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ABREVIATURAS

aacC1: gen de la gentamicina acetil transferasa.
ABTS: &cido 2,2-azino-bis(3-etilbenotiazolina-6-sulfénico).
ADN: acido desoxirribonucleico.

ARN: acido ribonucleico.

ATP: adenosina trifosfato.

bla: gen de la beta-lactamasa.

BSA: del inglés bovine serum albumin.

CAPE: del inglés caffeic acid phenethyl ester.
CFTR: del inglés cystic fibrosis conductance transmembrane regulator.
DLs: dosis letal 50.

Eftm: del inglés EF-Tu-modifying enzyme.

eftm: gen que codifica Eftm.

Ef-Tu: del inglés Elongation factor Tu.

Gm: gentamicina.

GTP: guanosina trifosfato.

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
EPS: exopolisacaridos.

FQ: fibrosis quistica.

FRT: diana de la recombinasa Flp.

HBS: del inglés hepes buffered solution.

Hep: L-glicero-D-mano-heptosa.

Kdo: acido 3-deoxi-D-mano-2-octulosonico.

LB: luria bertani.

LDH: lactato deshidrogenasa.

LPS: lipopolisacarido.

MCS: del inglés multicloning site.

MD-2: del inglés mieloid differentiation factor 2.
MEM: medio esencial minimo.

MSD-(n°): del inglés membrane spanning domain.
NBD-(n°): del inglés nucleotide binding domain (n°).
NCBI: del inglés national center for biotechnology information.
NF-kB: del inglés nuclear factor kappa B.

N-C4-HSL: N-butiril-L-homoserina lactona.

PMAP: patrones moleculares asociados a patégeno.
PBS: del inglés phosphate buffered saline.

PCR: del inglés polymerase chain reaction.

Pel: del inglés pellicle formation.

PLP: piroxidal 5’ fosfato.

PQS: del inglés Pseudomonas quinolone signal o 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona.



Psl: del inglés polysaccharide synthesis locus.

QS: quorum sensing.

RBS: del inglés ribosome binding site.

RTE: resistencia transepitelial.

RT-PCR: PCR de transcripcién reversa a tiempo real.
SP-A: proteina surfactante A.

SST(n°): sistema de secrecion tipo (n°).

SCVs: del inglés small colony variants.

TLR: del inglés toll like receptor.

ori: origen de replicacion.

oriT: origen de transferencia conjugativa.

UFC: unidades formadoras de colonias.

Z0: del inglés zonnula ocludens.

3-0x0-C12-HSL: N-3-oxododecanoil-L-homoserina lactona.
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RESUMEN

Introducciéon: Pseudomonas aeruginosa es el principal responsable de las infecciones
crénicas en los pacientes con fibrosis quistica, en los que causa una elevada tasa de
morbilidad y mortalidad. En estas infecciones, el microorganismo sufre numerosas
adaptaciones que le permiten sobrevivir en el ambiente hostil del pulmén y que dificultan la
erradicacién de la infeccion. Entre estas adaptaciones se encuentran la mutacién de mucA y
la trimetilacion del factor de elongacion Tu (EF-Tu). La mutacion de mucA confiere el fenotipo
mucoide por hiperproduccion del exopolisacarido de alginato y su aparicién se asocia a un
mal prondstico de la enfermedad. La trimetilacion de EF-Tu la realiza la metiltransferasa
EftM, generando un epitopo estructuralmente similar a la fosforilcolina, que facilita la
interaccién con las células del huésped. En esta tesis hemos profundizado en el estudio del

impacto que tienen estas dos adaptaciones sobre la patogenicidad de P. aeruginosa.

Contenido de la investigacion: En una primera parte, se ha investigado el efecto de la
mutacion de mucA, sobre la capacidad de invasion y diseminacion del microorganismo y los
mecanismos moleculares y celulares que subyacen en este efecto. Para ello se ha analizado
la capacidad de alterar y atravesar un epitelio respiratorio humano polarizado por parte de
una coleccidon de aislados, mucoides y no mucoides, procedentes tanto de infecciones
respiratorias agudas como cronicas, una cepa de laboratorio y el mutante isogénico
deficiente en mucA derivado de ella. Nuestros resultados han demostrado que el fenotipo
mucoide se asocia a una menor capacidad para alterar y cruzar la barrera epitelial. P.
aeruginosa altera la permeabilidad del epitelio gracias a la reduccién de los niveles de una
proteina esencial en la uniéon entre células, ZO-1. Esta reduccién esta mediada por la accién
de las exotoxinas bacterianas ExoS y ExoT y por la activaciéon del factor de transcripcion
celular NF-kB inducida por el patégeno. La mutacion de mucA reduce la expresion de las
exotoxinas y la capacidad del microorganismo para inducir la activacion de NF-kB. Estos dos
hechos, junto con la menor movilidad que presenta el mutante deficiente en mucA,

contribuyen a la reducida capacidad invasora que presentan las cepas mucoides.

En una segunda parte, se ha investigado el impacto de la trimetilacion de EF-Tu sobre la
patogenicidad del microorganismo mediante el analisis del proteoma global de la cepa de
laboratorio PAO1 y la cepa HM4, procedente de una infecciéon cronica, los respectivos
mutantes iségenicos deficientes en la metiltransferasa responsable de la modificacion (EftM)
y los correspondientes mutantes complementados. Nuestros resultados han demostrado que
la modificacion de EF-Tu altera de forma muy discreta un nimero muy reducido de proteinas
que hasta la fecha no han sido implicadas en la patogenicidad del microorganismo. Sin
embargo, los resultados obtenidos en un modelo murino de neumonia demuestran que la

deficiencia de EftM reduce la virulencia de P. aeruginosa.
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Conclusiones: La mutacién de mucA reduce la capacidad invasora de P. aeruginosa debido
a que afecta a los mecanismos que el microorganismo utiliza para alterar la permeabilidad de
la barrera epitelial; la reduccién de la proteina de unién intercelular ZO-1 mediada por la
accion de las exotoxinas y la induccion de la activacion de NF-kB. Este hecho podria
determinar el confinamiento de las cepas mucoides en el pulmén de los pacientes con

fibrosis quistica.

El impacto de la trimetilacion de EF-Tu sobre la patogenicidad de P. aeruginosa parece
residir inicamente en la generacion de un dominio estructural similar a la fosforilcolina que

facilita la interaccion del microorganismo con las células humanas
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RESUM

Introduccié: Pseudomonas aeruginosa es el principal responsable de les infeccions
croniques en pacients amb fibrosis quistica, als quals causa una elevada taxa de morbiditat i
mortalitat. En aquestes infeccions, el microorganisme sofreix nombroses adaptacions que li
permeten sobreviure a 'ambient hostil del pulmé i que dificulten I'erradicacié de la infeccio.
Entre aquestes adaptacions es troba la mutaci6 de mucA i la trimetilacié del factor
d’elongacié Tu (EF-Tu). La mutacié de mucA confereix el fenotip mucoid per hiperproduccio
de I'exopolisacarid d’alginat i la seva aparicié s’associa a un mal pronodstic de la malaltia. La
trimetilacié de EF-Tu la realitza la metiltransferasa EftM, generant un epitop estructuralment
semblant a la fosforilcolina, que facilita la interaccié amb les cél-lules de I'hoste. En aquesta
tesis hem aprofundit en I'estudi de I'impacte que tenen aquestes dues adaptacions sobre la

patogenicitat de P. aeruginosa.

Contingut de la recerca: En una primera part, s’ha investigat I'efecte de la mutacié de
mucA, en la capacitat d’invasié i disseminacido del microorganisme i els mecanismes
moleculars i cel-lulars subjacents a aquest efecte. Per a aix0 s’ha analitzat la capacitat
d’alterar i travessar un epiteli respiratori huma polaritzat per part d’'una col-leccié d’aillats,
Mucosos i no mucosos, procedents tant d'infeccions respiratories agudes como croniques,
una soca de laboratori i el mutant isogénic deficient en mucA derivat d’ella. Els nostres
resultats han demostrat que el fenotip mucoide s’associa a una menor capacitat per alterar i
creuar la barrera epitelial. P. aeruginosa altera la permeabilitat de I'epiteli gracies a la
reduccio dels nivells d’'una proteina essencial en la unié de cél-lules, ZO-1. Aquesta reduccio
te lloc mitjangant I'accié de les exotoxines bacterianes ExoS i ExoT i per I'activacio del factor
de transcripcié cel-lular NF-kB induida pel patogen. La mutacié de mucA redueix I'expressio
de les exotoxines i la capacitat del microorganisme per induir I'activacié de NF-kB. Aquests
dos fets, juntament amb la menor mobilitat que presenta el mutant deficient en mucA,

contribueixen a la reduida capacitat invasora que presenten les soques mucoides.

En una segona part, s’ha investigat I'impacte de la trimetilacié d’EF-Tu sobre la patogenicitat
del microorganisme mitjangant I'analisi del proteoma global de la soca de laboratori PAO1 i la
soca HM4, procedent d’una infeccid cronica, els respectius mutants isogenics deficients en la
metiltransferasa responsable de la modificacié (EftM) i els corresponents mutants
complementats. Els nostres resultats han demostrat que la modificaci6 d’EF-Tu altera de
forma molt discreta un nombre molt reduit de proteines que fins a la data no han estat
implicades en la patogenicitat del microorganisme. En canvi, els resultats obtinguts en un
model muri de pneumodnia demostren que la deficiéncia d’EftM redueix la virulencia de P.

aeruginosa.

Conclusions: La mutacié de mucA redueix la capacitat invasora de P. aeruginosa, ja que

afecta als mecanismes que el microorganisme utilitza per alterar la permeabilitat de la
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barrera epitelial; la reduccié de la proteina d’unié intercel-lular ZO-1 mitjangant I'acci6 de les
exotoxines i la induccié de I'activacié de NF-kB. Aquest fet podria determinar el confinament

de les soques mucoides en el pulmé dels pacients amb fibrosis quistica.

L'impacte de la trimetilacio d’EF-Tu sobre la patogenicitat de P. aeruginosa sembla residir
unicament en la generacié d’'un domini estructural semblant a la fosforilcolina, que facilita la

interaccié del microorganisme amb les cél-lules humanes.
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ABSTRACT

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is the main responsible for chronic infections in
cystic fibrosis patients and currently accounts for the majority of the morbidity and mortality
seen in the disease. In order to persist in the lung of these patients, this microorganism
undergoes several characteristic adaptations including mutation of mucA and trimethylation of
the elongation factor Tu (EF-Tu). Mutation of mucA confers a mucoid phenotype to P.
aeruginosa, due to the exopolysaccharide alginate hyperproduction, and is associated with a
poor prognosis of the disease. Trimethylation of EF-Tu, mediated by the methyltransferase
EftM, results in an epitope that mimics phosphorylcholine which mediates the interaction with
the host cells. In this work we have investigated the impact of both adaptations on P.

aeruginosa pathogenicity.

Research content: In the first part, we have investigated the effect of the mutation of mucA
on the invasive capacity of the microorganism. We have analyzed the ability to alter and cross
a polarized human respiratory epithelium using a collection of isolates, mucoid and non-
mucoid, from both acute and chronic respiratory infections; a laboratory strain and the derived
mucA deficient isogenic mutant. Our results have showed that mucoid phenotype is
associated with a lower ability to alter and cross the epithelial barrier. We have demonstrated
that P. aeruginosa alters the permeability of the epithelium due to the reduction of ZO-1
levels, a protein associated with the intercellular tight junctions. ZO-1 reduction is mediated
by exotoxins ExoS and ExoT and by P. aeruginosa induced activation of NF-kB. MucA
mutation reduced the expression of both exotoxins and the ability to induce the activation of
NF-kB. These two facts, together with the lower mobility of the mucA deficient mutant

contribute to the reduced invasive capacity exhibit by the mucoid strain.

In the second part, we have investigated the effect of the modification of EF-Tu on the
pathogenicity of P. aeruginosa through the analysis of the global proteome of the laboratory
strain PAO1 and the clinical strain HM4, derived from a chronic infection, the deficient
isogenic eftM mutants derived from both strains and the corresponding complemented
mutants. Our results have showed that the modification of EF-Tu alters slightly the expression
of a reduced number of proteins. To our knowledge, none of the altered proteins detected
have been implicated in the virulence of this microorganism. However, the results obtained in
a murine model of pneumonia show that the deficiency of EftM reduces the virulence of P.

aeruginosa.

Conclusions: Mutation of mucA reduces the invasiveness of P. aeruginosa because it
impairs the strategies that this microorganism exploits to disrupt the permeability of the
epithelial barrier; reduction of the intercellular tight junction protein ZO-1 mediated by the

exotoxins and induction of NF-kB activation. The impact of the trimethylation of EF-TU on the
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pathogenicity of P. aeruginosa seems to rely exclusively on the generation of a structural

epitope that mimics phosphorylcholine which facilitates the interaction with the host cell.
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Introduccioén

INTRODUCCION
1. Pseudomonas aeruginosa.
1.1. Caracteristicas generales.

Pseudomonas aeruginosa fue por primera vez aislada en cultivo puro y caracterizada por
Gessard en 1882 (Gessard 1882). Recibié el nombre de Bacillus pyocyaneus debido a su
forma y a la presencia de piocianina, un pigmento caracteristico de este microorganismo.
Mas adelante en 1899 se describié su capacidad para producir al menos cuatro pigmentos:
negro, azul, verde y amarillo (Jordan 1899). La variabilidad tanto en la produccion de
pigmentos, como en la morfologia colonial observada puso de manifiesto el comportamiento
cambiante de P. aeruginosa y su dificultad en la identificacién y clasificacion durante los afios
posteriores (Gabi 1945). Actualmente, el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI) clasifica P. aeruginosa segun se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de P. aeruginosa.

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas
Especie Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo recto o ligeramente curvado cuyas dimensiones oscilan entre 0,5
y 1 um de anchura por 1,5 y 4 ym de longitud, dependiendo de las condiciones de
crecimiento. Tiene movilidad gracias a la presencia de un solo flagelo. No forma esporas.
Sus requerimientos nutricionales son simples, es quimioorganotrofo y utiliza el oxigeno como
ultimo aceptor de electrones de la cadena respiratoria, aunque tiene capacidad para utilizar
el nitrégeno en condiciones anaerdbicas. No es fermentador. Las condiciones de crecimiento
6ptimas son a pH neutro y 37°C. Sin embargo, puede crecer a temperaturas inferiores, a

22°C, o incluso superiores, a 42°C. Es oxidasa y catalasa positivo (Madigan et al. 2004).

Se encuentra de forma ubicua en el ambiente y tiene un gran genoma compuesto por 6,3
Mpb. Se predice que tiene 5570 marcos abiertos de lectura y que el 8,4% de los genes estan
implicados en la regulacién. Se cree también que hay al menos 150 genes que codifican para
proteinas de membrana externa, un nimero mucho mayor que los que presentan otros
genomas bacterianos secuenciados. Ademas, posee un sistema quimiotactico muy complejo.
Estas caracteristicas hacen que pueda adaptarse a ambientes poco favorables y que
ademas sea un patégeno oportunista de gran importancia a nivel clinico por su resistencia a

multiples antibiéticos y desinfectantes (Stover et al. 2000).
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P. aeruginosa tiene mecanismos para adaptar su genoma mediante la alteracion vy
movilizacion del su material genético. Ademas, puede adquirir nuevos elementos genéticos
que le aportan nuevas caracteristicas sin que, como ocurre en otras adaptaciones patégeno-
huésped, se reduzca el genoma del patégeno como consecuencia de la relacién establecida.
Esta diferencia permite a P. aeruginosa vivir en un amplio rango de ambientes incluido el

huésped humano de forma cronica (Mathee et al. 2008).

1.2. Infecciones causadas por P. aeruginosa.

P. aeruginosa se encuentra habitualmente en el ambiente y puede formar parte de la
microbiota normal sin causar infecciones en individuos inmunocompetentes. Sin embargo, en
ocasiones, en estos individuos provoca foliculitis, otitis externa e infecciones corneales
(Zichichi, Asta, y Noto 2000; Willcox 2007; Weingarten 1977). En este sentido, P. aeruginosa
causa queratitis ulcerosa a raiz de traumatismos corneales o asociado al uso de lentillas y
provoca especial morbilidad por progresar rapidamente y por la pérdida de visién a largo
plazo, estando especialmente implicados factores de virulencia como la proteasa alcalina, las
elastasas (LasA y LasB) y la exotoxina ExoU (Lomholt, Poulsen, y Kilian 2001; Oka et al.
2015).

Es en los individuos inmunocomprometidos en los que P. aeruginosa causa mas infecciones.
Son vulnerables los individuos portadores del virus de la inmunodeficiencia humana, los
trasplantados y los que toman terapia inmunosupresora (Kielhofner et al. 1992; Zeglen et al.
2009; Veroux et al. 2008). En especial los trasplantados de pulmén, quienes en caso de

infeccion son aun mas susceptibles de desarrollar rechazo (Botha et al. 2008).

Ademas, P. aeruginosa causa infecciones nosocomiales, que son aquellas que se
desarrollan tras las primeras 48h desde la atencidn hospitalaria y que no se habian
manifestado ni estaban en periodo de incubacién. Los microorganismos se ven sometidos a
la presiodn selectiva y a la transferencia horizontal de genes de resistencia, que en entorno
hospitalario determinan la seleccion de cepas multirresistentes (Dzidic y Bedekovi¢ 2003). En
este sentido, P. aeruginosa muestra una gran capacidad para adaptarse y ajustar su
repertorio gendémico en funcion del ambientes y las dificultades (Mathee et al. 2008). Llama la
atencion que P. aeruginosa pueda crecer en el agua destilada de los hospitales (Favero et al.
1971).

La transmision de P. aeruginosa se da principalmente a través de las manos del personal
sanitario (Lowbury et al. 1970; Widmer et al. 1993). Son especialmente vulnerables los
individuos en unidad de cuidados intensivos por el elevado contacto con el personal sanitario
y los numerosos dispositivos invasivos que suelen portar. En concreto, en relacion a la
ventilacion mecanica invasiva en estas unidades P. aeruginosa es el microorganismo mas
aislado de neumonias nosocomiales (Fernandez-Barat et al. 2017). Debe por tanto hacerse

especial énfasis en las barreras de proteccion y la higiene de manos para su prevencion
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(Lowbury et al. 1970; Prasad et al. 2009), aunque en ocasiones el foco de infeccion es el

propio paciente (Kropec et al. 1993).

Ademéas de las infecciones comentadas, cuyo principal factor determinante es la
vulnerabilidad del huésped, P. aeruginosa puede provocar infeccién al producirse una herida,
ya sea quirurgica, por quemadura o por ulceracion dado que se rompe la barrera de
proteccion de la piel, incrementando la susceptibilidad a infecciones. Las quemaduras,
aunque son estériles en un primer momento, proporcionan un medio rico en proteinas

excelente para el crecimiento de microorganismos (Church et al. 2006).

P. aeruginosa es el microorganismo mas aislado de heridas por quemaduras y el segundo
mas aislado en heridas quirlrgicas tras Staphylococcus aureus (Estahbanati, Kashani, y
Ghanaatpisheh 2002; Giacometti et al. 2000; Bowen-Jones 1990). P. aeruginosa también ha

sido aislado en ulceras por presion (James et al. 2008; Fazli et al. 2009).

Las infecciones en individuos quemados suelen progresar rapidamente y derivar en
bacteriemia y sepsis. La causa es el fallo local, donde se ha producido la quemadura, en la
respuesta de neutrdfilos y linfocitos, asi como el consumo de componentes del sistema del
complemento como el C3 e inmunoglobulinas (Deitch et al. 1987; Deitch, Dobke, y Baxter
1985). En este sentido, P. aeruginosa tiene la capacidad de causar bacteriemia también a
partir de infecciones respiratorias al interrumpir la barrera pulmonar y diseminarse a la

sangre (Berube, Rangel, y Hauser 2016).

1.2.1. Infecciones respiratorias

El sistema respiratorio puede sufrir infecciones al encontrarse en contacto con el exterior.
Una infeccién respiratoria causada por P. aeruginosa pueden diferir de rapida y fatal en un
individuo neutropénico a una neumonia de décadas de evolucion en un paciente con una

patologia pulmonar de base (Williams, Dehnbostel, y Blackwell 2010).
- Infecciones agudas

En pacientes previamente sanos, las neumonias adquiridas en la comunidad por P.
aeruginosa son raras. En estos individuos se aisla mas frecuentemente Streptococcus
pneumoniae 'y S. aureus (Restrepo et al. 2006). Las causadas por P. aeruginosa adquirida en
la comunidad presentan una progresion muy rapida, que en el 33% causa la muerte. En este
sentido, es importante considerar que a pesar de estar sanos hasta el momento previo a la
neumonia, al realizarse un estudio clinico completo en la mayoria de casos se descubren
factores de riesgo asociados como: reciente exposicion a corticosteroides, uso de
antibidticos previo, ser fumadores o presentar de forma silente alguna patologia de base

cronica como la diabetes (Hatchette, Gupta, y Marrie 2000).

Como se ha comentado las infecciones agudas por P. aeruginosa mas frecuentes son las
infecciones nosocomiales (Fernandez-Barat et al. 2017; Kropec et al. 1993). Para causar

infeccion aguda P. aeruginosa presenta ciertos mecanismos que facilitan el inicio de la
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infeccion y que a su vez la autolimitan dado que provocan en el huésped una respuesta
inmune que impide la cronificacion de la infeccidon. Entre estos mecanismos destacan las
fimbrias, el flagelo y el lipopolisacarido como factores de virulencia (Drake y Montie 1988;
Knirel 1990; Lau et al. 2004).

Las fimbrias y el flagelo son importantes para el inicio de la infeccion aguda dado que
permiten la movilizacién de la bacteria, asi como el anclaje de la misma a diferentes
superficies (Strom y Lory 1993; Semmler, Whitchurch, y Mattick 1999). Sin embargo, son
altamente inmunogénicos y el sistema inmune del huésped los detecta (Feldman et al. 1998;
Tang et al. 1995). Lo mismo ocurre con el lipopolisacéarido, que forma parte de la estructura

de la bacteria y le confiere proteccion. Sin embargo, también es altamente inmunogénico.

Por otra parte P. aeruginosa cuenta con otros productos que excreta al exterior y que
también contribuyen a la patogénesis como son pigmentos, exoproteasas, exotoxinas y
fosfolipasas. Algunos de ellos son exportados a través de los llamados sistemas de
secrecion (Lau et al. 2004; Filloux 2011).

Entre los pigmentos que produce P. aeruginosa, la piocianina (azul) tiene la capacidad de
provocar efectos proinflamatorios, citotdxicos, la apoptosis de neutréfilos y la interrupcion del
movimiento ciliar en el huésped. Estos efectos son importantes en la infeccién aguda dado
que los mutantes para este pigmento son menos perjudiciales para el huésped que los que si

producen piocianina (Liu y Nizet 2009; Lau et al. 2004).

Los sistemas de secrecidn, ademas, permiten excretar factores de virulencia nocivos para el
huésped. En P. aeruginosa se ha estudiado principalmente el sistema de secrecion tipo |l
(SST3) (Hauser 2009). Sin embargo, la heterogeneidad de los sistemas de secrecion tipo lll
entre aislados clinicos de P. aeruginosa complican la interpretacién de los estudios dada la
virulencia relativa asociada a los distintos efectores (Shaver y Hauser 2004). Entre las
proteinas efectoras destacan: ExoS, que altera el citoesqueleto de actina pudiendo contribuir
a la disminucion de la adherencia entre células y facilitando la entrada de la bacteria a través
del epitelio en infeccion aguda (Hauser 2009) y ExoU, poco frecuente en cepas que
presentan ExoS (Shaver y Hauser 2004), siendo esta ultima una potente fosfolipasa capaz

de causar una muerte celular de forma rapida (Hauser 2009).

Entre las exoproteasas se ha estudiado principalmente LasA y LasB, también conocidas
como elastasas (Toder et al. 1994). Estas son secretadas por el sistema de secrecion tipo Il
(SST2), al igual que la fosfatasa alcalina y lipasas (A y C) (Cianciotto 2005), todas ellas

implicadas en el ataque del huésped en infecciones agudas.
- Infecciones croénicas

Las infecciones cronicas de las vias respiratorias son muy frecuentes en gran variedad de
grupos de pacientes que tienen en comun la acumulacién de moco y la inflamacion crénica

de las mismas. Tal es el caso de pacientes con fibrosis quistica (FQ), bronquiectasia o
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enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) avanzada. Las infecciones en estos
pacientes se caracterizan por tener una progresion lenta y por una sintomatologia que
dificulta su diagnodstico. Las posibilidades de curacion son escasas y la dificultad para
eliminar P. aeruginosa con terapia antibidtica es casi nula dada la capacidad de este
microorganismo para adaptarse a las condiciones desfavorables y persistir (Zhou-Suckow et
al. 2017; Moradali, Ghods, y Rehm 2017).

- Bronquiectasia

La bronquiectasia es una inflamacién anormal y permanente del arbol bronquial de las vias
respiratorias. Esta inflamacion del tejido reduce las microvellosidades del epitelio impidiendo
la eliminacion correcta del moco, que se acumula y obstruye. Se suele clasificar la
bronquiectasia en relacionada a fibrosis quistica o no relacionada, y puede solaparse a otras
enfermedades como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Su causa suele ser
multifactorial. Dos de los sintomas cominmente asociados a la bronquiectasia son la
rinosinusitis y la fatiga. Los principales patdgenos aislados en infecciones relacionadas con

bronquiectasia son Haemophilus influenzae y P. aeruginosa (King et al. 2006).
- Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica es una limitacion persistente y progresiva del
flujo aéreo asociado a inflamacion crénica de las vias aéreas y parénquima pulmonar.
Normalmente se ha iniciado por particulas o gases, o debido a una deficiencia del enzima
alfa-1-antitripsina (una proteina que protege de las proteasas al epitelio pulmonar). El epitelio
de los alveolos queda dafado y disminuye la capacidad de intercambio gaseoso
incrementando el espacio muerto. Para su diagndstico se tiene en cuenta la presencia de tos
cronica productiva y disnea, exposicion previa a factores de riesgo (tabaco, exposicion
ocupacional a particulas o quimicos) y una espirometria forzada tras la administracién de
broncodilatador que resulta en una ratio entre el volumen expiratorio forzado en el primer

segundo y la capacidad vital forzada inferior a 0,7.

Las exacerbaciones y comorbilidades contribuyen a la severidad del proceso y hacen que
incremente la inflamacién. En nuestro entorno, el tabaco es el principal factor de riesgo, sin

embargo, no todos los fumadores desarrollan EPOC.

Las neumonias adquiridas en la comunidad en los pacientes con EPOC son frecuentemente
signo de mal prondstico y presentan peor evolucion que en otros pacientes, siendo P.
aeruginosa y H. influenzae los microorganismos mas frecuentemente aislados (Restrepo et
al. 2006).

- Fibrosis Quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una alteracién genética de herencia recesiva en la que los
individuos afectados presentan para los dos alelos del gen que codifica la proteina

transmembrana reguladora de la conductancia (CFTR del inglés Cystic Fibrosis Conductance
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Transmembrana Regulator) una alteracion que impide su correcto funcionamiento. El gen
que codifica la proteina CFTR esta localizado en el brazo largo del cromosoma 7, en la
region q31-q32 y tiene una longitud aproximada de 250kb (Kerem et al. 1989; Zielenski et al.
1991).

La proteina CFTR es una proteina transmembrana perteneciente a la familia de
transportadores ABC de unién a ATP. Los principales motivos que definen esta proteina ABC
son dos dominios transmembrana formados por 6 péptidos (MSD-1 y 2) y dos dominios de
union a nucleétido (NBD-1 y 2) (figura 1). La longitud de los bucles hidrofébicos que forman
el canal esta muy conservada sugiriendo que la estructura que forman es imprescindible para

la funcion del canal iénico (Lyczak, Cannon, y Pier 2002).

MSD-1 MSD-2

Figura 1. Diagrama estructural de la proteina CFTR. MSD-1 y 2 son dominios transmembrana de la
proteina, mientras que NBD-1 y 2 son los dominios de unién a nucleétidos. La regulacion tiene lugar
gracias al dominio R (Lyczak, Cannon, y Pier 2002).

Se estima que la poblacién caucasica tiene una incidencia de FQ de 1 por cada 2000-3000
nacimientos. Siendo la incidencia entre los espafioles de 1 por cada 3500 nacimientos.
Ademas, se han identificado mas de 1000 mutaciones diferentes posibles para el CFTR
(Bobadilla et al. 2002). Estos cambios pueden ser clasificados en 5 clases segun el efecto de
la mutacién, que va desde la sintesis de la proteina CFTR no funcional, hasta la sintesis

funcional pero en cantidades insuficientes (tabla 2) (McDaniel, Panmanee, y Hassett 2015).

Tabla 2. Mutaciones del gen cftry sus efectos.

Clase Impacto sobre la proteina CFTR Ejemplos de mutaciones
Clase | Sintesis no funcional de CFTR G542X, W1282X, R553X, 621+1G>A
Clase I Mal plegamiento de CFTR F058A, N1303K, 1507A, G85E, R560T.

CFTR en la superficie celular, pero G551D, S549N, V520F, L1077P,
Clase Il . . .

funcionamiento incorrecto G1244E
Clase IV Apertura del canal CFTR defectuosa El(:g\;l/ D1152H, R347P, R334W,

3849+10kbC->T, 2789+5G>A, A455E,

Clase V  CFTR en cantidades insuficientes 3272-26A>G, 3120G>A
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La funcién del CFTR es regular, a través de la membrana celular, el transporte de Na* y CI’,
importante para el equilibrio osmoético y la hidratacion (Sheppard y Welsh 1999), siendo el
principal transportador de CI" de la célula y muy importante también para el transporte de
HCOj3 (McDaniel, Panmanee, y Hassett 2015). Ademas, el CFTR tiene un papel en la
activacion del sistema inmune innato (Schroeder et al. 2002). Esta alteracion tiene
implicaciones a nivel sistémico. Sin embargo, afecta especialmente a la fisiologia de los
pulmones. El principal problema es la alteracion del transporte de fluido en el epitelio

pulmonar que genera dificultades para respirar (Jiang et al. 1993).

El liquido en la superficie del epitelio contiene mayor cantidad de CI' y Na®, provocando
deshidratacion de la superficie epitelial generando un moco mas espeso y dificil de eliminar a
través de las microvellosidades y de la tos (R. C. Boucher 2004). Ademas, recientemente se
ha determinado que el moco se acumula debido a un defecto en las glandulas submucosas y
las microvellosidades (Hoegger et al. 2014), impidiendo aun mas su eliminacion. Estas
diferencias, respecto a los pulmones de un individuo sin FQ, se observan también en los
niveles de citoquinas del esputo. En individuos con FQ los niveles de citoquinas
proinflamatorias son elevados en comparacién con pacientes que también presentan
inflamacion de las vias respiratorias pero no FQ (Osika et al. 1999). En este sentido, se ha
demostrado que incluso antes de infectarse, en fetos no nacidos, las vias respiratorias de FQ
se encuentran en un estado proinflamatorio, indicando que la inflamacién es previa a la

infeccion (Tirouvanziam et al. 2000; Verhaeghe et al. 2007).

P. aeruginosa es uno de los microorganismos mas aislados de pacientes con FQ junto con
H. influenzae y S. aureus, siendo los 6 meses de vida la media de edad en la que estos
pacientes son colonizados (Saiman 2004). En este sentido, se ha visto que, aunque P.
aeruginosa puede ser adquirida de forma temprana, su prevalencia es mayor en la edad

adulta (figura 2).
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s MRSA e A. Xylosoxidans e S maltophilia = MDR-PA

Figura 2. Prevalencia de microorganismos en pacientes con FQ segun la edad (McDaniel,

Panmanee, y Hassett 2015).
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Desde la primera colonizacion de P. aeruginosa hasta la infeccion cronica tienen lugar en P.
aeruginosa adaptaciones gendmicas (Laurans et al. 2006). En este sentido, la regulacion
génica se altera dando lugar a mutantes que difieren genotipica y fenotipicamente a la cepa
que origina la infeccion. Estos mutantes no se encuentran de forma normal en el ambiente
(Bragonzi et al. 2009), siendo, en general, los factores de virulencia que determinan el inicio
de la infeccion reprimidos en estadios crénicos (Smith et al. 2006; Luzar y Montie 1985). La
expansion clonal que tiene lugar durante la evolucion de la infeccion crénica por P.
aeruginosa da lugar a una poblacién con una menor capacidad para iniciar una infeccion
aguda, pero con mayor capacidad para persistir en el huésped causando infeccion crénica,
es decir, con una virulencia alterada, pero no reducida (Bragonzi et al. 2009). Se ha visto
que el impacto que tiene P. aeruginosa en el deterioro del pulmén es mas grave que el que
tienen otros patégenos y mas rapido. En estos pacientes abundan proteinas asociadas al
deterioro de la funcion pulmonar y especies reactivas de oxigeno (Pattison et al. 2017; Z. Li
et al. 2005a).

Dadas las caracteristicas comentadas y segun la bibliografia los pacientes con FQ son el

ejemplo mas caracteristico de infeccion respiratoria crénica.

2. Adaptacion de P. aeruginosa en infecciones crénicas.

P. aeruginosa debe superar numerosas condiciones desfavorables tales como el estrés
osmotico, la competicion con otros posibles colonizadores, la escasez de nutrientes
apropiados, el estrés oxidativo y los antibioticos para poder mantenerse y sobrevivir durante
afios en el pulmén de los pacientes con FQ, EPOC o bronquiectasias. Esto supone una
transformacion del estilo de vida que este microorganismo afronta mediante alteraciones en
la expresion de sus genes que implican variaciones fenotipicas significativas. Esta
demostrado que en los pacientes con FQ, P. aeruginosa experimenta numerosos cambios
que le permiten adaptarse a las condiciones especificas del pulmén. Algunos de estos
cambios son exclusivos para que el microorganismo persista en el pulmén dado que
revierten facilmente en condiciones de crecimiento en el laboratorio. En este apartado se
analizan aquellos cambios mas significativos que tienen lugar en el proceso de adaptacion
hacia la cronificacién de una infeccion por P. aeruginosa y que se muestran esquematizados

en la figura 3.
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Figura 3. Adaptaciones de P. aeruginosa a la infeccion crénica. Algunas de las principales
adaptaciones que tienen lugar en las cepas de P. aeruginosa aisladas de infeccion crénica (derecha)

respecto a las procedentes de infeccion respiratoria aguda (izquierda) (Hogardt y Heesemann 2010).

2.1. Formacion de Biofilm.

El biofilm es una comunidad bacteriana adherida entre si y a una superficie, bidtica o
abidtica, que se coordina y fabrica una matriz de sustancias poliméricas en la que se
embebe. Se trata de un modo de vida que permite la supervivencia en medio hostil ya que
tolera los cambios desfavorables del ambiente. Se ha podido observar la presencia de
biofiims tanto en el ambiente como en muchos tipos de infecciones, en especial, en las

persistentes (Costerton, Stewart, y Greenberg 1999).

Se ha estudiado el crecimiento y desarrollo del biofilm en un medio minimo en glucosa,
comparable en ciertos aspectos a las condiciones de un proceso infeccioso. En estas
condiciones el crecimiento se puede dividir en 5 estadios fenotipicos (Figura 4), estando
fuertemente influenciado por la fuente de carbono y las condiciones ambientales (Klausen et
al. 2003; Rasamiravaka et al. 2015; De Kievit, Gillis, et al. 2001).
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Figura 4. Etapas en la formacion de un biofilm. En el primer estadio (1) las células individuales de
vida plancténica se adhieren a una superficie bidtica o abiética, interaccionan entre si y sintetizan una
matriz que les rodea para acabar formando microcolonias (2) que posteriormente crecen (3) hasta dar
lugar a un biofilm maduro (4). Finalmente, algunas bacterias pueden separarse del biofilm, volviendo al
crecimiento plancténico y establecer un nuevo biofilm en una localizacion distinta (5) (Rasamiravaka et
al. 2015).

En el estadio | se produce el anclaje irreversible de la bacteria a la superficie, seguido de la
formacién, en el estadio Il, de microcolonias envueltas en matriz. En el estadio Il se
expanden y estructuran. En el IV el biofiim es maduro y confluye invadiendo toda la
superficie. Finalmente, en el estadio V se produce dispersion de bacterias que son capaces
de iniciar otra vez el proceso de anclaje y completan el ciclo del biofilm. Este crecimiento

tiene lugar en tres dimensiones (Rasamiravaka et al. 2015).

Otros autores proponen un modelo paralelo de formacién de biofilm a partir de agregados
bacterianos flotantes (microcolony formation), en lugar de a partir del anclaje de una sola
célula a una superficie. En este modelo, el anclaje para el inicio de la formacion del biofilm no
seria necesario. En cualquier caso, los agregados bacterianos cooperativos suponen una
ventaja competitiva para acceder a los nutrientes ademas de mayor resistencia antibiética y
al sistema inmune respecto a las formas de vida libre (Rasamiravaka et al. 2015; Cogan et al.
2016; Kragh et al. 2016; Sriramulu et al. 2005).

Las células del biofilm, tanto a nivel macroscopico como a nivel de expresion génica, no
presentan homogeneidad ni en el tiempo ni en el espacio. Presenta un patron de expresion
génica y de crecimiento que depende de las sefiales del ambiente y de la comunicacion que
se establece entre células (De Kievit, Gillis, et al. 2001). Se sabe que para la formacion del
biofilm el flagelo es imprescindible (O'Toole y Kolter 1998). Mutantes en el gen fiiC
(deficientes en el flagelo) no son capaces de formar biofilm en una superficie (Yoon et al.
2002). Sin embargo, mas adelante, cuando el biofilm esta establecido no parece ser
necesario ya que se han aislado cepas sin flagelo de infecciones crénicas en enfermos de
FQ (Mahenthiralingam, Campbell, y Speert 1994). El biofilm es un nicho ecolégico complejo
con fuerzas opuestas de seleccion que determina tasas de crecimiento muy bajas en unos

aislados y altas en otros. La coexistencia de estos aislados de P. aeruginosa en un contexto
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de infeccion cronica permite la optimizacion del crecimiento global del biofilm (Yang et al.
2007). En este sentido, se ha observado que aislados del biofilm disminuyen la expresion de
bombas de expulsién de antibidticos (De Kievit, Parkins, et al. 2001) e incrementan la
produccion de alginato (Davies, Chakrabarty, y Geesey 1993) que confiere cierta proteccion.
Una tasa de crecimiento baja junto con la disminucion de la permeabilidad de la membrana
celular y la presencia de alginato (De Kievit, Gillis, et al. 2001; Yun et al. 2006), explica
porque las bombas de expulsibn no son tan necesarias para la supervivencia en este
contexto. Sin embargo, hay estudios que demuestran que hay una mayor expresion de
bombas de expulsion en aislados de pulmén de pacientes con FQ, lo que tendria sentido si
tenemos en cuenta la posicién de la bacteria en el biofiim (Doumith et al. 2010). Las
bacterias del interior del biofilm no tendrian la necesidad de incrementar la expresion de

bombas de expulsién para protegerse de los antibiéticos mientras que las de la periferia si.

La estructura y fisiologia del biofilm confiere resistencia a antibiéticos, desinfectantes o
germicidas debido a los cambios mencionados anteriormente. Como muchas dianas de
antibidticos son los componentes celulares implicados en la replicacion, transcripcion,
traduccion o sintesis de la pared celular, las células del biofilm con baja tasa de crecimiento
incrementan la tolerancia a dicha clase de antibiéticos como por ejemplo: la tetraciclina, la
tobramicina y el ciprofloxacino (Ciofu et al. 2015). Se ha observado que los agentes
antimicrobianos presentan también patrones diferenciales de difusion al interior del biofilm.
Asi, por ejemplo, los antibidticos betalactamicos (inhibidores de la sintesis del
peptidoglicano) se difunden en la matriz mas rapidamente que los aminoglucésidos
(inhibidores de la sintesis proteica), lo que esta relacionado ademas de con la matriz, con los
diferentes estadios de desarrollo y la diferente velocidad de crecimiento de los grupos de
células (Donlan y Costerton 2002; Cogan et al. 2016; Costerton, Stewart, y Greenberg 1999).
Por tanto, los antibiéticos son menos efectivos contra el biofilm, contribuyendo a la cronicidad

de las infecciones (Stewart y Costerton 2001; Costerton, Stewart, y Greenberg 1999).

Las células polimorfonucleares, principalmente neutréfilos, forman parte de la inmunidad
innata del huésped y migran al sitio de infeccién para combatirla. En las infecciones cronicas
por P. aeruginosa la formacién del biofilm altera la migracion de las células
polimorfonucleares y quedan inmovilizados (Jesaitis et al. 2003). El biofilm responde
mediante la liberacién de componentes del quorum sensing de forma activa que bloquean la
activacion de las células polimorfonucleares (Bjarnsholt et al. 2005) lo que contribuye a la
persistencia de P. aeruginosa (Alhede et al. 2009). Por otra parte los radicales libres
liberados por las células polimorfonucleares provocan transformacion al fenotipo mucoide,

que es mas dificil de erradicar (Mathee et al. 1999).
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2.2. Fenotipo mucoide.

Uno de los cambios mas aparente que se da en los aislados procedentes de infecciones
cronicas es el aspecto mucoide que adquieren las colonias de éstos aislados. El aspecto de
las cepas mucoides se debe a la sintesis de exopolisacaridos (EPS). En P. aeruginosa se
han descrito la sintesis de al menos tres EPS distintos: el alginato, el Pel (del inglés pellicle
formation) y el Psl (del inglés polysaccharide synthesis locus) (Franklin et al. 2011). Sin
embargo, el aspecto mucoide esta determinado principalmente por la produccién del

exopolisacarido de alginato.

Las cepas de P. aeruginosa procedentes de infecciones respiratorias crénicas son capaces
de producir hasta 20-30 veces mas alginato que las cepas procedentes de infecciones
respiratorias agudas. El alginato es un polimero lineal parcialmente acetilado y formado por
la union de acido D-manurénico y L-glucurénico mediante enlace beta 1, 4 (Govan y Deretic
1996). La biosintesis de alginato esta codificada por el operon algD-algA (loci PA3540-3551)
(figura 5). Este operén comprende 12 genes algD, alg8, alg44, algK, algE, algG, algX, algL,
algl, algJ, algF, y algA que codifican para proteinas implicadas en cada uno de los procesos
de sintesis, modificacion y exportacion de este exopolisacarido (figura 6) (Schmid, Sieber, y
Rehm 2015) (Okkotsu, Little, y Schurr 2014; Franklin et al. 2011).
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Figura 5. Operén algD-algA. Esquema de la disposicion y funcion del producto de los genes que
conforman el operdn implicado en la biosintesis del alginato en P. aeruginosa (Franklin et al. 2011).
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Figura 6. Maquinaria proteica implicada en el proceso de sintesis, exportacion y modificacion
del alginato en P. aeruginosa (Schmid, Sieber, y Rehm 2015).

AlgR

Figura 7. Regulacién transcripcional. Representacion de la maquinaria implicada en la regulacién del
operon algD-algA (Okkotsu, Little, y Schurr 2014).

La activacion del operén algD-algA es un proceso controlado por el promotor de algD cuya
regulacion es compleja puesto que intervienen varias proteinas reguladoras que pueden
expresarse de forma constitutiva (Konyecsni y Deretic 1990) o inducible (Wozniak y Ohman
1994). Las principales proteinas reguladoras identificadas son: AlgU, AlgR, KinB/AlgB, AmrZ,
IHF, AlgP, CysB, Vrf y Hp-1 (Figura 7) (Okkotsu, Little, y Schurr 2014; Franklin et al. 2011;
Govan y Deretic 1996; Lyczak, Cannon, y Pier 2000).

La adquisicion inducible del fenotipo mucoide reside principalmente en el factor sigma (02,)
(también conocido como AlgU o AlgT) codificado por algU que forma parte del operén algU-
mucABCD (DeVries y Ohman 1994). Este factor regula de forma positiva tanto su propia
transcripcion como la de los factores de transcripciéon AlgB y AlgR (Wozniak y Ohman 1994;
Mathee et al. 1999). Para la transcripcion de algD es imprescindible que la proteina AlgU se

una a la region promotora. La unién de AlgU a la regién promotora del operén algD-algA esta
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reprimida por los productos de los genes muc que estan anclados a la membrana interna
(Okkotsu, Little, y Schurr 2014; Schmid, Sieber, y Rehm 2015). En concreto, MucA ancla
directamente AlgU en condiciones no estresantes y evita la unién de AlgU a la zona
promotora del operdn algD-algA impidiendo la sintesis de alginato. En condiciones
estresantes, por ejemplo, en presencia de perdxido de hidrégeno o en presencia de elevadas
concentraciones de sal como las que se dan en el moco pulmonar hipersalino de los
pacientes con FQ, se escinde la union entre MucA y AlgU facilitando la actividad de AlgU,
dando lugar al fenotipo mucoide (W. Wu et al. 2004; Wood y Ohman 2012; Yu, Schurr, y
Deretic 1995). Mutaciones en los genes muc impiden el anclaje de AlgU a la membrana
interna y el operdn algD-algA estd permanentemente activado induciendo la hiperproduccién
y exportacion de alginato (Lyczak, Cannon, y Pier 2000; Hogardt y Heesemann 2010;
Okkotsu, Little, y Schurr 2014; Wood y Ohman 2012). La practica totalidad de cepas con
fenotipo mucoide procedentes de infecciones crénicas en pacientes con FQ lo son por

mutaciones en el gen mucA (Lam et al. 1980; J. C. Boucher et al. 1997).

El fenotipo mucoide es habitualmente inestable in vitro y una gran mayoria de cepas
revierten al fenotipo no mucoide tras varios cultivos. Esta inestabilidad sugiere que el
fenotipo mucoide confiere ventajas a P. aeruginosa para adaptarse a las condiciones del
pulmoén de los pacientes con FQ o EPOC. En este sentido, se ha demostrado que el alginato
participa en la adherencia de la bacteria a las células humanas (Ramphal y Pier 1985) y
permite la evasion del sistema inmune del huésped, confiriendo resistencia a la fagocitosis
no mediada por anticuerpos (Schwarzmann y Boring 1971; Cabral, Loh, y Speert 1987; Krieg
et al. 1988; Leid et al. 2005) y mediada por anticuerpos (Pier et al. 2001). Ademas, el
fenotipo mucoide también confiere una mayor resistencia a los antibiéticos, entre ellos la
tobramicina (Hentzer et al. 2001). En su conjunto, a pesar de que el fenotipo mucoide no
aparece en todos los aislados que causan infecciones cronicas respiratorias, es evidente que
confiere ventajas para la colonizacion del pulmén y de hecho su aparicion esta asociada a un

mal prondstico en el progreso de la enfermedad (Z. Li et al. 2005b).

2.3. Pérdida de movilidad.

P. aeruginosa tiene capacidad mdtil gracias a un unico flagelo polar y un nimero variable de
fimbrias. Las fimbrias son apéndices bacterianos de un didametro de 6 nm y de extension
variable que permiten, ademas de la movilidad de la bacteria, interaccionar con otros
microorganismos o superficies para adherirse o intercambiar material genético (Strom y Lory
1993). Las fimbrias de tipo IV son una de las adhesinas mas bien caracterizadas. Esta
codificado por entre 20 y 40 genes dispersos en el genoma que codifican para proteinas que
lo componen (Hobbs et al. 1993). La bacteria no sélo lo utiliza para el desplazamiento y
adhesion, sino que ademas es un sensor de regulaciéon que induce la expresion de genes de
patogenicidad cuando se adhiere a las células del huésped (Persat et al. 2015). Se ha visto
que las fimbrias se unen a residuos de gangliésidos desprovistos de acido sialico

(AsialoGM1) presentes en la superficie de las células humanas y que estos residuos estan
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en mayor abundancia en pacientes con FQ (Saiman y Prince 1993). Ademas, las fimbrias
son el mayor ligando para la fagocitosis no mediada por opsoninas (Kelly et al. 1989). Por
todo ello, las fimbrias son un factor de virulencia clave en las primeras etapas de la infeccion,
pero su pérdida supone una ventaja para la persistencia de P. aeruginosa en infeccion

croénica.

El flagelo es una estructura en forma de filamento helicoidal, mas grande que la fimbria, de
20nm de didmetro y una longitud aproximada de 10 ym. Este filamento helicoidal de
naturaleza proteica tiene en su base un conjunto de proteinas que actiuan como los
engranajes de un motor y que se parece al sistema de secrecion tipo lll. La diferencia de
potencial i6nico a través de la membrana es lo que permite rotar este motor y por ende el
filamento helicoidal en dos direcciones. En sentido horario en presencia de un repelente y en
sentido antihorario en presencia de un atrayente (Macnab 1999). Para el control de la
sintesis del flagelo interviene el factor Algu, mencionado en el apartado anterior. Ademas de
incrementar la produccion de alginato cuando el gen mucA esta mutado, AlgU inhibe la
sintesis del flagelo (Garrett, Perlegas, y Wozniak 1999). En este sentido, su pérdida puede
suponer una ventaja, dado que el flagelo es necesario para la internalizaciéon en los
macrofagos (Mahenthiralingam y Speert 1995) y provoca gran respuesta inflamatoria
(Feldman et al. 1998).

Se han descrito tres formas diferentes de movilidad: swimming, twitching y swarming. La
movilidad swimming es aquella que se da en un medio acuoso (agar inferior al 0,4%) y que
permite el desplazamiento de la bacteria a través de éste. Se da gracias a su unico flagelo
polar que permite a la bacteria moverse en una direccién gracias a la quimiotaxis, tanto hacia
un atrayente como en contra de un repelente (Moench y Konetzka 1978). La movilidad
twitching consiste en el desplazamiento reptante sobre las superficies y se da gracias a la
retraccion y extension de las fimbrias tipo IV (Merz, So, y Sheetz 2000). Se trata de un
proceso altamente coordinado que permite la rapida colonizacion de superficies (Semmler,
Whitchurch, y Mattick 1999). La movilidad swarming consiste en el desplazamiento de la
bacteria en respuesta a ciertos aminoacidos sobre superficies semisélidas y depende tanto
del flagelo unipolar como de las fimbrias tipo IV. Ademas, en esta modalidad de movimiento

esta implicado el sistema quorum sensing (Kéhler et al. 2000).

Tanto el flagelo como la movilidad twitching, y por tanto las fimbrias de tipo IV, son
importantes para el inicio de la formacion del biofiim (O’Toole y Kolter 1998; Merz, So, y
Sheetz 2000). El flagelo, permite incluso el anclaje de la bacteria a superficies hidrofébicas
como el cristal (Bruzaud et al. 2015). Ademas, se ha descrito como un factor de virulencia en
infeccion aguda (Montie et al. 1982) y facilita la diseminacién de la misma desde el lugar en
el que se origina hacia la sangre (Drake y Montie 1988). Sin embargo, en aislamientos
secuenciales de pacientes con FQ infectados por P. aeruginosa se observan tres tipos de
patrones en relacién a la movilidad: (I) aislados predominantemente mdviles, (ll) aislados

méviles y no moviles sin predominio de unos sobre otros y (lll) aislados predominantemente
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no moviles. Las cepas aisladas de infeccion temprana suelen ser moéviles, flagelados y con
fimbrias, parecidos a los que se aislan del ambiente, y con el transcurso del tiempo se aislan
de infeccion crénica cepas no méviles y con fenotipo mucoide (Mahenthiralingam, Campbell,
y Speert 1994). De esta forma la bacteria en infeccion cronica quedaria confinada al lugar de
la infeccidn y en general evitaria la accion de las defensas del huésped al encontrarse menos

accesibles favoreciendo el establecimiento de la infecciéon de forma crénica.

Para evadir las defensas del huésped P. aeruginosa utiliza estrategias diferentes mediante la
activacion sistematica de programas de transcripcion génica en respuesta a sefiales
cambiantes del ambiente que incluyen activacién del quorum sensing y represion de genes
que codifican para proteinas inmunogénicas como la flagelina, proteina mayoritaria del
flagelo (Wolfgang et al. 2004). Una represién constante de la expresion génica de flagelina
puede resultar en una adaptacion permanente debido a mutaciones (Wolfgang et al. 2004).
Esto supone una ventaja para la bacteria porque el flagelo es reconocido por el receptor de
células eucariotas TLR-5 (del inglés Toll Like Receptor 5) (Hayashi et al. 2001; Z. Zhang et
al. 2005). Ademas, en la fagocitosis el flagelo se requiere para la internalizacion
(Mahenthiralingam y Speert 1995). En este sentido, la pérdida de la movilidad y de la
funcionalidad del flagelo permite resistir la fagocitosis, conservando asi energia
(Mahenthiralingam, Campbell, y Speert 1994; Amiel et al. 2010). Ademas, la pérdida de
movilidad flagelar permite a la bacteria evitar la inducciéon de una respuesta inflamatoria
adecuada por parte del huésped, impidiendo la quimiotaxis y activacion de fagocitos,

facilitando la persistencia del microorganismo (Patankar et al. 2013).

La presién selectiva que ejerce la pobre condicién clinica de los pacientes con FQ induce la
pérdida de factores de virulencia relacionados con la invasion y la motilidad. Estos cambios
estan relacionados con alteraciones en la envoltura celular (Luzar, Thomassen, y Montie
1985). Experimentos in vitro demuestran que los mutantes deficientes en el flagelo contienen
cantidades insuficientes de lipopolisacarido que de forma indirecta impiden resistir a la
permeabilizaciéon por parte de la proteina surfactante A (SP-A) (S. Zhang et al. 2007). Este
hecho, podria estar relacionado con otros estudios que indican que las fimbrias tipo IV hace
a la bacteria resistente a la permeabilizacién y fagocitosis mediada por SP-A (Tan et al.
2014). Dichos estudios indicarian que la pérdida de fimbrias o flagelo no supone una ventaja
para la persistencia. Sin embargo, en el contexto de infeccién crénica hay que tener en
cuenta que el acceso de la SP-A a las bacterias del interior del biofilm, que ademas pueden
prescindir de la movilidad, probablemente sea mas dificultosa y que la SP-A esta en menor
cantidad en pacientes con FQ (Postle et al. 1999). Asi, por tanto, es probable que la pérdida
del flagelo no represente un problema para resistir la accién defensiva de la SP-A en el

contexto de la infeccién crénica.
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2.4. Alteracion del lipopolisacarido.

El LPS es el componente en mayor cantidad de la envoltura de las bacterias gram negativas
y su estructura ayuda a mantener la integridad celular. Su composicién tipica esta formada
por el lipido A que ancla el LPS a la membrana externa, el ndcleo o core que aporta
consistencia y el antigeno O o polisacarido que se encuentra en la parte mas externa (figura
8).

LPS “liso”

LPS “rugoso”

M

L o Kdo

Nucleo externo Nucleo interno
L J 1 J 1 ]
Antigeno O Nucleo Lipido A

Figura 8. Estructura general del LPS de P. aeruginosa. El LPS estd compuesto por tres
componentes; lipido A, nucleo y antigeno O. Los LPS "rugosos" solamente presentan lipido A y nucleo,
mientras que los LPS "lisos" presentan todos los componentes. Los hexagonos, los circulos y las
cadenas representan monosacaridos, grupos fosfatos y cadenas de acidos grasos, respectivamente.
(Maeshima y Fernandez 2013).

El lipido A esta embebido en la membrana externa y compuesto por cadenas hidrofébicas
acetiladas que estan unidas por enlace éster o amida a cadenas de dimeros de glucosamina
(Ernst et al. 1999). En este sentido es el lipido A el que es reconocido por el receptor de
células eucariotas TLR4 (del inglés Toll Like Receptor 4), siendo el correceptor MD-2 (del
inglés Mieloid Differenciation factor 2) y el CD14 necesarios para este reconocimiento
(Shimazu et al. 1999; Maeshima y Fernandez 2013; Latz et al. 2002).

Los patrones de penta o hexa acetilacion del lipido A varian dependiendo de las condiciones
ambientales (Ernst et al. 1999). Se ha determinado que el incremento en la acetilacion del
lipido A proporciona resistencia a péptidos antimicrobianos (Guo et al. 1998). Ademas, se
dan otras modificaciones como la adicion en el lipido A de aminoarabinosa y de palmitato, y
la deacetilacion en posicion 3 del acido graso 3-hidroxidecanoato (Ernst et al. 1999, 2007).
En este sentido, se han descrito estas modificaciones en cepas aisladas de FQ (Ernst et al.
1999). Sin embargo, las cepas de aislados de infecciéon aguda pueden realizar estas
modificaciones en un medio pobre en magnesio revelando que la sintesis del lipido A
caracteristico de cepas de FQ es capaz de ser regulado en funcién del medio (Ernst et al.
2006). Todas las modificaciones del lipido A alteran la respuesta inmune del huésped

(Maeshima y Fernandez 2013; Ernst et al. 1999). En concreto, las cepas aisladas de
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pulmones de pacientes con FQ, que presentan un lipido A hexa-acetilado, provocan una
mayor respuesta inflamatoria a través de TLR-4 que la respuesta que provocan las penta-
acetiladas (Hajjar et al. 2002). Tiene légica por tanto que las cepas procedentes de infeccion
croénica presenten un patron de acetilacién reducido que limite la capacidad para provocar
una respuesta inmune en el huesped y por ende para eliminar la infeccién por P. aeruginosa.
Ademas, junto con modificaciones en los muropéptidos del peptidoglicano resulta en un
efecto sinérgico que reduce la actividad inmune del huesped y facilita la persistencia de la

infeccion (Cigana et al. 2009).

El nucleo oligosacaridico puede dividirse en nucleo interno y externo. El nucleo interno se
ancla al lipido A mediante una glicosilacion en la posicion 6 a residuos de acido 3-deoxi-D-
mano-2-octulosénico (Kdo), el oligosacarido mas conservado del ndcleo. El Kdo sirve de
punto de anclaje con otros oligosacaridos de L-glicero-D-mano-heptosa (Hep), D-glucosa y
D-galactosa (Wang y Quinn 2010). El nucleo mas externo consiste en grupos de azucares
que difieren entre especies y entre cepas de la misma especie (Wang y Quinn 2010). La
sintesis y exportacion del LPS es un proceso complejo. En P. aeruginosa se ha observado
que la fosforilacién de azlcares del nucleo interno del LPS es importante para la exportacién
del LPS vy la estabilidad de la membrana (Wang y Quinn 2010; Delucia et al. 2011). Ademas,
el nucleo mas externo del LPS tiene capacidad para unirse a la proteina CFTR eucariota y
activa la respuesta inmune innata del huésped a través del factor de transcripcion NF-kB
(Schroeder et al. 2002).

El antigeno O consiste en unidades repetidas variables de oligosacaridos que pueden ser
lineales o ramificados, altamente inmunogénicos, que dan lugar a numerosos serotipos
(Knirel 1990). El antigeno O puede bloquear el acceso al lipido A por parte del complemento,
por lo que se considera uno de los componentes esenciales para la resistencia a la
opsonizacion y el efecto bactericida del suero en P. aeruginosa. Sin embargo, es altamente
inmunogénico y puede activar por si mismo la via clasica o alternativa (Reeves 1995). Las
cepas que si presentan antigeno O son las llamadas lisas o smooth y las que no presentan
esta estructura son las llamadas rugosas o rough. La inmunogenicidad del antigeno O puede
provocar una respuesta inmune muy robusta que sea la causa de la presion selectiva en
contra de la sintesis del antigeno O. En este sentido, se ha observado que es muy comun
que las cepas de aislados cronicos de FQ pierdan el antigeno O, a pesar de que esta
deficiencia les suponga ser sensibles a la accidon del complemento. La sensibilidad al suero
podria explicar que las infecciones crénicas queden en general confinadas al sitio de
infeccidon y no se diseminen a la sangre (Hancock et al. 1983). La transicion en la pérdida del
antigeno O es un proceso que parece ser gradual. Se ha visto que, en infeccion crénica, el
antigeno O, un tanto mas corto que el fenotipo tipico de P. aeruginosa, dejaba de expresarse
completamente a 37°C pero no a 25°C, siendo una Unica mutacién la responsable de la
pérdida incompleta del antigeno O, es decir, dependiente de la temperatura ambiental (Davis
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et al. 2013). La pérdida del antigeno O seria por tanto util para la proteccién en el medio

ambiente y dispensable en el contexto de infeccién crénica.

2.5. Aparicion de cepas hipermutadoras.

Los microorganismos hipermutadores son aquellos que tienen incrementada su tasa de
mutacion debido a defectos en el ADN o en los sistemas de reparacion del ADN. Presentan
una ventaja evolutiva en la adaptacién a ambientes estresantes, a los tratamientos
antibiodticos, a la presencia de virus o al ataque del sistema inmune (Oliver y Mena 2010). El
pulmén del paciente con FQ es un medio hostil por estar tratado con terapia antibidtica
prolongada y presentar limitaciones nutricionales. Probablemente por este motivo las cepas
hipermutadoras se aislan con mayor frecuencia entre los aislados causantes de infeccién
cronica en pacientes con FQ y EPOC que entre los causantes de infecciones respiratorias
agudas (Oliver et al. 2000; Macia et al. 2005). Pese a la enorme variabilidad genética de P.
aeruginosa, la hipermutabilidad causada por defectos en los sistemas de reparacion de ADN
mutS, mutL, mutH 'y uvrD (mutU), en los sistemas de reparacion del dafio oxidativo y en otros
implicados en la replicacién, puede permitir esta rapida adaptacion necesaria al ambiente de
infeccion croénica: impredecible, estresante y fluctuante (Oliver, Baquero, y Blazquez 2002;
Oliver y Mena 2010). La capacidad para hipermutar se produce a costa de los genes
implicados en la virulencia necesaria para el inicio de la infeccion que no se ven
seleccionados en el proceso de adaptacion. De esta forma, las cepas hipermutantes iniciales
de P. aeruginosa podrian generar numerosas variantes sin la capacidad destructiva de la
cepa inicial que serian seleccionadas por tener una mayor capacidad de adaptacién a los
pulmones deteriorados, pero menor virulencia (Oliver et al. 2000; Smith et al. 2006; Mena et
al. 2007; Hogardt et al. 2007). En este sentido, las cepas hipermutadoras ven reducida la
capacidad de colonizar nuevos ambientes y de trasmitirse entre individuos (Montanari et al.
2007). Sin embargo, se asocian a un empeoramiento clinico en los pacientes crénicos
(Waine et al. 2008).

Las cepas hipermutadoras, a pesar de ser seleccionadas positivamente en el pulmén de
pacientes con FQ en un contexto de infeccién crénica, también se aislan del ambiente con
una prevalencia superior a la esperada, por lo que no es el pulmén de estos pacientes el
unico factor que determina su existencia (Kenna et al. 2007). Por otra parte, se aislan cepas
con mutaciones en mucA y lasR en fase temprana de infeccién, mientras que en fases
tardias se aislan con mayor frecuencia cepas que ademas tienen alteraciones en genes del
sistema de reparacién de ADN. Varios estudios concluyen que la hipermutaciéon no es un
pre-requisito para la adquisicion de fenotipo mucoide y/o pérdida del quorum sensing (Ciofu
et al. 2010).

La hipermutacién tiene dos efectos en relacién a la resistencia a los antibiéticos, por una
parte las cepas hipermutadoras son resistente a un nimero mas amplio de antibiéticos que

las que no son hipermutadoras y por otra parte el nivel de resistencia de las hipermutadoras
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es mucho mas elevada (Macia et al. 2004). En este sentido la inactivacion de los sistemas de
reparaciéon de ADN incrementan inmediatamente la concentracion minima inhibitoria y
bactericida de los agentes antipseudomonadales siendo necesaria la combinacién de varios
para minimizar la seleccion de hipermutadores resistentes a antibidticos (Oliver et al. 2004).
Es posible suprimir la seleccion de la resistencia en infecciones causadas por P. aeruginosa
hipermutadoras utilizando una combinacién de antibiéticos apropiada en términos de
actividad y potencial en el que la deteccion temprana de infecciéon juega un papel muy
importante para evitar la adaptacion (Macia et al. 2006). Ademas, se ha determinado in vitro
que tratamientos secuenciales de antibidticos pueden reducir el biofilm y erradicar cepas

hipermutadoras (Rojo-Molinero et al. 2016).

Dada la creciente resistencia de P. aeruginosa a los antibiéticos se han propuesto otras
dianas y alternativas terapéuticas. Llaman la atencion los experimentos realizados con fagos
especificos de P. aeruginosa para erradicar estas infecciones, siendo eficaces incluso contra
el biofilm. Sin embargo, su uso terapéutico es controvertido ya que hay estudios que indican
que frente a la presidon selectiva que ejercen los fagos, P. aeruginosa incrementa la
resistencia a ser fagocitada y altera la produccién de factores de virulencia (Hosseinidoust,
van de Ven, y Tufenkji 2013; Waters et al. 2017; McVay, Velasquez, y Fralick 2007).

2.6. Alteraciones del Quorum Sensing.

Tras la observacion de patrones de comportamiento bacteriano cooperativo, fue definido el
término Quorum Sensing (QS) como la unidad minima de comportamiento de una poblacion
para llevar a cabo un acto eficiente. Para ello es necesario que la bacteria produzca un
autoinductor, definido como una molécula soluble que se acumula en el medio con el
crecimiento. Mediante el autoinductor la poblacién bacteriana monitoriza su propio
crecimiento. Cuando se obtiene cierta concentracion critica, sefial de densidad de poblacion
suficiente, se lleva a cabo un determinado comportamiento para el que se requiere dicha

poblacion (Fuqua, Winans, y Greenberg 1994).

En P. aeruginosa los sistemas de QS estan regulados e interconectados a otros genes
reguladores (Venturi 2006) y se estima que controlan un 6% del genoma (Schuster et al.
2003). La integracion del QS a otros circuitos de regulacién permite incrementar el rango de
sefiales ambientales y metabdlicas para los que la bacteria puede dar una respuesta (Venturi
2006). Se ha descrito en la bibliografia que el QS regula genes implicados en la virulencia
(exoproteasas, movilidad, producciéon de pigmentos) y genes implicados en la estructura del
biofilm (Whiteley, Lee, y Greenberg 1999; Shrout et al. 2006; Hogardt et al. 2004; Hassett et
al. 1999; Stintzi, Evans, y Poole 1998; Passador et al. 1993), por lo que en ciertas
circunstancias, como la infeccién crénica, seria interesante desactivar los genes del QS
implicados en el ataque y potenciar los implicados en guiar la estructura del biofilm en pro de

la permanencia. Sin embargo, estas dos direcciones aparentemente opuestas no estan

Sofia lzquierdo Rabassa 28



Introduccioén

completamente delimitadas y se controlan de forma interconectada como se explica a

continuacion.

P. aeruginosa tiene dos sistemas principales implicados en el QS: Lasl/R y RhllI/R, cuyos
autoinductores son N-3-oxododecanoil-L-homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) y N-butiril-L-
homoserina lactona (N-C4-HSL), respectivamente. Ademas, existen otros autoinductores
como el 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, también conocido como PQS (del inglés
Pseudomonas Quinolone Signal) del grupo de las quinolonas implicado en ambos sistemas
(Pearson et al. 1994, 1995; Pesci et al. 1999; Passador et al. 1993). Se ha visto que el PQS,
tiene efectos beneficiosos y deletéreos sobre las diferentes bacterias de una misma
poblacién, contribuyendo a seleccionar positivamente aquellas bacterias mejor adaptadas y
negativamente a las peor adaptadas de forma simultanea (Haussler y Becker 2008). La
sintesis de PQS se quintuplica en el sobrenadante de cultivos de P. aeruginosa crecidos en
esputo de pacientes con FQ, en comparacion con un medio de laboratorio, a causa de la
elevada concentracién de aminoacidos (Palmer et al. 2005), siendo el PQS una guia para el
desarrollo del biofilm al influir en la formacién de una poblacién con estructura ordenada
(Haussler y Becker 2008).

Por una parte, en el sistema Lasl/R, el gen lasl/ es el que controla la sintesis del autoinductor
(3-0x0-C12-HSL) (Passador et al. 1993), que se requiere para la actividad de LasR (Pearson
et al. 1994). LasR es un pilar central en el QS y su expresion depende de la densidad celular
siendo maxima en la fase estacionaria de crecimiento. Ademas, esta regulado positivamente
por Vfr (homélogo de la proteina receptora de AMP en Escherichia coli) (Albus et al. 1997) y
otras proteinas como VgsR (del inglés virulence QS Regulator) (Juhas et al. 2004). LasR
activa promotores diana como el del gen /asB (Gambello y Iglewski 1991b) o /asA (Toder,
Gambello, y Iglewski 1991) que codifican para elastasas. En infeccion crénica la mutacion en
lasR puede surgir con anterioridad al fenotipo mucoide y estd asociada a la progresion de
enfermedad pulmonar, siendo indicativo de una adaptacion temprana al pulmén de FQ
(Hoffman et al. 2009). La mutacién de este gen disminuye la expresion de ciertos genes de
virulencia que favorecen la infecciéon aguda y provoca un incremento en la actividad beta
lactamasa confiriendo mayor tolerancia a los beta lactamicos, ademas de aportar a la
bacteria ventajas catabdlicas en un medio rico en aminoacidos como es el pulmén de FQ
(Argenio et al. 2007).

En el sistema RhlI/R, Rhll dirige la sintesis del autoinductor (N-C4-HSL) (Pearson et al. 1995)
que se requiere para la union a la proteina reguladora RhIR (Ochsner y Reiser 1995)
implicada en la sintesis de ramnolipidos (Ochsner et al. 1994) y de proteasas (Gambello y
Iglewski 1991a; Gambello, Kaye, y Iglewski 1993) que son factores de virulencia en infeccién
aguda, por lo que su mutacion seria favorable en cuanto a la adaptaciéon en un contexto de

infeccidn crénica.

La expresién del gen rhIR depende de varios promotores y secuencias reguladoras

dependientes a su vez de otras proteinas como LasR, Vfr y de su propio producto de
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transcripcion RhIR, ademas de estar fuertemente influenciada por nutrientes del medio
(Medina et al. 2003).

La relacion entre estos dos sistemas es complejo y jerarquico, existiendo ademas factores de
transcripcion como el RpoS o VgsR que los comunican (Latifi et al. 1996; Juhas et al. 2004).
A su vez existe regulacion negativa. En este sentido /as/ esta regulado negativamente por la
proteina QscR que evita la activacidon de genes del QS. Se ha demostrado que la mutacién
en el gen gscR hace a la cepa mutante, que no presenta regulacion negativa, mas virulenta
respecto a la parental en un modelo de infeccidon de Drosophila melanogaster (Chugani et al.

2001) lo que en un contexto de infecciodn cronica no seria adaptativo.

El QS juega un papel importante en la severidad de la infecciéon aguda por P. aeurginosa, asi
los mutantes deficientes en las! y rhil, con el QS inactivo, son menos virulentos que la cepa
parental en un modelo murino de infeccidn crénica. (H. Wu et al. 2001). Ademas de ser
critico en la virulencia, el QS también es importante para el desarrollo de biofilm maduro.
(Whiteley, Lee, y Greenberg 1999). En este sentido, el biofilm esta presente como forma de
crecimiento en pacientes con FQ, en los que se han detectado autoinductores implicados en

el QS (Singh et al. 2000) por lo que para el desarrollo del biofilm también es necesario el QS.

Como se ha mencionado, en los sistemas QS, ademas de los autoinductores influyen las
condiciones del medio de cultivo (disponibilidad de hierro y fosfato) y los metabolitos
secundarios, siendo muy compleja la regulacion (Jensen et al. 2006). Esto se puso de
manifiesto en tres estudios independientes de transcripcidn gendémica que identificaron solo
97 genes comunes en los 3 estudios, de los 300 genes activados en total por el QS en cada
uno de los estudios. Estas diferencias pueden ser debidas a la puesta a punto de los
experimentos, la fase de crecimiento y el medio que indican la sensibilidad, el dinamismo y la
capacidad de actuar en diferentes direcciones del QS de P. aeruginosa en los variados y

variables contextos, tanto de infeccion aguda como crénica (Venturi 2006).

2.7. Alteraciones mas significativas de proteinas de membrana externa.

P. aeruginosa interacciona con el medio externo a través de la membrana externa. En la
membrana externa de la bacteria se encuentran proteinas implicadas en la transduccion de
sefales, el transporte de sustancias (porinas), los sistemas de secrecion. Algunos de ellos
pueden tener un papel estructural. Las proteinas de la membrana externa también se ven

alteradas en el proceso de adaptacion a la infeccion crénica por P. aeruginosa.
- Porinas.

Las porinas permiten la entrada y salida de moléculas en la bacteria. OprF es una porina de
difusién no especifica que permite el paso de ciertos iones como el Na* y el Cl' y pequefias
moléculas cargadas (Nestorovich et al. 2006). Esta proteina interviene en la respiraciéon
anaerdbica y como consecuencia se encuentra 39 veces sobreexpresada en cepas aisladas

de condiciones anaerdbicas como los pulmones de pacientes con FQ (Yoon et al. 2002).
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Ademas, la proteina OprF esta implicada en la formacion del biofilm. Los mutantes en oprF
forman biofilms menos robustos en condiciones anaerdbicas (Yoon et al. 2002), disminuyen
la actividad del sistema de secrecion tipo Il (SST3) que no puede secretar ExoS ni ExoT y
tienen alterada la secrecion de piocianina, exotoxina A, lectina PA-1L y elastasa, en relacion
al patrén alterado de QS (Fito-Boncompte et al. 2011). También muestran una adhesion a
células eucariotas disminuida (Azghani et al. 2002; Fito-Boncompte et al. 2011). Ademas, los
pacientes con FQ muestran titulos de anticuerpos anti OprF elevados indicando que la
expresion de OprF ha sido elevada en algin momento del proceso infeccioso y que podria

asociarse a infeccion cronica (Yoon et al. 2002).

Otra de las porinas que se ven alteradas en aislados de pacientes con FQ es la proteina
OprD, cuya expresion se reduce (Doumith et al. 2010). OprD esta especializada en la
entrada de aminoacidos y pequefios péptidos (Trias y Nikaido 1990; H. Li et al. 2013).
Mutaciones en el gen que codifica esta porina dan lugar a que la proteina no se exprese, lo
que confiere resistencia a carbapenemas (Shu et al. 2017). Es mas, se determiné que en un
aislado panresistente de P. aeruginosa la resistencia a carbapenemas estaba causada
Unicamente por mutaciones en gen oprD, sin que ninguna carbapenemasa estuviera

implicada en el fenotipo de resistencia a este grupo de antibiéticos (Xiong et al. 2017).

Otra porina que disminuye su expresién en aislados crénicos de FQ es OprH. Se ha
demostrado que OprH es un ligando para SP-A y para el componente C3 del complemento.
En las infecciones crénicas P. aeruginosa disminuye la expresion de OprH lo que le
permitiria eludir la fagocitosis mediada por estas opsoninas e incrementar su capacidad de

persistencia en el pulmén de pacientes con FQ (Qadi et al. 2016, 2017).

La proteina AIgE (Alg 76) es una porina para aniones especificos precursores del alginato
(Rehm et al. 1994) que se sobreexpresa en cepas hiperproductoras de alginato, asociada a
la conversion al fenotipo mucoide (Lam et al. 1980), que como se ha explicado anteriormente
es comun en infecciones cronicas. Curiosamente, esta proteina es homéloga a la porina
OprD a pesar de que cuando se compara con la familia de proteinas que forman canales
especificos para la entrada de nutrientes presenta ausencia de identidad en la secuencia
(<10%) (Whitney et al. 2011).

- Sistemas de secrecion.

Como hemos descrito el QS tiene un papel importante en la secrecidn de exoproteasas y
enzimas degradadoras. Muchas exoproteasas se excretan mediante sistemas de secrecion,
conformados por estructuras proteicas que exponen una parte de la misma en la superficie
bacteriana. Existen al menos 6 tipos de sistemas de secrecion. EI mas estudiado es el
sistema de secrecioén tipo Il (SST3) por ser el factor que contribuye mas a la citotoxicidad, y

el sistema de secrecion tipo Il por su versatilidad en la secrecion (SST2) (Filloux 2011).

El sistema de secrecion tipo 1l (SST2) es el responsable de la exportacion de elastasa (LasA,

LasB), lipasas (LipA, LipC), fosfatasa alcalina (PhoA), Exotoxina A, ADP-ribosiltransferasa
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(ToxA) y varias fosfolipasas, entre otros factores implicados en la virulencia en infeccion
aguda (Filloux 2011). Los aislados de infecciones crénicas reducen la expresion de estos

factores, atenuandose su virulencia.

La actividad del SST3 depende del contacto con células eucariotas, a las que le inyecta los
llamados efectores toxicos (i.e. ExoU, ExoS, ExoT y/o ExoY) directamente desde el
citoplasma bacteriano al citosol eucariota (Filloux 2011; Hauser 2009). Juega un papel muy
importante en infeccion aguda, pero este sistema pierde eficacia en cepas aisladas de las
vias respiratorias de pacientes con infeccién crénica (Hauser 2009). A medida que avanza la
infeccion crénica en el tiempo se seleccionan cepas con una capacidad reducida en la
expresion de SST3 (Jain et al. 2004). Es probable que esta reduccion esté asociada a la
aparicion de cepas mucoides por mutacion del gen mucA, dado que se ha podido demostrar
que la mutacién de este gen conlleva una disminucién en la expresion del SST3 (W. Wu et
al. 2004). Sin embargo, se han aislado cepas con el SST3 no funcional en cepas no
mucoides y viceversa (Jain et al. 2004), lo que indicaria que no existe una relacion causal

entre el fenotipo mucoide y el SST3.

2.8 Aparicion de Small Colony Variants.

Otro de los fenotipos frecuentes entre los aislados de P. aeruginosa procedentes de
pacientes con FQ es la aparicion de las llamadas Small Colony Variants (SCVs). Estas
colonias se caracterizan por presentar una morfologia colonial de pequefio tamafio, como su
nombre indica. Alcanzan un diametro de 1 a 3 mm tras 48 h de incubacion debido a su
crecimiento lento. El aislamiento de SCVs de P. aeruginosa esta relacionado con el uso de

antibidticos, una mayor resistencia a los mismos y una peor prognosis (HauRBler et al. 1999).

Tras varios pases en el laboratorio, el fenotipo SCV puede revertir y el crecimiento del
aislado se acelera notablemente, mostrando, una vez mas, la capacidad de P. aeruginosa
para adaptarse a las condiciones del medio. Las cepas revertidas presentan una mayor

sensibilidad a los antibiéticos (Hauller et al. 1999).

Las SCVs presentan subpoblaciones muy heterogéneas que tienen en comun el crecimiento
lento y la resistencia antibiética. Se han aislado de infecciones crénicas subpoblaciones de
SCVs que crecen de forma agregada, son mas hidrofébicas, se adhieren mas, debido a que
son hiperpiliadas (hiperexpresion de fimbrias tipo V), y tienen una capacidad mayor para
formar biofilm respecto a las cepas parentales y a las revertidas (HauBler et al. 2003).
Ademas, tanto las SCVs como las revertidas producen mayor cantidad de alginato que la
cepa parental original (HauRBler et al. 1999), indicando que la reversién no supone una vuelta
al fenotipo parental en todas sus caracteristicas, tal como se ha podido confirmar mediante el

analisis de la expresion génica (Gotz et al. 2004).

Ademas de las caracteristicas comentadas, las SCVs muestran una expresion mayor de los

genes implicados en la sintesis de los exopolisacaridos Pel y Psl y provocan una baja
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produccion de citoquinas por parte del epitelio polarizado lo que favorece la persistencia en

las vias respiratorias de pacientes con FQ (Starkey et al. 2009).

Un hecho que llama la atencién es que en las SCVs los genes implicados en el SST3 se
encuentran sobreexpresados. De hecho, en un modelo murino de infeccién respiratoria las
SCVs causan mayor citotoxicidad y son mas virulentas (Gotz et al. 2004). Esta caracteristica
es poco habitual en los aislados de infecciones respiratorias cronicas que tienden a reducir la
expresion de estos genes, tal como se ha descrito anteriormente. Esta aparente
contradiccion puede explicarse debido a la heterogeneidad fenotipica de P. aeruginosa entre

aislados de la misma muestra (Workentine et al. 2013).

2.9. Adaptaciénes metabdlicas.

Todos los cambios de P. aeruginosa tienen lugar para adaptarse a las condiciones del
medio. Como hemos comentado, las caracteristicas del huésped son las que principalmente
facilitan la infeccion crénica y en este contexto la concentracion de oxigeno y los nutrientes

aportados por el huésped estan muy implicados en la seleccion de determinados cambios.

En relacién a la concentracion de oxigeno, se comparé el crecimiento en biofilm, propio de
infecciones crénicas, en condiciones aerdbicas y anaerébicas de una cepa parental y
mutantes isogénicos en lasR, rhiR, lasRrhIR, pilA (mutante deficiente en fimbria) y flicC
(deficiente en el flagelo). Se observd que, en condiciones aerdbicas, los mutantes, a
excepciéon del mutante en flicC, formaban un biofilm mas robusto que la cepa parental. En
cambio, la cepa parental formaba un biofilm mas robusto en condiciones anaerdbicas. Estos
resultados sugieren que P. aeruginosa prefiere condiciones anaerdbicas para la formacion
del biofilm (Yoon et al. 2002), siendo una ventaja su capacidad de adaptarse a bajas
presiones de oxigeno. Sin embargo, dado que en infeccion crénica es habitual encontrar
mutaciones en los genes lasR, rhiR, lasRrhIR, pilA y dado que en el biofilm existen
gradientes de concentracion de oxigeno (Worlitzsch et al. 2002), en las zonas con mas

oxigeno seria esperable encontrar un biofilm mas robusto formado por estos mutantes.

En relacion a los nutrientes, el pulmén de los pacientes con FQ es rico en aminoacidos y
suple los requerimientos nutricionales de las cepas auxotréficas, es decir, aquellas que han
perdido la capacidad para sintetizar algun aminoacido. Las cepas auxotréficas se ven
positivamente seleccionadas en este ambiente, sobre todo si se tiene en cuenta que la
sintesis de ciertos aminoacidos es un proceso costoso (Barth y Pltt 1996). Las auxotrofias
para arginina, lisina y metionina, alanina y triptéfano, isoleucina y valina, y metionina son las
mas frecuentes (Qin et al. 2012; Taylor, Hodson, y Pitt 1992). Ademas, se ha visto que el
aislamiento de cepas auxoétrofas se da principalmente en aquellos pacientes con enfermedad
pulmonar severa, aumentando el contenido en aminoacidos en las exacerbaciones asi como
el de aislados auxotrofos (Taylor, Hodson, y Pitt 1993; Thomas et al. 2000). Este incremento
se relaciona con una mayor severidad de la enfermedad pulmonar (Thomas et al. 2000)
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ademas de con un incremento en la produccién de PQS relacionado con el QS (Palmer et al.

2005) lo que indicaria cierto grado de organizacion en P. aeruginosa.

Por otra parte, las cepas prototrofas, es decir, aquellas que pueden sintetizar todos los
metabolitos que necesitan y crecer en medio minimo, se han aislado junto con cepas
auxotrofas de pacientes con FQ. Se ha propuesto que ambos tipos de cepas interaccionan
en beneficio mutuo reflejando una primitiva division de tareas propio de un estilo de vida
multicelular (Qin et al. 2012) y que las cepas auxétrofas se seleccionan a partir de las
prototrofas (Barth y Pitt 1995), siendo la diversidad dentro de la poblacién de P. aeruginosa

necesaria para entender su evolucion en el contexto de FQ (Workentine et al. 2013).

Existen limitaciones para el estudio de las condiciones de crecimiento del pulmén, dado que
el pulmén de los pacientes con FQ es muy heterogéneo y se altera de forma constante
durante el curso de la infeccion cambiando el rumbo de las presiones evolutivas (Behrends et
al. 2013). A pesar de ello se sabe que en estadios crénicos hay un incremento de la
transcripcion de genes que codifican para proteinas implicadas en el metabolismo energético
(Hoboth et al. 2009). El crecimiento de P. aeruginosa en esputo de paciente de FQ respecto
al crecimiento en glucosa incrementa la transcripcion de 113 genes y disminuye la de 34
genes, muchos de estos genes implicados en el metabolismo de aminoacidos (Palmer et al.
2005). En este sentido, los estudios del perfil metabdlico (metaboloma) y produccion de
metabolitos (exometaboloma) son una buena aproximacion que muestra la compleja
adaptacion fenotipica que tiene lugar in vivo. Dada la variedad de nichos en funcién de los
pulmones del paciente y del tiempo de evolucion de la infeccion, se dan entre las distintas
cepas patrones de uso y produccion de metabolitos muy dispares (Behrends et al. 2013). Es
por esto por lo que puede que en condiciones de cultivo de laboratorio algunos de los
aislados de infeccidn crénica de pacientes con FQ presentan velocidades de crecimiento
muy alejados de la media y no relacionadas con su morfologia colonial, tamafio o estadio de

infeccion (Behrends et al. 2013).
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La aparicion de cepas de P. aeruginosa mucoides es un fenédmeno frecuente y asociado a un
mal prondstico de la infeccidn respiratoria crénica en los pacientes con fibrosis quistica. El
fenotipo mucoide estd causado por una mutacién del gen mucA que provoca la
hiperproduccion del polisacarido de alginato, confiriendo a las colonias este aspecto tan
caracteristico. El alginato es un factor de virulencia bien caracterizado que dota a la bacteria
de resistencia frente a la opsonofagocitosis. A pesar de ello, las evidencias clinicas
demuestran que las cepas mucoides son rara vez aisladas fuera del foco primario de la
infeccion y su localizacién queda limitada al pulmén. Ante tal evidencia, parece razonable
plantear la hipétesis de que la mutacién de mucA, que confiere el fenotipo mucoide a P.
aeruginosa, altera la capacidad invasora y de ftranslocacién del epitelio de este

microorganismo, confinando la infeccion en el pulmén.

En este sentido, nuestro objetivo es investigar si la mutacién de mucA reduce la capacidad
de diseminacion de P. aeruginosa y averiguar las bases moleculares y celulares que

subyacen en este fenémeno.

Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado que, en determinadas condiciones, P.
aeruginosa modifica el factor de elongacién Tu (EF-Tu) incorporando tres grupos metilo en la
lisina 5 del extremo N terminal de esta proteina. Esta modificacion, expuesta hacia el exterior
sobre la superficie bacteriana, genera un epitopo estructuralmente similar a la fosforilcolina
que facilita la interaccion del patégeno con las células epiteliales del huésped a través del
receptor del factor activador de plaquetas. En consecuencia, esta modificacion contribuye a
la virulencia del microorganismo, de forma que un mutante incapaz de realizar esta
modificacion es menos virulento que la cepa parental correspondiente. Sin embargo, la
funcion natural de EF-Tu, una de las proteinas mayoritarias de la bacteria, es incorporar
aminoacidos en la sintesis de proteinas, siendo este proceso esencial para la viabilidad
celular. En este sentido, parece plausible hipotetizar que quizas la reduccion de la virulencia
provocada por la incapacidad de trimetilar EF-Tu no resida exclusivamente en la formacion
de un epitopo que medie la interaccion huésped-patégeno, sino que también pueda deberse
a la alteracion en la sintesis de proteinas que estén implicadas en la virulencia del

microorganismo.

Por este motivo, en este trabajo nos hemos planteado como objetivo investigar si la
modificacion de EF-Tu altera la sintesis de proteinas implicadas en la virulencia de este
patégeno mediante un analisis global protedémico de cepas parentales, mutantes isogénicos
desprovistos de la capacidad de modificar este factor de elongacién y los correspondientes

mutantes complementados.
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1. Procedimientos microbiolégicos.
1.1 Microorganismos y medios de cultivo.

En la tabla 1 se indican las cepas de P. aeruginosa utilizadas en este estudio.

Tabla 1. Cepas de P. aeruginosa usadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas Referencia

Aislamiento clinico usado como  Coleccién de laboratorio.
cepa de referencia. (Stover et al. 2000)
Mutante isogénico derivado de
PAO1 hiperproductor de
alginato por deficiencia en
mucA.

Mutante isogénico derivado de
PAO1 deficiente en el gen eftM.
Mutante de PAO1 deficiente en
P. aeruginosa PAO1AeftM+  eftM complementado con el Este trabajo.
gen eftM de PAO1.
Aislamiento de paciente con
infeccion crénica.

P. aeruginosa PAO1

P. aeruginosa PAOMA (Barbier et al. 2012)

P. aeruginosa PAO1AeftM (Barbier et al. 2013)

P. aeruginosa HM4 (Varga et al. 2015)

Mutante isogénico derivado de
HM4 deficiente en el gen eftM.
Mutante de HM4 deficiente en
P. aeruginosa HM4AeftM+  eftM complementado con el Este trabajo.
gen eftM de PAO1.

P. aeruginosa HM4AeftM Este trabajo.

Ademas de las cepas indicadas en la tabla 1, en el estudio se utilizaron 10 aislados de P.
aeruginosa, causantes de infecciones respiratorias agudas o infecciones respiratorias

cronicas en distintos pacientes (Barbier et al. 2008).

En los experimentos de genética se usaron las cepas de Escherichia coli S17.1 ATCC47055
(Simon, Priefer, y Puhler 1983) o DH5a (Grant et al. 1990).

Las bacterias se crecieron en medio Luria Bertani (LB) (Scharlau), tanto en caldo como
solidificado en agar para bacteriologia al 1,6% (Sigma-Aldrich). En determinados
experimentos el medio fue suplementado con los siguientes antibidticos (Sigma-Aldrich):

gentamicina (30/400 pug/mL), cefotaxima (1 pg/mL) y ampicilina (30 pg/mL).

1.2. Aislamiento y cuantificacion de la produccion del exopolisacarido de alginato.

La determinacion de la produccion del exopolisacarido de alginato se realizé a partir de 5 mL
de tampon fosfato salino (PBS) (ver composicién en apéndice) de suspension bacteriana
obtenida a partir de cultivos crecidos durante 48 h a 37°C en placas de LB agar. La
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suspension se ajustoé a Ay nm = 1y fue agitada vigorosamente durante 15 min con el vortex
para desprender el exopolisacarido. Seguidamente, se centrifugd a 13.000 x g durante 5 min
para recoger el sobrenadante, que fue utilizado para cuantificar la cantidad de alginato
presente, y liofilizar las células bacterianas para determinar el peso seco de la masa
bacteriana utilizada para aislar el alginato. Expresamos la produccion en ug de alginato por

mg de peso seco de bacteria.

La cantidad de alginato presente en el sobrenadante se determiné utilizando el ensayo de
carbazol-borato (Knutson y Jeanes 1968). Brevemente, se mezclé 1 mL de la muestra o del
patrén (rango de 0 a 20 yg/mL de glucuronolactona (Sigma-Aldrich)) con 3 mL de tetraborato
de sodio 25 mM (Sigma-Aldrich) en acido sulfurico (Biolinea) y se calenté durante 10 min a
95°C. Tras la incubacién, la muestra se dejé enfriar durante 2 min y posteriormente se
afadieron por muestra 100 yL de carbazol (Sigma-Aldrich) al 0,125% en etanol absoluto.
Después de 15 min a 95°C se midi6 la densidad optica de la soluciéon a 530 nm. La
concentracion de alginato se calculé a partir de la recta realizada con el estandar de
glucuronolactona y se normalizé por el peso seco de las bacterias a partir de las que se

habia obtenido el alginato.

1.3. Ensayos de movilidad bacteriana.

Para determinar la movilidad de los distintos microorganismos se utilizaron distintos medios
de cultivo (Pérez-Gallego et al. 2016). La movilidad swimming se determiné en medio de
cultivo compuesto por triptona al 1% (Cultimed), NaCl al 0,5% (Sigma-Aldrich) y solidificado
con agarosa al 0,3% (Sigma-Aldrich). El inéculo se llevo a cabo mediante deposicion de una
colonia procedente de un cultivo fresco en placa de LB agar. Para determinar la movilidad
swarming, se depositaron 2,5 pL de una suspensién bacteriana (‘IO8 UFC/mL) en placas de
medio minimo M9 suplementado con MgSO, 1mM, glucosa al 0,2%, Bacto Casaminoacidos
al 0,5% y agar al 0,5% (productos de Sigma-Aldrich). Todas las placas se sellaron con
parafilm para mantener la humedad. Tras la incubacion durante 16 h a 37°C se midi6 el
diametro del halo formado y se fotografiaron las placas.

2. Ensayos con células humanas.
2.1. Linea celular y medio de cultivo.

Todos los ensayos se realizaron con la linea celular 16HBE140” amablemente cedida por el
Dr. Gruenert (Universidad de Vermont, EEUU). Las células 16HBE140’, son células
broncoepiteliales humanas, inmortalizadas con el virus de simio (SV40) defectivo en su
origen, que conservan todas las caracteristicas esenciales del epitelio bronquial humano,
incluyendo la capacidad de formar monocapas, las uniones entre células adyacentes y el
transporte direccional de iones (Gruenert et al. 1988). Para el mantenimiento y crecimiento
de la linea celular se utilizdé el medio esencial minimo de Earl (MEM) suplementado con 1%

de L-glutamina, 10% de suero de ternera fetal, previamente inactivado por calor a 56°C
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durante 30 min, y 1 % de penicilina y estreptomicina (productos de Labclinics). Las células se
crecieron a 37°C y al 5 % de CO,, sobre plastico o membranas de policarbonato, ambos
previamente recubiertos durante 18 h a 37°C con una solucién de fibronectina (20 pg/mL,
Corning Costar Corp.) y colageno (24 pg/mL, laboratorios PAA) disuelta en tampon HBE (ver

composicién en apéndice).

En los ensayos de permeabilidad y transmigracion bacteriana se usaron cultivos de células
16HBE140 polarizadas. Para obtener estos cultivos se utilizé un sistema de cultivo celular de
doble camara (camara apical y camara basolateral), separadas por una membrana de
policarbonato con un tamafio de poro de 3 um (Corning Costar) dispuestos en placas de
cultivo de 12 pocillos (figura 9). Sobre estas membranas se depositaron 50.000 células y se
dejaron crecer durante 10 dias a 37°C y al 5% de CO, reemplazando el medio de cultivo
cada 48 h. Para confirmar que el cultivo habia alcanzado la confluencia y se habia formado
la barrera epitelial correctamente se midi6 la resistencia transepitelial (RTE) mediante el uso
de un Ohmimetro (EVOMX, World Precision Instruments) y con un electrodo STX100. La
medicion de la RTE permitié verificar que no habia continuidad entre los fluidos de la camara

apical y basal.

Camara apical

Células broncoepiteliales

e |

Membrana policarbonato

K Camara basolateral )

Figura 9. Esquema representativo del sistema de cultivo. En la camara superior se
sembraron las células en un volumen de 0,5 mL y en la cdmara inferior se rellen6 con un
volumen de 1,5 mL. Ambas, separadas por una membrana de policarbonato de 3 uym que
impide el paso de las células, pero permite el paso de las bacterias.

2.2. Ensayos de permeabilidad.

La permeabilidad de los cultivos polarizados se midi6 con el uso del marcador
macromolecular no-i6nico dextrano-3000 marcado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma-
Aldrich). Para ello los cultivos polarizados, obtenidos como se ha descrito en el apartado 2.1,
fueron estimulados apicalmente durante 6 h con una suspension bacteriana preparada en
PBS a una densidad optica de 0,2 unidades a 420 nm a partir de placas de cultivo crecidas
durante 18 h y diluidas 1/10 en medio de cultivo MEM estéril sin antibidticos, siendo la

concentracion 2-10" UFC/mL. Seguidamente el medio de la camara basolateral fue
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reemplazado por medio fresco mientras que el de la camara apical fue reemplazado por
medio fresco conteniendo dextrano-3000 (Sigma-Aldrich) marcado (100 pg/mL). Tras 1 h de
incubacion, se tomaron muestras del medio basolateral y se midié la fluorescencia del medio
mediante el uso del espectrofotdmetro de fluorescencia Cary Eclipse, utilizando una longitud
de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emisién de 530 nm.

2.3. Determinacion de la viabilidad celular.

Para determinar la viabilidad celular se usé el kit de deteccion de citotoxicidad de Roche
(Cytotoxicity Detection Kit (LDH)) basado en la cuantificacion de la actividad enzimatica del
lactato deshidrogenasa (LDH), un enzima presente en el citoplasma celular, liberado por las
células como consecuencia de la lisis celular. Para ello se recogi6é el sobrenadante de los
cultivos y se centrifugd a 13.000 x g durante 5 min para eliminar restos celulares.
Seguidamente, se mezclaron 50 yL del sobrenadante con 50 pyL de la solucién LDH,
preparada segun las instrucciones del fabricante, y se ley6 la absorbancia a 490 nm. El
sobrenadante de células lisadas con agua destilada y el de células sin tratar fueron utilizados
como control positivo y negativo, respectivamente. El porcentaje de citotoxicidad se calculé

con la siguiente formula:

Valor muestra- Control negativo
Citotoxicidad (%) = X100

Control positivo- Control negativo

2.4, Ensayos de invasion y transmigracion bacteriana.

En los ensayos de invasion y transmigracion bacteriana las células 16HBE140™ polarizadas
fueron infectadas con P. aeruginosa por inoculacién de 2:10" UFC/mL (ratio bacteria/célula
broncoepitelial 50:1) en el medio de cultivo de la camara apical. Al cabo de distintos tiempos
de incubacién se tomd6 una muestra del medio de la camara basolateral y se determiné el
numero de bacterias que habian cruzado la barrera de células epiteliales por cultivo de
distintas diluciones sobre placas de LB agar. Para determinar las bacterias que habian
entrado en las células, se retir6 el medio de cultivo celular y se repuso con medio fresco que
contenia gentamicina (100 pg/mL) para eliminar las bacterias extracelulares. Trascurrida 1 h
de incubacién con el antibidtico, se realizaron tres lavados con PBS y las células fueron
lisadas con el detergente Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,5% en PBS durante 10 min.
Finalmente, se cuantific6 el numero de bacterias intracelulares plaqueando distintas

diluciones del lisado celular en placas de LB agar.

Con el fin de determinar el papel del factor de transcripcion NF-kB en la transmigracion
bacteriana, las células fueron pretratadas durante 30 min con un inhibidor especifico de dicho
factor, el pen-etil ester del acido caféico (caffeic acid penethyl ester (CAPE), Sigma-Aldrich)
(Natarajan et al. 1996). Para ello, en la camara apical se us6 medio de cultivo conteniendo
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CAPE (10 pg/mL). Tras el pretratamiento, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de

cultivo conteniendo la suspensién bacteriana como se ha indicado previamente.

2.5. Obtencion de extractos celulares, fraccién citoplasmatica y fraccion nuclear.

Para la obtencién de extractos celulares totales las células fueron resuspendidas en el
tampdn de lisis RIPA (Santa Cruz). Para la obtencion de la fraccion citoplasmatica y nuclear
se utilizé el kit NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las monocapas de células
broncoepiteliales fueron despegadas, concentradas por centrifugacion, lavadas con PBS, y
tratadas con las soluciones CER | y CER Il suministradas en el kif. Tras una breve
centrifugacion, se recogié el sobrenadante, en el que se encontraba el contenido
citoplasmatico, y se traté el precipitado con la solucién de extraccién nuclear (NER). Después
de un paso de centrifugacion se recogio el sobrenadante que contenia el contenido nuclear.
Los extractos y fracciones fueron conservadas a -80°C hasta su posterior analisis. La
concentraciéon de proteinas de cada muestra se cuantificé con la técnica de Bradford usando

el Quick Start™ Bradford Protein Assay siguiendo las instrucciones del fabricante (BioRad).

2.6. Microscopia electrénica.

Las membranas de policarbonato sobre las que se habian crecido las células
broncoepiteliales 16HBE140™ polarizadas y se habian infectado, tal como se indica en el
apartado 2.4, se prepararon para ser observadas al microscopio electrénico de barrido de la
siguiente manera. Primero se fijaron, sumergiéndolas en glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al
3% en PBS durante 18 h a 4°C. Tras la fijacion, las muestras se lavaron y deshidrataron por
incubaciones consecutivas de 10 min a temperatura ambiente en concentraciones crecientes
de etanol (25%, 50%, 75% y 100%). Por ultimo, las muestras se recubrieron con una pelicula

de oro y se observaron con el microscopio electrénico de barrido S-3400N Hitachi.

3. Técnicas inmunoldgicas.
3.1 Analisis de proteinas por Western blot.

Las proteinas especificas se detectaron y cuantificaron mediante su separacién por
electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia a membranas e identificacién con

anticuerpos especificos.

Para la separacion de proteinas se prepararon geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico utilizando el sistema de electroforesis Miniprotean (BioRad). Los geles de un grosor
de 0,75 mm estaban formados por una fase de apilamiento o stacking de las muestras y una
fase de resolucion o resolving (ver composicién apéndice). En la fase de resolucién las
concentraciones de acrilamida variaron entre el 6 y el 15% en funcién del peso molecular de
la proteina de interés. Las muestras fueron diluidas 1:1 en tampdn de carga (ver composicién

apéndice), hervidas durante 5 min y separadas mediante electroforesis a un amperaje
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constante de 20 mA en tampén de electroforesis (ver composicion en apéndice) utilizando

como referencia de pesos molecular el Precision Plus Protein All Blue Standards (BioRad).

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas durante 20-60 min a 15 V a
membranas de Immobilon-P (Millipore), previamente tratadas con metanol. La transferencia
se realizé en tampén Towbin (ver composicidon en apéndice) y usando el sistema Transfer
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad). Una vez terminada la transferencia, las
membranas se bloquearon en PBS que contenia albumina de suero bovino al 1% (PBS-BSA
1%) durante 2 h a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron durante 18 h a 4°C
con los anticuerpos primarios especificos indicados en la tabla 2, disueltos en la solucién de

bloqueo.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en este estudio.

Antigeno

detectado Dilucién Isotipo /origen Proporcionado por
Z0-1 1:200 IgG /policlonal conejo Santa Cruz
Claudina-7 1:100 IgG /policlonal conejo Abcam

Ocludina 1:1000 IgG /policlonal conejo Millipore

B-Actina 1:10000 IgG/monoclonal ratén Sigma-Aldrich
NF-kB p65 1:200 IgG/policlonal conejo Santa Cruz

IKB 1:5000 IgG/policlonal conejo Abcam

Ef-Tu 1:1000 IgG/policlonal conejo (Barbier et al. 2013)
Trimetil-lisina 1:1000 IgG/policlonal conejo Cell Signaling

AlgE 1:2000 IgG/policlonal conejo (Rehm et al. 1994)

Tras la incubacion con los anticuerpos primarios se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS
y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina acorde al

origen del primario (tabla 3) durante 1h a temperatura ambiente.

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizado en este estudio.

Antigeno detectado Dilucién Isotipo/origen Proporcionado por
IgG conejo 1:2000 IgG/Cabra Sigma-Aldrich
IgG ratén 1:5000 IgG/Cabra Sigma-Aldrich

A continuacion, se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS y se reveld la
membrana con el tampdén de revelado constituido por una pastilla de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato/nitroblue tetrazolio (Sigma-Aldrich) diluidas en 10 mL de agua. Tras el secado
de las membranas se escanearon mediante el escaner GS-800 Calibrated Densitometer (Bio

Rad) y se cuantificé la intensidad de las bandas.
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3.2. Cuantificacion de IL-8.

La cantidad de IL-8 producida por las células broncoepiteliales tras la infeccion por P.
aeruginosa se cuantificod por ELISA formato sandwich (Peprotech). Para ello se usaron 100
pL/pocillo de los sobrenadantes de los cultivos infectados, previamente centrifugados para
retirar restos celulares. Los sobrenadantes se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente
en pocillos que habian sido previamente activados durante 18 h a temperatura ambiente con
el anticuerpo de captura especifico anti-IL-8 humana y bloqueados durante 1 h a temperatura
ambiente con PBS-BSA 1%. Tras tres lavados con PBS, los pocillos fueron incubados 2 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo de deteccién anti-IL-8 humana conjugado con
biotina, lavados de nuevo y finalmente incubados con avidina conjugada a peroxidasa. La
presencia de peroxidasa fue detectada con el uso de su sustrato, el acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenztiazolina-6-sulfonico) o ATBS. Las lecturas de las absorbancias a 415 nm del
producto resultante se midieron en un lector de ELISA (BioRad Modelo 680). La
concentracion de IL-8 se determin6 a partir de una recta estandar realizada en paralelo con

cantidades conocidas de IL-8.

3.3. Inmunomicroscopia de fluorescencia.

En los experimentos de microscopia de fluorescencia, las células epiteliales 16HBE140™ se
infectaron tal como se ha descrito en el apartado 2.4. Tras la incubacion, las células se
fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 min a 4°C, se permeabilizaron con
Triton al 0,1% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y se bloquearon con PBS-
BSA 1%. A continuacién, se incubaron secuencialmente con el anticuerpo monoclonal de
ratéon anti-ZO-1 y el anticuerpo anti-IgG de ratéon conjugado con ficoeritrina, ambos (Sigma-
Aldrich) a una dilucién 1:50 en PBS-BSA 1% durante 1 h a temperatura ambiente. Antes y
después de cada incubacion se realizaron lavados de 5 min con PBS. Ademas, se llevaron a
cabo paralelamente diferentes controles con el fin de asegurar la especificidad. Finalmente
se utilizd el medio de montaje DAKO® y las muestras se observaron con microscopio
confocal laser Leika LS230.

4. Técnicas de genética molecular.
4.1. Procedimientos generales.

El aislamiento y purificaciéon de los acidos nucleicos (ADN gendmico, ADN plasmidico, ARN o
productos de PCR) se llevé a cabo mediante el uso de los kits comerciales especificos. En
concreto, para el aislamiento de ADN gendémico se usoé el Ultraclean Microbial DNA isolation
kit (MOBIO), para el ADN plasmidico el Qiaprep Spin Miniprep kit (Qiagen), para el ARN, el
RNasy mini kit (Qiagen) y para los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) el Qiaquick PCR purification kit (Qiagen). En todos los casos se utilizaron los

protocolos suministrados por el fabricante.
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Las reacciones enzimaticas (digestion de ADN con enzimas de restriccion, desfosforilacion
de fragmentos de ADN o plasmidos, ligacion entre moléculas de ADN, PCR) se llevaron a
cabo utilizando enzimas de Takara siguiendo las directrices del fabricante o protocolos

descritos previamente (Green, Sambrook, y Sambrook 2012).

Para la separacion y visualizacion de las moléculas de ADN se utilizé la electroforesis en
geles de agarosa. La agarosa (Sigma-Aldrich) se diluyd en tampdn TAE (ver composicion en
apéndice) a una concentracion variable del 0,7-2% en funcién del peso molecular de los
fragmentos de ADN a separar. Las muestras se diluyeron en tampén de carga (Promega) y
se aplicaron voltajes de 30 a 100 V. Para visualizar las muestras, se tifieron los geles en una
solucién de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) en agua durante 15 min y se observaron en un

transiluminador de luz ultravioleta (BioRad).

4.2. Cuantificacion de RNAm por RT-PCR.

En este estudio la técnica de PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) a tiempo real se utilizd
para cuantificar los niveles de expresion de los genes exoS y exosT en P. aeruginosa. Para
ello se aislo el ARN, tal como se ha descrito anteriormente en el apartado 4.1, a partir de
cultivos en fase exponencial crecidos en agitacion a 37°C en medio LB. Para eliminar
posibles contaminaciones por ADN, el ARN aislado fue tratado con DNasa (Turbo DNA
free™ (Ambion)) durante 30 min a 37°C vy posteriormente cuantificado en el
espectrofotometro Nanodrop (ThermoScientific). La RT-PCR se llevd a cabo con el kit
Quantitec® SYBR Green RT-PCR (Qiagen) en el equipo Eco Real Time PCR System

(MMlumina) utilizando los siguientes componentes y cantidades indicadas en la tabla 4.

Tabla 4. Componentes y cantidades en la reaccién de RT-PCR.

Reactivo Volumen por reaccion (uL)
2x RT-PCR master mix 5

Quantitec RT mix 0,1

Cebador F (10 uM) 0,4

Cebador R (10 pM) 0,4

H,Od (sin RNasas) 3,1

ARN (50 ng/mL) 1

Volumen total 10

El calculo de la expresion relativa se realiz6 atendiendo a la siguiente formula:
A expresion = 2 *°
a = Nx cepa 1- Ny cepa 1
b = Nx cepa 2- Ny cepa 2

N es el ciclo umbral en el que se detecta el gen estudiado (x) o el gen de expresién

constitutiva (y) (housekeeping gene).
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En todos los casos se considerd el valor medio de ARNm obtenido en tres experimentos

independientes en los que se realizaron las PCR por duplicado.

4.3. Transformacion.

Para la transformacion de E. coli se prepararon células competentes a partir de 100 mL de
un cultivo exponencial (Aggo Nm = 0,3 unidades) crecido en agitaciéon a 37°C en LB. Tras
enfriar el cultivo 15 min en hielo, se recogieron las bacterias por centrifugacion, se retir6 el
sobrenadante y se resuspendieron en 16 mL del tampén TB1 frio (ver composicién en
apéndice). Tras una incubacién de 15 min en hielo, la suspensién bacteriana se volvio a
centrifugar, se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 4 mL del tampdn
TB2 (ver composicion en apéndice). Seguidamente, la suspension bacteriana fue alicuotada

en fracciones de 300 yL que fueron usadas directamente o congeladas a -80°C.

Para la transformacion se mezclaron el ADN con una alicuota de células competentes y se
incubaron secuencialmente 10 min en hielo, 90 s a 42°C, 2 min en hielo y 1 h a 37°C en
agitacion previa adicion de 1 mL de LB. Finalmente, la suspension se plaquedé sobre LB agar

con el antibidtico apropiado.

4.4. Electroporacion.

Las células competentes de P. aeruginosa se prepararon a partir de un cultivo de 50 mL
crecido en LB a 37°C que habia alcanzado la fase exponencial y cuya absorbancia a 600 nm
era 0,5 unidades. El cultivo se incub6 durante 15 min en hielo y posteriormente se centrifugo
a 5,000 x g durante 15 min para recoger las bacterias. Una vez descartado el sobrenadante,
las bacterias se resuspendieron en 25 mL del tampén SMEB frio (ver composicion en
apéndice). Seguidamente se realizaron dos lavados mas en las mismas condiciones, pero
reduciendo el volumen de resuspension en 5 mL y 500 pL. A continuacion, se alicuot6 la
suspensiéon bacteriana en fracciones de 100 uL que fueron usadas directamente o

congeladas a -80°C.

Para la electroporacion se mezclaron 5 yL de ADN (aproximadamente 1 pg) con una alicuota
de las células competentes y se incubaron durante 5 min en hielo. Seguidamente, la mezcla
fue transferida a una cubeta de electroporacion de 0,2 cm de ancho a la que se le aplicaron
2,5 KV en un pulso de 5 ms usando el electroporador Gen Pulser Xcell (BioRad). Tras el
pulso eléctrico, se afiadid 1 mL de LB y la suspensidn bacteriana se incubé 1 h a 37°C con
agitacion. Finalmente, se plaquearon las bacterias sobre placas de LB agar con el antibiético

adecuado.

4.5. Conjugacion.

Para los experimentos de conjugacion se obtuvieron cultivos en fase exponencial de la cepa
donadora E. coli S17.1, portadora del plasmido a transferir, y de la cepa receptora de P.

aeruginosa correspondiente. Seguidamente se mezclaron 5 mL del cultivo de la cepa
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donadora con 500 pL de la cepa receptora y se centrifugaron durante 10 min a 5.000 x g.
Una vez descartado el sobranadante por decantacién, las bacterias fueron resuspendidas en
100 pL del medio residual y se depositaron sobre una placa de LB agar que fue incubada
durante 18 h a 37°C. Al dia siguiente, la masa de conjugacion fue resuspendida en 1 mL de
LB y se plaqued en el medio selectivo correspondiente.

4.6. Construccion del mutante deficiente en eftM.

En este estudio se construyé un mutante deficiente en la enzima EftM a partir de la cepa
HM4 aislada en un paciente con infeccion respiratoria cronica. Para ello se us6 la misma
estrategia que se utilizé para construir el mutante PAO1AeftM derivado de PAO1 (Barbier et
al. 2013) basada en el protocolo descrito por Quénée y colaboradores (Quénée, Lamotte, y
Polack 2005). En primer lugar se transfirié por conjugacion el plasmido pEXTeftM::Gm desde
E. coli S17.1 a P. aeruginosa HM4. El plasmido pEXTeftM::Gm es un vector suicida que
contiene una copia del gen eftM de la cepa PAO1 con una deleccion de 100 pb y el gen que
confiere resistencia a gentamicina (aacC1) procedente del plasmido pUCGmlox (Quénée,
Lamotte, y Polack 2005). Este vector no puede replicar en P. aeruginosa y es letal en
presencia de sacarosa (sacB). Por este motivo, los transconjugantes se crecieron en placas
de LB agar que contenian sacarosa al 5%, gentamicina 400 pg/mL y cefotaxima 1ug/mL. La
incapacidad de replicacidon del plasmido pEXTeftM::Gm en P. aeruginosa, la necesidad de
integrar el gen de resistencia a gentamicina y la letalidad que provoca el gen sacB determind
la doble recombinacion como uUnica opcion para la viabilidad celular. De esta manera, los
aislados de P. aeruginosa resistentes a gentamicina tenian el gen eftM mutado incorporado
en su cromosoma. Se utilizé una concentracién alta de gentamicina dado que la cepa HM4

es en si misma resistente a altas concentraciones de este antibiotico (> 200 pug/mL).
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Tabla 5. Cebadores utilizados en este estudio.

Cebador Secuencia 5'-3' G.en
diana
PExoSE CGTTTGGGACAGATTGAGGC exoS
PExoSR GCACCATCTGCTTGAACACG exoS
PExoTF CAGCATGTACTCAGCGCAAG exoT
PExoTR CGCCGTTGGTATAGAGACCG exoT
PrpsLF GCTGCAAAACTGCCCGCAACG rpsL
PrpsLR ACCCGAGGTGTCCAGCGAACC rpsL
PEfME1 CGCCTTTGCGAAGCTTGGAACGC eftM

PEftMR1 CCCAAGCTTCTACGTCATCCTTGTAGTCCATGCGCTTCACG eftM

PTn7R CACAGCATAACTGGACTGATTTC Tn7
Pgims-down GCACATCGGCGACGTGCTCTC gims
Pyeftme ~ ATGCCCTGTTCGTCTGCGTGA oftM
Pgmsup CTGTGCGACTGCTGGAGCTGA gims

4.7. Complementacion de los mutantes deficientes en eftl.

Con el fin de revertir el fenotipo de los mutantes deficientes en EftM optamos por
complementar cada mutante con el gen nativo original procedente de la cepa parental
correspondiente. La complementacién se llevé a cabo introduciendo una sola copia del gen
eftM en el cromosoma de P. aeruginosa mediante el uso de vector pUC18T-miniTn7T (Choi y
Schweizer 2006) tal como se indica en la figura 10. Para ello, en primer lugar, se amplificd
por PCR, usando como molde el ADN gendémico de la cepa parental correspondiente y los
cebadores Pewwr1 Y Pesvirt (tabla 5), un fragmento que contenia 500 pb de la region upstream
del coddn de iniciacion de eftM, incluyendo la regién promotora del gen y el sitio de unién al
ribosoma (RBS), el gen completo eftM, la secuencia que codifica el péptido FLAG y el codén
de terminacion. El producto de PCR resultante se clon6é en el vector pUC18T-miniTn7T
linearizado con Hindlll para dar lugar al plasmido pUC18T-miniTn7T-eftM que fue introducido
en E. coli DH5a por transformacién (apartado 4.3) para su posterior aislamiento y
purificacion. El plasmido pUC18T-miniTn7T-eftM fue transferido a P. aeruginosa por
electroporacion siguiendo el protocolo (apartado 4.4). Para ello se mezcld una alicuota de
células competentes, 50 ng del plasmido pUC18T-miniTn7T-eftM y 50 ng del plasmido
pTNS1 (Choi y Schweizer 2006). El plasmido pTNS1 codifica las subunidades TnsABCD de
la transposasa imprescindibles para que tenga lugar la transposicién. Tras la electroporacién

se plaqued la suspension bacteriana sobre placas de LB agar con gentamicina (30 pg/mL).
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Finalmente, el marcador de seleccién (aacC7) fue eliminado por escisiéon gracias a la

recombinasa Flp.

a)

PCR
Cromosoma
puc1sT PEFTM-F P. aeruginosa
mini-Tn7T-Gm Hindll —>
(4,569 bp)
/ NARNNANS .
Digestion
ori FRT, eftM -
[ O Hindlll PEFTM-R
D>

Clonacion

Promotor -~ [ -
RBS, - RN
- “ATG i
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P gims-down  Pra7R Prazt Pgms.up
— s eftM — «—

i Y
Integracion m [ () . [ 1< PAs548
Tn7R FRT aacC1 FRT Tn7L

l Fip

P P

gimS-down Tn7R

Eliminacién \/
marcador Caims > O J<passis
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P

Pz Pgmsup
ftM —  <«—

Figura 10. Esquema de la estrategia seguida en la complementacion de los mutantes deficientes
en EftM.

a) La extension del ADN del vector suicida y del mini-Tn7 estan indicados en linea negra y roja,
respectivamente. Abreviaturas: aacC1, gen de la gentamicina acetil transferasa; bla, gen de la beta-
lactamasa; FRT diana de la recombinasa Flp; MCS, sitio de clonaje multiple; ori, origen de replicacion
del plasmido derivado de ColE-1; oriT, origen de transferencia conjugativa; TOT1, terminadores
transcripcionales TO y T1 del bacteriéfago | y del operdon rrnB de E. coli, respectivamente; Tn7L y
TN7R, respectivos extremos terminales izquierdo y derecho del Tn7. Las flechas indican la extension y
la direccién de transcripcion de los genes aacC1 y bla.

b) Integracién del mini-Tn7 en el cromosoma. El mini-Tn7T-Gm se transpone en el cromosoma
bacteriano (linea negra) tras la co-electroporacion del pUC18T-miniTn7T-eftM y el plasmido pTN1 que
codifica TnsABCD. Los transformantes resistentes a gentamicina (Gm) resultantes de la transposicion
(linea roja y delimitada por cuadrados verdes) en el cromosoma son seleccionados para su posterior
analisis. El marcador de resistencia a gentamicina puede ser eliminado gracias a la escision mediada
por la recombinasa Flp, dando lugar a una cepa sin rastro de la insercidon del mini-Tn7. La transposicion
puede ser verificada por PCR usando los distintos cebadores indicados con flechas convergentes
(Pgims-down, Pgims-up, Pmn7R y PTn7L). Las flechas mas gruesas indican los genes y su orientacion
transcripcional.
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5. Modelo murino de infeccion respiratoria por P. aeruginosa.

Para el modelo animal utilizamos ratones BALB/c hembra de 20-25 g, agrupados en grupos
de 4 por jaula, con acceso ilimitado a comida y agua. Se instauré un fotoperiodo de 12 h de

luz 'y 12 h de oscuridad, una temperatura ambiental de 20-22°C y una humedad al 45-65%.

Para realizar la infeccion respiratoria seguimos el protocolo previamente descrito por Barbier
y colaboradores (Barbier et al. 2013). Los ratones fueron anestesiados mediante inyeccion
intraperitoneal con una mezcla de anestésico y relajante muscular (10 uL de ketamina
(Imalgene 1.000) + 5 pL de xilacina (Xilagesic 2%) por cada 10 g de peso corporal). Una vez
anestesiados se infectaron por via intranasal depositando un volumen de 20 yL de una
suspension bacteriana en PBS (dosis inoculada: 3-4:10" UFC/ratén) en el interior de los
orificios nasales. La suspensién bacteriana se obtuvo a partir de cultivos en fase exponencial

crecidos a 25°C en caldo LB. Los animales fueron monitorizados a lo largo de 96 h.

Los experimentos con animales se aprobaron por el comité ético de la institucion siguiendo

las directrices institucionales y nacionales.

6. Analisis proteémico.

El anadlisis protedmico de las células de P. aeruginosa PAO1 y HM4 se realizé a partir de
cultivos crecidos en medio LB con agitacion a 25°C y 37°C, respectivamente. Hay que
recordar que en la cepa PAO1 la trimetilacion de EF-Tu por EftM sélo es funcional a
temperaturas inferiores a 30°C (Barbier et al. 2013), por este motivo esta cepa se creci6 a
25°C. Por otro lado, en la cepa HM4, EftM modifica EF-Tu tanto a 25°C como a 37°C. Sin
embargo, al ser 37°C una temperatura mas relevante desde el punto de vista de la infeccion
humana, se decidié realizar el analisis proteémico a partir de células crecidas a 37°C. En
ambos casos, las bacterias se crecieron hasta la fase exponencial (Asopo Nm = 0,5 unidades)
en un volumen suficiente para obtener entre 20-30 mg de biomasa. Las bacterias se
recogieron por centrifugacion a 5,000 x g durante 20 min, se lavaron y se resuspendieron en
tampon NuPAGE® LDS (Invitrogen) a razén de 2 yL/mg de biomasa. Para lisar las bacterias,
la suspension fue incubada 5 min a 95°C, agitada vigorosamente 1 min con la ayuda del
vortex y sometida a ultrasonidos en un bafo durante 5 min. Estos tratamientos se repitieron
hasta 4 veces para asegurar una lisis eficiente. A continuacion, las proteinas presentes en la
muestra se separaron por electroforesis en un gel de Bis-tris poliacrilamida NuPAGE®
(Invitrogen) en las condiciones descritas anteriormente (apartado 3.1). El gel fue tefiido con
Coomassie SimplyBlue™ Safestain (Invitrogen) y posteriormente fragmentado en pequefas

porciones para su posterior protedlisis con tripsina.

Para la digestion con tripsina, las porciones de gel de poliacrilamida se lavaron dos veces
con bicarbonato amoénico 50 mM en etanol al 50% (v/v) durante 20 min a 55°C.
Seguidamente fueron deshidratadas durante 5 min a 55°C con etanol absoluto, rehidratadas

durante 45 min a 56°C con bicarbonato aménico 50 mM suplementado con ditiotreitol 10 mM
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(Sigma-Aldrich) para reducir los puentes disulfuro y tratadas con yodoacetamida 55 mM
(Sigma-Aldrich) disuelta en bicarbonato amoénico 50 mM durante 30 min a oscuras.
Finalmente, las porciones de gel fueron lavadas, rehidratadas como se ha descrito antes y
digeridas a 37° durante 18 h con tripsina (Promega) (2,5 ng/uL) disuelta en bicarbonato
amonico 50 mM. Para extraer los péptidos resultantes de la digestion de las porciones de
gel, éstas fueron incubadas en una solucién de acido férmico al 5% (v/v) en acetonitrilo 50%
(v/v) durante 30 min en un bafio de ultrasonidos. Los péptidos liberados fueron secados por
completo a 40°C al vacio hasta que todo el solvente fue eliminado y conservados a -20°C

hasta que fueron analizados.

La mezcla de péptidos fue analizada en el espectrometro de masas en tandem con un
equipo de cromatografia liquida Nano-scale Ultimate 3000/Orbitrap Fusion Instrument
(Thermo Scientific) usando las condiciones descritas previamente (Groot et al. 2009). La
identificacion y cuantificacion relativa de las proteinas de cada muestra se llevé a cabo con el
programa Progenesis QI para protedmica (Nonlinear Dynamics). Todos los analisis se
normalizaron respecto a una referencia seleccionada por el software y la intensidad de los
picos fue normalizada respecto a la intensidad total. Los espectros de MS/MS fueron
exportados desde el sofwtare de Progenesis al sistema de MASCOT v.2.5.0 (Matrix Science)
para la identificacion de los péptidos a partir de la base de datos de secuencias
polipeptidicas segun la informacién provista por la secuencia y anotacién del genoma de
cada cepa usada en el estudio. De esta forma se asigné a que péptido correspondia cada
espectro de MS/MS. Se considerd que una proteina estaba presente en la muestra si al
menos se podian detectar dos péptidos no redundantes de la misma proteina. Tras tres
experimentos independientes, se seleccionaron las proteinas que se detectaron en distintas
cantidades entre las cepas en base a que al menos hubiera un cambi6 igual o superior a dos
veces y que el cambio fuese estadisticamente significativo (valor de p <0,05 en Test T-
Student).
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Translocacion de aislados clinicos de P. aeruginosa a través de un epitelio respiratorio

polarizado.

Las cepas de P. aeruginosa con fenotipo mucoide, es decir, hiperproductoras del
exopolisacarido alginato, se aislan frecuentemente en infeccién crénica (Lam et al. 1980) y
ademas, se asocian a un mal prondstico en la evolucién de la enfermedad. En este estudio se
determind la capacidad para alterar y atravesar una barrera broncoepitelial polarizada de una
coleccion de aislados clinicos procedentes de infecciones respiratorias agudas o crénicas con

diferente grado de produccion del exopolisacarido de alginato (tabla 6).

Tabla 6. Translocacion a través de células broncoepiteliales humanas 16HBE140 polarizadas de

distintos aislados clinicos de P. aeruginosa.

Cepa Infeccion Produccion Bacterias traslocadas Resistencia
alginato ® (media x 10° UFC)" eléctrica transepitelial ©
A2 Aguda 0,23 + 0,01 2050 26+2,0
A3 Aguda 0,33 + 0,01 50 28+4,1
A5 Aguda 0,31 +0,02 440 15+£2,2
C5 Crénica 0,24 + 0,02 240 17 £1,1
Cc7 Crénica 0,27 £ 0,01 10 22+41
C9 Cronica 2,73+1,02 50 3+0,5
C13 Cronica 2,22 + 0,59 10 4+04
HM4 Cronica 3,78 £ 0,40 20 3+05
FQSE21-1003 Cronica 2,74+0,42 1 11+£1,0
FQSE28-1110 Cronica 2,55+ 0,54 102 12+0,9

?La produccion de alginato se cuantificé mediante el ensayo con carbazol y se expresa como la cantidad
de alginato en microgramos por miligramo de peso seco de bacterias.

® Media de tres determinaciones independientes.

° Porcentaje de reduccion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) relativa a la RET antes de la
infeccion.

Para ello se crecieron las células broncoepiteliales 16HBE140  hasta la confluencia sobre
membranas porosas en las condiciones que indujeron tanto la polarizacién fisioldgica de las
células, diferenciandose una region apical y una regién basal, como la formacion de las
uniones entre células adyacentes. Las células polarizadas fueron infectadas depositando una
suspensién de cada cepa clinica sobre la superficie apical de las células. En cada ensayo se
us6é un numero similar de microorganismos, por lo tanto, el nimero de microorganismos
recuperados del compartimento basal representa una medida directa de la eficiencia de

translocacion de la cepa.
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Se observé un amplio rango de eficiencias de translocacién entre las cepas estudiadas, aunque
los resultados obtenidos en los diferentes experimentos fueron reproducibles. Se detectd una
asociacion inversamente proporcional entre la cantidad de alginato producido por la cepa y su
capacidad para cruzar la barrera epitelial. En este sentido, se recuperaron de 10 a 2050
microorganismos translocados al compartimento basal en los ensayos con las cepas que
producian niveles bajos de alginato, es decir, no mucoides (tabla 6, filas en gris). Por el
contrario, solo se recuperaron de 1 a 102 microorganismos en los ensayos con las cepas
mucoides (tabla 6, filas en blanco). También se determiné el efecto de cada una de las cepas
sobre la funcion epitelial midiendo la RET. En coherencia con los ensayos de translocacion, las
cepas que producian poco alginato redujeron significativamente mas la RET que las cepas
mucoides.

En su conjunto, estos resultados sugieren que el exopolisacarido de alginato reduce la
capacidad de P. aeruginosa para alterar y atravesar un modelo de epitelio respiratorio humano

de células polarizadas.

Efecto de la mutacion de mucA sobre la capacidad de translocacion de P. aeruginosa a

través de células broncoepiteliales humanas polarizadas.

Esta perfectamente establecido que en la mayoria de los aislados de P. aeruginosa
procedentes de pacientes con infecciones crénicas el fenotipo mucoide esta causado por la
mutacion de mucA (ver apartado 2.2 de la introduccion). Por este motivo, para investigar de
forma directa el efecto del alginato sobre la translocacion de P. aeruginosa a través del epitelio
respiratorio utilizamos la cepa parental PAO1 y el mutante isogénico deficiente en mucA
PAOMA. La mutacién de mucA no afectd a la capacidad de crecimiento de la cepa, tal como se
puede observar en la figura 11.A En este sentido, PAO1 y PAOMA presentaron tasas de
crecimiento similares in vitro; el tiempo de duplicacién en la fase exponencial en LB fue de 33 a
36 min a 37°C. La mutacién incrementd la produccion de alginato de PAO1 de forma muy

marcada (figuras 11.B y C).
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Figura 11. Caracteristicas fenotipicas de P. aeruginosa PAO1 y el mutante isogénico deficiente en
mucA PAOMA.

A) Curva de crecimiento de P. aeruginosa PAO1 (circulos negros) y el mutante PAOMA (circulos blancos)
en medio LB a 37°C con agitacion.

B) Produccion de exopolisacarido de alginato por P. aeruginosa PAO1 (columna negra) y el mutante
PAOMA (columna blanca). La cantidad de exopolisacarido de alginato se determiné mediante el ensayo
del carbazol y se expresa en microgramos por miligramo de peso seco de las bacterias de las que se
realizo el aislamiento de alginato.

Los resultados proceden de al menos tres experimentos independientes. Las barras de error representan
los errores estandar de las medias. Los andlisis estadisticos se realizaron con un test T-Student de dos
colas no pareadas en el que ** representa un valor P < 0,01.

C) Fotografia del aspecto de las colonias de P. aeruginosa PAO1 y el mutante PAOMA crecidos en LB a
37°C durante 24 horas.

En los ensayos de translocacion se deposité una suspension bacteriana de cada cepa sobre la
superficie apical de las células polarizadas crecidas como se ha descrito anteriormente. El
efecto de cada cepa sobre la funcidon epitelial se determiné midiendo la permeabilidad
paracelular y la RET. Tras 6 h de estimulacion, la permeabilidad celular de las células
broncoepiteliales tratadas con la cepa parental PAO1 se habia incrementado un 179 + 8%
respecto al control sin infectar (figura 12.A). En coherencia con este resultado, la RET habia
disminuido un 47 + 4%, respecto al control (figura 12.B). En contraposicién con estos
resultados, la permeabilidad paracelular de las células tratadas con el mutante deficiente en
mucA PAOMA sdlo se incremento ligeramente (120 £ 6%), respecto al control, mientras que la

RET disminuyd solamente un 27 + 5%.

A continuacién, comparamos la capacidad de ambas cepas para cruzar a través de las células
16HBE140 crecidas sobre las membranas porosas. En cada uno de los tiempos estudiados, la
cepa parental PAO1 cruzé la barrera epitelial de forma mas eficiente que el mutante PAOMA
(figura 12.C). En este sentido, después de 3 h de infeccidn s6lo unas pocas bacterias (206 + 34
UFC/ml) del mutante PAOMA habian sido capaces de cruzar la barrera epitelial, mientras que

al menos 6.468 + 549 células de la cepa PAO1 translocaron del compartimento apical al basal.
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De forma similar, al cabo de 6 h de infeccion la capacidad para pasar a través de las células
broncoepiteliales del mutante PAOMA era hasta 100 veces inferior a la de la cepa parental
PAO1.

Se determind la citotoxicidad de PAO1 y PAOMA sobre las células broncoepiteliales mediante
la cuantificacién de la actividad del lactato deshidrogenasa liberada al sobrenadante (datos no
mostrados). No se observaron diferencias entre los sobrenadantes de las células tratadas con
tampon PBS, como control sin infectar, y los sobrenadantes de las células infectadas con
PAO1 o PAOMA, confirmando que la alteracion de la barrera epitelial no estaba causada por la

citotoxicidad bacteriana.

Estos resultados sugieren que la mutacién de mucA reduce la capacidad de P. aeruginosa para

cruzar a través de un modelo in vitro de epitelio respiratorio polarizado.
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Figura 12. Efecto de la mutacion de mucA sobre la capacidad de P. aeruginosa para alterar la
permeabilidad de las células broncoepiteliales humanas polarizadas.

A) Permeabilidad paracelular de células broncoepiteliales humanas 16HBE140" infectadas durante 6 h
con PAO1 (columnas negras), con el mutante PAOMA (columnas blancas) o sin infectar (control,
columnas grises). La permeabilidad paracelular se midi6 utilizando el marcador macromolecular no iénico
fluorescente FITC-dextran 3000.

B) Resistencia eléctrica transepitelial (RET) de células broncoepiteliales humanas 16HBE140" infectadas
durante 6 h con PAO1 (columnas negras), con el mutante PAOMA (columnas blancas) o sin infectar
(control, columnas grises). La RET se midié mediante un chmimetro.

C) Numero de bacterias recuperadas del compartimento basolateral después de 3 y 6 h de infeccion de
las células broncoepiteliales humanas 16HBE140™ con PAO1 (columnas negras) o con el mutante PAOMA
(columnas blancas).

Los resultados proceden de al menos tres experimentos independientes. Las barras de error representan
los errores estandar de las medias. Los andlisis estadisticos se realizaron con un test T-Student de dos
colas no pareadas en el que * representa un valor P <0,05y ** P < 0,01.

La mutacion de mucA reduce la capacidad de P. aeruginosa para alterar las uniones

intercelulares.

Con el fin de investigar el efecto de P. aeruginosa sobre la unién entre células, observamos las
células broncoepiteliales 16HBE140  infectadas al microscopio electronico de barrido. Las
imagenes de las células polarizadas que estuvieron expuestas a PAO1 durante 6 h

demostraron que tenian las uniones entre las células alteradas y las células estaban retraidas
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(figura 13.A). En algunas muestras, se pudieron observar bacterias en las brechas
intercelulares (figura 13.B). Estas alteraciones no eran tan aparentes en las células expuestas
al mutante deficiente en mucA y no se observaron en las células sin infectar (figuras 13.C y D,

respectivamente).

Figura 13. Efecto de la mutacion de mucA sobre la capacidad de P. aeruginosa para alterar las
uniones intercelulares.

Fotos obtenidas por microscopia electronica de barrido representativas del efecto de P. aeruginosa sobre
las células broncoepiteliales humanas 16HBE 140" polarizadas. Las células infectadas durante 6 horas con
P. aeruginosa PAO1 (paneles A y B) mostraron alteraciones de las uniones entre células, retraccion
celular y la presencia de bacterias en las brechas intercelulares. Las células infectadas durante el mismo
tiempo con el mutante de mucA PAOMA (panel C) mostraron una menor alteraciéon que la observada con
PAO1. Las células control sin infectar (panel D) no mostraron ningun tipo de alteracion.

Para investigar si la mutacion de mucA reducia la capacidad de P. aeruginosa de inducir la
alteracion de las uniones intercelulares, evaluamos los niveles de expresidon de los
componentes del epitelio implicados en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial
tales como la proteina zonula occludens-1 (ZO-1), la ocludina y la claudina-7 de las células
expuestas a PAO1 o PAOMA. Para ello se obtuvieron extractos celulares de células
broncoepiteliales expuestas a P. aeruginosa y se analizé la expresion de las proteinas
indicadas por Western blot con anticuerpos especificos. El analisis de los extractos de las
células tratadas con PAO1 durante 6 h mostré una marcada reduccion de ZO-1, pero no de la
claudina-7 ni de la ocludina (figura 14.A). Esta reduccion fue casi cinco veces mas pronunciada

que en las células expuestas al mutante PAOMA (figura 14.B).

El analisis por inmunomicroscopia de fluorescencia revelé que el patron continuo en forma de
cinturén resultante de la tincion con anticuerpos especificos contra ZO-1 observado en las
células sin infectar (figura 14.C) estaba alterado y se visualizaba con una sefial menos intensa
y mas difusa en las uniones intercelulares de las células infectadas durante 6 h con PAO1
(figura 14.C, flechas blancas). Estos cambios no se observaron en las células infectadas con
PAOMA, cuyo aspecto era mas semblante al de las células sin infectar (datos no mostrados).

Estos resultados indican que la mutacién de mucA reduce la capacidad de P. aeruginosa de
inducir la reduccion de los niveles de ZO-1 y consecuentemente alterar las uniones entre

células.
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Figura 14. Efecto de la mutacion de mucA sobre el impacto de P. aeruginosa en la reduccion de la
expresion de las proteinas de unidn intercelular de las células broncoepiteliales.

A) Analisis por Western blot de la presencia de ZO-1, ocludina, claudina-7 y B-actina (como control de
carga) en extractos totales de monocapas de células 16HBE140" sin infectar (control) o infectadas con
PAO1 o el mutante deficiente en mucA PAOMA durante 3 o 6 horas.

B) Analisis densitométrico de la expresion de ZO-1 en células 16HBE140 infectadas con PAO1 o el
mutante deficiente en mucA PAOMA durante 6 horas. La expresion de ZO-1 se muestra relativa a la
expresion de ZO-1 en los controles no infectados.

Los resultados proceden de al menos tres experimentos independientes. Las barras de error representan
los errores estandar de las medias. Los andlisis estadisticos se realizaron con un test T-Student de dos
colas no pareadas en el que ** representa un valor P < 0,01.

C) Foto de microscopia de fluoroescencia con anticuerpos especificos representativa del andlisis de la
expresion de ZO-1 (rojo) en monocapas de células broncoepiteliales 16HBE140" sin infectar o infectadas
con PAO1 durante 6 h. Las flechas blancas indican las regiones de unién intercelular con una menor
expresion de ZO-1.

Analisis molecular de los factores que contribuyen a la alteracién de la barrera epitelial

por P. aeruginosa.

A continuacion, nos propusimos investigar las bases moleculares y celulares que subyacian en
la reduccion de la capacidad para alterar la barrera epitelial que suponia la mutaciéon de mucA
en P. aeruginosa. Esta demostrado que la mutacion de mucA no tan solo induce la
sobreexpresion del alginato confiriendo un aspecto mucoide a las colonias, sino que también
afecta a la expresion de varios genes incluidos los de las exotoxinas del SST3, ExoS y ExoT

(Wu et al. 2004). En efecto, en condiciones de crecimiento que inducen la sintesis de estas
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exotoxinas, un mutante deficiente en mucA produce menos cantidad de ExoS y ExoT que la
cepa parental isogénica. Dado que estas toxinas contribuyen a la alteracion de la funcién de la
barrera epitelial afectando a la distribucién y niveles de expresién de proteinas de union
intracelular como ZO-1 y ocludina (Soong et al. 2008), decidimos investigar si en las
condiciones de medio cultivo en las que habiamos realizado los experimentos de translocacion
bacteriana descritos en la figura anterior existian diferencias en produccion de las exotoxinas
del SST3 entre la cepa parental PAO1 y el mutante PAOMA. Para ellos se aisl6 el RNA
mensajero de ambas cepas crecidas durante 6 h en el medio de cultivo y en las condiciones del
experimento utilizados en los ensayos de translocacion bacteriana y se analizd el nivel de
expresion relativo de exoS y exoT por RT-PCR. Los resultados obtenidos indicaron que la
expresion de exoS y exoT fue, respectivamente, 16,3 y 10 veces inferior en el mutante
deficiente en mucA que en la cepa parental. Asi, por tanto, la diferencia en la capacidad para
alterar la barrera epitelial y atravesarla observada entre la cepa PAO1 y el mutante PAOMA

podria ser debida a la diferencia en la expresion de las exotoxinas ExoS y ExoT.

Por otro lado, esta bien establecido que el TNF-a y la IL-1-f tiene un efecto notable sobre la
funcion del epitelio de la cérnea, afectando a la localizacion de ZO-1 en un mecanismo
mediado por NF-kB (Kimura, Teranishi, y Nishida 2009; Kimura et al. 2008). Dado que la
entrada de P. aeruginosa en las células epiteliales del tracto respiratorio induce la activacion de
NF-kB (Schroeder et al. 2002) planteamos la hipétesis de que la reduccion de ZO-1 en las
células broncoepiteliales podria estar mediada por la activacién de NF-kB inducida por P.
aeruginosa y que la diferencia en la activacion de este factor de transcripcion celular inducida
por distintas cepas podria ser la responsable de las diferencias observadas entre PAO1 y

PAOMA en su capacidad para alterar la barrera epitelial.

Para comprobar esta hipotesis estudiamos las consecuencias de inhibir la activacion de NF-kB
sobre la reduccidon de la expresion de ZO-1 inducida por P. aeruginosa y sobre la translocacién
del microorganismo. Tal como se muestra en la figura 15.A, el tratamiento de las monocapas
de células broncoepiteliales con un inhibidor especifico de NF-kB (CAPE) (Natarajan et al.
1996), bloqued la reduccion de ZO-1 inducida tras la infeccién con PAO1, pero no tuvo ningun
efecto sobre las células no infectadas (control). Ademas, tanto en las células infectadas como
en las células no infectadas, los niveles de claudina-7 no se vieron afectados por el tratamiento
con el inhibidor CAPE. Por dltimo, el tratamiento con el inhibidor CAPE inhibié
significativamente en practicamente 4 6rdenes de magnitud la translocacion de P. aeruginosa a
través de las células broncoepiteliales (figura 15.B). No detectamos diferencias entre la
cantidad de lactato deshidrogenasa liberada por las células tratadas con el tampén PBS o
CAPE, indicando que el inhibidor de NF-kB no tuvo efectos citotoxicos sobre las células
16HBE140 (datos no mostrados).
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Figura 15. Efecto de la inhibicion de la activacion de NFkB sobre la alteracién de la barrera epitelial
inducida por P. aeruginosa.

A) Analisis por Western blot de la presencia de ZO-1, claudina-7 y B-actina (como control de carga) en
extractos totales de monocapas de células 16HBE140" sin infectar (control) incubadas con un inhibidor
especifico de NFkB (CAPE, 10 pg/mL) o PBS y posteriormente infectadas con PAO1 o sin infectar. Los
resultados son representativos de al menos 3 experimentos independientes.

B) Bacterias recuperadas del compartimento basal (translocadas) tras 6 h del inicio de la infeccién apical
de células 16HBE140 polarizadas con P. aeruginosa PAO1 previamente tratadas con CAPE (10 ug/mL) o
PBS (control) durante 30 minutos. Los resultados proceden de al menos tres experimentos
independientes. Las barras de error representan el error estandar de las medias. Los analisis estadisticos
se realizaron con un test T-Student de dos colas no pareadas en el que ** representa un valor P < 0,01.

Seguidamente nos preguntamos si habia diferencias entre PAO1 y PAOMA en su capacidad
para activar NF-kB. En primer lugar, se determind la capacidad para interaccionar con las
células broncoepiteliales de ambas cepas mediante ensayos de invasién. El recuento de
bacterias intracelulares demostr6 que la mutacidon en mucA disminuye la capacidad invasiva en
al menos 4 veces respecto a la cepa parental (figura 16.A). Asi mismo, para determinar la
capacidad de provocar una respuesta inflamatoria en las células broncoepiteliales, se cuantifico
la cantidad de IL-8 liberada al medio tras la estimulacion de las células con cada una de las
cepas. Las células estimuladas con la cepa hipermucoide PAOMA produjeron hasta

practicamente 14 veces menos IL-8 que las células estimuladas con la cepa parental PAO1
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(figura 16.B). Ambos resultados sugieren que la mutacion de mucA reduce la capacidad de P.
aeruginosa para interaccionar con las células humanas, probablemente debido a la

hiperproduccién de capsula.
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Figura 16. Efecto de la mutacién de mucA sobre la interaccion de P. aeruginosa con las células
broncoepiteliales.

A) Cuantificacién del numero de bacterias intracelulares tras infectar células broncoepiteliales humanas
16HBE140™ con P. aeruginosa PAO1 (columnas negras), o el mutante isogénico deficiente en mucA,
PAOMA (columnas blancas) durante 1 hora.

B) Liberacion de IL-8 por parte de células broncoepiteliales humanas 16HBE140" infectadas durante 6 h
con PAO1 (columnas negras), con el mutante PAOMA (columnas blancas). La cuantificacion de la IL-8
liberada al sobrenadante del cultivo por parte de las células se realizé mediante un ELISA especifico.

Los resultados proceden de al menos tres experimentos independientes. Las barras de error representan
los errores estandar de las medias. Los andlisis estadisticos se realizaron con un test T-Student de dos
colas no pareadas en el que ** representa un valor P < 0,01.

Para confirmar si la reduccion en la interaccion P. aeruginosa-célula broncoepitelial influia
sobre la activacion de NF-kB, analizamos la activacion de este factor de transcripcion en las

células broncoepiteliales infectadas con PAO1 o PAOMA.

NF-kB se encuentra en el citoplasma de la célula en su estado inactivo gracias a la accién de
IkBa que bloquea los sitios de unién al ADN de este factor de transcripcion. Al activarse NF-kB,
los niveles celulares de IkBa disminuyen y la subunidad p65 del propio factor de trascripcion,
ausente en el nucleo en el estado inactivo, se traslada al nucleo celular para activar los genes

diana.

Para investigar la activacion de NF-kB se analizé la presencia de la subunidad p65 de NF-«kB
en los extractos nucleares de las células 16HBE140" estimuladas con P. aeruginosa como
indicador de la activacion. Al cabo de 120 y 180 min de estimulacién con PAO1 la presencia de
p65 en el nucleo era mucho mas aparente que en las células estimuladas con PAOMA,
mientras que en las células sin estimular no se detectaba dicha unidad (figura 17). Para
confirmar estos resultados se analiz6 la disminucidn de IkBa en los extractos celulares totales.

Tal como se muestra en la figura 17, al cabo de 120 min de estimulacion con la cepa POA1 los
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niveles de IkBa habian disminuido mientras que en las células estimuladas con PAOMA se
mantenian igual que en el control. Tras 180 min de incubacion, los efectos de PAOMA sobre la
reduccion de IkBa eran ya aparentes, pero no tan evidentes como en las células infectadas con
PAO1.
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Figura 17. Efecto de la mutacion de mucA sobre la activacion de NF-kB por P. aeruginosa.

Analisis por Western blot de la presencia de p65 en extractos nucleares o IkBa extractos totales de
células16HBE140" sin infectar (control) o infectadas con PAO1 o el mutante deficiente en mucA PAOMA
durante 60, 120 o 180 minutos. La presencia de B-actina se us6 como control de carga. Los resultados
son representativos de al menos 3 experimentos independientes.

Estos datos indican que PAO1 induce la activacion de NF-kB de forma mas eficiente que la
cepa mucoide PAOMA, y en su conjunto sugieren que las diferencias en la alteracion de la
barrera epitelial observadas entre ambas cepas pueden también ser debidas a sus distintas
capacidades para activar NF-kB.

La mutacion de mucA disminuye la movilidad de P. aeruginosa.

Se ha demostrado que el flagelo de P. aeruginosa es necesario para la translocacion de la
bacteria a través de un epitelio respiratorio polarizado (Parker y Prince 2013). Sin embargo, el
flagelo no tiene ningln efecto sobre la barrera epitelial, por lo que su implicacién en la
translocacion reside exclusivamente en el efecto directo que ejerce sobre la movilidad del

microorganismo.

Para determinar los efectos de la mutacion del gen mucA sobre la movilidad de P. aeruginosa
mediada por el flagelo (swimming y swarming) (ver apartado 2.3 de la introduccion), realizamos
estudios de movilidad con las cepas PAO1 y PAOMA. En los ensayos de swimming, que
analizan la movilidad unicelular mediada por el flagelo en un medio acuoso, se pudo apreciar
que la mutacion de mucA redujo hasta 3 veces la movilidad de la cepa parental (figura 18.A).
Sin embargo, la mutacién no tuvo ningin efecto sobre la movilidad swarming, mediada tanto

por el flagelo como por las fimbrias de tipo IV (figura 18.B).
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Figura 18. Efecto de la mutacion de mucA sobre la movilidad de P. aeruginosa.

La movilidad por swimming (panel A) o por swarming (panel B) de P. aeruginosa PAO1 y el mutante
isogénico deficiente en mucA, PAOMA se determind inoculando las placas tal como se indica en el
apartado 1.3 de materiales y métodos. Los datos representan la media y los errores estandar de las del
diametro del area de movilidad de 10 colonias por cepa. Los analisis estadisticos se realizaron con un test
T-Student de dos colas no pareadas en el que ** representa un valor P < 0,01. Las fotografias son
imagenes representativas de la movilidad de cada cepa.
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Construccion de un mutante deficiente en eftM a partir de la cepa P. aeruginosa HM4 y

su complementacion.

La modificacion de EF-Tu que lleva a cabo EftM es importante en las primeras etapas de la
infeccion del tracto respiratorio facilitando la interaccion de P. aeruginosa con las células
epiteliales del huésped (Barbier et al. 2013). Sin embargo, en la mayoria de aislados clinicos
procedentes de infecciones respiratorias agudas, la actividad de EftM es practicamente nula a
la temperatura fisioldgica de 37°C, realizando su actividad a temperatura ambiente (22-27°C)
(Barbier et al. 2008). Se ha descrito que esta caracteristica funcional de EftM es distinta en
algunos aislados procedentes de infecciones respiratorias cronicas en los que la actividad de
EftM a 37°C permite la trimetilacion de EF-Tu a la temperatura en la que se da el proceso
infeccioso en el huésped (Barbier et al. 2008). Sin embargo, se desconocen los efectos que
tiene esta modificacion sobre la fisiologia y la patogenicidad de estos aislados. Con el fin de
estudiar estos efectos, construimos un mutante deficiente en eftM a partir de la cepa HM4,
procedente de una infeccidn crénica en un paciente con bronquiectasias y con capacidad para
trimetilar EF-Tu a 37°C (Varga et al. 2015). Para ello se us6 la misma estrategia que se utilizo
para construir el mutante PAO1AeftM derivado de PAO1 (Barbier et al. 2013) basada en el
protocolo descrito por Quénée y colaboradores (Quénée, Lamotte, y Polack 2005), en la que,
por doble recombinacioén, se fuerza la integracién de una copia con una deleccidn interna del
gen eftM en el cromosoma de HM4. El mutante asi construido fue denominado HM4AeftM. Con
el fin de revertir el fenotipo, el mutante fue complementado con el gen nativo original
procedente de la cepa HM4 introduciendo una sola copia del gen eftM en el cromosoma del
mutante HM4AeftM mediante el uso del vector pUC18T-miniTn7T (Choi y Schweizer 2006). El
mutante complementado fue denominado HM4AeftM+. La introduccion de la copia del gen
nativo en el cromosoma fue verificada por PCR usando los cebadores indicados con flechas

convergentes en la figura 19.A. Como se observa en la figura 19.B, la amplificacién del ADN

genomico del mutante complementado con los cebadores Pgims-down/PTn7R y PeftM/Pgims-up

generdé productos de PCR del tamafio esperado, mientras que la amplificacion del ADN

genomico del mutante sin complementar fue negativa para cada juego de cebadores.
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Figura 19. Comprobacion de la complementaciéon del mutante HM4AeftM.

A) Esquema de la disposicion de los cebadores utilizados para efectuar la comprobaciéon de la
complementacién por PCR.

La linea negra representa el cromosoma bacteriano y la linea roja delimitada por cuadros verdes
representa el vector pUC18T-miniTn7T-eftM integrado en el cromosoma como resultado de la
transposiciéon. Tn7L y TN7R, son los respectivos extremos terminales izquierdo y derecho del Tn7. FRT es
la diana de la recombinasa. Las flechas negras indican la localizacion y la direccion de sintesis de los
cebadores.

B) Analisis por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio de los productos
resultantes de la amplificacién del ADN gendémico del mutante HM4AeftM y el mutante complementado
HM4AeftM+ con los juegos de cebadores indicados a la izquierda.

El analisis por Western blot, con el anticuerpo anti-trimetilisina, de los extractos celulares del
mutante deficiente en effM derivado de HM4, denominado HM4AeftM, demostré que el mutante
era incapaz de trimetilar EF-Tu, tanto a 25°C como a 37°C, en contraste con la cepa parental o

el mutante complementado que si lo hacia a ambas temperaturas (figura 20).

25°C 37°C
Anti-trimetil-lisina - ~- .  :
Anti-EF-Tu s ” — Previey T

>

& &
&
I

X
§
v
&

Figura 20. Analisis por Western blot de la modificacion de EF-Tu.

Las proteinas de los extractos celulares totales de las cepas indicadas crecidas a 37°C o a 25°C fueron
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas utilizando anticuerpos especificos
para lisina trimetiladas (panel superior) o especificos para EF-Tu, como control de carga, (panel inferior).
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La cepa parental HM4, el mutante isogénico HM4AeftM y el mutante complementado tuvieron
tasas de crecimiento similares sin diferencias significativas tanto a 37°C como a 25°C; en
medio LB, el tiempo de duplicacion en la fase exponencial varié entre 100-110 min a 37°C y
entre 130-140 min a 25°C.

Analisis proteémico del efecto de la trimetilacion de EF-Tu en HM4.

Para conocer el efecto global de la trimetilacion de EF-Tu sobre el proteoma de P. aeruginosa
HM4 llevamos a cabo un analisis proteémico comparativo con la cepa HM4, el mutante
isogénico HM4AeftM y el mutante complementado. Para estos experimentos las cepas fueron
crecidas a 37°C en medio LB. El analisis protedmico logro identificar al menos 1920 proteinas

de cada cepa y en cada réplica de las tres independientes que se realizaron.

La comparacion del nivel de expresion de cada una de las proteinas identificadas en el mutante
respecto al de la cepa parental revel6 diferencias significativas en 47 proteinas. Sin embargo, a
pesar de que las diferencias eran estadisticamente significativas, el cambio en el nivel de
expresion no era muy marcado. En la tabla 7 se muestra la lista de las proteinas con un mayor
cambio en la expresién (variacién 21). Como se puede observar, solamente 5 proteinas se
expresan en mayor cantidad en el mutante respecto a la cepa parental. Por el contrario, 22
proteinas se expresan en menor cantidad en el mutante en comparacion con la cepa parental,

aunque solo dos de ellas se expresaron aproximadamente 2 veces menos.
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Tabla 7. Lista de proteinas expresadas de forma diferencial en el mutante HM4AeftM en
comparacion con la cepa parental HM4.

PA HM4 ID Nombre o descripcion Incremento
PAHM4_RS03365 7-ciano-7-deazaguanina sintetasa 1,7
PAHM4 RS02180 Transportador 1,6
PAHM4 RS02170 Biotina sintetasa 1,2
PAHM4_RS05150 Proteina integral de membrana 1,1
PAHM4 RS12230 Glicerofosforil diester fosfodiesterasa 1,1
PAHM4_RS07405 N-formilglutamato deformilasa -1,1
PAHM4_RS10275 Proteina AlgA / Biosintesis de alginato -1,1
PAHM4 RS10325 Glicosil transferasa -1,1
PAHM4_RS26810 Permeasa transportador ABC -1,1
PAHM4_RS02030 Proteina hipotética -1,2
PAHM4_RS21995 Transportador -1,2
PAHM4_RS20150 Proteina quimiotactica -1,2
PAHM4_RS11245 LrgB / Hidrolasa de mureina -1,2
PAHM4_RS24320 Hidrolasa -1,3
PAHM4_RS08035 Proteina hipotética -1,3
PAHM4_RS07930 PilP/ Proteina biogénesis fimbria tipo 4 -1,3
PAHM4_RS03370 Proteina hipotética -1,4
PAHM4_RS08085 Proteina quimiotactica -1,4
PAHM4_RS18640 Flagelina -1,6
PAHM4 _RS10290 Poli(beta-D-mannuronato) O-acetilasa -1,6
PAHM4_RS17925 Subunidad GlcD de glicolato oxidasa -1,7
PAHM4_RS27215 Metilmalonato-semialdehido dehidrogenasa -1,7
PAHM4_RS10285 AIgE/ Proteina de transporte de alginato -1,7
PAHM4_RS00745 Proteina hipotética -1,8
PAHM4_RS18770 Sulfatasa -1,9
PAHM4_RS18570 Proteina L del flagelo -2,1
PAHM4_RS24100 Proteina hipotética -2,2

Un valor positivo en la columna de incremento indica una mayor expresion en el mutante respecto a la
cepa parental, es decir, una mayor expresién en ausencia de EftM (filas sombreadas). Por el contrario, un
valor negativo indica una menor expresion en el mutante. En negrita se indican aquellas proteinas que
también se expresaron de forma diferencial en el mutante complementado respecto a la cepa parental.

Para confirmar que los cambios en la expresion de las proteinas identificadas en el analisis
protedbmico comparativo entre la cepa parental y el mutante eran debidos Unica y
exclusivamente a la ausencia de EftM en el mutante, llevamos a cabo la comparacién del

proteoma del mutante y el mutante complementado.

La comparacion del nivel de expresion de cada una de las proteinas identificadas en el mutante
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respecto al del mutante complementado con eftM detecté solamente diferencias significativas
en 14 proteinas (tabla 8), aunque el cambio en la expresion de estas proteinas fue muy
reducido, inferior a un orden de magnitud en todos los casos, y en ningun caso coincidié con
alguna de las proteinas indicadas en la tabla 7. Es mas, el mutante complementado presenté
un perfil de expresion de proteinas mas similar al del mutante que a la de la cepa parental. Un
numero importante de proteinas que presentaban una expresion alterada en el mutante
respecto a la cepa parental, seguian manteniendo la misma alteracién en el mutante

complementado (tabla 7, proteinas en negrita).

Tabla 8. Lista de proteinas expresadas de forma diferencial en el mutante HM4AeftM en
comparacion con el mutante complementado con eftM, HM4AeftM+.

PA HM4 ID Nombre o descripcion Incremento
PAHM4 _RS03530 Fosforibosilglicinamida formiltransferasa 0,9
PAHM4 _RS15825 Regulador transcripcional de la familia GntR 0,7
PAHM4 _RS21610 Hipotético regulador 0,7
PAHM4_RS06445 Proteina de unién de ATP transportador ABC 0,5
PAHM4 RS25435 Oxidoreductasa 0,4
PAHM4 _RS13150 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 0,4
PAHM4 _RS18780 Proteina hipotética 0,4
PAHM4 _RS08425 Acil-CoA dehidrogenasa 0,4
PAHM4_RS10405 Aldehido oxidasa 0,4
PAHM4_RS27530 Glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa 0,4
PAHM4_RS14990 Permeasa de transportador ABC -0,4
PAHM4_RS12930 Proteina hipotética -0,6
PAHM4_RS26910 Piranopterina ciclica monofosfato sintetasa -0,6
PAHM4_RS01270 Subunidad R de endonucleasa de restriccion -0,8

Un valor positivo en la columna de incremento indica una mayor expresion en el mutante respecto al
mutante complementado, es decir, una mayor expresion en ausencia de EftM (filas sombreadas). Por el
contrario, un valor negativo indica una menor expresion en el mutante complementado.

Para validar los resultados obtenidos con los estudios de protedmica llevamos a cabo un
analisis por Western blot de la expresion de AIgE en extractos celulares totales de HM4, el
mutante y el mutante complementado. Esta proteina fue seleccionada por ser la Unica de la
cual disponiamos anticuerpos especificos y se habia expresado en menor cantidad en el
mutante y el mutante complementado respecto a la cepa parental. Como se observa en la
figura 21, la cantidad de AIgE presente en el extracto de la cepa parental fue significativamente
superior a la que se detectd en los extractos del mutante HM4AeftM o el mutante
complementado HM4AeftM+.
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Figura 21. Analisis por Western blot de la expresion de AIgE en distintas cepas.

Las proteinas de los extractos celulares totales de las cepas indicadas en la parte inferior del panel,
crecidas a 37°C, fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas por
inmunoblot utilizando anticuerpos especificos contra AIgE (panel superior) o especificos para EF-Tu,
como control de carga (panel inferior). Los niUmeros en el panel superior son la media y la desviacion
estandar de los valores de la intensidad densitométrica de la banda correspondiente a AIgE, de tres
experimentos independientes.

En su conjunto, los resultados del analisis proteémico comparativo de las cepas HM4, el
mutante HM4AeftM y el mutante complementado HM4AeftM+ indican que, en las condiciones
de crecimiento ensayadas, la ausencia de eftM y por tanto, la incapacidad de trimetilar EF-Tu,
no causa cambios relevantes en el nivel de ninguna de las proteinas identificadas. Ademas, los
resultados sugieren que en el proceso de generacion del mutante se han producido cambios
que alteran la expresion de determinadas proteinas, como por ejemplo AlgE, pero que dichos

cambios no son revertibles con la complementacién con EftM.

Analisis proteémico del efecto de la trimetilacion de EF-Tu en PAO1.

El analisis protedmico con el juego de cepas HM4/ HM4AeftM/ HM4AeftM+ no detectd que la
trimetilacion de EF-Tu tuviera efectos globales sobre el proteoma de P. aeruginosa. Por este

motivo decidimos repetir el analisis con otro juego de cepas, PAO1/ PAO1AeftM/ PAO1AeftM+.

En estudios anteriores nuestro grupo habia construido el mutante PAO1AeftM derivado de la
cepa parental PAO1 y deficiente en eftM (Barbier et al. 2013). Para la realizacion del analisis
protedmico complementamos el mutante PAO1AeftM con el gen nativo eftM procedente de
PAO1 utilizando la misma estrategia que se utilizd6 para complementar el mutante de HM4. El
mutante complementado fue denominado PAO1AeftM+. La introduccion de la copia del gen
nativo en el cromosoma fue verificada por PCR usando los cebadores indicados con flechas
convergentes en la figura 19A. Al igual que sucedié en la complementacion del mutante de

HM4, la amplificacion del ADN gendmico del mutante complementado PAO1AeftM+ con los
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cebadores Pgims-down/PTn7R y PeftM/Pgims-up generé productos de PCR del tamafio

esperado, mientras que la amplificacion del ADN gendémico del mutante sin complementar fue

negativa para cada juego de cebadores (figura 22).

I:’eftMIPgImS-up

PAO1AeftM PAO1AeftM+

Figura 22. Comprobacion de la complementaciéon del mutante PAO1AeftM.

Andlisis por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio de los productos resultantes
de la amplificacion del ADN gendmico del mutante PAO1AeftM y el mutante complementado PAO1AeftM+
con los juegos de cebadores indicados a la izquierda.

El analisis por Western blot, con el anticuerpo anti-trimetil-lisina, de los extractos celulares del
mutante PAO1AeftM, demostré que el mutante era incapaz de trimetilar EF-Tu, tanto a 25°C
como a 37°C, en contraste con la cepa parental o el mutante complementado, que si lo hacian

de forma intensa a 25°C, pero de forma muy reducida a 37°C (figura 23).

25°C 37°C
Anti-trimetil-lisina uind Wy

Anti-EF-Tu -n ~

Figura 23. Analisis por Western blot de la modificacion de EF-Tu.

Las proteinas de los extractos celulares totales de las cepas indicadas crecidas a 37°C o a 25°C fueron
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas utilizando anticuerpos especificos
para lisina trimetiladas (panel superior) o especificos para EF-Tu, como control de carga, (panel inferior).

La cepa parental PAO1, el mutante isogénico PAO1AeftM y el mutante complementado
tuvieron tasas de crecimiento similares sin diferencias significativas tanto a 37°C como a 25°C;
en medio LB, el tiempo de duplicacion en la fase exponencial varié entre 33 y 36 min a 37°C y
entre 92 y 96 min a 25°C.

El andlisis protedmico se realiz6 a partir de los extractos celulares totales obtenidos de cultivos

en fase exponencial realizados a 25°C en medio LB. El analisis protedmico logré identificar al
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menos 2159 proteinas de cada cepa y en cada réplica de las tres independientes que se

realizaron.

La comparacion del nivel de expresion de cada una de las proteinas identificadas en el mutante
respecto al de la cepa parental tan s6lo detecto diferencias significativas en los niveles de 33
proteinas (tabla 9), de las cuales 26 estaban mas expresadas en el mutante y 7 menos
expresadas. Sin embargo, a pesar de que las diferencias eran estadisticamente significativas,
el cambio en el nivel de expresiéon no era muy marcado, destacando unicamente la expresion 4

veces incrementada de la proteina RidA en el mutante.

Sofia lzquierdo Rabassa 72



Resultados: capitulo I

Tabla 9. Lista de proteinas expresadas de forma diferencial en el mutante PAO1AeftM en
comparacion con la cepa parental PAO1.

PAO1ID Nombre Descripcion Incremento
PA0814 RidA Enamina deaminasa 4,5
PA2559 _ Proteina hipotética 2,0
PA2292 OprB Proteina de membrana externa 1,4
PA4525 PilA Proteina precursora de fimbria tipo IV 1,1
PA2263 _ 2 hidroxiacido deshidrogenasa 1,0
PA0263 HcpA Proteina extracelular 0,9
PA5363 _ Proteina hipotética 0,9
PA4527 PilC Proteina de ensamblaje de fimbria tipo IV 0,9
PA5041 PilP Biogénesis fimbria tipo IV 0,8
PA4552 PilW Biogénesis fimbria tipo IV 0,7
PA2875 _ Acil CoA hidrolasa 0,7
PA4704 CbpA Proteina quinasa dependiente de AMPc 0,7
PA4556 PilE Biogénesis fimbria tipo IV 0,7
PA1714 ExsD Exotoxina 0,6
PA4616 _ Proteina hipotética 0,6
PA0328 AaaA Autotransportador 0,6
PA4554 PilY1 Factor biogénesis fimbria tipo IV 0,6
PA4523 _ Proteina hipotética 0,5
PA5044 PilM Biogénesis fimbria tipo IV 0,5
PA0396 PilU Biogénesis fimbria tipo IV 0,5
PA3487 PIdA _ 0,5
PA0020 TsaP Proteina asociada a la secretina TsaP 0,5
PA3268 TonB Proteina de membrana externa 0,4
PA0085 Hcp1 _ 0,3
PA0622 _ Probable proteina de fago 0,3
PA0277 _ Peptidasa 0,3
PA2001 AtoB Acetil CoA acetiltransferasa 0,3
PA1324 _ Probable transportador de azucares 0,3
PA3459 AsnB Probable glutamina amidotransferasa 0,5
PA3366 AmiE Amilasa alifatica -0,6
PA0038 _ Proteina hipotética -0,6
PA1999 DhcA Deshidrocarnitina CoA transferasa -0,7
PA0395 PilT Proteina para movilidad twitching 0,8

Un valor positivo en la columna de incremento indica una mayor expresion en el mutante respecto a la
cepa parental, es decir, una mayor expresion en ausencia de EftM (filas sombreadas). Por el contrario, un
valor negativo indica una menor expresion en el mutante. En negrita se indican aquellas proteinas que
también se expresaron de forma diferencial en el mutante complementado respecto a la cepa parental.
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La comparaciéon del proteoma del mutante deficiente en EftM con el proteoma del mutante
complementado tampoco detecté cambios muy marcados en la expresion de las proteinas
identificadas (tabla 10). Solamente 7 proteinas presentaban niveles significativamente mas
altos en el mutante que en el mutante complementado, aunque el incremento era minimo,
excepto en el caso de la proteina RidA que fue de 3,4 veces. Por el contrario, el mutante
complementado expresd dos proteinas en mayor cantidad que el mutante (AsnB y AmiE).
Curiosamente, un numero importante de proteinas que presentaban niveles alterados en el
mutante respecto a la parental, tambié<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>