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Resumen

Introduccion: Acinetobacter baumannii es un microorganismo que se asocia a
infecciones hospitalarias y de la comunidad, ha tomado relevancia en los ultimos
afos debido a su creciente resistencia a antibiéticos, incluyendo carbapenémicos.
La resistencia a los antibidticos puede ser adquirida gracias a la transferencia
horizontal de genes, en la cual los pldsmidos juegan un papel importante
diseminando estos genes entre bacterias, lo cual ha dificultado los tratamientos.
Objetivos: Determinar y caracterizar parcialmente plasmidos que acarrean
carbapenemasa en Acinetobacter baumannii.

Materiales y métodos: Se descargaron del Genbank 35 plasmidos cerrados
circularizados portadores de blave (1), blanom (10), blaoxa-72 (6), y blaoxa-23 (18), de
cepas clinicas y dos cepas provenientes de hospitales poblanos secuencias por
illumina. Se realiz6 un analisis in silico de los plasmidos (PlacnetW, SPAdes, RAST,
BLAST, RESfinder, easyfig, y MEGA 11). En el laboratorio se trabajaron 24 cepas
de A. baumannii de pacientes del hospital Regional ISSSTE Puebla previamente
estudiadas. Se determiné el perfil plasmidico y el peso molecular (PFGE-S1). Se
determind la participacion de bombas de expulsion en presencia y ausencia del
inhibidor Carbonil Cianuro 3-Clorofenilhidrazona para los antibiéticos imipenem y
ciprofloxacino. Se realizd6 la amplificacion de carbapenemasas (PCR vy
secuenciacion).

Resultados: El andlisis in silico de los pladsmidos, mostré que la mayoria de
plasmidos que comparten la misma carbapenemasa tenian backbones similares.
Los plasmidos portadores de blaoxa-23 con un tamafio de entre 70 y 100 kb (n=14),
mostraron un backbone similar con un sistema de secrecion tipo V. Estos plasmidos
a excepcion de uno se clasificaron de acuerdo con su replicasa en GR6 y en GR25.
De acuerdo con la relaxasa, 2 plasmidos con un tamafio menor a 10 kb
pertenecieron a MOBq y 9 plasmidos de 70 a 100 kb a MOBF. Los plasmidos
portadores de blanom tuvieron un tamafio de 39 a 264 kb (n=10). 5 plasmidos de
tamafio 39 a 64 kb presentaron la maquinaria completa para conjugacioén, entre ellos
cuatro plasmidos pertenecian a MOBq y uno MOBp. Dos plasmidos de 150 kb se
clasificaron en GR3. En el caso de cinco plasmidos con blaoxa-72 fueron clasificados
en el grupo GR29, tuvieron un backbone similar, y pertenecian a MOBg, otros dos
plasmidos con blaoxa72 se clasificaron en GR26 y uno mas en GR2. De los
plasmidos con blaoxa-23 (n=18), 13 se clasificaron en el grupo GR6 y uno en GR25,
a los 4 plasmidos restantes no se les detectd replicasa. Ocho pertenecian a la
familia MOBF, los plasmidos restantes no se pudieron clasificar mediante estas
técnicas.

De 24 cepas de A. baumannii, dos de las cepas portaban blaoxa-239 y una cepa
portaba blame-s. A 4 cepas se les determino el perfil y peso molecular plasmidicos (
3 plasmidos de 191 kb y uno de 205 kb). Por otro lado, en 2 cepas se observé una

Xiii



participacion de bombas de expulsion para imipenem al disminuir la CMI (de 512 a
128 y de 512 a 32), y en 1 cepa se observo la participacion de bombas para
ciprofloxacino al disminuir la CMI (de 4 a 1).

Conclusiones: Los plasmidos portando blaoxa-23 y blaoxa-72 presentaron backbones
similares entre ellos, pudiendo ser catalogados como plasmidos conjugativos los
portadores de blaoxa-23, y como movilizables los plasmidos portadores de blaoxa-72.
Los plasmidos con blanowm tuvieron un backbone diferente, probablemente debido a
la alta diseminacion en diferentes géneros bacterianos. En las cepas de A.
baumannii procedentes de Puebla las cuales fueron analizadas experimentalmente,
se observo que fueron portadoras de blanom. En las cepas con blaoxa-72 y blaoxa-239
se observaron plasmidos de tamafio 191 y 205 kb.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, plasmidos, carbapenemasas, bombas
de expulsion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Importancia de laresistenciay su diseminacién
La resistencia de los microorganismos hacia agentes antimicrobianos es un
problema importante de salud publica. Algunos organismos patdégenos como
bacterias, virus, hongos o0 parasitos que previamente eran tratados con ciertos
agentes antimicrobianos han adquirido resistencia a través de diversos
mecanismos, entre estos se destaca la resistencia presentada por bacterias a
carbapenémicos y polimixinas (Gontijo et al., 2021). ElI mal uso de los antibiéticos
ha desencadenado la evolucién y diseminacion de las bacterias resistentes a los
antibioticos, los cuales solian ser empleados de manera rutinaria. Por otro lado, la
composicién y estructura de dichas bacterias que al hallarse en interaccion con otros
microorganismos han incrementado esta resistencia a través de mutaciones o la
transferencia horizontal de genes mediante elementos genéticos moviles y
movilizables, los cuales pueden ser transferidos entre cepas de la misma especie o

incluso entre bacterias de diferentes familias (Bottery et al., 2021).

1.2 Caracteristicas del género Acinetobacter

El género Acinetobacter comprende bacterias con morfologia cocobacilar, Gram
negativas, no fermentadoras de glucosa, catalasa positivas, oxidasa negativas. Su
genoma tiene un contenido G+C del 39% (Lee et al., 2017), y consta de
aproximadamente 3.61 Mpb (Bello-Lopez et al., 2019). Son portadores de
plasmidos, los cuales varian en amplios rangos de tamafios que van desde 1,109
hasta 216,780 pb, y algunos de ellos estan involucrados en la adquisicién de genes
de resistencia a antibitticos (Salgado-Camargo et al., 2020).
Acinetobacter puede sobrevivir por mucho tiempo en superficies abibticas, y es
resistente a la desecacién, se le considera como un patégeno oportunista que afecta
principalmente a pacientes inmunodeprimidos y representa un riesgo ya que puede
adquirir resistencia a diversos farmacos (Li et al., 2019).

Acinetobacter inicialmente fue llamado Micrococcus calco-aceticus, aislado
por primera vez en 1911 por un microbiélogo holandés. Pasados 43 afios Brisou y

Prevot propusieron el género Acinetobacter, que proviene del griego “akinetos” cuyo



significado es “no mdovil” para asi diferenciarlos del género movil Achromobacter
(Brisou y Prevot 1954).

En la clasificacién taxonomica el género Acinetobacter: pertenece al dominio
Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales
y familia Moraxellaceae (Wong et al., 2017). De acuerdo con Alexandr Nemec, el
género Acinetobacter consiste en 72 especies, de las cuales 63 especies tienen

nombres validos (https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, la  dltima

actualizacion se realiz6 en julio del 2021).

Algunas especies destacan por su capacidad de causar infecciones en humanos,
como son los integrantes del complejo A. calcoaceticus- A. baumannii (Acb), entre
los cuales estan las especies: A. baumannii, A. calcoaceticus, A. nhosocomialis, A.
seifertii, A. dijkshoorniae y A. pittii (Akrami y Namvar, 2019; Vrancianu et al., 2020;
Mancilla et al., 2020), las cuales pueden diferenciarse entre si mediante analisis
genotipicos, ya que fenotipicamente son idénticas (Vanegas et al., 2014).

Existen también otras especies de importancia médica que no pertenecen a este
complejo como A. haemolyticus, A. lwoffii, A. johnsonii, A. radioresistens, y A. junii
(Atrouni et al., 2016)

1.3 Importancia clinica
De acuerdo con la OMS, A. baumannii es uno de los organismos mas peligrosos
que forman parte del grupo de bacterias ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y especies de Enterobacter) que se caracterizan por evadir facilmente
los efectos terapéuticos de los antimicrobianos (Lee et al., 2017). Por otra parte,
existen diversos casos de especies de Acinetobacter no-baumannii que han
adquirido multirresistencia como Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis,
las cuales han sido reportadas como causantes de infecciones en centros de salud

alrededor del mundo (Atrouni et al., 2016).

Acinetobacter baumannii es una bacteria que se comporta como patdgeno

oportunista y se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y los ambientes


https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf

hospitalarios, cuenta con la capacidad de colonizar la piel humana, el tracto
respiratorio, la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. Ademas, es uno de los
principales patdégenos relacionados a infecciones nosocomiales causando
meningitis, neumonia, bacteremia, infecciones en la piel y tejidos blandos, e
infecciones del tracto urinario (Zhang et al., 2022). En 2017 la Organizacion Mundial
de la Salud catalog6 a A. baumannii como un patégeno critico de prioridad nimero

uno para el desarrollo de nuevos antibiéticos (Luna et al., 2019).

La mayoria de los aislados clinicos de Acinetobacter multidrogo-resistente se tratan
de A. baumannii o especies cercanas a esta como el complejo Acb, que infecta
principalmente a los tractos urinario y respiratorio, piel, tejidos blandos y sangre,
entre otros, asi como contaminacion de dispositivos protésicos y equipo meédico.
Actualmente cuentan con una elevada resistencia a multiples antibiéticos, lo cual
aumenta su capacidad de supervivencia en ambiente hospitalario (Jeannot et al.,
2014; Bello-L6pez et al., 2019).

1.4 Tratamiento de infecciones causadas por Acinetobacter
El tratamiento para Acinetobacter solia darse con antibidticos como ceftriaxona,
cefotaxima, ciprofloxacino, sulfonamidas, piperacilina y ticarcilina, los cuales
mostraba efectividad in vitro e in vivo frente a algunos aislamientos clinicos (Vila et
al., 1993). Actualmente las infecciones causadas por Acinetobacter son
generalmente tratadas con carbapenémicos debido a su elevada actividad sobre

este organismo y por su perfil de seguridad favorable (Doi et al., 2015).

Dependiendo de la resistencia que presentan las cepas de Acinetobacter aislada,
se clasifican en: cepas multidrogo resistentes (MDR), que son aquellas cepas
carentes de sensibilidad a uno o mas antibiéticos dentro de 3 o mas categorias
distintas de antibidticos, extremadamente drogo resistente (XDR) a aquellas cepas
gue no presentaron sensibilidad a uno o0 mas antibiéticos en todas las categorias a
excepcion de dos 0 menos categorias antibidticas diferentes y pandrogo resistentes
(PDR) a aquellas cepas sin sensibilidad a ninguno de los antibioticos (Magiorakos
et al., 2012).



En los ultimos afios el surgimiento de cepas multidrogo resistentes tiene como
consecuencia que la variedad de antibioticos que se pueden emplear sea reducida.
Actualmente los antibiéticos que presentan mayor actividad frente a A. baumannii
son los carbapenémicos (Peleg et al., 2008). A pesar de esto han surgido cepas
resistentes a estos compuestos, lo que ha obligado al uso de otros antimicrobianos
alternativos, actualmente entre las opciones de tratamiento que existen para A.

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) estan:

Ampicilina-Sulbactam: Aun cuando se han encontrado cepas resistentes a esta
terapia, como alternativa se puede administrar una dosis elevada de ampicilina-
sulbactam como tratamiento efectivo a través de la saturacion de la PBP (penicillin

binding protein).

Polimixinas: las polimixinas B y E son usadas, pero debido a su toxicidad es
recomendable usarlas en combinacion con al menos otro agente (ampicilina-
sulbactam) para el tratamiento de CRAB, ademas de que se ha reportado
emergencia de resistencia durante la monoterapia con polimixinas (Bartal et al.,
2022).

Minociclina: se recomienda usarla en combinacidon con otros antibiéticos como
rifampicina, colistina y carbapenémicos, y a una dosis elevada de 200 mg cada 12h
(Bartal et al., 2022).

Tigeciclina: para las infecciones pulmonares, una alta dosis de tigeciclina (200 mg
via intravenosa seguida de 100 mg cada 12 horas) podria ser una opcion para el
tratamiento de infecciones pulmonares y sistémicas, teniendo una expectativa
positiva. A dosis mayores de este agente no se observan diferencias en el
tratamiento (Bartal et al., 2022).

Rifamicina: segun los datos, la sinergia entre la rifamicina y polimixinas podria
reducir la emergencia de la resistencia, pero los limitados datos clinicos, la toxicidad
conociday las interacciones droga-droga, limitan su uso para infecciones por CRAB
(Bartal et al., 2022).



Fosfomicina: Actualmente ha aumentado el interés en las terapias de combinacion
gue incluyen a la fosfomicina intravenosa para tratar a las cepas CRAB, pero no hay
informacion suficiente para respaldar el uso de esta droga para el tratamiento de

infecciones donde se encuentra amenazada la vida del paciente (Bartal et al., 2022).

1.5 Mecanismos de resistencia a los antibioticos
Acinetobacter spp. cuenta con un gran namero de mecanismos de resistencia

intrinsecos y adquiridos de los cuales podemos destacar:

1.5.1 Modificacion del sitio diana

Dentro de este mecanismo se encuentran las mutaciones en los genes que codifican
para las enzimas topoisomerasas, gyrA y parC, las cuales dan como resultado
resistencia a quinolonas. (Nowak y Paluchowska, 2016). Otro mecanismo
importante es el cambio en las PBP (penicillin binding protein), cuya funcion es la
sintesis de la pared celular, este mecanismo confiere resistencia a los
betalactdmicos. También se encuentra la resistencia por proteccion ribosomal
mediada por la proteina TetM, que confiere resistencia a tetraciclinas (Lee et al.,
2017).

1.5.2 Bombas de expulsion
Las bombas de eflujo son proteinas constituyentes de todas las membranas
plasmaticas de las bacterias, las cuales reconocen y expulsan antibiéticos al entorno
impidiendo que se adhieran al sitio diana, una sobreexpresion de estas resulta en
un fallo en la terapia antimicrobiana (Spengler et al., 2017)

Se clasifican en seis super familias, de las cuales las seis estan presentes en
Acinetobacter baumannii: Small Multidrug Resistance (SMR), Resistance
Nodulation Division (RND), Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC),
Multidrug y Toxic compound Extrusion (MATE), Major Facilitator Superfamily (MFS)
y Proteobacterial Antimicrobial Compund Efflux (PACE), de las cuales las del grupo
RND son las que se han encontrado en mayor medida y que le confieren capacidad
de resistencia a betalactamicos, aminoglucésidos y a biocidas como la clorhexidina
(Nowak y Paluchowska, 2016). Las seis familias de bombas poseen fuentes de

energia que se dividen en dos tipos: las que usan ATP como la superfamilia ABC, y
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las que emplean un gradiente electroquimico también conocido como fuerza motriz
de protones, que incluye a las superfamilias PACE, MATE, RND, SMR y MFS (Kapp
et al., 2018).

Las bombas de la familia RND se componen por una proteina transportadora
localizada en la membrana interna, una porina y una proteina de membrana o de
fusion. Esta familia sobresale del resto debido a su amplia variedad de sustratos, lo
que otorga resistencia a antibiéticos con diversas estructuras, AdeABC es la bomba
caracteristica de A. baumannii, donde las mutaciones en esta pueden generar
resistencia a tigeciclina, gentamicina, cefotaxima, kanamicina, eritromicina,
tetraciclina y cloranfenicol, y el AdelJK es el segundo sistema encontrado en A.
baumannii el cual confiere resistencia a betalactamicos, favoreciendo a la

resistencia intrinseca de la bacteria (Nowak y Paluchowska, 2016).

1.5.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana celular

Las alteraciones en la permeabilidad celular se deben a unas proteinas llamadas
porinas, las cuales forman canales en la membrana externa de las bacterias gram
negativas, la funcién principal de las porinas es el transporte de proteinas del medio
externo al espacio periplasmico a través de los canales que forman. En A.
baumannii los canales formados por las porinas han reducido su tamafio, impidiendo
el ingreso de antibidticos, incluyendo carbapenémicos (Singh et al., 2013). Un
mecanismo de resistencia a carbapenémicos intrinseco de A. baumannii consiste
en la pérdida de la permeabilidad de la membrana, dada por alteraciones en la
porina CarO (carbapenem-associated outer membrane protein), la cual es la
principal porina en esta especie, aunque también intervienen porinas como OmpA,
OmpF, OprD y HMP-AB (Vila et al., 2007; Novovic et al., 2015).

1.5.4 Inactivacion o modificacion del antibiotico
A. baumannii cuenta con un mecanismo caracteristico que es la produccion de beta-
lactamasas, las cuales actian hidrolizando compuestos quimicos que tienen un
anillo beta-lactamico (antibioticos beta-lactamicos), teniendo como consecuencia la
inactivacion del compuesto antibacteriano. Las beta-lactamasas han sido

clasificadas en 4 clases (A, B, Cy D). Para las clases A, Cy D, el sitio activo contiene
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un residuo serina, mientras que las beta-lactamasas de la clase B son metalo-

enzimas dependientes de zinc (Vrancianu et al., 2020).

A) Beta-lactamasas clase A

Algunas de estas enzimas son inhibidas por acido clavulanico, y pueden hidrolizar
penicilinas y cefalosporinas mas eficientemente en comparacion a los
carbapenémicos, las beta-lactamasas clase A son la causa més frecuente de
resistencia a beta-lactamicos. Las beta-lactamasas clase A que han sido
encontradas en A. baumannii son: TEM, GES, CTX-M, SHV, SCO, PER, CARB,
VEB y KPC, entre las cuales KPC y GES pueden presentar actividad
carbapenemasa mediante mutaciones (Vrancianu et al., 2020).

B) Beta-lactamasas clase B

Las beta-lactamasas clase B o metalo-beta-lactamasas, tienen la capacidad de
hidrolizar casi todos los antibiéticos beta-lactamicos incluyendo carbapenémicos
excepto monobactamicos, siendo NDM, IMP y VIM las mas frecuentemente

reportadas en A. baumannii (Vrancianu et al., 2020).

C) Beta-lactamasas clase C

Estas beta-lactamasas derivan del gen ampC encontrado en algunas
enterobacterias, las beta-lactamasas clase C pueden conferir resistencia a
cefalosporinas, penicilinas o cefamicinas, de las cuales la mas prevalente en A.
baumannii es AmpC no inducible denominada ADC (Acinetobacter-derived
cephalosporinase) la cual es codificada en el cromosoma (Vrancianu et al., 2020).

D) Beta-lactamasas clase D

También llamadas oxacilinasas (OXA) debido a su capacidad de hidrolizar oxacilina,
poseen serina en su sitio catalitico. Este es el mecanismo de resistencia mas
importante en A. baumannii, los genes que codifican beta-lactamasas tipo OXA han
sido identificados tanto en el cromosoma como en plasmidos, siendo OXA-51-like
la beta-lactamasa clase D acarreada en el cromosoma solo en la especie A.

baumannii. Otras oxacilinasas que también abundan en A. baumannii tanto en



cromosoma como plasmido son OXA-23-like y OXA-24/40-like (Vrancianu et al.,
2020).

1.6 Elementos genéticos moviles/movilizables
Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosomal que pueden replicarse de
manera independiente al cromosoma y tienen potencial de ser transferidos entre
miembros de la misma especie e incluso bacterias distantemente relacionadas. Los
plasmidos juegan un papel importante en la diseminacion de genes de resistencia
a antibioticos entre géneros bacterianos incluido A. baumannii. Los plasmidos se
encuentran compuestos por 4 médulos, 3 de ellos forman el backbone plasmidico
también conocido como la region conservada, la cual se compone por los médulos
de replicacion, movilidad y estabilidad. El médulo restante se conoce como médulo
accesorio, el cual corresponde a la region variable del plasmido, en el cual pueden
encontrarse genes de resistencia, de virulencia o para la produccién de compuestos

toxicos (Brovedan et al., 2020).

En la actualidad existe un esquema de tipificacion de plasmidos de Acinetobacter
baumannii basado en el replicon y los plasmidos de A. baumannii pueden
clasificarse de esta manera (Bertini et al., 2010). Sin embargo, es de utilidad
emplear un esquema adicional de clasificacion mediante las relaxasas MOB
(Francia et al., 2004).

Ademas de los plasmidos, existen otros elementos genéticos movilizables de menor
tamafio conocidos como secuencias de insercion (IS) y los transposones (Tn), los
cuales pueden desplazarse de una localizacion a otra dentro en un mismo replicén
o entre replicones dentro de la misma célula. Las secuencias de insercion y
transposones pueden ser transmitidos horizontalmente a otros genomas si se
encuentran ligados a otros elementos moéviles como plasmidos o fagos. Estos
elementos juegan un papel importante en la plasticidad gendémica y expresion
genética, y son frecuentemente ligados a la movilizacion, interrupcién o

sobreexpresion de genes de resistencia (Salgado et al., 2020).



2 ANTECEDENTES
La resistencia a antibioticos, incluyendo a los usados de ultimo recurso como son
los carbapenémicos, glicopéptidos y polimixinas, se ha convertido en un problema
gue involucra principalmente a los organismos patégenos del grupo ESKAPE, los
cuales fueron designados con un “estatus prioritario”. Las infecciones por A.
baumannii, ocurren en pacientes con un contacto cercano al sistema de salud y o
en pacientes hospitalizados. Esta bacteria cuenta con desarrollo de multidrogo-
resistencia y con mecanismos mejorados de persistencia en el ambiente hospitalario
como la formacion de biofilm, la resistencia a desecacion mediante polisacaridos
capsulares y la resistencia a desinfectantes como clorhexidina haciendo uso de la
proteina de eflujo (Acel) (De Oliveira et al., 2020; Harding et al., 2018). El Centro
Europeo de Control de Enfermedades (ECDC), reporta que en Europa durante el
aflo 2020 se observd que de 7622 aislados de Acinetobacter spp. el 97%
presentaron resistencia a fluoroquinolonas, el 96% a aminoglucésidos y el 99% a
carbapenémicos. En Estados Unidos, de acuerdo con el reporte de amenazas de
resistencia a antibioticos del CDC se observa una disminucion en los casos de
Acinetobacter resistente a carbapenémicos del afio 2013 al 2017 (de 11,700 casos
en 2013 a 8,500 casos en 2017). En México la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiol6gica (RHOVE) en su informe anual de 2022 reporta a A. baumannii como

el cuarto microorganismo principal aislado en brotes de IAAS.

Se han reportado alrededor del mundo diversos estudios sobre resistencia en A.
baumannii, en el afio 2019 en China, se realiza un analisis de 222 cepas colectadas
en una unidad de cuidados intensivos del afio 2010 al 2017, observando un
incremento de las cepas CRAB del 25% al 92% del afio 2010 al 2014. El genotipo
de los aislados CRAB fue positivo para los genes: blaoxa2s, blaoxasi, blaoxa24, blaapc,
blatem, ISAbal, ISA-23, e ISA-ADC. Ademas, se observé que plasmidos con blaoxa-
51 pueden ser transferidos mediante conjugacion a especies no-baumannii (Zhao et
al., 2019).



Respecto a las carbapenemasas que son portadas por plasmidos, se ha visto que
el gen blanom también se puede transferir mediante vesiculas de membrana externa
entre miembros de A. baumannii y entre otras cepas como Escherichia coli de forma
intacta, sin perder viabilidad y teniendo una alta actividad de transformacion
(Chatterjee et al.,, 2017). El gen blaoxa-2s en cambio, es transferido mas
frecuentemente por plasmidos conjugativos, ya que al realizar ensayos de
conjugacion las bacterias receptoras resultan positivas para blaoxa-23 mediante el
analisis de PCR (Hamidian et al., 2014; Liu et al., 2015). El gen blaoxa-72, se ha
encontrado en plasmidos pequefios de 16 kb o menos los cuales pueden ser
transferidos via transformacién, ademas este gen se encuentra flanqueado por
sitios de recombinacion XerC/XerD los cuales regulan su expresion propiciando que
la bacteria presente altos niveles de resistencia a carbapenémicos (Tamayo-
Legorreta et al., 2016; Narciso et al., 2020). No existen muchos estudios respecto a
plasmidos portadores de blaime, hasta ahora se ha observado en plasmidos de hasta
200 kb e incluso se reporté en un plasmido de 313 kb. Esta beta-lactamasa por lo
general se encuentra insertada en integrones (Saranathan et al., 2014; Hendrickx
et al., 2022)

En cuanto a los estudios realizados en México, han sido pocos los que han
abordado la resistencia mediada por plasmidos de A. baumannii. En uno de ellos se
observaron cepas MDR, incluyendo resistencia a carbapenémicos, con el mismo
perfil plasmidico, donde se presenta un linaje distribuido en el continente americano
que produce beta-lactamasas de la familia blaoxa-23-ike ¥ la familia blaoxa-ao-ike
(Cornejo et al.,, 2020). En el estudio llevado a cabo por Mancilla-Rojano vy
colaboradores (2020), se observd que cepas del complejo Acb con la misma

Secuencia Tipo, presentaron el mismo perfil plasmidico y perfil de resistencia.

En la actualidad, el numero de plasmidos descritos en A. baumannii se ha ido
incrementando, por lo que recientemente se ha propuesto el uso de los médulos de
los plasmidos como herramienta de clasificacion, especificamente la proteina
llamada replicasa presente en el mddulo de replicacion, y la relaxasa del modulo de

movilidad. Gracias a esto se ha observado que los plasmidos de A. baumannii tienen
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un numero restringido de linajes de acuerdo con los grupos de incompatibilidad
plasmidica, y que algunas secuencias comparten tanto el modulo de replicacion
como el de mantenimiento, este Ultimo sirve para mantener un bajo namero de

copias de plasmidos (Salgado et al., 2020).

En 2017 se analizaron plasmidos de menos de 10 kb, tomando en cuenta su
diversidad genética y relaciones filogenéticas, encontrando que estos plasmidos
son comunes en A. baumannii, y usualmente pertenecen a la superfamilia Rep_3,
la cual se conoce como repB y se encuentra precedida de 3 a 6 directos repetidos
conocidos como iterones. Estos plasmidos de la superfamilia Rep_3 también suelen
portar genes para la movilizacion de plasmidos. Se observa en cambio que los
plasmidos que pertenecen a la superfamilia Rep_1 cuentan con una replicasa
sencilla, y de 2 a 5 genes de funciones desconocidas (Lean y Yeo, 2017).

Un andlisis de las replicasas en plasmidos de A. baumannii en 2021, encuentra que
la mayoria pertenecen a la superfamilia Rep_3. Al realizar dicho andlisis se
proponen 22 grupos nuevos de homologia de replicasas para plasmidos de A.
baumannii ademas de los 34 previamente establecidos, para asi ampliar la

diversidad de replicasas conocidas en este organismo (Castro-Jaimes et al., 2021).

En el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, Bello-Lopez
realiza en 2019 estudio cepas de Acinetobacter spp provenientes del Hospital Para
el Nifio Poblano, donde observé a A. haemolyticus como el principal causante de
infecciones. Detecta una cepa de A. haemolyticus (AN54) con cuatro plasmidos,
entre ellos uno de 45.46 kb con blanowm-1 insertada en un transposén compuesto
similar a Tn125 (Bello-Lopez et al., 2019). Por otra parte, en el mismo hospital en la
unidad de quemados, se detectan 5 cepas resistentes a carbapenémicos
pertenecientes al complejo Acb, estas cepas estan genéticamente relacionadas y
poseen cuatro plasmidos, presentando blaoxa-s1 y blaoxa-23, (Bello-Lopez et al.,
2020).

En el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, (Verdugo-
Yocupicio, 2020) realiza un estudio en 25 cepas de A. baumannii MDR provenientes
del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla, colectadas durante el periodo 2015-2019,
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todas las cepas son portadoras de blaoxa-es y blaoxa-72, 3 cepas portaron blaoxa-2s-
like, 9 cepas portaban blanowm-ike y 1 de ellas blavp-ike. Se realiza la secuenciacion
completa del genoma de la cepa AE38, donde se determind la presencia de un
plasmido y se detecta blaoxa-ss y blaoxa-72, también se lograron identificar sistemas
de expulsién de la familia RND (Verdugo-Yocupicio, 2020). Estos dos trabajos
demuestran que la basqueda y caracterizacion de plasmidos portadores de genes
de resistencia que son portados por cepas hospitalarias es una tarea que debe

realizarse para vigilar la diseminacion de genes de resistencia a antibioticos.
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3 JUSTIFICACION
En la actualidad Acinetobacter baumannii (MDR o resistente a carbapenémicos) es
responsable del incremento de infecciones que se presentan hospitales de México
y de diversos paises. Por esta razén, es importante determinar el entorno genético
de las enzimas carbapenemasas que portan las cepas del A. baumannii, las cuales
fueron estudiadas en trabajos previos en el LMHyC, asi como caracterizar
parcialmente los plasmidos que las portan. Ademas, de evaluar la participacion de
las bombas de expulsion en sus niveles de resistencia a quinolonas y

betalactamicos.
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4 OBJETIVO GENERAL
Determinar y caracterizar parcialmente plasmidos que acarrean carbapenemasa en

Acinetobacter baumannii.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES EXPERIMENTALES

1. Identificar genes (blanom, blaoxa, blaimp) que codifiguen enzimas con actividad

carbapenemasa en cepas aisladas del hospital ISSSTE, Puebla.
2. Determinar el perfil plasmidico y peso molecular de los plasmidos.

3. Determinar la participacion de bombas de expulsidén en presencia y ausencia

del inhibidor CCCP ante imipenem y ciprofloxacino.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES BIOINFORMATICOS

1. Descargar plasmidos del genbank portadores de genes que codifiquen

enzimas con actividad carbapenemasa (blanowm, blaoxa, blaime)
2. ldentificar los médulos del backbone de los plasmidos.

3. ldentificar los entornos genéticos de las genes que codifican para enzimas

con actividad carbapenemasa (blanowm, blaoxa, blame) en los plasmidos

4. Caracterizar los plasmidos con base a su replicasa y relaxasa
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5 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO EXPERIMENTAL

24 cepas

de A. baumannii previamente estudiadas

portadoras de blaypy, blagy,, blayedel Hospital

Regional ISSSTE Puebla

Determinacion de genes de
carbapenemasas de los tipos blaypy,
bla,,,y bla,,, mediante la extraccion de

DNA y amplificar por PCR y
secuenciacion

Determinacion de la participacion

de bombas de expulsién en la
resistencia a antimicrobianos

\ 4

Caracterizacion del perfil plasmidico y Participacion de bombas en
determinacion del peso de plasmidos presencia de Imipenem y

mediante electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE-S1)

Ciprofloxacino con el inhibidor:
CCCP (carbonil cianuro 3-
clorofenilhidrazona)

6 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO BIOINFORMATICO

2 plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa7:

35 secuencias de plasmidos de A. baumannii del
Genbank portadores de blaoxar: (6),
blawom (10) , blaoxa23(18) y blawr (1)

de hospitales poblanos

Realizar ensamble con
SPAdes y Velveth para la

cepa AE38

I Realizar ensamble con
Anotar con RAST plasmid SPAdes para la cepa

‘ AN71

[ Identificar nodos con ]

caracteristicas de plasmidos

R =

-

-

Analizar el entorno genético con
Easyfig, NCBI y clustal omega

e =2

Caracterizar plasmidos en base
a su replicon (Bertini)
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7 MATERIALES Y METODOS
7.1 Trabajo experimental
7.1.1 Cepas de estudio
Se trabajo con 24 cepas de A. baumannii del Hospital Regional ISSSTE Puebla
portadoras de carbapenemasa previamente estudiadas por (Verdugo-Yocupicio,

2020) (Figura 1), las cuales fueron almacenadas a -70°C.

E Genotipo de resistencia Participacion de bombas de Extraccion
PFG expulsién (PABN/CCCP) de
type Susceptible a plasmidos

biooxa | biomsL | 1savass | 1sabat2s | wm | mem | an | oe

Al 4 e A TE 66,23, 72 . . . L A Y 4
EE 0 b mam Al SAM y TE 66,23, 72 . . . ND  o/ND /s +/+ 4
FEF Piamees A2 SAM 66, 23,72 imp . . J/ND ¢/ +/+  -/ND 4
TR ERESE T B Ninguno 66,72 ndm + + +/- o~ -/ND ¥+ 1
;EL? e B Ninguno 66,72 ndm + + +/- +/- </ND -/ND 1
SV s B1 Ninguno 66,72 - + g +/- -/ND - ¥ 1
oL BREEE L C Ninguno 66,72 - + - +/- +/-  </ND  +/- 1
:'EZS T T, [ o} Ninguno 66,72 . + - +/- +/- -/ND  -/ND 1"
N | BN IR C Ninguno 66,72 ndm + + +/- JND  -/ND  +/+ v
L —— C Ninguno 66,72 ndm + + /ND -/ND -/ND -/ND 1
USER BN RS L C Ninguno 66,72 ndm + + IND 4/ /ND  -/ND 1
NOR B R L 1 Ninguno 66,72 . + . +/ /ND  -/ND -/ND 1
I s 2 SAM 66,72 ndm + + +/- +/- +/-  -IND g
A3l 0 mmmmm——e e D Ninguno 66,72 . + . +/- +/- -/ND  -/ND 1
i) 1 an— ES Ninguno 66.72 . + - o o > . 1
A1 e b e E4 Ninguno 66,72 ndm + + +/- +/ND -/ND -/ND L
B e e L E3 Ninguno 66,72 - + . +/- -/ND -/ND +/-* 1
OO0 beameme B2 SAM 66.72 : + - 4/- +/ND -/ND -/ND 1
T T 3 | Ninguno 66,72 ndm + + -/ND -/ND /ND -/ND

LR B Ninguno 66,72 ndm + + o/ 4/~ -/ND -/ND 2
L B T S Ninguno 66,72 - + . o/-  -/ND </ND -/ND 2
'EESU (R F SAM 66,72 - + . -/ND -/ND +/-* -/ND 2
151 he— F1 Ninguno 66,72 . + . JND -/ND -/ND -/ND 2
)|

AESS 1 o 1 G SAM 66, 72 . + . #/- -/ND -/ND %/ 2

Figura 1. Caracteristicas de las cepas reportadas por Verdugo-Yocupicio
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7.1.2 Declaracion ética
El protocolo del presente estudio fue revisado y aprobado por el comité de bioética
del Hospital Regional IS.S.S.T.E. Puebla: Proyecto Num. 188.2018. La

informacion de los pacientes se manejo de manera anénima.

7.1.3 Cepas control
Se empled la cepa de E. coli NCTC 50192 como referencia para la realizacion de
campos pulsados (PFGE-S1), la cual contiene 4 plasmidos de 154 kb, 66 kb, 38 kb
y 7 kb.

Para la determinacién de la participacion de bombas de expulsion se usé AN54
(Acinetobacter haemolyticus) como control positivo, y la cepa PAO1 (Pseudomonas

aeruginosa) como control negativo.

7.1.4 Extraccién de ADN por el método de lisis por calor
Consistié en romper la célula sometiéndola a ebullicion permitiendo la salida del
material genético al medio acuoso; para lo cual se sembré una colonia aislada de
cada cepa de A. baumannii en placas de TSA (BD Bioxon®), se incubaron a 37°C
durante 18-24 horas. Del cultivo anterior se recogieron dos asadas y se depositaron
en un tubo eppendorf que contenia 800 uL de solucion salina isoténica estéril
(0.85%), esta mezcla se homogenizo en vortex a alta velocidad y posteriormente se
centrifugd a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se decantd y la
pastilla bacteriana se lavé 3 veces mas siguiendo el procedimiento anterior. Al
finalizar los lavados, se deseché el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 con
800 pL de agua inyectable estéril y se sometié a hervido en bafio de agua durante
10 minutos. Transcurrido este tiempo se saco el tubo y se dejo enfriar a temperatura
ambiente, después se centrifugd a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, y el

sobrenadante se separé en un tubo eppendorf esteéril.

7.1.5 Cuantificacion de ADN
A los lisados se les realiz6 la cuantificacion de ADN utilizando el equipo NanoDrop
2000 (Thermo Scientific) y usando la aplicacion del instrumento, seleccionando la
opcion de &acidos nucleicos. Inicialmente el equipo realiza una verificacion

automatica; se limpio el lector del equipo con papel y se procedié a hacer un blanco
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con 2 pL de agua inyectable estéril, una vez que se activé la casilla (Measure), se
procedié a la medicion de los lisados, se fue limpiando el lector éptico entre
muestras para evitar contaminaciones. Los lisados que resultaron muy
concentrados se diluyeron con agua inyectable estéril hasta ajustarlos a una

concentracion final de 200 ng/pL.

7.1.6 Amplificacion de genes por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)
Se realiz6 una amplificacion de genes de resistencia mediante PCR, para
determinar la presencia y las variantes de blavp, blanom, blaoxa-23 y blaoxa-72,

presentes en las cepas.

Se empleod la cepa de A. haemolyticus AN54 como control positivo para blanom e
ISAbal25-blaNDM-1. La cepa Ab23 como control positivo para blaoxa-23 y la cepa
PE21 como control positivo para blame, debido a la falta de tiempo no se pudo
realizar PCR para las cepas con blaoxa-72.

Para la amplificacion de genes se usoé la enzima Maxima Hot Start Tag DNA
Polymerase (ThermoScientific) con sus respectivos componentes que se enlistan
en latabla 1.

Tabla 1. componentes de mezcla para la reaccion de PCR para la amplificacion de genes de

resistencia con la enzima Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (ThermoScientific)

Componentes Concentracién Volumen afiadido | Concentracion final
inicial por tubo (uL) de lareaccioén

Maxima Hot Start | 5U/ L 0.08 0.04U

Taq DNA

Polymerase (Thermo

Scientific)

Buffer de reaccién 10X 1 1X

MG+CI2 25mM 1 2.55mM

dNTPs 10mM 0.3 0.3mM

Primer Forward 25 uM 0.3 0.75mM

Primer Reverse 25 uM 0.3 0.75mM

DNA 250 ng/uL 1 25ng

Agua libre de | --- Hasta 10uL

nucleasas

Volumen final 10uL
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Los oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla 2, para los oligonucleétidos
de NDM (variantes) este puede usarse para detectar cualquier variante de blanpwm-

like
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Tabla 2. Oligonucleétidos usados para la deteccién de carbapenemasas en cepas de A. baumannii

Nombre del Tamaiio del Nombre del . . Tamaifio del Condiciones de .
Secuencia (5' - 3') - ) Referencia
gen gen (pb) cebador amplificado (pb) Reaccion
95°C 5 min. 1c
oxa40Ps- F GGTTAGTTGG+CCCCCTTAAA 94°C 25 seg
o Fernandez E. et
bla oxa-a0 828 249 52°C 40 seg 30c al. 2009
oxa40Ps- R AGTTGAG+CGAAAAGGGGATT 72°C 50 Sigc7/2°C 6 a
min 4°
oxa-24like-F 94°C 5 min. 1c
oxad0Ps- F GGTTAGTTGG+CCCCCTTAAA 94°C 30 seg Novovic. ot al
oxa-24 like 828 oxa-24like-R 256/249 alin 48°C 30 seg 30c 201'5 v
oxad0Ps- R AGTTGAG+CGAAAAGGGGATT 72°C 45 seg
72°C10min1c
oxa-23like-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 94°C 5 min. 1c
94°C 30 seg .
. o Novovic, et al.,
oxa-23 like 822 oxa-23like-R ATTTCTGACCG+CATTTCCAT 501 48°C 30 seg 30c 2015
72°C 45 seg
72°C1minlc
NDMv-F AATATTATG+CACCCGGTCG+CG 94°C 5 min. 1c
ndm 813 732 549%0? r:rlwirr?i:?OC Bello-Lopez,
(variantes) NDMv-R CATCACGATCATG+CTGG+CCTT 72°C 1 min 2015
72°C 10 min 10°C/
IMPd-F CTRCCG+CAGWAGMGKCTTTG 94°C 5 min. 1c
imp 94°C 1 min Bello-L6pez
(variantes) 74l IMPd-R G+CCADG+CTACDANATTTG+CGTC 515 567;:0 (1: T'r':“?loc 2015
72°C 10 min 10°C/
IsaBal25-R4 G+CAGTACGATCTTCAAAGT 95°C 5 min. 1c
ISAbal25- 901 901 53902 Cl;riirr?IQOC Bello-Lopez,
NDM NDMv-R CATCACGATCATG+CTGG+CCTT 72°C 1 min 2019
72°C 10 min 10°C/
c. ciclo.
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7.1.7 Electroforesis en gel de agarosa
Los productos de PCR se visualizaron tras realizar electroforesis en geles de
agarosa al 1%, a 100 V por 45 min. Se utiliz6 un marcador de peso molecular
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Invitrogen). Los geles fueron tefiidos con BET
(0.5 g/L) durante 10 segundos y lavados por 30 minutos en agua destilada; para
visualizar los fragmentos de ADN, los geles se fotografiaron en un digitalizador de

imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen System.

7.1.8 Secuenciacion de los productos de PCR
Los productos amplificados se purificaron a partir del gel de agarosa con ayuda del
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante, y
se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Servicios Gendmicos LANGEBIO en

Irapuato, Guanajuato, México.

7.1.9 Analisis de las secuencias de productos de PCR
Las secuencias se visualizaron en el programa Finch Tv version 1.4.0 Geospiza.
Para editar las secuencias se utilizé el programa Nucleic Acid Sequence Massanger

(http://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm).

El analisis comparativo de las secuencias se realizd con el programa Web BLAST
del National Center for Biotechnology Information site  (NCBI)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

La conversion de la secuencia de nucleétidos a aminoacidos se realizé en EXPASy-
Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.html).

7.1.10 Perfil plasmidico mediante electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE)
El perfil plasmidico de las cepas fue determinado mediante la técnica de PFGE-S1
y usando la clasificacion recomendada por (Tenover et al., 1995), llevando a cabo

los siguientes pasos usados en este trabajo:
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a) Eliminacién de exopolisacarido a partir de un cultivo bacteriano

A partir de un cultivo en placa de agar BHI al 3% (16 a 18 horas a 37°C), se
cosecharon todas las células, se colocaron en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml,
que contenia 1 ml de solucion estéril de EDTA 0.01 M. Se resuspendieron las
células con ayuda de vortex hasta quedar completamente homogéneas. Se
centrifugd por 5 min a 12,000 rpm, posteriormente con una pipeta se extrajo todo el
exopolisacarido (moviendo la pipeta en circulos para despegarlo y aspirarlo
completamente). Las células fueron lavadas con 1 ml de SSI, se resuspendieron
con vortex y se centrifugaron por 5 min a 13,000 rpm, se desechd el sobrenadante,
se afiadié 1 ml de SSI, este proceso se repitié 2 veces mas, el exceso de SSI se

elimind con una punta de micropipeta.

b) Preparacion de insertos

Se hizo un lavado de las células con 1 ml de buffer TE estéril (10 mM Tris-HCI pH=8,
1 mM EDTA pH=8.0) y se decanté nuevamente, el exceso de sobrenadante se
elimind con pipeta, finalmente se hizo una suspension con buffer TE a una turbidez
de 2 con el nefelometro de Mac Farland.

Se prepard agarosa de bajo punto de fusion, (Pulse Field Certified Low Melt
Agarose, BioRad) al 2% en buffer TE y se distribuyd en tubos eppendorf estériles
con 500uL por tubo, se colocaron en bafio Maria a 54° C hasta su uso. Se mezclaron
250uL de agarosa con 250uL de suspension bacteriana y se distribuyeron en
moldes adecuados para hacer los insertos, dejandolos gelificar a 4°C al menos

durante 10 min.

c) Lisis bacteriana

Se prepar6 una mezcla de la solucién de lisis, considerando 1 ml de volumen final
por reaccion, es decir, por cada reaccion se tomaron 995 uL de buffer de lisis (50
mM Tris-HCI pH=8.0, 50 mM EDTA pH=8.0), 1% de sarcosil (0.01g) y 5 uL de
proteinasa K (0.1 mg/ml). Se peso el sarcosil en el tubo donde se realiz6 la mezcla
agregando el buffer de lisis, se resuspendid por inversion suavemente para evitar la

formacion de burbujas hasta que se disolvié completamente, y finalmente se agrego
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la proteinasa K, y se mezclé suavemente. Se prepard un volumen de mezcla de lisis
dependiendo del numero de muestras, se repartio 1 ml de la mezcla en tubos
eppendorf y se colocaron dos insertos por tubo, se dejaron incubar en bafio Maria
a 54°C durante 24 h.

d) Lavado de insertos

Se elimind el buffer de lisis sobre una placa petri estéril, se recuperaron los insertos
y se colocaron en un tubo falcon con 10 ml de agua destilada, se incub6 durante 10
min en bafio Maria a 54°C; posteriormente se realizaron 3 lavados con 10 ml de
buffer TE durante 30 min en las mismas condiciones (bafio Maria a 54°C), en el
altimo lavado los insertos se colocaron en un tubo eppendorf estéril con 1 ml de
buffer TE, estos insertos se guardaron por una noche a 4°C, para proceder con la

digestion.
e) Digestion y electroforesis

Se preparé una mezcla que contenia por reaccion: 79.6 uL de agua, 20 uL del buffer
de la enzima y 0.4 uL de la nucleasa S1 (8 U por inserto), se distribuyeron en cada
tubo 100 uL y se agregd un cuarto de inserto, se incub6 por 40 min a 37°C. Se
preparé una mezcla con 150 yL de EDTA 0.5 M, pH 8 y 0.0015 g de sarcosil por
reaccion para parar la reaccion. Se adicioné a cada tubo 150 uL de esta mezcla y
se colocé en hielo durante 10 min. Los insertos digeridos se cargaron en el gel de
agarosa que fue preparado y colocado en la cubeta de electroforesis con las
siguientes condiciones: se utilizé una rampa de pulso que varié de 1 a 30 segundos
durante 22 h a 6 V/cm y a 14°C. Se utiliz6 una cepa como control positivo con
plasmidos de tamafio conocido: E. coli NCTC 50192 con cuatro plasmidos (154, 66,
48 y 7 kb).

7.1.11 Determinacion de participacion de bombas de expulsion en la

resistencia a imipenem y ciprofloxacino

Para realizar la determinacion de la participacion de bombas de eflujo de la familia

RND (resistance-nodulation-division family) en la resistencia a imipenem vy
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ciprofloxacino, se realizé CMI para imipenem vy ciprofloxacino en presencia y
ausencia de carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP, Sigma-Aldrich) a 25
mg/L Este experimento se llevd a cabo en las cepas del trabajo de Verdugo-
Yocupicio, 2020, en las cuales no fueron determinados estos valores. Los criterios
fueron los mismos que el en trabajo previo, los cuales consisten en comparar los
puntos de corte de las CMI en presencia y en ausencia del inhibidor de bombas de
expulsion (EPI), y una disminucion de 4 veces o mas en el valor de la CMI en la
presencia de CCCP, fue considerado como positivo en la participaciéon de bombas
de expulsiéon pertenecientes a la familia RND en la resistencia a los antimicrobianos,
aungue también inhibe a otras familias como MATE, SMR t MFS. El experimento se
realizo por triplicado (Kumita et al., 2009; Sanchez-Carbonel et al., 2021). Se utilizé
la cepa A. haemolyticus AN54 como control positivo, y la cepa P. aeruginosa PAO1

como control negativo.

7.2 Trabajo bioinformético

7.2.1 Base de datos de plasmidos
Se trabajo in silico con 35 plasmidos circularizados de A. baumannii portadores de
diferentes carbapenemasas que fueron descargados del Genbank: 10 de ellos con
blanom reportados entre 2012 y 2019, 18 portadores de blaoxa-2z de los afios 2011y
2019, 6 plasmidos con blaoxa-72 de 2009 y 2017, y un solo plasmido con blave
reportado en 2013. También se incluyeron 2 plasmidos secuenciados en el
laboratorio; uno de la cepa de A. baumannii AE38 del Hospital regional I.S.S.S.T.E.
Puebla colectada en marzo de 2018 y el otro de la cepa A. baumannii AN71
proveniente del Hospital para el Nifio Poblano colectada en diciembre del 2016, los

plasmidos de ambas cepas portaron blaoxa-72.

7.2.2 Analisis bioinformatico de plasmidos
Se utilizaron los siguientes programas para el analisis y comparacion de los

plasmidos:
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Los ensambles de los genomas para determinar plasmidos se realizaron con los
ensambladores: Velveth v1.2.10 (PLACNETw
https://castillo.dicom.unican.es/upload/), SPAdes v. 3.9.0, SPAdes v. 3.11.1.

Posteriormente los plasmidos se anotaron con RAST (Rapid Annotation using

Subsystem Technology) v.2.0 (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cqi). Las proteinas

hipotéticas se analizaron con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) v 2.13.0

(https://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cgi) con el fin de determinar si tenian una

funcion o estaban identificadas, y para corroborar esta informacion se empleé pfam

(http://pfam.xfam.org/) .

También se realizé una busqueda de los genes de resistencia con la base de datos

ResFinder v.3.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)

Las relaxasas se determinaron mediante MOBscan

(https://castillo.dicom.unican.es/mobscan/)

Para realizar la comparacion de la estructura de los plasmidos se realizaron los
dibujos de plasmidos y entornos genéticos mediante el programa Easyfig v2.2.2. El
porcentaje de identidad de estos se determiné mediante BLAST.

El alineamiento de replicasas se hizo con Clustal Omega y dendrograma se realiz6
con el programa MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) v11.0.8.
haciendo uso del esquema empleado por (Bertini et al., 2010) y ampliado por
(Salgado et al, 2020)

8 RESULTADOS
Debido a la pandemia por Covid-19, el trabajo se dividié en dos partes: una parte
experimental realizada entre los meses de enero a julio del 2022, y una in silico

realizada a partir de agosto de 2020 hasta la conclusion de esta tesis.

8.1 Trabajo experimental

8.1.1 Determinacion de variantes de carbapenemasas
Con la finalidad de determinar el tipo de variante de carbapenemasas en 24 cepas

previamente trabajadas (Verdugo-Yocupicio, 2020), se realiz6 la amplificacion de
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los genes mediante PCR, encontrando que de 9 cepas portadoras de blanpwm, el
100% mostraron una banda de amplificacién, pero no pudieron purificar para

mandar a secuenciar por falta de tiempo.

En las cepas AE14 y AE19, se logré amplificar el gen blaoxa-23. El producto se envié
a secuenciar y el andlisis arrojo que se trata de la variante blaoxa-23s. Se determiné

que la cepa AE19 también porta la variante blave-s (Figura 2).
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Figura 2. Corrimiento en agarosa al 1% de los productos de PCR de los genes blawp, blaoxa-23
y blanpm presentes en A. baumannii. Linea 1y 2: Blanco y control positivo blae (505 pb). Linea
3: cepa AE19 negativa; Linea 4 y 5: Blanco y control positivo de blaoxa-23 (501 pb) ; Linea 6: cepa
AE19 positiva; Linea 7 y 8: blanco y control positivo de blanpm:Linea 9 y 10: cepas positivas; Linea
11 y 12: blanco y control del arreglo ISAbal25-blanpm (901 pb); Linea 13 y 14 cepas AE29 y AE45
dudosas.
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8.1.2 Perfil plasmidico de cepas de A. baumannii
Acinetobacter baumannii es particularmente capaz de adquirir y expresar nuevos
mecanismos de resistencia en respuesta a la presion ejercida por los antibidticos.
Dentro de estos mecanismos, es comun la adquisicion de carbapenemasas
mediadas por pladsmidos. A las cepas previamente se les determino la presencia de
bandas plasmidicas por extraccion alcalina (Verdugo-Yocupicio, 2020), por lo que
en este trabajo se determin6 el nUmero de bandas plasmidicas y también el peso

molecular de cada una de ellas por PFGE-S1.

En las Figuras 3 y 4 se muestra el perfil plasmidico por PFGE-S1 donde se puede
observar que 4 de las cepas presentan una sola banda plasmidica (AE29, AE41,
AE44 y AEA45) . En la Tabla 3 se muestran Los datos de bandas plasmidicas
reportadas por Verdugo-Yocupicio en 2020, los plasmidos encontrados por PFGE
el peso probable en kilopares de bases de los plasmidos basados en la distancia de

migracion de las bandas comparado con las bandas de la cepa control.

66 Kb -
36 kb -
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Figura 3 Visualizacion plasmidica por el método PFGE-S1 de 13 cepas de A. baumannii MDR
aisladas de pacientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla México. Linea 1: E. coli NCTC
50192 con 4 plasmidos: 154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb (control de PM); Lineas 2-10: cepas de A.
baumannii, Linea 11: vacio; Lineas 12-15: cepas de A. baumannii:

Figura 4 Visualizacion plasmidica por el método PFGE-S1 de 10 cepas de A. baumannii MDR
aisladas de pacientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla México. Linea 1: E. coli NCTC
50192 con 4 plasmidos: 154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb (control de PM); Lineas 2-11: cepas de A.

baumannii.

Tabla 3 Caracteristicas plasmidicas de Acinetobacter baumannii

Cepa Bandas Bandas Peso Genotipo de resistencia
plasmidicas plasmidicas molecular
previamente por PFGE probable del
determinadas* plasmido
(kb)
AE14 4 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blaoxa-23
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AE16 4 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blaoxa-23
AE19 4 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blaoxa-23, blamp
AE22 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE23 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE25 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72

AE26 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72

AE27 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE28 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72

AE29 1 1 205 blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE30-A 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE30-B 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE31 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72

AE32 1 - - blaoxa-ss, blaoxa-72

AE37 1 - - blaoxa-ss, blaoxa-72

AE38 1 - - blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE40 1 - - blaoxa-ss, blaoxa-72

AE41 1 1 191 blaoxa-es, blaoxa-72

AE44 0 1 191 blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE45 2 1 191 blaoxa-es, blaoxa-72, blanom
AE47 2 - - blaoxa-ss, blaoxa-72

AE48 2 - - blaoxa-ss, blaoxa-72

AE50 2 - - blaoxa-es, blaoxa-72

AE51 2 - - blaoxa-es, blaoxa-72

*Verdugo-Yocupicio, 2020. En azul el nimero y peso de los plasmidos determinados en este estudio.

8.1.3 Determinacién de bombas
En un inicio, uno de los objetivos de esta tesis era continuar caracterizando las
cepas estudiadas por (Verdugo-Yocupicio, 2020), sin embargo, debido a las
condiciones dadas por la pandemia, esto resulté complicado de cumplir. Debido al
tiempo que pude entrar al laboratorio, se determind el papel de las bombas de
expulsion en la resistencia a imipenem y ciprofloxacino, para lo cual se determiné la
CMI en presencia y ausencia del inhibidor Carbonil-Cianuro-3-Clorofenilhidrazona

(CCCP) a 25 mg/L. Se consider6 una disminucién de 4 o mas veces en el valor de
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la CMI en presencia del inhibidor CCCP como fenotipo positivo a la participacién de

bombas de expulsion (Sanchez-Carbonel et al., 2021).

Para el experimento de inhibicion de bombas en presencia de imipenem, se
trabajaron 8 cepas a las cuales no se les habia determinado (AE14, AE16, AE19,
AE30A, AE30B, AE44, AE50 y AES51l) para el resto de las 16 cepas esta
participacion fue previamente determinada. Se observo que la cepa AE14 mostré
una disminucion de 4 veces el valor de la CMI (de 512 a 128 ug/ml); y la cepa AE16
mostré una disminucion de 16 veces el valor de la CMI (de 512 a 32 pg/ml). En el
caso de ciprofloxacino, se analizaron las 16 cepas puesto que estos valores no
fueron determinados previamente, siendo analizadas las cepas: AE19, AE23, AE27,
AEZ28, AE30A, AE30B, AE31, AE32, AE34, AE38, AE44, AE47, AE50 y AE51, en
este caso se observo que solamente la cepa AE34 tuvo una disminucion de 4 veces
el valor de la CMI (de 4 a 1 uyg/ml), lo cual puede considerarse como fenotipo positivo

para la participacion de bombas (Tabla 4).

Tabla 4. Participacién de bombas de expulsion en laresistencia aimipenen y ciprofloxacino
en cepas de A. baumannii.

AE14 512 128 PD PD
AE16 512 32 PD PD
AE19 512 256 256 128
AE23 PD PD 128 64
AE27 PD PD 128 128
AE28 PD PD 128 64
AE30A 512 256 128 64
AE30B 512 256 128 64
AE31 PD PD 128 64
AE32 PD PD 128 64
AE34 PD PD 4 1
AE38 PD PD 128 64
AE44 512 256 128 64
AE47  PD PD 128 64
AE50 512 256 256 128
AE51 512 256 256 128

Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en presencia y ausencia deCarbonil-Cianuro-3-
Clorofenilhidrazona (CCCP) . El color rojo corresponde a los valores de las cepas que disminuyeron
4 veces 0 mas el valor de la CMI para considerarse como fenotipo positivo. El color azul corresponde
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a aquellas cepas que no disminuyeron las veces necesarias el valor de la CMI para considerarse
como fenotipo positivo. IPM. Imipenem. CIP. Ciprofloxacino. PD. Previamente determinado.

8.2 Trabajo bioinformatico.
Debido a la pandemia por COVID-19, parte de esta investigacion se hizo in silico
mediante analisis bioinformaticos. Realizando la busqueda de plasmidos de A.
baumannii portadores de carbapenemasas, se hicieron comparaciones para
determinar similitudes en el backbone de los pldsmidos con otros, determinar los
entornos de los genes que codifican para carbapenemasas y caracterizarlos de

acuerdo con su replicasa y su relaxasa.

8.2.1 Analisis bioinforméatico de plasmidos portadores de blaoxa-23
Se trabajaron con 18 secuencias de plasmidos portando blaoxaz2s de A. baumannii

del Genbank, la informacién de estos plasmidos se muestra en la tabla 5.

Todos los plasmidos descargados se seleccionaron ya que estaban completos y
cerrados, descartando asi a los plasmidos que no presentaron dichas
caracteristicas. El tamafio de los 18 plasmidos oscila entre 8 kb y 215 kb. Los
plasmidos fueron reportados en cepas aisladas de paises distribuidos entre los
continentes americano, asiatico, australiano y africano, y las cepas que los portan
provenian de distintos sitios anatomicos a partir de muestras clinicas, donde los mas

frecuentes fueron el lavado bronquioalveolar (LAB) (3) y expectoracion (5).

Tabla 5. Informacién de los plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-23 obtenidos de

la base de datos Genbank.

Nombre del .
o i Tamano ) ) CDS con
plasmido (numero o Contenido . Origen de la »
plasmido Pais CDs funcion
de acceso %G+C muestra )
(pb) predicha
Genbank)
pCMCVTAb2-Ab66 o .
73,188 34 USA Sin informacion 99 42
(CP016302)
pCMCVTAb2-Ab4
74,090 34 USA BAL 100 41
(CP016297)
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Secrecion

pAC29b (CP008851) 74,749 34 Malaysia 97 44
endotraqueal
HRAB-85 plasmid ) .
77,513 34 China Expectoracion 99 38
(CP018144)
pAB04-2
87,569 34 Canada Sangre 110 45
(CP012008)
pUSA15 1 South »
98,301 34 Expectoracion 116 59
(CP020594) Korea
pA85-3 (CP021787) 86,334 34 Australia expectoracion 114 40
pAbPK1b . .
79,335 34 Pakistan BAL ovino 104 38
(CP024578)
tig00000059_pilon Sin o )
72,105 34 ) i Sin informacion 98 32
(CP026706) informacion
unitig_2_pilon Sin o »
72,990 34 ) . Sin informacién 99 32
(CP026712) informacion
AR_0056 plasmid Si
in
unnamed?2 72,105 34 ) . Sin informacion 89 32
informacion
(CP027121)
ABUH793 plasmid Si
in
p74.1Kbp 74,091 34 ] ) Sin informacion 100 34
informacion
(CP035047)
ABUH763 plasmid S
in
p74.1Kbp 74,091 34 ] ) Sin informacion 100 36
informacion
(CP035052)
pTG22653 Estados
127,784 41 ) BAL 138 56
(CP039519) Unidos
pVvB82_1 )
215,278 39 India Sangre 230 128
(CP050386)
pVvB2486_1 ] N
99,090 35 India Expectoracion 118 53
(CP050404)
pAb-D10a-a_3 Liquido
8,215 38 Ghana 13 8
(CP051872) cefalorraquideo
pAb-B004d-c_3 N
8,215 38 Ghana Expectoracion 12 8
(CP051878)

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. BAL.

Lavado Bronquioalveolar. CDS. Coding sequences
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Se realiz6 el andlisis de los pladsmidos, destacando los médulos de su backbone, en
la tabla 6 se muestran el tamafio del plasmido y los genes correspondientes a cada
modulo plasmidico, como son: el modulo de replicacion médulos de estabilidad, de

movilizacion y el modulo accesorio.

Se observé que de los 18 plasmidos portadores de blaoxa-23, 14 de ellos poseen
replicasa en el modulo de replicacion, de los cuales 13 de ellos pertenecen al grupo
GR6, un plasmido pertenece a GR25. En 4 de ellos no se detecto replicasa.
Respecto al médulo de estabilidad se observd que presentan al menos una toxina,
siendo la toxina zeta la mas prevalente seguida por HigB . Los 14 plasmidos con
replicasa también presentaron en el moédulo de movilizacion T4SS y T4CP, lo cual
indica podria tratarse de plasmidos conjugativos. Por otra parte, en 9 de estos
plasmidos se observé que comparten en comun la relaxasa MOBF. En el modulo
accesorio, se realiz6 el analisis del entorno genético de blaoxa-2z mediante RAST y
BLAST, donde se pudo determinar la presencia de los transposones Tn2008,
Tn2006 y Tn2007 (Figura 5), donde Tn2008 se encontrd en 12 plasmidos, Tn2006
en 3 de ellos, Tn2007 en los dos plasmidos méas pequefios (8 kb), y en uno restante
no se pudo determinar ya que la carbapenemasa se encontraba en uno de los
extremos de la secuencia. Por otro lado, también se observé en algunos plasmidos
la presencia de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (7), y en menor

proporcién genes de resistencia a tetraciclinas (2).

Tabla 6. Caracteristicas del backbone de plasmidos portadores de blaoxa-2s de A. baumannii

obtenidos de Genbank.

Nombre del Acceso Tamafio | Médulo de Modulo de Modulo de Modulo Accesorio
plasmido Genbank | pldsmid | Replicacion Estabilidad Movilizacién
(namero de o (pb)
acceso
Genbank)
pCMCVTAb2- | CP016302 73,188 GR6 Toxin higB T4SS, T4CP, | Tn incompleto,
Ab66 MOBF blaoxa-23
(CP016302)
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pCMCVTAb2- | CP016297 74,090 GR6 relE, zeta toxin T4SS, T4CP, | Tn2008, aphA®,
Ab4 MOB-F blaoxa-23
(CP016297)
pAC29b CP008851 74,749 GR6 zeta toxin, parA T4SS, T4CP Tn2008, tetR,
(CP008851) blaoxa-23
HRAB-85 CP018144 77,513 GR25 zeta toxin T4SS, TACP, | Tn2008, blaoxa-23
plasmid MOBF
(CP018144)
pABO04-2 CP012008 87,569 GR6 Zeta toxin, toxin | T4SS, T4CP, | Tn2006, blaoxa-23
(CP012008) relE, telA MOBE

CP020594 98,301 GR6 zeta toxin, higB, | T4SS, T4CP, | Tn2006, aphA-6,
pUSA15 1

parA, MOBF blaoxa-23
(CP020594)
parB/repB/ppo0J

pA85-3 CP021787 86,334 GR6 zeta toxin, higB T4SS, TACP, | Tn2006, aphA-6,
(CP021787) MOBE blaoxa-23
pAbPK1b CP024578 79,335 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6,
(CP024578) blaoxa 23
tig00000059_ | CP026706 72,105 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, | Tn2008, blaoxa-23
pilon MOBE
(CP026706)
unitig_2_pilo | CP026712 | 72,990 GR6 zeta toxin, higB T4SS, TACP Tn2008, blaoxa.23
n (CP026712)
AR_0056 CP027121 72,105 GR6 zeta toxin, higB T4SS,  T4CP, | Tn2008, blaoxa-23
plasmid MOB-
unnamed?2
(CP027121)
ABUH793 CP035047 74,091 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6,
plasmid blaoxa-23
p74.1Kbp
(CP035047)
ABUH763 CP035052 74,091 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6,
plasmid blaoxa-23
p74.1Kbp
(CP035052)
pTG22653 CP039519 | 127,784 Ausente parB No Tn2008, blaoxa-23
(CP039519)
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CP050386 | 215,278 Ausente relg, higA, | No Tn2008, aacA,
parA/parB aphg, strB, tetB,
tetR,
pvB82 1
mph(E)/Mph(G),
(CP050386)
blarer-7, gackE,
cmlA, aadA,
blaoxa-23
pVB2486_1 CP050404 99,090 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, | Tn2008, blaoxa-23
(CP050404) MOB-F
pAb-D10a-a_3 | CP051872 8,215 Ausente higBA TACP, Tn2007, blaoxa-23
(CP051872) MobA/MobL
pAb-B004d- CP051878 8,215 Ausente higBA TACP, Tn2007, blaoxa-23
c_3 MobA/MobL
(CP051878)

Se muestra el tamafio del plasmido, grupos de homologia por replicasa y moédulos de los plasmidos.
GR6, grupo de homologia por replicasa; T4SS, sistema de secrecion tipo 1V; T4CP, proteina
acopladora tipo IV.

Al analizar los entornos genéticos de blaoxa2z mediante RAST, se observaron las

siguientes estructuras:

Tn2006

ISAba1  blaoxa-z3 DEAD ISAba1

| l . |] ATPase .-. I

Tn2008

ISAba1 blaoxa2s . ATPase
Tn2007
ATPase blaoxa-23 ISAba4

FIGURA 5. Transposones acarreando blaoxa2s encontrados en este estudio mediante
anotaciones de RAST y alineamientos con BLAST. Transposén Tn2006 en pAB04-2, pUSA15 1
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y pA85-3; Tn2008 en pCMCVTAb2-Ab4, pAC29b, HRAB-85 plasmid, pAbPK1b, tigo0000059_pilon,
unitig_2_pilon, AR_0056 plasmid unnamed2, ABUH793 plasmid p74.1Kbp, ABUH763 plasmid
p74.1Kbp, pTG22653, pvVB82_1, pvVB2486_1; Tn2007 en pAb-D10a-a_3 y pAb-B004d-c_3. Imagen
construida con easyfig.

Para poder observar mejor las similitudes y diferencias de los plasmidos con
respecto a su backbone, se realiz6 una comparacion de los plasmidos mediante
alineamientos multiples con easyfig, tomando grupos de seis plasmidos que
tuvieran tamafos similares para poder comparar y visualizar mejor las imagenes
(Figura 6A,6B, 6C y 6D).

En la Figura 6A se muestra un grupo de 6 plasmidos que tienen un 34% de
contenido en G+C, un tamafo entre 87 y 71 Kb. Estos plasmidos provienen de
diferentes continentes, los primeros 4 plasmidos presentaron mas de un 98% de
identidad de acuerdo con BLAST, se encontro la proteina TraD y la relaxasa MOBE.

En la Figura 6B. los 6 plasmidos presentan mas de un 98% de identidad entre ellos
segun BLAST, tanto en su backbone como en el médulo accesorio, cabe destacar
que todos estos plasmidos tienen un 34% en contenido de G+C, su tamafio se

encuentra entre las 71y 87 Kb, y son provenientes de diferentes continentes.

En la Figura 6C se observan 4 plasmidos que tienen regiones muy pequefias en
comun como es en el médulo accesorio, donde comparten el transposon que
flanquea a la blaoxa-23, pero en cuanto a su backbone no hubo similitudes. Su
contenido de G+C varia entre 34 y 41%, los tamafios van desde 74 Kb hasta los
215 kb. Los plasmidos son provenientes de América y Asia. Se observa que los 4
plasmidos no muestran un alto de grado de identidad entre si.

En la Figura 6D se observan 2 plasmidos con un 100% de identidad, cuentan con
el transposon que flanquea a la blaoxa-23. Su contenido de G+C es de 38%, sus
tamafnos son de 8 kb y ambos plasmidos son provenientes del continente africano,

en un mismo hospital, pero de pacientes diferentes en Ghana.
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64%

Figura 6A. Alineamientos multiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-23. Alineamiento de plasmidos de tamafio entre 73 y
98 Kb se compararon por tener un tamafio similar. El contenido de G+C de todos es de 34%, ademas presentan la maquinaria completa del sistema
de secrecion tipo IV (T4SS) y la proteina acopladora tipo IV (T4CP), también presentan replicasa y sistemas toxina-antitoxina. Los primeros 4
plasmidos muestran un backbone similar respecto a los otros 2 plasmidos. Los colores representan a cada modulo de los plasmidos como: médulo
de movilizacién (amarillo), médulo de estabilidad (azul), médulo de replicacién (verde), médulo accesorio (morado), blaoxa-23 (rojo), proteinas con
funcién determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada plasmido son: CP008851, CP012008, CP016297,

CP016302, CP018144 y CP020594 respectivamente.
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Figura 6B. Alineamientos multiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-23. L0S pldsmidos se compararon por presentar
tamafios similares de entre 72 y 86 kb. Todos los plasmidos presentan un 34% en contenido de G+C, tienen el mismo backbone, incluyendo la
T4SSy la TACP, tienen una replicasa presente y parte del sistema toxina-antitoxina. Los colores representan a cada médulo de los plasmidos como:
ma&dulo de movilizacién (amarillo), médulo de estabilidad (azul), médulo de replicacion (verde), médulo accesorio (morado), blaoxa-23 (rojo), proteinas
con funcion determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada plasmido son: CP021787, CP024578, CP026706,
CP026712, CP027121 y CP035047 respectivamente.

38



S |SAba125

ABUH763 plasmid £ & : &
p74.1Kbp 4

PTG22653 kit b

pVB82 1 1.H:»:)j:a,b}-::x:iwif-fiifi=iN:r»i i il

L
-}

PVB2486_1 Weindf it 4

68%

Figura 6C. Alineamientos multiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-2s. Estos plasmidos se compararon por tener los
mayores tamafios que van de 74 a 215 kb, estos plasmidos no presentaron similitudes en su backbone. Los colores representan a cada modulo de
los plasmidos como: médulo de movilizacion (amarillo), moédulo de estabilidad (azul), médulo de replicacion (verde), médulo accesorio (morado),

blaoxa-23 (rojo), proteinas con funcion determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada plasmido son: CP035052,
CP039519, CP050386 y CP050404 respectivamente.
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Figura 6D. Alineamientos miultiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-2s. Estos plasmidos fueron comparados por tener el
mismo tamafio. Los plasmidos son idénticos de acuerdo con BLAST, portan el mismo sistema toxina-antitoxina, blaoxa-2s, y proteinas del médulo de
movilizacion. Los colores representan a cada mddulo de los plasmidos como: médulo de movilizacion (amarillo), médulo de estabilidad (azul),
médulo accesorio (morado), blaoxa-23 (rojo), proteinas con funcién determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nombres de cada plasmido.
pAb-D10a-a_3y pAb-B004d-c_3 respectivamente.

Es importante sefalar que todos los plasmidos de entre 70 y 100 kb podrian ser conjugativos de acuerdo con los resultados,
ya que presentaron todos los genes del sistema de secrecion tipo IV y la proteina acopladora tipo IV, ademas de un gen
rep en el modulo de replicacion, y en el médulo de estabilidad se encontraron parA y la toxina zeta. En los plasmidos de
mayor tamafio (pTG22653 y pVB82_1) no se aprecian similitudes en el backbone ni proteina Rep, y los plasmidos de 8 kb
(pAb-D10a-a_3 y pAb-B004d-c_3) fueron idénticos; estos plasmidos junto a blaoxa-23 portaron ISAba4 en lugar de ISAbal

y como en el resto de los plasmidos, tampoco presentaron Rep.
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8.2.2 Analisis bioinformético de plasmidos portadores de blanowm

Se hizo una busqueda en Genbank de plasmidos de A. baumannii portadores de

blanom, encontrando 10 secuencias completas de plasmidos portadores de esta

beta-lactamasa cuya variante corresponde a blanpw-1, la informacion béasica de los

plasmidos se observa en la Tabla 7. El tamafio de los plasmidos va desde los 39 kb

hasta 265 kb, fueron reportados en los continentes americano, africano y asiatico.

Las cepas portadoras de estos plasmidos fueron aisladas de sitios anatbmicos como

el recto, lavado bronquio alveolar, sangre, fluidos corporales, pus, entre otros.

Tabla 7. Informacién de plasmidos portadores de blaypm-1 de A. baumannii obtenidos de

Genbank.
Nombre del
plasmido Tamafio _ ) CDS con
i o Contenido i Origen de »
(numero de plasmido Pais CDS | funcion
%G+C la muestra .
acceso (pb) predicha
Genbank)
pNDM-0285 Estados Sin
39,359 46 ] . ) 46 26
(CP026127) Unidos informacion
unnamed?2 Sin Sin
41,087 38 ) ] . ) 46 32
(CP027532) informacion | informacion
p6200-47.274kb ) Fluido
47,274 54 Colombia 54 33
(CP010399) corporal
pAbNDM-1 Sin Sin
48,368 43 ) ) _ ) 53 39
(NC_019985) informacion | informacion
unnamed?2 ) Muestra
63,650 71 Tanzania ] 71 61
(CP053220) clinica
pDETAB2 ) Hisopo
100,072 44 China 108 88
(CP047975) rectal
pPM193665_ 1 )
150,385 40 India Pus 163 81
(CP050416)
pPM194122 1 _
150,385 40 India BAL 162 83
(CP050426)
pAC1633-1 )
174,292 38 Malasia Sangre 170 99
(CP059301)
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pABF9692 ) Traquea de
264,805 39 China 251 113
(CP048828) un pato

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. BAL. Lavado Bronquioalveolar. CDS. Coding sequences

Para poder observar mejor las similitudes y diferencias de los plasmidos con
respecto a su backbone, se realiz6 una comparaciéon de los plasmidos mediante
alineamientos multiples con easyfig, tomando grupos de seis plasmidos que
tuvieran tamafos similares para poder comparar y visualizar mejor las imagenes
(Figura 8A 'y 8B).

Se realiz6 el andlisis de los plasmidos, destacando las partes del backbone de
estos, en la tabla 8, se muestran el tamafio del plasmido y los genes
correspondientes a cada uno de los cuatro modulos plasmidicos: el modulo de
replicacion, los modulos de estabilidad, movilizacién y el médulo accesorio. Se
aprecia que solamente 2 plasmidos pudieron clasificarse en base a la replicasa,
perteneciendo al grupo GR3. En el moédulo de estabilidad de los plasmidos
observamos que 7 de los 10 plasmidos cuentan con alguna parte del sistema toxina-
antitoxina. En el moédulo de movilizacién se pueden apreciar a 5 plasmidos que
posiblemente sean conjugativos ya que poseen T4SSy T4CP, uno de los plasmidos
carece de cualquiera de estas proteinas y 4 de ellos presentaron T4SS incompleto,
entre los plasmidos catalogados como conjugativos, se aprecia que 4 de ellos
poseen la relaxasa MOBg, y el plasmido restante posee MOBp, los 5 plasmidos
restantes no poseen relaxasa. En el modulo accesorio al analizar el entrono
genético de blanom-1 se pudo apreciar que en todos los plasmidos el gen se
encuentra insertado en el transposén Tn125 (Figura 7) el cudl se caracteriza por
estar flanqueado por las secuencias de insercion ISAbal25, poseen blanom-1, un
gen de resistencia a la bleomicina y las chaperonas GroEl y GroES. Ademas de
blanom-1, también se observo en todos los plasmidos la presencia de genes de
resistencia a aminoglucosidos, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas y en los
plasmidos mas grandes se aprecia la presencia de todos los genes de resistencia

antibiodtica mencionados (CP050416 y CP050426) (Tabla 8).
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Tn125
groES ble

ISAbat25 1S91 | groEL | TATI | blanpwm ISAba125

Figura 7. Transpos6n Tnl125 encontrado en todos los plasmidos portadores de blanpwm-1. La

Unica variante encontrada fue blaNDM-1. groEL, groES, chaperonas; TAT ( twin arginine transporter);

ble, gen de resistencia a la bleomicina.
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Tabla 8. Caracteristicas del backbone de plasmidos portadores de blanow de A. baumannii obtenidos de Genbank

Nombre del plasmido Acceso Tamafio Médulo de Médulo de Médulo de Médulo Accesorio
(nimero de acceso Genbank plasmido Replicacién Estabilidad Movilizacion
Genbank) (pb)
pNDM-0285 ) T4SS, TACP, .
CP026127 39359 No zeta toxin Tn125 incompleto, blanowm-1, ble, aphA-7
(CP026127) MOBog
unnamed?2 T4SS, TACP, ,
CP027532 41,087 No no Tn125 incompleto, blanowm-1, ble, aphA-7
(CP027532) MOBo
p6200-47.274kb . T4SS, T4CP,
CP010399 47,274 No zeta toxin Tn125, blanowm-1, ble, aphA-7
(CP010399) MOBo
pAbNDM-1 ) T4SS, T4ACP,
NC 019985 48,368 No zeta toxin Tn125, blanowm-1, ble, aphA-7
(NC_019985) MOBq
unnamed?2 T4SS, T4CP, | Tnl125 incompleto, blanom-1, ble, floR, sul2,
CP053220 63,650 No no _
(CP053220) MOBe aac(3)-lid, blacars-15, aphA-7
hipA, relE/parE, _
Tnl125, blanom-1, ble, aac(3)-lid, blaoxass,
pDETAB2 (CP047975) CP047975 100,072 No brnA, brnT, no
sul2, mph(E), tetR/acrR, tet(39)
relB/stbD, relE/stbE.
Tnl25, integron clase 1, blanom1, ble,
pPM193665_ 1 o T4SS
CP050416 150,385 GR3 abiEii/abiGii _ mph€, sul1, qacE delta 1, cmIA5, ant(3")-
(CP050416) incompleto
la, sul2, aph(6), aph(3"), tet(B), tetR(B)
Tnl25, integron clase 1, blanom1, ble,
pPM194122 1 L T4SS mph(E), sull, gacE delta 1, cmlA5, arr-2,
CP050426 150,385 GR3 abiEii/abiGii .
(CP050426) incompleto sul2, aph(6)-ld, aph(3")-lb, tetR/acrR,

tet(B), tetR(B)
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Tn125, blanowm-1, ble, adeB/adel,

pAC1633-1 ) T4SS
CP059301 174,292 No zeta toxin . adeC/adeK/oprM, aac(3)-11d", sul2,
(CP059301) incompleto
tetR/acrR
T4SS Tnl125, blanom1, ble, tet(M), blaoxa-ss,
pABF9692 (CP048828) | CP048828 264,805 No no . . ]
incompleto aac(3)-lid, aph(3')-Via, floR

GR6, grupo de homologia por replicasa; T4SS, sistema de secrecion tipo IV; T4CP, proteina acopladora tipo IV
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Para los plasmidos portadores de blanowm-1 se realizaron alineamientos multiples en
2 grupos de 5 plasmidos cada uno seleccionados de acuerdo con su tamaiio, el
primer grupo de plasmidos presenta un tamafo entre 39 Kb hasta 63 Kb (Figura

8A) y el segundo grupo tiene un tamafio entre 100 Kb hasta 265 Kb (Figura 8B).

En la Figura 8A, se observa un grupo de 5 plasmidos portadores de blanom-1, 2
plasmidos provenientes del continente americano, 1 del continente africano, y otros
2 cuya procedencia no se hall6 en la base de datos. En los alineamientos 4 de los
5 pladsmidos presentaron un 99.99% de identidad de acuerdo con BLAST, donde se
aprecia que comparten genes del sistema de secreciodn tipo 1V, la toxina zeta, un
sitio parA, y una enzima modificadora de aminoglucésidos. Estos 4 plasmidos fueron
los més pequefios en tamafio (39 Kb hasta 49 Kb) su contenido de G+C 37% hasta
41%, y el mas grande cuyo tamafio es de 63 Kb present6 un contenido de G+C de
43%, se observa que este plasmido grande presenta mas genes en el modulo
accesorio (morado), y en cuanto a su backbone, este es distinto al resto de

plasmidos.

En la Figura 8B, se observan alineamientos multiples de plasmidos con blanom-1
aislados en el continente asiatico como son los paises India, 2 del mismo hospital
(plasmidos pPM193665_1y pPM194122 1) pero no se sabe si del mismo paciente,
China de 2 ciudades diferentes y Malasia. Se encontré6 que los 2 plasmidos
provenientes de la India (pPM193665 1y pPM194122 1) presentaron un 100% de
identidad de acuerdo con el BLAST, destacando que ambos presentaron el mismo
contenido de G+C (40%), y comparten el mismo contenido de pares de bases
(150,385), el resto de plasmidos no presentaron caracteristicas similares en su
backbone, solamente se asemejan en la regién variable donde se encuentra

insertada blanpwm-1.
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Figura 8A. Alineamientos multiples de pldsmidos de A. baumannii portadores de blanpm-1. LOS plasmidos cuentan con un tamafio que va
desde las 39 kb hasta las 63 kb, con un contenido G+C de entre 37 y 43%, presentan la maquinaria completa del T4SS y una T4CP, todos carecen
de replicasa, portan sistemas T-A. Los primeros 4 plasmidos presentaron un backbone similar, mientras que el quinto difirié del resto. Los colores
representan a cada modulo de los pldsmidos como: mdédulo de movilizacién (amarillo), médulo de estabilidad (azul), médulo de replicacién (verde),
mddulo accesorio (morado), blanom (rojo), proteinas con funcién determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada
plasmido son: CP026127. CP027532, CP010399, NC_019985 y CP053220.
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Figura 8B. Alineamientos multiples de pldsmidos de A. baumannii portadores de blaxpm-1. Los plasmidos tienen un tamafio que va desde las
100 hasta las 264 kb, con un contenido G+C de entre 38 y 44%, presentan una T4CP. Dos de los 5 plasmidos presentan replicasa, todos contaron
con sistemas T-A. Solo 2 plasmidos presentan un backbone similar, mientras que el resto son diferentes. Los colores representan a cada médulo
de los plasmidos como: mddulo de movilizacién (amarillo), médulo de estabilidad (azul), médulo de replicacion (verde), médulo accesorio (morado),
blanowm (rojo), proteinas con funcién determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada plasmido son: CP047975,
CP050416, CP050426, CP059301 y CP048828.
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En general los plasmidos portadores de blanowm-1, tienen un backbone similar en
aguellos plasmidos de tamafios menores a 50 kb y ademas cuentan con la
maquinaria completa para la conjugacion, los plasmidos de mayor tamafio fueron

distintos en su backbone, pero en todos se encontro el transposén Tn125.

8.2.3 Analisis bioinformético de plasmidos portadores de blaoxa-72
Se trabaj6 con un total de 8 plasmidos portadores de blaoxa-72, de los cuales 6 son
provenientes del Genbank, y 2 plasmidos fueron proporcionados por el LMHyC, 1
de ellos de una cepa aislada de liquido sinovial en un paciente del Hospital para el
Nifilo Poblano y otra cepa de un paciente del Hospital Regional ISSSTE Puebla,
tomada de una muestra de expectoracion. La informacion basica de los plasmidos

se muestra en la tabla 9.

El tamafio de los plasmidos se encontr6 entre los 7 y los 10 kb, de los cuales 5
plasmidos fueron aislados de cepas en México, los cuales contaron con mas del
99.9% de identidad, otro plasmido proviene de Estados Unidos, uno de China y otro
de Malasia, entre estos 3 ultimos hubo un 94% de identidad. Respecto a los sitios
anatomicos de aislamiento, todos fueron aislados de distintos sitios como sangre,
expectoracion o herida y uno del suelo. No se detectaron otros genes de resistencia
ademas de blaoxa-72. Cabe destacar que en el plasmido pAB120 (N° de acceso

CP031446) se encontraron dos genes de blaoxa-72.

Tabla 9. Informacién de los plasmidos portadores de blaoxa-72 de A. baumannii obtenidos de

Genbank .
Nombre del ~
plasmido Tz’ima_no Contenido . Origen de la CDS con
. plasmido Pais CDs funcion
(nimero de (pb) %G+C muestra redicha
acceso Genbank) P b
pAbaAE38 (S/N) 10,017 35 México Expectoracion 13 6
pAbaAN71 (S/N) 9,990 35 México liquido sinovial 13 8
pAba920la s
(CP023021) 9,024 35 México sangre 11 6
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Fzégggggg%‘ 10,062 35 México |  secrecion 12 7
E’é\;)oe‘2538043556; 9,935 35 México herida 13 7
Choasosy | 10879 3 USA | Liemaderocha | 12 | 10
péi%gjgg??)z 7,791 34 Malaysia suelo 11 6
(C%%gﬁf‘r)@ 8,493 33 China expectoracion 11 7

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. CDS. Coding sequences

Las secuencias de plasmidos se anotaron con RAST para posteriormente

determinar los mddulos de los plasmidos (tabla 10) y caracterizarlos.

Se aprecia que los 5 plasmidos originarios de México compartieron el mismo

backbone, teniendo asi la misma replicasa (GR29) y relaxasa (MOBg). también se

observa que el tamafio de estos se encuentra entre las 9 y 10 kb, sugiriendo que en

el pais blaoxa72 S€ moviliza en plasmidos con la misma estructura, a diferencia de los

3 plasmidos restantes que provienen de distintos paises y no comparten la misma

estructura. Interesantemente, el plasmido de mayor tamafio (10 kb) cuenta con dos

copias de blaoxa-7z.

Tabla 10. Caracteristicas del backbone de plasmidos portadores de blaoxa-72 en A. baumannii

obtenidos de Genbank

Nombre del | Tamafio Médulo de Mddulo de Médulo de Médulo
plasmido plasmido | Replicacién Estabilidad Movilizacion Accesorio
(ndmero de (pb)
acceso
Genbank)

ISAba48,
pA?S/',“iII)EE’S 10017 GR29 No MOBq blaoxa.72
pAbaAN71 ISAba48,

(SIN) 9,990 GR29 No MOBq blaoxa.72
pAba920la ISAba48,
(CP023021) 9,024 GR29 No MOBgq blaoxa.72
pAbal0042a ISAba48,
(CP023027) 10,062 GR29 No MOBgq blaoxa.72
pAbab5845a ISAba48,
(CP023035) 9,935 GR29 No MOBq blaoxa.72

pK09-14 . , blaoxa-72
(CP043954) 7,791 GR2 higB, higA No
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blaoxa-72
CP043954
(CP034097) 8,493 GR7 No No
pA52-OXA- higB, higA, Dos copias de
72 (pAB120) | 10879 GR2 brnT, brnA No blaoxa-72

Grupos de homologia en base a la replicasa GR29, GR2 y GR7; relaxasa MOBg; Toxinas y
antitoxinas HigB, HigA, BrnT, BrnA. La clasificacion se realiz6 de acuerdo con los genes presentes
en el backbone del plasmido ya que los tamafios son similares.

Respecto al entorno genético de blaoxa-72, esta carbapenemasa se encuentra

flanqueada por sitios XerC/XerD en todos los plasmidos.

En cuanto a la estructura completa de los plasmidos, se realiz6 una comparacion
de ellos mediante alineamientos multiples con easyfig en 2 grupos con 5y 3
plasmidos ya que de ese modo se podrian visualizar mejor las imagenes, ademas
se eligieron estos grupos por presentar los mismos genes como se observa en las
imagenes (Figuras 9A y 9B), pero para conocer el porcentaje de identidad de estos

plasmidos se emple6é BLAST.

En la Figura 9A se observa un grupo de 5 pladsmidos portadores de blaoxa-72, todos
originarios de México, que comparten el mismo backbone como son la relaxasa, la

replicasay el oriV, asi como el elemento ISAba48 y blaoxa-72en el médulo accesorio.

En la Figura 9B se muestran alineamientos multiples de 3 plasmidos portadores de
blaoxa-72, l10s cuales no muestran genes del modulo de movilizacién, pero si del

modulo de estabilidad como lo son los sistemas toxina-antitoxina.
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XerC/xerD XerC/XerD
ISAba4s blaoxa.72 4 mobA/mobL o/ repB

helix-turn-helix ~ 1SAba48

<~

DNA- binding  arc

pAba9201a

pAba10042a- AZIMEU'\.:

N — Y —— T —

PADa5845a B — - f—G——

~ .

PADaAN71 - = —  -a) - C—— s ——

-

=)

I 100%

93%

Figura 9A. Alineamientos multiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-72. Plasmidos con un tamafio entre 9 y 10 Kb
seleccionados por su grado de similitud. Los colores representan a cada modulo de los plasmidos como: modulo de movilizacién (amarillo), médulo
de replicacion (verde), médulo accesorio (morado), blaoxa-72 (rojo), proteinas con funcion determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). Los
numeros de acceso de los primeros 3 plasmidos son: CP023021, CP023027, y CP023035 respectivamente. Los 2 (ltimos plasmidos corresponden
a los proporcionados por el hospital para el nifio poblano y el hospital regional ISSSTE Puebla respectivamente.
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XerClXerD XerC/XerD

| blaoxa-72

XerC/XerD

DNA-binding
higA
higB

repB parA

pK09'1 4 < _h‘h )

\._ '

PA52-OXA-72 =

T

blaoxa-72 blaoxa-72

pAB120 -

66%

Figura 9B. Alineamientos multiples de plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxa-72. LOS cuales se seleccionaron por tener un backbone
distinto al resto de plasmidos y ademas presentan un sistema toxina-antitoxina a diferencia del resto. Los colores representan a cada médulo de los
pldsmidos como: modulo de estabilidad (azul), médulo de replicacion (verde), blaoxa-72 (rojo), proteinas con funcién determinada (negro) y proteinas
hipotéticas (gris). Los nimeros de acceso de cada plasmido son: CP043954, CP034097, y CP031446 respectivamente.
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8.2.4 Analisis bioinformético de pldsmidos portadores de blawvp
Al realizar la busqueda de plasmidos portadores de blaimp en A. baumannii sélo
pudo hallarse un plasmido completo que presentaba una variante de esta
carbapenemasa (blaive-4), las caracteristicas del plasmido se muestran en la tabla
11.

Se tratdé de un plasmido cuyo tamafio es de 327 kb, de una cepa australiana de
origen no documentado. Ademas de blavr-4 el plasmido present6 una gran cantidad
de genes de resistencia a antibidéticos como macrdlidos, aminoglucdésidos,

oxacilinas, carbenicilina, sulfonamidas, entre otros.

Tabla 11. Informacién del plasmido portador de blawe de A. baumannii obtenidos de

Genbank.

Nombre del

plasmido Tamafio . . CDS con
(nimero de | plasmido Contenido Pais Origen de CDs funcién

%G+C la muestra .
accbesok) (pb) predicha

Genban

pE47_001 . Sin
(CP042557) 327,867 41 Australia informacion 325 170

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. CDS. Coding sequences

El contenido G+C del plasmido fue del 41%, con un tamafio de 327,867 pb, se
trataba de un plasmido no movilizable debido a que no se pudo determinar el oriT o
alguna relaxasa. Cuenta con varios sistemas toxina-antitoxina, y no se le detect6

replicasa.
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Tabla 12. M6dulos del plasmido de A. baumannii portador de blawmp-s

Nombre del Acceso | Tamafio | Moddulo de Mddulo de Mddulo de Modulo
plasmido Genbank | plasmid | Replicacién Estabilidad Movilizacion Accesorio
(nimero de o (pb)
acceso
Genbank)
blamp-4, blaoxa-
58, Mph§,
aac(3)-lid,
brnA cmlA, sull,
’ lacE,catB3,
PE47 Q01 | CPO4255 | 557 867 | parBlrepB relE/park. virB2, dotL. aac(6)-1b4,
(CP042557) 7 parA, dfrAlS. sull
parB/repB. ' '
blacars-2,
aph(3)-1, 2
integrones
clase 1

En cuanto al entorno genético de blamp, esta carbapenemasa se encontro6 insertada

dentro de un integrén clase 1 (Figura 10)

nat

gacE _ catB3

|g | sult | | | | | blaivp I

Figura 10. Integron clase 1 acarreando blawpe-s. Los colores corresponden a: negro: proteina con
funcion; morado: médulo accesorio; rojo: blame. GNAT, G+Cn5-related N-acetyltransferases; sull,
gen de resistencia a la sulfonamida, quacE, gen de resistencia a amonios cuaternarios; catB3,
cloranfenicol acetiltransferasa; aac(6”)-Ib4, aminoglucésido acetiltransferasa; smr, small multidrug
resistance; intll, integrasa.

aac(6") smr

intl1

Debido a la escasez de plasmidos portadores de blame en la base de datos del

Genbank, solo se pudo obtener uno completo, por lo cual no fue posible realizar

alineamientos con otros plasmidos portadores de blaive. En la Figura 11 se observa

el plasmido portador de blamvpe-4, el cual posee una alta cantidad de genes de
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resistencia en el médulo accesorio junto con 2 integrones, uno de ellos con blamp-4
(Figura 10), también cuenta con sistemas toxina-antitoxina y de particion en su
modulo de estabilidad, sélo cuenta con una proteina del sistema de secrecion tipo

IV y una proteina acopladora tipo IV.
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Sulfur carrier protein adenylyltransferase Thil _
IS6-like element IS1008 family transposase

1S3-like element ISAba14 family transposase

Twitching motility protein PilT
ParM/StbA family protein
ATP-dependent helicase

M23 family metallopeptidase

M48 family metallopeptidase

IS5 family transposase

SAVED domain-containing protein
prokaryotic JAB domain-like protein
nucleotidyltransferase

ParB
ParA

Tl T

it &8 ST

Adencsine deaminase

Figura 11. Plasmido de Acinetobacter baumannii portador de blamp-4. Debido a su tamafio, el plasmido fue dividido en 3 partes. Los colores
representan a cada modulo de los plasmidos como: médulo de movilizacion (amarillo), médulo de estabilidad (azul), médulo de replicacion (verde),
maddulo accesorio (morado y rosa), blave-4 (rojo), proteinas con funcién determinada (negro) y proteinas hipotéticas (gris). El nimero de acceso del

plasmido es CP042557.
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8.2.5 Clasificacion de los plasmidos de A. baumannii portadores de blaoxazs,
blanpm-1, blaoxa-72, y blaimp-4 mediante sus replicasas y relaxasas.

Se hizo un andlisis de las replicasas como método de clasificacion de los plasmidos

y asi conocer si los pldsmidos que portaban una misma carbapenemasas

pertenecian a la misma familia de plasmidos con respecto a la replicasa y relaxasas.

Se usaron como referencia las replicasas de plasmidos de A. baumannii empleadas

por Salgado et al., 2020, para determinar grupos de homologia de replicasas.

En la Figura 12 se aprecia un dendrograma que muestra los grupos de homologia
en los que se encuentran los plasmidos de acuerdo con la replicasa presente en
ellos, se puede observar que los plasmidos portadores de las tres carbapenemasas
se diferenciaron en 6 grupos de homologia, 13 de ellos pertenecieron al grupo GR6
y uno al GR25, los dos plasmidos portadores de blanom con replicasa presente
pertenecieron al GR3, de 8 plasmidos con blaoxa-72 5 de ellos pertenecieron a GR29,
2 de ellos a GR26, y uno de ellos a GR2.
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Figura 12. Dendograma de pldsmidos de A. baumanii mediante las replicasas repB. El

dendograma fue realizado mediante MEGA11

En cuanto a estos resultados, se compararon nuevamente los grupos de plasmidos
usando su relaxasa, encontrando que en los pladsmidos con blaoxa23 de los 13
plasmidos del GR6 solo a 7 de ellos se les detectd la relaxasa MOBF y el plasmido
del GR25 también presentd MOBF, adicionalmente, los dos plasmidos mas
pequefios de 8 kb carentes de replicasa presentaron la relaxasa MOBgq. En los
plasmidos con blanom-1 No se pudo ver relacién entre replicasas y relaxasas. Los 5
plasmidos con blaoxa-72 pertenecientes al GR29 presentaron la relaxasa MOBug,
determinando asi una posible relacion entre plasmidos de tamafios entre 7y 11 kb
y la relaxasa MOBq.A los plasmidos de blaoxa-72 restantes pertenecientes a GR2 y
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GR26 no se les detecto relaxasa. En cuanto al plasmido con blame no se pudo

realizar este analisis debido a que no se detectaron dichas proteinas.
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9 DISCUSION

El incremento en la resistencia a antimicrobianos esta a punto de convertirse en una
crisis mundial, el conocimiento sobre los mejores tratamientos debe basarse en
revisiones de literatura y conocimiento local sobre la resistencia y sus mecanismos
de transferencia, bajo criterios rigurosos y constantemente se debe actualizar.
Acinetobacter baumannii se encuentra asociado a una alta mortalidad en pacientes
internados en unidades de cuidados intensivos debido a su extraordinaria capacidad
de sobrevivir a la desecacion y a la presencia de resistencia a los antibiéticos, dando
como resultado baja efectividad en los tratamientos (Tamma et al., 2022; Han et al.,
2022).

Actualmente existe un aumento en la incidencia de A. baumannii resistente a
carbapenémicos, a causa de una diseminacién de estas cepas intra e inter-
hospitalaria, asi como la aparicion de cepas resistentes a colistina en unidades de
cuidados intensivos. El control de la transmisién de cepas tanto MDR como XDR es
una de las prioridades principales en los hospitales ya que los tratamientos se
vuelven muy limitados, por lo que se requiere ampliar la informacion y los datos
acerca del control de estas cepas. La limpieza del entorno es una estrategia
adecuada para controlar las infecciones asociadas al cuidado de la salud,
principalmente en las UCI donde se encuentran pacientes comprometidos (Liu et
al., 2020)

En el Laboratorio de microbiologia hospitalaria y de la comunidad, se inici6 el
analisis de cepas de A. baumannii portadoras de carbapenemasa provenientes del
Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. Puebla para determinar sus mecanismos de
resistencia (Verdugo-Yocupicio, 2020), Por lo que en esta tesis se decidid darle
continuidad a dicho estudio realizando la busqueda de genes de resistencia a
carbapenémicos en las cepas donde este genotipo fue reportado. Para esto se
analizaron 9 cepas mediante PCR para blanom, donde se mostré que todas las
cepas presentaron una banda, pero esta no pudo ser purificada y mandada a
secuenciar, por lo que es necesario repetir este experimento con diferentes

condiciones en futuros trabajos.
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Entre las 24 cepas analizadas portadoras de carbapenemasa, 3 de ellas eran
portadoras de blaoxa-23 segun su genotipo de resistencia, por lo que se decidid
amplificar dicho gen en las cepas AE14 y AE19 y mandarlo a secuenciar. Luego de
analizar las secuencias, se observo que la variante de blaoxa-23 a la que corresponde
en ambas cepas fue blaoxa-239, l0 cual coincide con investigaciones previas donde
se sefiala que se trata de una variante que so6lo ha sido descrita en México (Grafna-
Miraglia et al., 2020; Tamayo-Legorreta et al., 2014). La cepa AE19 también fue
portadora de blavp, la cual al ser secuenciada y analizada correspondio a la variante
de blamp-s, esta variante fue descrita por primera vez en Portugal, la cual se
encontré insertada en un casete genético dentro de un integron clase 1 llamado In76
(Da Silva et al., 2002).

Por otro lado, a las cepas se les realizé previamente la extraccion plasmidica por el
meétodo de lisis alcalina (Kieser, 1984). En el presente trabajo a las mismas cepas
se realizé una electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE-S1) para conocer
el perfil y peso molecular de los plasmidos. Al observar los resultados, se pudo
apreciar que sélo 4 cepas de las 23 cepas presentaron 1 banda plasmidica donde
el tamafio aproximado de 3 de ellas (AE41, AE44 y AE45) fue de 192 kb y la restante
(AE23) es de 205 kb, lo cual respecto al numero de plasmidos coincide parcialmente
con lo reportado por (Verdugo-Yocupicio, 2020), y en cuanto a la cepa AE44 no se
obtuvo una buena extraccion en el trabajo previo, pero en el presente trabajo con la
PFGE se logra observar una banda de 192 kb aprox. Respecto a la cepa AE45, se
habian reportado en ella dos bandas plasmidicas, pero solamente se encontr6 una,
esto puede deberse a que las técnicas empleadas para determinar el perfil
plasmidico fueron distintas, lo cual se sugiere que podria tratarse de las bandas o
isoformas que pueden aparecer al correr el plasmido cerrado (Kieser, 1984). En
cuanto al resto de cepas no se apreciaron bandas plasmidicas, a diferencia de lo
reportado anteriormente donde a la mayoria de las cepas se les habia reportado por
lo menos una banda . Esto indica que las cepas pudieron haber perdido los
plasmidos con el tiempo, aungque también se debe repetir el ensayo con otro lote de

cepas guardadas y estandarizar la técnica para estas cepas.
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Como se ha reportado ademas de la resistencia mediada por enzimas
modificadoras de antibidticos, otro mecanismo de resistencia son las bombas de
eflujo, las cuales son responsables de la resistencia en A. baumannii. Las bombas
de eflujo se encuentran mas ampliamente distribuidas y tienen un perfil de sustrato
mas amplio, lo que le da resistencia a una mayor variedad de drogas. Las bombas
constan de tres partes: una proteina de fusion de membrana (AdeA), el multidrogo-
transportador (AdeB) y una proteina de membrana externa (AdeC). El sistema
AdeABC, es uno de los mas predominantes, el cual pertenece a la superfamilia
RND, estas superfamilias se agrupan de acuerdo con la homologia en la secuencia
de aminoacidos. La superfamilia RND de bombas de eflujo incluye a las bombas
AdeABC, AdeDE, AdeFGH, AdelJK y AdeXYZ, que son las mas estudiadas en A.
baumannii (Xu et al., 2019).

Nuestros resultados mostraron que solamente las cepas AE14 y AE16 presentaron
una disminucion del valor de la CMI a IMP de 4 y 16 veces respectivamente en
presencia del inhibidor CCCP, lo cual podria indicar una expresién activa de bombas
como mecanismo de resistencia (Sanchez-Carbonel et al., 2021). En cuanto a las
otras seis se observé una disminucién en 2 veces el valor de la CMI (AE19, AE30A,
AE30B, AE44, AE50 y AE51) pero esto no se puede considerar como fenotipo
positivo para bombas de expulsion (Sanchez-Carbonel et al., 2021) de acuerdo con
la definicién de la participacion de la bomba. Ademés la concentracion usada del
inhibidor fue menor a la usada en otros estudios, por lo que se sugiere se realice
con diferentes concentraciones del inhibidor para corroborar este comportamiento,
por lo tanto podria considerarse que existen otros mecanismos ademas de las
bombas que sean los que le confieren la resistencia a estas cepas, como son la
produccion de beta-lactamasas tipo OXA y metalo-betalactamasas, que de acuerdo
a lo que se observé en el genotipo de resistencia también pueden contribuir en
supervivencia de las cepas. Finalmente, en cuanto a las cepas en presencia de
ciprofloxacina, unicamente la cepa AE34 mostro una disminucion en 4 veces el valor

de la CMI, el resto mostré una disminucion en 2 el valor de la CMI, por lo que puede
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tratarse de otro mecanismos de resistencia a ciprofloxacino (Verdugo-Yocupicio,
2020).

Asi mismo, se realizé un analisis bioinformético de plasmidos portadores de
carbapenemasas descargados del Genbank, los cuales estaban completos y
cerrados, para asi poder conocer las caracteristicas del backbone de plasmidos
portadores de carbapenemasas y poderlos comparar con los plasmidos de cepas
poblanas. Los plasmidos de A. baumannii cuentan con un backbone que
corresponde a los moédulos de replicacion, estabilidad y transferencia, este
backbone generalmente esta acompafnado por un médulo accesorio que provee
funciones adaptativas de acuerdo con el contexto selectivo (Brovedan et al., 2019).
Los modulos de replicacion (Rep) y movilizacion (MOB) son empleados para la

clasificacion de plasmidos (Leany Yeo, 2017).

En el presente trabajo, en la parte bioinforméatica, se analizaron 37 plasmidos de A.
baumannii portadores de carbapenemasas de los cuales 35 fueron descargados del
Genbank, un plasmido proviene de una cepa aislada en el Hospital para el Nifio
Poblano (AN71) y otro proviene de una cepa del Hospital Regional ISSSTE Puebla
(AE38). 18 de los plasmidos son portadores de blaoxa-23, 10 plasmidos portan
blanpwm-1, 6 plasmidos portan blaoxa-72 al igual que los 2 plasmidos provenientes de

las cepas hospitalarias de Puebla, y un plasmido portador de blae.

Al realizar el analisis de los 18 plasmidos portadores de blaoxa-23, en 13 de ellos se
determiné un contenido de G+C del 34% y un tamafio entre los 70 y 100 kb, ya que

los dos més pequefios contenian un 38% de G+C y su tamafio es de 8,215 pb.

De acuerdo con el analisis de los médulos, los plasmidos portadores de blaoxa-23,
respecto del modulo de movilizacion se destaca que la mayoria de los plasmidos
pudieran ser conjugativos, ya que cuentan con la maquinaria completa para su
transferencia a otras bacterias via conjugacion. A excepcion de los dos plasmidos
mas pequefios de 8,215 pb y los 2 plasmidos méas grandes, cuyo tamafio es de
127,784 pb 'y 215,278 pb, los cuales podrian considerarse como no movilizables ya
gue no se detecto relaxasa ni OriT de acuerdo con los criterios de Smillie et al.,
2010. Esto probablemente por su gran tamafio, ya que implica un mayor gasto
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respecto a coste y segregacion (Gama et al.,, 2018). En el andlisis de los dos
plasmidos mas pequefios no se detectd replicasa, en cambio se encontraron
sistemas toxina-antitoxina, indicando la persistencia de estos plasmidos en las
células portadoras (Fernandez-Garcia et al., 2018). Por otro lado es importante
sefalar que blaoxa-23 se encontrd insertada en el transposon compuesto Tn2007, lo
cual sugiere que este transposén se encuentra en plasmidos pequefios como se ha
reportado previamente (Mindlin et al., 2020), en cambio, Tn2006 se observé en 3
plasmidos de mayor tamafio que van desde las 86 hasta 98 kb, esto concuerda con
lo descrito por (Mosqueda et al., 2013) donde observé que Tn2006 se movilizaba
en un plasmido de 90 kb. Finalmente el transposon Tnh2008 se observé en 12 de los

plasmidos de la coleccion, cuyo tamafio va desde las 72 hasta las 215 kb.

En cuanto a las replicasas de los plasmidos con blaoxa-23, se determin6 que todos
los plasmidos con replicasa detectada a excepcion de una pertenecen al GRS,
indicando asi que blaoxa-23 se moviliza principalmente en plasmidos con esta
replicasa dentro de A. baumannii, ademas estos plasmidos compartieron el mismo
backbone, con un tamafo de entre 70 y 100 kb, un contenido de G+C del 34%, un
sistema de secrecidn tipo IV completo, la proteina acopladora tipo 1V, las toxinas
zeta, HigB o ambas, y la relaxasa MOBF entre los plasmidos en los que pudo
detectarse relaxasa. Ademas, en dos plasmidos mas pequefios se determiné la
presencia de MOBg, la cual segun lo descrito por Mindlin et al., 2020 se encuentra
en los plasmidos pequefios y de tamafio mediano (de 2 a 12 y de 12 a 40 Kb

respectivamente, como lo observamos en estos plasmidos estudiados.

En el modulo accesorio de estos plasmidos se pudieron ver algunas enzimas
modificadoras de aminoglucésidos, pero no se observé prevalencia de alguna de
éstas. Adicionalmente, se detectaron las secuencias de insercion ISAbal e ISAba4
rio arriba del gen blaoxa-23 formando un transposon, el cual se ha reportado que

incrementa la expresion de las carbapenemasas (Koirala et al., 2020).

La presencia de multiples genes de resistencia dentro de plasmidos conjugativos,
donde también se encuentra una carbapenemasa, indica que estos plasmidos

cuentan con una amplia plasticidad genomica, esto siendo promovido por una
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variedad de elementos genéticos moviles con multiples islas de resistencia, los
cuales se pueden insertar dentro de estos plasmidos, que junto a los genes de
resistencia gendmicos pueden permitirle a la cepa ser resistente a casi cualquier
antibiético que se pudiera emplear, convirtiéndose en un grave problema de salud

a nivel global (Leany Yeo, 2017).

Los plasmidos donde se moviliza blanom cuya variante determinada en todos fue
blanom-1, presentaron tamarfios desde 39 kb hasta 264 kb, su contenido de G+C esta
entre 37% y 44%. Respecto al analisis in silico de los médulos del backbone, en el
modulo de movilizacidén de los plasmidos sélo se pudo determinar una relaxasa en
los de menor tamafio, los 5 plasmidos de mayor tamafio carecian de esta. En cuanto
al sistema de secrecion tipo 1V, los 5 plasmidos mas pequefios (39 - 64 kb) cuentan
con el sistema completo, mientras que los 5 plasmidos mas grandes (100 — 264 kb)
tienen este sistema incompleto ya que algunas proteinas estan ausentes o al menos
no fueron detectadas mediante el analisis bioinformatico. Suele ser frecuente en
algunos géneros bacterianos que tienen blanom-1 en su genoma, que ISAbal25
puede aparecer como una quimera con este gen como se ha observado con
Acinetobacter Iwoffii, o bien que haya un fragmento de 1Sabal25 rio abajo de blanow-
1, siendo esto el posible resultado de una recombinacion entre copias de secuencias
repetidas cortas como se ha visto en A. baumannii. En todos los casos blanpwm-1
siempre se encuentra rio debajo de un elemento ISAbal25 intacto o truncado
(Partridge e Iredell, 2012). Para el médulo de estabilidad en 7 de los plasmidos, se
encontré al menos una proteina del sistema toxina antitoxina donde en 3 de los 4
plasmidos de menor tamafio se observa la toxina zeta, la cual pertenece al sistema
TA tipo Il, siendo este sistema TA el mas recurrente en A. baumannii (Rocker et al.,
2018; Brovedan et al., 2020). Los 4 plasmidos de menor tamafio (39 — 48 kb)
compartieron la relaxasa MOBg, esto mismo se observo en otros estudios en un
plasmido de una cepa de A. bereziniae, el cual tenia un tamafo de 44 kb y es
portador de blanom (Brovedan et al., 2019). En 2 de los 5 plasmidos de mayor
tamafio se observa que presentan la misma estructura, portando la toxina
ADbIEii/AbiGii que también es parte del sistema TA tipo Il, y se encontré el sistema

ParAB. Estos 2 plasmidos pertenecieron al GR3 de replicasas, cuya estructura ya
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fue reportada previamente en diversos plasmidos por Salgado et al., 2020,
indicando la alta prevalencia de plasmidos con estas caracteristicas y la presencia

de genes conservados.

En cuanto al entorno genético de blanom, como se ha observado en diferentes
estudios (Marquez-Ortiz et al., 2017) se determindé su presencia dentro del
transposén Tn125 en todos los plasmidos a excepcién de 3 que de acuerdo con el
andlisis in silico probablemente tengan el transposon truncado como usualmente se
observa en estos elementos (Wailan et al., 2015), ya que no se encontré la
secuencia de insercién ISAbal25 en uno de los extremos que forman a este

transposon.

Al realizar el analisis de las replicasas en plasmidos portadores de blanom, sélo se
pudieron detectar en dos plasmidos practicamente idénticos, al alinearla estas
replicasas con los grupos de replicasas presentes en A. baumannii, se pudieron
clasificar como GR3, pero en el resto de los pldsmidos no se pudo detectar alguna
replicasa, por lo que para estos plasmidos no se puede realizar este método de
clasificacion. En cuanto a la clasificacion por MOB, en los 4 plasmidos mas
pequefios (PNDM-0285, unnamed2 (CP027532), p6200-47.274kb y pAbNDM-1), la
relaxasa presente pertenecia a MOBg, la cual es la relaxasa mas prevalente en
Acinetobacter spp. (Salto et al., 2018) posteriormente, al plasmido que les sigue en
tamafio (unnamed2 (CP053220)) se le detectd la relaxasa MOBp, y a los plasmidos
de mayor tamafio (>100 kb) no se les detectd relaxasa, esto concuerda con los
estudios sobre el analisis de cepas de Acinetobacter lwoffii aisladas del permafrost
o hielo perpetuo del noreste de Rusia, donde en 3 de los 4 plasmidos grandes (>40
kb) no se les pudo determinar la familia MOB (Mindlin et al., 2020). Esta diversidad
gue existe entre los plasmidos portadores de blanom1 se debe a su gran
diseminacion entre distintas especies bacterianas. Inicialmente fue descrita en E.
coliy Klebsiella pneumoniae, después fue encontrada en la mayoria de las especies
de enterobacterias y otras especies como A. baumannii, habiendo reportes de A.
baumannii portando esta betalactamasa en varios paises del mundo (Poirel et al.,
2012).
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Al realizar el andlisis de plasmidos portadores de blaoxa-72, se pudo determinar que
esta carbapenemasa se moviliza en plasmidos pequefios con tamafios de 7Kb a
10KDb, esto concuerda con el trabajo realizado por (Jia et al., 2019), el cual dice que

blaoxa-72 se moviliza en pldsmidos pequefios con un tamafio que va de 8 a 12 kb.

Interesantemente, los plasmidos de aislados de México presentaron la misma
estructura Unicamente con cambios en las orientaciones de sus genes, estudios han
demostrado que la ocurrencia de estos genes se encuentra en todo el mundo y
siempre se encuentra flanqueada por sitios de recombinacion XerC/XerD que
pueden ser los responsables de la movilizacién de los genes blaoxa-24/40-ike (COMO

blaoxa-72), entre las especies de Acinetobacter (Tamayo-Legorreta et al., 2016).

Los médulos de los plasmidos constaban de pocos genes, lo que deriva a que los
plasmidos fueran pequefios, solo se pudieron clasificar 5 de los plasmidos como
movilizables debido a la presencia de la relaxasa, (Smillie et al., 2010), los 3
plasmidos restantes, en cambio, presentaron sistemas toxina-antitoxina la cual es
una estrategia para favorecer la competitividad de los plasmidos en la progenie de
la célula en ausencia de presion selectiva, principalmente en plasmidos portadores

del gen blaoxazsa/blaoxaso-like (Fernandez-Garcia et al., 2016).

Respecto a las replicasas, se determiné que los plasmidos de las 5 cepas
provenientes de México pertenecian al grupo GR29, para las 3 cepas restantes, 2
de ellas pertenecieron al GR2 de las cuales una fue aislada de suelo y la otra de
musculo. La replicasa restante proveniente de un plasmido de una cepa aislada de
expectoracion no pudo clasificarse por esta técnica, ya que al ser una repM no entra
dentro de esta clasificacion (Bertini et al., 2010; Salgado-Camargo et al., 2020). Las
relaxasas también se compartieron en los 5 plasmidos pequefios, siendo MOBg la
gue se hallo presente en estos, correspondiendo con lo determinado por Mindlin et
al., en 2020, que indica que esta relaxasa se encuentra en plasmidos pequefios y
de tamafo mediano (de 2 a 12 y de 12 a 40 Kb respectivamente). En los 3 restantes

no se pudo determinar la presencia de relaxasa.

En la base de datos del Genbank, solamente se pudo encontrar un plasmido

completo portador de blave, por lo que no se pudieron realizar alineamientos con
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otros plasmidos, esto puede ser debido a que es poco frecuente la presencia de las
metalo-betalactamasas comparado con las beta-lactamasas de tipo blaoxa en
Acinetobacter (Zarrilli et al., 2013).
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10 CONCLUSIONES
En cepas A. baumannii de Puebla, portadoras de blaoxa-72, blanom, blaoxa-239y blaime-
5, se observaron plasmidos de tamafio 191 y 205. También se determind la
participacion de la bombas de expulsiéon de la familia RND en la resistencia a

imipenem y ciprofloxacino en algunas cepas.

Los plasmidos portando blaoxa-72 (provenientes de México) presentaron backbones
y GR similares entre ellos, donde se observé la presencia de los mismos genes
variando Unicamente en las orientaciones de estos. Los pladsmidos con blaoxa-23
también fueron similares, presentando tamafios parecidos y genes caracteristicos
de los modulos de movilizacion y replicacion idénticos, esto probablemente debido
a la alta prevalencia de blaoxa presentes en A. baumannii. Sin embargo, en
plasmidos con blanom se observé una alta variacion en su backbone, probablemente
a que blanom es movilizada no solo por plasmidos, sino también por elementos IS 'y
transposones en otros de géneros bacterianos. Esto nos permite ver la importancia
de conocer caracteristicas de los plasmidos para entender su movilizacion y su

participacion en la diseminacion de la resistencia a antibioticos.
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11 PERSPECTIVAS
Continuar la caracterizacion de los plasmidos de las cepas de Puebla de A.
baumannii MDR con base a su replicasa y relaxasa.
Elaborar esquemas de clasificacion adicionales para plasmidos carentes de
replicasa y relaxasa
Realizar ensayos de conjugacion para conocer la capacidad de transferencia de
los plasmidos entre el mismo y diferente género bacteriano.
Continuar con los monitoreos epidemiolégicos y moleculares en los hospitales
de Puebla para vigilar el surgimiento de especies de Acinetobacter spp.

resistentes a antibioticos.
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