Alianzas y Tendencias - BUAP, Vol. 5, No. 18

ARTICULO ORIGINAL

Papel bioldgico de genes ubicados en una isla genémica en Pseudomonas aeruginosa

Mireia Tena-Garitaonaindia®, Manuel Rubio-Gomez?, Diego Ceacero Heras?, Olga Martinez-
Augustin® y Abdelali Daddaoua*?.

!Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular 1. Facultad de Farmacia. Universidad de
Granada.
2Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

*Email autor corresponsal: daddaoua@ugr.es

Recibido: 16 enero 2020. Aceptado: 28 febrero 2020

RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno humano oportunista Gram negativo omnipresente que no se
considera parte de la microbiota intestinal comensal humana. Sin embargo, el agotamiento de la
microbiota intestinal (disbiosis) después del tratamiento con antibioticos facilita la colonizacion del
tracto intestinal por P. aeruginosa resistente a multiples farmacos. Una posible alternativa a los
tratamientos convencionales se basa en el uso de alimentos funcionales con actividad prebidtica. El
efecto bifidogénico de fructooligosacaridos (FOS) esta bien establecido, se ha demostrado que
promueve el crecimiento de bacterias intestinales beneficiosas especificas como las bifidobacterias.
Estudios previos del patogeno oportunista nosocomial Pseudomonas aeruginosa PAO1 han
demostrado que los FOS reducen el crecimiento y la formacién de biopeliculas, debido a una
disminucion en la motilidad y la secrecién de exotoxina. Sin embargo, la base transcripcional de estas
alteraciones fenotipicas sigue sin estar clara. Para abordar esta pregunta, se realizé un analisis de
secuencia de ARN (RNAseq) que nos permitio detectar la presencia de una isla genémica formada por
15 genes que fueron reprimidos en presencia de FOS. Anteriormente, se demostr6 mediante el anélisis
funcional de mutantes isogénicos, que los genes PA0643, PA0644 y PA0646, ubicados en esta isla
génica, codifican proteinas involucradas en el crecimiento, la formacion de biopeliculas, la motilidad.
En este contexto, este trabajo plasmo la implicacién de estos genes en la modulacién de la respuesta

inflamatoria.
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ABSTRACT
Pseudomonas aeruginosa is an omnipresent Gram negative opportunistic human pathogen that is not

considered part of the human commensal intestinal microbiota. However, depletion of the intestinal
microbiota (dysbiosis) after antibiotic treatment facilitates colonization of the intestinal tract by
multiple drug P. aeruginosa resistant. A possible alternative to conventional treatments is based on the
use of functional foods with prebiotic activity. The bifidogenic effect of fructooligosaccharides (FOS)
is well established; it has been shown to promote the growth of specific beneficial intestinal bacteria
such as bifidobacteria. Previous studies of the nosocomial opportunistic pathogen Pseudomonas
aeruginosa PAO1 have shown that FOS reduce the growth and formation of biofilms, due to a decrease
in motility and exotoxin secretion. However, the transcriptional basis of these phenotypic alterations
remains unclear. To address this question, an RNA sequence analysis (RNAseq) was performed that
allowed us to detect the presence of a genomic island formed by 15 genes which are repressed in the
presence of FOS. Previously, it was demonstrated by the functional analysis of isogenic mutants, that
the genes PA0643, PA0644 and PA0646, located in this genomic island, encode proteins involved in
growth, biofilm formation, motility. In this context, this work reflected the implication of these genes

in the modulation of the inflammatory response.

Keywords: Motility, biofilms, virulence, cytokines, inflammatory response and genetic island.

INTRODUCCION de adaptacion que les permiten detectar las

A lo largo de la evolucion, los ~ , N
sefales extracelulares, transducir estas sefiales

microorganismos han ido desarrollando . .
9 y Yy, en consecuencia, desencadenar una serie de

perfeccionando estrategias para garantizar su .
respuestas celulares entre las que se incluyen la

supervivencia 'y conseguir una mejor . . -
modulacion de la expresion génica, la

adaptacion a distintas condiciones . L . i
formacion de biopeliculas, la virulencia, la

medioambientales, incluyendo la temperatura, - e . )
y P motilidad y modificaciones en su metabolismo.

el pH, la disponibilidad de nutrientes, la En este sentido P. aeruginosa, de naturaleza

presencia de sustancias antibacterianas . .
ubicua, no es una excepcién y ha desarrollado

(antibioticos, péptidos antibacterianos, etc.) o la . .
mecanismos, basados en una importante

presencia de contaminantes, entre otros. Asi, las flexibilidad genética, que le permiten adaptarse

bacterias han desarrollado multiples sistemas . . .
al medio ambiente y que contribuyen a su alta

15



infectividad y resistencia al tratamiento [24].

El  patégeno  humano  Pseudomonas
aeruginosa causa una amplia gama de
infecciones agudas y crénicas potencialmente
mortales, particularmente en  pacientes
inmunodeprimidos,  con  cancer,  con
quemaduras y con fibrosis quistica [10].
Ademas, bajo un tratamiento antibidtico
continuo, la integridad de la microbiota
intestinal se ve comprometida y conlleva el
agotamiento de la microbiota intestinal
(disbiosis), por lo tanto, la resistencia a la
colonizacion fisiologica que posteriormente
facilita el establecimiento de Pseudomonas
aeruginosa en el ecosistema intestinal [25]. La
gravedad y la permanencia de estas infecciones
estdn relacionadas con la capacidad de
resistencia de P. aeruginosa al efecto de los
antibidticos mediante diferentes sistemas como
la formacion de biopeliculas [8, 14], la
motilidad, quérum sensing, quimiotaxis y los
sistemas de secrecion de factores virulentos
como la exotoxina A [21] que bloquean la
sintesis de proteinas que conduce a la muerte
celular [7]. De hecho, en las ultimas tres
décadas, la resistencia a los antibidticos en P.
aeruginosa se ha intensificado a nivel mundial,
a través de la diseminacion global de varios
clones epidémicos resistentes a mdaltiples
farmacos [17], por lo tanto, representan una

grave amenaza para la salud humana en todo el
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mundo. Ademas, la Organizacion Mundial de la
Salud ha declarado a esta bacteria como el
segundo  patégeno prioritario para la
investigacion y el desarrollo de nuevas
estrategias para combatirla (OMS, 2017).

Una posible alternativa a los tratamientos
convencionales se basa en el uso de alimentos
funcionales con actividad prebiotica, que son
alimentos no digeribles (en su mayoria
oligosacéridos) que estimulan selectivamente el
crecimiento de un numero limitado de bacterias
del colon amigables con el huésped [6]. Estas
acciones adicionales de los prebidticos tienden
a mejorar la capacidad de la mucosa para
contener microorganismos luminales y sus
componentes, es decir, la funcion de barrera
intestinal (IBF, por sus siglas en inglés).
Normalmente, el paso de microorganismos y /
0 sus componentes como LPS a la mucosa y de
alli al torrente sanguineo (translocacion) es
minimo, y el sistema inmune desarrolla
tolerancia a la microbiota, sin inflamacion. Por
el contrario, cuando la IBF se ve comprometida,
se produce la translocacion, y segun la
naturaleza de la disfuncién y el contexto
fisiologico / patolégico. Por lo tanto, se
considera que la inflamacion del intestino
proviene de la translocacion aumentada que
compromete el sistema inmunitario adaptativo,
lo que finalmente resulta en una inflamacion no

controlada. Por lo tanto, el refuerzo de la IBF



puede ser protector y se considera terapéutico
en este contexto [5;19].Se ha encontrado que un
namero significativo de compuestos naturales
inhiben el crecimiento bacteriano, aunque sus
mecanismos de accidn permanecen poco claros
[1]. Los fructooligosacaridos (FOS) son
oligosacéridos de cadena corta que se generan
por hidrolisis de la inulina de polisacarido, que
estd compuesta de 2 a 60 monomeros de
fructosa. Anteriormente, hemos descrito que
FOS inhibié el crecimiento bacteriano y la
formacion de biopeliculas de P. aeruginosa
PAO1 [20]. Ademéas, ambos compuestos
causaron efectos opuestos sobre la motilidad
bacteriana; mientras que FOS inhibi6 la
motilidad, se observd un aumento de la
motilidad en presencia de inulina. Ademas, en
co-cultivos con células eucariotas (macrofagos)
FOS, y en menor medida inulina, redujo la
secrecion de las citocinas inflamatorias IL-6,
IL-10 y TNF-a. También pudimos demostrar
que la reduccion en la secrecion de citocinas se
debe a una modulacién mediada por FOS de la
via de transduccion de sefiales NF-kf [20]. Sin
embargo, la base transcripcional de estas
alteraciones fenotipicas sigue sin estar clara.
Para abordar esta pregunta, realizamos un
analisis de RNAseq [15]. Los resultados
publicados recientemente en Manuel Rubio-
GoOmez et al., 2020 [15]. demostraron una

reduccion de la expresion de diferentes genes
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mediada por FOS, especialmente los niveles de
transcripcion de genes que participan en varias
vias involucradas en el metabolismo y el
crecimiento, la motilidad, la formacion de
biopeliculas, la resistencia a la B-lactamicos y
en la modulacion de los sistemas de secrecion
del tipo Il y VI [15]. Sorprendentemente,
nuestro analisis de secuencia RNAseq, indican
la presencia de una isla gendmica de 17 kb que
comprende 15 genes, que se habian insertado en
el extremo 3 'del gen PA0639 (Figura 1), que
codifican proteinas no caracterizadas y que
fueron totalmente reprimidas en presencia de
FOS [15].

Demostramos, mediante el analisis funcional de
los mutantes isogénicos, que los genes PA0643,
PA0644 y PA0646ubicados en la isla génica,
codifican proteinas involucradas en el
crecimiento, la formacion de biopeliculas, la
motilidad [15] y, en este trabajo, en la
modulacion de la respuesta inflamatoria. Por lo
tanto, podemos sugerir que estos genes estan
implicados en algin proceso fisiolégico que

reduce la patogenicidad de P. aeruginosa.

METODOLOGIA

Cultivo y condiciones de crecimiento
Pseudomonas aeruginosa PAO1 se cultivo

durante la noche a 37 °C en medio LB con

agitacion a 200 rpm. Cuando se requirid, se

afiadieron antibidticos al medio de cultivo para



alcanzar una concentracion final de 50 pg/mL
de ampicilina (Ap) 0 25 pg/mL de gentamicina
(Gm).
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Figura 1. Ubicacién de la isla gendmica en el genoma
PAOl1 de Pseudomonas aeruginosa. La isla esta
compuesta por genes ampliamente reprimidos por la
presencia de FOS y las mayorias definidos como
proteinas hipotéticas. La figura se realiz6 utilizando el
programa IslandViewer4. (Informacién tomada de
Rubio-Gomez et al., 2020 [15]).

Generacion de mutantes en genes ubicados
en la isla gendémica

Para generar los mutantes PA0643::Gm,
PA0644::Gm y PA0646::Gm, se amplificd
mediante PCR y a partir de ADN gendémico de
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P. aeruginosa PA0O1 fragmentos de ADN del
tamario de 656 pb, 241 pb y 636 pb, que cubren
respectivamente la parte central de los genes
mencionados anteriormente. Los productos
resultantes se clonaron en el plasmido pMBL
para producir los pldsmidos pMBL::PA0643,
PMBL::PA0644 y PMBL::PA0646.
Posteriormente, los plasmidos resultantes se
digirieron con BamHI para incorporar el gen de
resistencia a Gm, obtenido desde el plasmido
pCHESI digerido con la misma enzima,
PMBL::PA0643QGm,
pMBL::PA0644Q2Gm y pMBL::PA0646QQGm.

produciendo

Finalmente, los plasmidos fueron introducidos,
de manera individual en P. aeruginosa PAO1
por electroporacion para la recombinacién
homologa. Las cepas mutantes se seleccionaron
en placas suplementada con Gm y se
confirmaron mediante Southern-blot [18;22].
Determinacion  semicuantitativa de la
formacion de biopelicula

La determinacion semicuantitativa de la
formacion de biopelicula se realiz6 como ha
sido descrito en trabajos anteriores [3]. Los
experimentos se realizaron en tubos de ensayos
con medio M9 suplementado con 0,2% (p/v) de
glucosa y casaminoacidos. La formacion de
biopelicula se cuantific6 después de 6 h
utilizando el método de cristal violeta (CV) [3].
Ensayos de motilidad

Se llevaron a cabo ensayos para determinar el



efecto de la delecion de los genes PA0643,
PA0644 y PA0646 en las diferentes formas de
motilidad que caracterizan P. aeruginosa. Para
los ensayos de natacion (Swiming en inglés),
las bacterias se colocaron en el centro de las
placas con una capa de 5 mm de medio LB agar
al 0,3% (p / v), 0,2% de casaminoécidos (p/ v)
y 30 mM de glucosa. Las placas se incubaron a
37 °C durante 24 h y se inspecciond la difusion
radial de las bacterias. Para controlar la
motilidad de las sacudidas (Twitchingen
inglés), se colocaron bacterias en un punto de
una capa de 2 mm de espesor que contenia 1,5%
(p/v) de agar Bacto, 0,2% (p/v) de
casaminoacidos y glucosa 30 mM. Después de
la incubacion a 37 °C durante 24 h, se midio y
se representd la expansion de bacterias en la
placa. Para los ensayos de enjambre (Swarming
en inglés), se colocaron 5 pl de un cultivo
nocturno de bacterias en el centro de las placas
formadas por LB agar al 05% (p/v)
suplementado con  0,2%  (p/v) de
casaminoacidos y glucosa 30 mM. Las placas
se incubaron a 37 °C durante 24 h, y se
determiné el movimiento de la bacteria en la
superficie.
Aislamiento y cultivo de macréfagos

Para ello, se sacrificaron ratas Wistar, por
dislocacién cervical, para la extraccién del bazo
asépticamente. Las suspensiones celulares del

bazo se centrifugaron a 15000 rpm durante 5
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min y las células se eliminaron de los eritrocitos
mediante resuspension en tampon de lisis
(NH4Cl 15 mM, KHCO3 10 mM, Na2EDTA 0,1
mM, pH 7,3) durante 30 min en hielo. Los
macrofagos se aislaron siguiendo el protocolo
del  Kit
(Peritoneum)” de la empresa MiltenyiBiotec y

“Macrophage  Isolation  Kit
se resuspendieron en medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM Sigma) suplementado
con FBS al 10% (sigma), 2,5 mg/L de
anfotericina B y L-glutamina 2 mM.

Medicion de citosinas secretadas por
macréfagos infectados por P. aeruginosa
PAO1

Para la determinacion de los niveles de
citocinas, las suspensiones de macréfagos (10°
células/ml de medio DMEM) se cultivaron
conjuntamente con Pseudomonas aeruginosa
silvestre y mutantes en los genesPA0643,
PA0644 y PA0646 durante 6 horas. Después de
centrifugar a10000 rpm a 4 °C y durante 5 min,
los sobrenadantes resultantes se congelaron a -
80 °C. Se descongelaron alicuotas y se
determinaron los niveles de citocinas usando un
kit basado en la técnica de ELISA (BD
Biosciences, Erembodegem, Bélgica)
siguiendo el protocolo proporcionado por el

fabricante.

RESULTADOS

Identificacion de islas genoémicas

ampliamente reprimidas por el tratamiento



con FOS en Pseudomonas aeruginosa PAO1

Realizamos un estudio de RNAseq para
entender la respuesta celular de P. aeruginosa
PAOl1 al tratamiento con FOS a una
concentracion final de 20 mg/mL [15] y los
datos obtenidos por anélisis transcriptémico de
secuencia del RNAm indican la presencia de
una isla gendmica en PAO1 de ~17 kb que
comprende 15 genes que se habian insertado en
el extremo 3 'del gen PA0639 (Figura 1) a
través de una piocina R2/F2 codificada por fago
[2] La mayoria de sus genes fueron claramente
reprimidos en presencia de FOS [15].
Desafortunadamente, la mayoria de estos genes
codifican proteinas de funciones desconocidas.
Por lo tanto, para determinar el papel bioldgico
de esta isla gendmica, se construyeron varios
mutantes isogénicos y se sometieron a un
andlisis fenotipico que investiga los cambios en
el crecimiento, la formacion de biopeliculas y
la motilidad. Para llevar a cabo este objetivo
nos basamos sobre los resultados publicados en
Manuel Rubio-Gomez et al., 2020 [15] que han
demostrado, especialmente, que los genes
PA0643, PA0644 y PA0646 de esta isla
gendmica codifican proteinas involucradas en
el crecimiento (Figura 2A), la formacion de
biopeliculas (Figure 2B) y la motilidad (Figura
2C). Por lo tanto, investigamos el efecto de

estos mutantes sobre la respuesta inflamatoria.
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Figura 2. A) Efecto de los mutantes en los genes
PA0643, PA0644 y PA0646 sobre el crecimiento de P.
aeruginosa PAOL. Se muestran los resultados de los
experimentos de crecimiento que se realizaron a 37 °C
durante 24 horas. B) Efecto de los mutantes en los genes
PA0643, PA0644 y PA0646 sobre la formacion de
biopeliculas por P. aeruginosa PAO1. La formacion de
biopeliculas se llevo a cabo en el medio LB y después de
2, 4y 6 h se cuantificé la cantidad de bacterias que
formaban la biopelicula mediante tencién con cristal de
violeta a 590 nm. Arriba se demuestran los tubos de
ensayos a las 6 horas. C) Efecto de los mutantes en los
genes PA0643, PA0644 y PA0646 sobre la motilidad de
P. aeruginosa PAOL. Los ensayos de motilidad se
llevaron a cabo en el medio LB suplementado con agar,
casaminodcidos al 0,2% (p/v) y glucosa 30 mM a 37 °C
y durante 24 h (Informacién tomada de Rubio-Gémez et
al., 2020 [15]).

Se ha descrito que la lesion o infeccion del
tejido estimula el reclutamiento y activacion de
las células inmunes del huésped, entre los



cuales los macrofagos son las primeras células
inmunes que responden para internalizar y
matar patdgenos bacterianos durante una
infeccion. La activacion de los macrofagos se
basa en gran medida en el reconocimiento de
los patdgenos por los receptores Toll-like
(TLR), como TLR4 [9] que juegan un papel
clave en la deteccion de P. aeruginosa que es
de primordial importancia [13]. Esto a su vez
provoca cambios significativos en la expresion
génica y la secrecion de citocinas
proinflamatorias 1L-6 y TNF-a que reclutan
células inflamatorias en respuesta a factores de
virulencia bacteriana. Por lo tanto, estas
citocinas se encuentran entre los principales
mediadores de sefializacion liberados por
macrofagos. En este contexto, hemos incubado
macréfagos en presencia de P. aeruginosa
PAOl1cepa silvestre o mutantes en los genes
PA0643, PA0644 y PA0646 ubicados en la isla
gendémica y hemos evaluado los niveles de
secrecion de IL-6 y TNF-adespués de 6 horas
(Figura3). Los resultados obtenidos (Figura 3)
indican un aumento significativo en TNF-a y
IL-6 en comparacion con los macrofagos

infectados por la cepa silvestre.

DISCUSION

Se ha demostrado que los prebioticos ejercen
efectos beneficiosos sobre la salud humana al
alterar la microbiota intestinal y también al

inhibir la progresion de algunas cepas
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patogenas [12], debido a un efecto indirecto
causado por el crecimiento selectivo de
bacterias amigables con el huésped. Hasta
donde sabemos, se han descrito propiedades
antimicrobianas para varios oligosacaridos [4]
y en un estudio anterior, se demostrd que el
FOS como prebidtico tiene efectos especificos
sobre P. aeruginosa, ya que reduce el
crecimiento, limita la formacion de
biopeliculas, motilidad alterada y reduccion de
la respuesta inflamatoria [20]. Recientemente,
Manuel Rubio-Goémez et al., 2020 [15]
demostraron que FOS induce una serie de
cambios importantes en los niveles de
transcripcion de P. aeruginosa, algunos de los
cuales estan relacionados con la supervivencia
bacteriana y permiten obtener una vision inicial
de los mecanismos moleculares
correspondientes. Sorprendentemente, los datos
obtenidos por anélisis de RNAseq [15] indican
la presencia de una isla gendmica en
Pseudomonas aeruginosa PAO1 de 17 kb que
comprende 15 genes que se habian insertado en
el extremo 3 'del gen PA0639 (Figura 1) que
codifican proteinas no caracterizadas y que
fueron totalmente reprimidas en presencia de
FOS [15]. Debido a su relevancia para la salud
humana, se han realizado grandes esfuerzos
para estudiar las islas gendmicas, que son
grandes elementos genéticos adquiridos por

transmision horizontal [11;16;23]. En este



contexto, planteamos estudiar a fondo la
implicacion de estos genes en los procesos de

virulencia de P. aeruginosa.

Secrecion de citoquinas
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Figura 3. Efecto de los mutantes en los genes PA0643,
PA0644 y PA0646 ubicados en la isla génica sobre la
respuesta inflamatoria de los macrofagos. Los macréfagos
se incubaron con P. aeruginosade tipo silvestre y mutante
durante 6h antes de la determinacion de los niveles de
citoquinas (IL-6 y TF-a) usando un kit basado en la técnica
de ELISA (BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica).

Datos publicados determinaron, después de
realizar varios mutantes, que la delecién de los
genes PA0643, PA0644 y PA0646 ubicados en
la isla génica causO alteraciones en el
(Figura 1A), la

formacion de biopeliculas (Figura 1B) y la

crecimiento  bacteriano
motilidad (Figura 1C) [15]. Presumimos que
estos efectos pueden alterar la virulencia de P.
aeruginosa.

En este trabajo, para probar esta hipotesis,
infectamos macrofagos de rata con la cepa
silvestre y los mutantes de P. aeruginosa y

medimos la liberacion de la citocinaslL-6 y
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TNF-o. Destacamos que estas citocinas son
producidas por macrofagos activados como
respuesta a reacciones inflamatorias en el
proceso de infeccion bacteriana.
Sorprendentemente, los resultados obtenidos
indican que los macr6fagos muestran una
liberacion mejorada de citocinas en respuesta a
la infeccion por los mutantes en comparacion
con los macrofagos infectados por la cepa
silvestre (Figura 3), que suponemos que
dependia de la activacion de NF-kB,
enfatizando el efecto méas virulento de los
mutantes en los macréfagos.

Dado que no se redujo la liberacion de
citocinas en presencia de los mutantes en los
genes PA0643, PA0644 y PA0646, nuestros
resultados sugieren que estos genes codifican
para proteinas que estdn implicadas en la
modulacion de la respuesta inflamatoria de los
macrofagos a la infeccién con P. aeruginosa
actuando sobre algun proceso fisioldgico que

reduce la patogenicidad por esta bacteria.

CONCLUSION
Los suplementos que contienen FOS se

utilizan actualmente para prevenir infecciones
gastrointestinales [26], lo que sugiere que
podria ser una estrategia valida para combatir la
infeccion por Pseudomonas mediante la posible
inclusion de FOS en cocteles antimicrobianos.
Ademas, el presente estudio indica que los
genes PA0643, PA0644 y PA0646 de la isla



génica estan implicados en diferentes procesos
relacionados con la virulencia y que la
alteracion de sus niveles de transcripcion es, por
lo tanto, otro posible mecanismo por el cual
FOS reduce la patogénesis bacteriana. Sin
embargo, cualquier aplicacion clinica requeriria

un estudio mas exhaustivo en humanos.
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