moreover, the elongated cells crossed over/
under each other or appeared to intersect (Fig. 3b"). This phe-
nomenon was clearly observed only in this strain. CLSM revealed
that these cells were likely to undergo filamentous growth before
dying, measuring as much as 60 pm in length, or even more, as
shown in Fig. $2B in the supplemental material.

SEM analysis of strain no. 7 cultured at 24°C showed the pres-
ence of strong biofilms and visible microcolonies (Fig. 3e and e”).
However, this strain formed a few small groups of bacteria
sparsely distributed at 37°C (Fig. 3fand ). SEM also showed that
cells of each of the three strains were linked to each other through
extracellular appendages, possibly pilus-like structures (arrows in
Fig. 3¢’ and d’). Additionally, bacteria were almost entirely en-
cased in an exopolysaccharide matrix (Fig. 3a’, ¢’, and d"). Figure
3e’ shows a more sparsely populated region on the plastic surface
where the individual bacteria can be visualized.

The biofilm formation assay was also performed at 4°C in 96-
well plates. At that temperature, 7 strains showed autoagglutina-
tion (data not shown), while the other 13 strains did not (Table 1).
Consequently, we decided to perform a qualitative biofilm assay at
4°C in 24-well plates using LB medium and LB medium diluted
1:4 in order to observe biofilm formation under reduced-nutrient
conditions. Representative examples of biofilm formation in 24-
well plates by the 20 S. liquefaciens strains after 5 days of growth at
4°C are shown in Fig. 4 and Fig. S4b in the supplemental material.
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At 4°C, the colonization of plastic surfaces was very slow. How-
ever, after 5 days of incubation, many strains formed biofilms that
could be classified as strong, moderate, or weak. Fourteen strains
were found to form moderate to strong biofilms, and six strains
exhibited weak biofilm formation or none. At this temperature,
bacterial populations increased progressively over time for all
strains, reaching counts from ~6 X 10® CFU ml ™" for strain no. 3
to ~2.8 X 10° CFU ml™"' for strain no. 8. Similar counts were
obtained in cultures growing on LB, ,, medium (data not shown).
Curiously, nutrient levels in the system did not greatly affect bio-
film formation (Table 1).

In mixing experiments using S. liquefaciens ECPs from the four
AHL-producing strains, we observed that spent media from these
strains did not promote or affect biofilm formation in the same
strain or in heterologous strains (producing or nonproducing
strains). The same results were observed at 37°C and at 25°C.
Some examples are shown in Fig. S8 in the supplemental material.

Surface appendages in S. liquefaciens. Hemagglutination was
observed in eight strains (40%). HA was mannose sensitive in six
cases and mannose resistant (MR) in the other two (Table 1). All
but one of the isolates, including all the HA-positive isolates, were
piliated at 37°C (Table 1). Representative TEM images of selected
strains are shown in Fig. 5. Growth temperature affects pilus pro-
duction. For example, strain no. 10 showed a smooth surface in
the majority of the population (Fig. 5¢) at 37°C. In contrast, more
piliated cells appeared in this strain at 4°C (Fig. 6b).

There was no correlation between biofilm formation and MR
agglutination of human erythrocytes. Of note, strains exhibiting
strong biofilm formation at 37°C (strains no. 1, 3, 13, and 18) gave
negative results in all the hemagglutination tests. Furthermore,

1.0 24°C
0.8
0.6
0.4

12 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Normalized biofilm/CFUs

N

Strains

FIG 2 Normalized biofilm formation, calculated as total biofilm (expressed as the ODy,,) divided by growth (expressed in CFU). Incubation temperatures were
37°C (left) and 24°C (right). Black bars, LB medium; gray bars, TSB; white bars, BHIB. Strain designations corresponding to the numbers are given in Table 1,

footnote a.
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FIG 3 Scanning electron microscopy of S. liquefaciens biofilms. Shown are representative scanning electron micrographs of bacterial biofilms formed on plastic
surfaces at the liquid-air interface in LB medium. (a and a’) Strain no. 1 at 24°C; (b and b’) strain no. 1 at 37°C; (c and ¢') strain no. 13 at 24°C; (d and d’) strain
no. 13 at 37°C; (e and e') strain no. 7 at 24°C; (f and f') strain no. 7 at 37°C. Arrows in panels ¢, e, and f indicate the air-liquid interface. Arrows in panels ¢’ and
d’ indicate putative pili. Note that pili were not limited to the polar region (as a polar flagellum would be). Panel b’ is a detail of strain no. 1 showing three distinct
morphotypes in a biofilm: normal cells (long arrows), elongated cells (short arrows), and ghost cells (asterisks). Arrowheads indicate elongated cells that appear
to intersect. Panel e’ is a detail of the boxed area in panel e. Magnifications: X1,800 (a and b), X 10,000 (a’, b, and f"), X 1,000 (c), X 15,000 (c"), X200 (d and
e), X20,000 (d"), X3,500 (e"), and X2,000 (f). Bars: 25 pm (a, b, and f), 5 wm (a’, b’, and {'), 50 pm (c), 2.5 pm (¢’ and d”), 250 pm (d and e), and 15 pm (e’).

the strains were examined genotypically by PCR for the presence
of type I fimbriae, and all strains were positive (data not shown).

Interestingly, in several strains, including strain no. 1 (Fig.
6a), strong biofilm production at 4°C was accompanied by the
presence of multiple flagella. In this strain, pili were long at
4°C, becoming shorter at 24°C and scarce at 37°C. Interest-
ingly, strain no. 7 was unable to form biofilms at 4°C (Fig. 4; see
also Fig. S4b in the supplemental material), and no flagella
could be detected (Fig. 6¢).

Motility in S. liquefaciens. To investigate whether motility was
correlated with biofilm formation, swimming motility and
swarming motility were analyzed at 24°C and 37°C for all S. lique-
faciens strains. Most strains showed swimming ability at 24°C, but
this ability was reduced or suppressed at 37°C (Table 1). On
swarming plates, most of the isolates were unable to spread min-
imally and showed only pinpoint colonies at both temperatures.
The positive-control strain (P. aeruginosa PAO1) swarmed, pro-
ducing tendrils that covered >80% of the plates within 24 h, while
the negative-control A. hydrophila strain did not swarm (not
shown).

DISCUSSION e =
FIG 4 Biofilm formation at 4°C by the 20 S. liquefaciens strains. Shown are

Many bacterial behaviors, including biofilm formation, are regu- 1 ; o
representative examples of biofilm formation in 24-well plates by the 20 S.

lated by quorum sensing. We aimed to gain knowledge about this
system in S. liquefaciens clinical isolates. C. violaceum CV026 is a
well-known AHL reporter strain, but this strain could not recog-
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liquefaciens strains after 5 days of growth at 4°C in LB medium. Wells were
stained with CV. Strain designations corresponding to the numbers are given
in Table 1, footnote a. C, uninoculated control.
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FIG 5 Examples of transmission electron micrographs of negatively stained bacteria grown for 24 h in LB medium at 37°C. (a) Strain no. 14; (b) strain no. 19;
() strain no. 20; (d) strain no. 1; (e) strain no. 10; (f) strain no. 16. Note the detachment of pili from the bacterial surface of strain no. 1 (indicated by arrows in
panel d). Arrows in panel f indicate a single flagellum. Magnifications: X40,000 (a and b), X50,000 (c), X8,000 (d), X 10,000 (e), X25,000 (f). Bars: 0.5 pm (a

through ¢), 2.5 pm (d), 1.25 wm (e), and 1 wm (f).

nize long-acyl-chain homoserine lactones such as C,,- and C, ;-
HSLs. Strain VIR24 could detect long-acyl-chain HSL molecules
not detected by CV026 (22). It is well known that Serratia spp. may
utilize quorum sensing for motility, extracellular and cell-associ-
ated enzyme production, and pigment synthesis (15, 28). How-
ever, the role of an AHL-mediated QS system in S. liquefaciens is
less well understood, because most studies were performed with
an S. liquefaciens strain, MG1, that has recently been reclassified as
Serratia marcescens. In the present work, there is no evidence of
any correlation between AHL production and motility for the dif-
ferent S. liquefaciens strains. To complicate this matter, at least
four different QS systems have been described in Serratia spp.
(29). Our results showed that AHL-mediated QS in S. liquefaciens
is not dominant (only four strains showed pigment induction in
C. violaceum), and other molecules may play important signaling
roles in this species.

3312 aem.asm.org
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The ability of nosocomial pathogens to form biofilms is of
significant clinical interest, since biofilm formation influences the
efficacy of antimicrobial therapy and the outcome of an infection.
Moreover, biofilm formation may contribute to the establishment
and long-term survival of bacterial pathogens in the hospital en-
vironment.

A number of previous studies have shown that the nutrient
content of the growth medium influences biofilm development in
different organisms. More specifically, environmental factors
such as glucose and temperature affect biofilm development in
Enterobacteriaceae and other bacteria (30-32). Other environ-
mental conditions, such as limited nutrient levels, may also serve
as signals for the expression of biofilm-related genes. Given that
biofilm formation is reported to enhance bacterial survival, colo-
nization, and protection from antibiotics and host immune re-
sponses, the ability of S. liquefaciens to form biofilms may repre-
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FIG 6 Examples of transmission electron micrographs of negatively stained bacteria after growth at a low temperature (4°C). (a) Strain no. 1; (b) strain no. 10;
() strain no. 7; (d) strain no. 11. Arrows indicate pili, and arrowheads in panel b indicate flagella. Magnifications: X 12,000 (a and d), X 10,000 (b), X 8,000 (c).

Bars: 2.5 pm (a and d) and 5 pm (b and ¢).

sent an important virulence mechanism in relation to its
pathobiology. We determined the absence of correlation between
the ability to form biofilms and the type of infection or body site
from which isolates were collected. Furthermore, we demon-
strated that the production of C,- or C¢-HSL by S. liquefaciens is
not essential for biofilm formation.

Representative isolates positive for biofilm formation, as deter-
mined by the microtiter method, were selected for SEM analysis.
In agreement with the results from the CV assay, SEM studies
demonstrated that the strains selected were capable of forming
biofilms in a temperature-dependent fashion. In addition, the
structure of the biofilms and the phenotypes observed were
unique for each strain tested.

During biofilm formation, bacteria express a diverse arsenal of
factors that might affect adhesion, including physical interactions
between bacteria and the substratum, pili, flagella, and the pres-
ence of extracellular polymeric substances. MSHA results from
the expression of type I pili, whereas MRHA results from the ex-
pression of P, S, and/or other adhesins. Labbate and coworkers
(33) showed that type I fimbriae were necessary for the attachment
of Serratia marcescens to epithelial cells. Also in S. marcescens,
Shanks and coworkers showed that type I fimbriae were essential
for biofilm formation (34). Moreover, several authors have found
a positive correlation between biofilm formation, cell motility,
and the presence of type I pili in Escherichia coli strains (35). In
Klebsiella pneumoniae, the expression of type III fimbriae was
found to strongly promote biofilm formation (36). Under TEM, a
wide variety of different morphological types of pili have been
observed in S. liquefaciens. Moreover, the expression of pili in
individual cells of some strains is highly variable, as indicated by
the presence of fimbriated and nonfimbriated bacterial cells in the
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same culture. This has also been reported for other species of the
Enterobacteriaceae and could be indicative of phase variation (27,
37-40). However, not all fimbrial operons are regulated by phase
variation; further work should be done, and genetic evidence
should be provided, before any conclusion can be drawn on phase
variation of specific fimbriae in S. liguefaciens.

Furthermore, SEM images showed pilus-like structures that
seemed to promote bacterium-to-bacterium interactions in addi-
tion to adhesion to inert surfaces. However, we do not discard the
possibility that these pilus-like structures could also be desiccated
matrix material. Our study strongly indicates that strain back-
ground plays an important role in the impact of surface append-
age expression on biofilm formation in S. liquefaciens. Hence,
there is a great deal of interest in further identifying and charac-
terizing these structures, including their exact adhesive capabili-
ties.

Concerning flagellar expression, our observations reflect the
fact that temperature is very important for the production of lat-
eral flagella and motility in S. liquefaciens. Downregulation of
swimming motility is observed in response to a temperature up-
shift from 24 to 37°C. At 24°C, swimming motility in S. liquefa-
ciens (but not swarming) may play an important role in increasing
biofilm biomass during growth. This phenomenon has also been
observed in S. marcescens (41). We have found an exception, strain
no. 7, which was able to form biofilms at 37°C despite its lack of
swimming and swarming motility, indicating that flagella are not
a prerequisite for biofilm formation, or that motility does not
make a large contribution to biofilm formation in this strain.
Once again, bacteria growing at 4°C were also able to express
multiple flagella, which may contribute to biofilm formation at
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low temperatures. At this point, neither flagellated cells nor bio-
film formation was observed in strain no. 7 at 4°C.

Also, nutrient limitation can produce diverse responses in bac-
teria, i.e., reductions in cell size, modulation of gene expression,
and changes in bacterial morphology. We have shown that under
reduced-nutrient conditions, the level of biofilm formation is
maintained. Hence, the combination of temperature and nutrient
availability can affect the attachment and survival of S. liquefaciens
strains under storage conditions. Importantly, Greco and cowork-
ers have shown recently that S. marcescens and S. liquefaciens form
biofilms under platelet storage conditions in hospitals, a phenom-
enon associated with reduced detection by colony counting (42,
43). Further work is necessary to define the signaling mechanisms
underlying this response.

We conclude that the ability of S. liquefaciens to survive at
room temperature or under unfavorable environmental condi-
tions (low temperatures and reduced nutrient levels) and the vari-
ability in biofilm formation among S. liquefaciens isolates may
contribute to the risk for human infection posed by certain strains.
Therefore, a better understanding of the adherence properties of
this species will provide greater insights into the diseases it causes.
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