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[VADAS

Acinetobacter baumannii yra Gram-neigiamas oportunistinis
patogenas, pastaraisiais metais i$plitgs viso pasaulio ligoninése. Sis
mikroorganizmas infekuoja sunkiomis ligomis sergancius ligonius,
nudegimy aukas, individus su nusilpusia ar dar nepilnai
susiformavusia imunine sistema.

Infekcijy spektras, kurias sukelia A. baumannii, yra labai platus ir
varijuoja nuo dazniausiai pasitaikanciy plauciy uzdegimo ir
bakteremijos, iki infekciju Slapimo takuose ar Zaizdose, taip pat
endokardito, meningito, ar nekrozinio fascito (Peleg ir kt., 2008).

A. baumannii pasizymi dauginiu atsparumu antibiotikams,
atsparumu i8dziivimui ir oksidaciniam stresui, jam budingas
biopléveliy formavimas ir judrumas pavirSiumi (Harding ir kt., 2018;
Morris ir kt., 2019). Minétos savybés jgalina §i patogena efektyviai
plisti ir jsitvirtinti ligoniniy aplinkoje. Tik pastaraisiais metais
atkreiptas démesys i A. baumannii virulentiSkumo mechanizmus,
kurie yra tiesiogiai susij¢ su patogeno sékme kolonizuojant
Seimininka. Nepaisant $ios bakterijos keliamos grésmés, vis dar néra
pakankamai gerai suprasti mechanizmai, kurie lemia A. baumannii
gebéjima isitvirtinti aplinkoje.

Vienas i§ mechanizmy, kuriuos prokariotai pasitelkia reaguoti {
aplinkos pokyc¢ius, yra dvikomponentés reguliacinés sistemos.
Sistemos sudarytos i§ jutiklio — membraninés histidino kinazés, ir
citozolinio atsako reguliatoriaus. Histidino kinazé geba reaguoti |
aplinkos veiksnius, autofosforilintis nuo ATP molekulés, ir keisti
atsako reguliatoriaus aktyvuma fosforilindama jo konservatyvy
glutamata. Reguliatoriaus fosforilinimas sukelia erdvinius pokycius,
kurie gali daryti itakq jo saveikai su DNR, RNR, kitais baltymais, ar
keisti fermentini aktyvuma (Groisman, 2016). Nustatyta, kad
A. baumannii BfmRS sistema yra viena pagrindiniy reguliaciniy
sistemy patogeno virulentiSkumo ir bendro atsako { nepalankius
aplinkos veiksnius reguliavime. Tyrimai rodo, kad BfmRS reguliuoja
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patogeno  judruma, biopléveliy  formavima, atsparuma
antimikrobinéms medziagoms, atsparuma iSdzitivimui, adhezija prie
epitelio lasteliy, ir atsparuma Seimininko imuninés sistemos
komponentams (Clemmer ir kt., 2011; Farrow ir kt., 2018; Geisinger
ir kt., 2018; Geisinger ir Isberg, 2015; Russo ir kt., 2016; Tomaras ir
kt., 2008).

A. baumannii atsakui | aplinka pasitelkia ir baltymu sekrecijos
masinas, kurios neretai prisideda ir prie patogeno virulentiSkumo
(Harding ir kt., 2018; Weber ir kt., 2017). Nustatyta, kad
A. baumannii turi bent dvi skirtingas sekrecijos sistemas, kurios
atsakingos uz tarpbaktering konkurencija: VI tipo sekrecijos sistema
ir nuo kontakto priklausoma augimo slopinimo (CDI) mechanizma,
priskiriama V tipo sekrecijos sistemoms (Harding ir kt., 2018).
Spéjama, kad Sios sistemos A. baumannii suteikia evoliucini
pranasuma prie§ kitas bakterijas aplinkoje, kurioje ir taip yra labai
ribotas maisto medziagy kiekis (Garcia, 2018). Pastaraisiais metais
parodyta, kad konkurencijos sistemos gali biti panaudotos ir
tiesioginei virulentiSkumo veiksniy sekrecijai, adhezijai prie
pavirsiy, ar riboty resursy, tokiy kaip gelezies jonai, paémimui i$
aplinkos (Coulthurst, 2019; Meuskens ir kt., 2019). Tai rodo, kad
minimos sistemos potencialiai galéty suteikti pranasuma ir
kolonizuojant $eimininka. Dar labai nedaug yra Zinoma apie Siy
struktiiry reguliacinius mechanizmus ir/arba kokiose salygose jie
aktyvinami ar slopinami. Tod¢l geresnis 4. baumannii sekrecijos
sistemy reguliaciniy mechanizmy supratimas ne tik prisidéty prie
bendro patogeno fiziologijos supratimo, bet ir, tikétina, paskatintu
naujy terapijos metody kiirima.

Siame darbe mes iStyréme A. baumannii dvikomponentés
sistemos BfmRS ijtaka patogeno judrumui, pelikulés formavimui, ir
tarpbakterinei konkurencijai naudojant VI tipo sekrecijos ir CDI
mechanizmus. Mes taip pat charakterizavome A. baumannii V15
klinikinio kamieno CDI veikimo mechanizma.



Sio darbo tikslas buvo istirti 4. baumannii dvikomponentés
sistemos BfmRS jtaka patogeno gebéjimui plisti nepalankioje
aplinkoje ir tarpbakterin¢je konkurencijoje.

Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

e Jvertinti BfmRS sistemos jtaka 4. baumannii V15 kamieno
judrumui ir geb¢jimui formuoti pelikulg;

e Ivertinti BfmRS sistemos vaidmeni tarpbakteringje
konkurencijoje panaudojant VI tipo sekrecijos sistema;

* Nustatyti, kaip BfmRS sistema reguliuoja nuo kontakto
priklausoma augimo slopinimo mechanizma A. baumannii
V15 klinikiniame kamiene;

* lvertinti A. baumannii polisacharidinés kapsulés jtaka
apsaugoje nuo kontakto priklausomo augimo slopinimo
sistemos poveikio;

e Ivertinti nuo kontakto priklausomo augimo slopinimo
sistemos toksinio komponento — CdiA baltymo poveiki.

Mokslinis naujumas

Siame darbe pirma karta parodyta, kad A. baumannii BfmRS
dvikomponenté reguliaciné sistema daro itaka bakterijos gebéjimui
formuoti pelikule ir vykdyti tarpbaktering konkurencija. Mes taip pat
paaiskinome, kaip §i sistema prisideda prie judéjimo augimo terpés
pavirSiumi.

Pelikulé yra savita laisvai plaukiojanti biopléveliy forma, kuri
leidzia bakterijai kolonizuoti strategiSkai palankia niSa, suteikian¢ia
jai tiesiogini pri¢jima prie deguonies, maisto medziagy, ir galimybe
lengvai plisti. Kol kas nieko nebuvo zinoma apie Sios struktiiros
reguliacinius mechanizmus. Disertacijoje mes pirmieji parodéme,
kad BfmRS sistema yra biitina pelikulés formavimui.

Yra laikoma, kad judéjimo fenotipo slopinimas, kai yra
formuojamos bioplévelés, bakterijoms yra naudingas. BfmR
vaidmuo Siame procese kol kas nebuvo visiSkai aiSkus. Mes
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nustatéme, kad bfinR alelio perprodukcija lemia ir 4. baumannii
judéjimo terpés pavirSiumi fenotipo slopinima. Tai rodo, kad
A. baumannii naudoja viena sistema dvieju skirtingy fenotipy
reguliavimui.

Disertacijoje pateikti rezultatai rodo, kad BfmRS sistemos
netekimas lemia zymy Hcp baltymo sekrecijos sumazéjima | augimo
terpe. Sis komponentas yra sudétiné VI tipo sekrecijos sistemos
dalis, kuri, formuodama adatos pavidalo vamzdeli, geba { Salia
esancias lasteles pernesti toksinus, lemiancius augimo slopinima arba
lastelés zati. Tai, kad dvikomponenté sistema prisideda prie Hcp
sekrecijos dar nebuvo aprasyta. Tiesa, musy rezultatai rodo, kad Hep
sekrecijos sumazejimas dél BfmRS sistemos delecijos, nedar¢ jtakos
per VI tipo sekrecijos sistema vykdomos A. baumannii
tarpbakterinés konkurencijos. Atradimas leidzia itarti, kad
A. baumannii padidéjusia Hep sekrecija gali naudoti kitiems, kol kas
nezinomiems fiziologiniams procesams.

Darbe pirma karta apibiidintas BfmRS vaidmuo neigiamai
regulivojant 4. baumannii nuo kontakto priklausoma augimo
slopinimo (CDI) sistema. Gram-neigiamu bakteriju koduojamos CDI
struktiiros naudojamos S$alia esanciy bakteriju augimo slopinimui.
CDI fenomenas dazniausiai pasireiSkia prie§ tos pacios rasies
bakterijas ir paremtas tuo, kad, dalyvaujant membraniniam nesikliui
CdiB, ant lastelés pavirSiaus yra eksponuojamas CdiA baltymas.
C-galinis $io baltymo domenas koduoja toksini komponenta, kuris
pernesamas | lastele-taikini po to, kai ji yra atpaZzistama CdiA
receptorinio domeno.

Iki Siol buvo laikoma, kad CDI sistemos yra funkcionalios tik
esant lastelés-lastelés saveikai. Siame darbe pirma karta parodéme,
kad didzioji dalis toksinio CDI sistemos komponento — CdiA
baltymo — yra augimo terpéje, kur jis islicka funkcionalus ir geba
efektyviai nuslopinti bakterijy-taikiniy augima. Tai liudija, kad A.
baumannii vykdo CDI, nepriklausomai nuo lastelés-lastelés
kontakto, taip iSplésdama  tarpbakterinés jtakos sfera. Misy
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ziniomis, gebéjimas sekretuoti funkcionaly toksini CDI sistemos
komponenta { augimo terpg, yra pirmasis toks apraSytas veikimo
mechanizmas.

Disertaciniame darbe mes pirmieji parodéme, kad 4. baumannii
formuojama kapsulé¢ efektyviai apsaugo nuo CDI sistemos vykdomo
slopinimo. Tiesa, apsauginis kapsulés vaidmuo nuo $ios sistemos jau
buvo apraSytas Escherichia coli bakterijoje. Nepaisant to, miisu
surinkti jrodymai leidzia daryti prielaida, kad Sis apsauginis
mechanizmas galéty biiti biidingas daugumai bakterijy rasiy.

Apibendrinant, Sis darbas atskleidzia reikSminga BfmRS
reguliacinés sistemos vaidmeni A. baumannii gebéjimui iSgyventi
nepalankiomis salygomis ir dalyvauti tarpbakterinéje konkurencijoje.

Ginamieji teiginiai

* Dvikomponent¢ BfmRS sistema aktyvina A. baumannii
pelikulés formavima, taciau slopina judéjima terpés
pavirSiumi;

e BfmRS sistemos praradimas slopina VI tipo sekrecijos
sistemos komponento Hcp baltymo sekrecija 1 terpe,
nedarant jtakos tarprasinés konkurencijos efektyvumui;

* BfmRS sistema neigiamai reguliuoja A. baumannii nuo
kontakto priklausoma augimo slopinimo sistema;

* A. baumannii formuojama kapsulé efektyviai apsaugo nuo
augimo  slopinimo  sistemos poveikio  viduriiSingje
konkurencijoje;

* A. baumannii V15 { augimo terpe sekretuoja funkcionaly
toksinj augimo slopinimo sistemos komponenta, CdiA
baltyma, kuris sukelia lastelés-taikinio augimo slopinima.



Disertacijos turinys

Disertacija paraSyta angly kalba ir sudaryta i$ Siy daliu: Turinys,
Santrumpy SaraSas, [zanga, Mokslinis Naujumas, Literatiiros
Apzvalga, Medziagos ir Metodai, Rezultatai, Diskusija, I§vados,
Publikacijy SaraSas, Padékos, Literatiiros Saltiniai, Priedai (2
lentelés). Disertacijoje yra 53 paveikslai ir 5 lentelés. Disertacijos
puslapiy skaicius: 136.
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MEDZIAGOS IR METODAI

Darbe naudoti reagentai gauti i§ Thermo Fisher Scientific; Bio-Rad
laboratories; Carl Roth GmbH&Co; Sigma-Aldrich; GE Healthcare.
Oligonukleotidiniai pradmenys susintetinti Metabion International AG arba
Thermo Fisher Scientific.

Darbe naudoti reprezentatyviis izoliatai i§ ank$¢iau apraSytos
A. baumannii klinikiniy bakteriju kolekcijos (Povilonis ir kt., 2013). Sie
izoliatai i$skirti i§ trijuy Lietuvos ligoniniy pacienty: Lietuvos sveikatos
moksly universiteto Kauno kliniky, Respublikinés Vilniaus universitetinés
ligoninés, Respublikinés Siauliy ligoninés. Bakterijos identifikuotos
ligoniniy laboratorijose naudojant automatizuota Phoenix TB (BD)
mikrobiologing sistema ir/arba naudojant rtsiai specifinius pradmenis pagal
Chen ir kt., (2007).

Darbe naudotos augimo terpés ir jy sudétys (g/l): LB (Lysogeny Broth)
— 10 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 5 g NaCl. TSB (Tryptic Soy Broth) —
17 g skaidyto kazeino, 3 g hidrolizuoto sojos pupeliy ekstrakto, 5 g NaCl,
2,5 g KbHPO,, 2,5 g gliukozés. TSB augimo terpés miSinys isigytas i$
Oxoid. RuoSiant agarizuotas terpes, i 1 1 skystos terpés pries autoklavavima
pridéta 15 g agaro agaro.

Pagrindiniai darbe naudoti bakterijy izoliatai, plazmidés, ir
oligonukleotidai nurodyti Lenteléje 1.

Lentelé 1. Darbe naudoti bakterijy izoliatai, plazmidés, ir oligonukleotidai.

Bakterijy kamienai
Kami Savybés/genotipas Saltinis
Escherichia coli IM107  endAl, ginV44, thi', relAl, gyrA96, A(lac-proAB) [F',  Yanisch-Perron ir kt.,
traD36, proAB”, lacl’ZAM15], hsdR17(Rx mx"), i (1985)
Escherichia coli DH5a.  F-, A(argF-lac)169, p80dlacZ58(M15), AphoAS, Woodcock ir kt., (1989)
glnX44(AS), 77, deoR481, rfbCl, gyrA96(NalR), recAl,
endAl, thiEl, hsdR17

Escherichia coli F-, [araD1391s, A(argF-lac)169, A-, el4-, flhD5301, Casadaban ir Cohen, 1979
MC4100 A(fruK-yeiR)725(frud25), relAl, rpsL150(strR),

rbsR22, A(fimB-fimE)632(::1S1), deoC1
Escherichia coli F-, lon-11, A(ompT-nfr4)885, A(galM-ybhJ)884, ADE3 Wood, 1966
BL21(DE3) [lacl, lacUV5-T7 gene 1, indl, sam7, nin5], 446,

[mal* ], (\S), hsdS10
Bacillus subtilis Laukinis tipas. Naudotas kaip sacB geno $altinis Dovana i§ Audriaus

Gegecko

Acinetobacter baylyi Laukinis tipas ATCC 33305
ADP1
AbV15 A. baumannii V15 kamienas Povilonis ir kt., (2013)
AbV15 AbfmRS AbV 15 kamienas su bfmRS operono delecija Sis darbas
AbV15 AbfmR AbV15 kamienas su bfinR geno delecija Sis darbas
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AbV15 AbfmS

AbV15 AbfmRS pbfinRS

AbV15 AbfinRS pbfimR
AbV 15 AbfinRS pbfinS

AbV15 Ahep
AbV'15 Ahep phep

AbV15 AbfmRSAhcp
AbV15 AbfmRSAhcp
pbfmRS

ABV15 AbfinRSAhcp
pbfinR

AbV15 AbfmRSAhcp
phep

AbV15 AbfmRSAcdi

AbV15
AbfinRSAhcpAcdi
AbV15 AbfmRSAcdi
pbfmRS

AbV15 AbfinRSAcdi
pbfinR

AbV15
AbfmRSAhcpAcdi
pbfinRS

AbV15

AbfmRSAhcpAcdi pbfmR

A. baylyi ADP1 pcdil

1I-h

II-g

I-al

I-a

II-c

II-al AgalU

1I-a AgalU

1I-c 4galU

1I-al 4galU pgalU

1I-a AgalU pgalU
-c AgalU pgalU
1I-al AgalU pcdil

1-a AgalU pcdil

AbV 15 kamienas su bfmsS geno delecija

AbV15 AbfinRS mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinRS_TER_lacl’2

AbV15 AbfinRS mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Prac_bfmR _TER lacl’2

AbV 15 AbfmRS mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinS_TER_lacl’2

AbV 15 kamienas su /cp geno delecija

AbV15 Ahcp mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_hcp TER_lacl’2

AbV15 AbfmRS mutantas su hcp geno delecija
AbV 15 AbfmRSAhcp mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfmRS_TER_lacl‘2

AbV1S5 AbfinRSAhcp mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfimR_TER_lacl‘2

AbV15 AbfinRSAhcp mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_hcp_TER_lacl‘2

AbV15 AbfinRS mutantas su daline cdiBAI operono
delecija

AbV15 AbfmRSAhcp mutantas su daline cdiBAI
operono delecija

AbV15 AbfmRSAcdi mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinRS_TER_lacl’2

AbV 15 AbfinRSAcdi mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinR_TER_lacl’2

AbV15 AbfinRSAhcpAcdi mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinRS_TER_lacl’2

AbV 15 AbfmRSAhcpAcdi mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_bfinR_TER_lacl’2

A. baylyi ADP1 kamienas komplementuotas su
pUC_AcORI_Ptac_cdil TER_lacl’2_gm

A. baumannii 11-h kamienas

A. baumannii 11-g kamienas

A. baumannii 11-al kamienas

A. baumannii 1I-a kamienas

A. baumannii 11-c kamienas

II-al kamienas su galU geno delecija

II-a kamienas su gal/U geno delecija

1I-c kamienas su galU geno delecija

1I-al AgalU mutantas komplementuotas
pUC_ACORI_Ptac_galU™_TER_lacl’2_gm
1I-a AgalU mutantas komplementuotas
pUC_ACORI_Ptac_galU™ _TER_lacl’2_gm
1I-c AgalU mutantas komplementuotas
pUC_ACORI_Ptac_galU™*_TER_lacl’2_gm
1I-al 4galU mutantas komplementuotas
pUC_AcORI_Ptac_cdil"™" TER_lacl’2_gm
1I-a 4galU mutantas komplementuotas
pUC_ACcORI_Ptac_cdil®” TER_lacl’2_gm

Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas

Povilonis ir kt., (2013)

Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas

l-c AgalU pcdil 1I-c 4galU mutantas komplementuotas su Sis darbas
pUC AcORI Ptac cdil™” TER lacl’2 gm
Plazmidés
Plazmidés pav. ApraSymas/Savybés Saltinis

pUCI19

pWH1266

pAcGFP1-C3

Naudota kaip karkasas plazmidéms
pUC_AcORI_Ptac_gfp TER_lacl’2 ir pUC19_sacB;
Amp®
Acinetobacter calcoaceticus plazmidés fragmentas su
ori seka i§ pBR322 plazmidés
gfp geno 3altinis; Kan®
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pKK223-3
pUCI19_sacB

pUC19_sacB_bfimRSUP
Dwn_gmR

pUC19_sacB_hcpUPDw

n_gmR
pUC19_sacB_cdiUPDw
n_gmR

pUCI19 _sacB_galU™"™
“IUPDwn_gmR

pUC_AcORI Prac gfp

TER lacl‘2

pUC_AcORI_Ptac gfp

TER _lacI2_gm

Ptac promotoriaus ir TER sri¢iy Saltinis; Amp®

A. baumannii savizudé plazmidé su sacB genu i§
Bacillus spp. delecijoms jvedinéti; Amp®
pUC19_sacB plazmidé su AbfinRS::aac3I; Amp®; Gm®

pUC19_sacB plazmidé su dhcp::aac3l; Amp®; Gm*
pUC19_sacB plazmidé su AcdiAl::aac3l; Amp*; Gm®

pUC19_sacB plazmidé su AgalU"™"::aac3l, arba
AgalU™::aac31, arba AgalU"*::aac3l; Amp®; Gm®
Indukuojama E. coli — A. baumannii plazmidé genams
klonuoti vietoje gfp geno; Amp®

Indukuojama E. coli — A. baumannii plazmidé genams
klonuoti vietoje gfp geno, kur bla genas pakeistas
aac3l kasete; Gm®

pUC_AcORI_Ptac_TER pUC_AcORI_Ptac_gfp TER_lacl’2 plazmidé be gfp,

_lacli2

naudota kaip plazmidés kontrolé komplementacijose;
Amp*

pUC_ACcORI_Ptac_TER pUC_AcORI_Ptac_gfp TER_lacI®2_gm plazmidé be

_lacl"2_gm

pUC_AcORI_Ptac_bfm
RS TER_lacl’2
pUC_ACcORI_Ptac_bfm
R TER_lacl'2

gfp, naudota kaip plazmidés kontrole
komplementacijose; Gm®

pUC_AcORI_Ptac_gfp TER_lacl‘2 plazmide¢, kur gfp
genas pakeistas bfmRS operonu; Amp®
pUC_AcORI_Ptac_gfp TER_lacl‘2 plazmide¢, kur gfp
genas pakeistas bfimR genu; Amp®

PL-Pharmacia.
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas

pUC_AcORI_Ptac_bfin pUC_AcORI_Prac_gfp TER lacl’2 plazmidé, kur gfp Sis darbas
S_TER_lacl‘2 genas pakeistas bfinS genu; Amp®
pUC_AcORI_Ptac_hcp pUC_AcORI Prac_gfp TER lacl’2 plazmidé, kur gfp Sis darbas
_TER lacl’2 genas pakeistas Acp genu; AmpR
pUC_AcORI_Ptac cdil pUC_AcORI Ptac_gfp TER lacl’2 gm plazmidé, kur Sis darbas
_TER lacl’2_gm gfp genas pakeistas cdil genu; Amp®?
pUC_AcORI_Ptac gal pUC_AcORI _Ptac_gfp TER lacl‘2 gm plazmideé, Sis darbas
U™ TER lacl’2 gm  kur gfp genas pakeistas galU genu i$ 1I-al;Gm®
pUC_AcORI_Ptac_gal pUC_AcORI_Ptac_gfp TER lacl’2_gm plazmide, Sis darbas
U™ TER lacl2 gm  kur gfp genas pakeistas galU genu i§ II-a; Gm®
pUC_ACcORI_Ptac_galU pUC_AcORI_Ptac_gfp_ TER_lacl’2_gm plazmide, Sis darbas
" TER lacl’2 gm kur gfp genas pakeistas gal/U genu i§ 1I-c; Gm®
Oligonukleotidai

Pavadinimas Seka (5°—3”) ApraSymas/3altinis
sacB_F GTTGTCTAGAGATCCTTTTTAACCCATCAC sacB geno padauginimui
sacB_R GTTGGCATGCTGGGATTCACCTTTATGTTG
BfmR_Ptac_F CATGAGCCAAGAAGAAAAGTTACC bfmRS operono ir bfmR
BfinR_Ptac R TTACAATCCATTGGTTTCTTTAAC geno padauginimui
BfmS_Ptac R GAACCTGATGCAACTCAG bfmRS operono ir bfinS,

geno padauginimui
BfmS_Ptac_F CGTGTTTAAACACAGTATATTCCTGC bfinS geno padauginimui
hep_compl F CATGAAAGATATATACGTTGAGTTTCGC hcp geno padauginimui
hep_compl R CTTTATGTCAGCCTCCACCAA
BfmR_F GTTGAAGCTTAAATGCAGCAACATCTCC AbfmRS delecijos regiono

sekvenavimui
ter_F GGGCCATGGGCATGCGGTACCCTGTTTTGGCG TER regiono

GATGAGAG padauginimui i§ pKK223-

ter R GTTGGAGCTCTTTGTAGAAACGCAAAAAGGC 3
Laclq2_R CTCACTGCCCGCTTTCCA lacl’ geno padauginimui i§
Laclg2 F ATCGAATGGTGCAAAAC E. coli BL21(DE3)
BfmRO1IF TCACGCATTGCACCATAA Priessrovinio bfimRS
BfmRS0IR GGAACCTGATGCAACTCAGTTATAAATCATTG regiono padauginimui

CCCCTATAAATCTC

13



BfmS02F
BfmS02Rgm

5_hcpFwd
5_hcpRev

3_hepFwd
3_hcpRev

GentR_F
GentR_R
Bfm_check F
Bfm_check R

hep_checkF
hep_checkR
Hcep_seq_chk
rpoB_qF
rpoB_qR

T6hcF

T6hcR

TssMF

TssMR
CDI_5Fwd_final_short
CDI_5Rev_final short

CDI_3Fwd_final
CDI_3Rev_final gm

Cdi_Imm_F
Cdi_Imm R
CDIIF
CDIIR

galu Up_F
galu_Up R

galu Dwn_F
galu Dwn_R_gmR

TTATAACTGAGTTGCATCAGG
CGTTCAAGCCGAGATGAATTCGATCGGCCGAA
TTTGGTTATTG

TCAGGAAACGCCTTCAAATC
CTTTATGTCAGCCTCCACCAAGCTGACCTTGAT
TAATTTGAGG

TTGGTGGAGGCTGACATAAAG
CGTTCAAGCCGAGATGAATTCGATCGCTCAAA
TTCGGATACATGCTG
GATCGAGCTCAGGACAGAAATGCCTCGACT
GATCGAATTCATCTCGGCTTGAACGAATTG
CAACACCCTGAGATTTACCG
CAGCAACTTTTGTGCCTATG

GTCAACTTGGCGTGGTCTTT
TGGGGTTCAGCATATTTTTCA
TGCTTCTGCTGGAAATGTTG
CGATTCGTACAGAACATTCTT
TAAAGCAGCATTGCCAGAATA

ACTTCAAGTAGTGTGGGCGG
AAGTCCACTCAACAGCAGCA
TGCTTTGGCGCAGTAAGACA
CTTGCTGTGCGGATACAACG
GCTGATTGCACCTGACAGCA
TAAACGACCTGTAATAGACCGCACTGACATTA
TTCGCCCC
GGTCTATTACAGGTCGTTTACTTTAAATAG
CGTTCAAGCCGAGATGAATTCGATCACCCCAA
ATCTTACTCCAATCG
TTAAAGTAAACGACCTGTAATAGACC
CATGATCGATTTTGTTAAAGAATTATCTGC
GGTAAATGGCCGCAATAGCATAC
TGCTGTCAGGTGCAATCAGC
GTCCGTAAAAATTTAGGTTC
CAAATAGTTAAGCAGAGCTACGTAGAACTGCT
TTTTTAATCAT

GTAGCTCTGCTTAACTATTTG
CGTTCAAGCCGAGATGAATTCGATCCGGAATA

Pasrovinio bfinRS regiono
padauginimui

Priessrovinio Acp regiono
padauginimui

Pasrovinio /cp regiono
padauginimui

aac3I atsparumo kasetés
padauginimui

AbfinRS delecijos regiono
padauginimui ir
sekvenavimui

Ahcp delecijos regiono
padauginimui ir
sekvenavimui

Geny raiSkos
matavimams. Endogeniné
kontrolé

hep geno raiskos
matavimui

tssM geno raiSkos
matavimui

cdiBAI regiono delecijai

cdiBAI regiono delecijai

cdil geno padauginimui
cdiBAI raiskos matavimui

Priessrovinio galU
regiono padauginimui

Pasrovinio galU regiono
padauginimui

AAATTTCTTTTTGTTG
galu_check CTGCTTCCATGCCGTAACTA galU delecijos regiono
galu_check2 TTGTTTCCATGCGGTTACTA sekvenavimui
galU_compl F CATGATTAAAAAGGCAGTTTTACCT galU geno padauginimui
galU_compl R CAAATACTTAAGCAGAGCTAC

Amp® — atparumas ampicilinui; Gm® — atsparumas gentamicinui.
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Bakterijy auginimo salygos.

Visos bakterijos augintos aerobinémis salygomis esant 37°C arba 30°C
temperatirai. Augimo terpés, kur reikéjo, buvo praturtintos antibiotikais:
ampicilinu (iki 100 pg/ml), gentamicinu (10 pg/ml), ceftazidimu (10 pg/ml).
Visi eksperimentai su kamienais ir izoliatais, reikalaujanciais atitinkamo
biosaugos lygio, atlikti grieztai vadovaujantis darbo su jais taisyklémis.

PlazmidZiy konstravimas.

IPTG indukuojama plazmidé (pUC gm AcORI Ptac gfp TER),
gebanti amplifikuotis A. baumannii ir E. coli kamienuose sukonstruota
perkeliant Acinetobacter sp. ori seka i§ pWH1266 i pUC19. Tai pat i ja, i$
pKK223-3 ir pAcGFP1-C3 plazmidziy, iklonuota transkripcijos
terminacijos seka (TER), P.. promotorius, ir gfp genas. Nuo indukcijos
priklausoma reguliacija uZztikrinta { plazmide iklonuojant /acl’ gena i$
E. coli BL21 kamieno. Plazmidei atsparuma suteiké arba natyvi atsparumo
ampicilinui determinanté, arba vietoj pastarosios jklonuota aac3I kaseté i§
klinikinio 4. baumannii izoliato, suteikianti atsparuma gentamicinui
(plazmidé pUC gm AcORI Ptac gfp TER gm). Tiksliniai fragmentai {
indukuojama plazmidg jklonuoti pakeiciant gfp gena. Plazmidé su paSalintu
gfp genu naudota kaip kontrolé. Delecijoms skirta plazmidé pUC19 sacB
sukonstruota sacB gena, padauginta nuo B. subtilis genominés DNR,
iklonuojant 1 pUC19.

A. baumannii deleciniy mutanty kiirimas.

Delecijos ivestos pagal ank$¢iau Oh ir kt., (2015) aprasyta metodika.
Trumpai, ~1 kilobazés ilgio prieSsroviniai ir pasroviniai taikinio sekos
regionai padauginti ir sulieti su aac3] genu, koduojanciu atsparuma
gentamicinui. Gauti fragmentai iklonuoti i delecijoms ivesti skirta plazmide
pUC19 _sacB. Sukonstruotos plazmidés atrinktos E. coli JM107 kamiene.
Plazmidés iSskirtos ir transformuotos i reikalinga 4. baumannii kamiena
elektroporacijos btdu. Kolonijos, su integruota | genoma plazmide,
atrinktos ant terpés su gentamicinu. Kelios iSaugusios kolonijos 4
valandoms inokuliuotos i skysta terpg be antibiotiko ir inkubuotos 37°C
temperatiiroje purtant. Po inkubacijos, kultiiros i§sétos ant agarizuotos LB
terpés su 10 % sacharoze. Tokios salygos lemia tai, kad yra atsirenkamos tik
tos bakterijos, kurios netenka plazmidés. Taip yra dél levansukrazés (sacB)
geno produkto vykdomos reakcijos, kurios produktai yra toksiski
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Gram-neigiamoms bakterijoms. Netekusios plazmidés bakterijos gali biiti
identiS8kos téviniam organizmui, arba su ivesta taikinio delecija, jeigu
plazmidé yra paSalinama per antrines homologines sekas (t.y. kitas, nei
integravosi). Deleciniai mutantai atrinkti darant kolonijy PGR. Visos jvestos
delecijos taip pat patikrintos ir sekvenuojant padaugintus regionus,
apimancius delecijas.

A. baumannii biopléveliy formavimas.

Naktinés 4. baumannii kultiros, augintos skystoje TSB terpéje esant
37°C temperattirai purtant, praskiestos su 4 kartus vandeniu skiesta TSB
terpe iki lasteliy tankio 10° kolonijas formuojan&iy vienety 1 mililitre terpés
(CFU/ml). Bakterijy skiedimai inokuliuoti i 150 pl bendra ttri 96 Sulinéliy
mikroplokstelés Sulinéliuose. Plokstelés toliau inkubuotos stacionariai 24
valandas esant 37°C aplinkos temperatiirai drégnomis salygomis. Po
inkubacijos, Sulinéliai 2-3 kartus plauti su dejonizuotu vandeniu ir 15
minu¢iy dazyti su 0,1 % kristalo violeto vandeniniu tirpalu. Po dazymo,
Sulinéliai vél 2-3 kartus praplauti dejonizuotu vandeniu. Biopléviu kiekis
ivertintas kristalo violeta eliuojant i 33 % vandeninj acto rigsties tirpalg ir
iSmatuojant jo opting sugerti, esant 580 nm bangos ilgiui. Gauta verté
normalizuota pagal bendra bakterijy prieaugi iSmatavus sugerti, esant 600
nm bangos ilgiui. Visi matavimai vykdyti Tecan Infinite ® 200 PRO
spektrofotometru (Tecan). Eksperimentai buvo kartoti tris kartus po du
techninius pakartojimus.

Judrumo terpés pavirsiuje vertinimas.

Sviezia naktiné bakteriju kultiiros kolonija, augusi ant agarizuotos TSB
terpés, inokuliuota | 90 mm skersmens Petri 1ékstele su paruosta ir 80
minu¢iy laminarinéje traukos spintoje dziovinta judéjimo terpe (4 kartus
dejonizuotu vandeniu skiesta TSB terpé su 0,25 % agaru (Roth)). Bakterijos
inokuliuotos mazu automatinés pipetés antgaliu praduriant terpe iki dugno
Petri 1ékStelés centre. Inokuliuotos kultiiros toliau buvo stacionariai
inkubuojamos drégnoje aplinkoje 24 valandas. Judéjimas jvertintas
matuojant iSaugusios bakterijy kultiiros zonos skersmenj. Eksperimentai
kartoti tris kartus.

Pelikulés formavimas.

Naktinés 4. baumannii kultiros, augintos skystoje TSB terpéje esant
37°C temperatirai purtant, buvo praskiestos $viezia terpe iki 10° CFU/ml

16



lasteliy tankio. Suspensijos toliau inokuliuotos 1 12 Sulinéliy
mikroplokstelés Sulinélius (TPP) 3 ml bendrame tiryje ir inkubuotos
stacionariai 30 valandy esant 30°C aplinkos temperatiirai. Suformuotos
pelikulés automatinés pipetés antgaliu perkeltos i Svarius Eppendorf
mégintuvélius prie§ tai i Sulinéli ipylus 200 pl 2-propanolio. Perkeltos
pelikulés suspenduotos 500 pul 10 mM NaOH tirpale ir i§ karto
neutralizuotos HCI tirpalu. Biomasé kiekybiSkai jvertinta iSmatuojant opting
sugertj esant 600 nm bangos ilgiui. Eksperimentai kartoti tris kartus.

Baltymy sekrecija.

Visuminis i augimo terpg iSskirty baltymy profilis vertintas 30 valandy
30°C TSB terpéje augintose stacionariose kultiirose. Lastelés i$ terpés buvo
pasalintos kultiiras centrifuguojant 10000 g 10 minuciy esant 4°C
temperatiirai. Kultiiry supernatantai papildomai filtruoti per 0,22 pm pory
dydzio filtrus. Baltymai i§ supernatanty iSsodinti trichloracto rugstimi (10 %
galutiné koncentracija) centrifuguojant 15000 g greic¢iu 60 minuciy esant
4°C temperatiirai. Nuosédos du kartus praplautos Saltu acetonu ir
i8dZiovintos kelias minutes inkubuojant 95°C temperatiiroje. Paruosti
méginiai suspenduoti méginio uznesSimo buferyje (62.5 mM Tris-HCI pH
6,8; 2,5 % NDS; 0,002 % bromfenolio mélynasis; 5 % 2-merkaptoetanolio;
10 % glicerolio) ir analizuoti frakcionuojant 12,5 % arba 15 % natrio
dodecilsulfato poliakrilamidiniame gelyje taikant standarting Lemli
elektroforezés sistema (NDS-PAGE). Baltymai vaizdinti gelius dazant
Coomassie mélynuoju.

RNA skyrimas ir tikro laiko PGR.

Naktinés 4. baumannii kultiros, augintos skystoje TSB terpéje esant
37°C temperatiirai purtant, praskiestos 4 kartus vandeniu skiestoje §viezioje
augimo terpéje iki lasteliy tankio 10° CFU/ml ir inokuliuotos { 96 Sulinéliy
mikroplokstelés Sulin¢lius 200 pl bendrame turyje. Plokstelés toliau
inkubuotos Tecan Infinite ® 200 PRO spektrofotometre 37°C temperattiroje
purtant iki vidurio logaritmo augimo fazés (optiné sugertis ties 600 nm =
0,35-0,4). RNR isskirta naudojant GeneJET RNA gryninimo rinkinj,
genominé DNR paSalinta su deoksiribonukleaze 1, kopijiné DNR
susintetinta naudojant RevertAid First Strand cDNA Synthesis rinkinj (visi
Thermo Fisher Scientific) su atsitiktiniais pradmenimis. Paruostos RNR
koncentracija iSmatuota Nanodrop (Thermo Fisher Scientific), o
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integralumas patikrintas 1 % nedenatiiruojanc¢iame agarozés gelyje. Realaus
laiko PGR atliktas su pradmenimis nurodytais Lenteléje 1. Detekcijai
naudotas interkaliuojantis Syto 9 dazas (Invitrogen). Reakcijos vykdytos
tikro laiko termocikleryje CFX Real-Time System (Bio-Rad). Analizé
atlikta jrenginio programine jranga. Visiems taikiniams, naudojant
A. baumannii V15 genominés DNR skiedimus. Nustatytas pradmeny
dauginimo efektyvumas sieké 95 — 107 % (koreliacijos koeficientas R?* >
0,99). IS viso atlikti trys nepriklausomi eksperimentai su dviem techninémis
replikomis kiekviename. Susidariusio produkto specifiSkumas {vertintas
lydymosi kreivés analize. Raiskos pokyc¢iai jvertinti AAC; metodu,
naudojant rpoB geno raiska kaip endogening kontrolg.

Tarpbakteriné konkurencija.

Naktinés 4. baumannii kulturos, augintos skystoje TSB terpéje esant
37°C temperatiirai purtant, du kartus praplautos Svaria augimo terpe ir
praskiestos iki 10 CFU/ml koncentracijos. Paruostos skirtingy bakteriju
kultiiros sumaiSytos jvairias santykiais (agresorius:auka, tikslus santykis
nurodytas prie kiekvieno eksperimento). 5 pl suspensijos perkelta ir
i8dziovinta ant agarizuotos TSB terpés. Konkurencijos eksperimentas
vykdytas 6 valandas esant 37°C temperatiirai tamsoje. Po inkubacijos,
bakterijy zonos i$ agarizuotos terpés iSpjautos, suspenduotos 500 pl sterilios
TSB, ir iSsétos serijiniais skiedimais ant selektyviy agarizuoty terpiy
bakterijy skaiciui jvertinti. Visais atvejais, E. coli DH5a kamienas naudotas
kaip nekonkurenciné kontrolé. Eksperimentai kartoti bent tris kartus.

Kapsulés polischaridy frakcionavimas.

Sviezia naktiné bakterijy kultiira, augusi ant agarizuotos LB terpés,
suspenduota steriliu PBS buferiu (1 ml) iki ODgy=3. Suspensija intensyviai
purtyta 2 minutes ir toliau centrifuguota 10000 g 10 minuéiy. [ gauta
supernatanta pripilta 95 % etanolio iki galutinés 75 % koncentracijos.
Misinys toliau centrifuguotas 15000 g 2 valandas, esant 4°C temperatirai.
Gautos nuosédos suspenduotos NDS méginio uzneSimo buferyje ir
analizuotos frakcionuojant 12,5 % NDS poliakrilamidiniame gelyje.
Kapsulés polisacharidai vizualizuoti geli dazant su 0,1 % (w/v)
polisacharidams specifiniu Alciano mélio (Alfa Aesar) dazu kaip aprasyta
Mercaldi ir kt., (2008).
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A. baumannii augimo slopinimas.

Naktinés A. baumannii kulturos, augintos skystoje LB terpéje esant
37°C temperatiirai purtant, praskiestos LB terpe iki lasteliy tankio 10° CFU/
ml. Suspensijos toliau inokuliuotos 150 pl bendrame tiryje i 96 Sulinéliy
mikroplokstelés Sulinélius. Plokstelés inkubuotos Tecan Infinite ® 200 PRO
spektrofotometre 37°C temperatiiroje purtant iki kol kultliros pasieké
ankstyvaja logaritming fazg (optiné sugertis ties 600 nm = 0,25-0,35). [ §ia
faze pasiekusia kultiira pripilta (10 pl bendrame tiiryje): steriliai filtruoto
bakteriju kultiry supernatanto (kaip aprasyta auksciau); sterilios LB terpés;
sterilaus PBS buferio. Bakteriju auginimas buvo i§ karto tgsiamas toliau.
Eksperimentai kartoti tris kartus.

CdiA gryninimas.

Naktinés 4. baumannii kultiros, augintos skystoje TSB terpéje esant
37°C temperatiirai purtant, praskiestos $viezia terpe iki lasteliy tankio 107
CFU/ml ir inokuliuotos i 750 ml galutini tirj. Kultiros toliau augintos
stacionariai 30 valandy esant 30°C temperatirai. Lastelés paSalintos
kultiras centrifuguojant 10000 g 10 minuéiy ir gautus supernatantus
papildomai filtruojant per 0,22 um dydzio poru filtrus. CdiA i8grynintas
pirmiausiai baltymus i§sodinant pridéjus amonio sulfato iki 40 % galutinés
koncentracijos. I$sodinta frakcija surinkta méginius centrifuguojant 15000 g
25 minutes ir i$tirpinta 10 ml 0,05 M Natrio fosfatiniame buferyje (pH 7,0),
turin¢iame 10 % amonio sulfato. CdiA toliau grynintas hidrofobiniy mainy
chromatografija. Baltymai pirmiausia uzkabinti ant kolon¢lés (Butyl
Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare)) su 0,05 M Natrio fosfatiniu buferiu
(pH 7,0) turinc¢iu 1 M amonio sulfato. Kolonélg praplovus, baltymai
iSelivoti linijiniu gradientu i 0,05 M Natrio fosfato buferi (pH 7,0).
Gryninimas ~atliktas AKTA FPLC chromatografijos sistema (GE
Healthcare). CdiA turincios frakcijos sukoncentruotos i PBS buferj su
Pierce™ baltymuy koncentratoriumi (Thermo Fisher Scientific), turin¢iu 100
kDa dydzio perskyrimo vertg, vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.
Baltymuy koncentracija jvertinta Roti®Quant Bradford assay rinkiniu (Carl-
Roth), kalibracijai naudojant BSA baltyma.

CdiA dydzio nustatymas gelfiltracija.

ISgryninto CdiA baltymo molekuliné mas¢ PBS buferyje nustatyta
naudojantis Superose 12 10/300 GL gelfiltracijos kolonéle (GE Healthcare),
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vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis. Kalibracinei tiesei naudoti Sie
dydziy standartai: Mélynasis Dekstranas, Feritinas (440 kDa), Katalazé (232
kDa), Aldolazé (158 kDa), BSA (68 kDa) (visi Amersham Biosciences).
Tekmés greitis laikytas ties 0,6 ml/min. Kiekvienam standartui nustatytas
pasiskirstymo koeficientas K.,, kuris apskaiciuotas pagal formule (V. -
Vo)/(Vi - V,), kur V. — eliuato tiris, ties kuriuo i§ kolonélés iSteka baltymas
(ml), V, — koloné¢lés ertmés tiiris (ml), V, — visas kolonélés tiiris (24 ml)).
Kalibraciné ties¢ plokstumoje nubraizyta kaip K., priklausomybé nuo
atitinkamo baltymo molekulinés masés deSimtainio algoritmo. Visos
surinktos frakcijos patikrintos NDS poliakrilamidiniame gelyje ir vykdant
auginimus, kaip apraSyta 4. baumannii augimo slopinimas skyrelyje.
Bakterijy gyvybingumo matavimas.

Naktinés A. baumannii kultiros, augintos skystoje LB terpéje esant
37°C temperatiirai purtant, praskiestos LB terpe iki lasteliy tankio 10* CFU/
ml 100 pl bendrame tiiryje. Suspensija sumaiSyta su 5 pl iSgryninto CdiA
baltymo arba PBS buferio (neigiama kontrolé¢). Misinys toliau inkubuotas
37°C temperatiiroje. [vairiais laiko intervalais ant selektyvios agarizuotos
LB terpés atlikti serijiniai miSinio i§sé¢jimai likusiy kolonijas formuojanciy
vienety jvertinimui.

Minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) nustatymas.

MSK nustatyta mikroplokstelése, naudojant mikroskiedimo metoda. 50
pl kiekvieno serijinio LB terpéje padaryto CdiA skiedimo inokuliuota {
mikroplokstelés Sulinélius. [ kiekvieng Sulinéli su CdiA ipilta 50 pl naktinés
A. baumannii kultros praskiestos LB terpe iki lasteliy tankio 10° CFU/ml.
A. baumannii naktiné kultira pries tai auginta LB terp¢je 16 valandy esant
37°C temperatiirai ir purtant. Mikroplokstelé po inokuliavimo inkubuota 16
valandy stacionariai, esant 37°C. MSK reik§mé laikoma maZiausia CdiA
koncentracija, reikalinga nuslopinti akimis stebima bakterijy augima.

Gyvy/zuvusiy bakterijy fluorescenciné mikroskopija.

Naktinés A. baumannii kultiiros, augintos skystoje LB terpéje esant
37°C temperatirai purtant, 2 kartus praplautos su steriliu PBS buferiu ir
praskiestos iki lasteliy tankio 10®° CFU/ml 250 pl bendrame tiiryje i 3
skirtingus mégintuvélius. Suspensijos centrifuguotos 5000 g 2 minutes.
Lastelés resuspenduotos: PBS buferyje (gyvu bakteriju kontrol¢), 70 %
vandeniniame 2-propanolio tirpale (zuvusiy bakterijy kontrolé), arba
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i8gryninto CdiA baltymo tirpale (galutiné baltymo koncentracija 5 pg/ml).
Po 30 minuéiy arba 3 valandy inkubacijos kambario temperatiiroje,
suspensijos 3 kartus praplautos steriliu PBS buferiu, sukoncentruotos iki 10°
CFU/ml, ir sumaiSytos su SYTO9 (9,4 nM) ir propidzio jodido (42,4 nM)
suspensija PBS buferyje. Bakterijos 15 min daZzytos tamsoje. NudaZytos
lastelés stebétos pro Olympus AX70 mikroskopa su UPlanApo objektyvu
esant 1000 x didinimui. SYTOY ir propidzio jodido fluorescencijai stebéti
naudoti atitinkamai U-WIBA ir U-MWG filtrai. Nuotraukos apdorotos su
Fiji programine jranga (Schindelin ir kt., 2012).
Statistiné analizé.

Visi palyginimai statistiS$kai jvertinti t-testu arba ANOVA (p = 0,05) su
Tukey HSD post-hoc testu. Skai€iavimai atlikti naudojantis R programiniu
paketu (3.4.4 versija). Bakterijy konkurencija vertinta naudojant deSimtaini
logaritma i$ apskaiciuoty likusiy kolonijas formuojanciy vienety vienam
mililitrui suspensijos. Geny raiSkos poky¢iai laikyti reikSmingais, jeigu
skirtumas nuo endogeninés kontrolés buvo didesnis nei 2 kartai.
Paveiksluose reikSmingumas Zymi: n.s., néra reikSmingumo; *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001. Visi grafikai nupiesti naudojantis QtiPlot programine
iranga.

Priéjimas prie duomeny.

Nusekvenuota A. baumannii V15 cdiBAI lokuso seka pasiekiama
GenBank duomeny bazéje, prieigos numeris: MK405474.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Iki Siol zZinomas pagrindinis A. baumannii BfmRS
dvikomponentés sistemos (TCS) komponento — atsako reguliatoriaus
BfmR vaidmuo yra biopléveliy formavimo aktyvinimas reguliuojant
pile koduojanc¢io csud/BABCDE operono raiska (Tomaras ir kt.,
2008). Idomu, kad kiti tyrimai parodé¢ bfmS jutiklio svarba
A. baumannii judrumui augimo terpés pavirSiumi — pazeidus jutikli
koduojanti gena, judéjimas yra nuslopinamas (Clemmer ir kt., 2011).
Reguliatoriaus BfmR vaidmuo Siame procese néra iSaiskintas. Tod¢l
pirmoje darbo dalyje nusprendéme iStirti BfmRS  svarba
oportunistinio patogeno geb¢jimui judéti pavirSiumi ir formuoti
pelikulg. Sie fenotipai laikomi naudingomis adaptacijomis plintant
ligoniniy aplinkoje ir kolonizuojant Seimininkus. Taip pat, ju
pasireiSkimui reikalingi veiksniai gali buti panaudoti virulentiskumui
(Armitano ir kt., 2014; Kentache ir kt., 2017; McQueary ir kt., 2012;
Nait Chabane ir kt., 2014).

Pasirinkome klinikinj 4. baumannii V15 izoliata, Kkuris
pasizyméjo visais reikalingais fenotipais — formavo biopléveles,
pelikules bei judéjo terpés pavirSiumi. Siame izoliate ivede bfinRS
operono delecija parodéme, kad dvikomponentés sistemos
netekimas tik nezymiai slopina judrumo pavirSiumi fenotipa (30 %)
(1 pav. A). Slopinimas atstatytas komplementuojant bfinR ir bfmRS,
bet ne bfinS aleliais (1 pav. A). Skirtingai, bfmsS delecija 1émé zZymy
judrumo sumazgjima, kas atitiko kity autoriy pastebéjimus (Clemmer
ir kt., 2011). Sis slopinimas atstatytas komplementuojant laukinio
tipo bfinS aleliu (1 pav. B).
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Nusliauztos zonos
diametras, mm
Nusliauztos zonos
diametras, mm

AbfmS

1 pav. A. baumannii judrumas augimo terpés pavirSiumi. Pateiktas nusliauztos
zonos diametras Siy kamieny: (A) V15 (4bV15), jo AbfmRS mutanto, ir AbfmRS
komplementuoto plazmidémis pbfimR pbfmnS, pbfmRS; (B) AbV15, AbfimS mutanto
su arba be komplementuojanéios plazmidés pbfinS, esant 0,1 mM IPTG
koncentracijai. Paklaidy intervalai rodo standartini nuokrypi. **, p<0,01 ***,
p<0,001; n.s. nereik§minga. Komplementacijai naudota kontroliné plazmidé p.

Neseniai parodyta, kad 4. baumannii BfmS jutiklis slopina BfmR
reguliatoriy (Geisinger ir Isberg, 2015), todél isSsikéléme hipoteze,
kad 4bfmS mutante stebimas aiskus judéjimo slopinimas galéty biiti
itakotas aktyvaus BfmR reguliatoriaus. Yra zinoma, kad
reguliatoriaus  perprodukcija  bakterijose daznai lemia jo
regulivojamy geny jjungima/isjungima (Groisman, 2016).

Nusprendéme indukuoti bfinR geno, iterpto uz IPTG indukuojamo
promotoriaus, sintez¢ AbfmRS mutante, ir jvertinti §io kamieno
judéjima terpés pavirSiumi. Nustatéme, kad bfinR ir bfmRS, bet ne
bfmS indukcija, slopina A. baumannii klinikinio kamieno judéjimo
fenotipa (2 pav. A-C).
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2 pav. A. baumannii judrumas augimo terpés pavirSiumi. Paveiksle pateikta A.
baumannii V15 AbfmRS kamieny, komplementuoty plazmidémis pbfinR (A),
pbfmRS (B), pbfmS (C). judrumo terpés pavirSiumi indukcinémis judrumas. Paklaidy
intervalai rodo standartini nuokrypi. *** p<0,001 (lyginant su fenotipu
neindukcinémis salygomis); n.s. nereik§minga.

Gauti rezultatai paaiSkina judéjimo slopinima stebéta AbfnS
mutante (Clemmer ir kt., 2011; taip pat miisy duomenys) ir patvirtina
misy iSsikelta hipotezg. Gauti rezultatai rodo, kad BfmR
reguliatorius yra atsakingas ne tik uz 4. baumannii biopléveliy
formavima, bet ir uz §io patogeno judéjimo slopinima. Pastaruoju
metu beveik neabejojama, kad biopléveliy formavimo ir judéjimo
fenotipai tarpusavyje susijg, nes bakterijai energetiskai turéty biiti
naudingiau viena procesa slopinti, kai kitas yra aktyvinamas
(Guttenplan ir Kearns, 2013). Mes parodéme, kad
A. baumannii bakterijoje $iuos du procesus jungia ir reguliuoja viena
dvikomponenté sistema BfmRS.

Toliau nusprendéme jvertinti, ar BfmRS sistema yra atsakinga uz
pelikulés formavima. Sis i bioplévelg panasus fenotipas yra biidingas
kai kurioms bakterijoms, tarp ju ir A. baumannii (Armitano ir kt.,
2014). Pelikulés struktiira yra unikalus ant skysCio pavirSiaus
formuojamos bioplévelés tipas, kuris leidzia bakterijoms susiburti |
vientisa plaukiojancia struktira (Armitano ir kt., 2014). Toks
fenotipas bakteriju kolonijai suteikia tiesiogini pri¢jima prie
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deguonies, maisto medziagy, ir leidzia lengvai plisti per skysciy
laselius (Armitano ir kt., 2014; Nait Chabane ir kt., 2014).

Pelikuliy formavima vertinome 4. baumannii kultiiras augindami
30°C temperatiiroje stacionariai, nes pastebéta, kad tokios salygos
yra tinkamesnés Siam fenotipui (Armitano ir kt., 2014; Giles ir kt.,
2015). Nustatéme, kad bfimRS operono delecija lemia pelikulés
fenotipo praradima, kuris buvo atstatytas komplementuojant
plazmidémis su bfinRS operonu arba bfinR aleliu net ir
neindukcinémis salygomis (3 pav.).

3 pav. A. baumannii pelikulés

kiekio {jvertinimas. Vertinti 15 | /
kamienai: V15 (4bV15), jo (\3 AbV1S
AbfmRS mutanto, ir AbfmRS g =/
komplementuoto plazmidémis gy 0,84 AbfmRS
pbfinR ir pbfmRS. Paklaidy © - a
intervalai  rodo  standartini @ 0 ¢ ' [P
nuokrypi. TR p<0,001 - ’ __
(lyginant su laukiniu tipu). =Ry
Komplementacijai naudota 8 0,4+ b %+pbmes
kontroliné plazmid¢ p. Grafiko 5 ke p /
deSingje yra pateiktos Sulineliy X 0.2 d -
su pelikulémis fotografijos. & 7 \j*-pbme
0- g

P QO @
AV &
W Q‘&&Q"

AbfmRS

Gauti rezultatai liudija, kad: pirma, BfmR reguliatorius skatina
séslia A. baumannii fiziologing biisena, aktyvindamas pelikulés
susidaryma ir slopindamas judéjimo fenotipa; antra, miisy rezultatai
nepriestarauja anksciau iSkeltai hipotezei, kad BfmS jutiklis slopina
BfmR, ir tai, kad Sio reguliatoriaus valdomi fenotipai gali biiti
atstatyti komplementuojant pavieniu bfinR aleliu (Geisinger ir kt.,
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2018; Geisinger ir Isberg, 2015). Verta pastebéti, kad kol kas néra iki
galo aiskus Sios reguliacijos mechanizmas.

Buvo nusprgsta patikrinti, kaip yra paplit¢ pelikulés ir judéjimo
terpés pavirSiumi fenotipai tarp klinikiniy 4. baumannii izoliaty.
Tikrinimui pasirinkome reprezentatyvius izoliatus i§ skirtingy
genotipiskai artimy grupiy — pulsotipy (Povilonis ir kt., 2013). Visi
izoliatai pagal genetini panaSuma gali biti priskirti dviem dideléms
grupéms — tarptautiniam klonui I (IC I) ir II (IC II). Pastaruoju metu
Sioms grupés priskiriami klonai yra labiausiai paplitg visame
pasaulyje (Wright ir kt., 2014). Tarpusavyje jie skiriasi keliomis
klinikoje svarbiomis savybémis: IC II klonai demonstruoja gausesni
biopléveliy formavima ir efektyvesne adhezija prie plaucio epitelio
lasteliy (de Breij ir kt., 2010; Giannouli ir kt., 2013). Tuo tarpu IC I
klonai yra labiau atsparesni iSdzitivimui ir geba judéti trukciojant
(Eijkelkamp ir kt., 2011; Giannouli ir kt., 2013). Neseniai pastebéta,
kad skirtingo kloniskumo izoliatai gali infekuoti ta pati pacienta
(Snitkin ir kt., 2013; Wright ir kt., 2014). Tai paskatinty horizontalia
geny pernasa tarp populiacijy, kas neiS§vengiamai lemty didesng
geneting jvairove. Biitent todél atskiry izoliaty tyrimai yra labai
svarbiis (Wright ir kt., 2014).

Iverting pelikulés formavimo fenomena tarp klinikiniy klony
nustatéme, kad fenotipas buvo budingas beveik iSskirtinai tik IC I
tipo klono izoliatams (4 pav. A). Sis fenotipas nepriklaus¢ nuo
gebéjimo judéti terpés pavirSiumi (4 pav. B). Rezultatai rodo, kad
bent tarp klinikiniy izoliaty, pelikuliy formavimas ir judéjimas néra
susije.
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4 pav. A. baumannii izoliaty, priskiriamy tarptautiniams klonams (IC) I ir II,
pelikulés kiekio (A) ir judéjimo augimo terpés pavirSiumi (B) kiekybinis
ivertinimas. Raidés ir roméniski pavadinimai nurodo pulsotipa ir kloniskuma pagal
Povilonis ir kt., (2013). 4. baumannii V15 (4bV15) kamienas buvo naudojamas kaip
teigiama pelikulés formavimo ir judéjimo kontrolé.

Neseniai atlikta proteominé pelikuliy analizé parodé, kad joje
esanciose lastelése yra padidéjusi virulentiSkumo geny raiska
(Kentache ir kt., 2017). Nustate BfmRS sistemos svarba pelikuliy
formavimui, nusprendéme jvertinti, ar sistema reguliuoja ir
papildomy komponenty sekrecija 1 bakteriju augimo terpeg.
Palyginome { terpg i$skirtus baltymus tarp laukinio tipo ir jo 4bfinRS
mutanto. Baltymai i§ bakteriju supernatanty buvo iSsodinti
trichloracto riig§timi ir analizuoti NDS poliakrilamido gelyje.
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5 pav. A. baumannii demonstruojamos baltymy
sekrecijos | augimo terpg jvertinimas. Paveikslas rodo
12,5 % NDS poliakrilamidinio gelio dalis, su Hcp
sekrecijos | augimo terpg pokyciais stebimus
kamienuose: (A) V15 (4bV15), jo AbfmRS mutanto, ir
AbfmRS  komplementuoto  plazmidémis pbfinRS,
pbfmR; (B) AbV15, jo Ahcp mutanto, ir Adhcp
komplementuoto plazmide phcp. Komplementacijai
naudota kontroliné plazmidé p.

Iverting i

terpe
i§skirtus baltymus,

augimo

parodéme, kad
bfmRS delecija
lemia zymy ~18
kDa dydzio
baltymo kiekio
sumazéjima (5 pav.
A). Masiy
spektrometrija

nustatéme, kad tai
yra A. baumannii
VI tipo sekrecijos

sistemos (T6SS) komponentas — Hcp baltymas. Baltymo tapatybe
taip pat patvirtinome nustatg, kad Hcp baltymas nesintetinamas Ahcp

mutante, o sintezé atstatoma komplementavus su plazmide, turincia

laukini geno alelj (5 pav. B). Sekrecijos sumazéjimas koreliavo ir su
reikSmingai sumazéjusia Acp ir tssM geny raiSka (6 pav. A ir B). Abu
genai koduoja T6SS veikimui butinuosius komponentus (Coulthurst,

2019; Weber ir kt., 2013).

6 pav. T6SS esminiy geny raiSkos
pokyCio A. baumannii vertinimas.
Tirti genai: hcp (A) ir tssM (B). Tirti
kamienai: V15 (4bV15), AbfmRS, ir
AbfmRS  su  plazmide pbfinR.
Komplementacijai naudota
kontroliné plazmidé p. Pokyciai
pvertinti lyginant su laukinio tipo
kamienu, kurio raiska prilyginta 1.
Paklaidy intervalai rodo standartini

nuokrypi. **, p<0,01.
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Gauti rezultatai leidzia manyti, kad A. baumannii BfmRS sistema
yra atsakinga uz T6SS sistemos aktyvinima.

T6SS sistema koduojama  beveik  ketvirtadalyje  visy
proteobakteriju genomu ir naudojama tarpbakterinei konkurencijai
(Coulthurst, 2019). Suformavus abi membranas perveriantj, bent 13
baltymy kompleksa su adatos struktiira, i lastelés iSorg ar kita lastele
(tai gali biiti bakterija arba eukariotiné lastelé¢) sekretuojami ivairiis
veiksniai. Hcp baltymai formuoja vidini adatos pavidalo
nanovamzdeli, kuriuo veiksniai iSstumiami | iSor¢ (Coulthurst,
2019). Isstumtas vamzdelis atgal i lastele néra itraukiamas ir subyra i
monomerus lastelés iSoréje. Hep baltymo aptikimas augimo terpéje
laikomas vienu pagrindiniy sistemos aktyvumo indikatoriy (Pukatzki
ir kt., 2009).

Nustatg, kad bfmRS mutante Hcp sekrecija yra nuslopinta (Zr.
auksciau), tik¢jomeés nustatyti gebéjimo nukonkuruoti kitas bakterijas
skirtuma tarp V15 laukinio tipo ir jo 4bfimRS mutanto, kaip aprasyta
,medZiagos ir metodai‘ skyriuje.

Pirmiausiai ivertinome, ar 4. baumannii V15 laukinis tipas ir jo
AbfmRS mutantas naudoja T6SS  sistema tarpbakterinéje
konkurencijoje. | pasirinktus kamienus ivedéme /cp geno delecija ir
atlikome tarpbakterinés konkurencijos eksperimentus naudodami
Escherichia coli MC4100 kamiena kaip auka. Nustatéme, kad tiek
laukinis tipas, tiek jo 4bfmRS mutantas reikSmingai sumazino E. coli
kolonijas formuojanciy vienety skaiciy, o hcp geno delecija §i
fenotipa visiskai iSveiklino (7 pav. A). Konkurencijos fenotipas Acp
geno mutantuose buvo atstatytas juos komplementuojant laukinio
tipo aleliu (7 pav. A). Tai rodo, kad laukinis tipas ir jo 4bfinRS
mutantas naudoja T6SS tarpbakterinei konkurencijai. Deja, bet
palyging tarpbakterinés konkurencijos efektyvuma tarp laukinio tipo
ir jo 4bfmRS mutanto, reik§Smingo skirtumo nenustatéme. Fenotipas
taip pat nepriklausé¢ ir nuo AbfmRS mutanto komplementacijos
plazmidémis pbfinR ar pbfmRS (7 pav. B).
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7 pav. Tarpbakterinés konkurencijos vertinimas, rodantis islikusi E. coli MC4100
taikinio  bakterijy kieki. Kaip konkurentai naudoti kamienai: (A)
A.  baumannii V15 (AbV1S5), AbfmRS, ir ju Ahcp mutantai be arba su
komplementuojancia plazmide phcp; (B) AbV1S, AbfmRS, ir AbfmRS be arba su
komplementuojancia plazmide pbfmR arba pbfinRS. Konkurencijai naudotas
konkurento ir aukos santykis — 10:1. Horizontalios linijos rodo vidurkj. Paklaidy
intervalai rodo standartini nuokrypi. ***, p<0,001; n.s. nereikSminga.
Komplementacijai naudota kontroliné plazmidé p.

Sie rezultatai rodo, kad 4. baumannii V15 kamieno BfmRS
sistema néra atsakinga uz T6SS lemiama tarpbaktering konkurencija.
Nepaisant to, padidéjusi Hcp sekrecija | terpe gali salygoti
papildomas, su tiesiogine T6SS veikla nesusijusias funkcijas. Yra
zinoma, kad kai kuriuose organizmuose T6SS sistemos prisideda prie
ribojamy metalo jony paémimo i§ aplinkos ar dalyvauja biopléveliy
formavime (Coulthurst, 2019; Gallique ir kt., 2017).

Naudodami 4cp geno mutantus, ivertinome ar A. baumannii T6SS
prisideda prie biopléveliy formavimo fenotipo. Rezultatai parodé,
kad wveikli T6SS néra reikalinga A. baumannii biopléveléms
formuoti (duomenys neparodyti). Taigi, padidinta Hcp sekrecijos i
terpe reikSmé kol kas néra iki galo aiski.
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Toliau ivertinome A. baumannii konkurencija su Acinetobacter
baylyi ADP1 kamienu tikédamiesi, kad dél genetinio artumo,
konkurencija su §ia auka bus labiau specifiSkesné ir tai lems skirtuma
tarp laukinio tipo ir jo AbfmRS mutanto. Rezultatai parodé, kad
AbfmRS delecija 1émé agresyvesni mutanto fenotipa, kuris
nepriklausé nuo komplementacijos pbfinR ar pbfmRS plazmidémis
(8 pav. A). Atlikus tarpbaktering konkurencija su A. baumannii
AbfmRSAhcp dvigubu mutantu, nustatéme, kad nepaisant dél Acp
geno delecijos iSveiklintos T6SS sistemos, mutantas, palyginus su
Ahcp mutantu, vis tiek turéjo aisky konkurencijos fenotipa (8 pav.
B).
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8 pav. Tarpbakterinés konkurencijos vertinimas, rodantis iSlikusi A. baylyi ADP1
taikinio bakterijy kieki. Eksperimente kaip konkurentai naudoti kamienai: (A)
A. baumannii V15 (4bV15), jo AbfmRS, ir AbfmRS be arba su komplementuojancia
plazmide pbfmR arba pbfinRS; (B) AbV15, AbfimRS, ir ju Ahcp mutantai be arba su
komplementuojancia plazmide picp. Eksperimente naudotas 10:1 konkurento aukos
santykis. Horizontalios linijos rodo vidurki. Paklaidy intervalai rodo standartini
nuokrypi. *, p<0,0; **, p<0,01; ***, p<0,001; Komplementacijai naudota kontroliné
plazmidé p.
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Gautas rezultatas leido manyti, kad bfmRS operono delecija léme
papildomo konkurencijos mechanizmo aktyvinima. Pastaraisiais
metais apraSytas naujas bakteriju konkurencijos mechanizmas,
vadinamas nuo kontakto priklausomu augimo slopinimu (CDI) (Aoki
ir kt., 2005; Hayes ir kt., 2014). Tai yra V tipo sekrecijos sistemos
atmaina, sudaryta i§ triju komponenty: CdiB [-statinés membraninio
neSiklio, kuris per bakterijos iSoring membrang perneSa CdiA
baltyma-efektoriy. CdiA savo receptoriaus domenu gali atpaZzinti ir
prisijungti iSorinius bakterijos-taikinio baltymus. Tokios sgveikos
déka, C-galo toksinis CdiA domenas (CdiA-CT) yra
transportuojamas | taikinio lastelg, kur, dél savo aktyvumo, lemia
bakterijos augimo stabdyma arba jos ziitj. Treciasis komponentas,
imuniteto baltymas Cdil, saugo Seimininkg nuo toksinio domeno
poveikio (Hayes ir kt., 2014). Tyrimai rodo, kad CDI veikimui yra
butinas lastelés-lastelés kontaktas (Hayes ir kt., 2014), o CDI
slopinimas yra labai specifinis — veikia tik prie§ tos pacios riiSies
bakterijas ir tik retais atvejais yra veiksmingas prie§ artimos rusies
atstovus. Spéjama, kad tai uztikrina CdiA receptoriaus domeno
specifiSkumas taikiniui (Hayes ir kt., 2014; Ruhe ir kt., 2013).
Svarbu paminéti ir tai, kad CDI vykdoma tarpbakteriné konkurencija
neseniai buvo nustatyta ir Acinetobacter genties bakterijose (Harding
ir kt., 2017). Tai mums leido iskelti hipotezeg, kad BfmRS sistema
gali reguliuoti CDI sukeltg slopinima.

Mes identifikavome A. baumannii V15 kamieno koduojama CDI
sistema ir nustatéme jos nukleotidy seka. Pagal De Gregorio ir kt.
(2019) pasiilyta CDI sistemy klasifikacija, 4. baumannii V15
koduoja I tipo CDI sistema, kuri yra panaSiausia { bau-Al/pit-A3.
CdiB, CdiA, ir Cdil baltymy identiSkumas tarp sistemy sieké
atitinkamai 98 %, 90 %, 66 %, o baltymai buvo atitinkamai sudaryti
18 579, 2154 ir 185 aminorigsciy.

Identifikave A. baumannii V15 CDI sistema, palyginome pirmojo
cdiBAI operono geno raiska tarp laukinio tipo ir jo 4bfmRS mutanto.
Nustatéme ~6,4 karty didesng cdiB geno raiSka operono mutante
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(9 pav. A). Kai 4bfmRS buvo komplementuotas pbfinR plazmide,
stebéjome CDI sistemos raiskos slopinima (9 pav. A). Sie rezultatai
rodo, kad bfmRS delecija aktyvina CDI sistemos raiska 4. baumannii
V15 kamiene.

Toliau nusprendéme iSveiklinti CDI sistema, ivesdami cdiA ir cdil
geny delecija laukiniame tipe ir jo AbfmRS ir AbfmRSAhcp
mutantuose. ISveiklinome tik dalj cdiBAI operono, kadangi nepavyko
ivesti viso regiono delecijos. Idomu, kad delecijos ivedimas sutapo
su ~200 kDa juostelés dingimu i$ kulttiry supernatanty (9 pav. B).
Itardami, kad tai galéty biiti CdiA (spéjamas dydis apie 229 kDa),
atlikome i§ gelio iSpjautos baltymu juostelés masiy spektrometrija.
Rezultatai patvirtino misy spéjimus ir parodé, kad juostele yra
panasios molekulinés masés CdiA baltymas.
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O A\
A
AbfmRS

9 pav. A. baumannii cdiB geno raiSkos pokycio ir baltymy sekrecijos { augimo terpg
vertinimas. (A) cdiB geno raiskos pokytis AbV15, AbfimRS, ir AbfmRS
komplementuoto plazmide pbfinR. Komplementacijai naudota kontroliné plazmidé
p. (B) 10 % NDS poliakrilamidinio gelio dalis, rodanti CdiA sekrecijos { augimo
terpg pokycCius stebimus kamienuose: A. baumannii V15 (AbV15), Acdi, AbfmRS,
AbfmRSAcdi - Gelio kairéje pateikti skaiCiai nurodo molekulinés masés standarty
dydzius kDa. Paklaidy intervalai rodo standartini nuokrypi. *, p<0,05. Juostelé buvo
identifikuota masiy spektrometrijos biidu.
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Norédami {jvertinti, ar prie stebéto didesnio AbfinRS mutanto
agresyvumo prie§ 4. baylyi ADP1 kamieng prisidéjo CDI sistema,
atlikome tarpbakterinés konkurencijos eksperimentus tarp ADPI
kamieno ir jvairiy 4. baumannii V15 mutanty. Taip pat, norédami
patvirtinti hipoteze, kad A. baumannii V15 konkurencijai naudoja ir
CDI sistema, mes ADP1 kamiena komplementavome pcdil
plazmide, koduojancia imuniteto gena cdil. Nustatéme, kad plazmidé
pcdil 1§ dalies lemia apsauga nuo 4bfmRS ir AbfmRSAhcp, bet ne nuo
laukinio tipo, AbfimRSAcdi, ir AbfmRSAhcpAcdi kamieny (10 pav.).
Sie rezultatai patvirtina, kad 4. baumannii BfmRS neigiamai
reguliuoja Sio mikroorganizmo CDI sistema.

Taikinys: 10 pav. Tarpbakterinés konkurencijos
®ADP1 +p vertinimas, rodantis iSlikusi A. baylyi
= §- © ADP1 + pedil ADP1  taikinio  bakteriju  kiekj.
" E . L Eksperimente ADP1 kamienas buvo
32 komplementuotas kontroline plazmide p
’% O o i ns. arba plazmide pcdil, koduojancia
X e . . . . .
® o I imuniteto gena. Kaip konkurentai naudoti
=2 I kamienai: A. baumannii V15 (4bV15),
g 2 6- I I AbfnRS,  AbfmRSAhcp, — AbfmRSAcdi,
<5 F AbfmRSAhcpAcdi. Eksperimente naudotas
'g § 10:1  konkurento  aukos  santykis.
€ 2 51 I Horizontalios  linijjos rodo  vidurkj.
E 5 Paklaidy intervalai rodo standartini
= ’; nuokrypi. cdil genas buvo indukuotas su 5
=3 4'1—r-1—q1_— mM IPTG koncentracija. ***, p<0,001;
\ q? R 6‘ & n.s. nereik§minga.
W 6\6‘?{:& Q@V QD

6\0 6»

> Q~

.

Konkurentas

Nepaisant to, kad komplementacija bfmR aleliu 4. baumannii
V15 slopino CDI sistemos raiska (9 pav. A), slopinimo nematéme
tarpbakterinéje konkurencijoje su A. baylyi ADP1 kamienu (8 pav.
A). Dél to issikéléme hipotezg, kad Sis fenotipas galéty buti geriau
iSreikStas konkuruojant su tos pacios ruSies bakterijomis. Savo
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klinikiniy izoliaty kolekcijoje nustatéme du kamienus (II-g, 1I-h),
kurie genome nekodavo CDI sistemos (tikrinta PGR su pradmenimis,
specifiniais visiems Zzinomiems cdiB genams, koduojamiems
A. baumannii), ir juos pasirinkome kaip taikinius tarpbakterinés
konkurencijos eksperimentams. Kaip konkurentus pasirinkome
tokius kamienus: laukinio tipo 4. baumannii V15 ir jo mutantus:
AbfmRS (turi aktyvia T6SS ir CDI), 4bfmRSAhcp (turi tik aktyvia
CDI), 4bfmRSAcdi (turi tik aktyvia T6SS), AbfimRSAhcpAcdi
(neaktyvi T6SS ir CDI). Su pasirinktais kamienais atlikti
eksperimentai parodé, kad tik vienas i§ ju — II-h buvo jautrus CDI
sistemos sukeltam augimo slopinimui, tuo tarpu kitas kamienas (I1I-g)
buvo atsparus (11 pav. A ir B).

A

v)

Taikinys: A. baumannii ll-h _ Taikinys: A. baumannii ll-g
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=
7]
1)
Taikinio bakterijy skaicius

po konkurencijos (log10 CFU/ml)
(<] ~
1 1
e
,(_ {

Konkurentas Konkurentas

11 pav. Tarpbakterinés konkurencijos vertinimas, rodantis islikusi 4. baumannii 11-h
(A) ir II-g (B) taikinio bakteriju kiekj. Kaip konkurentai naudoti kamienai: A.
baumannii V15 (4bV15), AbfmRS, AbfmRSAhcp, AbfmRSAcdi, AbfmRSAhcpAcdi.
Eksperimente naudotas 20:1 konkurento aukos santykis. Horizontalios linijos rodo
vidurkj. Paklaidy intervalai rodo standartini nuokrypi. **, p<0,01;***, p<0,001; n.s.
nereik§minga.
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Tarpbakterinei konkurencijai pasirinkus II-h kamiena kaip taikini,
ir jvairius 4. baumannii V15 kamieno mutantus, komplementuotus
pbfinR ir pbfmRS plazmidémis, mes stebéjome, kad komplementacija
sumazino AbfmRS ir AbfmRSAhcp, bet ne AbfmRSAcdi ir
AbfmRSAhcpAcdi mutanty agresyvuma (12 pav.). Gauti rezultatai
patvirtina, kad A. baumannii V15 BfmRS sistema slopina CDI
mechanizma. Kartu jie paaiskina ir CDI sistemos raiskos slopinimo
efekta, stebéta su bfimR aleliu (9 pav. A).

=
o
]

Taikinys: A. baumannii ll-h
n.s. _:_
i
8 - n.s.

[}
Fkk

1. [131
Al !

-2~
3 1 1 q|~ 1 é., q|~ 1 1 Ql. 1 1 QI. 1
R & Q R B R -
& SN S & &
&80 6T W

Taikinio bakterijy skaic¢ius
po konkurencijos (log10 CFU/ml)

lool—w

AbfmRS AbfmRSAhcp AbfmRSAcdi AbfmRSAhcpAcdi

Konkurentas

12 pav. Tarpbakterinés konkurencijos vertinimas, rodantis iSlikusj
A. baumannii 1I-h taikinio bakterijy kieki. Kaip konkurentai naudoti kamienai:
AbfinRS, AbfmRSAhcp, AbfmRSAcdi, AbfmRSAhcpAcdi, kurie buvo komplementuoti
plazmidémis pbfinRS arba pbfinR. Eksperimentuose naudotas 20:1 konkurento aukos
santykis. Komplementacijai naudota kontroliné¢ plazmidé p. Horizontalios linijos
rodo vidurki. Paklaidy intervalai rodo standartini nuokrypi. **, p<0,01;***,
p<0,001; n.s. nereik§minga.

Toliau mes sickéme atsakyti i klausima, kodél i$ dviejy klinikiniy

A. baumannii izoliaty, tik vienas buvo jautrus CDI poveikiui.

Atkreipéme démesi 1 anksCiau nustatytus jautraus izoliato

fenotipinius bruozus — jis neturéjo polisacharidinés kapsulés

(Skerniskyté ir kt., 2019). Iskéléme hipoteze, kad kapsulés struktiira
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galéty paslépti receptoriu nuo CDI sistemos ir taip apsaugoti
bakterija. Toks efektas jau buvo stebétas E. coli riSyje (Aoki ir kt.,
2008), todél mes nusprendéme patikrinti, ar uz kapsulés sintezg
atsakinguy geny delecija klinikiniuose A. baumannii izoliatuose gali
turéti jtakos jautrumui CDI.

Delecijoms konstruoti i§ kolekcijos buvo pasirinkti trys
A. baumannii izoliatai (II-a, II-al, II-c), kurie turéjo kapsule,
neturéjo imuniteto geno, ir buvo atspariis CDI poveikiui, kai
konkurencija buvo vykdoma su A. baumannii V15 AbfmRS kamienu.
Sie izoliatai skyrési atsparumu i§dziGivimui, hidrofobiskumu,
jautrumu fagocitozei, virulentiSkumu Caenorhabditis  elegans
(Skerniskyte ir kt., 2019).

l pasirinktus llc AgalU II-a1 AgalU -2 Agaly
izoliatus ivedéme K N N
. o & & $ @ &
galU geno delecija, A . A A

O —

kuri lemia kapsulés
sintezés slopinima
(Geisinger ir Isberg, ) ]

.. 13 pav. A. baumannii kapsulés polisacharidy
2015). Delecijos buvo fvertinimas. Paveikslas rodo 12,5 % NDS
patvirtintos sekoskaita poliakrilamidinio gelio dali. Tirti A. baumannii

klinikiniai kamienai: Il-c, II-al, IlI-a, ir ju AgalU

1 ) ) kapsulés mutantai su komplementuojanéia pgalU arba
polisacharidy kontroline p plazmide. Polisacharidai buvo nudazyti
elektroforeze su Alciano mélynuoju.

poliakrilamidiniuose

geliuose juos dazant Alciano mélynuoju (13 pav.).

Tada atlikome konkurencijos tyrimus, pasirinke AbfmRSAhcp
mutanta. Sis mutantas turi CDI slopinimo mechanizma, tagiau neturi
T6SS sistemos (CDI+T6SS-). Stebéjome akivaizdy bekapsuliniy
A. baumannii izoliaty nukonkuravima palyginu su laukiniu tipu (14
pav. A-C).
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A Konkurentas: Konkurentas: B Konkurentas: Konkurentas:
CDI+T6SS- CDI-T6SS- CDI+T6SS- CDI-T6SS-
E10 10 £10 10
5 9 o o — ns. g5 g Gm o 9
go s ¥ f 8*%%%5;8' i 8§;§*
z87 7 587 7
£g o 6 £80 s
8% 5 5 3% s 5
op og
£3 4 4 £5 4 4
55 3 3 %5
2 sg 3 * 3
& 27171717 21T & 27— 27T
Taikinys (& R O & L R O » Takings N O H » N0
N » S N » S YS &* N 2 AN
QQ‘@ Q° Q& Q(' A\ QQO Q(' Y Q'b Q"
ll-c AgalU ll-c AgalU ll-a1 AgalU ll-a1 AgalU
C Konkurentas: Konkurentas: 14 pav. Tarpbakterinés konkurencijos
=10 CD'*:SSS' o CDI-TeSS-  vertinimas, rodantis islikusi 4. baumannii
g§ o] = 0 % II-c (A), II-al (B), ir IT-a (C), ir ju 4galU
26 : $ . s s mutanty, su  komplementuojanciomis
X . -1 . - .
287 7 pgalU arba pcdil plazmidémis, kiekj.
2 6 6 Kaip konkurentai buvo naudoti kamienai
gg 5 5 AbfmRSAhcp (CDI+T6SS-),
£2 : : AbfmRSAhcpAcdi (CDI-T6SS-).
© .
B2 ) i 2 Eksperimente naudotas 1:1 konkurento
o T T T T T T T T . L
Taikings (& @ O & SRR aukos santykls.A . Komplerr;eptacum
< & & naudota kontroliné plazmidé p-
- — Horizontalios linjjos rodo  vidurki.
I-a Agaly lFadgall  paklaidy intervalai rodo standartini
nuokrypi. wEE p<0,001; n.s.
nereik§minga.

Kapsulés neformuojantys mutantai nuo CDI sistemos lemto
augimo slopinimo buvo iSgelbéti tik Siais atvejais: (1)
komplementuojant laukiniu ga/U genu ir atstatant kapsulés
formavimo fenotipa, (2) komplementuojant imuniteto genu i§
A. baumannii V15 kamieno, arba (3) konkurencija vykdant su
A. baumannii V15 AbfmRSAhcpAcdi mutantu, kuris turi iSveiklintas
abi — T6SS ir CDI sistemas (CDI-T6SS-) (14 pav. A-C). Gauti
rezultatai irodo, kad A. baumannii bakteriju formuojama kapsulé
lemia apsauga nuo CDI slopinimo.
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Neseniai buvo ll-c AbfmRS ll-a1 AbfmRS ll-a AbfmRS

o o o
parodyta, kad A. . & 5 & «
baumannii BfmRS ¥ 2§ ¥ e ¢V e ¢
sistema teigiamai
reguliuoja

polisacharidinés kapsulés

sinteze¢ kai kuriuose 15 pav. A. baumannii kapsulés polisacharidy
kamienuose (Geisinger ir ivertinimas. Paveikslas rodo 12,5 % NDS
poliakrilamidinio gelio dali. Tirti 4. baumannii

kt., 2018; Geisinger ir  Kklinikiniai izoliatai: Il-c, II-al, II-a, ir ju
Isberg, 2015; Russo ir kt., AbfmRS mutanty su komplementuojancia
. pbfinRS arba kontroline p plazmide, kapsulés

2016). Nusprendéme polisacharidy profilius. Polisacharidai buvo

patikrinti, ar bfinRS  nudazyti su Alciano mélynuoju.
iSveiklinimas miisy
pasirinktuose izoliatuose paveiks ju jautruma CDI poveikiui.

Pirmiausiai jvertinome, kaip operono delecija paveike $iy izoliaty
polisacharidinés kapsulés kieki. Kaip matoma i§ 15 paveikslo, bfmRS
delecija, palyginus su laukiniu tipu, nelémé aiskaus kapsulés kiekio
sumazg¢jimo nei viename i§ mutanty. Nepaisant to, mes stebéjome,
kad delecijos lémé kiek platesni polisacharidinés kapsulés profili,
kuriam galéjo daryti itaka sutrikusi kapsulés sintezé (15 pav.).
Manydami, kad galé¢jo pakisti ir mutanty jautrumas CDI
slopinimui, mes atlikome ir tarpbakterinés konkurencijos
eksperimentus su A. baumannii V15 AbfmRSAhcp (CDI+T6SS-) ir
AbfmRSAhcpAcdi (CDI-T6SS-) mutantais. Nustatéme, kad tik vieno
izoliato, II-a, bfimRS mutantas buvo jautrus CDI slopinimui (16 pav.
A). Si mutanta iSgelbéjo komplementacija tiek bfmRS, tiek cdil
aleliais, koduojanciais atitinkamai bfinRS operong ir imuniteto CDI
sistemai gena (16 pav. A). Kiti izoliatai, II-c ir II-al, nerodé aiskaus
jautrumo CDI slopinimui padidéjimo dél ijvestos bfmRS delecijos.
Pirmuoju atveju stebéjome, kad delecija stipriai sumazina Il-c
AbfmRS kamieno bakterijy skaiciy po konkurencijos. Tiesa, fenotipas
buvo komplementuotas tik bfinRS operonu, bet ne cdil aleliu (16 pav.
B). Tai leidzia daryti prielaida, kad jautrumas buvo bendro pobiidzio
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dél augimo defekto bendrose bakteriju kultiirose. Antruoju atveju,
bfmRS delecija Il-al izoliate 1émé tik nedideli po konkurencijos
iSlikusiy ~ bakteriju  skaiCiaus sumazéjima, kurio nepavyko
komplementuoti bfimRS, cdil aleliais (16 pav. C).
Apibendrinant, rezultatai rodo, kad BfmRS sistema tik kai kuriuose
A. baumanii izoliatuose gali lemti papildoma apsauga nuo CDI
poveikio.

nei nei

A Konkurentas: Konkurentas: B Konkurentas: Konkurentas:
CDI+T6SS- CDI-T6SS- CDI+TESS- CDI-TESS-
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ll-a AbfmRS ll-a AbfmRS Il-c AbfmRS ll-c AbfmRS
C Konkurentas: Konkurentas: 16 pav. Tarpbakterinés konkurencijos
COITESS- CDI-TeSS-  yertinimas, rodantis i§likusi 4. baumannii
WE CE— WE o — 8 [I-a (A), lI-c (B), ir II-al (C), ir ju
£5 9 S5 9 .
35 . -I- 56 o 3 % AbfmRS mutanty, su
igs - % ”§§ . komplementuojan¢iomis  pbfinRS arba
52 6 '} s 52 6 } pedil  plazmidémis,  kieki. Kaip
Eg s Eg s konkurentai naudoti kamienai
25 . g5 . AbfmRSAhcp (CDI+T6SS-),
2T 4 2T 4+ .
g2, a2, AbfmRSAhcpAcdi (CDI-T6SS-).
Qo Q .
=2 ,,,L N qS; 6:\ 2 ,L N Q?' b:\ Eksperimente naudotas 1:1 konkurento
Taikiny;" & ¥ & & aukos  santykis.  Komplementacijai
£ & naudota  kontroliné plazmidé¢  p.
ll-a1 AbfmRS ll-a1 AbfmRS . . o . .
alabim al 85MMRS Horizontalios  linijos  rodo  vidurkj.
Paklaidy intervalai rodo standartinj

nuokrypi. *, p<0,05 **,
p<0,001; n.s. nereikSminga.

p<0,01 ***

Anks¢iau buvo parodyta, kad | augimo terpg¢ gali buti
sekretuojamos tik nefunkcionalios CdiA baltymo dalys (Aoki ir kt.,
2005; Webb ir kt., 2013). Neseniai paskelbti duomenys apie
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A. baumannii DSM30011 kamieno CDI sistemas. Darbo autoriai
augimo terp¢je identifikavo viso dydzio CdiA baltymus (Roussin ir
kt., 2019). Mes taip pat stebéjome aiskia CdiA sekrecija 1 augimo
terpg (9 pav. B), todél iskéléme hipoteze, kad A. baumannii galéty
vykdyti CDI slopinima be lastelés-lastelés saveikos.

Nustatéme, kad A. baumannii V15 AbfmRS mutanto belastelinis
augimo terpés supernatantas slopina jautriu CDI bakterijy augima
(17 pav. A-C). Slopinimo efektas nebuvo stebimas su A. baumannii
V15 AbfmRSAcdi mutanto supernatantu, arba jautriis kamienai buvo
komplementuojami plazmidémis su laukiniu gal/U genu (pgalU) ar
imuniteto genu (pedil) (17 pav. A-C). Sie rezultatai rodo, kad
A. baumannii V15 kamieno CDI sistema gali veikti per atstuma.
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Toksinis CdiA komponentas yra baltymo C-gale (CdiA-CT) ir
palyginus su visu baltymu (~229 kDa) yra nedidelio dydzio (~44
kDa). Nusprendéme jvertinti, ar i supernatantg yra iSskiriamas visas
CdiA, ar tik jo C-galo domenas. Naudodami iS$sodinima amonio
sulfatu, hidrofobinés saveikos chromatografija, ir baltymy
koncentravima pagal dydi, i§ augimo terpés iSsigryninome toksini
komponenta (iki 70 % grynumo) (18 pav. A). Naudodami
gelfiltracija, nustatéme jo molekuling masg, kuri buvo ~152 kDa (18
pav. B). Sis rezultatas leidzia manyti, kad sekretuojama didZioji dalis
CdiA baltymo.

kDa
i o Gryninimo schema BSA
100- s 3 0.25
70- CDI+ kultGros supernatantas, 4 d
filtruotas pro 0,22 ym &
50- : pory dydzio filtra (A) © Aldolazé
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18 pav. A. baumannii toksinio komponento gryninimas i§ augimo terpés ir jo
molekulinés masés charakterizavimas. (A) 12,5 % NDS poliakrilamidinis gelis,
rodantis CdiA gryninimo rezultatus po kiekvienos stadijos, nurodytos paveikslo
desinéje. Gelio kairéje puséje nurodyti molekulinio masés Zymens juosteliy
molekuliniai dydziai. Gelis buvo nudazytas Coomassie briliantiniu mélynuoju. (B)
Kalibraciné ties¢ naudota CdiA molekulinés masés jvertinimui i§ gelfiltracijos
rezultaty. Tiesé buvo sudaryta apskaiCiuojant kiekvieno standarto pasiskirstymo
koeficienta K,, ir nubraizant jo priklausomybg nuo standarto masés deSimtainio
logaritmo. Raudonas taskas grafike rodo apskaiciuota CdiA molekuling masg.

Nustatyta, kad vienos CDI sistemos veikia slopinanéiai, t.y.
toksinis poveikis yra griztamas, tuo tarpu kitos CDI sistemos sukelia
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lasteliy-taikiniy zuti (Aoki ir kt., 2009; Roussin ir kt., 2019).
Ivertinome, koks yra A. baumannii V15 koduojamo CdiA toksinis
poveikis. Pirmiausia jvertinome CDI slopinimo efektyvuma
inkubuodami kapsulés neformuojancius A. baumannii izoliatus su
iSgrynintu = CdiA  baltymu. Izoliatai buvo su arba be
komplementuojancios plazmidés pcdil, koduojancios imuniteta nuo
CDI sistemos. Kontrolinéms salygoms buvo pasirinkta inkubacija su
PBS buferiu. Nustatéme, kad kapsulés neformuojantys A. baumannii
mutantai, sumaiSyti su i§grynintu CdiA baltymu, jau per pirmas 10
minuciy rodé apie 500-1000 karty kolonijas formuojanciy vienety
sumazejima, kuris iSsilaiké iki 6 valandy (19 pav. A-C). Bakterijy
skai¢ius liko nepakites, jei jos buvo komplementuotos plazmide su
imuniteto genu (pcdil) arba vietoj iSgryninto CdiA buvo naudojamas
PBS buferis (19 pav. A-C).
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19 pav. A. baumannii 1I-al (A) II-c (B) II-a (C) 4galU mutanty gyvybingumo
ivertinimas. Mutantai buvo komplementuoti arba pcdil plazmide, suteikiancia
imuniteta nuo CDI sistemos slopinimo, arba nieko nekoduojanéia plazmide.
Gyvybingumas buvo jvertintas bakterijy suspensijas sumai$ius su 5 pl PBS buferio
(neigiama kontrolé) arba iSgryninto CdiA baltymo (5 pg/ml), ir tam tikrais laiko
tarpais atliekant serijinius skiedimus bakteriju-taikiniy skai¢iui jvertinti. Paklaidy
intervalai rodo standartini nuokrypi.

Norédami jvertinti, ar po poveikio su CdiA bakterijos Zziiva, ar
pereina | neaktyvia biisena, atlikome gyvu/zuvusiy bakterijy
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vertinima fluorescencinés mikroskopijos metodu. Vaizdinta su
interkaliuojanciais § DNR fluorescenciniais dazais — SYTO9 ir
propidzio jodidu. Pirmasis dazas pereina visy bakteriju (gyvu ir
zuvusiy) membranas ir, ji suzadinus, fluorescuoja zaliai, tuo tarpu
propidzio jodidas nudazo tik Zzuvusias bakterijas ir fluorescuoja
intensyvesne raudona spalva.

Fluorescenciniu mikroskopu ivertinome gyvu ir Zuvusiy Il-al
bakterijy santyki po 30 minuciy ir 3 valandy poveikio su CdiA
baltymu (20 pav.).
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20 pav. Gyvwy/mirusiy bakterijy vertinimas fluorescencine mikroskopija naudojant
Syto9 ir propidzio jodido dazus. Analizuoti bakteriju kamienai: 4. baumannii 11-al
(A) ir jo A4galU mutantas (B). Pries dazant, bakterijos buvo 30 minuciy arba 3
valandas veiktos su PBS buferiu (gyvy bakteriju kontrolé¢), 2-propanoliu (mirusiy
bakteriju kontrol¢), arba iSgrynintu CdiA. Paveikslai rodo suskaiCiuota gyvy
bakteriju kieki (% nuo visuy) po kiekvienos salygos. Skaiciai vir§ stulpeliy rodo
bendra analizuota bakterijy kieki po dviejuy nepriklausomy eksperimenty su panasiais
rezultatais. Bakterijos vaizdintos esant 1000 karty didinimui su Olympus AX70
fluorescenciniu mikroskopu ir WIBA arba MWG filtrais.

Nustatéme, kad, nepriklausomai nuo inkubacijos su CdiA laiko,
laukinio tipo izoliatas buvo visiSkai atsparus baltymo poveikiui
(>90 % gyvu bakteriju) (20 pav. A). Taip pat steb&¢ome, kad
kapsulés neturintis 4ga/U mutantas rodé nedideli dél CdiA pridéjimo
sumazejusi gyvy bakterijuy skaiciy (sumazéjimas iki >75-80 %) (20
pav. B). Panasus gyvuy bakterijy skaiCius stebétas ir su mutantu,
komplementuotu imuniteta CDI sistemai lemianciu genu (rezultatai
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neparodyti). Sie rezultatai rodo, kad CdiA daro jtaka augimui, bet ne
gyvybingumui.
Apibendrinimas

Siame darbe mes parodéme, kad A. baumannii dvikomponenté
reguliaciné sistema BfmRS yra batina bakterijos pelikuliy
formavimui. Taip pat parodéme, kad BfmRS sistema geba slopinti
bakterijos judéjima terpés pavirSiumi. Taigi, A. baumannii per §i
reguliacini mechanizma kontroliuoja du fiziologiskai labai skirtingus
fenotipus. Iverting klinikiniu 4. baumannii izoliaty pelikuliy
formavima ir judéjima, galime teigti, kad vienas fenotipas negali biiti
laikomas kito indikatoriumi. Tai rodo, kad 4. baumannii bakterijose
fenotipai gali buti reguliuojami ir kity mechanizmy. Taip pat
parodéme, kad BfmRS sistema reikalinga T6SS sekrecijos sistemos
Hcp baltymo padidintai sekrecijai i bakteriju augimo terpe.
Nepaisant to, kad Hep yra biitinas komponentas sistemos funkcijai ir
yra vienas jos aktyvumo zymeny, sumazejusi Hep sekrecija neturéjo
itakos T6SS lemiamam Zudymo fenotipui. Tai rodo, kad padidinta
baltymo sekrecija i terpg galéty vykdyti papildoma, nuo konkurenty
zudymo nepriklausoma, funkcija.

Nustatéme, kad BfmRS sistema neigiamai reguliuoja
A. baumannii koduojama nuo kontakto priklausoma augimo
slopinimo mechanizma (CDI), ir parodéme, kad kitu bakteriju
augimo slopinimas dalyvaujant Sios sistemos komponentui CdiA
gali vykti ir nuo lastelés-lastelés kontakto nepriklausomu budu.
Galiausiai parodéme, kad A. baumannii kapsulé veikia kaip
efektyvus barjeras, apsaugantis bakterija nuo CDI slopinimo. Taigi,
A. baumannii BfmRS sistema yra atsakinga ne tik uz patogeno
adaptacijos prie nepalankiy aplinkos salygu reguliacija, bet ir
gebéjima  vykdyti tarpbaktering konkurencija pasitelkiant CDI
sistema.
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ISVADOS

Dvikomponent¢ BfmRS sistema aktyvina A. baumannii
pelikulés formavima, taCiau slopina judéjima terpés
pavirSiumi;

BfmRS sistemos praradimas slopina VI tipo sekrecijos
sistemos komponento Hcp baltymo sekrecija 1 terpe,
nedarant jtakos tarprasinés konkurencijos efektyvumui;
BfmRS sistema neigiamai reguliuoja A. baumannii nuo
kontakto priklausoma augimo slopinimo sistema;

A. baumannii formuojama kapsulé efektyviai apsaugo nuo
augimo  slopinimo  sistemos poveikio  viduriiSingje
konkurencijoje;

A. baumannii V15 | augimo terpe sekretuoja funkcionaly
toksini augimo slopinimo sistemos komponenta, CdiA
baltyma, kuris sukelia lastelés-taikinio augimo slopinima.
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SUMMARY

This work introduces novel findings regarding the regulatory
network of two-component system BfmRS from A. baumannii, a
Gram-negative opportunistic pathogen responsible for a growing
number of severe nosocomial infections. Here, we show that
A. baumannii BfmRS system promotes formation of pellicle, a
specific type of biofilm, allowing bacteria to colonize the surface of a
liquid. Additionally, at the same time BfmRS reciprocally regulates
surface-associated motility. We also observed that BfmRS system
up-regulates the secretion of Hep protein into the growth media. The
protein is an essential component of type VI secretion system
(T6SS), which is able to puncture and deliver effectors into the
adjacent cells. However, T6SS-mediated inter-bacterial competition
was not affected. We identified that BfmRS represses contact-
dependent growth inhibition (CDI) system, inhibiting the growth of
closely related strains. CDI system relies on the toxic CdiA protein,
which is considered to be secreted and exposed on the surface of a
cell. We showed that 4. baumannii can use CDI over a distance by
releasing a functional CdiA protein from the cell, which causes the
growth arrest of a susceptible non-kin bacteria. Lastly, we
determined that 4. baumannii outer polysaccharide layer, called
capsule, is essential from the protection against CDI. Altogether, our
results show that BfmRS system plays a central role in how A.
baumannii responds to environment stressors and mediates inter-
bacterial competition.
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