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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos es actualmente uno de los problemas mas
importantes para la salud humana y animal, en donde segun lo publicado por The Lancet
el 19 de enero del afno 2022, se atribuyen 1.2 millones de muertes directamente
relacionadas con la resistencia a antibiéticos a nivel mundial, lo cual reafirma las
proyecciones que estiman que este valor alcanzaria las10 millones de muertes al ano
2050 asociadas a bacterias resistentes, si es que no se aplican medidas para su control.
Ademas, es importante considerar el elevado costo econdmico asociado a la resistencia
a antibidticos, argumentos con los que la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) publicé
una lista de patdgenos resistentes a antibidticos para favorecer tanto la investigacion y el
desarrollo de nuevas terapias antibidticas, asi como también para promover la
investigacion sobre estos microorganismos. La lista de la OMS clasifica a los patégenos
bacterianos resistentes en 3 categorias seglin su impacto en la salud humana, en donde
la prioridad critica incluye a Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa
resistente a los carbapenémicos, y a especies de Enterobacteriaceae productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y resistentes a los carbapenémicos. Los
carbapenémicos son antibidticos de gran importancia, ya que son considerados como
ultima alternativa terapéutica para el tratamiento de infecciones graves causadas por
bacterias multirresistentes, por lo que las cepas resistentes a estos son un problema para
la salud publica ya que limitan las alternativas de tratamiento, por ejemplo, una de las
opciones disponibles corresponde a antibidticos del grupo de las polimixinas (p.ej.

colistin), el cual lamentablemente se asocia a neuro y nefrotoxicidad.



A. baumannii es uno de los principales microorganismos patdgenos involucrados
en infecciones asociadas a la atencidén en salud (IAAS), siendo aislado frecuentemente en
centros de atencién hospitalaria. Este microorganismo presenta una gran plasticidad
genética, lo que le permite adquirir diferentes genes de resistencia a través de diversos
procesos de trasferencia horizontal de genes, los cuales son mecanismos asociados
generalmente a elementos genéticos moviles capaces de mediar la diseminacién de

dichos genes tanto inter e intra-especies.

La resistencia a carbapenémicos y su diseminacidn significan un gran problema,
en donde microorganismos como A. baumannii representan un gran desafio para la salud
humanay animal. En esta especie bacteriana se ha evidenciado una gran diseminacién de
determinantes resistencia a antibidticos carbapenémicos, especificamente mecanismos
enzimaticos capaces de hidrolizar estas drogas, los que, a su vez, se asocian elementos

genéticos moviles, tales como plasmidos, transposones y secuencias de insercion.

Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue establecer cuales son los
principales plasmidos asociados a carbapenemasas presentes en cepas de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos aisladas en hospitales chilenos, y determinar su capacidad
de diseminacién. La estrategia para lograr cumplir con el objetivo anteriormente
planteado consisti6 en el estudio de cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos
aisladas en hospitales chilenos mediante técnicas de microbiologia basica, biologia

molecular, secuenciacion del genoma completo y analisis bioinformaticos.



Los principales hallazgos de este trabajo tienen relacion con la caracterizacion de
dos tipos de plasmidos portadores de diferentes genes de carbapenemasas tipo
oxacilinasas, especificamente blaoxa-23 Y blaoxa-ss, que se relacionaron con plasmidos del
tipo RP-T1 y R3-T14 respectivamente, segun la clasificacion de plasmidos de
Acinetobacter (Lam et al., 2023). Por un lado, plasmidos del tipo RP-T1 clasificados como
conjugativos y de un tamano aproximados de 78kpb y por el otro, plasmidos del tipo R3-
T14 resultaron ser plasmidos movilizables de un tamafo aproximado de 19kpb, siendo
estos los responsables de la diseminacion de genes de carbapenemasas en cepas de A.
baumannii, que ademas son portadores de genes de virulencia, especificamente TonB,
relacionado con adherencia celular y posiblemente relacionado con los procesos
infecciosos causados por estas cepas. Finalmente, los pldsmidos caracterizados en este
trabajo estan altamente relacionados a secuenciotipos (STs) especificos, como ST162y
ST318, los cuales corresponden a STs con alta incidencia en Latinoamérica, por lo que
esta informacion aporta a la generacion de una linea base de las caracteristicas de estos
STs y permitiéndonos entender de mejor manera las dinamicas de la diseminacion de

resistencia en este patdgeno bacteriano de relevancia critica.



CAPITULO I: INTRODUCCION

Durante los ultimos anos, se ha evidenciado el aumento de la incidencia de
infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibidticos, tales como
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter sp. que conforman el grupo de
patégenos ESKAPE, los que representan un gran desafio para la salud publica. Esta crisis
tiene diversas causas, en donde se puede mencionar el uso irracional de los antibiéticos
en medicina humana, agricola y produccion animal (Allen et al., 2010). También cabe
mencionar que este problema tiene un gran componente evolutivo, en donde el uso
sostenido de antibidticos a través del tiempo ha ejercido una presion selectiva, la cual ha
provocado la seleccidn de bacterias resistentes a multiples antimicrobianos. Si a lo
anterior se le adiciona la escasez de nuevas moléculas con actividad antibacteriana que
presenten un mecanismo de accion diferente a los ya existentes y que, ademas, sean
activos frente a estos microorganismos, nos plantea un escenario en el cual es posible
encontrar infecciones provocadas por bacterias para las cuales no existan tratamientos

efectivos disponibles en la actualidad (WHO/OMS, 2017).

Por otro lado, el complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (Abc)
compuesto por 6 especies: A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis y A.
seifertii ademdas de una nueva especie altamente relacionada, A. lactucae, también
conocida como A. dijkshoorniae (Cosgaya et al., 2016; Nemec et al., 2017.). Dentro de
este complejo, la especie de mayor impacto en el ambito clinico corresponde a A.
baumannii, la cual se relaciona principalmente con IAAS, siendo el cuarto patégeno
aislado con mayor frecuencia en cuadros de neumonia asociada a ventilacion mecanica

(NAVM) en Chile, con valores de susceptibilidad a los antibidticos carbapenémicos



imipenem y meropenem de 50.0% y 44,9% ,respectivamente, segun el informe de

vigilancia de IAAS del Ministerio de Salud de Chile (Ministerio de Salud de Chile, 2020).

La resistencia a antibiéticos en esta especie es de gran relevancia, en donde
existen 3 clasificaciones de acuerdo con el nimero de antibiéticos a los cuales son
resistentes, para la cual se consideran 11 grupos de antibidticos: ampicilina-sulbactam,
piperacilina-tazobactam, ceftazidima o cefepime, imipenem o meropenem, gentamicina,
amikacina, ciprofloxacino, trimetoprima-sulfametoxazol, minociclina, tigeciclina y
colistin. A partir de lo anterior, es que las cepas de A. baumannii se pueden clasificar en
MDR (del inglés multidrug-resistance) para aquellas cepas que son resistentes a 3 de los
11 grupos de antibidticos; XDR (del inglés extensively drug-resistance) para aquellas que
presenten resistencia a9 o 10 de los 11 grupos; y en PDR (del inglés pandrug-resistance)
para aquellas que sean resistentes a todos los grupos de antibidticos (M. A Jiménez
Pearson et al., 2019) . Los aislados clinicos de A. baumannii son de gran importancia ya
qgue un alto porcentaje presenta un fenotipo MDR, en donde los carbapenémicos
representan a la ultima linea para el tratamiento de infecciones causadas por dichas
cepas, por lo que existen limitadas opciones para el tratamiento de aquellas cepas que

son resistentes a estos (M. A. Jiménez Pearson et al., 2019; Papst et al., 2018).

Al respecto, se han descrito diversos mecanismos de resistencia a los
carbapenémicos en bacterias de implicancia clinica, en donde en el caso de A. baumannii
predomina la expresion de enzimas capaces de hidrolizar dichas drogas, denominadas
como carbapenemasas (Vazquez-Lopez et al., 2020). Especificamente, las
carbapenemasas de mayor predominancia corresponden a las del tipo OXA, las que
corresponden a enzimas de la clase D segun la clasificacion de Ambler, siendo las mas
relevantes las familias OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143 (Evans & Amyes, 2014), en

donde se ha afiadido recientemente la familia OXA 235. Estas enzimas son consideradas



como adquiridas, a diferencia de aquellas de la familia de OXA-51, la cual es definida
como intrinseca en A. baumannii, la que al ser sobre expresada mediante la accién
principalmente de la secuencia de insercion ISAba7, es capaz de otorgar resistencia a

carbapenémicos (Ambrose et al., 2022).

Esta especie bacteriana presenta una gran variabilidad genética, caracterizada por
su capacidad de adquirir genes, en donde, ademas A. baumannii presenta una expansion
clonal, en la cual ciertos linajes con mas determinantes de resistencia a antibiéticos
predominan a nivel global, los que corresponden a complejos clonales (CC) o clones
internacionales (IC, del inglés International Clones) |1, Il y lll (Hamidian & Nigro, 2019). A
pesar de lo anterior, en Chile y Latinoamérica los estudios de epidemiologia de cepas de
A. baumanniiresistentes a carbapenémicos son escasos, en donde se hademostrado que
los aislados encontrados en la regién pertenecen a linajes que difieren de los IC
prevalentes, siendo los predominantes los IC-4, IC-5 y IC-6, los cuales corresponden a
cepas de complejos clonales CC15 y CC79 y CC78 segun el esquema multilocus
sequence typing (MLST) del Instituto Pasteur. Algunos de los estudios relacionados con
epidemiologia molecular de esta especie es el eciente trabajo de Miller et al, donde
analizaron 313 genomas de A. baumannii provenientes de 114 centros de estudios
correspondiente a 47 paises teniendo una distribucién proporcional a la poblacién de
estos, siendo el IC2 el mas prevalente con 196 aislados (62.6%) distribuidas
mundialmente, seguido por el IC5 con 44 aislados (14.1%) provenientes principalmente
de Latinoamérica (Muller et al., 2023). Importantemente, en este trabajo no se incluyeron
cepas de Chile, en donde la epidemiologia de A. baumannii en el pais se ve
subrepresentada por paises con mayor nimero de aislados, como es el caso de aquellas
provenientes de Brasil, en donde predomina la presencia de aislados pertenecientes al
ST7972 (IC5). Sin embargo, algunos estudios locales han demostrado la presencia de

cepas pertenecientes mayoritariamente al ST15P y ST318P* (IC4), asociado a la



presencia de carbapenemasas de las familias de blaoxa-23, blaoxa-ss Y blaoxa-72, ademas del
arreglo genético cromosomalISAba - blaoxa-st-ike (FONseca et al., 2020; Miiller et al., 2023;
Opazo-Capurro et al., 2019; Rodriguez et al., 2016)). Adicionalmente, la variabilidad
genética de A. baumannii se relaciona a su gran plasticidad genética, lo que implica la
capacidad de adquirir material genético exégeno el cual puede presentarse en diferentes
estructuras, también denominados como elementos genéticos moviles (EGMs), los
cuales cumplen un importante rol en la diseminacion de genes de resistencia a
antibiéticos. Si bien existen estudios que relacionan la presencia de ciertos EGMs con
determinados IC de predominancia global, en Latinoamérica estos estudios son escasos
e insuficientes para explicar las dinamicas de diseminacion de genes de resistencias en

aislados de A. baumannii (Adams et al., 2010; Cerezales et al., 2020).

Considerando lo anteriormente descrito, es que el enfoque de este trabajo de tesis
busca caracterizar los elementos genéticos moéviles, especificamente plasmidos, que
estan involucrados en la distribucion de resistencia a carbapenémicos en cepas de A.

baumannii aisladas en hospitales chilenos.



CAPITULO II: ANTECEDENTES GENERALES

La Resistencia antibidtica

La resistencia a los antimicrobiana (RAM), se define como la capacidad de
microrganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) de sobrevivir a la presencia de un
antimicrobiano en concentraciones terapéuticamente relevantes, lo que ocurre como un
proceso evolutivo que responde la exposicion constante a dicho antimicrobiano (Center
for Disease Control and Prevention, 2022). Las caracteristicas de resistencia
antibacteriana provocan la pérdida de actividad de varias moléculas antimicrobianas lo
que dificulta el tratamiento de infecciones causadas por microrganismos resistentes, por
lo que la RAM se considera uno de los grandes desafios para la salud publica mundial
(OMS, 2020a). Este fendmeno se ve influenciado por el insuficiente desarrollo de nuevos
antibiéticos, reducido drasticamente en los ultimos afos, y por otro, por el uso y mal uso
de antimicrobianos, donde las bacterias han resistido a la actividad de los antibiéticos.

(OPS/OMS, 2020 OMS, 2020)

La RAM se ha posicionado como una de las grandes amenazas para la salud tanto
humana como animal en el siglo XXI, en donde en el afio 2014 el gobierno britanico
encomendo al economista Lord Jim O’Neill que elaborara un informe sobre el impacto de
este fendmeno, el cual proyecta que las infecciones causadas por bacterias resistentes a
los antibiéticos daran cuenta de cerca de diez millones de muertes para el afio 2050 si no

se toman medidas, en donde se convertira en la primera causa de muerte a nivel global,



lo que ademas producird un gran impacto econdmico a nivel global, afectando de mayor
manera a los paises mas pobres (O’Neill, 2016). Esta problematica se disemina muy
rapidamente, ya que estas bacterias al estar relacionadas con personas, animales,
plantas, alimentos y el medioambiente, favorece la apariciéon y diseminacion de
resistencia, mediada por el uso y sobre uso de antimicrobianos, asi como también
influenciada por el acceso a agua limpia, la higiene y sanitizacion de animales y humanos,
la poca prevencion y control de enfermedades en unidades de cuidado, el acceso a
medicamentos, vacunas y diagndstico, el desconocimiento de la poblacién y el
insuficiente esfuerzo legislativo al respecto (WHO, 2021) (Prestinaci et al., 2015). Asi, en
estos ultimos afios se han hecho estudios sistematicos para comprender sobre el
impacto real de la resistencia a antibidticos. En este contexto, en un trabajo publicado
recientemente en The Lancet el ano 2022, confirma lo proyectado por O’Neill hasta la
fecha, se estimaron 4,95 millones de muertes asociadas con la resistencia antibacteriana
a nivel global durante el 2019 y en donde 1,27 millones son atribuibles a bacterias
resistentes a los antibidticos, destacando 6 patégenos : Escherichia coli, seguido por
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Murray et al., 2022). Estos datos
posicionan actualmente a las infecciones causadas por bacterias resistentes como la
principal causa de muertes en paises de bajos ingresos, siendo de suma importancia para
el manejo de esta crisis el entendimiento del impacto de esta misma, dando prioridad al
estudio de la combinacidn patégeno-antibidtico, en donde destacan: E. coli resistente a
cefalosporinas de tercera generacion, A. baumannii resistente a carbapenémicos, E. coli
resistente a fluoroquinolonas, K. pneumoniae resistente a carbapenémicos, y K.
pneumoniae resistente a cefalosporinas de tercera generacién (Temkin et al., 2018). Sin
embargo, estas cifras pueden estar subestimadas debido a la falta de informacion en
muchos paises de bajos ingresos (Murray et al., 2022). Es por ello que la implementacién

de programas para la correcta administracion y manejo de antibidticos es una piedra



angular en el combate contra la resistencia antibacteriana (Cox et al., 2017).

Para afrontar esta crisis, la OMS y numerosos grupos de investigadores y
organizaciones concuerdan en que la resistencia antibacteriana es un problema global de
suma urgencia en donde se requiere de un plan de accién coordinado y multisectorial.En
este sentido, una de las primeras acciones a nivel mundial sustentada con la gran
cantidad de informacidn que posiciona a la RAM como un problema grave para la salud
humana ocurre el afio 2017, especificamente con la publicacién de la lista de patdégenos
bacterianos prioritarios de la OMS, la que incluye diferentes especies bacterianasy en las
cuales se han pesquisado mecanismos de resistencia a antibidticos importantes para su
tratamiento y las cuales estan relacionadas con una elevada mortalidad, dicha lista
incluia 11 especies bacterianas y un grupo bacteriano (Tacconelli et al.,, 2017).
Recientemente, esta lista ha sido actualizada y presentada como lista de prioridad de
patégenos bacterianos (BPPL 2024). Estos patdgenos son considerados como una
importante amenaza para la salud humana debido a las infecciones que causany la poca
efectividad de antibidticos contra ellos, en donde esta lista busca incentivar el estudio de
los mecanismos de resistencia, asi como la investigacion y desarrollo de nuevos
tratamientos para lidiar con estos patégenos (WHO/OMS, 2017; World Health
Organization, 2024)



One Health - One World.

Si bien la RAM representa un gran impacto en la salud humana, es importante
considerar multiples aspectos involucrados en este fendmeno, siendo el medio ambiente
y la salud animal igual de importantes que la salud humana. En este sentido, la visién One
Health considera estos tres escenarios para afrontar la problematica de la RAM, la cual
requiere una vision multidisciplinaria, multisectorial y coordinada para afrontar esta crisis
(Robinson et al., 2016). El escenario que plantea esta visidn se centra en el hecho de que
la aparicion de la resistencia antibacteriana resulta en la confluencia de hospederos
colonizados (humanos y animales) por bacterias y estos a su vez comparten un
medioambiente en el cual existen bacterias portadores de genes de resistencia a
antibidticos que podrian movilizarse entre las bacterias existentes en cada uno de estos
componentes, en donde los elementos genéticos maviles tendrian un rol fundamental en

la diseminacion de la resistencia (Hernando-Amado et al., 2019).

En un contexto global, el enfoque One Health funciona como una estrategia de
estudio local, es decir, en un lugar geografico acotado, en donde el siguiente nivel de esta
perspectiva corresponde al enfoque denominado One World, concepto que integra
ademas la epidemiologia molecular para el entendimiento de las relaciones genéticasy la
evolucion de la RAM en patégenos o vectores, humanos, animales y a nivel
medioambiental (Hernando-Amado et al., 2019). Esta perspectiva también esta nutrida
de factores socioeconémicos, asi como del desplazamiento tanto de humanos como la
migracion animal, el cambio climatico y la globalizacion, en donde todos estos aspectos
inciden en la diseminacion de la resistencia antibidtica (Aslam et al., 2021; Hernando-

Amado et al., 2019).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y los patdégenos

prioritarios

“Nuevos antibioticos dirigidos a esta lista de patégenos prioritarios ayudaran a
reducir las muertes por infecciones causadas por bacterias resistentes en todo el mundo”
sefala la Dra. Evelina Tacconelli (Organizacién Mundial de la Salud, 2017), quien es una
de las principales investigadoras involucrada en el disefio de la lista de patégenos
prioritarios de la OMS del ano 2017. En esta lista, se utilizaron como criterios: la
mortalidad de las infecciones que causadas por estos microorganismos, el tiempo de
hospitalizaciéon que requieren los pacientes afectados, la frecuencia de que estas
bacterias sean resistentes a los antibiéticos, que tan rapido se diseminan entre animales
y de animales a humanos, y entre personas, como pueden ser prevenidas, cuantas
opciones terapéuticas existen y que nuevos antibiéticos estan siendo estudiados para
lidiar con estas infecciones (Tacconelli et al., 2018). Recientemente esta lista ha sido
actualizada y denominada como BPPL 2024, en las cuales se consideran las
caracteristicas actuales de los parametros evaluados en su primera version, siendo uno
de los parametros mas importantes la mortalidad asociada a procesos infecciosos
causados por estos patdgenos bacterianos y los tratamientos existentes en la actualidad
para poder lidiar con estas infecciones. Es asi que en su version 2024 esta lista incluye 15
familias de patdégenos bacterianos normalmente muy resistentes a antibiéticos,
clasificandolosen tres grupos de prioridad: critico, elevado y medio (WHO/OMS, 2017;
World Health Organization, 2024):



Prioridad Critica:

-Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos.

-Enterobacterales resistentes a carbapenémicos y productores
betalactamasas de espectro extendido (BLEEs).

-Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de 3ra generacion.

-Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina.

Prioridad Elevada:

-Salmonella Typhi resistentes a fluoroquinolonas.

-Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas.

-Enterococcus faecium, resistente a vancomicina.

-Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenémicos.

-Salmonella no tifoidea, resistente a fluoroquinolonas.

-Neisseria  gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas, resistente
fluoroquinolonas.

-Staphylococcus aureus, meticilino-resistente.

Prioridad Media:

-Streptococcus grupo A, resistente a los macrélidos.
-Streptococcus pneumoniae, resistente a los macrélidos.
-Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina.

-Streptococcus grupo B, resistente a penicilina.

de



Esta lista se establece como una nueva herramienta que busca promover el
estudio y el desarrollo de nuevas terapias antibioticas para estas bacterias (WHO/OMS,
2017). Los aislados con las caracteristicas de resistencias mencionadas en esta lista
marcan una linea a seguir, y en este contexto, las especies bacterianas pertenecientes a
la categoria de “prioridad critica” son de gran relevancia especificamente por la
resistencia a carbapenémicos, ya que las alternativas terapéuticas para tratar las
infecciones causadas por estas son escasas, lo que significa que poseen una alta morbi-

mortalidad (Tacconelli et al., 2018; World Health Organization, 2024).

Acinetobacter baumannii

Las especies del género Acinetobacter se caracterizan por ser de cocobacilos
pleomorficos, Gram negativas, aerobias estrictas, productores de catalasa, y oxidasa
negativa (T. Wang et al., 2019). Son especies no fermentadoras de aztcares e inmdviles,
en donde su taxonomia esta siendo constantemente actualizada desde el principio del
siglo XX (Howard et al., 2012). Es asi que en los anos 1980s y en respuesta al amplio
reconocimiento y aparicion de patégenos intrahospitalarios del grupo de Acinetobacter,
es que se harealizado el estudio en profundidad de su taxonomia, en donde en sus inicios,
la clasificacién de este grupo se basé en la hibridacién ADN-ADN, generando 12 grupos o
genoespecies, las que corresponden a Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter jonhsonii, Acinetobacter junii
y Acinetobacter Iwoffii (Vijayakumar et al., 2019). En particular, el complejo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus (complejo ABC) comprende 4 especies originalmente: A.

calcoaceticus (genoespecie 1), A. baumannii (genoespecie 2), A. pittii (genoespecie 3) y



A. nosocomialis (genoespecie 13) (Gerner-Smidt, 1992), siendo todas ellas altamente
relacionadas, lo que las hace dificiles de distinguir fenotipicamente. Recientemente, se
anadieron 2 nuevas especies al complejo, las que corresponden a Acinetobacter seifertii
yAcinetobacter lactucae. Es asicomo en la actualidad el complejo comprende 5 especies
de relevancia clinica humana (A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertti y
A.lactucae) y una especie considerada ambiental (A. calcoaceticus) (Nemec et al.,

2015)(Cosgaya et al., 2016).

Tal como se menciond anteriormente, la identificacidon de las especies del
complejo ABC presentan diversas complicaciones y desafios, en donde los métodos
fenotipicos clasicos como la temperatura de crecimiento, hemdlisis, metabolismo de
glucosa, y las fuentes de carbono/energia, ya sea de manera convencional o en sistemas
automatizados, no son capaces de diferenciarlas (Li et al., 2017). Ademas de estos
métodos fenotipicos, con el paso del tiempo se han implementado diferentes
metodologias de identificacidon molecular, tales como la hibridacion ADN-ADN (Tjernberg
& Ursing, 1989) y la secuenciacién delgen 76S rARN (Abubakar et al., 2005), en donde los
laboratorios clinicos han ademas incorporado la tecnologia de ionizacidon/desorcidn
asistida por matriz con tiempo de vuelo (por sus siglas en ingles MALDI-TOF) para su
identificacion (Sedo et al, 2013). En el area de la investigacién y el estudio
epidemioldgico, otra técnica que cobra gran relevancia para el estudio del complejo ABC
es la secuenciacién de genomas completos, la cual poseen una mayor resolucion para
diferenciar las especies pertenecientes al complejo (Fitzpatrick et al., 2016; Rafei et al.,
2019). Uno de los biomarcadores que permite la identificacion de la especie A. baumannii
es el gen blaox-s1-ike, €L cual esta ubicado en el cromosoma de esta especie, teniendo un
poder de hidrdlisis muy débil frente a carbapenémicos (Evans & Amyes, 2014). Es asi
como la utilidad de la deteccién de este gen diferenciador de A. baumannii dentro del

complejo ABC fue establecido por Turton et al. siendo de gran utilidad, ya que mediante



técnicas simples de PCR podemos identificar a esta especie tan relevante (Turton,
Woodford, et al.,, 2006). Sin embargo, se han reportado casos de especies de
Acinetobacter no baumannii portadoras del gen blaoxa-si-ike (L€€ €t al., 2012) lo que ha
desestimado su uso como unica prueba de identificacién. Sin embargo, en la actualidad
se han propuesto otras metodologias que permiten diferenciar A. baumannii de las otras
especies pertenecientes al complejo ABC, como lo es identificacién basada en la
amplificacién mediante PCR de una region intergénicas (ITS) entre los genes de las

regiones 16Sy 23S de ARNr (Chen et al., 2007)

Como se ha mencionado anteriormente, el género Acinetobacter incluye tanto
especies ambientales como especies que son patégenas de humanosy animales. En este
ultimo grupo, aquellas especies de mayor importancia en salud humana corresponden a
A. pittii, A. nosocomialis y A. baumannii, siendo esta ultima la mas relevante
epidemiolégicamente, la cual se aisla frecuentemente en unidades de cuidado intensivo
(UCls) vinculadas a infecciones importantes, como neumonia asociada a ventilacion
mecanica (NAVM), bacteriemias, infecciones de tracto urinario (ITU), meningitis e
infecciones de heridas (Wong et al., 2016). La incidencia de A. baumannii en el contexto
hospitalario es mucho mayor que las otras especies integrantes del complejo ABC,
(Mancilla-Rojano et al., 2020). En este sentido, segun informa el CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) del 2019, los aislados resistentes a carbapenémicos de A.
baumannii son responsables de casi 8500 casos de hospitalizacién de pacientes el 2017
en Estados Unidos, en donde se estima que estas son responsables de 700 muertes ese
mismo ano (Centers for Disease Control, 2019). En Chile, segun informa el Ministerio de
Salud el afno 2019, de casi 90 casos de IAAS causadas por cepas del género
Acinetobacte,r 87 de estas se identificaron como A. baumannii, incluyendo otras especies
correspondientes a A. junii, A. pittii y una cepa identificada como Acinetobacter spp. Las

infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) causadas por A. baumannii descritas



en este informe corresponden principalmente NAVM, bacteriemias e ITU (Ministerio de

Salud de Chile, 2020).

Las caracteristicas que posicionan a A. baumannii como un patégeno de
relevancia son: su extenso repertorio de genes de resistencia a antibiéticos y agentes
desinfectantes, su capacidad de resistir a diversas condiciones ambientales y la
presencia de factores de virulencia, siendo un verdadero desafio en el contexto clinico
(Cerqueira & Peleg, 2011) pudiendo ser transmitida entre pacientes debido a su
persistencia en este ambiente, especificamente en superficies, asi como también a su
capacidad de colonizar las manos de trabajadores del area de la salud (Spellberg &
Bonomo, 2013; Wong et al., 2016). Ademas, es importante considerar su gran capacidad
de adaptacidn, ya que se considera una especie naturalmente competente, lo que le
permite la captura de una gran variedad de genes de resistencia a antibiéticos a lo largo
del tiempo, los cuales pueden ser transportados por diferentes elementos genéticos

moviles tales como transposones, integrones y plasmidos (Domingues et al., 2012).

Los factores de virulencia de A. baumannii generalmente han sido menos
estudiados que sus mecanismos de resistencia a antibiéticos, sin embargo, en los ultimos
anos, con el uso de la gendmica, estudios fenotipicos y la utilizaciéon de modelos in vivo
de infeccion, ha sido posible generar un mayor entendimiento del rol que juegan los
factores de virulencia en la patogénesis de las infecciones causadas por esta bacteria,
siendo una vez mas su gran variabilidad genética la responsable de dotar a los diferentes
clones de A. baumannii de herramientas para comportarse como un patdégeno de
importancia clinica (Antunes L. et al., 2014). Dentro de los factores de virulencia que mas
se han estudiado y se ha demostrado su implicancia en la patogénesis se encuentran las
proteinas de membrana externa (OMP, del inglés outer membrane protein), tales como

las porinas, las que en bacterias Gram negativas tienen un rolimportante en la interaccion



con el entorno extracelular, jugando un papel clave en la virulencia (Lin et al., 2002).
Dentro de las OMP en A. baumannii, destaca la porina OmpA, la que se relaciona con
invasion celular y apoptosis; ademas de su funciéon como porina, esta proteina tiene la
capacidad de inducir la formacién de biopeliculas, asi como también se ha relacionado
con la diseminacién de A. baumannii en el torrente sanguineo, y con la interaccién con

células epiteliales, uniéndose a la fibronectina (Choi et al., 2005; Smani et al., 2012)

Otro factor de virulencia de A. baumannii que se ha estudiado es su envoltura,
tanto el lipooligosacarido (LOS) y la capsula, siendo factores de suma importancia los que
juegan roles claves en el proceso de infeccion, en donde el LOS es un importante factor
de resistencia frente al suero humano, provocando también una respuesta

proinflamatoria (Knapp et al., 2005).

En la capa mas externa extracelular, se encuentra la capsula, la cual es un
determinante de virulencia que rodea a la célula bacteriana. Esta estructura esta
constituida por diversas unidades de azucares los que generan una barrera protectora
contra el ambiente, evitando la deshidratacién y confiriendo resistencia a agentes
desinfectantes. Sin embargo, un importante rol de la capsula corresponde a la evasion de
la respuesta inmune del hospedero infectado, especificamente, contra el proceso de
fagocitosis y contra ciertos antibiéticos, en donde esta estructura es muy variable con
respecto a su conformacion, existiendo mas de 100 variantes para este factor de

virulencia (Geisinger et al., 2015; Kenyon & Hall, 2013; Mussi et al., 2019)

Ademas de los factores mencionados anteriormente, existen algunos factores de
virulencia que han sido recientemente estudiados, tales como los son los sistemas de
secrecion, en donde el sistema de secrecién tipo 2 (T2SS) participaria en la excrecién de

lipasas y endopeptidasas, como CpaA, las que son capaces de degradar el fibrindgeno,



favoreciendo el proceso infeccioso (Sandkvist, 2001; Tilley et al., 2014). Adicionalmente,
se ha descrito otro sistema de secrecién en A. baumannii, el sistema de secrecion tipo 6
(TBSS), el cual es un sistema capaz de secretar proteinas o toxinas a otras células
bacterianas, cuyo proceso es mediado por contacto entre bacterias, otorgando ventajas
competitivas en infecciones polimicrobianas y especificamente en infecciones en

pacientes inmunocomprometidos (Elhosseiny & Attia, 2018; Repizo, 2017)

Es asi como todas estas caracteristicas favorecen a la persistencia de A.
baumannii en hospitales y centros de salud, especificamente en las UCls, en donde
pueden afectar a pacientes con compromisos sistémicos importantes, como en el caso

de pacientes afectados por COVID-19 (Boral et al.; Zeighami et al., 2019).

Si bien la virulencia de A. baumannii es un factor relevante, una de sus principales
caracteristicas es su capacidad de desarrollar resistencia a multiples antibidticos, en
donde se han descrito los mecanismos tales como: i) alteracién del sitio blanco
relacionado con resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrélidos,
oxazolidinonas, aminoglucdsidos y rifampicina; ii) la alteracidon de la permeabilidad de la
membrana relacionado con resistencia a aminoglucdsidos betalactamicos, macrélidos,
lincosamidas, polimixinas, tetraciclinas, fluoroquinolonas, rifampicinas, cloranfenicol,
sulfonamidas, entre otros y finalmente iii) mecanismos de degradacion o modificacion
enzimatica del antibidtico, relacionado con resistencia a antibidticos como, tetraciclinas,
B-lactamicos, fluoroquinolonas, fosfomicina, rifampicinas, sulfonamidas,
aminoglucésidos, cloranfenicol y macrélidos (Kyriakidis et al., 2021). Los mecanismos
antes descritos son definidos como adquiridos, sin embargo también existen
caracteristicas intrinsecas de esta especie bacteriana que se pueden relacionar con
resistencia a algunos antibiéticos, como lo son algunos factores de virulencia, tales como

la envoltura bacteriana asociada a la presencia de LOS y/o la capsula, asi como también



es importante el rol de las OMPs, como las porinas y algunos reguladores de la formacidn
de biopeliculas, entre otros, permitiendo generar resistencia a compuestos
antibacterianos (Kyriakidis et al., 2021). La suma de todos estos factores genera como
consecuencia que un alto porcentaje de los aislados de A. baumannii presenten un

fenotipo multirresistente, ya sea MDR, XDR o PDR (. Jiménez Pearson et al., 2019).

Mecanismos de resistencia a carbapenémicos.

Para comprender el mecanismo de accién de los antibiéticos B-lactamicos, tal
como los carbapenémicos, es necesario entender como se sintetiza el peptidoglican (PG)
y laimportancia de las enzimas que participan en este proceso. En términos generales, la
sintesis del PG consta de 4 etapas: en la primera, tiene que ver con la sintesis de
precursores a nivel intracelular, siendo la glucosamina enzimaticamente convertida en
acido acetilmuranico (MurNAc), luego este al reaccionar con uredina trifosfato (UTP)
producen &acido N-acetilmuramico uridina difosfato (UDP-MurNAc), siendo esta la
molécula precursora del pentapéptido, el que sera ensamblado en una serie de pasos
enzimaticos (Murray et al., 2016). En una segunda etapa, el pentapéptido unido al UDP-
MurNAc es unido al bactoprenol en la cara citoplasmatica de la membrana celular, siendo
este un tipo de transportador, en donde los precursores se unen mediante un enlace
pirofosfato con lo que libera una molécula de uridina monofosfato (UMP). Luego, una
molécula de N-acetilglucosamida (GlcNAc) se adiciona para formar un disacarido. Enuna
tercera etapa, el bactoprenol transloca el precursor disacarido hacia la cara externa de la
membrana celular, para finalmente en una Ultima etapa generar la extension y el
entrecruzamiento del PG en donde el disacarido GlcNAc-MurNAc es anclado a una

cadena de PG usando enlaces pirofosfatos mediados por enzimas llamadas



transglicosilasas. Luego, las cadenas peptidicas son adicionadas a las cadenas de
disacéaridos y unidas mediante un enlace péptido mediante transpeptidacién, en donde
este proceso es catalizado por transpeptidasas o también llamadas proteinas de unién a
penicilina o por sus siglas en ingles PBPs, ya que son el blanco para antibiéticos [3-
lactamicos, interviniendo en la transpeptidacion y evitando el crecimiento y la divisién

celular (Murray et al., 2016).

Los antibiéticos carbapenémicos, principalmente representados por meropenem
e imipenem, pertenecen a los antibiéticos B-lactdmicos mencionados anteriormente, en
este grupo se incluyen ademas antibiéticos como las penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos, los que se caracterizan por presentar un anillo 3-lactdmico como parte
de su estructura molecular (Papp-Wallace et al., 2011). Los antibiéticos B-lactamicos
son los antibidticos mas utilizados a nivel mundial (Centers for Disease Control and
Prevention, 2021), siendo los carbapenémicos considerados como la ultima linea en el
tratamiento de infecciones complicadas, y siendo una de las principales terapias para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes como lo son A.

baumannii, P. aeruginosay Enterobacterales (Codjoe & Donkor, 2017; Doi, 2019)

La resistencia a los carbapenémicos puede estar mediada por diversos
mecanismos, tales como la alteracion de la permeabilidad debido a la disminucidn de la
expresion de porinas de la membrana externa, lo cual impide que los antibiéticos
alcancen sus sitios de accion (King et al., 2017). Un ejemplo de este tipo de resistencia a
carbapenémicos se ha documentado en P. aeruginosa, la que presenta elevada
resistencia a diversos antibiéticos mediada por este tipo de mecanismo. Otro mecanismo
de resistencia a carbapenémicos es la sobreexpresion de bombas de expulsion, siendo
un mecanismo que se basa en la remocidn de los antibiéticos de la célula antes que

lleguen a tener efecto, teniendo gran importancia en bacterias como P. aeruginosa



(Elshamy et al., 2019.; King et al., 2017). La sobreexpresion de estas bombas puede
generar resistencia a multiples antibioticos, ya que existen bombas que expulsan una gran
variedad de antibidticos de manera no selectiva. Los sistemas de bombas de expulsion,
especificamente sus genes no son comunmente transmitidos por elementos genéticos
moviles, siendo descritos solo algunos plasmidos portadores de genes de este tipo en los

ultimos anos. (Aurilio et al., 2022; Elshamy & Aboshanab, 2020).

Carbapenemasas: clasificaciéon y distribucion.

El mecanismo de resistencia a carbapenémicos de mayor importancia en A.
baumannii es la expresién de enzimas del tipo carbapenemasas (Castanheira et al., 2023;
Poirel & Nordmann, 2006). Estas enzimas originalmente han sido descritas en bacterias
como Bacillus cereus y Bacillus licheniformis (Carfi et al., 1995; Duval et al., 2003), las
cuales, a diferencias de otras -lactamasas descritas, son inhibidas por EDTA (Queenan
& Bush, 2007). A partir de su primera descripcion, se han reportado multiples casos de
carbapenemasas en otras familias de bacterias, tales como en Enterobacteriaceae,
reportandose una enzima capaz de hidrolizar imipenem que estaba codificada a nivel
cromosomal tanto en Serratia marcescens y Enterobacter cloacae (Nordmann et al.,

1993; Yang et al., 1990).

Recientemente, se ha documentado la distribucién de carbapenemasas es un
fendmeno global, en donde en el afio 2001 se identificd la enzima carbapenemasa de
Klebsiella pneumoniae o KPC, descrita en aislados de K. pneumoniae en Estados Unidos,
para posteriormente ser reportada en otros integrantes de la familia Enterobacteriaceae (

Lee et al,, 2016; Yigit et al., 2001). Actualmente, la distribucion de estas enzimas es de



caracter global, generando desafios desde el punto de vista terapéutico (Porreca et al.,
2018). Posterior a este importante evento, en el afo 2004 se describe una
carbapenemasa transferible de la familia OXA, la enzima OXA-48, la que fue descrita en
Turquia en un aislado de K. pneumoniae y gracias al plasmido que la porta ha sido
diseminada en Enterobacteriaceae de varios continentes (Potron et al., 2013). Otras
enzimas de tipo OXA habian sido descritas previamente en Acinetobacter baumannii, las
cuales pertenecen a las familias de blaoxa-2s, blaoxa-a0 Y blaoxa-ss (Donald et al., 2000; Scaife
et al.,, 1995). En el afo 2009 se reporta otra importante enzima capaz de hidrolizar
carbapenémicos, la metalo-3-lactamasa (MBLs) New Delhi o NDM, la cual fue
identificada en una cepa recolectada desde un paciente hospitalizado en India, y al igual
que las enzimas mencionadas anteriormente, NDM se transformé rapidamente en un

fendmeno global. (Yong et al., 2009).

Desde el punto de vista clinico la presencia de gran parte de estas enzimas genera
un aumento considerable en los niveles de resistencia a los carbapenémicos,
convirtiéndose en un gran desafio, ya que las opciones terapéuticas contra estos
patégenos multirresistentes son escasas y requieren tratamientos combinados que al
menos incluyan un antibiotico de este tipo, generando una necesidad importante respecto
alconocimiento de las carbapenemasasyy la resistencia a 3-lactamicos, especificamente

carbapenémicos (Meletis, 2016).

Con la apariciéon de nuevas variantes de [3-lactamasas, se hace necesario un
sistema de clasificacién que ayude a entender algunas caracteristicas de estas y sus
diferencias. Para la clasificacion de estas enzimas, se han planteado dos aproximaciones,
una funcional y otra molecular. La primera, propuesta por Bush-Jacoby-Meridios en 1995,
es una clasificacion basada en las caracteristicas bioquimicas utilizando sus puntos

isoeléctricos, el perfil de sustratos y las caracteristicas para su inhibicidon (Bush et al.,



1995). Con el paso de los anos, esta clasificacién también ha sido actualizada, y en la
actualidad las enzimas son clasificadas en cuatro grupos principales (1-4), con nuevos
subgrupos segun la ultima actualizacién, en donde, de manera general, el grupo 1 incluye
cefalosporinasas (Jacoby, 2009). El grupo 2, el cual es el mas amplio, tiene subgrupos
como el grupo 2a que incluye penicilinasas que predominan en especies Gram positivas,
mientras que el subgrupo 2b incluye enzimas capaces de hidrolizar penicilina, asitambién
comoalgunas cefalosporinas de primera generacién, siendo enzimas que son inhibidas
por acido clavulanico y tazobactam(Bush et al., 1995). Luego, se encuentra el subgrupo
2c, el que incluye penicilinasas que son capaces de hidrolizar ticarcilina mas que
bencilpenicilinas y que son facilmente inhibidas por acido clavulanico y tazobactam (Bush
et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010). El grupo 2d esta constituido por enzimas capaces de
hidrolizar cloxacilina u oxacilina, siendo las enzimas conocidas como OXAs. En el caso
del subgrupo 2e, este incluye enzimas cefalosporinasas capaces de degradar
cefalosporinas de amplio espectro, y, al igual que las anteriores, son inhibidas por el 4cido
clavulanico y tazobactam y se diferencian del grupo 1 por su baja afinidad con
aztreonam(Bush, 1989; Bush & Jacoby, 2010). El subgrupo 2f inluye serino
carbapenemasas que pueden ser inhibidas por el tazobactam méas que con 4cido
clavulanico en comparacion al grupo 3, el que incluye metalo-3-lactamasas, las que se
pueden distinguir por el requerimiento de zinc en su sito activo. Finalmente, en la ultima
actualizacion de esta clasificacion se omite el grupo 4, el cual originalmente incluia
enzimas que las cuales han sido anadidas a los grupos 1y 3, y especificamente las
carbapenemasas han sido clasificadas principalmente en los grupos 2d, 2f y 3 (Bush &

Jacoby, 2010; Halat & Moubareck, 2020).



Por otro lado, la clasificacion mas utilizada en la actualidad corresponde a la
clasificacion molecular propuesta por Ambler, la cual categoriza a las 3-lactamasas en 4
grupos: A, B, Cy D, siendo los grupos A, C y D conocidos como [3-lactamasas con un sitio
activo con una serina y el grupo B, conocido como metalo-3-lactamasas (MBLs) por
presentar moléculas de zinc en su sitio activo (Queenan & Bush, 2007). Esta clasificacion
estructural esta basada en la homologia aminoacidica y con ciertos aspectos

relacionados con sus capacidades enzimaticas (Ambler, 1980).

Las carbapenemasas de clase A presentan un perfil hidrolitico amplio, es decir,
pueden hidrolizar todos los B-lactamicos excepto cefamicinas (Hammoudi, Moubareck,
etal., 2014). Las enzimas pertenecientes a este grupo son inhibidas por acido clavulanico,
tazobactam y acido borédnico (Hammoudi, Ayoub Moubareck, et al., 2014), y pueden estar
codificadas a nivel del cromosoma bacteriano, como ejemplo las enzimas NmcA, SME-1
(Enzima 1 de Serratia marcescens), SFC-1 (Carbapenemasa 1 de Serratia fanticola), SHV-
38 (Variante 38 de sulfidril) y PenA descrita en el complejo Burkholderia cepacia, en
donde estas enzimas presentan diversas variantes, pero son reportadas
esporadicamente y no han sido descritas en elementos genéticos mdéviles, lo que justifica
sus escasos reportes (Naas et al., 2016). Por otro lado, otras enzimas que se clasifican en
el grupo A si se han descrito en plasmidos, como es el caso de imipenemasas (IMl), KPC
y algunas variantes de GES ( Guiana-Extended-Spectrum 3-lactamase), en donde en la
actualidad la carbapenemasa de clase A mas relevante es el grupo KPC debido a su
asociacion con plasmidos conjugables, siendo generalmente reportadas en aislados de
K. pneumoniae, el cual presenta una gran capacidad para acumular y transferir
determinantes de resistencia (Naas et al., 2016). Actualmente, estas enzimas se han
reportado en una gran variedad de especies bacterianas, desde integrantes de
Enterobacteriaceae, asi como también en cepas de P. aeruginosa y A. baumannii (Halat &

Moubareck, 2020; Martinez et al., 2016)



En el caso de las carbapenemasas de clase B o MBLs, éstas presentan un amplio
espectro de sustratos y pueden hidrolizar todos los [B-lactamicos, exceptuando
monobactamicos como el aztreonam (Jeon et al., 2015). Estas enzimas son resistentes a
los inhibidores de B-lactamasas, pero son susceptibles a ser inhibidas por quelantes de
metales como EDTA (Queenan & Bush, 2007). Estas enzimas originalmente fueron
identificadas en aislados ambientales y en patégenos oportunistas como Bacillus cereus,
Aeromonas spp., Legionella gormanii, Pseudomonas stutzeri, Shewanella spp., y
Stenotrophomonas maltophilia (Walsh et al., 2005). Las MBLs mas comunes son IMP
(imipenemasa), VIM (Verona-integron-encoded metalo-f3-lactamasa), NDM (New Delhi
metallo-B-lactamase), GIM (German imipenemasa), y SIM (Seoul imipenemasa) y son
encontradas normalmente asociadas a integrones, los cuales se pueden asociar a
cassettes genéticos, transposones y plasmidos, lo que facilita su diseminacién entre
diferentes especies bacterianas (Diene & Rolain, 2014). En la actualidad, de las enzimas
pertenecientes a la clase B, las variantes de NDM se han convertido en un gran problema,
ya que presentan una actividad carbapenemasa mejorada, y las cuales han sido
identificadas en mas de 60 especies bacteriana pertenecientes a 11 distintas familias
presentes en plasmidos portadores del gen blanom o que ha favorecido su diseminacion

(Wu et al., 2019).

Las B-lactamasas emergentes de clase C otorgan resistencia a penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas y aztreonam (Jeon et al.,, 2015). En este grupo existen
enzimas tales como ACC-1 reportada en plasmidos en aislados clinicos de K.
pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella entéricay E. coli, la cual otorga resistencia a ciertas
cefalosporinas (Bae et al., 2019). Otra integrante de esta clase son las enzimas de tipo
AmpC, las cuales son cefalosporinasas que no son inhibidas por inhibidores de [-

lactamasas tales como acido clavulanico, pero si por el acido borénico (Hammoudi,



Moubareck, et al, 2014). Algunas variantes de AmpC presentan actividad de
carbapenemasa, pero estas pueden agravar la resistencia a carbapenémicos cuando co-
existen con otros mecanismos tales como la impermeabilidad de membrana y/o la

produccion de bombas de expulsion (Jacoby, 2009).

Finalmente, las carbapenemasas tipo OXA, pertenecientes a la clase D de Ambler,
son enzimas que en sus inicios eran raramente identificadas en plasmidos, y se
denominan asi por su capacidad de hidrolizar oxacilina, meticilina y cloxacilina, las que
tienen baja efectividad contra cefalosporinas de primera generacién (Kaitany et al., 2013).
Su sitio activo, al igual que las de clase Ay C, tiene un residuo de serina. Estas enzimas
han sido descritas inicialmente en bacterias Gram negativas, en donde originalmente se
caracterizaban por poseer la capacidad de hidrolizar penicilinas y, posteriormente, se
identificaron variantes con un especto extendido siendo capaces de hidrolizar
ceftazidima, llegando a presentar variantes con capacidad de carbapenemasas, siendo
principalmente las familias de OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-58, OXA-143 y OXA-
235, en donde la primera de estas se identifico en plasmidos de aislados de A. baumannii
MDR (Queenan & Bush, 2007). Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar
cefalosporinas, aminopenicilinas, piperacilina, oxacilina, aztreonam y carbapenémicos
(Kaitany et al., 2013). Clasicamente, estas enzimas han presentado una capacidad de
hidrolisis mas baja que otras carbapenemasas, pero en el caso de A. baumannii, es
suficiente para aumentar los niveles de resistencia hasta el punto de considerarlas
resistentes (Evans & Amyes, 2014). Es asi como se ha descrito que la expresion de OXA-
23 junto con la presencia de bombas de expulsidn incrementan significativamente los
valores de la concentracidon minima inhibitoria (CMI) de carbapenémicos (Evans & Amyes,
2014; Kaitany et al., 2013). Generalmente, las enzimas del grupo OXA-23 estan ubicadas
en plasmidos y flanqueadas por 2 copias de la secuencia de insercion (IS) ISAba7 en

transposones como el Th2006 y Tn2008, en donde las IS pueden otorgar promotores



fuertes que generan la sobreexpresiéon de las enzimas tipo OXA-23, mediando la
resistencia a carbapenémicos (Turton, Ward, et al.,, 2006). Posteriormente, se
describieron nuevos grupos de carbapenemasas tipo OXA, en donde el grupo OXA-58 se
identifico por primera vez en el afio 2005, las cuales son capaces de hidrolizar penicilinas,
oxacilinas e imipenem, pero no cefalosporinas de espectro extendido (Poirel et al.,
2005a). Tanto los grupos OXA-23 co-mo OXA-58 se han descrito mayormente en A.
baumanniiy muy rara vez han sido identificadas en Enterobacteriaceae, siendo reportada

en aislados de Proteus mirabilis (Bonnin et al., 2020; Poirel et al., 2005b).

Por otro lado, la familia de OXA-24 posteriormente llamada OXA-40, que incluye
variantes como OXA-72, fueron descritas 10 afios después de OXA-23 y presentan una
homologia del 40% con variantes como OXA-10, siendo considerada inicialmente como
una carbapenemsas cromosomal, sin embargo, en la actualidad se ha descrito en
plasmidos capaces de ser transferidos. (Bou et al., 2000, 2006; Dortet et al., 2016; Klotz
etal., 2018)

En 2009 se describe un nuevo grupo de carbapenemasas tipo OXA, OXA-143, las
cuales son capaces de hidrolizar penicilinas, oxacilinas, meropenem e imipenem, y tienen
actividad sobre cefalosporinas de espectro extendido (Higgins et al., 2009). Al igual que
las familias de OXA-23 y OXA-58, esta ha sido reportada en plasmidos en aislados de
Acinetobacter spp., pero no flanqueada por IS (Evans & Amyes, 2014; Halat & Moubareck,
2020). Otro grupo de carbapenemasas tipo OXA descrito corresponde a OXA-235, el cual
fue reportado el afo 2013 en aislados de A. baumannii, en donde su expresion reduce la
susceptibilidad a carbapenémicos, pero no afecta la CMl de las cefalosporinas, las cuales
han sido reportadas en otras especies de Acinetobacter como es el caso de A. woffii

(Higgins et al., 2013).



A diferencia de las OXAs anteriormente mencionadas y descritas en
Acinetobacter, la familia de OXA-48 estan altamente asociadas a especies de
Enterobacteriaceae y al igual que otras carbapenemasas, se ha convertido en una
preocupacién importante para la resistencia a carbapenémicos, siendo principalmente
descrita en K. pneumoniae, teniendo actividad frente a carbapenémicos reducida, pero
presentando mas actividad frente a imipenem que a meropenem vy resultando en un
incremento moderado en la CMI de cefalosporinas de espectro extendido (Evans &
Amyes, 2014). Por otro lado, no poseen una capacidad hidrolitica significativamente alta
sobre a ceftazidima y cefepima, pero en combinacién con la impermeabilidad de
membrana puede generar altos niveles de resistencia a carbapenémicos (Jean et al.,
2015). Estas enzimas se han descrito en plasmidos incorporadas en transposones de la
familia Tn7999, en los cuales el gen de blaoxa-ss €s flanqueado por IS7999, permitiendo
gue variaciones de esta IS pueden actuar como promotores de expresion de este gen
(Aubert et al., 2006; Carrér et al., 2008). Sin embargo, esta familia de enzimas también

han sido descritas a nivel cromosomal (Turton et al., 2016)

Carbapenemasas en Latino América y el Caribe

Tal como se ha mencionado anteriormente, los bacilos Gram negativos
como Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumannii son los principales patégenos
multirresistentes, los que presentan mecanismos de resistencia a carbapenémicos, tales
como B-lactamasas capaces de hidrolizar estos antibiéticos (Jean et al., 2015). La
distribucién de cepas portadoras de estas enzimas es global, en donde Latinoaméricay el

Caribe no estan exentos de esta problematica, siendo un desafio para los laboratorios



clinicos y para la salud publica (Garcia-Betancur et al., 2021).

En relacién con las carbapenemasas de clase D u OXAs, estas han sido
reportadas con gran predominancia aligual que las MBLs, siendo las variantes de OXA-51
y OXA-72 las mas prevalentes en paises como México, Brasil y Ecuador (Chagas et al.,
2017; Nunez Quezada et al., 2017). En Argentina, A. baumannii productor de
carbapenemasas del grupo OXA-23 ha desplazado a las productoras de enzimas del tipo
OXA-58 (Rodriguez et al., 2019); por otro lado, recientemente se han descrito
carbapenemasas del grupo OXA-143 en A. baumannii en Peru y Brasil (Levy-Blitchtein et
al., 2018; Mostachio et al., 2012). En el caso de las carbapenemasas pertenecientes al
grupo OXA-51, se ha descrito que su sobreexpresion mediada por IS confiere resistencia
a carbapenémicos en A. baumannii (Evans & Amyes, 2014). lo que ha sido ampliamente
descrito en la region (Chagas et al., 2014; Opazo-Capurro et al., 2019). Finalmente, las
enzimas de la familia de OXA-48 se han detectado con menor frecuencia en
Latinoamérica, siendo reportada recientemente en cepas de Enterobacteriaceae en

Chile. (Araya et al., 2021; Carrasco-Anabaldn et al., 2018)

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (ABRC)

Como se menciond anteriormente, A. baumannii es un patégeno perteneciente al
grupo ESKAPE, siendo una especie bacteriana comunmente resistentes a multiples
antibioticos de importancia clinica como lo son los carbapenémicos, siendo las cepas de
A. baumannii resistente a los carbapenémicos (ABRC) consideradas de prioridad critica
segun la OMS (Venkateswaran et al., 2023). A. baumannii es causante de diversas

infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS), siendo las mas relevantes las



neumonias asociadas a ventilacion mecanica, infecciones de heridas de quemadura y
otras; ademas posee la capacidad de sobrevivir a diversas condiciones ambientales, tales
como desecacion, y a pH extremos, siendo un desafio su erradicacién de las unidades de

cuidados intensivos (Chapartegui-Gonzalez et al., 2018; Munoz-Price et al., 2012).

Un ejemplo de lo anterior, es el aislamiento de ABRC en soldados que retornaban
de zonas de conflicto como Iraq y Afganistan durante el 2006 y 2008, en donde dichas
cepas se relacionaban genéticamente con cepas aisladas posteriormente en las
superficies de hospitales de campana en dichas zonas presentando caracteristicas de
resistencia a carbapenémicos, siendo este hecho un claro ejemplo de lo que hoy es una
caracteristica de relevancia en la poblacién de ABRC, su impacto intrahospitalario y su

diseminacion internacional (Peleg et al., 2008).

En la actualidad, los ultimos datos publicados por Murray et al. cuantifican las
muertes globales directamente atribuibles y asociadas a infecciones causadas por cepas
de A. baumannii resistente a antibiéticos. Especificamente, este trabajo atribuye 57700
muertes a nivel global a infecciones causadas por cepas de ABRC, siendo esta una de las
especies bacterianas resistentes a carbapenémicos con un mayor nimero de muertes

totales (L Murray et al., 2022).

Los brotes de ABRC ocurren en diversos hospitales del mundo, siendo
histéricamente asociados a un determinado grupo de clones o linajes que son
considerados como multirresistentes, o de “alto riesgo”(Hamidian & Nigro, 2019). De

estos clones, existen dos linajes que son los mas frecuentemente relacionados con



brotes, siendo conocidos como clon global 1y clon global 2 o clon internacional 1 (IC1) y
clon internacional 2 (IC2) (Muller et al., 2023). Con la masificacion de las técnicas de
secuenciacion de genomas completos, existe cada vez mas informacién disponible sobre
las caracteristicas gendmicas de dichos linajes. Por ejemplo, en el afio 2019, en la base
de datos GenBank habian alrededor de 3609 genomas depositados de A. baumannii,
correspondiendo alrededor de 2190 al IC2 y 173 al IC1. Estos clones se pueden definir
también mediante la asignacién de secuenciotipo (ST) por MLST (Multi Locus Sequence
Typing) planteada por el Instituto Pasteur, definiendo el IC1 a partir del ST1 y sus variantes
de un solo locus, y el IC2 a partir del ST2 y sus variantes de un solo locus, siendo el linaje
de mayor predominancia el ST2, con casi el 59% del total de los genomas disponibles en
GenBank (Hamidian & Nigro, 2019). Ademas, gran parte de estos genomas de IC2
presentaban genes de resistencia a carbapenémicos, por lo que este linaje representa una
seria amenaza para la salud publica, siendo catalogado como un clon de “alto riesgo”
(Hamidian & Nigro, 2019). Por otro lado, en Europa se ha reportado la presencia de un
tercer clon internacional (IC3), el que presenta como principales mecanismos de
resistencia a carbapenémicos la expresion del gen blaoxa-23 (Karah et al., 2012; Muller et
al., 2023). Interesantemente, en Latinoamérica, la estructura de la poblacién de ABRC es
diferente a otras regiones del mundo, detectandose cepas pertenecientes a los STs ST15
y ST79, los que corresponden a IC4 y IC5, respectivamente (Kumar et al., 2020; Muiller et
al., 2023). Cepas de ABRC pertenecientes a estos clones se han reportado en Brasil,
Chile, Ecuador y Argentina, siendo asociados a un fenotipo XDR (Kumar et al., 2020).
Otros reportes y estudios relacionados con la distribucién de estos clones han revelado
gue los principales mecanismos de resistencia a carbapenémicos corresponden a la
presencia de los genes de blaoxa2s blaoxass y al arreglo genético de blaoxa-

51/ISAba1(Opazo-Capurro et al., 2019; Rodriguez et al.).



Como se aprecia en la Figura 1, la estructura de la poblacién de A. baumannii
presenta una gran diversidad, en donde los IC presentan una gran cantidad de variantes
de un Unico locus, conformando complejos clonales formados por una gran cantidad de
ST (Opazo-Capurro et al., 2019). En el caso del IC4 correspondiente al de mayor
predominancia en Latinoamérica, incluyendo nuestro pais, dista bastante de los
principales complejos ampliamente distribuidos a nivel mundial, al igual que otros STs
reportados en Chile como el ST162 y el ST109 (Hamidian & Nigro, 2019; Opazo-Capurro
etal., 2019)



Figura 1: Estructura de la poblacidn de A. baumannii basada en los datos del MLST, y
generado por el software goeBurst



CAPITULO llI: Elementos genéticos méviles y secuenciacion del genoma

completo

Transferencia horizontal de genes

La transferencia de material genético es generalmente de naturaleza vertical, es
decir, de células/organismos progenitores a la decendencia, suceso que ocurre de igual
manera en células procariontes, sin embargo, en bacterias y otros microorganismos se
presentan ademas otros métodos de movilizacién de material genético, los que
corresponden a mecanismos de “transferencia horizontal de genes” (THG) (Narra &
Ochman, 2006), es decir, la posibilidad de compartir material genético con otros
organismos e incluso adquiriendo material genético libre en el ambiente, siendo la THG
una piedra angular en la adaptacidn y evolucion de las bacterias a diferentes condiciones

(Soucy et al., 2015).

La THG en bacterias puede estar mediada por diferentes metodologias siendo una
de ellas la transformacion propuesta por Griffith en 1928, la cual es definida como la
capacidad de una célula de adquirir material genético exdgeno presente en el
medio(Griffith, 1928). Posteriormente, Zinder y Lenderberg en 1952 describieron el
proceso de transduccidn por el cual la transferencia de material genético es mediada por
bacteriéfagos durante el proceso de infeccion en la bacteria (Zinder & Lederberg, 1952).

Por otro lado, recientemente se ha demostrado el rol que juegan las vesiculas de



membrana externa (OMVs del inglés outer membrane vesicles) las que a la fecha se
consideran otro mecanismos de THG pudiendo transportar material genético de una
célula a otra (Garcia-Aljaro et al., 2017; Sartorio et al., 2021). Finalmente, el cuarto
mecanismo de THG corresponde a laa conjugacion, descrita por Lederberg y Tatum en
1946, la cual se basa en la transferencia de material genético por contacto entre dos
células (Lederberg & Tatum, 1946). En la figura 2 se resumen los diferentes mecanismos

mencionados anteriormente.
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Figura 2: Mecanismos de transferencia horizontal de genes. Figura extraida de (Garcia-
Aljaro etal., 2017.).



Si bien la THG se presenta como una gran ventaja adaptativa, esta presenta una
serie de barreras que debe atravesar el material genético exdgeno para ser incorporado
efectivamente al genoma bacteriano. En primer lugar, debe ingresar a la célula por algunos
de los mecanismos mencionados antes, posteriormente debe ser capaz de evadir la
destrucciéon enzimatica por parte de los sistemas de defensa de la célula receptora.
Ademas, debe ser estable y mantenerse en la célula, ademas de los posibles eventos de
recombinacion, lo que genera finalmente que solo una pequefa cantidad de eventos de

THG resulten ser efectivos (Hall et al., 2020).

Determinar la relevancia e impacto en la adaptacion y evolucién de las bacterias
debido a los procesos de THG es dificil pero necesario. Estos se basan principalmente en
la “infeccion” de la célula bacteriana por elementos genéticos moéviles (EGMs) como el
genoma de bacteriéfagos, elementos integrativos conjugativos (ICEs) y plasmidos,
teniendo cada uno de estos sus propias limitaciones. Por ejemplo, los bacteri6fagos
afectan a bacterias que presentan altos grados de similitud genética, por lo que la
transduccion solo puede ocurrir entre bacterias altamente relacionadas. Por otro lado, en
el caso de los plasmidos y los elementos conjugativos, estos han demostrado la
capacidad de atravesar la barrera de las especies bacterianas, lo que depende
principalmente del espectro de movilizacion y su rango de hospederos (Redondo-Salvo et
al., 2020). Sin embargo, todos los mecanismos de THG han demostrado haber favorecido
la adaptacion de bacterias que hoy en dia son consideradas de importancia para la salud
humana, especificamente en las bacterias con elevados niveles de resistencia a los
antibiéticos categorizadas por la OMS y mencionadas en el primer capitulo, incluyendo a
A. baumannii resistente a carbapenémicos, evidenciando la importancia de la
movilizacion de material genético en la adquisicidon de determinantes de resistencia y

como consecuencia su adaptacion al ambiente clinico y su capacidad de resistir la



presencia de antibidticos (Lerminiaux & Cameron, 2019).

Como se menciond anteriormente, los mecanismos de THG han permitido la
adaptacion de bacterias en diferentes entornos, siendo el ambiente o el espacio fisico
donde ocurren dichos procesos es un factor relevante para evaluar el impacto y la
importancia de cada uno de estos. En el ambiente hospitalario la movilizacion de EGMs
mediante conjugacién ha demostrado tener una gran impacto, considerando que los
genes de resistencia a antibidticos de mayor relevancia hoy en dia, como lo son variantes
delgen mcr (resistencia a polimixinas) y carbapenemasas como KPC y NDM, e incluso la
carbapenemasas tipo OXA como OXA-23, OXA-58 y OXA-72, han sido pesquisada en
plasmidos conjugativos y otros EGMs altamente movilizables (Hamidian & Nigro, 2019;

Shen et al., 2022; Wang et al., 2018; Wu et al.,, 2019b; X. Yang et al., 2021).

Elementos genéticos moéviles asociados a Acinetobacter baumannii

resistente a antibioéticos.

En A. baumannii es posible encontrar una gran variedad de EGMs asociados a
determinantes de resistencia a los antibioticos, (Figura 2), siendo las méas importantes las
secuencias de insercién (IS), transposones (Tn), integrones y plasmidos conjugativos

(Noel etal., 2022)
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Las IS corresponden a los EGMs mas simples y de menor tamano, poseen un
tamano aproximado de 1000 pb flanqueadas por secuencias invertidas repetidas las que
generalmente rodean a marcos de lectura abierto que codifican a genes de transposasas,
cuya funcidn es la integracidn y la escision de estos elementos en el genoma (Babakhani
& Oloomi, 2018). La transposicion de las IS puede ser “sitio-especifico” o “aleatoria” por
lo que poseen un importante rol en la variabilidad genética de las bacterias (Romano &
Fanti, 2022). Por otro lado, las ISs son capaces de mediar la resistencia a los antibiéticos
en A. baumannii al proveer de promotores fuertes que generan la sobreexpresion de genes
de resistencia, como por ejemplo en la resistencia a B-lactdmicos mediadas por la
asociacioén de IS a genes ampC o blaaoc que codifican cefalosporinasas, o en el caso de
carbapenemasas intrinsecas OXA-51, en donde su ubicacién rio arriba del gen puede
promover fuertemente la expresidn de estos genes, otorgando un fenotipo resistente
(Hamidian & Hall, 2013; Turton, Ward, et al., 2006). Por otro lado, se ha descrito la
presencia de ISAba1 rio arriba del gen blaoxa-23 €n cepas resistentes a carbapenémicos lo
gue aumenta la expresion de esta enzima, generando un fenotipo resistente a
carbapenémicos (Abouelfetouh et al., 2022). Si bien los mecanismos mencionados
anteriormente tienen relacion con la sobreexpresion de ciertos genes de resistencia, las
IS también pueden disminuir o interrumpir ciertos genes, como en el caso de algunas
porinas. Especificamente, se ha descrito en A. baumannii la interrupcién del gen de la
porina carO mediada por la presencia de ISAba825, ISAba125, ISAba10, o ISAba27,
generando la interrupcion de la porina CarO, por lo que el ingreso de carbapenémicos a la
célula bacteriana disminuye (Y. Lee et al., 2011; Mussi et al.,, 2005) . Otro ejemplo
importante corresponde a la disrupcién del sitio blanco de antibidticos, en donde se ha
descrito que ISAba11 es capaz de inactivar la biosintesis del lipido A, especificamente a

través de la interrupcion de los genes [pxA y [pxC, generando la pérdida del sitio blanco de



polimixinas, como colistin, en cepas A. baumannii probadas in vitro (Girardello et al.,

2017; Moffatt et al., 2011).

Un tipo de EGMs mas complejo que las IS corresponden a los transposones, cuya
estructura corresponde a la agrupacion de multiples genes, incluyendo de resistencia a
antibidticos, los que se encuentran flanqueados por IS, por lo que son elementos de
mayor tamano (Babakhani & Oloomi, 2018; Romano & Fanti, 2022).Estos, aligual que las
IS, se movilizan mediante la actividad de las enzimas de la familia de las transposasas, las
qgue reconocen secuencias repetidas para luego insertarse ya sea mediante
recombinacion sitio-especifica o aleatoria (Babakhani & Oloomi, 2018). En el caso de A.
baumannii, existen ciertas familias de transposones que se relacionan con genes de
resistencia importantes desde el punto de vista clinico, como en el caso del gen blaoxa-2s,
el cual se ha descrito en los transposones Tn2006, Th2007, Tn2008, Tn2008B y Th2009
en donde la prevalencia de estas estructuras varia segun la localizacién geografica de las

cepas (Nigro & Hall, 2016).

Con respecto a los integrones, estos elementos genéticos codifican para una
enzima denominada integrasa, la cual tiene actividad de recombinasa “sitio especifica”,
por lo que pueden incorporar ciertos arreglos genéticos en su zona variable (Hall, 2013).
En A. baumannii, la presencia de integrones clase 1 que portan multiples genes de
resistencia a antibidticos se ha demostrado que se transfieren entre cepas (Gombac et
al., 2002; Martins et al., 2015). Especificamente, se ha descrito que distintas especies de
Acinetobacter, como por ejemplo A. pittii y A. nosocomialis, son capaces de codificar
integrones clase 1 asociados a genes de resistencia a tobramicina, (aadB) y a aadA2, el
cual otorga resistencia a estreptomicina(Chan et al., 2020; F. J. Chen et al.,, 2019).
Ademas, existen arreglos genéticos que relacionan integrones asociados con IS como

IS91 Wlamados “common regions” (ISCr), siendo unidades transponibles, que han sido



descritas en cepas de A. baumannii resistentes a antibiéticos debido a estos arreglos. Por
ejemplo, se han reportado aislados de A. baumannii portadores de genes de resistencia a
sulfonamidas (sul2) insertos en arreglos genéticos de este tipo, especificamente del tipo
ISCR2 (Toleman et al., 2006). Por otro lado, se ha evidenciado la capacidad de ISCR7 de
transportar y movilizar al gen blanom-1 €n cepas de A. baumannii (Toleman et al., 2012;
Wailan et al., 2016), poniendo en peligro la efectividad de los antibidticos

carbapenémicos.

Por otro lado, también existe evidencia de la participacion de otros EGMs
menos estudiados que podrian asociarse a la resistencia antibidticos y su diseminacion
en A. baumannii, como los son los sitios XerCD dif de recombinacion, los cuales son sitios
gue se han encontrado en esta bacteria flanqueando genes de resistencia a antibiéticos
en plasmido, en donde se han asociado a la adquisicién de resistencia a antibiéticos. El
elevado numero de estas secuencias en algunos plasmidos sugiere que no solo estan
relacionados a la resolucion de dimeros, como los en los sitios de recombinacién, no sélo
favoreciendo la integracion de ADN en un sitio especifico si no que también favorecen la
movilizacién de médulos entre plasmidos, generando la acumulacion de regiones de ADN
con funciones especificas (Balalovski & Grainge, 2020). Por otro lado, existe un elemento
el cual se origina a partir de IS o Tn ancestrales, denominados MITEs o elementos
transponibles miniaturizados de repeticion invertida, los cuales conservan secuencias
repetidas invertidas pero no codifican transposasas, pudiendo ser movilizados por la
enzima de otro EGMs presente en el genoma. Estas estructuras se han encontrado
flanqueado otros elementos de integrones en Acinetobacter, como por ejemplo la
portacion de blames en un aislado de A. baumannii, en donde dicho gen se encuentran

flanqueado por MITEs (Domingues et al., 2011; Noel et al., 2022).



El estudio de EGMs permitié evidenciar la relacion que existe entre ellos,
estableciendo un modelo denominado modelo de “mufieca rusa”, es decir, que el
elemento mas pequeno puede estar contenido en los elementos mas grandes, siendo el
elemento mas pequefio una secuencia de insercién o un Unico gen inserto en un
transposon, el cual podria, posteriormente asociarse a integrones, los que a su vez
pueden incorporarse en un EGM mas grande y complejo, como es el caso de plasmidos
(Noel et al., 2022). Estructuralmente, los plasmidos estan conformados por diferentes
madulos: un médulo de replicacion (genes rep y oriV), un médulo de estabilidad (sistemas
toxina-antitoxina), un médulo de transferencia (genes tray genes mob) y genes accesorios
gue pueden otorgar funciones especificas extras (Noel et al., 2022). Este ultimo modulo
puede comprender genes relacionados con resistencia antimicrobiana, genes de
patogenicidad y virulencia, genes relacionados con vias metabdlicas, y ademads estos
genes accesorios pueden codificar otros EGMs como IS y Tn, los que promueven la
plasticidad genética, siendo también denominados médulos de adaptacion (Brovedan et

al., 2020; Noel et al., 2022).

Considerando lo anteriormente mencionado, uno de los aspectos importantes de
los plasmidos es su capacidad de movilizarse, para lo cual existen diferentes
mecanismos. La conjugacion propiamente tal, considerado como el principal mecanismo
por el cual se moviliza un plasmido, como se menciond anteriormente, requiere del
contacto entre dos células. En bacterias Gram negativas, este proceso es mediado por el
pili sexual (Garcia-Aljaro et al., 2017; Virolle et al., 2020), en donde los plasmidos que se
transfieren por este mecanismo requieren de una estructura que permite el paso del
plasmido de una bacteria a otras, el cual esta codificado en lo que se denomina operdén
de transferencia (genes tra) o en el operdn de virulencia (vir), las cuales son regiones que
codifican las proteinas necesarias para la conjugacion, es decir, proteinas relacionadas

con la formacion del pili, el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS), y componentes del



relaxosoma que permiten el procesamiento del plasmido previo a la transferencia. Parala
formacion de estas estructuras, se han descrito diversas proteinas Tra que cumplen

funciones especificas y se mencionan en la Tabla 1 (Bragagnolo et al., 2020; Virolle et al.,

2020).



Tabla 1: Descripcion de proteinas Tra (C: citoplasma; P: periplasma; IM: membranainterna; OM:

membrana externa). Modificado de (Virolle et al., 2020).
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Por otro lado, existen plasmidos considerados movilizables, que a diferencia de
los anteriormente mencionados plasmidos conjugativos, solo portan componentes del
relaxosoma como oriT, genes de relaxasa y algunas proteinas auxiliares, y no portan la
maguinaria de conjugacion relacionada a las proteinas Tra (Smillie et al., 2010). Ademas,
existe otro tipo de plasmidos, los cuales no portan ni genes tra ni genes mob, por lo que
se consideran no movilizables y que aun asi pueden ser transferidos mediante un
mecanismo denominado conduccidn, el cual requiere la cointegracion mediada por
recombinacion de un plasmido no movilizable con un plasmido movilizable o conjugativo

(Garcia-Aljaro et al., 2017).

Los elementos genéticos conjugativos han contribuido ampliamente a la
diseminacion de genes de resistencia en el género Acinetobacter, teniendo un impacto
mayor que otros fendmenos de transferencia horizontal como la transformacion y la
transduccion (Leungtongkam et al., 2018; Von Wintersdorff et al., 2016). Ejemplos de lo
mencionado anteriormente se refleja en el trabajo de Salgado et al, en el cual se
establecen linajes de plasmidos de A. baumannii presentan con un mismo “core” de
genes y evidenciando genes de resistencia y EGMs, como IS y Tn, son elementos
adquiridos de forma secundaria, resultando en familias de plasmidos con maddulos de
movilizacién que podrian aportar al entendimiento de la diseminaciéon de genes de
resistencia mediante THG (Salgado-Camargo et al., 2020). Un ejemplo mas concreto del
rol que juega la conjugacién en la transferencia de determinantes de resistencia es el
trabajo realizado por Hamidian et al en el afio 2014, en el cual lograron transferir un
plasmido conjugativo portador del gen blaoxa-2s situado en un transposén compuesto
Tn2006 y ademas flanqueado por ISAbal (Hamidian et al.,, 2014). Ademas estas
dinamicas de transferencia horizontal de plasmidos portadores de genes de resistencia
no se limita solo a cepas pertenecientes a IC de relevancia, sino que también se describen

en aislados de IC considerados menos prevalentes como IC4 y IC5, presentando



plasmidos que codifican genes de resistencia y diferentes EGMs como ISy Tn, los cuales
se han pesquisado en diferentes géneros bacterianos, reflejando que estos plasmidos
encontrados en A. baumannii contribuyen a la diseminacion de la resistencia a los

antibioticos (Cerezales et al., 2020).

Estudio y caracterizacion de plasmidos de A. baumannii

Desde el descubrimiento de los plasmidos, estos se han posicionado como una
importante herramienta que permite a las bacterias adaptarse. Desde el punto de vista
evolutivo, los plasmidos que proveen a las bacterias de ventajas adaptativas y tienen poco
impacto en el fitness bacteriano en un contexto determinado (ej.: ambiente hospitalario)
son los que se mantienen en las diferentes generaciones, por lo que hoy en dia se vuelven
blanco de estudios que permitan entender sus capacidades y caracteristicas (Brovedan

etal., 2020).

La identificacion y caracterizacion de los plasmidos busca entender el impacto
gue tienen es sus hospederos y sus mecanismos de transmision, siendo la clasificacién
de plasmidos una estrategia ampliamente utilizada para iniciar un proceso de
caracterizacion, entregando informacion clinica y epidemioldgica que permite seguir el
proceso evolutivo (Brovedan et al., 2020). Desde este punto de vista, se han generado
diversos esquemas de tipificacion y clasificacion de plasmidos basados en la
identificacion de zonas conservadas en mdédulos de replicacién y en el médulo de
transferencia (Alvarado et al., 2012; Carattoli et al., 2005). En estas zonas existen diversas
regiones que han sido utilizadas para la tipificacion de pldsmidos, una de las mas utilizada

corresponde a la asignacion de grupos de incompatibilidad (/nc Groups), definida como la



imposibilidad que tienen dos plasmidos de coexistir en generaciones de bacterias debido
a presentar alta similitud en la region denomina replicdn y en sus sistemas de control de
la replicacion (Thomas, 2014). Sin embargo, estos esquemas han favorecido el estudio de
plasmidos de bacterias Gram negativas y especificamente en bacterias de la familia de
Enterobacteriaceae y algunas bacterias Gram positivas, con aproximaciones de
clasificacion basadas en la tipificacion del replicdn mediante esquemas de PCR(Carattoli
et al., 2005), y no incluyen a bacterias del género Acinetobacter esto debido a que los
plasmidos presentes en las bacterias anteriormente mencionadas no son estables en
este géneroy a su vez los plasmidos presentes en este no son estables en bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, por lo que se requieren esquemas de clasificacion y
tipificacion basados en secuencias de replicén exclusivas para este género bacteriano

(Bertini et al., 2010; Brovedan et al., 2020).

El estudio de los EGMs y la microbiologia en general han sido impulsadas por el
desarrollo de tecnologias de secuenciacion, esto ha permitido profundizar en el
entendimiento de los genes presentes en estas estructuras genéticas moviles. Como se
menciond anteriormente, los plasmidos de A. baumannii requieren aproximaciones
exclusivas, siendo una de las primeras aproximaciones propuesta en el afio 2010, en la
cual ya existia la posibilidad de acceder a una pequena cantidad de secuencias de
plasmidos de esta especie bacteriana. En base a esta informacion, se planted un
protocolo similar a lo empleado en bacterias del grupo de Enterobacteriaceae basado en
PCR, denominado tipificacion basada en amplificacién por PCR del replicon (PBRT, del
inglés PCR-Based Replicon Typing) (Carattoli et al., 2005). Especificamente, Bertini et al
plantean la adaptacion de un PBRT especificamente para Acinetobacter, el cual se basa
en 15 secuencias de plasmidos, de los cuales 12 de ellos derivaban de 5 secuencias de
genomas completos, junto a 8 secuencias parciales. De estos, cuatro plasmidos

presentaban genes rep altamente relacionados, dos plasmidos presentaban dos de estos



genes y un plasmido presentaba 3. En resumen, un total de 24 secuencias de genes rep
fueron examinadas en esta primera aproximacion practica, finalmente denominada como
tipificacion basada en la amplificacién por PCR del replicén para A. baumannii (AB-PBRT).
Los plasmidos incluidos en este esquema portan principalmente genes pertenecientes a
lafamilia Rep3, y solo dos plasmidos pertenecen a la familia Rep1 Finalmente, se propuso
incluir diecinueve grupos de homologia (GR1-GR19), en donde esta clasificacidon presenta
un porcentaje de identidad de 74% en las secuencias para poder diferenciar cada GR. Sin
embargo, en un mismo grupo existen genes rep con diferencias suficientes para
denominarlas con asignaciones diferentes, por ejemplo el GR2 incluye Aci1 y Aci2 (Bertini
et al., 2010). En un estudio, este esquema de PCR fue utilizado en 96 aislados europeos
resistentes a multiples antibioticos con el fin de clasificar sus plasmidos, revelando que
estos pertenecian principalmente a los grupos repAci1 (GR2) y repAci6 (GR6) (Bertini et
al., 2010; Lam et al., 2023). Con el paso de los afos, las técnicas de secuenciacién se han
masificado, permitiendo el acceso a nuevas secuencias de genomas completos y por
ende a nuevas secuencias de plasmidos, lo que permitié diferenciar con mayor precision
los genes rep que se asignaban al mismo grupo. Por ejemplo, el grupo repAci2 es
reconocido como GR20 (Fu etal., 2014; Lean & Yeo, 2017); asi mismo, nuevas secuencias
de estos genes permitieron adicionar nuevos GR, siendo afiadido el GR23 el afio 2017, en
donde ademas se han implementado nuevos porcentajes de identidad en las proteinas de
los GR ya establecidos, lo que permite diferenciarlos de manera mas precisa. Por
ejemplo, a partir del GR8 se logrd identificar el GR23 (MariaMetal.,2017). En el afio 2020,
un estudio de plasmidos de A. baumannii aumentd el nimero de GR a 33 (Salgado-
Camargo et al., 2020), y el 2021 se afadié uno mas, el GR34. Ambos trabajos utilizaron
un 74% de identidad en la secuencia de ADN (Liu et al., 2021). Estos y otros estudios,
como los publicados por Mindlin et al, en el que se analizan plasmidos presentes en otras
especies del género Acinetobacter, en este caso Acinetobacter lwoffii recuperadas del

permafrost, (Mindlin et al., 2020), y el trabajo publicado por Salgardo-Camargo et al,



donde aplican clasificaciones basadas en GR con variaciones a lo propuesto inicialmente
por Bertini, plantean el hecho de que los plasmidos varian por la pérdida de porciones
significativas, especificamente en plasmidos pequenos o medianos, los que presentan
madulos dif, plantedndose el concepto de “linajes” de plasmidos (Salgado-Camargo et
al., 2020). Los estudios mencionados anteriormente se han desarrollado en un contexto
en el cual la secuenciacion estaba progresando a ser una tecnologia masiva y mejorando
gradualmente las limitaciones al momento de reconstruir un genoma de manera fidedigna
(Lam et al., 2023). Con el desarrollo de nuevas tecnologias y el perfeccionamiento de las
ya existentes hoy en dia, existe informacion suficiente para el planteamiento de nuevas
estrategias de tipificacion y clasificacion de plasmidos, siendo el grupo de Hamidian et al
los que plantean en el afio 2021 un sistema que permite la clasificacidn de los pldsmidos
de A. baumannii basados en comparacion de las secuencias de genes de replicasas (rep)
con una gran base de datos de secuencias recopiladas de GenBank (Lam et al., 2023),
permitiendo una simplificacion en la nomenclatura de los plasmidos de Acinetobacter.
Esta clasificacion propone 3 grandes familias: Rep1, que incluye la informacion de 13
plasmidos disponibles para esta asignacion, la cual originalmente, segun el trabajo de
Bertini, correspondian a los GR14 y GR16 respectivamente, en donde segun la
informacion recopilada por Hamidian et al, fue posible reclasificarlos desde las familias
R1-T1 hastaR1-T6 (Lam etal., 2023). En segundo lugar, se ha descrito lafamilia RepPriCT,
originalmente, al igual que la familia anterior estaba representada por un unico plasmido,
clasificado segtin Bertini et al como GR6 (Aci6). Estos son plasmidos generalmente
relacionados a la diseminacion del gen de carbapenemasa blaoxa-2s. En este nuevo
esquema de clasificacion se analizaron 107 plasmidos correspondientes a esta familia,
de los cuales 97 corresponden a repAci6. Finalmente, la nueva clasificacion incluye a la
familia Rep3, los que corresponden a plasmidos que presentan Aci9, también sefalado
como repM (Dorsey et al., 2006).Esta familia corresponde a la mas abundante, con una

coleccion constituida por 382 secuencias de genes rep, los que se diferencian en 69 tipos



utilizando un 95% de identidad nucleotidica, de los cuales el tipo mas predominantes es
R3-T1. Ademas, estos plasmidos fueron originalmente clasificados como GR2 segln
Bertini et al, siendo actualmente reasignados como R3-T2, denominados como Aci1 yAci2

(Lam et al., 2023).

Secuenciacién y reconstruccion de plasmidos.

La clasificacion de plasmidos basada en el analisis de las secuencias de
replicones o estructuras relacionadas a la replicacién y movilizacién son insuficientes
para caracterizar un plasmido completamente, ya que no consideran estructuras
relevantes de dichos EGMs. El estudio de estas caracteristicas basadas en PCR son
dificiles y lentas, representando un gran problema para el entendimiento de la
epidemiologia de ciertos linajes de plasmidos importantes. , Sin embargo, con el paso de
los afos la secuenciacion, la generacion de bases de datos robustas y curadas, asi como
también la disponibilidad de herramientas bioinformaticas que permiten la anotacion,
ensamblaje y reconocimiento de EGMs desde datos de genomas completos de bacterias

han favorecido de gran manera el estudio de pldsmidos y su caracterizacion.

La metodologia de secuenciaciéon de mayor utilizacién corresponde a técnicas
denominadas de segunda generacion o NGS (del inglés next generation sequencing).Este
tipo de metodologias permiten obtener secuencias de genomas completos de bacterias
con muy bajos porcentajes de error, en donde, de manera general, se encuentran
representadas principalmente por la plataforma Illumina®, que incluye una primera etapa
generacion de la biblioteca, en la cual se fragmenta el genoma bacteriano y luego se

anaden los adaptadores. En una siguiente etapa, ocurre la ligacién del material genético a



la superficie de las celdas mediante los adaptadores unidos anteriormente, y luego,
gracias a la presencia de nucleétidos marcados, comienza un proceso de amplificacion
denominado “amplificacion en puente”. Finalmente, se generan “clusteres” de
secuenciacién en cada una de las celdas, los cuales son analizados para obtener las
secuencias (raw reads), las que corresponden a fragmentos pequefios de ADN bacteriano
secuenciado, luego, estas deben ser ensambladas en “contigs”, los cuales se forman por
la superposicién de los “short reads” generados, produciendo finalmente secuencias
ensambladas que son posible utilizar para andlisis posteriores (Arredondo-Alonso et al.,
2017). El desarrollo de tecnologias de secuenciacion va de la mano con el desarrollo de
nuevas herramientas bioinformaticas que permiten el analisis de la informacion obtenida
de estas metodologias. Especificamente, para el estudio de pldsmidos existen softwares
gue permiten predecir la presencia de plasmidos, tales como como PlasmidFinder o cBair,
o incluso algunas herramientas permiten reconstruir la secuencia completa del plasmido,
como es el caso de Recycler, PlasmidSPAdes, PLACENT o MOB-suite (Arredondo-Alonso
et al.,, 2017; Robertson & Nash, 2018), las cuales son constantemente actualizadas y
comparadas entre si para llegar a una mejor resolucion de la estructura de plasmidos. En
este contexto, MOB-suite corresponde a una herramienta de facil utilizacién, la cual
entrega resultados robustos al momento de predecir la estructura de un plasmido
(Robertson & Nash, 2018). Para determinar la carga genética del plasmido a partir de
datos de secuenciacion, es necesario realizar la anotacion de los genes presentes en los
plasmidos, en donde existen herramientas tales como Bakta (Schwengers et al., 2021) o
Prokka (Seemann, 2014), las cuales utilizan diferentes bases de datos para asignar
correctamente el gen a la secuencia correspondiente, permitiendo hacer un analisis de
los genes de resistencia, genes relacionados con la movilizacién, estabilidad y otros
EGMs (Schwengers et al., 2021; Seemann, 2014). Finalmente, en el analisis de un
plasmido se puede optar por herramientas de visualizaciéon que permitan representar los

genes del plasmido facilitando el entendimiento del contexto genético de ciertos genes



codificados en el plasmido (Grant et al., 2023).

Contodas las herramientas disponibles, tanto la tipificacién basada en la variedad
de secuencias de genes rep propuesta por Lam y Hamidian, sumado a la disponibilidad y
acceso a la secuenciacion de genomas completos y a herramientas bioinformaticas para
para predecir la estructura de plasmidos, es que hoy en dia es posible realizar analisis lo
suficientemente profundos para entender las caracteristicas de linajes de plasmidos de
resistencia de alto riesgo, con la finalidad de mejorar el conocimiento de la evolucién de
la resistencia en Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, el cual es

considerado como un patégeno prioritario por la OMS.

Problema de investigacion.

Finalmente, con los antecedentes planteados Acinetobacter baumannii esta
posicionado como un patégeno critico para el cual es necesario generar y profundizar en
el conocimiento de sus caracteristicas que lo posicionan como tal, esto sumado al
contexto particular de nuestra regién geografica, en la cual se presenta una diversidad en
términos de poblacidon de esta bacteria que difiere a la del resto del planeta hacen
necesario considerar la posibilidad de que estos aislados presenten elementos genéticos
moviles con diferentes caracteristicas las que podrian favorecer a la mantencion y
diseminacion de genes de resistencia a carbapenémicos ademas de otros genes que

podrian favorecer el éxito como patégeno de este tipo de bacterias.



CAPITULO IV: HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL

Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hipotesis

Las carbapenemasas adquiridas del tipo OXA presentes en cepas de
Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos aisladas en Chile, se encuentran

codificadas en plasmidos conjugativos.



Objetivo General

Caracterizar los plasmidos portadores de carbapenemasas adquiridas tipo OXA,

en cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos aisladas en hospitales chilenos.



Objetivos Especificos

1.- Caracterizar los plasmidos portadores de carbapenemasas adquiridas tipo
OXA en cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos aisladas en hospitales

chilenos.

2.- Determinar la capacidad de diseminacion de los plasmidos portadores de
carbapenemasas adquiridas tipo OXA entre cepas de A. baumannii aisladas en hospitales

chilenos.



CAPITULO V: MATERIALES Y METODOS

Cepas de Estudio

Las cepas de A. baumannii incluidas en este este trabajo provienen de procesos
infecciosos en humanos, las cuales se encuentran almacenadas en el biorepositorio del
Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos (LIAA) del departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcion.
Especificamente, las cepas se encuentran almacenadas a -80° C en una mezcla de caldo
de cultivo y glicerol (50% v/v) en relacién 2:1. Se incluyeron 32 cepas, las cuales fueron
aisladas en distintos recintos hospitalarios del pais recuperadas entre los afios 2000 y

2022, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Cepas de estudio

Cepa Ano Regién Hospital
A90-41 1990 Valparaiso H. Valparaiso
A93-03 1993 Biobio HGGB
A97-11 1997 Biobio HGGB

A362 2007 Metropolitana PUC

A375 2008 Metropolitana H. Barros Luco

A353 2009 La Araucania H.R. Temuco

A356 2009 La Araucania H. R. Temuco

H.U. Asistencia

A462 2011 Metropolitana

Publica
A562 2011 La Serena La Serena




A541 2015 La Araucania H. R. Temuco
A559 2015 Conquimbo H. Conquimbo
A675 2016 Los Lagos H. Los Lagos
A676 2016 Los Lagos H. Los Lagos
A658 2017 Metropolitana H. Sotero del Rio
A758 2017 Metropolitana U Asistencia
Publica
A821 2018 Maule H.R. Talca
A865 2018 Maule H.R. Talca
A872 2019 La Araucania H.R. Temuco
A882 2019 Biobio H. Higueras
A888 2019 Metropolitana H. Padre Hurtado
A891 2019 Metropolitana H. Padre Hurtado
A892 2019 Metropolitana H. Padre Hurtado
A906 2020 La Araucania H.R. Temuco
A907 2020 La Araucania H.R. Temuco
A914 2020 Biobio HGGB
A917 2020 Biobio HGGB
A903 2021 Biobio HGGB
A904 2021 Biobio HGGB
A905 2021 Biobio HGGB
A913 2021 Biobio HGGB
A921 2021 Maule H.R. Talca
A922 2021 Maule H.R. Talca

Determinacion de los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos




La determinacion de los perfiles de susceptibilidad a antibidticos de las cepas se
realizd mediante la metodologia de difusién en agar descrita por el Clinical & Laboratory
Standars Institute (CLSI) (CLSI, 2024). Se utilizaron discos de antibidticos (Oxoid Ltd.
Basingstoke, UK) de los siguientes antibiéticos: imipenem (IPM, 10ug), meropenem (MEM,
10pg), cefepima (FEP, 30pg), cefotaxima (CTX, 30pg), ceftazidima (CAZ, 30ug),
levofloxacina (LEV, 5pg), ciprofloxacina (CIP, 5pg), piperacilina/tazobactam (TZP,
100/10pg), ampicilina/sulbactam (SAM, 20ug), gentamicina (GEN, 10ug), amikacina
(AMK, 30pg), sulfametoxazol-trimetoprim (STX, 23,75/1,25ug) y tetraciclina (TET,30ug).

Extraccion de ADN de las cepas bacterianas

La extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de cada cepa se realizé
utilizando la matriz InstaGene™ (Bio Rad®) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Especificamente, la extraccion se realizé a partir de cultivos en placas de agar
tripticasa de soya (Oxoid®), desde donde se seleccionaron 2 o 3 colonias bacterianasy se
resuspendieron en 1 mlde agua estéril. Luego, los tubos se centrifugaron a 10,000-12,000
rpm por un min, se eliminé el sobrenadante, y posteriormente se le adicionaron 200ul de
InstaGene™ Matrix al sedimento, para luego incubar los tubos a 56 °C por 30 min. Una vez
finalizada laincubacion, los tubos se sometieron a agitacion por un vortex por 10 s y luego
se incubaron a 100°C por 8 min. Luego, se sometieron huevamente a un vortex por 10 sy
los tubos se centrifugaron a 10,000-12,000 rpm por 3 min. Finalmente, se almacenaron

los sobrenadantes resultantes -20°C para ser utilizado en los futuros experimentos.

Deteccion de carbapenemasas mediante PCR



La deteccion de carbapenemasas se realizd mediante PCR multiple segun la
metodologia propuesta por Higgins et al. (Higgins et al., 2010), a través de la cual es
posible pesquisar los de genes de blaoxas1 ( producto de 353pb, partidores:
5TAATGCTTTGATCGGCCTTG3' y 5'TGGATTGCACTTCATCTTGGS'), blaoxa-2s (producto
de 501pb, partidores: 5'-GATCGGATTGGAGAACCAGA3' y
5'ATTTCTGACCGCATTTCCAT3'), blaoxa22a (producto de 246pb, partidores:
5'GGTTAGTTGGCCCCCTTAAAS3'y 5’ AGTTGAGCGAAAAGGGGATTS3'), blaoxa-ss (producto
de 599pb, partidores: 5'AAGTATTGGGGCTTGTGCTGS' y
5'CCCCTCTGCGCTCTACATAC3') y blaoxa14s (producto de 149pb, partidores:
5TGGCACTTTCAGCAGTTCCT3' y 5'TAATCTTGAGGGGGCCAACC3') (Higgins et al.,
2010; Woodford et al.,, 2006). Los partidores fueron evaluados de forma individual
utilizando cepas control y posteriormente en formato multiple. Las condiciones de
amplificacién fueron: denaturacién inicial a 94°C por 5 min, luego 30 ciclos de 94°C por
25s, 52°C por 40s y 72°C por 50s, y una elongacion final de 72°C por 6 min. Luego, los
productos de amplificacién fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa
(Lafken, Fermelo Biotec) en geles de agarosa al 1% p/v y visualizados con un

transiluminador UV (UVITEC?®).

Secuenciacién del genoma completo de las cepas bacterianas.



Se seleccionaron 15 cepas portadoras de genes de carbapenemasas adquiridas
de las familias blaoxa-23.ike ¥ blaoxass-ie (8 ¥ 7 respectivamente), fueron secuenciadas
mediante la plataforma Illumina NextSeq en la empresa SeqCenter, ubicada en
Pittsburgh, Estados Unidos, desde donde se obtuvieron las lecturas “crudas” en formato

fastqg (2x151pb) de cada muestra, junto con la informacidn de la calidad de las lecturas.

Ensamblaje del genoma

Los genomas fueron ensamblados de novo. Para esto, se utilizd el ensamblador
Unicycler disponible en la plataforma del Bacterial and Viral Bioinformatics Resource
Center (BV-BRC) (www.bv-brc.org). Los parametros empleados para el proceso de
ensamblaje corresponden a los parametros ofrecidos de manera “default”’o
recomendados ofrecidos por la plataforma BC-BRC, en la cual como principal motor de

ensamblaje se utiliza Unicycler (https://github.com/rrwick/Unicycler), ademas se

considerd el proceso de “Trimming” previo al ensamblaje utilizando TrimGalore (Krueger,
2012), normalizacion de los reads y generando contigs con un minimo de 300pb de largo,
ademas de iteraciones de “Racon y Pilon”, tanto Racon como Pilon consideran los
contigs, las lecturas asignadas a esos contigs y buscan discrepancias en el ensamblaje,
cuando haya una discrepancia, se corrige el ensamblaje de ser necesario, estos
parametros son los recomendados por la plataforma bv-brc.org, en su apartado de

ensamblaje de genomas (https://www.bv-brc.org/app/Assembly?2) (Olson et al., 2023).

Analisis in silico de los genomas bacterianos


https://github.com/rrwick/Unicycler
https://www.bv-brc.org/app/Assembly2

El analisis in silico de los genomas ensamblados se realizé con diferentes
herramientas bioinformaticas con el objetivo de caracterizar los genomas incluidos. En
primer lugar, se determinaron los secuenciotipos (STs) mediante la plataforma PubMLST
(Public databases for molecular typing and microbial genoma diversity,

https://pubmlst.org/) (Jolley et al., 2018). Adicionalmente, se identificaronlos genes de

resistencia mediante CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database,

https://card.mcmaster.ca/home) (Alcock et al., 2023), Resfinder

v4.1(https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/) (Bortolaia et al., 2020), BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Camacho et al,,

2009). Para lo anterior, se utilizé ABRIcate v1.0.1 disponible en la plataforma Galaxy
Australia (https://usegalaxy.org.au/) para analizar los genomas bacterianos (Seemann, T.

(2019). Abricate: https://github.com/tseemann/abricate), utilizando ela base de datos de

NCBI (Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database). Todas estas
plataformas fueron comparadas entre si para verificar los genes de resistencia
encontrados. Adicionalmente, se emplearon diversas bases de datos para la busqueda
de EGM como transposones (Tn) y secuencias de insercion (Is) en ISfinder
(https://isfinder.biotoul.fr/howto.php) (Siguier et al., 2006), asi como también mediante el
uso de bases de datos curadas, tales como MobileOG-db (Brown et al., 2022) la cual est4
disponible en la plataforma de Proksee (Grant et al., 2023) y mediante MobileElement
Finder (Johansson et al., 2021), disponible en la plataforma del Center for Genomic

Epidemiology (CGE) (https://www.genomicepidemiology.org/) (Johansson et al., 2021).

Analisis de plasmidos


https://pubmlst.org/
https://card.mcmaster.ca/home
https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://github.com/tseemann/abricate
https://www.genomicepidemiology.org/

Identificacion de plasmidos

La pesquisa de plasmidos se realizé a partir de los genomas ensamblados
utilizando mediante diversas herramientas bioinformaticas disponibles en la plataforma

Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/). Especificamente, se utilizd la herramienta

MOB- suite versién 3.0.3 (Robertson & Nash, 2018), la que incluye MOB-recon y MOB-
typer para la reconstruccion de plasmidos y la prediccion de movilidad con parametros
recomendados por la aplicacién, en el caso de MOB-recon compara los contigs presentes
en el archivo fasta del genoma completo mediante blast con bases de datos de genes de
relaxasas Yy replicones filtrando en base a su porcentajes de cobertura e identidad,
ademas de generar un score para evitar el solapamiento de diferentes secuencias
seleccionado aquellas que presenten los valores mas altos, los contigs seleccionados de
este proceso son considerados como contigs candidatos para pertenecer a un plasmido,
simultaneamente es pesquisada la presencia de elementos genéticos repetidos como IS
mediante bases de dato como GenBank e ISfinder; finalmente los contigs seleccionados
son agregados en base a comparaciones con bases de datos de plasmidos de referencia
asignando un conting a un unico plasmido o al cromosoma, siendo esta una limitacién
debido a que los genes con multiples copias solo seran asignados a una Unica estructura,
resultado en archivos tipo FASTA, que contienen todos los contigs asignados a un unico
plasmido, por otro lado, MOB-typer tipifica el replicon de manera similar a plataformas
como PlasmidFinder, pero considerando relaxasas, oriT y ademas de proteinas que
cumplan funciones de formacién del par conjugante, clasificando como plasmidos
“conjugativos” a aquellos que presenten al menos un gen de relaxasa y el arsenal de
proteinas del par conjugante (proteinas Tra), por otro lado, categoriza como plasmidos
“movilizables” a aquellos que presenten genes de relaxasas y una secuencia tipo oriT,

pero a diferencia de la anterior clasificacion, estos carecen de las proteinas del par


https://usegalaxy.org.au/

conjugante; finalmente esta herramienta clasifica como “no movilizables” aquellos
plasmidos que no presenten ninguna de las caracteristicas anteriormente mencionadas,
el flujograma de trabajo de estas herramientas se aprecia en anexo 2 (Robertson & Nash,
2018). Resultando en la obtencion de nuevos archivos fasta pertenecientes a las

secuencias de los diferentes plasmidos resueltos por esta metodologia.



Confirmacién de genes de carbapenemasas

Los archivos correspondientes a plasmidos obtenidos del proceso de
“Ildentificacion de plasmidos”, se les aplicara nuevamente la metodologia de busquedas
de genes de resistencia para seleccionar solo aquellos plasmidos que presenten genes
de carbapenemasas, al igual que se hizo con el cromosoma completo segun la
metodologia de “Analisis del genoma” anteriormente descrita. Resultando en la
obtencion de secuencias de plasmidos portadores de carbapenemsas del tipo adquiridas
los cuales seran el eje central de este trabajo a las cuales se les aplicara las siguientes

metodologias.

Analisis, anotacion y visualizaciéon de plasmidos

Anotacion de genes de plasmidos y visualizacién

Los plasmidos estudiados que presentaron carbapenemasas adquiridas del tipo
OXA se anotaron mediante diversas plataformas, tales como Bakta v 1.7.0 (Schwengers
et al.,, 2021) (bakta.computational.bio) (Schwengers et al.,, 2021) Prokka v 1.14.6
(Seemann, 2014). Ademas, se utilizé una base de datos curada especificamente para la
busqueda y anotacion de genes relacionados con elementos genéticos mdviles llamada
mobileOG-db v1.1.2 (Brown et al., 2022). Complementariamente, se utilizé BLAST para

la asignacion del tipo de replicasa presente en estos plasmidos utilizando como



secuencia objetivo los contigs identificados como plasmidos a partir de MOB-recon y
como secuencia “query” se utilizaron las secuencias de replicasas propuestas por Lam
et al (Camacho et al., 2009; Lam et al., 2023). Finalmente, todos los genes anotados
presentes en los plasmidos fueron ordenados y visualizados en la plataforma Proksee

(https://proksee.ca/), (Grant et al., 2023).

Comparacién con plasmidos circularizados

Las secuencias de los plasmidos identificados anteriormente se compararon con
secuencias plasmidicas previamente depositadas en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) y en la base de datos de plasmidos o PLSDB
v2021_06_23_v2 (Galata et al.,, 2019) utilizando BLAST para la comparaciéon de
secuencias. Posteriormente, se compararon los plasmidos de las bases de datos con los
obtenidos en este trabajo mediante las herramientas Easyfig 2.2.2 y Clinker v0.0.23

(Gilchrist & Chooi, 2021; Sullivan et al., 2011).


https://proksee.ca/

Ensayos de conjugacion

Se realizaron ensayos de conjugacion para evaluar la capacidad de movilizaciény
transferencia de los plasmidos portadores de carbapenemasas adquiridas tipo OXA entre
cepas de Acinetobacter baumannii in vitro. Para esto, se seleccionaron 6 cepas de A.
baumannii portadoras de genes de carbapenemasas tipo OXA (A375, A462, A891, A892,
A903y A922), especificamente blaoxa-23Y blaoxa-ss,en plasmidos con genes rep Rp-T1y R3-
T14 respectivamente y 4 cepas de A. baumannii susceptibles a carbapenémicos (ATCC
19606, UCO565, A90-03, A 90-41). Para ambos grupos de cepas se evalud la
concentracién minima inhibitoria (CMI) a imipenem o meropenem y rifampicina, los
cuales corresponden a los antibidticos utilizados en las placas de seleccion, esta

determinacion se realiz6 siguiendo las recomendaciones del CLSI.



Seleccion de cepas receptoras mutantes resistentes a rifampicina

Las cepas receptoras que se emplearon en el ensayo de conjugacion
corresponderan a cepas inicialmente susceptibles a carbapenémicos (imipenem y
meropenem) de la coleccion de cepas del LIAA (CMI menor o igual a 2 pg/ml a
carbapenémicos), especificamente, se usaron 4 cepas de Acinetobacter baumannii
(ATCC19606, UCO565, A93-03, A90-41), a las cuales se les determind la CMI tanto a
rifampicina como a carbapenémicos mediante microdilucién en caldo segun lo
recomendado por el M100 CLSI. En el caso de las cepas que presentaron una CMI baja a
rifampicina se sometieron a un proceso de cultivos sucesivos con concentraciones
crecientes de rifampicina utilizando una microplaca de 96 pocillos con concentraciones
desde 0 a 512 pg/ml de rifampicina (0, 0.5,1,2,4,8,16,32,64,128, 256 y 512), en este
ensayo se empled como inoculo de cada pocillo una re suspension en relacion 1:3 del
pocillo correspondiente a la concentracién mas alta de rifampicina en la que se
evidenciara crecimiento bacteriano (turbidez), es decir, por ejemplo, sila CMl el dia 1 fue
de 4 pg/ml, se inoculd con una solucion de 1:3 del pocillo correspondiente a 2 ug/mly asi

sucesivamente hasta seleccionar cepas que presentaran una CMl elevada al antibiético.

Ensayo de conjugaciéon en medio liquido

El protocolo de conjugacién utilizado consistié en sembrar el par conjugante por
separado en placas de agar nutritivo (Agar LB o Agar tripticasa de soya) por 18-24 h a 37°C.
Posteriormente, se selecciona una colonia de cada cepa y se traspasaron a matraces

Erlenmeyer de 50 ml con 20 ml de caldo LB los cuales se incubaron a 37°C con agitacion



a 170 rpm por 18 h. Adicionalmente, en un nuevo matraz Erlenmeyer con 20ml de caldo
LB se agregaron 500 Jlde la cepa dadoray 100 plde la cepareceptora, para luego incubar
esta mezcla por 18 h a 37°C sin agitacion. Finalmente, se sembraron 100 uldel matraz de
conjugacion en placas de agar Miiller-Hinton suplementadas con 2 yg/ml de meropenem
y 256 pg/ml de rifampicina, las cuales fueron incubadas por 18-24 h a 37°C.
Posteriormente se seleccionan diferentes colonias que hayan crecido en las diferentes
placas y se procedid a realizar un subcultivo en placas de agar LB sin antibiéticos, para
finalmente realizar la extraccion de ADN de estas colonias y confirmar la presencia de
genes de carbapenemasas adquiridas y la relacién genética entre la cepa dadora,
receptoray transconjugante mediante ERIC-PCR para comprobar su isogenicidad (Vila et

al., 1996)

Analisis de resultados de conjugacién mediante ERIC-PCR y PCR

Se emplearon los mismos partidores utilizados en el protocolo de PCR muiltiple
para la busqueda de blaoxa-2s Y blaoxa-ss dependiendo del ensayo de conjugacion, ademas,
se realizaron estudios de ERIC-PCR para el andlisis de relaciones genéticas en las cepas
dadoras, receptoras y transconjugantes. Las condiciones de amplificacion para los
partidores 5'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3' y 5'AAGTAAGTGACTGGGGGTS3' fue una
amplificacion de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 52°C por 1 min y 65°C por 8 min, y una

extension final a 65°C por 16 min (Vila et al., 1996).



CAPITULO V: RESULTADOS

Perfiles de resistencia a los antibiéticos

Se determinaron los perfiles de resistencia a antibiéticos de las cepas incluidas en
este estudio, la cual se realizé mediante el método de Kirby-Bauer. Se obtuvo que 26/32
(81%) cepas fueron resistentes a carbapenémicos (imipenem y meropenem), como se
observa en la Figura 4, siendo estas las seleccionadas para la busqueda de genes de

carbapenemasas tipo OXA.

Perfil de Susceptibilidad

30
25
20
n 15
| il
3 5 l
S A I 1 I P A R P R R I TR AR IR
= IMP '\:/IE FEP CTX CAZ LEV CIP TZP SAM GEN AMK SXT TET
M Resistente 26 26 26 29 28 26 30 30 13 21 20 10 14
Susceptibilidad intermedia 1 0 5 1 2 1 0 0 9 0 3 1 9
M Susceptible 4 5 0 0 0 0 0 0 8 4 7
END 1 1 1 2 2 5 2 2 2 5 14

Antibidticos

Figura 4: Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos de las 32 cepas de A. baumannii.



Identificacion de genes carbapenemasas tipo OXA

La pesquisa de genes de carbapenemasas tipo OXA se realizé mediante PCR-
multiple a todas las cepas no susceptibles a carbapenémicos, las que corresponden a 26
cepas resistentes y una cepa con susceptibilidad intermedia a imipenem y susceptible a
meropenem. De estas, 15 presentaron genes de carbapenemasas adquiridas;
especificamente 8 presentaron blaoxa-2s-ike Y 7 portaban blaoxa-ss-ike. RESpecto al resto de
cepas resistentes (12/27), el mecanismo de resistencia a carbapenémicos correspondid
a la asociacion ISAba1/0OXA-51-like, en el cual la IS favorece la expresion de la
carbapenemasa de la familia OXA-51, lo que otorga un fenotipo resistente a
carbapenémicos. Adicionalmente, las 15 cepas portadoras de OXA adquiridas (OXAad)

fueron secuenciadas en para este trabajo.

Secuenciaciéon del genoma completo y analisis de secuencias

Los 15 genomas de las cepas de A. baumannii portadoras de carbapenemasas
OXAad fueron analizados por diversas plataformas y bases datos como se indica en la
metodologia. A partir de este analisis, fue posible confirmar la portacion de genes de
resistencia, en donde el 100% de las cepas portaba el gen de resistencia a
carbapenémicos encontrado por PCR-multiple, mostrando una congruencia del 100%
entre ambas técnicas. Por otro lado, fue posible identificar la variante de OXA-51 presente
en estas cepas, ademas de la asignacion del ST, correspondiendo a 6 STs diferentes, 5
cepas del ST318, 4 cepas del ST162, 2 cepas del ST1, 2 cepas de ST15, 1 cepade ST109
y 1 cepa de ST876, tal como se muestra en la Figura 5, en donde ademas se agregaron los
datos de fecha de aislamiento y lugar de procedencia, asi como también el resultado del

arbol filogenético de las cepas. Por otro lado, se pudo confirmar la presencia de otros



genes de resistencia a antibiéticos, como genes de resistencia a aminoglucésidos,

sulfonamidas, cefalosporinas y B-lactamicos, entre otros, lo cual se resume en la Tabla

2.

Tabla 3: Genes de resistencia a los antibidticos pesquisados a partir de las
secuencias de los genomas completos de las cepas de estudio.

Cepas Carbapenémicos Aminoglucésidos | Sulfonamidas | Cefalosporinas |Penicilinas Otros
OXA-51- OXAad
like
A-356 blao)(A>51 blaox/.\.23 ant(3")—/ia, bla ADC-234
aph(3')-Via
A-375 blaoxa-e7 blaoxa-ss ant(2")-la,aac(3)- sul2 sat2, catB2,
lie, aph(6)-Id, dfrA1, aadA1
aph(3")-Ib,
ant(3")-lia,
aph(3')-Via
A-462 blao)(A.219 blao)(A.58 ant(3")—lia, blaADC.G
aph(3')-Via
A-559 blao)(A>51 blaox/.\.23 ant(3")—/ia b[a/.\[)c.s
A-562 blaox/\»m blaox/.\.zs ant(3")—/ia b[aADc.s
A-658 blaox,l.\.219 blaox/.\.ss ant(3")—/ia, b[aADc.s
aph(3')-Via
A-758 blaox,l.\.219 blaox/.\.ss ant(3”)-lla, sul2 b[aADc.s blaTEM.1 catA2
aac(3)-lle,
aph(3')-Via
A-872 blaOXA.103 blaOXA.z;; ant(3”)—lia b[aADc.ms
A-891 blaOXA.219 blaOXA.sg ant(3")-lla, b[aADc.s
aph(3')-Via
A-892 blaOXA.219 blaOXA.sg ant(3")-lla, sul2 b[aADc.s blaTEM.1 catA2
aac(3)-lle, aph(3')-
Via
A-903 blaoxa-s blaoxa-23 aph(3')-Via, sul2 blaapc-234 mph(E),
ant(3")-lia, ant(2")- msr(E),floR
la
A-904 blaox/.\.51 blaOXA.zg ant(2”)—la, aph(3')- sul2 b[aADC.234 floR
Via, ant(3")-lla
A-914 blaOXA.51 blao)(A.zg ant(2”)—la, aph(3')— sul2 b[aADc.234 floR
Via, ant(3")-lla
A-917 blaOXA.51 blao)(A.zg ant (2”)-’8, ant(3")— sul2 b[aADc.234 floR
lia, aph(3')-Via
A-922 blaoxa-es blaoxa-ss aac(3)-lie, ant(3")- blaapc-s blarem- msr(E),

lia

mph(E)




Figura 5: Arbol filogenético de las cepas de A. baumannii po|t'g:':_es|doraim(';g| OXA,. ..
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Reconstruccion de plasmidos portadores de OXAad

La busqueda de plasmidos portadores de OXAad en las secuencias de los
genomas de las 15 cepas se realizé mediante MOB-RECON en la plataforma Galaxy

Australia (https://usegalaxy.org.au). Por cada cepa procesada en esta herramienta se

obtuvo como resultado la resolucion de diversos plasmidos descritos en la Tabla 3. De
las 15 cepas portadoras de blaoxa-2s ¥ blaoxa-ss que fueron secuenciadas, solo en 12 se
logré resolver un plasmido portador del gen de OXAad con la correspondiente asignacion
de Rep-type Por otro lado, en todas las cepas estudiadas han sido resueltos otros
plasmidos, en donde los plasmidos portadores de OXA-23 presentan un tamafo
aproximado promedio de 78kb correspondiente generalmente a 9 contigs. Ademas, los

plasmidos portadores de OXA-58 presentaron un tamano aproximado de 19kb


https://usegalaxy.org.au/

correspondientes generalmente a 5 contigs. La cantidad de plasmidos resueltos por el
software varia en cada cepa, siendo aquellas con menor numero de plasmidos las cepas
A356, A462, A658, A914 y A917, con solo 4 plasmidos cada una. También, fue posible
determinar la presencia de multiples plasmidos en una cepa, como en el caso de la cepa
A922, la que presenta 9 plasmidos, tal como se puede apreciar en la Tabla 3.
Posteriormente, se predijo la capacidad de movilizacion de los plasmidos portadores de
blaoxa-23 Y blaoxa-ss, siendo los primeros portadores de relaxasas tipo MOB-F y conjugativos
segun MOB-Typer. En el caso de los plasmidos portadores de blaoxass, €stos portan
relaxasas del tipo MOB-Q y son caracterizados como plasmidos movilizables, sin
embargo, en analisis de genes hecho con la herramienta Bakta (Schwengers et al., 2021)
fue posible pesquisar otros genes relacionados con movilizacién. Especificamente, para
el caso de los plasmidos portadores de OXA-23, esta herramienta reconoce la presencia
de varios genes tra los cuales se pueden apreciar en la Tabla 5. En el caso de los
plasmidos portadores de OXA-58, estos presentan genes relacionados con movilizacion,
especificamente mobC y mobA-moblL, sin embargo, no presentan los genes tra, ademas

de otros genes en comun, los cuales estan resumidos en la Tabla 4.



Tabla 4: Plasmidos detectados in siico presentes en las cepas de A. baumannii portadoras de OXAad.

Cepas Plasmidos resueltos por MOB-RECON
Plasmidos portadores de OXAad Otros plasmidos

lasmid_AB338_A3 lasmid_AE272

A-356 pAB082 A356 OXA23Rp-T1 P - - plasmid_AE271_A356 P - -
56 A356
lasmid_AC969 lasmid_AE2 | plasmid_AF831

A-375 PAC161 A375 OXAS8R3-T14 plasmid_AB0OS plasmid_AB595 2375 ©3 13.705| Plasmid_AD09 | plasmid_AE271 P e 2375 et

plasmid_AD096 . plasmid_AE272

- AC161 A462 OXA58R3-T14 | d_AE271 A462
A-462 pAC161 A462 OXA58R3 e plasmid_ A2E2
AC161 A599
A-559 ND* P R3 3-T14 plasmid_AC715 A599 R3_r3-T13 | plasmid_AE271 plasmid_AE272 plasmid_AE689
A-562 ND* plasmid_AB338 | plasmid_AC161 A562 R3_r3-T14 | plasmid_AE271 plasmid_AE272 plasmid_AH171
A-658 pAC161 A658 OXA58R3-T14 plasmid_ADO096 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-758 pAC161 A758 OXA58R3-T14 plasmid_AC716 plasmid_AD096 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-872 pAB082 A872 OXA23 RP-T1 plasmid_AB114 | plasmid_AC161 A872 R3_r3-T14 | plasmid_AD096 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-891 pAC161 A891 OXA58R3-T14 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-892 pAC161 A892 OXA58R3-T14 plasmid_AC716 plasmid_AD096 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-903 pAB082 A903 OXA23RP-T1 plasmid_AB338 plasmid_AB829 plasmid_AE271 plasmid_AE272
A-904 pAB082 A904 OXA23RP-T1 plasmid_AB338 plasmid_AC715 plasmid_AE272 plasmid_AH171 plasmid_novel_
A-914 pAB082 A914 OXA23RP-T1 plasmid_AB338 plasmid_AE272 plasmid_novel
lasmid_AB338

A-917 PAB0S2 A917 OXA23RP-T1 5\917 g plasmid_AE272 plasmid_novel
A-922 plasmid_novel A922_OXAS8** plasmid_AC239 plasmid_AC239 A922 mphe, plasmid_AD642 |plasmid_AD745 A922 |plasmid_AE271 |plasmid_AE2 | plasmid_AF831 [plasmid_AF9

A922 mphE, msrE msrE A922 mobC mobL repB relE A922 72 A922 A922 72 A922

—ND*: No se encontraron plasmidos portadores del gen de OXAad, **: Pldsmidos sin Rep-type definido por la aproximacién de Hamidian et

al.




Tabla 5: Genes relevantes presentes en los plasmidos OXA-58/R3-T14.

Plasmidos OXA-58/R3-T14

pAC161 pAC161 pAC161
Genes | pAC161A37S|  \c161A462 A658 A758 A891 pAC161 A892
istenci . blaows.se bla
Resistencia blaoxa-ss blaoxass, aph(3)Vla blaoxa-ss blarem, blaoxa-ss XSS TEMED,
, aac(3)-llc
aac(3)-llc
ISAba125, | ISAba125,ISAba3, | onpa125, SAba3, | 'oApal2s, ISAba125,
IS ) ISAba3, . ISAba3, ISAba3,
ISAba3, 1S26 family IS66 . 1S26 family, . .
1S66 famil famil IS26 family, 1S66 famil IS26 family, 1S26 family,
y y 1566 family Y| |se6family | 1566 family
Transferencia/
S MobA-MobL,
movilizacion
Sistemas toxina-antitoxina BrnT/BrnA, proteina de membrana externa TonB y septicolisina, proteinas
- de unidn ADN, Csp (del inglés “Cold Shock Protein”), Transposasas, toxina-antitoxina HigBA, familia de
Estabilidad . S
proteinas NadS, regulador transcripcional AraC1, LysE




Tabla 6: Genes de resistencia, secuencias de insercion (IS) y genes relacionados con
conjugacion presentes en los plasmidos OXA-23/RP-T1

Plasmidos OXA-23/Rp-T1

Genes pAB082 A356 | pAB082 A872 | pAB082 A903 | pAB082 A904 | pAB082 A914 | pAB082 A917
blaoxa-23,
Genes de resistencia blaoxa-23 blaoxa-2s aph(3’)-Via, blaOXA_Bf blaOXA_zg" pnts) blaomzaf
ant (2°)Ia aph(3) Via Via aph(3) Via
IS 1S17, 1S26, ISAba17, IS A‘Zi?’% 1S26, 1S26, ISAba17, IS A{Sazi’%
ISAba125 1S26 ISAbal7 ISAba17 ISAba125 ISAba17
Genes
Tra traA, traD, traE, trakK, traB, traV, traC, traW, traU, traN, traF, traH, traG
Conjugacion/
transferencia Relaxasa Relaxasa Relaxasa Relaxasa Relaxasa rersgz( as:T
recD2, pilT, recD2, pilT, recD2, pilT, recD2, pilT, recD2, pilT, Trb,Cp ’
Otros TrbC, noc TrbC, noc TrbC, noc TrbC,noc | TrbC, noc/parB noc/pa’rB
regulador regulador regulador regulador regulador regulador

transcripcional

transcripcional

transcripcional

transcripcional

transcripcional

transcripcional




Anotacion y visualizaciéon de plasmidos

Se realiz6 la anotacidn de genes presentes en los contigs asociados a plasmidos
por parte de MOB-Recon. Estos fueron anotados mediante Bakta (Schwengers et al.,
2021), Prokka (Seemann, 2014) y NCBI, en donde los contigs anotados se visualizaron
mediante la plataforma Proksee (Grant et al., 2023). Los plasmidos caracterizados se
encuentran representados en las Figuras 6-17, en donde es posible observar de mejor
manera el contexto genético en el que se encuentran insertos los genes de resistencia a
carbapenémicos (blaoxa-23 ¥ blaoxa-ss) ademas de otros genes de resistencia. En todos los
plasmidos generados podemos encontrar IS generalmente flanqueando a los genes de
blaoxa-23 ¥ blaoxa-ss siendo estas principalmente IS17 y ISAba17 para OXA-23y ISAba125,
ISAba3y 1S26 para OXA-58.



Plasmidos portadores de OXA-58 y replicasa R3-T14

BrnT family toxin
Toxin-antitoxin S){Ste;ﬂ, antitoxin component

OXA-58

putative TonB-dependent receptor
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integration/excision
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Figura 6: plasmido portador del gen blaoxa-ss de la cepa A375

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibioticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido R3-T14. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y
escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 7: plasmido portador del gen bla...ss de la cepa A46
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BrnT family toxin
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156 family transposase IS26

putative TenB-dependent receptor

hypothetical protein,
_——Septicolysin
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Ml replication/recompination/repair 1566 family transposase ISPre3

integrationfexcision
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Figura 8: plasmido portador del gen blaoxa-ss de la cepa A658
CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibioticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido R3-T14. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacion. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y
escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacién
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Figura 9: plasmido portador del gen bla.x..ss de la cepa A758

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a antibidticos
confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de replicasa presente
en el plasmido R3-T14. (Basado en Hamidian et al). Genes de transferencia (Azul): genes
relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes relacionados con estabilidad,

transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integraciéon y escision. (Violeta): Genes de
replicacién y recombinacion
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Figura 10: plasmido portador del gen blaoxa-ss de la cepa A891

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibidticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido R3-T14. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y

escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacién
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Figura 12: Comparacion de plasmidos portadores de OXA-58 A cada gen se le asigné un
color diferente solo para facilitar la visualizacién, las barras de color verticales indican
identidad sobre un 80%. La linea negra horizontalindica la secuencia de ADN de un contig,
la cual cada. La figura fue realizada mediante Clinker v0.023.

Los 6 plasmidos portadores de la carbapenemasa OXA-58 presentan una
estructura similar, pudiendo encontrar en cada uno de ellos sistemas toxina-antitoxina
como BrnT/BrnA, y HigB, ademas de presentar el receptor TonB relacionado con la
virulencia de A. baumannii, y septicolisina una toxina relacionada con la formacion de
poros (Abdollahi et al., 2018). Por otro lado, todos estos plasmidos presentan variantes
de Mobg,los cuales corresponden agenes relacionados con la capacidad de transferencia
del plasmido (Mindlin et al., 2020). En cuanto a genes de resistencia, dos de los pldsmidos
son portadores de TEM-1 y un Unico plasmido es portador de Aph(3)6a como se puede
apreciar en la Figura 12. El gen blaoxs23 se detectéd en los extremos de los contigs
analizados, no fue posible realizar una caracterizacion completa del entorno genético

asociado a este gen.
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Plasmidos portadores de OXA-23 y replicasa RP-T1
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Figura 13: Plasmido portador del gen blaoxa-2; de la cepa A356

M stability/transfer/defense

(Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibiéticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y

escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 14: Plasmido portador del gen blaoxa-2; de la cepa A872
CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a

antibiéticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y
escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 15: Plasmido portador del gen blaoxa-2; de la cepa A903

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibidticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y

escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 16: Plasmido portador del gen blaoxa-2; de la cepa A904

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a antibiéticos
confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de replicasa presente
en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de transferencia (Azul): genes
relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes relacionados con estabilidad,
transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracién y escision. (Violeta): Genes de
replicacién y recombinacion.
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Figura 17: Plasmido portador del gen blaoxa-2; de la cepa A914

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibiéticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacion. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y
escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 18: Plasmido portador del gen bla,x..; de la cepa A917

CDS (Verde): genes anotados por Prokka y Bakta, CARD (Rojo): genes de resistencia a
antibioticos confirmados. BLAST (Rosado): alineamiento de la secuencia de la variante de
replicasa presente en el plasmido RP-T1. (Basado en Hamidian et al). Genes de
transferencia (Azul): genes relacionados con movilizacién. (Verde azulado): genes
relacionados con estabilidad, transferencia y defensa. (Amarillo): genes de integracion y
escision. (Violeta): Genes de replicacion y recombinacion.
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Figura 19: Comparacion plasmidos portadores de OXA-23. Comparacion de los genes presentes en los plasmidos
portadores de carbapenemasas OXA-23 de las cepas de estudio, analisis realizado en Clinker v 0.0.23. A Cada gen se le asigno
un color diferente solo para facilitar la visualizacion, las barras de color verticales indican identidad sobre un 80%. La linea negra
horizontal indica la secuencia de ADN de un contig, cada contig esta separado por la separacion de la linea negra continua. A:

primera parte de la comparacion de plasmidos. B: continuacién de la primera parte de los plasmidos.



Los plasmidos portadores del gen blaoxa2s, @ diferencia de los plasmidos
portadores de blaoxa-ss, presentan un tamafo mayor, esto debido a la presencia de un gran
conjunto de genes tra relacionados con el proceso de conjugacion los cuales en todos los
plasmidos se agrupan en el contig de mayor tamafo, tal como se puede apreciar en la
Figura 19A. Dicho contig ademas presenta otros genes relacionados con la conjugacion
como genes de relaxasas y resolvasas. Por otro lado, como se puede apreciar en la Figura
19B, el gen de OXA-23 se encuentra en un extremo de un contig, acompanado delgen que
codifica para el transportador EamA. En dicho contig también podemos encontrar genes
como ParA/ParB que corresponden a sistemas de segregacion o mddulos de particion, y
un gen de resistencia a telurito (TelA). En contigs mas pequefos se puede apreciar la
presencia de transposasas relacionadas con secuencias de insercion, tales como I1S66, y
al igual que en los plasmidos portadores de OXA-58, se puede apreciar la presencia de
TonB y septicolisina ademas de componentes de sistemas toxina-antitoxina como Brn.
En este caso, 4 de los plasmidos presentan otro gen de resistencia, aph6a, el cual esta
aislado en Unico contig pequefo, posiblemente flanqueado por IS, las cuales
generalmente también estan aisladas en un Unico contig como en este caso ocurre con

IS6 e 1S30.

Seleccion de cepas mutantes de A. baumannii resistente a rifampicina.

El proceso de seleccidn de cepas de A. baumannii resistentes a rifampicina tuvo
una duracién 4 semanas, en las cuales se realizaron diversos cultivos de las 4 cepas a
evaluar (ATCC19606, UCO565, A93-03, A90-41). Los resultados se presentan en la Tabla
6, en la cual se muestran los resultados de la determinacion de la CMlI para rifampicina de
las cepas susceptibles a carbapenémicos que podrian ser utilizadas como receptoras. En

este caso se realizaron 5 subcultivos sucesivos donde la cepa UCO-565 aument6 su CMI



de 2 pg/mL a 2512 pg/mL en el subcultivo nimero 5. Este procedimiento se hizo por

duplicado, coincidiendo los resultados al subcultivo 5, en donde esta cepa fue la Unica de

las 4 que después de diversos ensayos aumenté considerablemente su CMl arifampicina,

por lo que UCO-565 resistente a rifampicina (UCO565M) fue la cepa receptora utilizada

en los ensayos de conjugacidn. Adicionalmente, UCO565M presento una CMl aimipenem

<0,5 pg/mL.

Tabla 7: Niveles de resistencia a rifampicina de las cepas de Acinetobacter baumannii

receptoras utilizadas en este trabajo.

Cepas C::;a s1 s2 s3 sS4 S5 fﬁ:l'
Receptoras (ng/mL) (ug/mL) | (ug/mL) | (pg/mlL) | (pg/mL) | (pg/mL) (ug/mL)
UCO 565 5 4 2 4 16 2512 2512
ATCC19606 5 <0,5 1 2 4 2 2
A93-03 5 4 4 4 4 4 4
A90-41 4 4 4 4 4 4




Seleccion de cepas dadoras

Tabla 8: CMI a rifampicina de las cepas de A. baumannii dadoras productoras de OXAad.

CMla
Cepa rifampicina

(ng/mL)
A375 32
A462 <0,5
A891 32
A892 64
A903 4

CMI: concentracion minima inhibitoria.

Ensayo de conjugacion.

Con las cepas dadoras ya seleccionadas (A462 y A903) y la cepa mutante
UCO565M como cepa receptora, se procedio a realizar el ensayo de conjugacion en
medio liquido detallado en la metodologia. De este protocolo se realizaron multiples
ensayos con los pares conjugantes A462/UC0O565M y A903/UCO565M. En este ensayo
se obtuvo como resultado la seleccién de miltiples colonias en las placas de seleccién,
especificamente 14 colonias las cuales se sembraron en placas de agar LB sin antibiético
para posteriormente hacer extraccion de ADN y la confirmacidn de la presencia de genes
de carbapenemasas, asi como también la relacidn genética mediante ERIC-PCR. Al

respecto, se puede apreciar que la colonia A3-3 es la unica que presentd una banda



correspondiente al gen de blaoxs-23 (Figura 20), la cual mediante el resultado de Eric-PCR,
se comprueba que no corresponde a una colonia de una posible cepa dadora resistente a
rifampicina, si no que esta colonia portadora del gen de carbapenemasa corresponde
segun su perfil de bandas a una cepa receptora que ha adquirido dicho gen de resistencia

como se evidencia en la Figura 21.

M A3-1 A32 A33 A3-4 B3 B32 *B33 (31 C3-2 A2-1 A2 B2-1 C2°-1 ‘B2-2 051 0-23 024 058 ()

Figura 20: Gel de agarosa de PCR miuiltiple para deteccién de OXA Adquirida

En la figura se puede apreciar productos de PCR de las colonias seleccionadas en las
placas de seleccién. M: marcador de peso 100pb . 0-51: Control positivo para OXAAb. O-
23: Control positivo OXA-23. 0-24: Control positivo OXA-24/40. 0-58: Control positivo
OXA-58. C (-): Control negativo cepa ATCC 43300
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Figura 21: ERIC-PCR de cepas seleccionadas en placas con rifampicina e imipenem.

En lafigura se puede apreciar el resultado de ERIC-PCR de las colonias seleccionadas en
las placas de seleccion, a las cuales se les realizo extraccion de ADN y posteriormente el
protocolo de PCR, el resultado es un patrén de bandas caracteristico de cada colonia. M:
Marcador de peso 1kb. R: Cepa UCO565M receptora. A462: Cepa dadora portadora de
OXA-58. A903: Cepa dadora portadora de OXA-23. C(-): Control negativo, muestra sin
ADN bacteriano.



CAPITULO VI: DISCUSION

Perfiles de resistencia y secuenciaciéon

Los porcentajes de resistencia a carbapenémicos que presentan las cepas de
estudio no es un reflejo de la realidad nacional, esto debido a que las cepas estudiadas
corresponden a cepas de interés cientifico, por lo que presentan perfiles de resistencia a
antibiéticos elevados, por ejemplo, para el caso de antibiéticos carbapenémicos un 80%
aproximadamente de las cepas resultaron ser resistentes. Sin embargo, las instituciones
nacionales encargadas de informar la realidad nacional, ISPCh y el MINSAL, presentaron
en su Ultimo boletin de resistencia que las cepas A. baumannii aisladas de procesos de
infecciones asociadas a atencién en salud presentan aproximadamente un 46 % de
resistencia a carbapenémicos durante el ano 2020 (Instituto de Salud Publica Chile,
2022). Por otro lado, el grupo colaborativo de resistencia antimicrobiana de la Sociedad
Chilena de Infectologia (SOCHINF), el cual recopila datos de mas de 50 centros de salud,
informa que el porcentaje de susceptibilidad a carbapenémicos en cepas de A. baumannii
es cercano al 30 % entre el 2019y el 2021 (Instituto de Salud Publica Chile, 2022), siendo
esta informacién la mas cercana a la realidad, sin embargo, en nuestro grupo de cepas de
estudio se incluyeron aislados provenientes de los ultimos anos, los cuales podrian ser

reflejo de los cepas que estan circulando en diferentes centros médicos del pais.



Por otro lado, las 27 cepas analizadas en este estudio fueron consideradas para
secuenciacion debido a no ser susceptibles a carbapenémicos, especificamente 26
resistentes y 1 cepa con susceptibilidad intermedia a imipenem, de las cuales 15
presentaron en su genoma genes que codifican para carbapenemasas tipo oxacilinasas
adquiridas (OXAad), de éstas, 8 cepas presentaron portacion de blaoxa2s (30%) y 7
aislados blaoxa-ss (26%). En el caso del mecanismo de resistencia a carbapenémicos de
las 12 cepas que no presentaron OXAad portaban el arreglo genético ISAba1/blaoxa-51 tike
(44,4 %), enn donde dichos resultados coinciden por lo descrito previamente por Opazo-
Capurro etal. (Opazo-Capurro etal., 2019). Sin embargo, nuestros resultados difieren con
los del trabajo antes mencionado con relacién a la distribucion de mecanismos de
resistencia en cepas correspondientes a los IC considerados de relevancia global, siendo
el principal mecanismo de resistencia la presencia de carbapenemasas de la familia OXA-
23 (Miller et al., 2023). Adema3s, las cepas de esta tesis presentan otros genes de
resistencia de interés, como lo son genes de resistencia a aminoglucésidos (ant(3")-lla,
aph(3')-Vla, ,aac(3)-lle, aph(6)-Id, aph(3")-lb, ant(3")-1la), que corresponden a enzimas
altamente descritas en cepas de A. baumannii, y generalmente relacionadas a elementos
genéticos méviles como transposones y plasmidos (Naderi et al., 2023; Rashvand et al.,
2021). En este sentido, en algunas de las cepas estudiadas en este trabajo se pesquiso la
presencia de otros genes de resistencia, especificamente a sulfonamidas (gen sul2)
(Hamidian et al., 2016) el cual ha sido descrito en elementos genéticos moviles. Ademas,
las cepas presentaron otros genes de resistencia a B-lactdmicos, como blaapc-234, blaaoc-s
y blaanc0s, l0s cuales son considerados genes intrinsecos, ya que se encuentran
generalmente codificados en elcromosoma. En el caso del gen blarem-1, este normalmente
se encuentra relacionado a elementos genéticos moviles, el cual fue pesquisado en 3 de
las cepas de estudio. Es importante destacar que estegen ha sido relacionado con

resistencia a antibiéticos como sulbactam (Krizova et al., 2013; Kyriakidis et al., 2021).



Epidemioldgicamente, as cepas secuenciadas correspondieron a 6 STs diferentes
basados en el esquema del Instituto Pasteur disponible en la base de datos PubMLST, los
cuales correspondieron a los ST109, ST162, ST1, ST15, ST318 y ST876, de los cuales, 7
cepas corresponden a ST pertenecientes alIC4 (2 delST15y5del ST318),5al ST162, una
cepa correspondiente al ST1, una cepa correspondiente al ST109 y una cepa
correspondiente al ST876, los cuales no corresponden a los clones internacionales (IC)
de mayor relevancia (IC1 e IC2), con excepcién de una Unica cepa perteneciente al
ST1(IC1), lo cual no solo se ha descrito en Chile, sino que también en otros paises de
Latinoamérica, lo que representaria una diferencia evidente en la estructura poblacional
en comparacion con los aislados europeos y del resto del mundo, sugiriendo que el
estudio de cepas de A. baumannii resistente a carbapenémicos requiere enfoques locales
gue busquen entender las caracteristicas propias de las cepas circulantes en nuestro

territorio (Hamidian & Nigro, 2019; Opazo-Capurro et al., 2019; Shelenkov et al., 2023).

La diversidad de IC en Latinoamérica es mucho mayor que en el resto de regiones
del mundo segun los estudios publicados por Miiller et al, en donde en un anélisis de 313
aislados de ABRC de 47 paises demostraron que existe una mayor diversidad de IC en en
nuestra region en comparacion con el resto del mundo, evidenciando la predominancia
del IC5 (54 %) frente al resto de clones y presentando similitud en cuanto a los
porcentajes de diversidad entre el IC1(11.8 %),IC2 (10,5 %), IC4 (5,4 %), IC6 (4 %), IC7
(10,5 %) y sin IC(4 %) (Muller et al., 2023),. Por otro lado, se ha determinado en algunos
estudios la predominancia del IC5 (ST79), altamente prevalente en Brasil, cuyas cepas se
encuentran altamente relacionadas con el gen blac.-72, la cual no fue encontrada en las
cepas de este estudio. Adicionalmente, es relevante considerar laimportancia de alguas
cepas pertenecientes a STs que no son considerados dentro de los principales IC, como
lo es el caso del ST162, al cual pertenecen varias cepas de este trabajo, en donde este

grupo en particular fue inicialmente descrito en Corea del sur (Lee et al,, 2012), y



posteriormente aislado en Brasil, siendo considerado como uno de los clones principales
aislados en América del Sur junto con el ST15y el ST79 (Brito et al., 2022; Chagas et al.,
2014; de Azevedo et al., 2019). Estos resultados confirman la particular epidemiologia de
las cepas de Latinoamérica, en donde los principales IC de distribucién global (IC1-3) no

son los que predominan.

Respecto a lo mencionado anteriormente, es importante considerar que las cepas
estudiadas corresponden a cepas aisladas en diferentes ciudades de Chile y en diferentes
periodos de tiempo, tal como se puede apreciar en la Fig. 4, lo cual puede representar de
mejor manera la epidemiologia de ABRC en el pais. Ademas, es importante considerar la
condiciones socio-econdmicas, de desarrollo y geograficas de los paises que contribuyen
a la informacion disponible y con la que se contrastan los resultados obtenidos, debido a
que las bases de datos globales presentan mayor cantidad de genomas provenientes de
paises con mayores recursos para la investigacién, con lo cual se genera la
sobreestimacion de ciertos clones particulaes, como por ejemplo, un gran porcentaje de
los genomas disponibles en PubMLST (genomas de A. baumannii a la fecha 12.392)
corresponden al IC2, en donde la mayoria de los genomas corresponden a aislados
obtenidos en paises como Estados Unidos, China, y Australia (Hamidian & Nigro, 2019;
Jolley et al., 2018), por lo que la relevancia de estos IC estd condicionada a la realidad de
dichos paises. Como se puede apreciar en este y otros trabajos, esta situacion no
representa la realidad en paises latinoamericanos, lo que produce la subrepresentacion

de ciertos clones particulares.



Reconstruccion y caracterizacion de plasmidos.

La reconstruccion de los plasmidos en las cepas portadoras de las
carbapenemasas blaoxa-23Y blaoxs-ss realizada mediante MOB-Recon, evidencié que estas
cepas presentan de a 4 a 9 tipos de plasmidos diferentes. Lamentablemente, debido a la
técnica de secuenciacion utilizada, es dificil estimar el nUmero de copias de cada uno de
estos plasmidos; sin embargo, esta metodologia permitié reconstruir los pldsmidos
responsables de transportar los genes de carbapenemasas en 12 de las 15 cepas
secuenciadas. Por otro lado, una de las grandes limitantes de la reconstruccion de
plasmidos a partir de esta metodologia es el hecho de que durante el proceso de
secuenciacion el genoma bacteriano sufre una fragmentacién inicial y posterior
ensamblaje, lo que no permite obtener la secuencia continua ni del cromosoma ni de los
plasmidos presentes, sino que se obtienen fragmentos de diferentes tamafos (contigs),
por lo que se dificulta predecir la configuracién y el orden en los que estos se agrupa. Sin
embargo, con el uso de herramientas bioinformaticas especificas, como Mob-Recon, es
posible reconocer un alto porcentaje de los genes presentes de origen plasmidicos,
siendo esta una limitante en todas las metodologias en las que se utilicen resultados de
técnicas de secuenciacion en los cuales el genoma bacteriano sufra un proceso de

fragmentacion (Arredondo-Alonso et al., 2017; Robertson & Nash, 2018).

Considerando la limitacion anteriormente sefnalada, la caracterizacion de los
plasmidos presentes en las cepas secuenciadas en este trabajo inicia con la clasificacién
de las variantes del gen rep presentes en los plasmidos, evidenciando una clara diferencia
entre aquellos que portan el gen blaoxa-23y los que portan el gen blaoxa-ss, correspondiendo

al tipo RP-T1 y R3-T14, respectivamente. Por otro lado, los plasmidos RP-T1/0OXA-23



fueron pesquisados en cepas pertenecientes principalmente al ST162 (5/6),y una cepa
perteneciente al ST876, el cual ha sido escasamente reportado, en donde, segun la
informacion disponible en PUbMLST, este ST se ha descrito en Japdn, Jordania y Arabia
Saudita. En el caso de las cepas pertenecientes al ST162, cuatro de ellas fueron aisladas
en Concepcion entre los anos 2010-2022, mientras que una de ellas fue aislada en
Temuco (A356) el ano 2009, por lo que es posible que este plasmido (RP-T1/0OXA-23)
podria estar movilizando la carbapenemasa OXA-23 en este ST desde hace mas de una
década. Por otro lado, los plasmidos R3-T14/0OXA-58 fueron pesquisados en cepas
provenientes principalmente de Santiago y del ST 318,;sin embargo, una de estas cepas
pertenece al ST109 (A375) la cual fue aislada el ano 2008, mientras que el resto fueron
aisladas entre el afio 2010 y 2020, lo que al igual que en los plasmidos RP-T1, podria
evidenciar la efectividad de estos plasmidos para mantener y diseminar genes de

resistencia como blaoxa-23 Y blaoxa-ss.

Plasmidos blaoxa-23/RP-T1

Segun la metodologia de tipificacion planteada por Bertini et al., estos pldsmidos
son clasificados como Aci6 (GR6) (Bertini et al., 2010),en donde estos poseen un médulo
de transferencia dotado de una serie de genes necesarios para realizar el proceso de
conjugacién, por lo que se clasifican como conjugables o auto transmisibles.
Especificamente, esta maquinaria consiste en la presencia de diversos genes que
codifican para las proteinas Tra (TraA, TraD, TraE, TraK, TraB, TraV, TraC, TraW, TraU,
TraN, TraF, TraH, TraG), en donde estos han sido pesquisados en otros pldsmidos, como
los plasmidos pertenecientes al linaje 1 descrito por Salgado et al. (Salgado-Camargo et
al., 2020). Estos genes se encuentran relacionados con la formacién del sistema de

secrecion tipo 4 (T4SS) y con proteinas relacionadas con la conjugacion, los cuales han



sido previamente reportados en plasmidos RP-T1 (GR6 Aci6) (Liu et al.,, 2014).
Adicionalmente, estos plasmidos presentan algunos genes relacionados a médulos de
particion, especificamente presenta el gen de la ATPasa ParAy ParB una proteina de union
a centromero,las cuales generalmente se organizan en un operoén, estando relacionadas
con plasmidos de alto peso molecular de bajo nimero de copias (Bignell & Thomas, 2001;
Salgado-Camargo et al., 2020). Ademas, estos plasmidos presentan una citolisina
denominada septicolisina, la que corresponde a una toxina formadoras de poros, (Rosado
et al.,, 2008), la cual se encuentra cercana al gen del receptor TonB el cual se ha
relacionado con la adquisicion de hierro en cepas de A. baumannii. En este sentido,
algunos trabajos en los que se comparan cepas portadoras y cepas mutantes con
ausencia de este gen, se pudo evidenciar el rol que cumple este receptor dependiente de
cobre en la virulencia de A. baumannii, relacionado con la disminucion en la formacion de
biopeliculas y capacidad de adherencia (Abdollahi et al., 2018; Dorsey et al., 2003). Esta
combinacién de genes ha sido pesquisada en una gran cantidad de plasmidos de A.
baumannii portadoras de carbapenemasas tipo OXA (Acosta et al., 2011; Hujer et al.,
2017). Adicionalmente, préximo a estos genes también se ddescriben algunos sistemas
toxina-antitoxina (TA). Especificamente, los sistemas del tipo Il como RelE/ParE y
BrnT/BrnA, sistemas relacionados con la respuesta al estrés y estabilizacién, los cuales
han sido pesquisados en cepas relacionadas con brotes intrahospitalarios (Jurenaite et

al., 2013; Makke et al., 2020).

Con respecto a los genes de resistencia, estos plasmidos ademas de ser
portadores del blaoxa-23, 4 de ellos portaban el gen aph6a (resistencia a amikacina), el cual
se encuentra ampliamente descrito en A. baumannii generalmente relacionado al
TnAphAB6, en el cual este gen es flanqueado por dos copias de ISAba725 (Hamidian & Hall,

2014). Lamentablemente esta estructura no se pudo pesquisar en esta configuracion



debido a que en los plasmidos portadores de aph6a este se encontraba como Unico gen
en un contig, al igual que en el caso de las copias ISAba 125, lo que podria sugerir que esta
estructura si estad presente en los pldsmidos y por las limitaciones de la técnica de
secuenciacion y de analisis de las secuencias esta no pudo ser reconstruida en su
totalidad. Al igual que el contexto genético que flanquea al gen blaoxa-2; es dificil de
predecir, ya que si bien no se encuentra como uUnico gen en un contig, este se ubica en un
extremo, posiblemente relacionado al igual que el caso anterior con la presenciade IS que
flanquean al gen, dando origen a transposones altamente relacionados a este gen, como
lo son el Tn2007 yTn2008. Con el fin de confirmar esta informacion, posterior a la
metodologia empleada en este trabajo, se analizé el extremo del contig portador de la
carbapenemasas en Mobile Element Finder disponible en la plataforma del Center for

Genomic Epidemiology (https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/), la cual

permitié confirmar que en este contig se pueden encontrar truncados tanto el Tn2007
como Tn2008 dependiendo del plasmido, siendo el primero mas prevalente
encontrandose en los contig portadores de OXA-23 en 4 de los 6 plasmidos, presentando
sobre el 99% de identidad en la secuencia encontrada y cobertura del 49%. Por otro lado,
en uno de estos plasmidos, especificamente el perteneciente a la cepa A872-ST876, no

se encontré ningun transposon en las secuencias correspondientes al plasmido.

Por otro lado, segun la clasificacion Rep-type, Rp-T1 corresponde al tipo de
plasmidos mas abundantes, presentando una estructura genética predominante
representada por el plasmido Pacicu2 (Numero de acceso a GenBank CP031382.1). Al
respecto, y en concordancia con los autores del método de tipificacion basada en Rep-
type, un alto porcentaje de estos plasmidos son portadores de la carbapenemasas OXA-
23 en las cepas estudiadas, y son clasificados como plasmidos pandémicos ya que se
han pesquisado en diferentes STs e IC, especificamente en IC1, IC2, ST10, ST15, ST25,

ST79, ST622 y ST162. Estos resultados son congruentes con publicaciones previas, en


https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/

donde diversas cepas del ST162 portan plasmidos Rp-T1 (RepAci6) portando el mismo
tipo de carbapenemasa (OXA-23) relacionada a los transposones Th2007y Tn2008 (Brito
etal., 2022; Lam & Hamidian, 2024).

Plasmidos blaoxa-ss/R3-T14

Los plasmidos pertenecientes a la superfamilia Rep3 son los mas abundantes en
el esquema de clasificacion basado en la tipificacidon de la variante del gen rep. En este
grupo, los tipos mas abundantes son los T1-T4, los cuales segun los esquemas
planteados por Bertini et al, corresponderian a GR2 Aci1 o Aci2; sin embargo, los
plasmidos resueltos en este trabajo pertenecieron a una variante de menor frecuencia,
R3-T14, la cual inicialmente fue descrita en una cepa aislada en Australia, cuyos
plasmidos fueron incluidos en la base de datos para la clasificacién. Interesantemente,
diversos estudios posteriores, los cuales incorporan cepas provenientes de otras
regiones, incluyendo Latinoamérica, también presentan plasmidos de este grupos, tanto
en plasmidos portadores de carbapenemsas como en plasmidos no portadores. Por otro
lado, similar a los pldsmidos RP-T1, los plasmidos R3-T14 presentan una distribucion
entre los diferentes IC, pero una mayor frecuencia en los pertenecientes al IC4 e IC5 (Lam

etal.,, 2023; Lam & Hamidian, 2024).

Respecto a su capacidad de movilizacion, estos plasmidos a diferencia de los
anteriormente mencionados, no poseen un amplio médulo de transferencia por lo que
tedricamente se clasifican como movilizables, es decir, requieren de la presencia de otro
plasmidos colaborador que aporte con el arsenal genético que constituye el sistema de
secrecion necesario para su transferencia, los plasmidos R3-T14 reconstruidos en este

trabajo presentan proteinas de movilizacién reconocidas por las bases de datos utilizadas



como MobA-MobL los cuales codifican para relaxasas, enzimas claves para el proceso de
movilizacién, las cuales reconocen el origen de transferencia (oriT), catalizando en una
primera instancia la escision del oriT para preparar la hebra de ADN que se transferira
desde la célula donadoray finalmente en la célula receptora catalizara la ligadura final del
ADN transferido y asi reconstituyendo la estructura del plasmido (Smillie et al., 2010). Por
otro lado, estos plasmidos son considerablemente mas pequenos que los plasmidos RP-
T1, con un tamano aproximado de 18000pb, lo que los clasifica como plasmidos
pequefios (menos de 20kpb), esto debido principalmente a la ausencia de los genes
relacionados con la conjugacion, sin embargo, estos presentan similitudes en cuanto a la
presencia de genes como el arreglo genético TonB/Septicolisina anteriormente
mencionado, asi como también genes relacionados con virulencia y produccion de
biopeliculas, ademas de presentar los sistemas toxina-antitoxina BrnT/BrnA y HigB, los
gue corresponden a los sistemas TA mas comunes en plasmidos de A. baumannii
cumpliendo funciones de ribonucleasas y reguladores transcripcionales en situaciones
de estrés tales como procesos infecciosos, deficiencia de hierro y presencia de

antibioticos (Armalyte et al., 2018).

Respecto a los genes de resistencia, algunos de estos plasmidos ademas de ser
portadores de la carbapenemasa OXA-58 transportan otros genes de resistencia.
Especificamente, dos plasmidos son portadores de blamwem-1, mientras que un plasmido
presenta el gen aph6A. Desafortunadamente, estos genes, al igual que en los pldsmidos
RP-T1 reconstruidos en esta tesis, se ubican aislados en un unico contig, lo cual dificulta
el entendimiento de su entorno genético, sin embargo, al realizar un analisis posterior a la
reconstruccion de los plasmidos mediante Mobile Element Finder encontramos que
dichos contig ademas de portar el 100% del gen blawem-1 también presenta un 93% de
cobertura del gen aac(3)-lla, esto debido a, como se aprecia en la Figura 12, este contig

presentaba una region de la secuencia que no codificaba a ningun gen, esto posiblemente



debido a los parametros empleados en la anotacién, pero los cuales fueron modificados
mediante el uso de MEF. Por otro lado, fue posible detectar la presencia de IS6 (1S26) junto
con blawem-1 ¥ @ac2a, lo que podria significar que estos plasmidos sean portadores del
transposén Tn6925, el cual corresponde a estos dos genes flanqueados por IS26 descrito
anteriormente en plasmidos de A. baumannii (Brito et al., 2022). Por otro lado, dicho
transposoén también ha sido descrito en cepas portadoras de OXA-58, especificamente el
plasmido pAb45063_a (Numero de acceso Genbak MK323042.1) el cual presenta un
tamano similar a los plasmidos reconstruidos en este trabajo, portando un arreglo
genético ISAba125-araC1-lysk , que codifican para un regulador transcripcional (AraC) y
para una proteina de treonina (ysE), los cuales son genes que fue posible encontrar en la
secuencia de los reconstruidos como se puede apreciar en la Figura 12 (Evans etal., 2010;

Matos et al., 2019).

Como se mencioné anteriormente, una de las principales limitantes de este
trabajo es la reconstruccion de plasmidos a partir de secuencias fragmentadas obtenidas
mediante la plataforma Ilumina, sin embargo, en estudios recientemente publicados,
diversos plasmidos de este tipo ya han sido pesquisados en cepas de A. baumannii
aislados en Chile, lo cual corresponde a informacién que se publicé durante el desarrollo
de esta tesis, ayudando a confirmar los resultados obtenidos del proceso de
reconstruccion de los plasmidos. Especificamente, es importante resaltar el trabajo
publicado por Brito et al ( et al., 2022), en el cual analizaron 34 cepas resistentes a
carbapenémicos aisladas en hospitales chilenos empleando técnicas de secuenciacién
de ultima generacién, como la tecnologia de secuenciacion de long-read de Oxford
Nanopore Technologies (ONT), la cual permitid la reconstruccion de las secuencias de los
plasmidos de estas cepas. Es asi que es es interesante analizar la secuencia de algunas
cepas que comparten caracteristicas en cuanto a tamafo y portacion de

carbapenemasas con los plasmidos reconstruidos en este trabajo. Por un lado, los



autores describen dos cepas (UC24371 y UC25604) pertenecientes al ST162 y
portadoras de un plasmidos RepAci6 portador de OXA-23 denominados p1UC256054
(88371pb) y p1UC24371 (105056pb) (nUmeros de acceso en GenBank CP076802 y
CP076805 respectivamente), y una cepa (UC21460-T318), numero de acceso Genbank
CP076814, portadora de un plasmido portador de OXA-58 denominado p2UC21460
(17649pb) (numero de acceso a GenBank CP076816), en donde dichos plasmidos fueron
comparados posteriormente con un representante de cada tipo de plasmido obtenido en
esta tesis (Anexo 1), presentando amplias similitudes en sus estructuras. Sin embargo, es
necesario considerar las limitaciones al aplicar dichas comparaciones, si bien las cepas
presentan similitudes y pertenecen al mismo ST, es necesario considerar que los
plasmidos son elementos genéticos moviles que pueden sufrir variaciones en sus
secuencias mediados por diferentes mecanismos (Garcia-Aljaro et al., 2017; Pfeifer &
Rocha, 2024). Primeramente, al comparar el plasmido R3-T14 portador OXA-58
reconstruido a partir de secuenciacién en plataforma llumina, presenta similitudes
importantes con el plasmido descrito en las cepas del trabajo de Brito y colaboradores,
secuenciadas y ensamblada de manera hibrida (short reads y long reads), permitiéndonos
por un lado, respaldar que el proceso de reconstruccion de plasmidos de este tipo es
posible a partir de secuencias del genoma completo fragmentado, y ademas, permite
esclarecer de mejor manera el contexto genético en el que podria estar inmerso el gen
blaoxass €n las cepas pertenecientes al ST 318 que podriamos aislar de procesos
infecciosos en nuestro pais. Por otro lado, la comparacién de plasmidos Rp-T1 se realizé
con dos plasmidos reportados en el trabajo anteriormente mencionado, en donde en este
caso se evidenciaron mayores diferencias entre los plasmidos, principalmente en el
contenido de proteinas hipotéticas, las cuales estan ausentes en los plasmidos
reconstruidos en esta tesis. En relacidon al contexto genético de blaoxa-2s, COMO ya se
menciond anteriormente, este podria estar flanqueado por IS como parte de Th2007 o

Tn2008, las cuales fueronidentificadas en el trabajo de Brito et al. Por otro lado, el arsenal



de genes relacionados con el proceso de conjugacién esta igualmente presentes en los
plasmidos del trabajo de Brito et al, respaldando el hecho de que la diseminacion de
carbapenemasas como OXA-23 esta siendo diseminada por procesos de conjugacién
liderados por plasmidos conjugativos en las cepas de A. baumannii resistentes a

carbapenémicos en Chile.

Conjugacion

Finalmente, bajo las condiciones propuestas en esta tesis para el ensayo de
conjugacién, se pudo confirmar la capacidad de movilizacion de los plasmidos resueltos
en base a las secuencias de las cepas de trabajo. En esta tesis se opto6 por trabajar con
dos cepas, cada una portadora de un tipo de plasmidos, especificamente la cepa A903
portadora de un plasmido RP-T1/0XA23 y por otro lado la cepa A462 portadora de un
plasmido R3-T14/0XA58, esto debido a los resultados de CMI a rifampicina que
presentaban el resto de cepas de estudio, con la intencidn de reducir la posibilidad de
seleccionar cepas dadoras mutantes resistentes a rifampicina, la cual es elevada en
comparacion a otras bacterias (Pachdn-lbafez et al., 2006). Sin embargo, bajo
condiciones empleadas y como se presenta en los resultados, en el caso del par
conjugante A462 x UCO565M, no se obtuvieron colonias en las placas de seleccidn,
considerando la informacion in silico de los plasmidos reconstruidos y sus capacidades
de movilizaciéon, el resultado es el esperado para un plasmido clasificado como
movilizable y que carece de la maquinaria necesaria para realizar el proceso de
conjugacioén, por lo que requieren la participacion de un plasmido que si porte dichos
genes (Garcillan-Barcia et al., 2011). Al respecto, se ha documentado la transferencia de
un plasmido movilizable mediante un plasmido conjugativo (Blackwell & Hall, 2019).

Ademas, es importante considerar la posibilidad de movilizacion de este tipo de



elementos genéticos mediante mecanismos considerados no canénicos, como lo es la
transferencia mediada por vesiculas de membrana que podrian transportar pequenos
plasmidos (Fulsundar et al., 2019), los que podrian facilitar la movilizacién de plasmidos
de este tipo. Por otro lado, la conjugacion del par conjugante A903 x UCO565M generd
colonias transconjugantes en las placas de seleccidn, las cuales fueron confirmadas
mediante PCR, tal como se puede apreciar en la Figura 21 y 22, en la cual la colonia
denominada como A3-3 presenta el gen de blaoxa-»s. Adicionalmente, mediante ERIC-PCR
se confirmé que esta es isogénica con la cepa receptoras UCO565M, ratificando la
conjugacién del plasmido en las condiciones propuestas en este trabajo. Sin embargo, en
este proceso se tuvo que ajustar las concentraciones de antibidticos en las placas de
selecciéon para facilitar la seleccién, ya que en una primera instancia se utilizé
concentraciones mayores, en las cuales no se obtuvieron colonias. Es importante
destacar que en las placas también crecieron colonias las cuales no presentaban el gen
de blaoxa2s, por lo que estas condiciones si bien permitieron obtener una cepa
transconjugante es necesario optimizar dicha metodologia. Interesantemente, plasmidos
similares al reconstruido en este trabajo han logrado ser conjugados exitosamente

reafirmando su capacidad de movilizaciéon (Hamidian et al., 2014).

El estudio de la capacidad de las bacterias para adaptarse a diferentes
ambientes y condiciones es una arista mas en el estudio de la resistencia antimicrobiana,
en donde esta habilidad es impulsada en gran medida por fendmenos de transferencia
horizontal de genes, especificamente mediante plasmidos, los cuales en el caso de A.
baumannii juegan un rol central en la diseminacion de genes de resistencia a antibidticos
de gran relevancia clinica, como lo son los carbapenémicos. Sin embargo, existe una
tendencia en centrarse en la presencia de estos genes sin considerar el resto de los genes

que configuran el elemento genético movil como tal, los cuales pueden estar altamente



relacionados con el éxito que pueda tener dicho plasmido en la diseminacién y el
mantenimiento de estos genes, como lo son en este caso las caracteristicas de sistemas
toxina/antitoxina. Una limitacién de este trabajo es que no se pudo profundizar en el
impacto de estos plasmidos en el fitness de las cepas estudiadas, sin embargo,
considerando los periodos de tiempo en los cuales se aislaron dichas bacterias, podrian
considerarse como plasmidos exitosos y los cuales no deben tener un alto costo en
cuanto al fitness bacteriano, para lo cual habria que considerar ciertos aspectos como
sistemas de particién (Salje, 2010), frecuencia de conjugacion, mutaciones en el
plasmidos que disminuyan su impacto en el fitness (Lopatkin et al., 2017) , es decir,
evolucion compensatoria (Harrison et al., 2015), asi como también la produccién de
biopeliculas, el cual corresponde a un factor que favorece la persistencia de plasmidos
(Stalder et al., 2020), siendo estas caracteristicas importantes factores a estudiar para un
mejor entendimiento del impacto de los plasmidos en la evolucidén y adaptacién de

bacterias de importancia clinica como A. baumannii.



CAPITULO VII: CONCLUSION

Finalmente, considerando los resultados obtenidos en este trabajo, se puede

afirmar que la hipdtesis planteada es parcialmente aceptada, ya que en el caso de la

diseminacién de la carbapenemasa OXA-58 en cepas de A. baumannii aisladas en Chile
se debe a plasmidos movilizables o no conjugativos, mientras que la diseminacidn de la
carbapenemasa OXA-23 es mediada por plasmidos conjugativos o auto transmisibles.
Ambos casos corresponden estructuras genéticas mdviles que permiten la diseminacion
y el mantenimiento de estos importantes genes de resistencia a carbapenémicos y los

cuales han sido pesquisados en cepas pertenecientes a diferentes ST.

Los plasmidos pueden actuar como catalizadores de la evolucién, sufriendo
procesos de variabilidad y de seleccion propios de su estilo de vida, a lo que se suman los
procesos evolutivos propios de la bacteria que los porta generando una compleja e
interesante relacion de coevolucidn, en el contexto de la resistencia antimicrobiana es
claro que juegan un rol clave en la diseminacion y mantencion de genes de resistencia,
pero desde un punto de vista personal, quizas herrado, representan de alguna forma la
materializacion de la experiencia, un elemento fisico, construido por la variabilidad y
elegido por la seleccion natural, el cual permite que las vivencias de individuos o
comunidades del pasado, incluso contemporaneos que se transmiten para superar las

adversidades de la actualidad.
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Anexos

Anexo 1: comparacion de plasmidos reconstruidos y plasmidos descritos en aislados chilenas.
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Anexo 2: Flujograma de trabajo de herramientas MOB-suite.

A B

Distance filter

A
Predict Mobility Report
Identity / Coverage filter

A: esquema de trabajo de MOB-recon. B: Esquema de trabajo MOB-typer. Imagen extraida
directamente de “MOB-suite: software tools for clustering, reconstruction and typing of
plasmids from draft assemblies” (Robertson & Nash, 2018)
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