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ARTICULO DE INVESTIGACION

Analisis genomico del resistoma de la cepa de Acinetobacter
baumannii ABIBUN 107m multi-resistente y persistente
en hospitales colombianos

Genomic analysis of the resistome of the strain of Acinetobacter
baumannii ABIBUN 107m multi-resistant and persistent
in colombian hospitals

Ma. Teresa Reguero’, Vanessa Flores, Laura Patricia Uribe’, Elsa Beatriz Gonzdlez’,
José Ramdn Mantilla®, Emilia Maria Valenzuela de Silva’, Laurent Falquet™,
Emiliano Barreto-Herndndez"

Resumen

Acinetobacter baumannii es una bacteria, causante de infecciones asociadas a la atencién en salud como neumonia, septice-
mia, meningitis e infecciones urinarias entre otras. Se caracteriza por su capacidad para desarrollar y acumular rapidamente
una gran variedad de mecanismos de resistencia a antibiéticos. En esta investigacion se realizo el andlisis genémico de una
cepa de A. baumannii ABIBUN 107m que forma parte de un clon persistente en hospitales colombianos, resistente a los anti-
bidticos carbapenémicos (imipenem y meropenem), antibiéticos de eleccion en el tratamiento infecciones causadas por este
microorganismo. El genoma de esta bacteria fue secuenciado utilizando técnicas de alto rendimiento, ensamblado y anotado,
obteniéndose un genoma constituido por 3954000 pb con 56 contigs; consta de 4256 genes con un tamano promedio de
912 pb; 3796 CDS de los cuales por anotacion 2884 se asignaron a COG; 57 tRNA y un porcentaje de GC de 38,74%. A.
baumannii ABIBUN 107m es resistente a B-lactamicos, aminoglicésidos, quinolonas, tetraciclina, sulfonamida y colistina. En
su genoma se localizaron genes asociados con el perfil de resistencia ya que presenta serin B-lactamasas (blaaocss, blaoxaes,
blaoxa2s, blaampcike, blamprie), metalo B-lactamasa_B; proteinas de union a penicilina de elevada masa molecular, secuencias
de insercion tipo ISAba1; mutaciones en los genes de DNA girasa y topoisomerasa IV subunidad A (gyrA y parC); enzimas
modificadoras de aminoglicésidos (aphA-like, aadA-like); cloranfenicol aciltransferasa (cat) y dehidropteroato sintasa (suk-1).
Se identificaron genes pertenecientes a cinco familias de sistemas de eflujo (RND, MATE, MSF, ATP, SMR).

Palabras clave: Acinetobacter baumannnii MDR, resistoma, Colombia

Abstract

Acinetobacter baumannii is a bacterium causing health care associated infections such as pneumonia, septicemia, meningi-
tis and urinary infections amongst others. It has great capacity to quickly develop and gather a big variety of drug resistance
mechanisms. In this research, the genome of strain A. baumannii ABIBUN 107m was analyzed wich forms part of a persistent
clon in Colombian hospitals and it’s also resistant to carbapenems (imipenem and meropenem), which are the election
antibiotics for treatment of infections caused by this microorganism. The genome was sequenced using high performance
technology, assembled and annotated. As a result, we obtained a 3954000 bp genome, with 56 contigs; 4256 genes with
average size of 912 bp; 3796 CDS; 2884 were assigned to COG; 57 tRNA and GC percentage of 38,74%. The A. baumannii
strain ABIBUN 107m, is resistant to the following antibiotic groups: B-lactams, aminoglycosides, quinolones, tetracycline,
sulfonamide and colistin. Genes associated with this resistance profile were found in A. baumannii ABIBUN 107m genome
serino B-lactamases (blaancss, blaoxaes, blaoxa2s, blaampciie, blaampiike, metallo B-lactamase_B; High Molecular Mass penici-
llin binding proteins, ISAba1 type insertion sequences, mutations of DNA gyrase and topoisomerase IV subunit A (gyrA and
parC); aminoglycoside modifying enzymes (aphA-like, aadA-like); choramphenicol acyltransferase (cat) and dehydropte-
roate synthase (sul-1). Genes belonging to five different efflux systems were identified (RND, MATE, MSF, ATP, SMR).
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Introduccién

Segtn un reporte de los Centros de Control y Preven-
cion de Enfermedades (CDC) al menos 2 millones de
personas en ese pais desarrollan al afo infecciones
bacterianas graves, que son resistentes a uno o mas
tipos de antibidticos y alrededor de 23000 mueren por
esa causa (Steenhuysen, 2013). Durante las altimas dé-
cadas, se han hecho grandes esfuerzos para combatir
a las bacterias multi-resistentes causantes de infeccio-
nes asociadas a la atencién en salud (IAAS). Dentro
de estos microorganismos multi-resistentes, de dificil
erradicacion, se destacan algunas especies del género
Acinetobacter (Giske et al., 2008; Garnacho-Montero
& Amaya-Villar, 2010). Estas bacterias son patégenos
oportunistas y han surgido como uno de los agen-
tes causantes de IAAS, principalmente en pacientes
de unidades de cuidado intensivo-UCls (Enoch et al.,
2008; Munoz-Price & Weinstein, 2008). Acinetobacter
presenta, entre sus caracteristicas, la habilidad para
adquirir genes de resistencia a antibiéticos por su com-
petencia natural para la transformacién genética, y la
capacidad para sobrevivir sobre superficies abidticas.
Estas caracteristicas lo han convertido en una amenaza
para las instituciones de salud, con reportes de bac-
terias pan-resistentes que dejan muy pocas opciones
terapéuticas disponibles (Park et al, 2009; Turton et
al, 2010; Hart et al., 2010). Durante los tltimos cinco
anos se ha reportado un aumento en la resistencia a
la mayoria de los antibi6ticos de uso clinico, haciendo
mas dificil el tratamiento de las infecciones por cepas
multi-resistentes de A. baumannii causantes de brotes,
en UCIs. (Ramirez-Sandoval et al., 2013; Kempf & Ro-
lain, 2012; Magiorakos et al., 2012; Poirel et al,, 2011;
Boucher et al.,, 2009; Cantén & Ruiz-Garbajosa, 2013;
Vila & Pachon, 2008; Pérez et al., 2007; Hernandez-
Torres et al., 2010).

En Latinoamérica, los acinetobacter son una de las
principales bacterias causantes de IAAS con elevada
resistencia a los antibidticos. En un estudio ya publi-
cado, Gales y cols. (2012) evaluaron la frecuencia y
resistencia de patdégenos Gram negativos, aislados de
diversos paises de Latinoamérica adscritos al progra-
ma SENTRY, durante 2008-2010 y caracterizaron mole-
cularmente las cepas productoras de carbapenemasas.
Acinetobacter spp. fue uno de los 10 patégenos mas
prevalentes como causa de bacteremias, neumonia e
infecciones de piel y tejidos blandos en pacientes hos-
pitalizados. En otro estudio Opazo y cols. (2012) se
informa que en Suramérica, particularmente en Chile,
A. baumannii ha incrementado su resistencia a carba-
penémicos debido a la presencia de carbapenemasas
del tipo OXA.

Los estudios encaminados a establecer las bases mole-
culares de su resistencia se realizan utilizando técnicas
de secuenciacion de dltima generacién de genomas
bacterianos de algunas cepas, con la finalidad de com-
prender la biologia, diversidad y determinantes de vi-

rulencia. (Medini et al., 2005; Falush, 2009; Tettelin et
al., 2005). En la actualidad se encuentran registrados,
en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI), 292 proyectos de secuenciacion de genomas
de A. baumannii, de los cuales 16 corresponden a ge-
nomas completos e incluyen 26 plasmidos; 233 tienen
resultados parciales (contigs o scaffolds); 44 secuen-
cias sin ensamblar y 696 proyectos de secuenciacion
sin datos (NCBI, 2014).

A. baumannii tiene la habilidad de acumular una gran
variedad de mecanismos de resistencia, tanto por mu-
taciones como por la adquisicion de elementos gené-
ticos, plasmidos, integrones, transposones o aun islas
de resistencia (Roca et al, 2012). En particular, los
mecanismos de resistencia a antibiéticos B-lactamicos
se atribuyen a la presencia de B-lactamasas, cambios
en la afinidad de las proteinas de unién a penicilinas
(PBPs), alteraciones en la estructura y expresion de po-
rinas que reducen la permeabilidad de antibiéticos y-o
sistemas de eflujo que disminuyen la concentracion
del antibiético en el espacio periplasmico (Zhu et al.,
2010).

En cuanto a sistemas de eflujo presentes en A. bau-
mannii multi-resistente, Coyne y cols. (2011) indican
que la familia RND es el sistema mas prevalente en
estos aislamientos y que, adicionalmente, se presenta
una sobreexpresion de AdeABC, ademas de mutacio-
nes en los genes adeRS, que codifican para un sistema
regulador de dos componentes, siendo este uno de los
mecanismos que mas contribuye a la multi-resistencia
en A. baumannii. Los sistemas RND tienen un amplio
rango de sustratos, particularmente AdeABC y Adel)JK
expulsan antibiéticos; AdelJK es intrinseco a esta es-
pecie y es el responsable, al menos en parte, de la re-
sistencia natural que presenta Acinetbacter. (Coyne et
al., 2010; Rajamohan et al,, 2010; Magnet et al., 2001;
Damier-Piolle et al., 2008)

En Colombia, estudios preliminares han mostrado que
A. baumannii es la especie del genero aislada con ma-
yor frecuencia (Saavedra et al., 2008; Hernandez et al.,
2011). Estudios preliminares sobre las bases molecu-
lares de la resistencia han detectado genes codifican-
tes de resistencia a cefalosporinas, carbapenémicos,
quinolonas, aminoglicésidos, tetraciclinas y la partici-
pacion de mecanismos de eflujo en los fenotipos de
multi-resistencia observados en estos aislamientos (Vi-
llegas & Hartstein, 2003).

Se presenta, en este trabajo, el andlisis del repertorio
de genes de resistencia que conforman el resistoma
(Wright, 2007) de A. baumannii ABIBUN 107m, aislado
de hospitales colombianos. La cepa ABIBUN 107m, se
seleccion6 como representativa de un clon asociado a
un brote epidémico, obtenido inicialmente en 2005 y
posteriormente en el 2009, procedente de diferentes
hospitales de 3er nivel de la ciudad de Bogota, Colom-
bia (Saavedra et al, 2008). La tipificacion de las cepas
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pertenecientes al clon, incluida la cepa ABIBUN 107m,
fue realizada por el grupo de Epidemiologia Molecular
(Hernandez et al., 2011).

Materiales y métodos

Caracteristicas del aislamiento

A. baumannii ABIBUN 107m se obtuvo de un hemo-
cultivo que procedia de un paciente con IAAS, en un
hospital de tercer nivel de la ciudad de Bogota. El mis-
mo clon fue encontrado previamente en otro hospital
diferente en 2005 (Saavedra et al., 2008).

Perfil de resistencia en el aislamiento de A.
baumannii ABIBUN 107m

La evaluacién del perfil de resistencia de A. baumannii
ABIBUN 107m se realiz6 por el método de difusion en
disco y mediante la determinacién de la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI), segtin las recomendaciones
y criterios de interpretacion del CLSI, 2012 (excepto
para colistina). Los resultados obtenidos se consignan
en la tabla 1.

Obtencion del DNA

A. baumannii ABIBUN 107m se cultivo en placas de
agar Luria Bertani (LB) y se incubé a 37 °C toda la
noche. Cinco colonias fueron inoculadas en 15 mL de
caldo Luria Bertani en un matraz, y se en un agitador
mecanico giratorio (150 rpm) a 37 °C, hasta obtener
una densidad 6ptica entre 0,8 a 1 (A 600 nm). La ob-
tencion del DNA se realizé disponiendo todo el culti-
vo en un tubo Falcon y centrifugando a 3500 xg por 2
minutos a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y el pellet
obtenido se resuspendié en 1,5 mL de solucién salina
(hiperténica). Esta suspension se colocé en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL, se centrifugd a 5345
xg por 2 minutos a 4°C y se descarté el sobrenadante.
El pellet se resuspendié en 500 pL de buffer TE estéril
y se centrifugd a temperatura ambiente (15 °C) por 5
min a 4000 xg. Después de obtener el pellet, se proce-
di6 a realizar la lisis celular, siguiendo las indicaciones
del fabricante del QlAamp DNA Mini Kit®. La purifica-
cion del DNA se realiz6 utilizando una columna del
kit Quiagen® siguiendo las instrucciones consignadas
en el manual del fabricante. La cuantificacion se hizo
por fluorometria utilizando el fluorémetro Qubit de
Invitrogen mediante el Kit Quant iT dsDNA vy por el
Nano-drop utilizando el sistema de Thermo Scientific
NanoDrop 2000°.

Secuenciacion, ensamblaje y anotacion del genoma de
A. baumannii ABIBUN 107m

El DNA obtenido fue secuenciado inicialmente con
el secuenciador de alto rendimiento lllumina HiSeq

2000 sobre librerias paired-end y adicionalmente con
el secuenciador Roche 454 GS FLX sobre librerias ma-
te-pair de 7,5 kb. Una vez obtenidos los reads se some-
tieron a control de calidad con los programas FASTQC
(Babraham Institute, 2013) y fastx_toolkit (Pearson et
al, 1997). Para el ensamblaje de novo de los reads
obtenidos por Illumina, se utilizé el programa Velvet
(1.2.10) y el scaffolding, se realizé alineando los con-
tigs previamente ensamblados en el programa Velvet
con los reads obtenidos por Roche 454, utilizando el
programa Newbler 2.7 (Roche Diagnostics Corpora-
tion®). Estos alineamientos fueron visualizados utilizan-
do el programa IGV 2.3 (Thorvaldsdottir et al., 2012) .
El genoma ensamblado fue anotado automaticamen-
te utilizando el NCBI Procariotic Genome Annotation
Pipeline (PGAAP) (Angiuoli et al.,, 2008) y el servidor
NMPDR RAST 4.0 (Aziz et al., 2008) y posteriormente
se hizo la verificacion de la anotacién, en forma ma-
nual, utilizando el programa Artemis 16 (Rutherford et
al.,, 2000).

Identificacion y ubicacion de los genes de resistencia
en el genoma de A. baumannii 107m

«  Genes que codifican para sistemas enzimaticos
asociados con resistencia

La identificacion de los genes de resistencia se reali-
z6 a partir de la anotacion del genoma. Las proteinas
codificadas por los genes de resistencia encontrados,
fueron comparadas con las secuencias de las proteinas
correspondientes, presentes en cepas de referencia
(A. baumannii ATCC17978; AYE; ACICU y OIFC143)
obtenidas de la base de datos de proteinas del NCBI,
mediante alineamiento global, utilizando el programa
Needle - EMBOSS 6.5.7 (Rice et al., 2000), con el fin
de evaluar el porcentaje de identidad y el tamano de
las proteinas. En la tabla 2 se consignan los resultados
obtenidos.

+ Genes que codifican para sistemas no
enzimaticos asociados con resistencia

Mutacion de genes

Con el propésito de evidenciar las mutaciones que
presentan los genes gyrA y parC se realizé un alinea-
miento global usando el programa Needle - EMBOSS
6.5.7 (Rice et al., 2000) de cada una de las secuencias
de las proteinas codificadas por estos genes en el ge-
noma en estudio, con sus correspondientes proteinas
gyrA (GI:NC010400) y parC (Gl:EU886740) no mu-
tadas, obtenida de la base de datos de proteinas del
NCBI. Resultados no mostrados.

Sistemas de eflujo

Para localizar los genes que codifican para proteinas
que forman parte de los sistemas de eflujo el genoma
de A. baumannii ABIBUN 107m, se realizé el mismo
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procedimiento utilizado para los genes que codifican
para sistema enzimaticos asociados con resistencia.
En este caso, sin embargo, se utilizé como cepa de
referencia A. baumannii ATCC17978. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 3.

Resultados y Discusién

Acinetobacter baumannii uno de los microorganismos
mas frecuentemente asociados con IAAS y presenta
una resistencia varios tipos de antibioticos. La caracte-
rizacion del perfil de resistencia optimiza, de ser rea-
lizada en forma réapida, la terapia antibiotica 6ptima
para cada paciente (Turton et al, 2010; Perez et al.,
2007), y su conocimiento permite, ademas, la selec-
cion de tratamientos empiricos racionales antes de su
generacion.

ABIBUN 107m es resistente a antibioticos B-lactamicos
(ampicilina, cefotaxima, imipenem y meropenem),
aminoglicésidos (amikacina y gentamicina), fluoroqui-
nolonas (ciprofloxacina), lipopéptidos (colistina) y te-
traciclina. Si bien no esta definido un punto de corte
para cloranfenicol, la CMI de este farmaco es clara-
mente elevada. Dada la resistencia a mas de tres fami-
lias de antibidticos este microorganismo es clasificado
como multi-resistente. Tabla 1.

La secuenciacion de alto rendimiento y el ensambla-
je del genoma de Acinetobacter baumannii ABIBUN
107m dieron como resultado 56 contigs que pudieron
ser organizados en un super-scaffold constituido por
3,954,000 bp con una porcentaje de GC de 38,74%,
que consta de 3.796 CDS (Coding Sequence), den-
tro de los que hay 57 tRNA y 3.735 genes predichos
con un tamano promedio de 912 pb, de los cuales

Tabla 1. Perfil de resistencia de A. baumannii ABIBUN 107m

por anotacién 2.884 se asignaron a COGs (Clusters of
Orthologous Groups of proteins, database), lo cual es
coherente con los datos reportados para este género
(Farrugia et al, 2013). La cepa de este estudio tiene
un plasmido (pTABIBUN) de 8731 pb (ID:HG380023
de la base de datos GENOME del EBI) que es idéntico
al plasmido p1 ABTCDCO0715 de Acinetobacter bau-
mannii TCDCO0715 (nimero de acceso CP 002523.1).
Una caracteristica a resaltar del plasmido pTABIBUN
es que no contiene genes de resistencia. Este proyec-
to de secuenciacion del genoma completo fue depo-
sitado en el DDBJ/EMBL/GenBank bajo el siguiente
ndmero de acceso: A. baumannii ABIBUN 107m
(CBSG00000000).

Los tres principales mecanismos que generalmente
determinan la resistencia de A. baumannii a aminogli-
cosidos, disminucion de la concentracion intracelular
del antibiético (presencia de genes que codifican para
sistemas de eflujo adeABC-RND), alteraciones en los
sitios de union al ribosoma 16s RNA por la adquisicion
del gen armA y la produccién de enzimas modificado-
ras de aminoglicésidos (AMEs) (Zhu et al., 2010). La
resistencia que presenta A. baumannii ABIBUN 107m
a aminoglicésidos (gentamicina y amikacina) se puede
atribuir a la presencia de dos genes que codifican para
enzimas modificadoras de aminoglicésidos aminogli-
cosido fosfotransferasas y al gen aadA-like que codifi-
ca para una nucleotidil transferasa, especificamente la
estreptomicina 3”-adenilil transferasa. La presencia de
los genes que codifican para estas enzimas, permite
postular que la resistencia de la cepa a aminoglico-
sidos estaria determinada por estos genes, lo cual es
consistente con lo reportado en la literatura (Zhu et
al, 2013).

Antibiético * Halo de inhibicion M Clasificacién
(mm)** mg/L
Ampicilina (10 mg) 128 Resistente
Cefotaxima (30 mg) 64 Resistente
Imipenem (10 mg) 16 Resistente
Meropenem (10 mg) 16 Resistente
Amikacina (30 mg) 64 Resistente
Gentamicina (10 mg) 1024 Resistente
Ciprofloxacina (10 mg) 1024 Resistente
Colistina (10 mg) 32 Resistente**
Tetraciclina (30 mg) 128 Resistente
Cloranfenicol (30 mg) 128

*  Entre paréntesis aparece la cantidad de antibidtico cargado en el sensidisco

** No se presenta halo de inhibicion

Andlisis genémico del resistoma de la cepa de Acinetobacter baumannii 107



Tabla 2. Andlisis comparativo de los genes de resistencia a antibidticos presentes en la cepa A. baumannii ABIBUN 107m versus
ATCC 17978, AYE, ACICU, OIFC143.

Proteinas asociadas a resistencia

Localizacion en el
genoma A. baumannii

Cepas de referencia

sulfonamidas

151781..152632

107m
q . .. ATCC AYE ACICU OIFC143
Clases Funcién Resistencia i Localizacion en 17978
frente a el genoma % % % %
identidad | identidad | identidad | identidad
Amikacina
Aminoglicosido o Complemento
Enzi fosfotransferasa putativa E?ig;ig:;gi; 34 30401..31390 NP NP 95 100
nzimas
modificadoras Aminoglicésido Amikacina, Complemento
de amino- fosfotransferasa Gentamicina, 35 P 99 98 90,4 100
L . . L 21917... 23038
glicésidos hipotética Estreptomicina
(AMEs) Estreptomicina Estreptomicina
3”-adenililtransferasa P S 7 25496..26284 97 98 98 100
(aadAdike) Espectinomicina
B-lactamasa clase C Ceftazidima,
ampC (blaADC-38) Cefepime 44 126.1277 99 99 99 99
. Complemento
B-lactamasa OXA-64 Imipenem 29 2087.7911 99 97 98 100
Imipenem, Complemento
B-lactamasa OXA-23 Coftazidima 13 120.941 NP NP NP NP
cefalotina
B-lactamasa AmpC ! Complemento
(ampC-like) cefazolina, 30| 98592.99851 % % % 100
cefoxitina
B- lactamasa clase cefalotina, Complemento
C amp(H)-ike cefazolina, "1 90876.92174 99 99 99 100
cefoxitina
Metalo B-lactamasa NI 29 192173..192868 97 97 97 100
B- lactamasa clase A Penicilinas 36 130537..131784 96 95 95 100
PBPs HMM PBP1a Disminucion
Resistenciaa | [ponA| clase A (subclase -
Blactémicos A1) Transpeptidasa, aflnfda.d 55 153506..156061 100 99 99 100
Lo B-lactamicos
glicosiltransferasa.
PBPs HMM PBP1b L
[mrcB] clase A (subclase Disminucion
R afinidad 43 45941..48337 100 99 99 NP
A2) Transpeptidasa, P
Lo B-lactamicos
glicosiltransferasa.
PBPs HMM PBP2 Disminucion Complemento
(mrdA) Clase B (subclase afinidad 18 P 99 99 100 NP
. P 184482..186500
B2) Transpeptidasa. B-lactamicos
PBPs HMM PBP2 Disminucién Complemento
Clase B (subclase B2) afinidad 55 P 99 100 99 NP
. L. 161330..163162
Transpeptidasa B-lactamicos
Resistencia a Cloranfenicol cloranfenicol | 22 [162504.163136| 96 100 100 100
cloranfenicol aciltransferasa (cat)
Resistencia a o . . Complemento
Dihidropteroato sintasa sulfonamidas 47 99 98 99 100

NP:
NI:

Proteina no codificada en el genoma
Sin informacién sobre su actividad frente a antibidticos B-lactdmicos

PBPs HMM: Proteinas de Unién a Penicilina de elevada masa molecular
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Las proteinas(asociadas a resistencia) que pudieron ser
anotadas en este genoma, estan muy conservadas en
A. baumannnii, particularmente con las de la cepa A.
baumannii OIFC143. Sin embargo, se encuentran dife-
rencias en las B-lactamasas OXA-23 que no se encuen-
tra en los genomas utilizados como referencia, pero
que es conservada (100 %) frente a otras cepas de
A. baumannii como es el caso de A. baumannii MDR-
ZJ06 y A. baumannii TCDC-AB0715, entre otras.

El perfil de resistencia a los antibidticos B-lactamicos se
puede explicar por la presencia de los siguientes ge-
nes: un gen que codifica para una B-lactamasa clase A ;
metalo B-lactamasa (MBL) dependiente de Zn; blaampc-
ike Y blasmp(yie que codifican para B-lactamasas clase
C (cefalosporinasas) y los genes blaoxa2s y blaoxass que
codifican para enzimas de la clase D. Estos resultados
estan acordes con lo publicado para otras cepas de A.
baumannii, en las que se evidencia que la resistencia
a carbapenémicos esta asociada con la producciéon
de B-lactamasas de la clase D (carbapenemasas OXA)
y blaoxa2;s (Mugnier et al, 2010; Corvec et al., 2007;
Jeon et al., 2005; Heritier et al., 2005; Pournaras et al.,
2006; Bonomo & Szabo, 2006; Hernandez -Torres et
al., 2010]. En la cepa ABIBUN 107m se encontraron
B-lactamasas pertenecientes a 3 tres (A, C y D) de los
cuatro grupos existentes.

El gen blaoxa2; presente en nuestra cepa, se encuen-
tra en el contig ABISeq_013 vy, corriente arriba (contig
ABISeq_012) en la posicion complementaria 41191-
41737), se localizé una secuencia que codifica para
una transposasa de la familia ISAbal (utilizando IS-
Finder). La presencia de esta secuencia sugiere la
sobreexpresion de la B-lactamasa por las secuencias
promotoras, de acuerdo con lo reportado en la litera-
tura (Lin et al., 2010; Héritier et al, 2006; Mugnier et
al., 2009). El gen blaoxa23, que en otras especies de Aci-
netobacter puede estar localizado en el cromosoma o
en plasmidos, en el genoma de A. baumannii ABIBUN
107m se encuentra exclusivamente en el cromosoma
(Mugnier et al., 2010; Zarrilli et al., 2013).

Si bien los antibiéticos carbapénemicos constituyen
los farmacos de eleccion para el tratamiento de infec-
ciones causadas por Acinetobacter baumannii, es este
uso el responsable de la resistencia encontrada en los
clones capaces de generar hoy brotes en las UCls, con
el consiguiente riesgo de fracaso terapéutico. (Zuniga
etal., 2010; Carlet et al., 2011; Lee et al., 2011).

La presencia de 4 genes que codifican para Proteinas
de Uniodn a Penicilina (PBPs) de elevada masa molecu-
lar, dos de la clase A, PBP1a [ponA]y PBP1b [mrcB]),
que presentan actividad como transpeptidasas y glico-
siltransferasas, y dos de la clase B PBP2 [pbpA] y PBP
tipo2 que son transpeptidasas, que son blanco de los
antibidticos B-lactamicos podrian incrementar la resis-
tencia a este tipo de farmacos debido una disminucion
de la afinidad como ha sido reportado (Papp-Wallace
etal., 2012 )

El comportamiento frente a cloranfenicol podria ser
explicado, al menos en parte, por la presencia del gen
cat que codifica para una cloranfenicol aciltransferasa:
por otra parte, la resistencia a sulfonamidas se explica
por la presencia del gen sul-1 que codifica para una
dehidropteroato sintasa.

La resistencia a fluoroquinolonas (ciprofloxacina) pa-
rece originado por las mutaciones encontradas en las
proteinas GyrAy ParC. En la secuencia de la proteina
GyrA se encontré una mutacion del aminoacido en la
posicion 82 (leucina por serina); la misma mutacién
se encontré en la proteina ParC pero en la posicion
84, una modificacion ubicada en el bolsillo de unién
de esta proteina a la quinolona (quinolone-binding
pocket- QBP) lo que podria generar una disminucién
de la actividad del antibiético, como se ha reportado
para A. baumannii 'y otros microorganismos. (Vila et al.,
1995; Vila et al., 1997; Li et al., 2014)

Pudimos identificar la presencia y organizacion gené-
tica de las cinco sistemas de eflujo (RND, MATE, MSF,
ATP, SMR) asociados con el perfil de resistencia que
presenta este aislamiento, acorde con lo reportado en
2011, por Coyne y cols. El andlisis gendmico evidencié
la presencia de un tipo de la familia RND -AdeABC- lo
cual contribuye a la multi-resistencia, ya que los prin-
cipales sustratos de este sistema son: ciprofloxacina,
tetraciclina y colistina. Estos sistemas también pue-
den remover los antibiéticos B-lactamicos, aminogli-
cosidos, cloranfenicol y tigeciclina (Chau et al., 2004;
Munoz-Price & Weinstein, 2008; Adams et al., 2009;
lacono et al., 2008; Smith et al,, 2007; Vallenet et al.,
2008; Wieczorek et al., 2008). El operén AdeABC (Aci-
netobacter drug efflux) es el principal sistema RND en
A. baumannii y codifica para AdeA MFP, transportador
multifarmacos que se encuentra presente en la cepa
ABIBUN 107m (Marchand et al.,, 2004; Ruzin et al.,
2007). En el genoma estudiado se identific6 AdelJK
que es intrinseco a esta especie y se le asigna la resis-
tencia intrinseca que presenta este género. (Coyne et
al., 2010; Rajamohan et al,, 2010; Magnet et al., 2001;
Damier-Piolle et al., 2008).

Los genes anotados en el genoma tienen una alta co-
rrelacion con el perfil fenotipico que presenta la cepa
en estudio. También se encontré que esta cepa, a dife-
rencia de otras cepas estudiadas, tiene codificados en
su genoma todos los genes asociados con resistencia
aunque no se encontré evidencia de que formen parte
de islas de resistencia.

Conclusiones

La cepa de A. baumannii ABIBUN 107m presenta
resistencia a varios tipos de antibioticos tales como:
B-lactamicos (ampicilina, cefotaxima, imipenem y me-
ropenem); aminoglicésidos (amikacina y gentamicina);
fluoroquinolonas (ciprofloxacina); lipopéptidos (colis-
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Tabla 3. Genes pertenecientes a sistemas de eflujo en las cepas de A. baumannii ABIBUN 107m y ATCC 17978

Genes de sistemas de eflujo Lecaicasionlen el1¢(g;;|::ma Qs ATCC 17978
Funcion y Nombre del gen . . . .. . o s .
P Resistencia frente a Contig Posicion en el contig % identidad
categoria encontrado
adeB . Complemento
Antibidticos, Detergentes 29 99
ABIBUN_09905 314459..317569
adel o
Antibidticos, Detergentes 49 40977..42224 99
ABIBUN_15118
adeT Antibidtico, ; Complemento 100
ABIBUN_00030 Regulador 5461..6468
adeT Antibidtico,
1 6724.7728 99
. ABIBUN_00035 Regulador
Familia RND
czcD
Metales 1 22634..23608 97
ABIBUN_00105
CUSA
Metales 14 51295..54441 91
ABIBUN_02974
Acr3 .
Metales (arsenito) 14 56293..57333 89
ABIBUN_02999
RND o
Antibiéticos 7 9966..13616 99
ABIBUN_00805
Cianato .
Cianato 25 33205..34383 98
ABIBUN_07243
Cis,cis Complemento
muconato Muconato 25 106082 107332 NP
ABIBUN_07588 -
Drogas H+ ;
Transportador de Farmacos 29 122711..124150 94
ABIBUN_09010
EmrB/QacA
/Q Transportador de Farmacos 30 Complemento 99
Familia MFS | ABIBUN_10010 20709..22256
Sulfato
Sulfato 35 110974..112428 99
ABIBUN_11000
Metabolitos .
Metabolitos 35 176315..177406 99
ABIBUN_11325
Benzoato
Benzoato 40 38161..39516 59
ABIBUN_12595
Metabolitos .
Metabolitos 50 111876..113186 100
ABIBUN_15733
NorM .
Sodio 29 228470..229813 99
» ABIBUN_18312
Familia MATE
MatE .
Sodio 29 125450..126745 100
ABIBUN_02072
I SMR L
Familia SMR Antibiéticos 16 15420..15740 100
ABIBUN_03469
ATPasa Complemento
Transportador de Farmacos 56 NP
ABIBUN_17387 b 31392..33083
. ATPasa Complemento
Familia ATP Componente transportadores ABC 56 100
ABIBUN_17312 P P 12354.14015
ATP
23 Componente transportadores ABC 1 7981..9912 100
ABIBUN_00040

NP: No presente en la cepa ATCC 17978
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tina); tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol, por lo
cual se puede clasificar como multi-resistente.

El genoma de esta bacteria fue secuenciado utilizando
técnicas de alto rendimiento, ensamblado y anotado,
obteniéndose un genoma constituido por 3954000 bp
con 56 contigs; consta de 4256 genes con un tamano
promedio de 912 pb; 3796 CDS de los cuales por ano-
tacion 2884 se asignaron a COG; 57 tRNA y un porcen-
taje de GC de 38,74%. Adicionalmente se secuencio el
plasmido pTABIBUN de 8731 pb, el cual no presenta
genes de resistencia que puedan contribuir a la resisten-
cia que presenta la cepa ABIBUN 107m.

En el genoma de A. baumannii ABIBUN 107m se loca-
lizaron genes asociados con el perfil de resistencia que
presenta: enzimas modificadoras de aminoglicésidos
(aphA-like, aadA-like); B-lactamasas (blaspcss, blaoxass,
blaoxa2s, blaampcie, blampyike, B-lactamasa clase A ;
metalo B-lactamasa (MBL) dependiente de Zn; secuen-
cia de insercion tipo ISAbal; mutaciones en las pro-
teinas GyrA (serina por leucina) en la posicion 82 y la
misma mutacién en la posicion 84 en la proteina parC
codificadas por los genes de la DNA girasa y topoiso-
merasa IV subunidad A (gyrA y parC); la resistencia
a cloranfenicol se podria explicar, parcialmente, por
la presencia del gen cat que codifica para la cloran-
fenicol aciltransferasa vy la resistencia a sulfonamidas
por el gen sul-1 que codifica para una dehidropteroato
sintasa. Adicionalmente se identificaron 4 PBPs de ele-
vada masa molecular que coadyuvarian a disminuir la
afinidad de los antibidticos B-lactdmicos con su blanco.

Se localizaron, en A. baumannii ABIBUN 107m, genes
asociados a cinco sistemas de eflujo (RND, MATE, MSF,
ATP, SMR). Particularmente el sistema RND, presenta
un amplio rango de sustratos. AdeABC y Adel]K ex-
pulsan antibidticos y AdelJK es intrinseco a esta espe-
cie y es el responsable de la resistencia natural que
presenta Acinetobacter. La presencia de estos sistemas
ayudarian a la disminucion de la concentracion de los
antibioticos especialmente de los B-lactamicos pero
también de fluoroquinolonas, cloranfenicol, colistina y
tetraciclinas.

Nuestro andlisis sobre los genes que conforman el resis-
toma de A. baumannii ABIBUN 107m, son una referen-
cia en la identificacion de los mecanismos moleculares
asociados con la resistencia a antibioticos sin embargo,
es importante indicar que no se encontré evidencia de
que genes se encuentren formando parte de islas de re-
sistencia (datos no reportados) y que la resistencia seria
el resultado de una combinacién de mecanismos.
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