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Resumo

RESUMO

O patdoxeno oportunista Acinetobacter baumannii é un dos seis microorganismos
multirresistentes que mais preocupa nos hospitais de todo o mundo. Isto débese 4 sua
capacidade para persistir en ambientes extremos, xa que ten a capacidade de sobrevivir no
ambiente hospitalario, e 4 sUa versatilidade xenética, xa que ten a capacidade para desenrolar
mecanismos de resistencia a antibidticos e desinfectantes. Multiples brotes hospitalarios
producironse por cepas de A. baumannii multirresistentes ao longo de tdédolos continentes. A
presente tese de doutoramento trata do estudo dun dos brotes madis longos da historia
producido por varias cepas de A. baumannii multirresistentes, no Hospital 12 de Octubre de

Madrid durante os anos 2006-2008 e que afectou a 377 doentes.

A presente tese doutoral dividese en catro capitulos:

No capitulo 1, preséntase o estudo da epidemioloxia clinica e molecular dun brote
hospitalario causado por varias cepas de A. baumannii multirresistentes portadoras da -

lactamasa OXA-24.

No capitulo 2, preséntase o estudo do posible mecanismo de diseminacion da B-
lactamasa OXA-24 entre as distintas cepas dun mesmo brote hospitalario. Ademais,
describiuse por primeira vez unha cepa de A. calcoaceticus productora desta B-lactamasa OXA-

24,

No capitulo 3, describese o xenoma completo do clon maioritario do brote hospitalario,

a cepa de A. baumannii AbH120-A2 (cédigo de acceso ao GenBank: CP009534.1)

E, finalmente, no capitulo 4, describese a implicacion dun sistema de duas
compofientes, o sistema AbFhaB/AbFhaC, pertencente ao sistema de secrecién tipo V, en

adherencia a células epiteliais humanas e en virulencia.



Resumen

RESUMEN

El patdgenos oportunista Acinetobacter baumannii es uno de los seis microorganismos
multirresistentes que mds preocupa en hospitales de todo el mundo. Esto es debido a su
capacidad para persistir en ambientes extremos, ya que es capaz de sobrevivir en el ambiente
hospitalario, y a su versatilidad genética, ya que tiene la capacidad para desarrollar
mecanismos de resistencia a antibidticos y desinfectantes. Multiples brotes hospitalarios
producidos por cepas de A. baumannii multirresistentes han sido descritos en todos los
continentes. El presente trabajo aborda el estudio de uno de los brotes mds importantes de la
historia producido por varias cepas de A. baumannii multirresistentes, que surgié en el
Hospital 12 de Octubre de Madrid, durante los afios 2006-2008 y que afectd a 377 pacientes.

La presente tesis doctoral esta dividida en cuatro capitulos:

En el capitulo 1 se presenta el estudio la epidemiologia clinica y molecular de un brote
hospitalario causado por varias cepas de A. baumannii multirresistentes portadoras de la B-

lactamasa OXA-24.

En el capitulo 2 se describe el estudio del posible mecanismo de diseminacién de la B-
lactamasa OXA-24 entre las distintas cepas de un mismo brote hospitalario. Ademas, se

describid por primera vez una cepa de A. calcoaceticus productora de la B-lactamasa OXA-24.

En el capitulo 3 se describe el genoma completo del clon mayoritario del brote

hospitalario, la cepa de A. baumannii AbH120-A2 (cddigo de acceso a GenBank: CP009534.1)

Finalmente, en el capitulo 4, se describe la implicacion de un sistema de dos
componentes, el sistema AbFhaB/AbFhaC, perteneciente al sistema de secrecidn tipo V, en

adherencia a células epiteliales humanas y en virulencia.
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Abstract

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen belonging to the six
multirresistant organisms of greatest concern in hospitals worldwide. This fact is due to its
ability to persist in adverse environments being able to survive in the hospital settings, and to
its genetic versatility, being able to develop resistance mechanisms to antibiotics and
disinfectants. Multiple hospital outbreaks caused by multidrug-resistant strains of A.
baumannii have been described in all continents. This work is focused in the study of the
largest outbreak produced by various multidrug-resistant A. baumannii strains, which has
emerged in the Hospital 12 de Octubre, Madrid, Spain, affecting 377 patients during the years
2006-2008.

The present work is divided into four chapters:

In chapter 1, we studied the clinical and molecular epidemiology of the above
mentioned hospital outbreak caused by various multidrug-resistant A. baumannii strains
harboring the B-lactamase OXA-24.

In chapter 2, we described the possible spread mechanism for the B-lactamase OXA-24
among different strains during the hospital outbreak. Furthermore, the first A. calcoaceticus
strain producing the B-lactamase OXA-24 was described.

In chapter 3, we described the complete genome of the A. baumannii AbH120-A2
strain (GenBank accession code: CP009534.1), the main clone found in during the hospital
outbreak.

Finally, in Chapter 4, we studied the involvement of a two component system,
AbFhaB/AbFhaC, belonging to the type V secretion system, in adherence to human epithelial

cells and virulence.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas representan un importante problema de salud, debido a su
elevada morbimortalidad y a las implicaciones econémicas que suponen para el sistema
sanitario. Los antibidticos constituyen uno de los logros mas importantes de la medicina
durante el siglo XX, no sélo porque son la causa directa de la disminucion de la morbilidad y
mortalidad producida por infecciones bacterianas sino porque, ademads, han proporcionado el

desarrollo de otras areas médicas relacionadas con el control de la infeccion.

El descubrimiento de la penicilina en 1928, que fue el primer compuesto natural con
actividad antibacteriana, supuso un antes y un después en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas. En las siguientes décadas, el ritmo en el descubrimiento y el desarrollo de nuevas
familias de antibidticos fue muy rdpido. Sin embargo, este ritmo se ha ralentizado vy, en las
Ultimas décadas, muy pocas moléculas o nuevas familias de antibiéticos se han incorporado al
uso terapéutico. Esto supone un importante problema que dificulta el tratamiento de muchas
infecciones, teniendo en cuenta el incremento alarmante de resistencia de las bacterias a
estos farmacos. De hecho, muchos de los antibidticos disponibles en la actualidad estan
obsoletos o no son efectivos debido a la enorme plasticidad genética de las bacterias la cual les
permite adaptarse y evolucionar hacia formas de resistencia (7). Asi, aparecen nuevos
patdégenos emergentes que, en muchos casos, son portadores de resistencias intrinsecas y
cuya opcion terapéutica se ve reducida Unicamente a un Unico antibidtico. Dada la situacion
ante la que nos encontramos y la ausencia de tratamientos eficaces frente a bacterias
patégenas multirresistentes, es necesaria la creacion de nuevas estrategias con el fin de
optimizar y proteger el uso de los antibiéticos de los que se disponen a dia de hoy. Ademas, es
importante invertir e investigar en nuevas moléculas antimicrobianas, basandonos en el
descubrimiento de nuevas dianas de accidon que sean Utiles para combatir los microorganismos

multirresistentes cuyo tratamiento estd comprometido en la actualidad.

1.1. El género Acinetobacter spp.

La historia del género Acinetobacter (del griego akwvetoo [akinetos], inmdvil) se
remonta a comienzos del siglo XX, cuando Beijerinck, un microbiélogo danés, describid un
microorganismo al que llamé Micrococcus calcoaceticus. Este fue aislado del suelo tras
enriquecerlo con un medio que contenia, entre otros componentes, calcio-acetato. En las

siguientes décadas se describieron microorganismos similares, que fueron asignados a, al



Introduccion

menos, 15 géneros y especies diferentes, incluyendo Diplococcus mucosus, Micrococcus

calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea
vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. Glucidolytica, Neisseria winogradskyi,
Achromobacter anitratus y Achromobacter mucosus. La designacidon actual del género
Acinetobacter, que ha sufrido multiples cambios taxondmicos, fue inicialmente propuesta por
Brisou y Prévot en 1954 con el fin de separar los microorganismos moviles de los inmdviles
dentro del género Achromobacter, aunque no fue hasta 1968 cuando la designacion del

género Acinetobacter fue aceptada (8-10).

El género Acinetobacter, tal y como se define actualmente, estd compuesto por un
grupo heterogéneo de bacilos o cocobacilos Gram-negativos, aerobios estrictos, no
fermentadores, inmoéviles, catalasa-positivo, oxidasa negativo y con un contenido de guaninay
citosina, en su ADN de entre el 39 % y el 47 %. Basandose en los datos taxonémicos mas
recientes, se ha incluido el género Acinetobacter en la familia Moraxellaceae, dentro del orden

Gammaproteobacteria, el cual incluye los géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter y

otros organismos relacionados.

A dia de hoy, basandose en estudios de hibridacion ADN-ADN y gracias a los avances
en las técnicas de secuenciacién de genomas completos, el género Acinetobacter engloba 41
especies propuestas (http://www.bacterio.net/acinetobacter.html), dentro de las cuales, 38
especies estan validadas (Tabla 1). La ultima especie en ser aceptada dentro del género fue

Acinetobacter viriabilis, dato publicado en abril del afio 2015 (11, 12).

Tabla 1. Especies pertenecientes al género Acinetobacter.

Especie N2 genospecie Referencia Habitat o fuente principal
Acinetobacter apis Kimy col. 2014 Tracto intestinal de una abeja
A. baumannii 2 Bouvet and Grimont, 1986 Muestras clinicas humanas, suelo, vegetales
A. baylyi Carry col. 2003 Lodos, suelo
A. beijerinckii Nemecy col. 2009 Agua, suelo
A. bereziniae 10 Nemecy col. 2010 Suelo, muestras humanas y vegetales
A. brisouii Anandhamy col. 2011 Suelo
A. bohemicus Krizova y col .2015 Suelo, agua
A. boissieri Alvarez-Pérez y col. 2013 Néctar de flores
A. bouvetii Carr y col. 2003 Lodos, suelo
A calcoaceticus 1 Beijerinck 1911; Baumanny | Suelo, agua,. muestras clinicas humanas en
col. 1968 menor medida
A. gandensis Smet y col. 2014 Muestras de animales
A. gerneri Carry col. 2003 Lodos activados
A. grimontii Carry col. 2003 Lodos activados
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A. guangdongensis Fengy col. 2014 Suelo
A. guillouiae 11 Nemecy col. 2010 Suelo, agua, heces humanas
A. gyllenbergii Nemec y col. 2009 Muestras humanas
A. haemolyticus 4 Bouvet and Grimont, 1986 Muestras humanas
A. harbinensis Liy col. 2014 Agua de rio
A. indicus Malhotra y col. 2012 Vertedero
A. johnsonii 7 Bouvet and Grimont, 1986 Suelo, agua, piel humana y animal
A. junii 5 Bouvet and Grimont, 1986 Muestras humanas
A. kookii Choiy col. 2013 Suelo
A. lwoffii 8/9 '::Jé(i:;;e;:;gm; Brisou and Piel humana y animal
A. nectaris Alvarez-Pérez y col. 2013 Néctar de flores
A. nosocomialis 13TU Nemecy col. 2011 Muestras clinicas humanas, suelo
A. pakistanensis Abbas y col. 2015 Agua de deshecho
A. parvus Nemecy col. 2003 Muestras humanas y animales
A. pittii 3 Nemecy col. 2011 Muestras humanas, suelo y vegetales
A. puyangensis Liy col. 2013 Muestra vegetal
A. gingfengensis Liy col. 2014 Muestra vegetal
A. radioresistens 12 Nishimura y col. 1988 Suelo y muestras humanas y vegetales
A. rudis Vaz-Moreira y col. 2011 Muestras de residuos
A. seiferti Nemecy col. 2015 Muestras humanas
A. schindleri Nemecy col. 2001 Muestras humanas
A. soli Kim y col. 2009 Suelo
A. tandoii Carry col. 2003 Lodos activos
A. tiernbergiae Carry col. 2003 Lodos activos
A. towneri Carry col. 2003 Lodos activos
A. ursingii Nemec y col. 2001 Muestras humanas
A. viriabilis Krizova y col. 2015 Muestras humanas y animales
A. venetianus Vanéechoutte y col. 2009 Agua marina
ex Di Cello y col. 1997

Dentro del género Acinetobacter hay cuatro especies fenotipicamente muy similares y
que, ademas, estan mucho mas relacionadas entre si que con las otras especies del género:
Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii (clinicamente la especie mds importante del
género), A. pittii (antiguamente conocida como A. genospecie 3) y A. nosocomialis
(antiguamente conocida como A. genospecie 13TU) (13). Estas cuatro especies componen lo
gue se denomina complejo ACB (A. calcoaceticus-A. baumannii) (14, 15). Desde el punto de
vista clinico, este complejo pertenece al grupo de mayor importancia clinica, ya que representa
a la mayoria de las infecciones humanas y brotes hospitalarios producidos por Acinetobacter
spp (13, 15, 16). Aunque el resto de especies del género Acinetobacter (no ACB) suelen ser

sensibles a los antibidticos, se han descrito casos en los que las especies desarrollan
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mecanismos de resistencia. Tal es el caso de la deteccidn de la metalo-B-lactamasa NDM-1
descrita en una cepa de A. schindleri (17), de una B-lactamasa tipo OXA-134 descrita en A.
Iwoffii y A. schindleri (18) o de una metalo-B-lactamasa IMP-1 descrita en A. ursingii (19)
llegando incluso a producir brotes hospitalarios (20). De todas formas, estas infecciones
producidas por Acinetobacter sp. no pertenecientes al complejo ACB suelen llevar un buen

curso y suelen estar asociadas a una baja mortalidad.

La mayoria de las especies de Acinetobacter son ubicuas y, como se observa en la Tabla
1, se han aislado a partir de diversos nichos ecoldgicos, comprendiendo la piel humana (21) o
el suelo y agua (22-25). La especie con mayor relevancia clinica dentro de este género es A.
baumannii. Esta bacteria se ha manifestado como un patégeno sumamente importante debido
al incremento de las infecciones nosocomiales que ha causado en los ultimos 30 afos, y a la

propagacion global de cepas portadoras de resistencias a multiples antibidticos.

1.2. El patégeno Acinetobacter baumannii

A. baumannii es la bacteria
mas conocida dentro del género
Acinetobacter. Se trata de un
cocobacilo Gram-negativo
oportunista, no fermentador de
glucosa y sin flagelo. Al contrario
gue otras especies del género
Acinetobacter, frecuentemente
aisladas del suelo, agua y animales

(4, 22), A. baumannii se encuentra

casi exclusivamente en ambientes

Figura 1. Imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) de

la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2. Imagen tomada a hospitalarios, siendo responsable

50.000 aumentos. del 2-10 % de las infecciones
hospitalarias producidas por microorganismos Gram-negativos. La IDSA (Infectious Diseases
Society of America) ha englobado a A. baumannii dentro de ESKAPE, siglas que representan a
los microorganismos “mas problematicos” en hospitales de todo el mundo. Enterococcus

faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter
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especies (26) se engloban en este grupo dada su alto grado de morbilidad, mortalidad y costes
sanitarios. A. baumannii tiene una elevada capacidad para sobrevivir y diseminarse
rapidamente en el ambiente hospitalario. Es capaz de persistir largos periodos de tiempo en
superficies y objetos inanimados y de adquirir mecanismos de resistencia a un amplio rango de

compuestos antimicrobianos (27).

1.2.1. Importancia clinica de Acinetobacter baumannii

Cada vez son mas frecuentes las infecciones hospitalarias producidas por A. baumannii.
En muchas ocasiones, estas infecciones son causadas por cepas multirresistentes, afectando

generalmente a individuos portadores de graves enfermedades subyacentes.
La infeccidon nosocomial

Este patégeno humano es reconocido como el causante de una amplia gama de
infecciones nosocomiales graves, tales como neumonia (asociada a la ventilacién mecanica),
bacteriemia, endocarditis, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario
y meningitis. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la neumonia asociada a
ventilacién mecanica y las bacteriemias (28, 29), ambas relacionadas con una alta morbilidad y
mortalidad, entre el 40 y el 70 % de los casos, respectivamente. En la mayoria de los casos, se
cree que las infecciones son adquiridas por el contacto con material hospitalario contaminado
con A. baumannii o por contacto con el personal hospitalario que ha estado expuesto al
microorganismo (5, 28, 29). Estas infecciones, ademas de estar asociadas a una alta mortalidad,
conllevan un incremento de la estancia en el hospital de los pacientes, lo que se traduce en un
incremento de los gastos médicos (30). Los factores de riesgo que predisponen a los pacientes
a la colonizacién o infeccidn con A. baumannii son similares a los que se han identificado para

otros microorganismos MDR. Estos incluyen:

— factores del propio paciente: la cirugia previa, una herida traumatica (en particular

una quemadura), una enfermedad grave subyacente o bebés prematuros.

— factores relacionados con la exposicién: el ingreso en UCI, estancia prolongada en
el hospital, permanecer en un habitdculo con un A. baumannii endémico o

presencia de equipos médicos contaminados.
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— factores relacionados con tratamientos médicos: la ventilacion mecénica, la
presencia de dispositivos invasivos (catéteres intravasculares, catéteres urinarios o
tubos de drenaje), el nUmero de procedimientos invasivos realizados y la terapia

previa antimicrobiana.

El estudio de los factores de riesgo asociados es importante para el desarrollo de

medidas de prevencidn de la colonizacién e infeccion por este microorganismo.

La infeccidon comunitaria.

Se reconoce a A. baumannii como una infrecuente pero importante causa de
neumonia comunitaria. La mayoria de los casos estdn relacionados con otro tipo de
enfermedades subyacentes, como el alcoholismo, el tabaquismo, el EPOC o la diabetes
mellitus. Esto ha sido observado en regiones tropicales de Asia y Australia caracterizandose
por tener un curso clinico fulminante, con infeccidn secundaria del torrente sanguineo y una
elevada mortalidad (entre el 40 % y el 60 %). Otras formas de infecciones causadas por A.

baumannii adquiridas en la comunidad son infrecuentes (28).

Dado que la infeccidon por A. baumannii normalmente ocurre en pacientes criticos, la
mortalidad asociada es alta. Estos pacientes a menudo presentan un mal prondstico, siendo
dificil determinar el verdadero impacto clinico de éste microorganismo, asi como calcular la
mortalidad atribuible a la infeccién independientemente de la gravedad de sus enfermedades

subyacentes.

1.3. Métodos de identificacion

Las especies que componen este género, crecen en medios de cultivo tipicos tales
como Columbia agar-sangre en condiciones de aerobiosis y a temperaturas de 37 °C. Bouvet y
Grimont propusieron en 1986 un esquema de identificacién fenotipica basado en 38 ensayos
gue posteriormente se amplié incluyendo pruebas de crecimiento a distintas temperaturas o
distintas fuentes de carbono (31). Esta metodologia es muy laboriosa y en la practica clinica ya

no se lleva a cabo.

Los métodos de identificacién molecular son mds exactos que los fenotipicos en la

identificacion de las distintas especies de Acinetobacter y han contribuido a una mejor
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comprension de la epidemiologia y la importancia clinica de las especies del género durante
los ultimos afios. Cabe mencionar que el uso de estas técnicas se limita a laboratorios de

referencia.

Los métodos de identificacion tradicional incluyen serotipado, ribotipado, ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polimorphism) (28), PFGE (Pulse-Field Gel Electrophoresis), métodos basados en ADN-repetitivo
rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence-based Polymerase Chain Reaction), AP-
PCR (Arbitrary Primer Sequence-based Polymerase Chain Reaction) (32), RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) (33) y MLST (Multilocus Sequence Typing).

Otras técnicas de identificacién genotipica, mas modernas y rdpidas, se basan en la
creaciéon de plataformas de identificacién. El uso de la secuenciacién masiva, PCR-ESI-MS (PCR
ligada a Electrospray lonization Mass Spectrometry) o métodos basados en protedmica,
MALDI-TOF, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcién/ionizacion por laser
asistida por matriz) y TOF por el analizador Time of Flight (tiempo de vuelo) (34, 35) facilitan el

trabajo diario en cuanto a coste y tiempo en un laboratorio de microbiologia clinica.

La utilizacidon de estas técnicas de identificacién genotipica en cepas clinicas de A.
baumannii, epidémicas y no epidémicas, nos ha permitido identificar linajes clonales
diseminados por todo el mundo y responsables de brotes hospitalarios. Estudios actuales han
identificado al menos 6 grupos ICL (International Clonal Lineage) distribuidos por todos los

continentes. Dentro de estos grupos se engloban los Clones Europeos |, Il y lll (36).

1.4. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

La resistencia a antimicrobianos entre las distintas especies de Acinetobacter y, en
especial la de A. baumannii, se ha incrementado de manera sustancial en las ultimas décadas,
lo que supone un importante problema para el sistema sanitario, ya que compromete
enormemente la capacidad para tratar a los pacientes infectados con este patégeno. Los casos
descritos de infecciones producidas por cepas de A. baumannii pan-resistentes (cepas

resistentes a todos los antibidticos usados en la clinica) son especialmente alarmantes (5).

Los principales mecanismos de resistencia a diferentes antibidticos identificados en A.

baumannii se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia en A. baumannii , publicado por McConnell y

col, 2014 (5).

Antibidtico Mecanismo de resistencia Ejemplos
B-lactamasas: AmpC, TEM, VEB, PER, CTX-M, SHV,
Inactivacion por enzimas Carbapenemasas: OXA-23, -40, -51, -58, -143, -like,
VIM, IMP, NDM-1, -2
B-lactamicos Disminucion expresion

Fluoroquinolonas

Aminoglucésidos

Tetraciclinas

Glicilclicinas

Polimixinas
(Colistina)

porinas

Alteracidn PBPs

Bombas de expulsion
Modificacion diana de unién
Bombas de expulsion

AMEs

Bombas de expulsion
Metilacién ribosomal
Bombas de expulsion
Proteccién ribosomal

Bombas de expulsion

Modificacion diana de union

carO, omp 33-36, oprD-like

PBP2

AdeABC

Mutaciones en gyrAy parC
AdeABC, AdeM

AAC, ANT, APH

AdeABC, AdeM

armA

AdeABC, tetA, tetB

tetM

AdeABC

Mutaciones en el sistema regulador de dos
componentes PmrA/B (modificacion de los LPS)

Mutaciones en los genes de biosintesis de LPS

El presente trabajo se centrara en los mecanismos de resistencia a antibiéticos -

lactamicos.

1.4.1. Antibidticos B-lactamicos y mecanismos de resistencia

La importancia del descubrimiento de Alexander Fleming en 1928 del primer

antibiodtico de éxito terapéutico, producido por el hongo Penicillium notatum, significé el inicio

de la edad de oro de los antimicrobianos.
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Los antibidticos B-lactdmicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos

y mas utilizada en la practica clinica.

Los antibidticos PB-

H lactami r rizan por
rocHN. H ROCHN, o g actamicos se caracterizan po
=8 & : RHN . .
- tener un anillo B-lactamico, lo
N- N__#~.
0 z e X N-soy | determina en gran medida
CO.H COH 0 cual determina en g edi
Peniclina Cefalosporina Monobactam sus caracteristicas. Este anillo

H es esencial para que la

H ROCHN, = o
HO ™ R 1 molécula  funcione a la
N*—-._/ ¥4 N‘ ’/ ~ ;
0 T X perfeccidon, pero por si solo
CO;H COzH
Crbeprmnam Oxapenem carece de actividad

) o o - . antimicrobiana y necesita ser

Figura 2. Esquema de los antibidticos B-lactdmicos clinicamente mas

relevantes. activado por otros radicales
para poder unirse a sus receptores (proteinas fijadoras de la penicilina, PBPs). La naturaleza de
los radicales esenciales que se unen al anillo B-lactdmico define las diferentes clases de
antibidticos B-lactdmicos. Los anillos estructurales mas frecuentes son dos: el anillo B-
lactdmico y otro en combinacidn (anillo secundario). De los anillos secundarios, depende gran
parte de la actividad de estos antibidticos y su resistencia a las B-lactamasas. En la Figura 2 se

muestran las estructuras de los principales antibiéticos B-lactamicos: penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos, oxacilinas y carbapenemes.

Los antibidticos B-lactdmicos son agentes bactericidas que producen su efecto a través
de dos mecanismos: 1) inhibiendo o disminuyendo la formacidn de enlaces entre las cadenas
de peptidoglicano (PG), afectando a la sintesis de la pared bacteriana y 2) induciendo la
liberacion de autolisinas que hacen que la bacteria acabe lisdndose (37). Hay tres mecanismos
principales a través de los cuales una bacteria se hace resistente a un agente antimicrobiano.
Estos incluyen la produccién de enzimas inactivadoras de antibidticos, la alteracién de la diana
del antimicrobiano y la disminucidn de la concentracién de la droga en el interior de la célula
mediante el control de |la permeabilidad de membrana, modificando la expresién de proteinas
de membrana, tales como porinas y bombas de expulsidon (Figura 3). En ocasiones, estos
mecanismos de resistencia a B-lactdmicos pueden ir asociados a otros mecanismos causantes

de la resistencia a otras familias de antibidticos (38).
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Figura 3. Esquema de la composicidn de la pared celular de las bacterias Gram-negativas y los diferentes
mecanismos de resistencia a B-lactamicos. Figura adaptada de Llarrul y col. 2010.

1.4.1.1. Modificaciéon de la diana del antimicrobiano.

Las alteraciones en las PBPs pueden conllevar una pérdida de afinidad por los B-
lactdmicos con la consiguiente disminucién de su actividad (39). Estas proteinas se han
denominado asi por ser las dianas de las penicilinas y son indispensables para la formacion e
integridad de la pared bacteriana. La uniéon de los antimicrobianos a las PBPs causa la
inhibicién del crecimiento bacteriano, la inhibicidon de la divisién celular y la pérdida de Ila
biosintesis de muropéptidos de pared celular originando la lisis celular (39, 40). La informacion
es limitada en cuanto al papel de la resistencia a B-lactdmicos de las PBPs en A. baumannii, ya

que afecta principalmente a cocos Gram-positivos.

Fernandez-Cuenca y col. (2003) relacionaron una PBP de 73,2 KDa (PBP2a) con la
resistencia a imipenem y meropenem, mientras que su total ausencia, junto con la
modificacién de otra PBP de 70,1 KDa (PBP2b) se asocié con niveles de resistencia mas
elevados en ambos compuestos (41). Mas recientemente, Cayd y col. (2011) estudiaron las
secuencias nucleotidicas de los genes que codifican PBPs en A. baumannii y analizaron sus

variaciones alélicas en cepas sensibles y resistentes a B-lactamicos (42).

1.4.1.2. Control de la permeabilidad de membrana. Porinas y bombas de expulsion
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Porinas

La porinas son proteinas de membrana que forman canales en la membrana
bacteriana. Estos canales regulan la entrada de algunos elementos, generalmente compuestos
hidréfilos y de pequeiio tamafio y, entre ellos, la mayoria de los antibidticos B-lactamicos.
Muchas bacterias han desarrollado estrategias de supervivencia como son las variaciones en la
estructura de sus porinas o en la regulacion de su expresién en respuesta a la presencia de

antibidticos.

Poco se sabe sobre las porinas de A. baumannii. Su bajo nimero y pequeio tamafo
explican su baja permeabilidad en comparacién con otros patégenos Gram-negativos, lo cual
implica una resistencia intrinseca a antibidticos (43). La porina mds abundante y mejor
conocida en A. baumannii es HMP-AB (proteina modificable por calor), hoy en dia conocida
como OmpA por su homologia con la OMP-A de Enterobacteriaceae y con OMP-F de

Pseudomonas aeruginosa.

Se ha demostrado que la reduccidn en la expresién de algunas porinas afecta a la
resistencia a antibidticos B-lactamicos. Limansky y col. (2002) demostraron que la resistencia a
imipenem estaba relacionada con la pérdida de una porina de 29 KDa, CarO (44). En otro
trabajo se demostré que la pérdida de la porina Omp33-36, también estaba asociada a la

resistencia a carbapenemes (45).

Bombas de expulsiéon

Las bombas de expulsion son mecanismos de expulsion de membrana que median la
salida de compuestos téxicos que podrian danar la célula bacteriana. Entre las sustancias que
son capaces de expulsar también se encuentran los antibiéticos. La multirresistencia
bacteriana a menudo esta relacionada con un incremento en la expresion de las proteinas que
componen las bombas de expulsién. Los antibidticos expulsados al exterior celular por las
bombas tienen que cruzar la membrana externa poco permeable para volver a entrar en la
célula. Es por ello que las bombas de expulsion trabajan sinérgicamente con la baja

permeabilidad de la membrana externa (43).

En A. baumannii se han identificado sistemas de expulsidon asociados a resistencia a
antibiéticos (generalmente macrélidos, tetraciclinas y quinolonas) pertenecientes a 4

superfamilias: RND, MATE, MFS y SMR (46). La bomba de expulsion AdeABC, perteneciente a la
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superfamilia RND, es la mejor caracterizada en A. baumannii. Como todas las bombas de este
tipo presenta una estructura formada por tres componentes: AdeB (componente
transmembrana), AdeA (la proteina de fusion de la membrana interna), y AdeC (proteina de
membrana externa). Los genes responsables de la bomba AdeABC se localizan en el
cromosoma, y su expresion esta regulada por un sistema de dos componentes (AdeRS) (46).
Experimentos de inactivacién con un aislado clinico que sobreexpresa la bomba AdeABC
concluyeron que esta bomba confiere resistencia a aminoglucésidos, B-lactamicos (tales como
cefepime o cefotaxime), fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrélidos, cloranfenicol y
trimetropin. AdellK fue el segundo sistema RND descrito en A. baumannii y es capaz de

expulsar B-lactdmicos entre otros antibidticos, contribuyendo a su resistencia intrinseca (46).

1.4.1.3. Produccidn de B-lactamasas

La hidrélisis enzimatica es el mecanismo de resistencia mayoritario frente a los
antibidticos B-lactamicos en las bacterias Gram-negativas y esto se debe a la presencia de B-
lactamasas en el espacio peripldsmico. Las B-lactamasas son enzimas de caracter proteico,
codificadas por un gen cuya localizacion puede ser cromosdmica pero que, en ocasiones,
puede estar presente en plasmidos y diseminarse a través de transposones. Su expresion
puede ser inducible o constitutiva y son capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico dejandolo

inactivo.

Origen. Probablemente estas enzimas se han desarrollado como variantes de las propias
enzimas biosintéticas de la pared celular: las transpeptidasas, transglicosidasas vy
carboxipeptidasas, que se conocen como las proteinas fijadoras de penicilinas (PBPs), las

cuales son objeto del ataque de los B-lactamicos.

Clasificacion. Las B-lactamasas se clasifican por la secuencia de sus aminodcidos, por su
espectro de actividad, su peso molecular, su especificidad de sustrato y por su origen
cromosomico o plasmidico. La clasificacién mds aceptada, por ser la mas sencilla y menos
controvertida, fue publicada por Ambler en 1980 y clasifica estas enzimas en cuatro clases
segun su estructura molecular: A, B, C y D (47). Otra clasificacion bastante aceptada, es la

publicada por Bush y Jacoby (48), mas util a nivel clinico y microbioldgico.

36



Introduccion

— B-lactamasas de clase A. Junto con las de clase Cy D, son enzimas serina-dependientes,
presentando una serina en su sitio activo necesaria para catalizar la hidrdlisis antibidtica. En
este proceso se cataliza un acil-intermediario uniendo la serina del centro activo al anillo del

antibiético, haciéndolo asi inactivo. Hidrolizan antibiéticos como cefalosporinas de tercera y

cuarta generacién y aztreonam. Son inhibidas por acido clavulanico y tazobactéan.

Dentro de este grupo de PB-lactamasas, estan las denominadas B-lactamasas de
Espectro Extendido (BLEE). Estas enzimas se localizan en integrones localizados en plasmidos y
algunas de ellas son cromosdmicas. Las mds comunes dentro de A. baumannii son las -
lactamasas tipo PER, VEB y GES (49), aunque también se han descrito B-lactamasas tipo TEM,
SHV, CTX-M y RTG, aunque con menor incidencia. Las B-lactamasas tipo KPC, que confieren
resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos, incluidos los carbapenemes, han sido
descritas en A. baumannii en muy contadas ocasiones (50). Aunque son enzimas con una alta
capacidad hidrolitica, su actividad puede ser enmascarada por la presencia de una B-lactamasa
de clase C (AmpC) en su cromosoma, intrinseca en este género, lo que hace que sea dificil su

deteccidén y que no se sepa con certeza lo extendidas que estan estas enzimas en A. baumannii

(51).

- B-lactamasas de clase B. Las enzimas de este grupo se diferencian de las de los demas
grupos por no ser enzimas serina-dependientes, requiriendo la presencia de iones metalicos
para la ruptura del anillo B-lactdmico. Se caracterizan por su potente actividad carbapenemasa,
por ser inhibidas por agentes quelantes tipo EDTA y no por acido clavulanico y por no
hidrolizar monobactamicos (52, 53). Son quizas la clase menos frecuente en clinica pero, como
ocurre con el resto de B-lactamasas, se aislan cada vez con mayor frecuencia. Este tipo de B-
lactamasas se encuentran frecuentemente localizadas en integrones de clase 1, formando
parte de transposones, lo que les permite desplazarse con relativa facilidad de unas bacterias a
otras. Las metallo-B-lactamasas con mayor relevancia clinica en A. baumannii son las tipo IMP,
VIM, SIM y NDM (54). Los casos descritos referentes a las metallo-B-lactamasas NDM son
recientes. Inicialmente estas metallo-B-lactamasas fueron descritas en Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli pero, rapidamente, se diseminaron a otras bacterias incluyendo A. baumannii.

Actualmente representan una grave amenaza (55-57).

— B-lactamasas de clase C. Las PB-lactamasas de clase C (AmpC) son enzimas
cefalosporinasas, que hidrolizan penicilinas, cefamicinas y cefalosporinas (excepto cefepime).

No son inhibidas por acido clavuldnico y no degradan carbapenemes. La mayoria de las
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bacterias Gram-negativas portan en el cromosoma un gen ampC que expresan de manera
inducible y, en algunas ocasiones, de manera constitutiva (49). La sobreexpresién de este gen
estd asociada a la insercion de una secuencia ISAbal que le provee de una fuerte regién
promotora (58).

Estudios filogenéticos concluyen que los genes cromosémicos ampC de Acinetobacter
spp. podrian descender de un ancestro comun que codifica una B-lactamasa, de tal forma que
dichos genes estarian mds relacionados entre si que con otros genes ampC de otras bacterias.
Por ello, se ha propuesto que estos genes representen una nueva familia de B-lactamasas

denominadas cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADCs)(51).

- B-lactamasas de clase D. De manera histérica, se han denominado a las B-lactamasas
de clase D como oxacilinasas porque las primeras que se describieron hidrolizaban con mayor
facilidad oxacilina que las penicilinas clasicas. A ello se debe la designacién de OXA para las
enzimas de clase D. Ademads hidrolizan amoxicilina, meticilina, cefaloridina, aunque también
existen las de espectro extendido. Son resistentes a los inhibidores clasicos. Por el contrario, la
actividad carbapenemasa parece no ser una propiedad intrinseca de algunas oxacilinasas. Por
ello, se pueden diferenciar dos tipos de B-lactamasas de clase D: enzimas tipo OXA no
carbapenemasas y enzimas tipo OXA carbapenemasas. Hasta la fecha, han sido descritas 496
B-lactamasas de clase D (http://www.lahey.org/Studies/).

Las primeras enzimas tipo OXA no carbapenemasa descritas fueron la OXA-1, la OXA-2
y la OXA-3 (6), seguidas de las B-lactamasas tipo OXA de espectro extendido, cuyo
representante es la OXA-10. Estas B-lactamasas hidrolizan mejor las cefalosporinas de tercera
generacion y han sido descritas en Pseudomonas aeruginosa (59, 60). Solo una, la OXA-21, ha
sido descrita en A. baumannii en una ocasién (61).

Hasta hace escasos afios, las B-lactamasas de clase D carbapenemasas se dividian en
cuatro clusters: OXA-23, OXA-24, OXA-51 y OXA-58. Recientemente, a esos cuatro clusters se le
ha sumado un quinto representado por la OXA-143, y otros sub-clusters de B-lactamasas tipo

OXA, los cuales estan representados en la Tabla 3.

Tabla 3. Enzimas tipo OXA-carbapenemasas, descrito por Evans y Amyes, 2014 (6).

Enzimas Ne Localizacion Especies hospedadoras
enzimas
del grupo
OXA-23 OXA-23, OXA-27, OXA-49, OXA-73, B c/p A. baumannii, A. junii, A. radioresistens, A.
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OXA-24

OXA-51

OXA-58

OXA-
134a

OXA-143

OXA-213

OXA-214

OXA-211

OXA-229

OXA-235

OXA-48

OXA-102, OXA-103, OXA-105, OXA-
133, OXA-134, OXA-146, OXA-165—
OXA-171, OXA-225, OXA-239

OXA-40, OXA-25, OXA-26, OXA-72,
OXA-139, OXA-160, OXA-207

OXA-51, OXA-64—-0XA-71, OXA-75—
OXA-80, OXA-82—-0XA-84, OXA-86—
OXA-95, OXA-98—-0XA-100, OXA-
104, OXA-106—0XA-113, OXA-115—
OXA-117, OXA-120-0OXA-128, OXA-
130-0XA-132, OXA-138, OXA-144,
OXA-148-0XA-150, OXA-172-0XA-
180, OXA-194-0XA-197, OXA-200-
OXA-203, OXA-206, OXA-208, OXA-
216, OXA-217, OXA-219, OXA-223,
OXA-241, OXA-242, OXA-248—0XA-
250, OXA-254

OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164

OXA-134a, OXA-186—-0XA-191

OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-
253, OXA-255

OXA-213

OXA-214, OXA-215

OXA-211, OXA-212, OXA-309

OXA-228-0XA-230, OXA-257

OXA-235-0XA-237, OXA-278

OXA-48, OXA-48b, OXA-162, OXA-
163, OXA-181, OXA-199, OXA-204,
OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-
247

89

17

c/p

c/p

c/p

c/p

c/p

pittii, Proteus mirabilis, A. phenon 5, A. phenon
6/ct 13TU, A. nosocomialis, Acinetobacter
genomic species 10/11, A. Ilwoffii, Klebsiella
pneumoniae, A. baylyi

A. baumannii, A. haemolyticus, A. pittii, A.
baylyi, Pseudomonas aeruginosa, A.
calcoaceticus, K. pneumoniae

A. baumannii, A. nosocomialis, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, K. pneumoniae

A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis,
Acinetobacter phenon 6/ct 13TU, A junii
Acinetobacter genomic species 9, A.
bereziniae, A. calcoaceticus, A.radioresistens,
E. cloacae, Comamonas testosteroni, E. coli, K.
pneumoniae, Delftia acidovorans

A. lwoffii, A. schindleri

A. baumannii, A. pittii

A.calcoaceticus,

A. haemolitycus

A. johnsonii

A. bereziniae

A. schindleri, A. baumannii

E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli, Shewanella
xiamenensis, Citrobacter freundii, Serratia
marcescens, Providencia rettgeri, Klebsiella
oxytoca, Enterobacter sakazakii, A. baumannii
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C, cromosdmica; P, plasmidica

Algunas de estas OXAs se describen a continuacion:

B-lactamasas tipo OXA-23. La primera enzima tipo OXA carbapenemasa descrita fue la
enzima ARI-1, hoy conocida como OXA-23. Fue aislada de un paciente en Edimburgo en 1985,
curiosamente coincidiendo con el afo en que es aprobado el uso del imipenem como
tratamiento clinico (6, 62). Han sido descritos multiples brotes hospitalarios producidos por A.
baumannii portador de OXA-23. De hecho, a dia de hoy, se trata de la carbapenemasa mas
frecuente en A. baumannii y estd diseminada por el mundo (54). Puede estar codificada en
plasmidos o en el cromosoma y, en ciertos casos, se encontré localizada en los transposones

Th2006, Tn2007 y Tn2008 (63-65).

B-lactamasas tipo OXA-24. El segundo grupo de enzimas tipo OXA carbapenemasas en
A. baumannii es el representado por la OXA-24 (también nombrada como OXA-40). Esta
enzima fue identificada por Bou y col. (1997), a partir de aislados que formaban parte de un
brote hospitalario (66). Santillana y col. (2007), resolvieron la estructura cristalografica de la
OXA-24, siendo los primeros en identificar el puente hidrofébico formado por la tirosina 112 y
la metioniona 223. Realizando mutagénesis dirigida en estas posiciones aminoacidicas se
demostrd que estos residuos eran los responsables de la orientacion de los carbapenemes en
el sitio activo. En cuanto a pardmetros cinéticos, estas B-lactamasas presentan actividad frente
a penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes (mas por el meropenem que por el imipenem)
(67). Bou y col. (2010), describieron un posible inhibidor que podria funcionar contra aislados
de A. baumannii productores de OXA-24 (68). Las enzimas de este grupo son siempre

plasmidicas y se trata de las B-lactamasas mas diseminada en USA, Espafia y Portugal (54).

B-lactamasas tipo OXA-51. Es el grupo mas abundate de B-lactamasas de clase D. La
primera B-lactamasa descrita de este tipo fue la OXA-51, aislada de una cepa de A. baumannii
en Argentina (69). Estas B-lactamasas son intrinsecas de A. baumannii y se han encontrado 95
variantes en el cromosoma (6). Su expresion varia de acuerdo con la presencia/ausencia de la
secuencia de insercion ISAbal en la regidon promotora (70). Hidrolizan débilmente imipenem y
meropenem pero cuando se realizan experimentos in vivo, la CMI a estos antibidticos

carbapenémicos se incrementa drasticamente (6).
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B-lactamasas tipo OXA-58. El primer miembro descrito de este grupo se identificé en
Francia en 2003 en una cepa clinica de A. baumannii multirresistente que presentaba
resistencia a los carbapenemes. Tienen actividad hidrolitica frente a penicilinas, cefalosporinas
de primera y segunda generacion y débilmente frente a carbapenemes (71). Sélo han sido
descritas tres variantes de este grupo: OXA-96, OXA-97 y OXA-164 (72, 73). Todas son

plasmidicas y estan asociadas con secuencias de insercién.

B-lactamasas tipo OXA-143. Este grupo enzimas fue descrito recientemente por Higgins
y col. (2009). Hidroliza penicilinas, oxacilina, meropenem, imipenem pero no cefalosporinas de
espectro-extendido. Su localizacidn es plasmidica y no estd asociado a secuencias de insercion

ni integrones (74).

B-lactamasas tipo OXA-134a. Este grupo de B-lactamasas no ha sido descrito en A.
baumannii sino que son intrinsecas de A. Iwoffii. Los genes responsables no parecen estar muy
expresados ya que los aislados no son resistentes a los B-lactdmicos. Sin embargo, cuando
estos genes fueron clonados y expresados en E. coli se vio reducida la sensibilidad a los

carbapenemes y cefalosporinas, y se convirtieron en cepas resistentes a penicilinas (75).

B-lactamasas tipo OXA-48. Este grupo de B-lactamasas fue descrito por primera vez en
un aislado de K. pneumoniae en 2001 en Turquia. Rdpidamente se disemind por todo el mundo
y en el afio 2013 se detectd el primer caso en A. baumannii en el norte de Portugal (6). Su
localizacién es plasmidica e hidroliza penicilinas e imipenem pero no cefalosporinas de

espectro-extendido.

B-lactamasas tipo OXA-235. Un nuevo grupo de pB-lactamasas tipo OXA es el
representado por la OXA-235. Esta B-lactamasa fue aislada en cepas de A. baumannii en USA y
México (76). Hidrolizan penicilinas y carbapenemes, pero no tienen actividad hidrolitica frente
a cefalosporinas de amplio espectro. Este subgrupo incluye la OXA-235, la OXA-236 y la OXA-
237. Los correspondientes genes se localizan en plasmidos y estan flanqueados por dos copias

de ISAbal (49).
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Diseminacion de B-lactamasas en A. baumannii.

La capacidad para adquirir, retener y diseminar multiples mecanismos de resistencia es
una de las caracteristicas que define a A. baumannii. Esto es debido a que los genes de
resistencia son transferidos de forma horizontal a través de elementos moéviles entre
diferentes cepas, entre diferentes especies e incluso entre diferentes familias de bacterias.
En la literatura aparecen multiples casos de B-lactamasas identificadas en una especie
bacteriana y que rapidamente son diseminadas a otras especies. Un ejemplo es el caso de la
B-lactamasa OXA-48 o el de la metallo- B-lactamasa NDM. Los elementos a través de los

cuales se diseminan las B-lactamasas se detallan a continuacion.

Secuencias de insercion.

Las secuencias de insercién (IS) son elementos genéticos pequefios (< 2.5 Kb)
constituidos por secuencias de ADN que codifican la sintesis de una transposasa y estan
flanqueadas por secuencias repetidas e invertidas (IRL e IRR). “ISfinder” es una base de datos
(https://www-is.biotoul.fr/) donde se muestra la gran diversidad de IS, su distribucion y

ubicuidad en plasmidos y genomas secuenciados (77).

Las IS son los mecanismos mas frecuentes relacionados con la diseminacién vy
sobreexpresién de las B-lactamasas tipo OXA. Mas de 30 IS diferentes han sido descritas en A.
baumannii, siendo la mas prevalente ISAbal, descrita por Corvec y col. (78). La transposasa
ISAbal esta formada por dos genes superpuestos que requieren un movimiento en pauta para
codificar la transposasa funcional (79). ISAbal ha sido identificada en relacién con los genes
blaoxa-23-iike, bl0oxa-s1-iike, Bl0oxa-58-ike, ¥ BlA0xA-235-1ike. CUaNdO esta IS se encuentra en el extremo 5’
del gen le puede conferir una secuencia promotora que hace que se incremente su expresion.
Ademas, esta secuencia de insercion también esta implicada en la movilizacién de genes tipo
OXA. Un ejemplo, es el transposdn Tn2006, que contiene dos copias de IS en direccién opuesta
flanqueando a la B-lactamasa OXA-23 (63). ISAba3 es otra secuencia de insercién relacionada
con B-lactamasas tipo OXA, generalmente con blaoxa-ss-iike. S€ localizan una en el extremo 5 del

gen y otra en el extremo 3°, formando un transposén compuesto (80).

Los ISCRs son un inusual tipo de secuencia de insercidn que presentan semejanzas con
la familia IS91 tanto en estructura como en funcién. A menudo se encuentran en integrones de
clase |, se caracterizan porque carecen de secuencias repetidas invertidas (IRL y IRR) y se

transpone mediante un "modelo de replicacion en circulo rodante” (81).
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Sistemas de recombinacién XerC/XerD.

Las B-lactamasas tipo OXA del grupo de la OXA-24 no se encuentran asociadas a
secuencias de insercidn. Se ha visto que el gen blaoxa-24 y otros genes del mismo grupo, se
encuentran flanqueados por unas secuencias repetidas invertidas (XerC-6pb-XerD) (82, 83).
Estas secuencias constiutirian la diana sobre la que actuarian las recombinasas cromosdmicas
XerC y XerD. En un plasmido de 11 Kb que contenia dos copias del gen blaoxa-72, B-lactamasa
del mismo grupo que la OXA-24, ambas copias estaban flanqueadas por las secuencias

XerC/XerD (84).

Transposones.

Los transposones son segmentos de ADN de mayor tamafio que las IS, capaces de
insertarse en multiples lugares del ADN diana. Contienen un gen que codifica una transposasa,
responsable de su movilizacién, y uno o varios genes entre los que se encuentran genes de

resistencia a antibioticos.

Integrones.

Los integrones son elementos genéticos que contienen un sistema de recombinacidn
sitio-especifica que reconoce y captura genes en cassettes, generalmente genes de resistencia
a antibidticos o desinfectantes. La estructura basica de un integrén contiene un gen int, que
codifica una integrasa, un sitio primario de recombinacién (attl) y un promotor (Pc) que
asegura la expresion de los genes del cassette incorporados en la regidén variable. Se han
descrito una gran variedad de genes cassette. Su localizacion y su nimero es muy variable (85).
Han sido descritos tres clases de integrones en A. baumannii, siendo los de la clase 1,
asociados con el gen sull, y los de la clase 2, asociados con el transposén Tn7, y sus derivados,

los mas frecuentes (86, 87).

Plasmidos.

Los plasmidos son moléculas autorreplicativas de ADN cromosdmico que se componen
de una regidon constante, que contiene los genes de sus funciones esenciales como la
replicacién, el mantenimiento y la transferencia, y una region variable donde se localizan los
genes responsables de funciones adaptativas. Los genes que contienen no son imprescindibles

para la supervivencia de la bacteria pero les confieren ventajas adaptativas. Los plasmidos
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clasicos son circulares y de doble cadena, y su tamafio varia desde una hasta varios cientos de
Kb.

La mayoria de las B-lactamasas tipo OXA han sido identificadas en plasmidos, con
excepcidn de las OXAs intrinsecas de Acinetobacter spp. En A. baumannii estos plasmidos son
muchos y variados en tamafio y contenido genético, pudiendo ser clasificados en base a la
secuencia del gen que codifica la replicasa (88). En contraste con el nimero variado de
pldsmidos que albergan las distintas B-lactamasa tipo OXA, el gen blaoxa-4s ha sido descrito en

un Unico plasmido (89).

Islas de resistencia.

Las islas de resistencia son regiones especificas del cromosoma bacteriano donde se
encuentran un amplio numero de secuencias de ADN transferido horizontalmente, incluyendo
genes de resistencia. Normalmente, estas secuencias de ADN estan insertadas en un mismo
locus en el cromosoma de A. baumannii, empaquetadas en elementos genéticos moviles (IS,
transposones e integrones) (90). Se cree que estas islas de resistencia emergieron a partir de la
integracién en el genoma de pldsmidos u otros elementos mdviles. Las cepas sensibles a
antibidticos carecen de estas islas de resistencia (91).

AbaR1 fue la primera isla de resistencia descrita en una cepa multirresistente A.
baumannii AYE. Insertada en el locus comM, AbaR1 comprendia una region de 86 Kb en la que
fueron descritos 45 genes de resistencia a antibidticos y metales pesados. AbaR1 se encuentra

franqueada en ambos extremos por dos genes relacionados con la transposicién(92).

1.5. Mecanismos de intercambio genético. Transferencia de genes de resistencia.

En las bacterias Gram-negativas se han descrito cuatro formas de intercambio de
material genético: conjugacidn, transduccion, transformacion (2) y a través de vesiculas de

membrana externa (OMV) (Figura. 5).
1.5.1. Transformacion.

La transformacién consiste en la adquisicion de ADN libre presente en el ambiente.
Una vez dentro de la bacteria, el ADN podra mantenerse como tal cuando se trate de un
elemento auténomo, o bien integrarse en el genoma del huésped por recombinacion. Para que

este proceso tenga lugar, es necesario que las células sean competentes, entendiendo el
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estado de competencia como aquel en el que las células permiten que el ADN se una a su
superficie y penetre en el interior de la célula favoreciendo la adquisicidon de nuevos genes. En
la naturaleza, la eficiencia de la transformacion depende de la existencia de proteinas de

membrana que permitan la incorporacién de ADN al interior celular.

a Transformacién 1.5.2. Transduccion.

leerauon

/ ADN /—\ .,
W%wmﬂ\_‘\ s Durante la transduccion un

bacteriéfago transfiere los genes

Célula donante Célula recepwra

b TR entre bacterias compatibles. Este es

el método mas restringido, ya que la

e
b . .z .
m%m > interaccion entre el bacteriéfago y el
\ @4 %lberacmn / receptor bacteriano va a ser

Célula donante infectada fagos Célula receptora

¢ Conjugacion especifica. Clinicamente este tipo de

transmisidn sdlo tiene importancia en
:: / cocos Gram-positivos.
Célula donante Celula receptora

d OMVs
ﬁ @ / 1.5.3. Conjugacion.
) —— % La conjugacion es la via
@) ! :
Liberacién
— / OMVs principal de diseminacion de genes de

Célula donante
Célula receptora

resistencia entre las poblaciones
Figura 4: Mecanismos de intercambio genético en bacterias bacterianas. Este es el principal
Gram-negativas. Imagen modificada de Furuya & Lowy, 2006. . ) ) .

mecanismo de intercambio genético
ente bacterias Gram-negativas. Para que se produzca, es imprescindible que las bacterias
estén en contacto directo entre si y, por lo tanto, es muy frecuente que ocurra entre bacterias
gue comparten nicho ecolédgico. Durante este proceso, en las bacterias Gram-negativas

interviene un “pilus conjugativo” a través del cual se produce el intercambio de material

genético (93).

1.5.4. Transmision a través de vesiculas de membrana.

Este mecanismo de intercambio genético es el mds novedoso. Las OMVs son
estructuras esféricas secretadas de forma natural por todas las bacterias Gram-negativas.
Clasicamente estas vesiculas estdn formadas a partir de la membrana externa, por lo que estdn
compuestas principalmente por proteinas de membrana externa, proteinas periplasmicas y

lipopolisacaridos, aunque también contienen material citoplasmatico y proteinas de
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membrana interna. Recientemente, Pérez-cruz y col. (2015), demostraron que también existen
vesiculas de membrana interna-externa (94), lo que explicaria la presencia de material
citoplasmatico y proteinas de membrana interna. En su interior transportan lipidos y proteinas
y también son capaces de transportar ADN y ARN. Se han descrito casos de transferencia de

genes a través de vesiculas en bacterias (95) tales como E. coli (96) o bacterias del rumen (97).

En el caso del género Acinetobacter, se ha descrito la trasferencia horizontal de genes
a través de estos cuatro mecanismos (98-100). Rumbo y col. (2011), demostraron que las
OMVs de A. baumannii actuaban como vehiculo de diseminaciéon de genes de resistencia a

carbapenemes (101).

1.6. Patogénesis y factores de virulencia en A. baumannii.

Las bacterias patégenas son capaces de colonizar, invadir y dafiar al huésped para

causar enfermedad (102).

En el pasado, A. baumannii fue considerado un organismo poco virulento. Por ello, a
pesar del incremento en los ultimos afios de las infecciones producidas por A. baumannii, se
conoce relativamente poco sobre los factores que contribuyen a su patogénesis. En los ultimos
afios, estudios que combinan analisis gendmicos, protedmicos, transcriptomicos o modelos de
infecciéon animal han ayudado a la identificacién de fenotipos o factores de virulencia que
participan en la patogénesis de A. baumannii (103). Durante el proceso de patogénesis de A.
baumannii se requieren multiples factores de virulencia. Estos mecanismos permiten a la

bacteria colonizar y/o infectar al huésped de manera eficiente.

Dado el caradcter multirresistente de esta especie y la escasez de tratamientos de los
gue se disponen para combatir las infecciones producidas por A. baumannii, es importante
identificar nuevos factores de virulencia y profundizar en el conocimiento de la patogénesis de
esta bacteria para asi poder identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan el control de

las infecciones (90).

1.6.1. Factores de virulencia relacionados con adherencia.

A. baumannii tiene una capacidad intrinseca de interactuar con diferentes tipos de

superficies y de adherirse a ellas. Esta capacidad es la que le permite colonizar diverso material
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hospitalario, como catéteres o aparatos de ventilacion mecanica, facilitando las infecciones
nosocomiales. Ademas de superficies inertes, también es capaz de adherirse a superficies

animadas como, por ejemplo, a células epiteliales humanas.

Un paso critico en la colonizacién de tejidos es la adherencia a células eucariotas,
siendo el primer paso para el desarrollo de la infeccién. El grado de adherencia de A.
baumannii es variable entre diferentes aislados clinicos. Incluso, dentro de una misma cepa, el
grado de adherencia a superficies inertes puede variar con respecto al grado de adherencia a
superficies vivas. Por ello, se ha sugerido que A. baumannii tiene mecanismos moleculares

independientes para la adherencia a distintas superficies (104).

En contraste con la habilidad adherente a las superficies abidticas de A. baumannii,
muy poco se conoce sobre los factores que participan en la adherencia y formacién de biofilm
en superficies bidticas. A. baumannii se adhiere a células epiteliales humanas y a los filamentos
de Candida albicans en un proceso en el que participa al menos la proteina de membrana

externa OmpA (105).

El sistema de secrecidn tipo V (T5SS)

El sistema de secrecidn tipo V juega un importante papel en el proceso de patogénesis
bacteriana, estando implicado en la translocacion de adhesinas, enzimas, toxinas y otros
factores de virulencia a través de las membranas (106, 107). Se ha identificado en un
importante numero de bacterias patégenas. Este sistema, conocido por su aparente
simplicidad, puede funcionar mediantes dos mecanismos diferentes: los autotransportadores
(ATs) y los sistemas de dos componentes (TPS, Two-Partner Secretion). Ambos mecanismos se
dedican a la traslocacion de grandes proteinas o dominios de las proteinas a la superficie

celular bacteriana.

Los ATs, autotransportadores, son una familia de largas proteinas que contienen un
dominio C-terminal capaz de formar una estructura de B-barril permitiendo transportar el
dominio N-terminal a la superficie celular bacteriana. Bentancor y col. (2012), describieron
este tipo de adhesinas en una cepa de A. baumannii ATCC 17978. Ata (Acinetobacter Trimeric
Autotransporter) participa en la adherencia a superficies bidticas y abidticas, y en la formacion

de biofilm en A. baumannii ATCC 17978 (108).

Los TPS, sistemas de secrecién de dos componentes, estdn compuestos por dos

proteinas separadas: TpsA, que es la proteina transportada al exterior celular y TpsB, que es el
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transportador de membrana externa. Los genes que codifican las proteinas TpsA y TpsB estan
organizados en un operdn, donde el gen tpsB generalmente precede al gen tpsA. El dominio
POTRA (Periplasmic Polypeptide Transport-Associated) de la proteinas transportadora se une al

dominio TPS de la proteina TpsA, traslocandola a la superficie bacteriana (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de secrecién a través de la via TPS (figura modificada de Thanassi y col. (2005).

Ejemplos bien estudiados en otras bacterias Gram-negativas son la adhesine
filamentous hemagglutinin (FHA) de Bordetella pertusis o el sistema haemolitico ShIA/B de
Serratia marcescens. En A. baumannii, Darvish y col. (2014), describieron en una cepa de A.
baumannii ATCC 19606 un sistema similar al descrito en Bordetella pertusis, FHA, el cual esta
implicado en adherencia a células eucariotas. Ademas, se ha descrito que estas proteinas que
participan en la adherencia son muy inmunogénicas, por lo que serian buenos candidatos para

la produccion de vacunas (109).

1.6.2. Factores de virulencia relacionados con la formacion de biofilm.

Generalmente, la adherencia de A. baumannii a superficies bidticas y abidticas tiene
como resultado el desarrollo de biofilm. El biofilm es un complejo multicelular de estructura
tridimensional formado por células bacterianas en contacto intimo, embebidas en una matriz
extracelular producida por ellas mismas. Esta matriz estd compuesta por exopolisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos y otras macromoléculas (90). El biofilm confiere a las bacterias un

mecanismo protector que les permite sobrevivir en ambientes hostiles y durante la infeccion.
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Por tanto, la habilidad para generar biofilm representa un importante factor de virulencia.
Rumbo-Feal y col. (2013), realizaron un andlisis transcriptémico de células plancténicas y
células de biofilm en A. baumannii ATCC 17978. Este estudio reveld la sobreexpresién de 1621
genes en células formadoras de biofilm con respecto a células plancténicas y 55 genes

Unicamente expresados en biofilm y reprimidos en células plancténicas (110).

Hasta la fecha, se ha demostrado que ciertos genes estan implicados en formacién de
biofilm en A. baumannii. Asi, el sistema formador de pili tipo |, representado por CsuA/BABCDE,
es esencial para la adherencia y formacién de biofilm en superficies abidticas (111) pero no
para la adherencia a superficies bidticas (112). La proteina de membrana externa de 854-kDa,
proteina homodloga de BAP (staphilococal Biofilm-Associated Protein) participa en el desarrollo
del biofilm maduro. Se demostré que mutaciones del gene que codifica esta proteina tienen
como resultado un menor volumen y espesor de biofilm formado sobre cristal (113). También,
se demostrd que la proteina de membrana externa OmpA descrita en A. baumannii participa
en la formacion de biofilm en superficies plasticas, y que es esencial para la adherencia a

células epiteliales A549 (105).

1.6.3. Factores de virulencia relacionados con motilidad.

Histéricamente, A. baumannii se ha descrito como un microorganismo inmovil, ya que
carece de flagelo. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que A. baumannii tiene
motilidad tipo twitching (114, 115), lo cual podria estar relacionado con su capacidad para
diseminarse rapidamente sobre superficies en general, proceso ya descrito con anterioridad en
A. calcoaceticus (116). La motilidad tipo twitching esta mediada por la extension/retraccidn de
los pili tipo IV, en el que participan un larguisimo nimero de genes. Eijkelkamp y col. (2011),
realizaron un andlisis comparativo de las secuencias de los genes que codifican pili tipo IV en
distintas cepas de A. baumannii afirmando su papel en motilidad. También demostraron una
correlacion positiva entre el grado de conservacion del gen que codifica la subunidad PilA y el
fenotipo de motilidad exhibido. La motilidad tipo twitching también estd controlada por la luz

azul (117).

1.6.4. Factores de virulencia relacionados con polisacéridos de superficie.
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Los polisacaridos de superficie (LPS) son considerados importantes factores de virulencia en las
bacterias Gram-negativas (118). El LPS de A. baumannii estd formado por una fraccién de
lipido A, un nucleo carbohidrato y una regién variable formada por el antigeno-O. Se ha
demostrado que el LPS activa la respuesta inmune innata. Se vio que mutantes que carecian de
la glicotransferasa LpsB presentaron una disminucién de su resistencia al suero humano y un
descenso en la supervivencia usando modelos de infeccién en ratén (119). Beceiro y col. (2014),
demostraron que modificaciones en el lipido A asociadas con resistencia a colistina, afectan

negativamente a la fitness y a la virulencia (120).

Por otra parte, los polisacaridos capsulares hacen a la bacteria mas hidrofilica y
bloquean el acceso del complemento a la pared celular microbiana ejerciendo un papel
protector frente a la respuesta inmune. Russo y col. (2010) trabajaron con cepas defectivas
para los genes ptk o epsA (genes implicados en la formacién de la capsula bacteriana).
Comprobaron que estas cepas presentaron una reduccion en el crecimiento en suero humano

y liquido ascitico, y una menor persistencia en modelos de infeccién en rata (121).

1.6.5. Factores de virulencia relacionados con permeabilidad de membrana.

Las proteinas de membrana externa (OMPs) se han relacionado con resistencia a
antibidticos, adaptacion y patogénesis. La porina OmpA es una de las proteinas de la superficie
de A. baumannii mas estudiadas. Se ha visto que es capaz de causar apoptosis y citotoxicidad
dafiando las mitocondrias y el nlcleo en células eucariotas (122). Esta proteina se moviliza a
través de vesiculas de membrana externa a través de las cuales accede a las células eucariotas
y ejerce su accidn citotdxica (123). Ademas estd implicada en adherencia a células eucariotas e
interviene en la formacion de biofilm (124). Fernandez-Cuenca y col. (2011), demostraron que
la atenuacion de la virulencia de una cepa pan-resistente de A. baumannii se debia a la menor
expresion de las porinas CarO y OprD-like (125). Otra OMP implicada en virulencia descrita
recientemente es la Omp33-36. Rumbo y col. (2014), demostraron que la porina Omp33-36
induce apoptosis en células eucariotas (126) y Smani y col. (2013), demostraron su implicacion

en fitness y virulencia (127).
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1.6.6. Factores de virulencia relacionados con las vesiculas de membrana externa

(OMVs).

Las OMVs son vesiculas secretadas por bacterias Gram-negativas durante su fase de
crecimiento. Se componen de proteinas de la membrana externa y periplasma, fosfolipidos y
lipopolisacaridos. Las OMVs participan en el proceso de patogénesis de la bacteria ya que se ha
descrito que llevan factores de virulencia al interior de la célula huésped. Ademas, las OMVs
protegen a la bacteria de la respuesta inmune del huésped (128). Méndez y col. (2012),
mediante el estudio protedmico del secretoma de una cepa de A. baumannii, identificaron 39
proteinas, presentes en la fraccién proteica de las OMVs relacionadas con patogénesis y

virulencia (129), tales como OmpA, hemolisinas o proteasas.

1.6.7. Factores de virulencia relacionados con la produccién de enzimas hidroliticas.

En el genoma de A. baumannii se han detectado genes que codifican enzimas
lipoliticas: fosfolipasas C y D. Estos dos tipos de enzimas contribuyen a la patogénesis,
degradando los fosfolipidos de las barreras mucosas de las células eucariotas. La sintesis de
fosfolipasa C produce un aumento de la citotoxicidad en células eucariotas y la fosfolipasa D es
crucial para la resistencia al suero humano, la invasion de células epiteliales y la patogénesis en

modelos animales (130, 131).

1.6.8. Factores de virulencia relacionados con las proteinas de unién a la penicilina

(PBPs).

Las PBPs son enzimas relacionadas con la biosintesis del peptidoglicano (componente
principal de la pared bacteriana), y se asocian con procesos de morfogénesis celular y division
celular. Se ha visto que las mutaciones en el gen pbpG que codifica la PBP7/8 (proteina que
participa en la division celular) implican una reduccion en la resistencia al suero y en la
virulencia en modelos de infeccidon en animales (132). Russo y col. (2010), demostraron que

esta PBP contribuye directa o indirectamente a la resistencia bacteriana en suero humano.
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1.6.9. Factores de virulencia relacionados con el transporte de hierro.

El hierro es esencial para el crecimiento y supervivencia tanto del hospedador humano
como de las bacterias. En el hospedador humano se mantiene a bajos niveles para evitar dafio
oxidativo, siendo secuestrado por proteinas transportadoras de alta afinidad (ferritina,
transferrina, lactoferrina y hemoglobina). La bacteria lisa los eritrocitos (fosfolipasa C,
hemolisina) para liberar el grupo hemo y extraer el hierro de su nucleo a través de los sistemas
de captacion de hierro especializados. Antunes y col. (2011), realizando estudios comparativos
de genomas de A. baumannii, identificaron seis clusters de genes que codifican productos cuya
funcién es la captura de hierro, entre ellos el sistema Feo homélogo al descrito en E. coli

presente en todas las cepas estudiadas y el sideréforo acinetobactina (133).

Los sideréforos son compuestos quelantes de hierro secretados por bacterias. El
sideréforo mejor estudiado en A. baumannii es la acinetobactina (134-136). La acinetobactina
fue descrita por primera vez en la cepa de A. baumannii ATCC 19606" y se ha encontrado en la
mayoria de genomas secuenciados de A. baumannii. . Estudios recientes han demostrado que
el gen que media la produccién de acinetobactina es indispensable para la persistencia y la
capacidad de causar citotoxicidad de esta cepa, asi como para causar muerte utilizando

modelos animales, por lo que desarrolla un papel crucial en virulencia (137).

1.6.10. Factores de virulencia relacionados con el quorum sensing.

El quorum sensing (QS) es una mecanismo de comunicacion bacteriana cell-to-cell, que
se basa en la produccion, deteccién y respuesta a una moléculas sefiales llamadas
autoinductores. En A. baumannii las moléculas descritas de este tipo son las N-acil homoserin
lactonas (AHL), las cuales son sintetizadas por una AHL sintasa y se unen a un receptor
homdlogo a LuxR por afinidad. Esta unién, regula la expresién de los genes relacionados con el

Qs (90).

1.7. Plasticidad gendmica de Acinetobacter baumannii.

Desde la secuenciacidn del primer genoma de A. baumannii ATCC 17978 por Smith y

col. (2007), el numero creciente de secuencias de genomas completos o parciales depositados
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y anotados en el GenBank ha posibilitado una gran cantidad de estudios gendmicos de
en A. baumannii (29). En la actualidad, hay 1136 genomas de A. baumannii anotados: 35
genomas completos, 72 genomas en scaffolds y 1029 genomas en contigs
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/403). Este alto ndimero de secuencias
disponibles ha permitido el desarrollo de un gran nimero de andlisis gendmicos comparativos
centrados en resolver la estructura poblacional y relaciones filogenéticas de A. baumannii, asi
como en buscar pistas sobre el desarrollo y adquisicion de mecanismos de resistencia y

virulencia.

Asi, mediante estudios gendmicos comparativos se identificaron un grupo de genes
especificos tanto de género como de especie. El pan-genoma se corresponde con el repertorio
completo de genes existentes en un genoma bacteriano, el cual incluye la suma del ntcleo del
genoma y el genoma prescindible. El nicleo del genoma estd formado por genes presentes en
todas las cepas de una especie. El genoma prescindible, estd formado por genes ausentes, en
al menos, una cepa de una especie, incluyendo genes no esenciales para el crecimiento
bacteriano, pero que les pueden conferir ventajas como la adaptacién a nichos especificos,

resistencia a estrés y patogenicidad (138).

El andlisis del pan-genoma de A. baumannii mediante herramientas informaticas
identifico 8.818 CDSs (Coding DNA Sequence). Un conjunto de 1.455 CDSs pertenecian al
nucleo del genoma y los restantes 7.363 al genoma prescindible. El 25 % de los CDSs
englobados dentro del genoma prescindible fueron Unicos para cada especie (138). Este alto
porcentaje de genes Unicos de cada especie refleja la facilidad de A. baumannii para adquirir
material genético exdgeno y expandir asi su genoma prescindible, lo cual destaca la
importancia de los eventos de adquisicion y pérdida de genes en la evolucién y adaptacion de

este patégeno humano.

El nlcleo del genoma estd compuesto por aproximadamente 2.200 CDSs. La mayoria
de los CDSs estdn relacionados con procesos metabdlicos y funciones celulares (mas del 65 %),
mientras que una significante fraccidon (sobre el 22 %) codifica proteinas hipotéticas cuya
funcién no se puede conoce todavia. Otras proteinas englobadas dentro del nucleo del
genoma estdn implicadas en adhesidon y movilidad, quorum sensing, metabolismo del hierro y

resistencia a drogas (aproximadamente un 8 % del nlcleo del genoma).
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2. Objetivos

A. baumannii ha emergido en los Ultimos afos como un importante patégeno
nosocomial. La causa de su éxito se debe a su elevada capacidad para persistir en el ambiente
hospitalario y a su alta tasa de multirresistencia. En el presente trabajo nos planteamos el
estudio de los clones de A. baumannii aislados durante un importante brote hospitalario
ocurrido en Madrid durante los afios 2006-2008 con el fin de dilucidar los mecanismos

moleculares implicados en el éxito de este patdgeno.

Los objetivos de los cuatro capitulos que conforman la presente tesis doctoral

se detallan a continuacion:

2.1. Capitulo 1.

Objetivo 1. Analizar las bases moleculares de la resistencia a antibidticos de los clones
de A. baumannii aislados durante el brote nosocomial ocurrido en el Hospital 12 de Octubre,

Madrid, durante los afios 2006-2008.

Objetivo 2. Estudiar la epidemiologia clinica y molecular de los clones de A. baumannii

aislados durante dicho brote.
2.2. Capitulo 2.

Objetivo 3. Estudiar el mecanismo de diseminacidn de la B-lactamasa OXA-24 entre las

distintas cepas de Acinetobacter del brote.

Objetivo 4. Describir el mecanismo de resistencia de carbapenemes en una cepa de

Acinetobacter calcoaceticus.
2.3. Capitulo 3.

Objetivo 5. Secuenciar el genoma completo de la cepa de A. baumannii AbH120-A2,

clon mayoritario aislado durante el brote.

Objetivo 6. Analizar la secuencia completa del genoma de la cepa de A. baumannii

AbH120-A2 para describir su estructura y anotacién.



Objetivos

2.4. Capitulo 4.

Objetivo 7. Estudio fenotipico de la cepa de A. baumannii AbH120-A2.

Obijetivo 8. Estudiar la implicacion del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC en

la virulencia de la cepa de A. baumannii AbH120-A2.
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Capitulo 1

3.1. Capitulo I. Descripcién de un brote nosocomial causado por una cepa de
Acinetobacter baumannii portadora de una carbapenemasa tipo OXA-24 en

Espaia.

Las infecciones causadas por A. baumannii suponen un importante problema de salud
publica. En los ultimos afios, han sido descritos multiples brotes hospitalarios en diferentes
hospitales de todo el mundo y el nimero de infecciones nosocomiales se ha incrementado
sustancialmente. Estas infecciones son dificiles de tratar debido a la aparicién de fenotipos
multirresistentes a todos los antibidticos. En febrero de 2006, un paciente colonizado por una
cepa de A. baumannii multirresistente ingresé en la UCI del hospital 12 de Octubre de Madrid.
Esta cepa se disemind rapidamente por la UCI y otras estancias hospitalarias, persistiendo
durante mas de 30 meses y causando un importante brote hospitalario que dejé a 377
pacientes infectados o colonizados, donde 65 casos fueron bacteriemias. La intensificacién de
las medidas de control de la infeccidn, incluyendo la completa remodelacién de la UCI médico-

quirurgica, no fue suficiente para el control del brote.

Este capitulo | se centra en el estudio epidemiolégico molecular de A. baumannii
durante este brote nosocomial. Para ello, se realizé un estudio retrospectivo longitudinal de
todos los casos de infecciéon por A. baumannii entre enero de 2006 y mayo de 2008 y un
estudio retrospectivo de cohorte de los pacientes con bacteriemias producidas por A.
baumannii entre enero de 2002 y mayo de 2008. Ademas, se realizd un estudio de los
mecanismos moleculares implicados en la virulencia de las cepas de A. baumannii aisladas

durante este brote.

Basandonos en los patrones de sensibilidad antibidtica de los diferentes aislados, se
definieron tres perfiles diferentes: antibiotipo 1, aislados multirresistentes (resistentes a 5
tipos de antimicrobianos diferentes), antibiotipo 2, resistentes a carbapenemes pero no
multirresistentes y antibiotipo 3, sensibles a los carbapenemes. Se definidé colonizacién como
el aislamiento de mas de una muestra de A. baumannii sin sintomas de infeccion. Asi, durante
el periodo de estudio, entre Enero de 2006 y Mayo de 2008, 377 pacientes fueron
colonizados/infectados por A. baumannii. Los datos obtenidos del estudio retrospectivo
longitudinal fueron que la edad media de los pacientes era de 57 afos siendo hombres en el

63,4 % de los casos. Los pacientes se encontraban hospitalizados mayoritariamente en UCls
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(184- 48,8 %), areas quirurgicas (100- 26,5 %), areas médicas (85- 22,5 %) y areas pedriaticas
(8- 2,1 %). Del numero total de aislados considerados, 290 (77 %) pertenecian al antibiotipo 1,

34 aislados (9 %) pertenecian al antibiotipo 2 y 53 aislados (14 %) pertenecian al antibiotipo 3.

La relacion clonal entre los diferentes aislados se estudié mediante la técnica de
electroforesis de campo pulsado (PFGE). Un total de 21 pulsotipos diferentes fueron
identificados, de los cuales, el 73 % pertenecian al mismo pulsotipo, correspondiente a la cepa
AbH120-A2. De estas muestras pertenecientes al clon mayoritario del brote AbH120-A2, 165

pacientes fueron infectados (57 %) y 125 (43 %) fueron colonizados.

Con el fin de establecer una relacién clonal de estas cepas con otras anteriormente
descritas, se realizé la técnica de MLST a tres muestras pertenecientes al clon AbH120-A2. Los
tres aislados mostraban el mismo perfil alélico: g/tA (1), gyrB (18), gdhB (18), recA (10), cpn60
(14), gpi (29) y rpoD (18), identificAndose como una nueva secuencia ST (ST 56).

El clon AbH120-A2 mayoritario del brote mostraba un amplio patrén de
multirresistencia antibidtica, siendo Unicamente sensible a antibidticos tales como la colistina
y la tigeciclina. El perfil de sensibilidad antibidtica de esta cepa clinica se muestra en la Tabla 1
del Anexo I. Numerosas muestras pertenecientes a este clon fueron aisladas durante todo el
periodo de estudio, obteniéndose el pico maximo de aislados en Mayo de 2007. Tras la
remodelacion de la UCI en Julio de 2007, se produjo un descenso del nimero de nuevos

pacientes (< 3 pacientes/mes).

El estudio retrospectivo de cohorte se realizé con el fin de conocer los factores de
riesgo asociados a una bacteriemia causada por el clon AbH120-A2. Entre Enero 2002 y Mayo
de 2008 fueron identificados 94 aislados de A. baumannii procedentes de bacteriemias. Los
patrones de campo pulsado obtenidos con estas cepas se muestran en el Figura 1, Anexo I. En
este periodo de tiempo la incidencia anual de bacteriemias producidas por A. baumannii se
incrementd de 0,03 episodios por 100.000 camas/dia en 2002 a 1,1 episodios por 100.000
camas/dia en 2007, coincidiendo con el pico maximo del brote. La comparacién de
bacteriemias producidas por A. baumannii AbH120-A2 y las producidas por otros clones de A.
baumannii reveld que los factores clinicos asociados a bacteriemias causadas por A. baumannii
AbH120-A2 fueron la hospitalizacidon en la UCI [Odds Ratio (OR) 3,48, 95 % intervalo de
confianza (IC) 1,23 — 9,54], la exposicidon a mas de tres drogas antimicrobianas (OR 3,13, 95 %

IC 1,12 —8,76) y la neumonia asociada a ventilacién mecdanica (OR 8,35,95 % IC 1,12 — 8,76).
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Mediante técnicas de PCR utilizando oligonucledtidos especificos de B-lactamasas de
tipo carbapenemasa, se detectd el gen blaoxa24 en el clon AbH120-A2, localizado en el
pldsmido pMMA2 (cdédigo GenBank NC_013277.1). También se estudiaron cuatro
representantes de otros pulsotipos, AbH120-D, AbH120-CU1 (Acal H120-07), AbH120-CU2, y
AbH120-CU3 que portaban blaoxa-24 en distintos plasmidos (cddigos GenBank NC_019280.1,
NC_013056.1, NC_013506.1 y NC_019199.1, respectivamente). Gracias a la secuenciacion
completa de los plasmidos, se pudo comprobar que, en todos los casos, el gen blaoxa-24 se

encontraba flanqueado por sitios de recombinacién XerC/XerD.

Un estudio detallado de las ORFs presentes en el plasmido pMMAZ2, reveld la presencia
de dos posibles genes relacionados con la virulencia, que se encontraron también en el
pldsmido pMMCU3 de la cepa AbH120-CU3. Se trataba de un gen que codifica una
septicolisina-like, toxina formadora de poros, y un gen que codifica una proteina de membrana
externa dependiente de TonB, relacionada con el transporte de hierro. Ademas, en el plasmido
PMMA2 se encontré una secuencia de insercion de la familia IS4 localizado entre esos dos
genes antes mencionados. Estudios de expresién mediante técnicas de qRT-PCR revelaron que
estos dos genes estaban mas expresados en el clon AbH120-A2 que en el clon AbH120-CU3.
Concretamente, el gen de la septicolisina se expresaba mas de dos veces y el gen de TonB se
expresaba casi dos veces mas en la cepa AbH120-A2 que en las otras cepas aisladas del brote.
Estos cambios de expresion se debieron, en el caso de la septicolisina, a la insercién de la
secuencia IS4, la cual aportaba una nueva regidon promotora mas potente, y, en el caso de
proteina de membrana externa dependiente de TonB, al cambio de dos nucleétidos en la

regién promotora del gen.

En este capitulo | se describe el brote nosocomial y se explica cdmo ciertas ventajas
moleculares del clon AbH120-A2 le permitieron instaurarse como clon mayoritario

desplazando al resto de los clones del brote.

La correspondiente publicacidn se adjunta a continuacion:
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DISPATCHES

Multidrug-Resistant
Acinetobacter
baumannii
Harboring OXA-24
Carbapenemase,
Spain

Joshi Acosta,’ Maria Merino,' Esther Viedma,
Margarita Poza, Francisca Sanz,
Joaquin R. Otero, Fernando Chaves,
and German Bou

In February 2006, a patient colonized with a multidrug-
resistant sequence type 56 Acinefobacter baumannii strain
was admitted to a hospital in Madrid, Spain. This strain
spread rapidly and caused a large outbreak in the hospital.
Clinicians should be alert for this strain because its spread
would have serious health consequences.

he increasing resistance of Acinetobacter baumannii

to antimicrobial drugs, including carbapenems (I—
3), and resistance to desiccation and disinfectants (4)
contribute to its persistence in hospital environments and
propensity to cause outbreaks (5,6). In February 2006, a
patient colonized with a multidrug-resistant 4. baumannii
strain was admitted to the medical-surgical intensive care
unit (ICU) of a hospital in Madrid, Spain. This strain then
spread rapidly, persisted for =30 months, and caused a large
outbreak in the hospital. We report details of this outbreak.

The Study

We conducted a retrospective longitudinal study at 12
de Octubre University Hospital, Macdlrid, Spain, of patients
colonized/infected with 4. baumannii during January
2006-May 2008. We also conducted a cohort study of
patients with 4. baumannii bacteremia during January
2002-May 2008.

MICs of drigs were confirmed by using Btest strins (AR
Biodisk, Solna, Sweden) according to the manufacturer’s
criteria.  Multidrug-resistant  (MDR) phenotypes were
defined as resistance to 5 classes of drugs: antipseudomonal
cephalosporins  (ceftazidime, cefepime), carbapenems
(imipenem, meropenem), piperacillin‘tazobactam, fluoro-
Author affiliations: Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid,
Spain (J. Acosta, E. Viedma, F. Sanz, J.R. Otero, F. Chaves); and
Complejo Hospitalario Universitario La Corufia, La Corufia, Spain
(M. Merino, M. Poza, G. Bou)
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quinolones, and aminoglycosides (gentamicin, tobramycin,
amikacin). Isolates were classified on the basis of
antimicrobial susceptibility patterns: antibiotype 1, MDR
i1solates, antibiotype 2, isolates resistant to carbapenems
but not MDR,; and antibiotype 3, isolates susceptible to
carbapenems. Colonization was defined as isolation of 4.
bavmannii from =1 clinical specimen in the absence of
clinical symptoms consistent with infection. Bacteremia was
determined by application of criteria proposed by the Centers
for Digease Control and Prevention (Atlanta, GA, USA) (7).

Clonal relatedness between clinical isolates was
determined by using pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) andthe CHEF DRIII system (Bio-Rad Laborateries,
Hercules, CA, USA) according to reported techniques
(8). Migration of DNA fragments was normalized, and
computer-assisted analysis of PFGE pattems was conducted
by using Bionumerics software (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium). Multilocus sequence typing
(MLST) was performed according to published protocols
(9). Tsolates were assigned to a sequence type according
to the allelic profiles database (http://pubmlstorg/
abaumanmnii/). Univariate analysis was performed by using
the £ test for continuous variables and the y* or Fisher exact
tests for categorical variables. Adjusted odds ratios (ORs)
were calculated by using logistic regression analysis. Data
were analyzed by using SPSS software (SPSS Inc., Chicago,
1L, USA). A p value <0.05 was considered significant.

During January 2006-May 2008, a total of 377 patients
were colonized/infected with 4. baumannii. Mean age of
the patients was 57 years and 63 4% were men. Patients
were hospitalized mostly in ICUs (184, 48.8%), and in
surgical (100, 26.5%), medical (85, 22.5%), and pediatric
(8, 2.1%) wards. A total of 76.9% (290/377) of the isolates
were antibiotype 1, 9.0% (34/377) were antibiotype 2, and
14.1% (53/377) were antibiotype 3. Temporal distribution
of cases is shown in Figure 1, panel A. Bacterial isolates of
antibiotype 1 were assigned to the major clonal type (clone
AbH120-A2) by PFGE. Of 290 patients with 4. baumaniii
antibiotype 1 isolates (clone AbH120-A2), 165 patients
were infected (57%) and 125 (43%) were colonized.

MLST analysis of 3 isolates belonging to clone
AbH120-A2 was performed to determine the relationship
between these 1solates and other described strains. The 3
isolates showed the same allelic profile of 7 housekeeping
genes (allele no. in brackets; gitd [1], gwB [18], gdhB
[18], recd [10], cpnb60 [14], gpt [29], and #paD [18]) and
were identified as sequence type 56 according to the MLST
database (http://pubmlst.org/abaumannit/).

A. baumannii clone AbH120-A2, which showed a
broad antimicrobial drug-resistance profile, resistance to
carbapenems, and susceptibility only to tigecycline and
colistin, was present throughout the entire 30-month study
'These authors contributed equally to this article.
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Figure 1. Temporal distribution of patients with Aciietobacter

haumanml infections, Spain A) Patients colonized/infected with
A baumanni classified by antibiotype. Armows indicate times of
intensification of infection control measures. The medical-surgical
intensive care unit at Octubre University Hospital, Madrid, Spain,
was refurbished in July 2007 B)Annual incidence of 4. baumanni
bacteremia ABCA, 4. baumannii clone A or AbH120-A2; ABNCA:
A baumanminonclons A

and peaked several times until the medical-surgical ICU
was refurbished in July 2007. The number of new case-
patients with clone AbH120-A2 then decreased; <3 cases/
month were observed during October 2007-February 2008
(Figure 1, panel A).

Annual incidence of A. baimannii bacteremia increased
from 0.03 episodes/1 00,000 bed days in 2002 to 1.1/100,000
bed days in 2007 (Figure 1, panel B), which coincided
with the outbreak peak caused by clone AbH120-A2.
Clinical features of patients with A. baurannii bacteremia
are shown in Table 1. Multivariate analysis of bacteremia
caused by clone AbH120-A2 and nonclone AbH120-A2
showed that wvariables independently associated with
AbHI120-A2 bacteremia were hospitalization in ICUs (OR
3.48, 95% confidence interval [CI] 1.23-9.54), exposure
to =3 antimicrobial drugs (OR 3.13, 95% CI 1.12-8.76),
and ventilator-associated pneumonia as the source of
bacteremia (OR 8.35, 95% CI 1.12-8.70).

Plasmid pMMA?2 (GenBank accessionno. GQ377752),
which was isolated from the clone causing the outbreak
(AbH120-A2), harbored a bla,,, ., gene (10) coding
for carbapenemase OXA-24 {(also called OXA-40) as
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described (/). Four additional clones were detected during
the outbreak (AbH120-D, AbH120-CU1, AbH120-CU?2,
and AbH120 -CU3), which harbored plasmids pMMD,
pMMCUL, pMMCU2, and pMMCUS, respectively
(GenBank accession nos. GQ904226, GQ342610,
GQ476987, and GQ904227). Carbapenem resistance in
all clones was linked to a plasmid harboring the b, .,
gene flanked by XerC/XerD-like recombination sites (/).
Comparative analysis among plasmid sequences showed
different patterns and coding regions. All plasmids,
including pMMAZ2, harbored the bla_ , ., gene as part of
a DNA module flanked by XerC/XerD-like sites, which
suggested that these sites are involved in mobilization
of DNA containing the dla , gene by site-specific
recombination (1 1).
Twogeneswithaputativeroleinvirulence were detected
in plasmids from clones AbH120-A2 and AbH120-CU3
upstream of bla_ .- a septicolysin-like gene coding for
a pore-forming toxin (12), and a TonB-dependent receptor
gene coding for an outer membrane protein involved in iron
uptake and virulence (£3—135). Insertion sequence 4, which
provided an additional promoter sequence, was detected
upstream from the septicolysin gene in plasmid pMMAZ,
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Integrated insertion sequence 4 (154 (red letters) provided a new
promoter sequence for seplicolysin in plasmid phMMAZ from clone
AbH120-A2 Upper case letters indicate amino acids. IRL, inverted
repeated left sequence, IRR, inverted repeated nght sequence
from 154, Stop, stop itemination) codon.
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Table 1. Clinical characteristic of patients with Acinefobacter baumannii bacteremia, Spain®

Clone ABCA, Clone ABNCA,
Characteristic n =65 n=29 p value OR (95% ClI)
Age, y 57.5+14.2 587 £19.6 0.730 NA
Male sex 50 (76.9) 21(72.4) 0.639 1.27 (0.47-3.45)
Concurrent conditions
Immunosuppression 12 (18.5) 6(20.7) 0.800 0.87 (0.29-2.60)
Solid tumor 16 (24.6) 6 (20.7) 0.678 1.25(0.43-3.62)
Hematoclogic malignancy 1(1.5) 1(3.4) 0.553 0.44 (0.03-7.25)
Diabetes mellitus 9(13.8) 9(31.0) 0.050 0.36 (0.12-1.03)
Liver cirrhosis 11 (16.9) 3(10.3) 0.408 1.76 (0.45-6.88)
Heart failure 4(6.2) 3(10.3) 0.475 0.57(0.12-2.72)
Chronic cbstructive pulmonary disease 7(10.8) 3(10.3) 0.951 1.05 (0.25-4.37)
Liver transplant 15 (23.1) 7(24.1) 0.911 0.94 (0.34-2.64)
Duration of hospitalization before A. baumannii bacteremia, d 348+ 361 239+275 0.150 NA
Hospital location
Intensive care unit 41 (63.1) 9(31.0) 0.004 3.80 (1.50-9.66)
Medical ward 6(9.2) 12 (41.4) 0.001 0.14 (0.05-0.44)
Surgical ward 18 (27.7) 8 (27.6) 0.992 1.00(0.38-2.68)
Source of bacteremia
Catheter-related infection 25 (38.5) 9(31.0) 0.489 1.39(0.54-3.52)
Pneumonia associated with mechanical ventilation 18 (27.7) 1(3.4) 0.006 10.72 (1.36-84.8)
None (primary bacteremia) 12 (18.5) 14 (48.3) 0.003 0.24 (0.09-0.63)
Intraabdominal infection 7(10.8) 2(6.9) 0.716 1.62(0.32-8.37)
Urinary tract infection 3(4.6) 2(6.9) 0.642 0.65(0.10-4.13)
Other 0 1(3.4) 0.309 3.32(2.43-4.52)
Carbapenem resistance 65 (100.0) 7(24.1) 0.001 0.09 (0.50-0.20)
Prior colonization with A. baumannii 43/62(69.4) 1117 (5.9) 0.001 36.21(4.47-283.1)
Antimicrobial drugs used
Cephalosporin 7162 (11.3) 3729 (10.3) 0.893 1.10(0.26-4.61)
Piperacillintazobactam 21/62 (33.9) 4/29 (13.8) 0.046 3.20 (0.98-10.41)
Fluorquinolone 24162 (38.7) 9/29 (31.0) 0.478 1.40(0.54-3.59)
Glycopeptide 44/62 (71.0) 12/29 (41.4) 0.007 3.46 (1.38-8.69)
Aminoglycoside 17/62 (27.4) 8/29 (27.6) 0.987 0.99 (0.37-2.66)
Carbapenem 41/62 (66.1) 11/29 (37.9) 0.011 3.20(1.28-7.99)
>3 drugs 36/62 (58.1) 8/29 (27 .6) 0.007 3.63 (1.40-9.47)
Invasive procedure or device
Central venous cathetert 51/64 (79.7) 15/29 (51.7) 0.006 3.66 (1.42-9.46)
Surgical proceduref 33/64 (51.6) 11/29 (37.9) 0.223 1.74 (0.71-4.27)
Mechanical ventilationt 49/64 (76.6) 14/29 (48.3) 0.007 3.50(1.38-8.87)
Duration of hospitalization after A. baumannii bacteremia, d 46.6 729 205212 0.050 NA
Died during hospitalization 35 (53.8) 9(31.0) 0.041 2.59 (1.03-6.54)

*Values are mean + SD or no. (%) except as indicated. Clone ABCA, A. baumannii clone A (AbH120-A2); ABNCA, A. baumanniinonclone A;

OR, odds ratio; Cl, confidence interval; NA, not applicable.
TWeek before bacteremia.

FMonth before bacteremia.

this sequence was absent in plasmid pMMCU3 (Figure
2). Two nucleotide changes detected in promoter regions
provided an additional promoter region for the TonB-
dependent receptor gene in plasmid pMMAZ2.

Real-time PCR (Table 2) was performed to analyze
expression of septicolysin and TonB-dependent receptor
genes in  clones AbH120-A2 and AbHI120-CUS3.
Expression of septicolysin in clone AbH120-A2 was 2.1x
times higher than that of clone AbH120-CU3. Conversely,
the TonB-dependent receptor was also overexpressed in
clone AbH120-A2 (1.8x higher than in clone AbH120-
CU3).
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Conclusions

Outbreaks of MDR 4. baumannii have been
demonstrated in many studies (1,2,5). We report a large
outbreak during 2006-2008 that persisted for =30 months.
The AbH120-A2 strain was pathogenic and caused 65
cases of bacteremia.

Clone AbH120-A2 had unique characteristics. First,
it wag an MDR (including carbapenems) clone (ST56),
susceptible only to tigecycline and colistin. Second, it
harbored a carbapenemase bla, ., ,, gene, flanked by
XerC/XerD binding sites located on a plasmid, which
probably spread to other Acinetobacter clones by a Xer
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Table 2. Oligonucleotides used in real-time reverse transcription PCRs for Acinetobacter baumannii, Spain®

Primer Gene Sequence, 5' — 3’
TonB-Forw TonB-dependent receptor GGACTGGTGATAAAGCACTAT
TonB-Rev TonB-dependent receptor GCCGCATAGAGTTATCACATC
Septicolysin-Forw Septicolysin CACCATCTTGTACCAATACATTT
Septicolysin-Rev Septicolysin GAAATTAGCAGAAGCTCTCTTAC

rpoB-Forw
rpoB-Rev
gyrB-Forw
gyrB-Rev

RNA polymerase subunit B
RNA polymerase subunit B
DNA gyrase subunit B
DNA gyrase subunit B

CAGCCGCGAYCAGGTTGACTACA
GACGCACCGCAGGATACCACCTG
AAGTGAGGTAAAACCAGCGGTA
AATCTTGCCTGCAATTGATTTT

*Forw, forward; rev, reverse.

recombination system (7 7). Third, this clone overexpressed
2 putative virulence factors, septicolysin and TonB-
dependent receptor.

The septicolysin gene showed 2x overexpression
caused by nsertion of 154, which provided an additional
promoter. Although the exact role of septicolysin is
unknown, it has been designated a cholesterol-dependent
cytolysin, which has been reported to be produced by
pathogenic bacteria such as Clostridium perfringens,
Bacillus anthracis, and Streptococcus preumoniae to aid
invasion of tissues or cells (12).

The protein produced by the TonB-dependent receptor
gene has been associated with virulence and iron uptake
in A. baumannii (13) and may be involved in survival
of bacteria in the lungs and blood. This characteristic
may explain the large rate of bacteremia caused by clone
ADbHI120-A2. Thus, clinicians should be alert for the MDR
ST56 A. baumannii clone because its spread would have
serious health consequences.

This study was supported by the Spanish Network for
Research in Infectious Diseases (grants RD06/0008/0011,
RDO06/0008/0025, PI081613, and PS09/00687) for the Instituto
de Salud Carlos IIL

Dr Acosta is a clinical microbiologist at Hospital 12 de
Octubre, Madrid, Spain. Her primary research interests are
epidemiology of nosocomial infections and mechanisms of
antimicrobial drug resistance.
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Capitulo Il. El gen de la B-lactamasa OXA-24 se encuentra flanqueado por los
sitios de recombinacidon XerC/XerD-like en los diferentes plasmidos de todas las

cepas de Acinetobacter spp aisladas durante el brote.

Desde que en 1986 se describid por primera vez el género Acinetobacter gracias a
técnicas de hibridacion Southern-Blot, Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii y A.
nosocomialis componen lo que se denomina complejo ACB (A. calcoaceticus-A. baumannii)
Desde el punto de vista clinico, este complejo pertenece al grupo molecular de mayor
importancia clinica dentro del género Acinetobacter, dado que la mayoria de las infecciones
humanas son producidas por estas especies, exceptuando A. calcoaceticus. Entre los
mecanismos de resistencia asociados a estas especies, el mds importante consiste en la
produccidn de B-lactamasas y, en concreto, de las B-lactamasas de clase D. Se han publicado
multiples trabajos en los que se describen cepas de A. baumannii, A. pittii y A. nosocomialis

portadoras de B-lactamasas de clase D.

A. calcoaceticus tradicionalmente ha sido considerada una especie ambiental no
relacionada con infecciones clinicas severas. Hasta la fecha no se habia descrito ninguna -
lactamasa clase D en A. calcoaceticus a excepcion de una metalo-B-lactamasa IMP-4 localizada

en un integron.

Durante el brote hospitalario producido por cepas de A. baumannii multirresistentes
en el Hospital 12 de Octubre de Madrid durante los afios 2006 y 2008, se aislé una cepa de A.
calcoaceticus resistente a los carbapenemes (Acal H120-07). Se realizaron estudios
moleculares con el fin de describir el mecanismo implicado en la resistencia a carbapenemes y
se descubrié que esta cepa contenia una B-lactamasa OXA-24. La B-lactamasa OXA-24 de A.

calcoaceticus se encontraba albergada en el plasmido pMMCUL1.

Se realizd la secuenciacion completa de los plasmidos extraidos a partir de todas las
cepas del brote, nombrados como pMMA2, pMMD, pMMCU1, pMMCU2 y pMMCU3. Las
secuencias correspondientes se depositaron en el Genbank con los cddigos de acceso
NC_013277.1, NC_019280.1, NC_013056.1, NC_013506.1 y NC_019199.1, respectivamente. Se

observd que el gen blaoxa-24, presente en todos los plasmidos, estaba flanqueado por unas
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secuencias repetidas invertidas XerC/XerD. La representacion de estos plasmidos se encuentra

en el Anexo Il.

En el presente capitulo se describe la presencia de estos sitios de recombinacién
XerC/XerD y cdmo su existencia podria estar relacionada con la movilizacion y diseminacion de
esta B-lactamasa entre las distintas cepas de A. baumannii e, incluso, entre diferentes especies
del género (baumannii-calcoaceticus). Ademas, se describe por primera vez la presencia de

una carbapenemasa OXA-24 en una cepa de A. calcoaceticus.

La correspondiente publicacidn se adjunta a continuacion:
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A clinical strain of Acinetobacter calcoaceticus resistant to carbapenems was isolated from a blood culture
sample from an inpatient in a hospital in Madrid (Spain) during a large outbreak of infection (affecting more
than 300 inpatients), caused by a multidrug-resistant Acinetobacter baumannii clone. The carbapenem resis-
tance in both the A. calcoaceticus and A. baumannii clones was due to a blagx, ,4 gene harbored in different
plasmids. The plasmids were fully sequenced, revealing the presence of site-specific recombination binding
sites putatively involved in mobilization of the blagy,_,, gene. Comparison of plasmids contained in the two
strains revealed possible horizontal transmission of resistance genes between the Acinetobacter species.

Since 1986, members of the genus Acinetobacter have been
identified by Southern hybridization. Genospecies 1 (Acineto-
bacter calcoaceticus), 2 (Acinetobacter baumannir), 3, and 13TU
are genetically closely related and are commonly known as the
A. calcoaceticus-A. baumannii complex. With the exception of
genospecies 1, the other members of this complex have been
reported to be involved in nosocomial infections and are
known to have the ability to spread within hospitals (1, 12).
Acinetobacter calcoaceticus has traditionally been considered
an environmental species and has never been associated with
serious clinical infections.

Among B-lactamases, the most prevalent carbapenemases in
Acinetobacter spp. are the class D B-lactamases, which are divided
into 4 different groups: OXA-23, OXA-24, and OXA-58 with all
their variants (17) and the OXA-51 family, which has been de-
scribed as being intrinsic to A. baumannii (6). Although these
B-lactamases have mainly been isolated from A. baumannii, re-
cent studies have demonstrated the presence of OXA-58 in Acin-
etobacter genomic species 3, as well as in Acinetobacter phenon
6/ct13TU (10, 11) and in Acinetobacter genomospecies 13TU (8).
None of these class D pB-lactamases have been described in A4.
calcoaceticus (7).

During an outbreak of infection caused by a multidrug-
resistant (including carbapenems) A. baumannii clone (named
AbH120-A2), which occurred in the 12 de Octubre Hospital
(Madrid, Spain) and affected more than 300 patients, an A.
calcoaceticus strain (named Acal H120-07) was isolated from
blood cultures from a 58-year-old man. The patient was ad-
mitted to the hospital with a cranial encephalic trauma. After
admission and during the course of his stay, the patient pre-
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ologia, Complejo Hospitalario Universitario A Coruna, Xubias s/n, 3*
Planta Ed. Sur, 15006 La Coruna, Spain. Phone: 34-981 176087. Fax:
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+ The two authors contributed equally to this work.

Y Published ahead of print on 12 April 2010.

2724

sented several nosocomial infections. The patient was empir-
ically treated with different cycles of antibiotics, starting
with ceftriaxone plus levofloxacin, then piperacillin-tazobac-
tam, meropenem plus vancomycin, and finally linezolid plus
imipenem. After 4 months of hospitalization and in light of
persistent fever, two sets of blood cultures were drawn and
yielded isolation of a Gram-negative bacillus. The microor-
ganism was identified with the automated WIDER system as
a member of the A. baumannii-A. calcoaceticus complex.
The antibiotic susceptibility profile obtained by microdilu-
tion revealed the following MICs (pg/ml): piperacillin-ta-
zobactam, >64/4; ceftazidime, >16; cefepime, >16; imi-
penem, >8; meropenem, >8; tobramycin, =2; amikacin,
>16; gentamicin, =2; ciprofloxacin, 1; trimethoprim-sufa-
methoxazole, =2/38. After clinical evaluation, the case was
considered a primary bacteremia and the patient was ad-
ministered a course of antimicrobial treatment with cipro-
floxacin and gentamicin for 2 weeks, with a favorable clinical
response.

The 16S rRNA of the isolate was also sequenced and yielded
identification of an A. calcoaceticus strain. A putative B-lacta-
mase enzyme with carbapenemase activity was detected by
the Hodge test (9). A PCR amplification with primers de-
signed from class D carbapenemase genes and metallo-B-
lactamase genes (bla;yp, blay,\, and blag;y,) from Acineto-
bacter (18) yielded isolation of a blax_»4 gene. A plasmid,
named pMMCUI, was isolated from the clinical 4. calcoace-
ticus strain. This plasmid was used to transform an A. baylyi
ADP1 isolate. Imipenem and meropenem MICs for the A4.
baylyi ADP1 strain increased from 0.094 and 0.25, respec-
tively, to >32 pg/ml in both cases, when the strain was
transformed with plasmid pMMCU1. Moreover, a band cor-
responding to the blagx_»4 gene was also obtained by PCR,
with the plasmid isolated from the transformed A. baylyi
ADP1 strain as template. The gene product revealed 100%
identity with the previously described blagxa .4 gene (2).
The full plasmid was sequenced and was found to be 8,771
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FIG. 1. (Top) Diagram of the 8,771-bp pMMCU1 plasmid obtained from the A. calcoaceticus clinical strain (Acal H120-07). (Bottom) Diagram
of the 10,679-bp pMMAZ2 plasmid obtained from the A. baumannii strain (AbH120-A2) that caused the large outbreak of infection. The asterisks

indicate the Xer-like recombination sites.

bp in size (GenBank accession code GQ342610). Moreover,
the A. baumannii clone that caused the large outbreak was
found to carry the pMMAZ2 plasmid (GenBank accession
code GQ377752), which was also isolated, analyzed, and
found to be 10,679 bp in size.

Comparative analysis among the sequences of the two plas-
mids revealed different scaffolds and coding regions, as shown
in Fig. 1 and Tables 1 and 2. The pMMCUT1 plasmid showed
the highest homology with plasmid pABO2 (GenBank acces-
sion code AY228470) and carried the mobilization region de-
rived from the previously described pMAC plasmid (GenBank
accession code AY541809). The pMMAZ2 plasmid displayed
the highest homology with the previously described p2ZABAYE
plasmid (GenBank accession code CU459138.1).

The blagx a_»4 gene was detected in both the pMMCUT1 and
PMMAZ2 plasmids and was found to be flanked by 11-bp con-
served inverted repeats separated by a 6-bp variable region
(GenBank accession codes GQ342610 and GQ377752). The 5’
sequence flanking the bla x5 »4 gene in the pMMCUI plasmid
was ATTTCGCATAACGCCCATTATGTTAAAT, and the 3’
sequence was AATTAACATAATACGCCTTATGCGAAAT.
Similarly, in the case of the pMMAZ2 plasmid, the sequence
located at the 5" position was ACTTCGGATAACGCCCATT
ATGTTAAAT, and that located at the 3’ position was TTAA

CATAATACACCTTATACGAAATGC. The Xer-like bind-
ing site sequences described in the pMMCU1 and pMMA2
plasmids showed 79.5, 76, 76, 91, 74, 81.5, and 90.5% and 76.5,
73, 73, 88.5, 80, 76.5, and 88.5% identity, respectively, with
their counterparts found in plasmids pABVAO1, p2ABAYE,
pAB0057, pAB02, pAB2, pAV1, and pABIR, respectively, and
in both cases they showed the highest identity, 100% and
88.5%, respectively, with the XerC/XerD-like binding sites lo-
cated in the chromosomal region of the blagx a4 gene previ-
ously described in the RYC52763/97 strain (2, 5).

The blagx a4 gene was already observed as part of one of
the discrete DNA modules flanked by XerC/XerD-like sites
within Acinetobacter plasmids. These Xer-like binding sites
have been suggested to be involved in the mobilization of
discrete DNA modules within Acinetobacter plasmids and
chromosomes by site-specific recombination mechanisms (5).

Moreover, other plasmids were also isolated from minor
A. baumannii clones that appeared during the outbreak
(GenBank accession codes GQ904226, GQ476987, and
GQ904227). These plasmids also harbored the blagxa.a
gene integrated in different locations flanked by XerC/
XerD-like binding sites. These results show that during the
outbreak there was no exchange of a common plasmid car-
rying the blax 5.-4 gene among the strains isolated. On the

TABLE 1. Description of the pMMCUT1 plasmid isolated from A. calcoaceticus (AcalH20-O7)

GenBank/EMBL accession Plasmid or chromosomal

Feature” Positions Properties and/or putative function 0. of match homology (reference)
ORF 1 74-631 Hypothetical protein AY228470 PABO2
XerC/XerD-like 782-809 Recombination sites FM210331.1 PABVAO1L
ORF 2 2621-2941  Hypothetical protein CU468230 ABSDF
XerD-like 3090-3100  Recombination sites FM210331.1 PABVAO1L
XerD-like 3503-3513  Recombination sites FM210331.1 PABVAO1L
XerC/XerD-like 4116-4143  Recombination sites AJ239129 RYC52763/97 (2)°
blagxaas 4217-5044  Carbapenem-hydrolyzing oxacillinase AJ239129 RYC52763/97 (2)°
XerD/XerC-like ~ 5055-5082  Recombination sites AJ239129 RYC52763/97 (2)°
ORF 4 5113-5874  Hypothetical protein AY541809 pMAC
MobA 61747343 Plasmid mobilization protein AY541809 pMAC
OriV 7524-7724  Origin of DNA replication AY228470 pABO02
Iteron 7741-7836  Imperfect 4-repeat iterons; control of DNA replication AY228470 PABO2
RepA 7881-8768  repA_AB; DNA replication protein AY228470 PABO2

“ Chromosomal DNA of strain RYC52763/97 (2).
> ORF, open reading frame.

72



Capitulo 11

2726

MERINO ET AL.

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

TABLE 2. Description of the pMMAZ2 plasmid isolated from the A. baumannii strain that caused a large outbreak of infection (AbH120-A2)”

GenBank/EMBL accession no. of

Plasmid or chromosomal homology

Feature Positions Properties and/or putative function match(es) (reference)
ORF 1 141-602  Septicolysin (endotoxin) CU459138.1 p2ABAYE
IRL 855-872 IS4 inverted repeat left YP_001957893.1 NA
ORF 2 1418-1719  Putative IS4 transposase family YP_001957893.1 NA
IRR 1722-1739 1S4 inverted repeat right YP_001957893.1 NA
ORF 3 1793-4204  Putative TonB-dependent receptor CU459138.1 P2ABAYE
ORF 4 4332-4715  Putative cytoplasmic protein CU459138.1 p2ABAYE
ORF 5 4633-4929  Putative inner membrane protein CU459138.1 p2ABAYE
XerC/XerD-like  5128-5155  Recombination sites AJ239129, AY228470, NC_010481 RYC52763/97 (2)” pABO2 pABIR
blagxans 5229-6056  Carbapenem-hydrolyzing oxacillinase AJ239129 RYC52763/97 (2)°
XerC/XerD-like  6069-6096  Recombination sites AJ239129, AY228470, NC_010481 RYC52763/97 (2) pABO2 pABIR
ORF 6 7145-7714  DNA replication protein ZP_04663577 AB900
Iteron 8791-8878  Imperfect 4-repeat iterons; control CU459138.1 p2ABAYE

of DNA replication

OriVv 8896-9100  Replication origin CU459138.1 p2ABAYE
ORF 7 94109682  Hypothetical protein CU459138.1 p2ABAYE
ORF 8 9953-10324 Hypothetical protein CU459138.1 p2ABAYE
ORF 9 10324-10497 Hypothetical protein CU459138.1 p2ABAYE
XerD-like 10521-10531 Recombination sites CU459138.1 p2ABAYE

“ Abbreviations: ORF, open reading frame; IRL, inverted repeat, left; IRR, inverted repeat, right; NA, not applicable.

> Chromosomal DNA of strain RYC52763/97 (2).

contrary, the plasmid structures provide evidence support-
ing the hypothesis that different plasmids exchange the
blagx a4 gene comprised within a very limited region be-
tween the two closest XerC/XerD-like binding sites.

DNA recombination through the Xer system in plasmids
requires XerC and XerD (recombinases); XerC/XerD-like
binding sites; accessory proteins, such as PepA, ArgR, and
ArcA; and an accessory sequence of about 180 bp located near
the core site (3, 4, 13, 15). Recombination occurs via formation
of a heterotetrameric complex in which each recombinase cat-
alyzes the exchange of one pair of DNA strands in a reaction
that proceeds through the Holliday junction intermediate. The
accessory proteins bind the accessory sequence and induce
formation of a synaptic complex that is required for recom-
bination (3). These recombination events are involved in
site-specific integration and excision of lysogenic genomes,
transposition of conjugative transposons, termination of
chromosome replication, and plasmid stability (3, 14, 16).

Sequence analysis revealed that all the plasmids isolated from
the outbreak carried the same blay 4 mobilization cassette,
which contained the following regions, from 5’ to 3': a region of
142 bp followed by XerC/XerD-like binding sites, a region of 72
bp, and the blagx a4 gene finally followed by 10 bp and the
downstream XerD/XerC-like binding sites (GenBank accession
codes GQ342610, GQ377752, GQY04226, GQ476987, and
GQY04227, respectively). We suggest that both of these regions,
of 142 and 72 bp, may act as targets for the accessory proteins
required for Xer recombination. Moreover, we found that XerC
and XerD recombinases are encoded in the A. baumannii chro-
mosome of strains AB0057, SDF, AYE, and ACICU (GenBank
accession codes for XerC: YP_002320364.1, YP_001706416.1,
YP_001712817.1, and YP_001847531.1, respectively; for
XerD: ZP_02977538.1, YP_001708368, YP_001715285.1, and
YP_001844923.1, respectively). PepA has been also found in
the genomes of A. baumannii AB0057, SDF, and AYE
(GenBank accession codes YP_002317727.1, YP_001708379.1,
and YP_001715297.1, respectively).

These findings suggest that Xer recombination may be re-
sponsible for mobilization of the blanx a4 gene, and experi-
ments are in progress to confirm this hypothesis. As the
Xer-like binding sites are located in opposite directions, re-
combination through the Xer system should occur by gene
inversion. Therefore, the most likely explanation would seem
to be that putative Xer-mediated recombination events led to
the dissemination of the blagx 4,4 gene among different plas-
mids and that acquisition of the resistance gene by 4. calcoace-
ticus was mediated by the transfer of one of these plasmids.
Note that A. calcoaceticus is usually regarded as an environ-
mental species and this is the first description of a plasmid-
mediated carbapenem-hydrolyzing oxacillinase, OXA-24, iso-
lated from an A. calcoaceticus strain causing bacteremia.

Dissemination of resistance genes via Xer recombination in
plasmids has previously been suggested (5). The present study
emphasizes the threat associated with this mechanism in rela-
tion to the dissemination of carbapenemase genes among dif-
ferent Acinetobacter species in hospital environments.

Nucleotide seq e accessi bers. The sequences of
plasmids pMMCU1 and pMMA2 were deposited in GenBank
under nucleotide sequence accession numbers GQ342610 and
GQ377752, respectively. Other plasmid sequences from outbreak
clones were deposited under accession numbers GQ904226,
GQ476987, and GQY04227.
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3.3. Capitulo lll. Secuenciacion del genoma completo de la cepa de A. baumannii

multirresistente AbH120-A2 aislada durante el brote.

Gracias a los avances en las técnicas de secuenciacidon de genomas, un gran nimero de
genomas y, en concreto de genomas bacterianos, han sido secuenciados en los uUltimos afios. El
gran numero de genomas secuenciados en la actualidad facilita la aparicion de estudios
poblacionales y filogenéticos de A. baumannii asi como una mejor comprensién de la
plasticidad de su genoma, su historia natural, su epidemiologia y la adquisicién y pérdida de

genes en relacionados con resistencia y patogenicidad.

En el presente capitulo, mediante técnicas de secuenciacion lllumina y el posterior
procesamiento de las secuencias obtenidas, se obtuvo la secuencia completa del genoma de la
cepa de Acinetobacter baumannii AbH120-A2 (cddigo de acceso GenBank CP009534), siendo
este el clon mayoritario del brote hospitalario que surgié en Espafia entre los afos 2006-2008.
El genoma de esta cepa, estd compuesto por 3,38 MB, tiene un contenido medio de CG del

39,4 % y consta de 3.526 secuencias codificantes.

La correspondiente publicacién se adjunta a continuacién:
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cinetobacter baumannii is a major cause of hospital-acquired

infections. Its success in the hospital environment lies in its
genetic versatility and its ability to persist in extreme conditions.
During 2006-2008, 377 patients were colonized/infected with
multiresistant A. baumannii strains in a hospital in Madrid, Spain.
This was one of the most important nosocomial outbreak pro-
duced by A. baumannii known to date (1, 2). The clones isolated
during the outbreak harbored different plasmids, all containing a
blagx,.»4 gene mobilized through a Xer recombination mecha-
nism. Two mutations found to modify the gene expression of
virulence factors provided an advantage to strain AbH120-A2,
whose genome sequence is described here. Previous studies have
described the molecular mechanisms involved in the spread and
epidemiology of this strain (1-6).

The total genomic DNA isolated from strain AbH120-A2 was
sheared into smaller fragments with the Covaris S/E210 system.
Specific adapters were ligated to DNA fragments, and libraries
containing inserts of 500 bp were purified and selectively enriched
by PCR. After quality and quantity controls, 90 nucleotide frag-
ments were paired-end sequenced in an HiSeq2000 system, with
the TruSeq PE cluster kit version 3, cBot-HS, and TruSeq SBS
kit-HS version 3 (Illumina Inc.). Once the gaps were identified,
pairs of primers were designed and specific regions were ampli-
fied. Products were sequenced by BigDye Terminator version 3.1
chemistry in an ABI Seq Instrument (Applied Biosystems). After
quality control of the raw data, clean data were aligned to Acineto-
bacter baumannii ATCC 17978, as a reference sequence. Assembly
of the short reads into the genome sequence was performed using
the SOAPdenovo version 1.05 program (http://soap.genomics
.org.cn/soapdenovo.html). Key parameter K setting at 47 is deter-
mined by optimal assembly according to the paired-end and over-
lap relationship via mapping reads to contigs.

The A. baumannii AbH120-A2 complete genome consists of
3,875,775 bp with a G+C content of 39.4% and contains 3,526
coding sequences, 72 tRNA genes, and 6 rRNA clusters. A. bau-
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mannii ACICU (score 518), A. baumannii AB900 (score 500), and
A. baumannii AYE (score 483) were the closest neighbors to strain
AbH120-A2. Moreover, 56 genes associated with resistance to
antibiotics and toxic compounds were found. The ResFinder
bioinformatic application (7) was used to identify genes coding
for antibiotic resistance. The following resistance genes were de-
tected in the genome: aac(3)-lla, strA, and strB conferring resis-
tance to aminoglycosides; blagxa_¢s> Plaapc.os, and blapgy. 5 con-
ferring resistance to B-lactams; and sul2 conferring resistance to
sulfonamides. Comparison of the AbH120-A, genome with other
completed genomes of A. baumannii by use of Mauve version
2.3.1 (8) revealed a resistance island (3,612,846-3,637,461 bp)
flanked by two sequences of ISAbal in opposite directions.
PHAST (9) analysis revealed four putative intact phages inte-
grated in the genome, two of which are similar to Acinetobacter
phage Bphi-B1251 and another two that have not previously been
identified in A. baumannii: one is similar to Enterobacteria phage
mEp235 and the other is similar to Haemophilus phage SuMu.

Nucleotide sequence accession number. This whole-genome
shotgun project has been deposited in GenBank under accession
number CP009534.
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3.4. Capitulo IV. El sistema de secrecién de dos componentes AbFhaB/AbFhaC-
like estd implicado en adherencia a superficies bidticas y en la virulencia de la

cepa Acinetobacter baumannii AbH120-A2.

En los ultimos afos A. baumannii se ha convertido en un patégeno muy relevante. Este
hecho es debido al grave incremento del nimero de infecciones y brotes hospitalarios
causados por este microorganismo, asi como a la emergencia de fenotipos multirresistentes
(5). Se han realizado multiples estudios enfocados al estudio de la base genética y funcional de
la resistencia a antimicrobianos en A. baumannii. Sin embargo, a pesar de la importancia
clinica de las infecciones producidas por A. baumannii, los mecanismos de patogenicidad de
este microorganismo son todavia muy poco conocidos, ya que hasta hace poco tiempo era

considerada como una bacteria de baja virulencia.

La patogénesis bacteriana es un proceso en el que participan multiples factores de
virulencia. Existe una amplia variedad de fenotipos diferentes relacionados con virulencia en
aislados clinicos de A. baumannii relacionados con la motilidad, la adherencia, la formacién de
biofilm, la invasividad o la citotoxicidad (29). Los factores de virulencia que participan en estos
fenotipos virulentos incluyen mecanismos para la captacién del hierro (139), la produccién de
enzimas hidroliticas (140), mecanismos relacionados con el desarrollo de la cdpsula, la
produccion de pili, expresion de proteinas de membrana externa o produccién de vesiculas de

membrana externa (29, 90, 104).

La adhesidn es el primer paso para que se desarrolle un proceso de colonizacidon que
puede derivar en infeccion. La adhesidon puede darse sobre superficies bidticas (piel o tejidos
de pacientes o personal hospitalario) o abidticas (material hospitalario, suelos, griferia,...etc.
En algunas ocasiones, después de la adhesidon puede producirse la formacion de biofilm.
Algunos de los factores implicados en la produccién de biofilm han sido estudiados, tales como
el sistema chaperone-usher CsuA/BABCDE, la produccion de poli-B-1-6-N-acetylglucosamina o
la proteina Bap (90, 111, 113). Un estudio reciente, realizado con 52 cepas clinicas de A.
baumannii revelé que la habilidad para formar biofilm y la capacidad para adherirse a células
eucariotas son habilidades independientes (114). Este dato sugiere que A. baumannii posee
distintos mecanismos implicados en la formacién de biofilm y adherencia, siendo estos dos

mecanismos regulados de forma independiente (114).
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Los mecanismos implicados en la adherencia y formacién de biofilm de cepas de A.
baumannii en superficies bidticas estdn mucho menos estudiados que en superficies abidticas.
Se sabe que la porina OmpA, ademads de participar en la formacion de biofilm en superficies
abidticas, facilita el proceso de adherencia a las células eucariotas (105). También se ha
descrito que la proteina autotransportadora Ata participa en la formacién de biofilm y facilita

la unién de las bacterias a las moléculas de colageno tipo IV de las células eucariotas (108).

Estudios fenotipicos de adherencia, motilidad y formacion de biofilm de la cepa clinica
de A. baumannii AbH120-A2 revelaron que esta cepa poseia una extraordinaria capacidad de
adherencia a superficies bidticas. Por ello, y mediante el estudio de la secuencia completa de
su genoma (Capitulo IIl), nos propusimos buscar genes que pudieran estar implicados en este
proceso. En una isla gendmica de 18 Kb, no presente en la cepa de A. baumannii ATCC 17978,
se localiz6 un sistema de secrecidon de dos componentes (AbFhaB/AbFhaC). Estos sistemas
pertenecen al sistema de secrecién tipo V y estdan compuestos por dos proteinas: una
exoproteina larga y una proteina de membrana que se encarga de transportar al exterior la

exoproteina.

Ya que A. baumannii AbH120-A2 poseia una elevada capacidad de adherirse a células
eucariotas y que este tipo de sistemas de secrecién habian sido relacionados previamente con
la adherencia a superficies bidticas, el objetivo principal de este capitulo consistid en
demostrar su implicacion en el proceso de adherencia de A. baumannii AbH120-A2, asi como

determinar su papel en virulencia utilizando para ello dos modelos animales de infeccién.

Para ello, el gen codificante de la proteina transportadora AbFhaC fue eliminado
mediante una técnica de doble recombinacion para originar un mutante knockout isogénico
derivado de la cepa clinica AbH120-A2. Ademas, se extrajeron vesiculas de membrana de A.
baumannii AbH120-A2 y de la cepa knockout y mediante estudios protedmicos, se demostrd
qgue ninguna de las dos proteinas del sistema de dos componentes estaba presente en la cepa
mutante. Experimentos de adherencia de estas cepas a superficies bidticas demostraron que
este sistema AbFhaB/AbFhaC facilita la adherencia a células eucariotas, siendo una de sus
dianas celulares la proteina fibronectina. Por ultimo, los experimentos realizados empleando
modelos de infeccién animal en Caenorhabditis elegans y en ratones mostraron una

disminucién de la virulencia en la cepa mutante con respecto a la cepa salvaje.

Se concluye que el sistema AbFhaB/AbFhaC descrito en la cepa de A. baumannii

AbH120-A2 estd implicado en adherencia a superficies bidticas y en virulencia.
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El presente capitulo constituye un dltimo manuscrito en preparacion. A continuacién

se detallan los materiales y métodos y los resultados de dicho manuscrito.






Capitulo 1V

3.4.1. Material y métodos del capitulo IV.

Cepas bacterianas, condiciones de cultivo, pldsmidos y extraccion de ADN

Acinetobacter baumannii AbH120-A2 fue aislado a partir de un brote nosocomial que
ocurrié durante los afios 2006-2008 en el hospital 12 de Octubre de Madrid. Las bacterias A.
baumannii y E. coli se cultivaron de manera rutinaria en medio LB. Se afiadié agar al 2 %
cuando fue necesario. Todas las cepas se cultivaron a 37 °C en agitacién (180 rpm) y se
congelaron a -80 °C en medio LB con 10 % de glicerol. La concentracién de telurito sédico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) utilizada fue de 10 pg/mL para E. coli y de 30 pg/mL para A.
baumannii. El ADN gendmico se extrajo con el Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega
Corporation, Madison, WI, USA). El ADN plasmidico se extrajo con el High Pure DNA Isolation
Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). E. coli TG1 se utilizo para las técnicas de
clonacién y la cepa de A. baumannii ATCC 17978 fue utilizada como control experimental en
algunos casos. Para realizar el knockout mediante doble recombinacion se utilizé el plasmido
pMO130-Tel®. El plasmido pWH1266, en el cual se introdujo el gen Tpm (locus_tag ACIAD2922)
de A. calcoaceticus ADP1 junto con su secuencia promotora (141), se utilizd para

complementar la cepa mutante.

Construccion de la cepa knockout

La cepa knockout AbH120-A2AfhaC se construyd usando el pldasmido pM0130-Telf que
contiene los genes xylE, sacB y los genes de resistencia a kanamicina y telurito. Este plasmido
actuaria como vector suicida Fragmentos de 608-889 pb, respectivamente, localizados en
regiones anteriores y posteriores al dominio POTRA del locus LX00_12105 fueron clonados en
el vector pM0130-Tel? usando los oligonucledtidos descritos en la Tabla 1 del Anexo IV. El
plasmido resultante se utilizdé para transformar células de A. baumannii AbH120-A2 por
electroporacidon. Se seleccionaron las colonias recombinantes representantes del primer
evento de recombinacién usando la combinacién de telurito y la deteccidn visual de la
actividad XylE después de espolvorear las colonias obtenidas con pirocatecol (142). Las
colonias resistentes a telurito de color amarillo fueron cultivadas en medio LB liquido
suplementado con 15 % de sacarosa y posteriormente sembradas en medio LB-agar. El
segundo evento de recombinacion se confirmé mediante PCR utilizando los oligonucledtidos

detallados en |la Tabla 1 del Anexo IV.
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Complementacion de la cepa knockout

Para complementar la cepa knockout AbH120-A2AfhaC, el gen diana se amplifico a
partir del genoma de la cepa AbH120-A2 utilizando los oligonucledtidos que aparecen en la
Tabla 1 del Anexo IV. Posteriormente, se digirid y clond en el sitio de restriccién Sall del
plasmido pWH1266-Tpm. Esta nueva construccion se utilizdé para transformar la cepa knockout.
Los transformantes se seleccionaron en placas de LB suplementado con 30 pg/mL de telurito y
se confirmaron mediante PCR usando los oligonucledtidos que aparecen en la Tabla 1 del

Anexo IV

Extraccion de ARN y real time RT-PCR

Para la extraccion del ARN a partir de un cultivo liquido en fase exponencial se utilizé el
High Pure RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany ). Las muestras de
ARN Fueron tratadas con DNAsa | y purificadas con RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen). Las
muestras fueron cuantificadas usando un BioDrop ULITE (Isogen Life Science). Para determinar
los niveles de expresidn de los genes de interés se llevd a cabo la técnica gRT-PCR utilizando
sondas UPL (Roche). Se utilizard el kit LightCycler 480 RNA Master hydrolysis probes y un
LightCycler 480 RNA (ambos de Roche, Germany). El programa utilizado fue el siguiente:
incubacién inicial a 65 °C, 3 min, seguido de una desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, 45
ciclos @95 °C, 15sy 60 °C, 45 s, y un paso de elongacidn final a 40 °C, 30 s. Se realizaron tres
réplicas bioldgicas independientes. Los niveles de expresion se estandarizaron empleando el
housekeeping gyrB. Los oligonucledtidos y sondas empleados aparecen en la Tabla 1 del Anexo

V.

Aislamiento y purificacion de vesiculas de membrana externa OMVs

La extraccion de OMVs se realizo tal como describieron Méndez y col. (129). Las células
bacterianas fueron centrifugadas (4000 rpm, 40 min a 22 °C). Los sobrenadantes se filtraron a
través de membranas de 0,22 um de diametro Millex-GP (Millipore, Bedford, U.S.A.), y
posteriormente, se ultracentrifugaron (200000x g, 90 min, 4 2C, rotor 70 Ti Beckman, Munich,
Germany). El pellet de OMVs se lavd y se resuspendid en PBS. Esta suspension de vesiculas se
filtr6 de nuevo a través de membranas de 0,22 um (Millex-GP) y una pequefia fraccion fue
sembrada en placas de LB para descartar crecimiento bacteriano. El filtrado resultante fue

utilizado para la extraccién de las proteinas y posteriores analisis protedmicos. Se afadio acido
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tricloroacético (TCA) a la resuspension de vesiculas a una concentracién final del 10 %, se
mezcld bien y se realizé la incubacién toda la noche a 4 °C con el fin de que las proteinas
precipitasen. Las proteinas se centrifugaron 30 min a 16.000 x g, se lavaron dos veces en
acetona helada vy, posteriormente, el pellet proteico se secé al aire. Después, las proteinas
fueron solubilizadas utilizando urea 6 M y tiourea 2 M en bicarbonato amdnico 25 mM (pH 8,0).

La concentracion proteica final se determiné mediante un ensayo modificado de Bradford.

Digestion de las proteinas en solucion

La digestidn en solucion se llevé a cabo tal y como describieron Méndez y col. (129).
(129). De forma resumida, los extractos proteicos se solubilizaron en una solucion de urea 6 M
y tiourea 2 M en bicarbonato amdnico 25 mM y se afiadié DTT a una concentracidn final de 10
mM. Estas muestras fueron incubadas durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se afiadid
iodoacetamida (IAA) a una concentracion final de 50 mM y se mezclé bien para incubar las
muestras 45 min a temperatura ambiente y absoluta oscuridad. Acto seguido se diluyeron las
muestras 6 veces, con el fin de reducir la concentracidon de urea, se afnadieron 2 unidades de
tripsina (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) y se incubaron a temperatura ambiente
toda la noche. Se analizaron dos muestras bioldgicas (extraidas a partir de las cepas de A.
baumannii AbH120-A2 y AbH120-A2AfhaC). En todos los casos, la mezcla de péptidos
obtenidos después de la digestién con tripsina se acidificé afadiendo 1 pL de 10 % TFA y
desalando las muestras utilizando stage-tips hechos a mano (143) tal como se ha descrito
previamente (144). Las muestras se dividieron en alicuotas y se evaporaron usando una

centrifuga de vacio. Por ultimo, se congelaron y se almacenaron a -80 °C.

Andlisis de espectrometria de masas nanoLC-MALDI-TOF/TOF

Un total de 2 ug de la mezcla de péptidos desalada en el apartado anterior fue
separado mediante cromatografia de fase reversa usando un cromatégrafo de liquidos nanoLC
(ABSciex, MA, USA) y una columna de C18 (New Objective, Woburn, MA) con un didmetro
interno de 300 A. Los péptidos fueron eludidos con un flujo de 0,35 uL/min con 0,1 % de 4cido

trifluoroacético y un gradiente lineal de acetonitrilo de 1,9-38 % y de solucidn B (compuesta
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por un 98 % de acetonitrilo y un 0,1 % trifluoroacético) durante 90 min. Los péptidos eluidos
fueron mezclados con una matriz de a-cyano (4 mg/mL con un flujo de 1,2 plL/min) vy
depositados en la placa de MALDI utilizando un spoteador automatico (SunCollect, Sunchrome,
Friedrichsdorf, Germany). La carrera de MS para cada cromatograma fue adquirida y analizada
usando un espectrometro de masas 4800 MALDI-TOF/TOF (ABSciex, MA, USA) y una intensidad
laser de 3.800 kV de voltage y una lectura de 1.500 disparos/espectro para el analisis de masas
(MS). Para el analisis de MSMS la seleccién automatizada de precursores con un rango de
masas de 800-4.000 m/z se llevd a cabo por el método de Job-wide (hasta 15
precursores/fraccion, con una sefial de ruido con un umbral inferior a 50) con un laser de
4.800 kV de voltaje y 1500 disparos/espectro. El rango de energia CID (Collision-induced
dissociation) se fijé en el medio. Se realizd6 una segunda seleccién de precursores por el
método Job-Wide, excluyendo los precursores fragmentados previamente y considerando una
sefial de ruido con un umbral inferior a 30 para poder identificar péptidos procedentes de
proteinas que estuvieran en menor concentracidon. Los datos obtenidos o espectros de

fragmentacién obtenidos fueron procesados para la subsecuente identificacién de proteinas.

Cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas utilizando una 5500
QTRAP (LC-MS/MS). Disefio experimental de seleccion de péptidos y andlisis por

protedomica dirigida mediante MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Un total de 2 pg de las muestras AbH120-A2 y AbH120-A2AfhaC fueron inyectadas en
un cromatdgrafo de liquidos, tipo nanoLC (ABSciex, MA, USA) con un gradiente linear de 120
min y acoplado a un espectrémetro de masas de triple cuddrupolo/trampa idénica 5500QTRAP
(ABSciex, MA, USA) para realizar una carrera cromatografica e identificar las proteinas
presentes en la mezcla mediante un EM ER (Enhanced MS and Enhanced resolution). Un total
de 2 pg de la mezcla de péptidos fueron inyectados en una pre-columna (C18, 5 um, 300 A,
100 um x 2 cm, Acclaim PepMap, Thermo Scientific, USA) con un flujo de 3 puL/min durante 10
min para el desalado y luego fueron separados en una nanocolumna C18 (75 um id, 15 cm, 3
um, Acclaim PepMap 100, Thermo Scientific, USA) a un ratio de flujo de 300 nL/min. El
gradiente para la elucion de los péptidos para determinar el método de EM ER empezd con un
5 % de solucion B (0,1 % acido férmico en 95 % acetonitrilo) durante 3 min, desde el minuto 3
hasta 120 min con un 40 % de solucidn B, con 95 % de solucién B durante 10 min vy, finalmente,

se equilibré la columna durante 15 min con 5 % de solucidn B, como se indica en la Tabla 2 del
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Anexo IV. De esta manera se identificaron las proteinas de estudio y se seleccionaron los
mejores péptidos. Estos péptidos tienen que ser proteotipicos (Unicos para una proteina en
particular) con una buena sefial espectral, sélo péptidos plenamente tripticos, y con un
tamafo entre 8 y 30 aminoacidos, carentes de residuos de metionina y triptéfano. Una vez
seleccionados los péptidos se desarrollé el método de protedmica dirigida por MRM
(multireaction monotoring), durante el cual se estudiaron tres péptidos para cada proteina y
tres o cuatro transiciones para cada péptido. El gradiente para la elucién de los péptidos con el
método MRM empezé con un 5 % de solucién B (0,1 % acido férmico en 95 % acetonitrilo)
durante 3 min, desde el min 3 hasta los 45 min, un 35 % de solucién B durante 1 min hasta un
95 % de solucion B durante 10 min y, finalmente, se equilibré la columna durante 15 min con
un 5 % de solucién B como se indica en la Tabla 2 del Anexo IV. El espectrometro de masas
tiene una interface de tipo nanospray que consiste en un emisor de silica de 20 um didmetro
interno con una punta de 10 um (NewObjective, Woburn, MA). Para estos andlisis se trabajo
en modo positivo. Los pardametros de adquisicion del espectrémetro fueron los siguientes:
voltaje de ion spray 2.600 V, la interface heater temperature (IHT) 150 °C, ion source gas 2 (GS2)
fue 0, curtain gas (CUR) fue 20 y ion source gas 1 (GS1) fue 25 psi con una collision gas (CAD)
elevada. Los parametros de masas que dependen del componente de estudio fueron 10 para
el potencial de entrada (EP) y 15 para el Collision cell exit potential (CXP). La energia de colisidn
(CE) y el potencial declusterin (DP) fueron determinados de forma tedrica para cada péptido
mediante el software libre Skyline (Mac Coss lab). Q1 and Q3 se optimizaron como
unidad/unidad a una resolucion (0,7 Da) y la pausa entre los diferentes rangos de masas fue

establecida como 3 ms.

Andlisis de datos

Para los experimentos con Nano-LC-MALDI-TOF/TOF y nanoLC-5500 QTRAP, los datos
crudos se procesaron usando el software informatico Protein Pilot 4.0 (ABSciex, MA, USA). Los
péptidos se identificaron a través de una base de datos realizada con todas las proteinas
descritas en la cepa AbH120-A2 (3.635 proteinas cuyos cddigos de acceso van desde
A1S4698.1 hasta A158323.1). Los parametros de busqueda fueron los siguientes;

Alquilacion de cisteinas: iodoacetamida

Digestion: tripsina

ID focus: modificaciones bioldgicas
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Database: nr

Filtrado especifico: no.

El Protein Pilot utilizé el algoritmo Paragon para hacer las busquedas y para los
experimentos con el TOF-MS/MS se aplicaron los criterios de confidencia Detection Protein
Threshold; Unused ProtScore (Conf)> 1,3 (95,0 %). En el caso de la 5500 QTRAP, los espectros
obtenidos fueron de peor calidad por lo que las busquedas de proteinas identificadas se
realizaron con una confidencia mdas baja Detection Protein Threshold; Unused ProtScore

(Conf)> 0,05 (10,0 %).

Adherencia a células epiteliales humanas

Las células epiteliales alveolares humanas A549 y Hela fueron cultivadas en 5 % CO; a
37 °C en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich) suplementado con
10 % de suero bovino fetal inactivado (FBS) y un 1 % penicilina-estreptomicina (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las células fueron sembradas formando monocapas
confluentes en placas de 24 pocillos para posteriormente ser sometidas a dos lavados con
suero salino y una solucion salina equilibrada Hank's (mHBSS, igual que HBSS pero sin glucosa)
siguiendo las instrucciones previamente descritas (145). Después, las células epiteliales fueron
infectadas con 10* bacterias por pocillo e incubadas durante 24 h en mHBSS a 37 °C. Para
determinar el nimero de bacterias adheridas, la monocapa de células infectada fue lavada tres
veces con suero salino para eliminar las bacterias no adheridas y después se lisaron con 500 pL
de deoxicolato sddico al 0,5 %. Se sembraron diluciones seriadas de los lisados en placas de LB
y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se realizd el recuento de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) para determinar el porcentaje de bacterias adheridas a las células epiteliales
comparandolo con el control de crecimiento. Se realizaron seis réplicas independientes. La

significancia estadistica se evalud utilizando el test T de Student.

Polarizacion de células epiteliales alveolares humanas A549 y posterior infeccion con A.

baumannii para SEM

Las células alveolares humanas fueron mantenidas de rutina en frascos de cultivo de

tejidos de 25 cm? (Biolite 25 cm2 Flask, Thermo Fisher Scientific, Rochester, New York) en
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medio DMEM (Cellgro Mediatech Inc, Manassas, Virginia) suplementado con 10 % de FBS
inactivado (Cellgro Mediatech Inc, Manassas, Virginia) y un 1 % de 100 ug/mL de penicilina-
estreptomicina (Cellgro Mediatech Inc, Manassas, Virginia). Las placas transwell con
membrana de policarbonato de 24 pocillos (Costar Transwell Polyester Supports, Corning Inc,
Corning, New York) fueron pre-acondicionadas durante las 24 h previas a la siembra en DMEM
por ambos lados de la membrana e incubadas a 37 °Cy 5 % CO,. El medio DMEM se eliminé de
la placa transwell y 10° células A549 fueron sembradas en cada membrana. Las células A549
fueron mantenidas sumergidas DMEM en las membranas de las placas transwell durante una
semana. Tras una semana sumergidas, el DMEM fue eliminado de la parte superior de la
membrana para permitir que las células A549 se polarizasen y comenzasen a secretar
surfactante. Las células fueron polarizadas durante dos semanas para crear un sellamiento
acuoso alrededor de la membrana. Un dia antes y durante la infeccidn, las células A549 fueron
alimentadas con DMEM suplementado con 10 % de FBS inactivado sin penicilina-
estreptomicina (DMEM -). Las bacterias, previamente cultivadas en LB a 37 °C durante 24 h en
un incubador en agitacién a 180 rpm, fueron lavadas y resuspendidas en medio HBSS (Hyclone
Laboratories, Inc, Logan, Utah). Un total de 10? bacterias fueron depositadas en la superficie
apical de las células A549, pipeteando 1 L de la suspensidn en el centro de cada membrana.
Después, la placa transwell se incubé y se mantuvo durante 72 ha 37 °Cy 5 % CO,. Después de
72 h se lavaron las membranas con HBSS para eliminar secreciones y células bacterianas no
adheridas. Las membranas se fijaron durante 24 h en 4 % de formaldehido-HBSS a 4 °C. Las

membranas fueron recuperadas para SEM usando la metodologia previamente descrita (111).

Ensayos de union a fibronectina

El primer paso consistié en el tapizado de placas de 96 pocillos con fibronectina tal
como se ha descrito previamente (124). Los pocillos se tapizaron con 1,25 ug de fibronectina
disuelta en PBS (125 uL de fibronectina a una concentracién de 10 ug/mL por pocillo) o con 20
ug/ pL de BSA o PBS (ambos utilizados como controles) y se incubaron toda la noche a 4 °C.
Después, los pocillos se lavaron 4 veces con 125 pL de BSA en PBS a una concentracion del 1 %
peso/volumen y se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con 1 % de BSA en PBS. A

continuacién, los pocillos se lavaron 6 veces con PBS.

Los ensayos de adherencia a fibronectina se realizaron tal como se describid

previamente (124, 146). De forma resumida, la cepa de A. baumannii AbH120-A2 vy sus
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derivados isogénicos crecieron en medio LB a 37 °C y en agitacidn a 180 rpm. Las bacterias se
lavaron tres veces y posteriormente se resuspendieron en el doble del volumen inicial en PBS
estéril. Alicuotas de 100 pL de las suspensiones bacterianas fueron afiadidas a cada uno de los
pocillos tapizados con fibronectina, BSA o no tapizados. Después de 3 h a temperatura
ambiente, las bacterias no adheridas fueron descartadas y los pocillos se lavaron seis veces con
PBS estéril. Las bacterias adheridas a los pocillos fueron recogidas con 125 L de PBS con 0,5 %
de Tritén X-100. Se sembraron diluciones seriadas de las suspensiones en placas de LB y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Se realizé el recuento de UFCs para determinar el porcentaje
de bacterias adheridas a la fibronectina inmovilizada comparandolo con el control. La

significancia estadistica se evalud utilizando el test T de Student.

Ensayos de virulencia en Caenorhabditis elegans

Los ensayos de virulencia utilizando el gusano Caenorhabditis elegans se realizaron tal
y como describieron Vallejo y col. (147). Los huevos de la variedad de C. elegans N2 Bristol se
incubaron en medio M9 y se detuvo el cultivo en el estadio de crecimiento L1 durante 24 h a
16 °C. Posteriormente, los gusanos se colocaron en placas con medio NGM o PGS modificado
(0,5 % peptona, 0,5 % NaCl, 0,5 % glucosa y 75 mM sorbitol) que contenia bacterias. Un gusano
en estadio de crecimiento L4 se situé en placas sembradas con la cepa de A. baumannii
AbH20-A2 o sus derivados isogénicos. Después de tres dias, los gusanos se retiraron
diariamente y se situaron en una nueva placa sembrada con la misma cepa bacteriana. Para
estudiar la fertilidad de los gusanos, se conté el nimero de gusanos después de 24 h a 25 °C.
Para ello, se utilizé una lupa Nikon SMZ-745. Se realizaron seis réplicas independientes de cada

cepa. Se utilizé el test estadistico T de Student para evaluar las diferencias encontradas.

Ensayos de virulencia en un modelo de infeccion sistémica.

Se evalué la virulencia de A. baumannii AbH120-A2 vy la cepa knockout AbH120-
A2AfhaC en términos de mortalidad y tiempo de supervivencia de ratones infectados usando
un modelo murino de infeccion descrito previamente (120). Todos los experimentos
desarrollados con ratones fueron aprobados por el Comité Etico Animal del Hospital de A

Corufia. Durante los experimentos, se les suministrd a los ratones ad libitum comida libre de
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antibidticos y agua autoclavada. Se utilizaron grupos de 18 hembras de ratones BALB/c, con un
peso 20-25 g y entre 6-9 semanas de edad. Se les inyecté de forma intraperitoneal una dosis
con 250 plL de suspension bacteriana obteniéndose 33 x 107 UFC/ratén para la cepa AbH120-
A2 y 46 x 107 UFC/ratén para la cepa mutante AbH120-A2AfhaC. Los ratones se monitorizaron
cuidadosamente durante 7 dias buscando signos de enfermedad. Los animales que
sobrevivieron a los 7 dias fueron sacrificados con tiopental. Los datos de supervivencia fueron
comparados usando el test estadistico Log Rank, que considera un P valor inferior a 0,05 como

estadisticamente significativo.

Andlisis Bioinformdticos

Para alinear y comparar genomas completos se utilizé el software MAUVE versidn
2.3.1 (148). El programa Interpro se utilizo para realizar analisis funcionales de proteinas (149).
La estructura tridimensional de las proteinas fue determinada usando el servidor informatico
Phyre2 (150). El programa VectorNT11 se utiliz6 para analizar secuencias de ADN vy

construcciones genéticas.
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3.4.2. Resultados del capitulo IV.

Acinetobacter baumannii AbH120-A2 tiene una alta capacidad de adherencia a células

epiteliales humanas.

La cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2 fue considerada como el clon mayoritario
durante un brote nosocomial que ocurrié en Madrid (2006-2008) durante mas de 30 meses. Se
ha demostrado que esta cepa de A. baumannii tiene la habilidad de sobrevivir y persistir
durante largos periodos de tiempo en diferentes areas hospitalarias (151). Se realizaron
diferentes estudios fenotipicos con el fin de averiguar las estrategias moleculares que juegan
un importante papel en la persistencia y en el potencial infectivo de la cepa A. baumannii

AbH120-A2 (101, 129, 152-154).
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Figura 1. Experimentos de adherencia a células epiteliales alveolares A549 y Hela de las cepas de A. baumannii
AbH120-A2 y ATCC 17978. Se realizaron cuatro réplicas independientes. Las muestras se analizaron con el test
estadistico t-student. Las barras representan la desviacion estandar.

Los experimentos de adherencia mostraron que la cepa clinica AbH120-A2 se adhiere
500 veces mas a células epiteliales alveolares A549 y 100 veces mas a células epiteliales Hela
que la cepa de referencia A. baumannii ATCC 17978 (Figura 1). Estos datos podrian explicar en
parte la habilidad de esta cepa de A. baumannii para causar un brote nosocomial durante

tanto tiempo.
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A. baumannii AbH120-A2 presenta una isla gendmica relacionada con adherencia.

La excelente habilidad de la cepa clinica A. baumannii AbH120-A2 de adherirse a
células epiteliales humanas (Figura 1), y la disponibilidad del genoma completo de esta cepa
(GenBank CP009534.1) descrito en el capitulo Il (153), nos motivé a realizar una busqueda de
aquellos genes que podrian estar implicados en el fenotipo de adherencia. El analisis gendmico
determind una regién de ADN que no estaba presente en genomas completos secuenciados de
otras cepas de A. baumannii. La Figura 2A muestra esta regién que comprendia 18.125 pb del
genoma de A. baumannii AbH120-A2 y se encontraba localizada entre el locus LX00_12060 en
el extremo 5” que codifica un regulador transcripcional tipo LuxR, y el locus LX00 12110 en el
extremo 3’que codifica una ARNt-Trp. Ademas, en los extremos 5" y 3’ de la regién gendmica
se encuentraron unas secuencias duplicadas en el mismo sentido (AAAAAGCTCC- 6 pb-
AGGAGCTTT). Dentro de esta region de ADN se identificaron 8 secuencias codificantes: el locus
LX00_12065 que codifica un regulador transcripcional de la familia TetR (AlIS07096.1), los loci
LX00_12075, LX00_12080, LX00_12085, LX00_12090, LX00_12095 que codifican proteinas
hipotéticas (AIS07097.1, AIS07098.1, AIS07099.1, AlIS07100.1 y AIS07101.1, respectivamente),
el locus LX00_12100 que codifica una proteina de adhesion (AKB90480) y el locus LX00_12105,

que codifica una proteina de membrana (AIS07102.1).

El anadlisis detallado utilizando diversas herramientas bioinformaticas reveld la
presencia de un sistema de secrecion de dos componentes (TPS), codificado por los loci
LX00_12100 y LX00_12105 (Figura 2B). El gen LX00_12100 se ha descrito que codifica una
exoproteina de 392,72 KDa que contiene un péptido sefial de 25 aminodcidos caracteristico de
los sistemas de secrecién tipo V. El andlisis mds detallado de la secuencia aminoacidica, reveld
la existencia de un dominio con actividad hemaglutinante dispuesto entre los aminoacidos 101
y 221 del extremo N-terminal de la exoproteina. Este dominio altamente conservado
pertenece al dominio TPS de las proteinas tipo TpsA (cddigo InterPro IPR0O08638). Multiples
copias de repeticiones de 20 residuos, descritos previamente en proteinas de este tipo, fueron
determinadas a lo largo de toda la secuencia (cddigo InterPro IPR0O10069). Entre las posiciones
aminoacidicas 2.029 y 2.031 se describid un triplete peptidico Arg-Gly-Asp (RGD), el cual ha
sido relacionado con adherencia en otras proteinas. El locus LX00_12105 codifica una proteina
de membrana externa de 65,54 KDa (TpsB), la cual pertenece a la familia de proteinas

transportadoras Omp85/TpsB. Esta proteina contenia un péptido sefial de 25 aminoacidos y un
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domino POTRA 2 (polypeptide transport-associated, con cddigo InterPro IPRO05565) localizado

entre los aminoacidos 87 y 166.

A)
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LX00 12065 LX00_12090
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Organizacion sistema de secrecion de dos
componentes (TPS)

Figura 2. Organizacidn y orientacidn genética de la isla gendmica de aprox. 18 Kb encontrada en el genoma de la
cepa A. baumannii AbH120-A2. Las secuencias codificantes se representan con flechas. Los asteriscos indican las
regiones repetidas. B) Representacion de los genes FhaC/FhaB del sistema de secrecion de dos componentes
(sistema TPS) descritos en el genoma de la cepa A. baumannii AbH120-A2. Las secuencias codificantes se
representan con flechas. Los cuadrados indican los dominios conservados de la secuencia, los circulos representan
secuencias repetidas a lo largo del genoma y el asterisco representa el péptido sefial.

La estructura de la secuencia aminoacidica del locus LX00_12100 no se describio,
debido a que el programa Phyre2 no es capaz de analizar secuencias aminoacidicas superiores
a 1200 aminodcidos. El analisis de la secuencia aminoacidica del locus LX00_12105 con Phyre2
sugirié que esta proteina presentaba una estructura similar (100 % de confidencia y un 86 % de
cobertura) a la proteina FhaC de Bordetella pertussis, siendo un miembro de la familia de

proteinas transportadoras OMP85/TPSB2.

Obtencion de la cepa mutante AbH120-A2AfhaC.

Con el fin de estudiar la implicacién del sistema de secreciéon de dos componentes en
la patogénesis de la cepa clinica AbH120-A2 se realizd la construccidn de la cepa knockout

AbH120-A2AfhaC mediante la eliminacion del dominio POTRA 2 del locus LX00 12105
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utilizando el vector pMo130Tel®. La eliminacién de este fragmento de ADN del cromosoma de
la cepa AbH120-A2 fue confirmada mediante PCR. Ademads, los resultados de gRT-PCR

confirmaron la nula expresién del gen LX00_12105 en la cepa mutante AbH120-A2AfhaC.

La cepa mutante AbH120-A2AfhaC no produce las proteinas AbFhaB y AbFhaC.

Se estudid mediante dos técnicas protedmicas el perfil proteico de las vesiculas de
membrana externa extraidas de cultivos tanto de la cepa clinica AbH120-A2 como de la cepa
mutante AbH120-A2AfhaC. Los péptidos se detectaron y se identificaron en una base de datos
con el fin de confirmar si la delecidn del gen fhaC tenia un efecto en la produccién del gen fhaB

y, finalmente, en la inactivacidn del sistema de secrecién de dos componentes AbFhaB/AbFhaC.

Asi, mediante la cromatografia acoplada a MALDI-TOF/TOF, se identificaron 209
proteinas procedentes de la muestra de la cepa clinica AbH120-A2 y 166 proteinas
procedentes de la muestra de la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC. Las proteinas
identificadas en ambas muestras, concordaban mayoritariamente con las publicadas por
Méndez y col. (129). En las muestras de la cepa clinica AbH120-A2 la proteina AbFhaB fue
identificada con cuatro péptidos: ITHETGTVTPSYGSYGGK, VSATQANIQANQFTDR,
IGGSLDSQWHAQGTAQQVNNR y GLISSLDQLTIQGQQDNNR, todos ellos con una confianza del 99
%. La proteina AbFhaC no fue identificada con esta técnica en las muestras de la cepa clinica
AbH120-A2. El hecho de que no se identifiquen péptidos de esta proteina, podria deberse a su
elevada hidrofobicidad. En las muestras de la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC no se

identificd ningun péptido de las proteinas AbFhaB y AbFhaC.

Mediante las aproximaciones proteémicas por EM ER se identificaron 43 proteinas de
procedentes de muestras de la cepa clinica y 55 proteinas procedentes de muestras de la cepa
mutante isogénica AbH120-A2AfhaC. La proteina AbFhaB fue identificada en las dos muestras
utilizando como base de datos todas las proteinas de la cepa AbH120-A2 (cddigos de acceso
del GenBank A1504698.1-A158323.1). Cuando se utilizd una base de datos especifica para
estas dos proteinas (FhaBFhaC_M.fasta), ambas, AbFhaB y AbFhaC, fueron identificadas, a
través del analisis de varios péptidos proteotipicos, en la cepa clinica AbH120-A2. En la cepa
mutante AbH120-A2AfhaC, ninguna de estas dos proteinas fue identificada usando ambas

bases de datos.
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Figura 3. A) identificacidon de los péptidos tripticos utilizando la técnica de SRM/MRM. Cromatograma idnico
(XIC) de los 3 péptidos de la proteina AbFhaB en la cepa mutante AbH120-A2AfhaCy en la cepa clinica AbH120-
A2. Los péptidos enddgenos identificados fueron LNQQNSLSNSGTLNAAR, LNQQNSLSNSGTLNAAR e
ITHETGTVTPSYGSYGGK con carga+2. El nombre de las transiciones para cada péptido aparece en la leyenda. B)
identificacion de los péptidos tripticos utilizando la técnica de SRM/MRM. Cromatograma idnico (XIC) de los 3
péptidos de la proteina AbFhaC en la cepa mutante AbH120-A2AfhaC y en la cepa clinica AbH120-A2. Los
péptidos enddgenos identificados fueron IANGYVTTR, VPTVEADFK y SELINADLSR con carga +2. El nombre de las
transiciones para cada péptido aparece en la leyenda.

Los mejores péptidos proteotipicos de ambas proteinas detectados en la muestras de
la cepa clinica AbH120-A2 con EM ER fueron elegidos para crear el método MRM. Los péptidos
elegidos para detectar la proteina AbFhaB fueron = LNQQNSLSNSGTLNAAR,
LNQQNSLSNSGTLNAAR e ITHETGTVTPSYGSYGGK. Para detectar la proteina AbFhaC, los
péptidos elegidos fueron IIANGYVTTR, VPTVEADFK y SELINADLSR. En las muestras de la cepa
clinica AbH120-A2, la proteina AbFhaB fue identificada con IDA usando el software
ProteinPilot con muy buen score (los péptidos presentaban una confidencia superior al 95 %),
la proteina AbFhaC era minoritaria y no se identificé con IDA. Sin embargo, se identificaron sus
péptidos y sus espectros de fragmentacion presentando una menor confidencia. También se
detectd la co-elucion de, al menos, tres transiciones para cada péptido, lo que indicé presencia
de esta proteina. Las co-eluciones de las transiciones de cada péptido de las muestras de la
cepa clinica AbH120-A2 y de la cepa mutante AbH120-A2AfhaC se muestran en la Figura 3. En
las muestras de la cepa mutante AbH120-A2AfhaC ninguna de estas dos proteinas fueron
identificadas. No existe co-elucién de transiciones de los péptidos en los tiempos de retencidn

a los que co-eluyen en las muestras de la cepa clinica AbH120-A2. No se obtienen datos de

fragmentacidn de estas proteinas.
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El sistema de secrecion de dos componentes AbFhaB/AbFhaC estd implicado en

adherencia a células eucariotas humanas en la cepa de A. baumannii AbH120-A2.

Se examiné la interaccién de la cepa clinica AbH120-A2 y sus cepas derivadas con las
células eucariotas. Para evaluar el papel de este sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC
en la adherencia a células eucariotas se utilizé la cepa de AbH120-A2AfhaC (Figura 4A). Para
ello, se utilizaron dos lineas de células epiteliales humanas. Células epiteliales alveolares
humanas A549 y células epiteliales Hela fueron infectadas con la cepa de clinica AbH120-A2,
la cepa mutante AbH120-A2AfhaC, la cepa AbH120-A2AfhaC con el plasmido pWH1266Tpm

vacio y la cepa mutante AbH120-A2AfhaC complementada con fhaC durante 24 h.

Tal como se aprecia en la Figura 4A, después de 24 h de incubacién el porcentaje de
bacterias de la cepa clinica AbH120-A2 adheridas a la monocapa de células A549 y Hela fue
del 3,97 % y 5,72 %, respectivamente. La Figura 4A también muestra que la capacidad
adherente de la cepa clinica AbH120-A2 decrecié significativamente del orden de 7 y 2 veces
menos en las células epiteliales A549 y Hela, respectivamente, cuando se eliminé el gen fhaC,
recogiéndose el 0,58 % y 3,12 % de bacterias adheridas, respectivamente (P valor < 0,0001). El
fenotipo original fue restaurado empleando la cepa mutante AbH120-A2AfhaC
complementada, recogiéndose un porcentaje de células adheridas correspondiente al 3,45 % y

7,15 % de las bacterias inoculadas, respectivamente (P valor < 0,0001).

Se utilizé microscopia electrénica de barrido (SEM) para visualizar la adherencia de las
bacterias a las células alveolares humanas A549. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 4B. Las observaciones microscdpicas apoyaron los resultados previos de adherencia. En
ellas se muestra una reduccién en la adherencia a células epiteliales A549 de la cepa de
AbH120-A2 deficiente en el gen fhaC. La cepa parental mostré un mayor fenotipo de
adherencia y causé un dafio mayor a las células polarizadas A549 cuando lo comparamos con
el mutante AbH120-A2AfhaC. En la micrografia ¢, Figura 4B, se aprecia una capa de células
eucariotas sin bacterias (control negativo) en el que se ve la monocapa de células intactas
recubiertas de una capa de surfactante. Después de 72 h de infeccidn con la cepa mutante
AbH120-A2AfhaC se encontré surfactante en la monocapa de células polarizadas A549
(micrografia b) mientras que el surfactante desaparecié y la monocapa de células fue
parcialmente destruida cuando la monocapa de células polarizadas A549 se infecté con la cepa

clinica parental (micrografia a).
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Figura 4. A) Experimento de adherencia a células epiteliales humanas Hela y células alveolares humanas A549
utilizando las cepas AbH120-A2, la cepa derivada knockout isogénica AbH120-A2AfhaC y la cepa mutante
complementada (AbH120-A2AfhaC complementada). Se utilizé una cepa mutante portadora del plasmido
pWH1266Tpm vacio como control experimental (AbH120-A2AfhaC + pWH1266Tpm). Se realizaron 6 réplicas
independientes. Los resultados fueron analizados con el test estadistico t-student. Las barras indican la
desviacidén estandar. B) Microscopia electrénica de barrido de células epiteliales alveolares humanas (A549)
infectadas con Acinetobacter baumannii. a) Células de A. baumannii AbH120-A2 causando serios dafios a las
células A549. b) Células de A. baumannii AbH120-A2AfhaC sobre la monocapa de células A549. Se aprecia
menor dafio en la monocapa. c) Control negativo sin bacteria en el que se aprecia la monocapa de células
intacta recubierta de una capa de surfactante. Todas las micrografias fueron tomadas a 10.000 aumentos.

El sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC de la cepa A. baumannii AbH120-A2

interacciona con la fibronectina de células humanas.

La adhesién a proteinas de la matriz extracelular, tales como la fibronectina, puede
tener un papel importante en la adherencia e internalizacién bacteriana. Se realizé un analisis
de la interaccidon del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC con la fibronectina
incubando la cepa clinica AbH120-A2 y sus derivados mutantes en pocillos de poliestireno

tapizados con fibronectina.
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Figura 5. Union de A. baumannii AbH120-A2 y sus mutantes derivados isogénicos a fibronectina
inmovilizada. Los experimentos se realizaron con cuatro réplicas independientes de cada muestra y los
resultados fueron analizados con el test estadistico t-student. Las barras de error representan la
desviacidn estandar.

La cepa de A. baumannii AbH120-A2 se adhiri6 dos veces mas a los pocillos de
poliestireno tapizados con la proteina fibronectina que a los pocillos tapizados con la proteina
BSA o a los pocillos no tapizados (Figura 5). Ademas, cuando se produjo la eliminacion del gen
fhaC en la cepa AbH120-A2 se observd una significativa reduccion del nimero de bacterias
adheridas a los pocillos tapizados con fibronectina. La capacidad de adherencia de la cepa
mutante a la fibronectina fue 2,37 veces menor que el encontrado en el caso de la cepa salvaje
(P valor = 0,0018). El fenotipo salvaje se restaurd parcialmente cuando se complementé la
cepa mutante (Figura 5). Estos datos nos indicaron que el sistema de secrecién de dos
componentes AbFhaB/AbFhaC juega un papel en el mecanismo de interaccién de la cepa de A.

baumannii AbH120-A2 con la fibronectina de las células epiteliales.

El sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC estd implicado en virulencia en la cepa

de A. baumannii AbH120-A2.

El papel del sistema de secrecién de dos componentes AbFhaB/AbFhaC en la virulencia

de la cepa de A. baumannii AbH120-A2 se evalué mediante un ensayo de fertilidad usando un
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modelo de C. elegans y mediante un ensayo de supervivencia utilizando un modelo de

infeccidon sistema en raton.
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Figura 6. Experimento de fertilidad en C. elegans. El numero de descendientes de un gusano en fase de crecimiento
L4 se monitorizé durante 5 dias en presencia de la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2, su derivado isogénico
mutante (AbH120-A2AfhaC) y la correspondiente cepa complementada (AbH120-A2AfhaC complementada). Seis
réplicas independientes por experimento y los resultados fueron analizados con el test estadistico T-Student.

El modelo de invertebrado C. elegans mostré que cuando los gusanos fueron
infectados con la cepa clinica AbH120-A2 la descendencia se redujo significativamente a la
mitad comparando con la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC (Figura 6). La produccién
de progenie fue dos veces superior cuando C. elegans se infectdé con la cepa mutante
deficiente en el gen fhaC con respecto a la cepa parental AbH120-A2, siendo la diferencia en la
progenie estadisticamente significativa (P valor < 0,05). El fenotipo salvaje se restaurd
parcialmente cuando los gusanos fueron incubados con la cepa mutante isogénica

complementada (AbH120-A2AfhaC + pWH1266Tpm + FhaC).

También se evaludé la implicacién en virulencia del sistema de secrecién de dos
componentes AbFhaB/AbFhaC mediante un modelo de infeccién sistémica de ratén. Los
ratones BALB/c fueron infectados de forma intraperitoneal con la cepa clinica A. baumannii
AbH120-A2 y la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC. Las tasas de supervivencia se

controlaron durante varios dias tal como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Curva de supervivencia de ratones BALB/c (n=18 por grupo) tras una infeccion intraperitoneal con
indculos de 34 x 107 UFC de la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2 y 46 x 107 UFC de la cepa mutante
isogénica de A. baumannii AbH120-A2AfhaC. Los datos fueron analizados con el test estadistico Lon Rank.

Los resultados mostraron una mayor mortalidad (17 ratones de 18) asociada a la cepa
clinica A. baumannii AbH120-tras 20 h de infeccién (Figura 7). En contraste, los ratios de
mortalidad se redujeron (12 ratones de 18) cuando los ratones fueron infectados con la cepa

mutante en el mismo periodo de tiempo, P valor = 0,059.
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4. Discusidn

En los ultimos afos, han sido descritos multiples brotes hospitalarios de Acinetobacter
baumannii en diferentes hospitales de todo el mundo y el numero de infecciones
nosocomiales se ha incrementado sustancialmente (8, 51, 155, 156). En el presente trabajo, se
estudié uno de los brotes hospitalarios mds importantes A. baumannii conocidos hasta la fecha.
Este brote tuvo lugar en el Hospital 12 de octubre de Madrid, entre los afios 2006 y 2008
persistiendo durante 30 meses. Se han publicado muchos trabajos donde se describen serios
brotes hospitalarios causados por una Unica cepa resistente a los carbapenemes (155, 157,
158). También se han descrito brotes hospitalarios producidos por distintas cepas resistentes a
carbapenemes en periodos de tiempo consecutivos o solapados (159, 160), e incluso casos de
diseminacién clonal entre diferentes hospitales de ciudades o paises diferentes (161). Hasta la
fecha, el brote que aqui se estudia ostenta el titulo del brote de A. baumannii mas importante

que se ha producido en un solo hospital.

Asi, en 2007 la incidencia de bacteriemias producidas por A. baumannii se incrementd
de 0,03 a 1,1 episodios por 100.000 camas/dia lo que origind el pico maximo del brote. El clon
de A. baumannii AbH120-A2 fue el responsable del 79,3 % de las bacteriemias producidas en
el periodo 2006-2008. Aunque se produjeron casos de bacteriemia causados por otros clones
de A. baumannii resistente a los carbapenemes antes de enero de 2006, todos estos clones
fueron desplazados por la cepa A. baumannii AbH120-A2. Esta cepa se establecid como
endémica de ciertas dreas hospitalarias y su éxito se debidé a su elevada capacidad de
supervivencia y persistencia en el ambiente hospitalario. Como resultado de la alta incidencia
de bacteriemias producidas por el clon AbH120-A2 vy, con el fin de determinar los factores de
riesgo y caracteristicas clinicas asociadas con este clon en particular, se realizdé una
comparacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron bacteriemias
producidas por esta cepa con aquellas causadas por otros clones de A. baumannii. El andlisis
multivariante mostré que “estar hospitalizado en la UCI hospitalaria” o “haber estado
expuesto previamente a 3 o mas antibidticos” fueron factores de riesgo para desarrollar una
bacteriemia causada por este clon AbH120-A2. La combinacion de “estar ingresado en la UCI”,
lugar que esta sometido a una alta presién antibidtica, junto con el fenotipo de
multirresistencia que presentaba esta cepa AbH120-A2, probablemente hayan contribuido su
persistencia y a la aparicion de nuevas infecciones en el torrente sanguineo. Por otra parte, en

cuanto al origen de las bacteriemias, las neumonias asociadas a ventilacion mecdnica pudieron
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ser las promotoras de las bacteriemias secundarias, pasando asi las bacterias desde los
pulmones al torrente sanguineo.

A lo largo del curso de este brote, de un total de 377 aislados, 290 se relacionaron con
el clon AbH120-A2. Esta cepa mostrd unas caracteristicas especiales desde el punto de vista
microbioldgico y molecular. Se trataba de una cepa multirresistente, sélo sensible a colistina y
tigeciclina. Contenia el plasmido pMMA2 portador de un gen blaoxa-24 flanqueado por los sitios
de recombinacion XerC/XerD. Esta localizacion plasmidica facilitd la diseminacion y transmision
horizontal de la B-lactamasa entre la cepa AbH120-A2 y los otros clones del brote. Ademas, el
estudio detallado de las secuencias codificantes del plasmido pMMA2 reveld la presencia de
dos posibles factores de virulencia, los cuales resultaron estar sobreexpresados en el clon
AbH120-A2. Uno de ellos consistid en una toxina formadora de poros, una septicolisina. Este
factor de virulencia se encontré sobreexpresado mdas de dos veces con respecto a lo
encontrado en otros clones, debido a la insercién de una secuencia de la familia 1S4, lo cual le
conferia una secuencia promotora mas fuerte. Este gen mostré un nivel de expresién mucho
menor cuando se encontrd en otro clon esporadico del brote, el clon AbH120-CU3, ya que

carecia de esta secuencia de insercion del tipo 1S4.

El papel exacto de la septicolisina aun no se ha determinado. El analisis de su secuencia
mostro que presentaba homologia con citolisinas dependientes de colesterol que ayudan a la
bacteria en la invasién de tejidos y que han sido descritas en bacterias patdgenas tales como
Clostridium perfringens, Bacillus anthracis o Streptococcus pneumoniae (162). Los genes que
codifican esta septicolisina han sido descritos en varios plasmidos de A. baumannii
anteriormente (91, 163, 164). El hecho de que la septicolisina se encuentre tan extendida

sugiere que este gen puede proporcionar ciertas ventajas a la bacteria portadora.

También se encontr6 que en el plasmido pMMA2 del clon AbH120-A2 se
sobreexpresaba un gen que codifica un receptor de membrana dependiente de TonB. Este tipo
de proteinas participan en el proceso de adquisicion de hierro produciendo energia para el
transporte del complejo sideréforos-hierro al interior de la célula bacteriana. Por ello, estas
proteinas estan relacionadas con virulencia en A. baumannii a través de su papel en la
adquisiciéon de hierro (165) lo cual, a su vez, puede estar relacionado con la supervivencia de la
bacteria en los pulmones o en la sangre del hospedador (139, 146, 166). El amplio espectro de
resistencia a antibidticos junto con la sobreexpresion de estos dos factores de virulencia

plasmidicos podria explicar la alta tasa de bacteriemias causadas por la cepa AbH120-A2.
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Los analisis comparativos de todas las secuencias de los plasmidos estudiados del
brote demostraron que todos eran portadores de la carbapenemasa OXA-24 y, que en todos
los casos, el gen blaoxa24 estaba flanqueado por los sitios de recombinacién XerC/XerD. El
hecho de que el mdédulo de ADN formado por el gen blaoxa-24 flanqueado por las secuencias
XerC/XerD se encuentre integrado en distintos plasmidos demuestra que durante el brote no
hubo intercambio de un Unico plasmido portador del gen blaoxa-24 entre las diferentes cepas
aisladas. La descripcién de las estructuras de los plasmidos proporcionaron la evidencia de que
se produjo un intercambio de una region de ADN portadora del gen blaoxa-24 flanqueada por
los sitios de recombinacidn XerC/XerD entre los diversos plasmidos del brote. Ademas, cuando
se comparo la region de ADN anterior y posterior al gen blaoxa-24 de los plasmidos aislados del
brote con las secuencias de los plasmidos pABVAO1, p2ABAYE, pAB0057, pAB02, pAB2, pAV1 o
PABIR, se comprobo que el porcentaje de homologia de las secuencias XerC/XerD era superior
al 73 % en todos los casos. Estos datos indican que las regiones flanqueantes portadoras de los
sitios XerC/XerD son de secuencias muy conservadas por lo que la recombinacion Xer debe
tratarse de un fendmeno que ha estado relacionado desde siempre con los genes tipo OXA-24.
Grosso y col. (2012) estudiaron el entorno genético del gen blaoxa24€n 15 cepas clinicas de
Acinetobacter spp. confirmando lo anterior (83). D’Andrea y col. (2009) sugirieron por primera
vez que estos sitios de recombinacion XerC/XerD pueden actuar como dianas especificas de
recombinacién que permiten movilizar moléculas pequeiias de ADN entre plasmidos vy
cromosomas de Acinetobacter (82). Como los sitios de recombinacidn Xer estan localizados en
direcciones opuestas, la recombinacién a través del sistema Xer deberia suceder por una

inversion en la posicion de los genes.

La recombinacién de ADN a través del sistema de recombinacién Xer en plasmidos
requiere de la participacién de las recombinasas cromosdmicas XerC y XerD, de los lugares de
union XerC/XerD, de la participacion de las proteinas accesorias PepA, ArgR y ArcA y de una
secuencia accesoria de aproximadamente 180 pares de bases localizada préxima al nucleo
(167-170). La recombinacion ocurre a través de la formacion del complejo heterotetramérico
en el cual cada recombinasa cataliza el intercambio de un par de hebras de ADN. Las proteinas
accesorias se unirian a la secuencia e inducirian la formacién de un complejo sindptico el cual
es requerido para la recombinacion (169). Estos eventos de recombinacion se han relacionado
con la integracion sitio especifico y escisidén de los genomas lisogénicos, con la transposicién de
transposones conjugativos, con la terminacion de la replicacion cromosdémica y con la

estabilidad plasmidica en otras bacterias Gram-negativas (169, 171-173).
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El analisis de las secuencias de los plasmidos reveld que todas las secuencias contenian
el mismo cassette de movilizacion formado por una regiéon de 142 pb seguida del sitio de
recombinacion XerC/XerD, una regidn de 72 pb previa al gen blaoxa-24, tras el que se disponen
10 pb y el préoximo sitio de recombinacidon XerD/XerC. En el presente trabajo se sugiere que
estas dos regiones (de 142 y 72 bp) podrian actuar como dianas de unién de las proteinas
accesorias requeridas para la recombinacién Xer. Ademas, se han encontrado secuencias que
codifican las recombinasas XerC y XerD en los genomas secuenciados de diferentes cepas de A.
baumannii, tal es el caso de las cepas AB0O057, SDF, AYE y ACICU. Los cddigos de acceso del
Genbank de la recombinasa XerC en dichos genomas son los siguientes: YP_002320364.1,
YP_001706416.1, YP_001712817.1, y YP_001847531.1, respectivamente. Y para el caso de la
recombinasa XerD: ZP_02977538.1, YP_001708368, YP_001715285.1, y YP_001844923.1,
respectivamente. Ademas, en los genomas de A. baumannii ABO057, SDF, y AYE se ha
encontrado la presencia de la proteina accesoria PepA (cédigos de acceso del GenBank:
YP_002317727.1, YP_001708379.1, y YP_001715297.1, respectivamente). En el genoma de la
cepa clinica AbH120-A2 los loci LX00_14100 y LX00_13000 codifican las recombinasa XerC y
XerD, respectivamente. También se ha localizado el locus LX00_01240 que codifica una

aminopeptidasa A (PepA).

Ademds, este sistema de recombinacion XerC/XerD no es exclusivo de la B-lactamasa
OXA-24. Povilonis y col. (2013) describieron un plasmido aislado de una cepa clinica que
contenia dos copias de la B-lactamasa OXA-72 flanqueadas por los sitios de recombinacién
XerC/XerD y dispuestas en direcciones opuestas (84). Cay0 y col. (2014) describieron la OXA-
207, variante de la OXA-24 con un cambio aminoacidico, en una cepa de Acinetobacter pitti, |a
cual también estaba flanqueada por las secuencias de recombinacién Xer. En este trabajo, los
autores sugieren que se produjo un intercambio plasmidico entre una cepa de A. baumannii
portadora de esta OXA-207 y la cepa de estudio Acinetobacter pitti, aunque, hasta la fecha,

esta OXA-207 no ha sido descrita en ninguna cepa de A. baumannii (174).

El hecho de que la B-lactamasa OXA-24 constituya el mecanismo de resistencia a
carbapenemes con mayor prevalencia en las cepas de A. baumannii multirresistentes en la
peninsula ibérica podria ser debido al exitoso mecanismo de diseminacion a través del sistema
de recombinacién XerC/XerD junto con la presencia en sus plasmidos del sistema
toxina/antitoxina descrito por Mosqueda y col, (2014). Este sistema se encontré en los

pldsmidos pMMA2 y pMMCU3 de las cepas brote. Se trataba de las ORFs 4 y 5 del plasmido
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pPMMA?2, y de las ORFs 3 y 4 del plasmido pMMCU3. Este sistema les confiere una ventaja en la

competicion con otros plasmidos (175).

A. calcoaceticus ha sido considerado desde siempre un microorganismo ambiental,
aislado del suelo o del agua. Sin embargo, ultimamente se han publicado varios trabajos de
cepas de A. calcoaceticus resistentes a antibidticos aisladas de muestras clinicas. En el
presente trabajo se describe por primera vez una cepa de A. calcoaceticus portadora de un
carbapenemasa OXA-24 aislada de una muestra de sangre En el momento de la publicaciéon del
presente trabajo (152) sélo se conocia un trabajo previo donde se describian dos cepas de A.
calcoaceticus que eran portadoras de una metalo-B-lactamasa IMP-4 localizada en un integrén
de clase 1 (176). En la actualidad, existen ya varias publicaciones en las que se describen cepas
de A. calcoaceticus resistentes a antibidticos. Sun y col. (2014) publicaron un trabajo donde se
describia una cepa multirresistente de A. calcoaceticus portadora de la B-lactamasa NDM-1
plasmidica. Ademas, esta cepa también era portadora de una OXA-417 inactivada por la
insercion de una ISAba22, y una cefalosporinasa ADC-72 (177). Perichén y col. (2014),
realizaron un estudio con distintas cepas de Acinetobacter spp., entre las que se encontraban
tres cepas de A. calcoaceticus. En estas cepas se encontraron tres B-lactamasas de clase D,
OXA-213, OXA-268 y OXA-267, las cuales son intrinsecas de esta especie (178). Estas PB-
lactamasas de clase D ya fueron descritas en un estudio basado en la busqueda de genes

codificantes de oxacilinasas en distintas cepas de Acinetobacter spp (179).

En el presente trabajo se sugiere que la recombinacién Xer podria actuar movilizando
el gen blaoxa2a. Por lo tanto, la explicacién mds probable indicaria que los eventos de
recombinacion mediados por Xer pudieron dirigir la diseminacion del gen blaoxa-24 entre los

diferentes plasmidos y la adquisicion del gen blaoxa-24 por la cepa de A. calcoaceticus.

Desde que Smith y col (2007) publicaron la primera secuencia del genoma de A.
baumannii ATCC 17978 (180), el nimero de genomas secuenciados se ha incrementado de
manera exponencial. Incluso, se han creado revistas especializadas en la publicaciéon de
genomas. La gran demanda de secuenciacion de bajo coste ha dado lugar a distintas
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. Tres de las mads utilizadas son: 454 de Roche,
Solexa de lllumina y SOLID de Applied Biosystems. Hasta el momento se habian publicado
trabajos de genomas de A. baumannii secuenciados utilizando 454 o Solexa (181-184). El
genoma de la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2 fue secuenciado utilizando la

plataforma Illlumina.
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El genoma completo de la cepa clinica AbH120-A2 consistié en 3,87 MB y un contenido
de G+C del 39,1 %. Estos datos coincidieron con otros genomas completos secuenciados de A.
baumannii. El tamano de los genomas de A. baumannii estd comprendido entre 4,4 MB del
genoma de la cepa de A. baumannii AB030 (cddigo GenBank NZ_CP009257.1) y 3,48 MB del
genoma de la cepa de A. baumannii SDF (codigo GenBank CU468230.2). Estas diferencias de
tamafios, podrian ser debidas al estilo de vida de cada cepa. La cepa de A. baumannii SDF fue
aislada de un piojo y era sensible a todos los antibiéticos testados (92). En cambio, la cepa de A.
baumannii ABO30 fue aislada en una infeccion sanguinea y es extremadamente resistente a los
antibidticos (sélo es sensible a colistina) (185). El contenido G+C estd comprendido entre el
38,75 % del genoma de la cepa de A. baumannii 6411 (cédigo GenBank NZ_CP010368.1) y el
39,34 % del genoma de la cepa de A. baumannii AYE (cédigo GenBank NC_010410.1). El
porcentaje de G+C es un dato caracteristico de cada género que se utiliza para determinar

material transferido de forma horizontal en un genoma.

Los analisis filogenéticos son utiles para estudiar la relacion existente las cepas de A.
baumannii. Las cepas de A. baumannii mas proximas a la cepa clinica AbH120-A2 estdn
representadas en la Tabla 1, Anexo lll. La cepa de A. baumannii ACICU es la cepa mas proxima
genéticamente al clon A. baumannii AbH120-A2 (score 518), seguida la cepa A. baumannii
AB900 (score 500) y de la cepa A. baumannii AYE (score 483). Estas tres cepas de A. baumannii
son las cepas secuenciadas hasta el momento que mayor nimero de genes comparten con la
cepa del brote AbH120-A2. Ademas, las cepas de A. baumannii AYE, ACICU y AbH120-A2 son
cepas multirresistentes que han sido aisladas de brotes epidémicos en hospitales de Francia,

Italia y Espafia (151, 186, 187).

El genoma completo de la cepa clinica AbH120-A2 estd formado por 3.536 secuencias
codificantes, 72 secuencias codificantes de ARN transferente y 6 clusters de ARN ribosémico. El
numero de clusters de ARNt en cepas de Acinetobacter puede variar entre 5y 7 (91). La cepa
de A. baumannii con menor nimero de secuencias codificantes descrita es ATCC 17978 (3367
secuencias codificantes) (180) y la cepa que mas secuencias codificantes tiene es A. baumannii
ABO030, cepa con el genoma de mayor tamafio. La mayoria de las secuencias codificantes de la
cepa A. baumannii AbH120-A2 estan relacionadas con procesos metabdlicos y con funciones
celulares generales tales como la divisidn celular, el mantenimiento celular, el mantenimiento
y la formacidn de la pared celular y la cdpsula, el transporte a través de la membrana y la
respuesta a estrés, entre otras. Un dato que llama la atencidn y que es comun en todas las

cepas de Acinetobacter es el elevado porcentaje de proteinas con funciéon desconocida (138).
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En el caso de A. baumannii AbH120-A2, el 28 % de las secuencias codificantes del genoma se

correspondieron con proteinas hipotéticas con funcién desconocida.

A raiz del aumento en la secuenciaciéon de genomas, se han desarrollado multiples
herramientas que permiten la identificacién de secuencias codificantes, regiones, o motivos
concretos dentro de un genoma. Utilizando estos programas bioinformaticos, se observd que
la cepa A. baumannii AbH120-A2 tenia 56 secuencias codificantes relacionadas con resistencia
a antibidticos y compuestos tdxicos. Los mas abundantes son genes que codificaban bombas
de expulsion, seguido de genes relacionados con la homeostasis y tolerancia al cobre, con la
resistencia a cromo, cadmio, zinc y cobalto y, genes relacionados con la resistencia a arsénico.
Ademas de la OXA-24 plasmidica descrita en el capitulo |, en el genoma de la cepa A.
baumannii AbH120-A2 se describieron genes de resistencia a aminoglucésidos (aac(3)-lla, strA,
y strB), genes de resistencia a antibidticos B-lactdmicos (blaOXA-65, blaADC-25, y blatem-1s) Y
un gen de resistencia a sulfonamidas Sul2. La cepa de A. baumannii AbH120-A2 no sélo es
multirresistente a antibidticos, sino que también posee genes que le permiten sobrevivir en
ambientes con altos niveles de metales pesados. Este hecho, le confiere la habilidad de

persistir en ambientes hostiles muy diversos.

La presencia de bacteridfagos en los genomas bacterianos es un hecho bastante
frecuente. Los fagos son pardsitos naturales bacterianos y son muy especificos de su
hospedador bacteriano. En los ultimos afos, el interés por estos microorganismos ha ido en
aumento debido a que podrian utilizarse como agentes antibacterianos, que actuarian
reduciendo la poblacion bacteriana especifica. El nimero de fagos descritos de A. baumannii
es cada vez mayor (188-190). La cepa clinica A. baumannii AbH120-A2, contiene cuatro fagos
distribuidos en su genoma. Su distribucién y organizacion en el genoma de la cepa AbH120-A2
se representa en la, Figura 2A y B, Anexo lll. El fago mas grande (39,3 kb), completo, consté de
57 secuencias codificantes y presentd un alto grado de homologia con el fago ya descrito
Acinetobacter phage Bphi-B1251 (cddigo GenBank NC_019541). Otro fago intacto, con un
tamafio de 37 kb y compuesto por 32 secuencias codificantes, presenté un alto grado de
homologia con el fago Enterobacteria phage mEp235 (cédigo GenBank NC_019708). En la
actualidad, no hay ninguna publicacién que haga referencia a estos fagos, por lo que seria
interesante en un futuro comprobar su actividad litica y si podrian utilizarse para tratar

infecciones producidas por A. baumannii AbH120-A2.
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Las islas de resistencia son regiones especificas del genoma donde se acumulan
secuencias de ADN adquiridas por transferencia horizontal y en las que se localizan genes de
resistencia. Las isla de resistencia mas frecuentes en A. baumannii es AbaR1, la cual se
encuentra insertada interrumpiendo la secuencia del gen comM. La cepa de A. baumannii
AbH120-A2 no presento islas de resistencia del tipo AbaR1, aunque el gen comM se encontré
integro (locus LX00_17140). En el genoma de esta cepa, se descubriéo una regién que no
presenta homologia con otras cepas estudias y que podria tratarse de una isla de resistencia.
Su organizacién dentro del genoma de la cepa clinica AbH120-A2 se encuentra en la Figura 1,
Anexo lll. Esta region estaba flanqueada por la secuencia ISAbal a ambos lados en direcciones
opuestas. Dentro de esta region, que comprendia desde el locus LX00_17460 hasta el locus
LX00_17595, destacaron 9 genes que codificaban transposasas, 4 genes de resistencia a
antibidticos, un gen que codificaba una proteina de membrana relacionada con la resistencia a
cloranfenicol y los genes traA y traD. Estos genes estan relacionados con plasmidos
conjugativos. En concreto, el gen traA codifica la relasaxa que facilita el proceso de
conjugaciéon de un pldsmido (191). Estos datos, sugieren que un plasmido se integré en el
genoma de la cepa A. baumannii AbH120-A2 a través de la secuencia de insercion ISAbal. Este
fendmeno de insercién de plasmidos en el cromosoma ha sido descrito en otras especies
bacterianas (192). Recientemente, Garbari y col. (2015) describieron que el plasmido pKBuS13,
portador de una B-lactamasa KPC-2 se encontraba insertado interrumpiendo el locus
codificante de una recombinasa Xer en el cromosoma de una cepa de Klebsiella pneumoniae
(173).

El papel de A. baumannii como patégeno nosocomial oportunista ha sido muy
estudiado, pero los aspectos moleculares de la patogénesis siguen siendo poco conocidos. La
relevancia clinica de la bacteria A. baumannii estda influenciada por su notable capacidad para
adquirir mecanismos de resistencia. Ademas de este perfil de resistencia emergente, A.
baumannii tiene la sorprendente capacidad de persistir durante periodos de tiempo
prolongados en el ambiente hospitalario, lo que le confiere una ventaja para su diseminaciéon
nosocomial. La adherencia es el primer paso esencial para la colonizacién y el desarrollo de
comunidades complejas y es un importante factor de virulencia extracelular, ya que facilita su
persistencia en el huésped. Se han publicado trabajos previos con cepas clinicas de A.
baumannii capaces de adherirse y formar biofilm (114, 193). Durante el capitulo IV de la
presente tesis doctoral, mediante diferentes métodos fenotipicos y genotipicos, se han estado
estudiado factores que podrian intervenir activamente en la persistencia y en el potencial

infectivo de la cepa multirresistente de A. baumannii AbH120-A2, cepa que causé un grave
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brote nosocomial durante mds de 30 meses y que dio cuenta de 65 casos de infecciones
sanguineas (151). Diversos experimentos fenotipicos realizados con la cepa A. baumannii
AbH120-A2 revelaron que esta cepa clinica tenia una capacidad extraordinaria para adherirse
a distintos tipos de células epiteliales humanas, tales como las células alveolares A549 o las
células Hela. Sin embargo, esta cepa clinica de A. baumannii resulté ser una cepa inmévil con
una baja capacidad de formacion de biofilm, incapaz de desarrollar un biofilm maduro sobre
superficies abidticas, tal y como se ha visto mediante microscopia electrénica de barrido
(Figura 1, Anexo V). Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por Eijkelkamp y col.
(2011) que, tras el analisis fenotipico de 52 aislamientos clinicos de A. baumannii (114),
observaron que no existia una relacion directa entre la capacidad de formacién de biofilm, la
adherencia y la movilidad de las diferentes cepas, sino que se trataba de mecanismos
independientemente regulados. Diversos autores han sugerido que podrian existir diferentes
mecanismos implicados en la adherencia a superficies bidticas y abidticas incluso dentro de

una misma cepa (112, 114, 194).

Basandonos en estas observaciones, en la secuencia del genoma completo de la cepa
de A. baumannii AbH120-A2 (153) y en el andlisis comparativo con otros genomas
secuenciados de cepas de A. baumannii patdégenas o comensales, pudimos identificar una
region de 18 Kb que contenia un sistema de secrecidn de dos componentes (TPS),
AbFhaB/AbFhaC, el cual resulté estar implicado en el fenotipo de adherencia y virulencia en
esta cepa clinica. Los datos de nuestra secuencia mostraron que el operén AbFhaB/AbFhaC
estaba localizado en una regién de 18 Kb flanqueada por secuencias directas repetidas. Estas
secuencias, normalmente comprendidas entre 16 y 20 pb, podrian actuar como sitios de
reconocimiento de enzimas que participan en la escisién de elementos genéticos moviles. Este
hecho, junto con el menor contenido en CG y la insercidn junto a un gen codificante de ARNt,
sugieren que esta secuencia pudo ser adquirida por transferencia genética horizontal como un

elemento genético mavil para formar lo que se conoce como isla de patogenicidad (195, 196).

AbFhaB/AbFhaC es un sistema de secrecion tipo V de dos componentes, conformado
por dos proteinas: AbFhaB (proteina TpsA) y AbFhaC (proteina TpsB). El andlisis de la secuencia
N-terminal de la proteina AbFhaB reveld la presencia de un dominio TPS conservado en esta
region. Este dominio TPS tiene un sitio de anclaje para su transportador (una secuencia de
union a TpsB), que sugiere que esta proteina TpsA es secretada y/o transportada por la
proteina TpsB. El analisis de la secuencia aminoacidica mostré un elevada homologia con otras

proteinas tipo TpsA descritas, tales como la proteina Fha de B. pertussis (197) o la proteina
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HecA de Erwinia chrysanthem (198). Ademds, esta proteina también contenia un motivo RGD
el cual ha sido relacionado con adherencia a células de mamiferos a través de la unién a
integrinas (199), aunque su papel en A. baumannii no ha sido demostrado. En contraste con la
region N-terminal, la regién del extremo C-terminal presentaba muy poca homologia con la
proteina Fha de B. pertussis. La proteina AbFhaC (proteina TpsB), proteina muy conservada en
su totalidad que pertenece a la superfamilia de proteinas transportadoras Omp85/TPSB, media
la secrecidn de la exoproteina AbFhaB al exterior. Las predicciones informdticas indicaron que
la proteina AbFhaC constituye un canal transmembrana con forma de p-barril que
hipotéticamente sirve como un conducto a través del cual la proteina AbFhaB sale al exterior.
Esta proteina tiene un dominio polipeptidico asociado al transporte POTRA, el cual se cree que
participa en el reconocimiento del dominio TPS de la proteina TpsA en el periplasma y la
transloca a través de la membrana externa al exterior, donde permanecerd anclada en la
membrana o sera liberada al exterior (3, 197). Nuestros resultados mostraron que las células
que producen el sistema AbFhaB/AbFhaC en la superficie bacteriana se adhieren
significativamente en mayor porcentaje a las células epiteliales humanas que las células
deficientes de AbFhaC. La inactivacidon funcional de este sistema de secrecion de dos
componentes fue abordada mediante el analisis del perfil proteico de las vesiculas de
membrana externa (OMVs) producidas tanto por la cepa clinica como por la cepa mutante
derivada AbH120-A2AfhaC. Se confirmdé que la proteina AbFhaB deja de ser secretada en
ausencia de AbFhaC tal como ocurre en B. pertussis (200), ya que ambas proteinas funcionan
como un operdn. Las OMVs fueron utilizadas como material de partida para el analisis
proteédmico en lugar de las bacterias con el fin de eliminar un gran nimero de proteinas
citoplasmaticas, ya que las proteinas de estudio estaban localizadas en la membrana externa.
En las muestras de la cepa clinica AbH120-A2, los péptidos de la proteina AbFhaB fueron
identificados mediante ambas técnicas protedmicas. En cambio, los péptidos de la proteina
AbFhaC sélo fueron identificados cuando se utiliz6 un método protedmico dirigido. Una
explicacion que podria darse en base a la composicidn de la proteina AbFhaC, guarda relacion
con la hidrofobicidad de sus péptidos, lo que dificultaria su identificacion. En las muestras de la
cepa knockout isogénica AbH120-A2AfhaC, ningln péptido de las proteinas AbFhaB y AbFhaC

fue identificado, sugiriéndose que ambas funcionan como un operdn.

Los sistemas de secrecién de dos componentes juegan un papel muy importante en la

adherencia a superficies bidticas (198, 201, 202).
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En este trabajo hemos demostrado que cuando el sistema de secrecidon
AbFhaB/AbFhaC de la cepa clinica AbH120-A2 esta funcionalmente inactivado, el fenotipo de
adherencia mostrado por la cepa se ve significativamente reducido. Nuestros resultados estan
de acuerdo con los resultados obtenidos por Serra y col. (2011) y Darvish y col. (2014), donde
se demuestra que estos sistemas de dos componentes desempefian un papel clave en la

adherencia a células epiteliales tanto en B. pertussis como en A. baumannii 19606" (203, 204).

A diferencia de A. baumannii 196067, la ausencia del sistema de dos componentes
AbFhaB/AbFhaC no tiene un claro efecto en la formacién de biofilm segin la evaluacién por
microscopia electrénica de barrido (datos no mostrados). Ademas, se ha descrito que la
proteina Fha de B. pertussis contribuye a la maduracion del biofilm promoviendo la formacién
de microcolonias (204). Sin embargo, este papel no se ha demostrado en A. baumannii
AbH120-A2 ya que esta cepa no es capaz de formar un biofilm maduro aunque muestra una
gran habilidad para adherirse a superficies abidticas de acuerdo con los datos obtenidos por

microscopia electrénica de barrido.

El analisis ultraestructural de las interacciones huésped-patdégeno proporcionan
conocimientos sobre los procesos celulares implicados en la patogénesis la cepa de A.
baumannii AbH120-A2. Esta cepa mostré no solo una notable capacidad para unirse a las
células epiteliales, sino que ademas causd graves dafios en la monocapa de células epiteliales
alveolares humanas A549, implicando a la proteina AbFhaB expuesta en la superficie
bacteriana. Las células A549 infectadas con la cepa mutante AbH120-A2AfhaC mostraron una
significativa reduccidon del nimero de bacterias adheridas y la monocapa se encontraba

significativamente mas saludable que las infectadas con la cepa clinica parental.

Un analisis mds detallado reveld que la proteina AbFhaB de la cepa clinica AbH120-A2
interactua con las células hospedadoras a través de la union a la fibronectina. Las bacterias
patdgenas utilizan proteinas del tipo adhesinas para unirse de manera selectiva a proteinas de
la matriz extracelular de las células epiteliales para posteriormente propagarse y diseminarse a
otras partes del cuerpo. La fibronectina es una glicoproteina localizada en fluidos corporales,
en las superficies celulares y en la matriz extracelular, cuya funcién consiste en conectar el
citoesqueleto con la matriz extracelular donde estdn embebidas las células eucariotas (205). Se
han publicado estudios que demuestran que la fibronectina celular humana actuaria como
diana de adhesidon para distintas especies bacterianas (206, 207). Smani y col. (2012)

demostraron que A. baumannii tiene ligandos especificos para la proteina fibronectina
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confirmando que la fibronectina es un potencial hospedador para A. baumannii (124). En el
presente trabajo se demostrd que la proteina AbFhaB actua mediando la unién a la
fibronectina inmovilizada en la cepa multirresistente de A. baumannii AbH120-A2. lLa
inactivacion del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC redujo significativamente la
adherencia a la fibronectina inmovilizada. Por lo tanto, queda demostrado que la proteina
AbFhaB de la cepa clinica AbH120-A2 localizada en la membrana externa, estaria implicada en
la adherencia a células epiteliales humanas a través de su unién a la fibronectina celular

humana.

Los aislados clinicos de A. baumannii causan sepsis aguda letal, neumonia, e
infecciones de tejidos blandos cuando son probados empleando modelos de infeccién murina
(208, 209). Dado que el sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC desempefia un papel
importante en la adherencia a tejidos epiteliales, quisimos evaluar su implicaciéon en la
virulencia de la cepa de A. baumannii AbH120-A2. Para desarrollar estos experimentos, se
llevaron a cabo dos modelos de infeccidon animal que demostraron la importancia de este
sistema de dos componentes en virulencia. Los experimentos de fertilidad realizados con el
invertebrado C. elegans han sido previamente validados como un modelo sensible y
reproducible para determinar diferencias sutiles entre cepas derivadas isogénicas de A.
baumannii ATCC 17978 (120, 147). El gran nimero de huevos viables obtenidos cuando se
incubaron los gusanos con la cepa mutante AbH120-A2AfhaC revelaron que la eliminacién del
gen fhaC causé un incremento significativo de la fertilidad de los gusanos, demostrando por
tanto su implicacidn en la patogénesis de la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2. Los
resultados obtenidos usando el modelo de infeccidn sistémica en ratdn sugirieron que la
habilidad de la cepa AbH120-A2 para causar infeccion dependia parcialmente de la produccién

del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC.
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1. El brote nosocomial hospitalario que tuvo lugar en el Hospital 12 de Octubre de
Madrid entre los afios 2006-2008 fue producido por diferentes cepas de Acinetobacter
resistentes a carbapenemes. El 73 % de los aislados obtenidos a partir de individuos
colonizados/infectados se correspondieron con un pulsotipo mayoritario; la cepa A. baumannii

AbH120-A2.

2. La cepa A. baumannii AbH120-A2 causd bacteriemias en el 22,5 % de los casos. Los
factores de riesgo asociados a la adquisicion de bacteriemias por A. baumannii AbH120-A2
fueron la hospitalizacién en la UCI, la exposicidén previa a 3 o mds antibidticos y la neumonia

asociada a ventilacién mecanica.

3. Durante el brote se estudiaron cinco cepas diferentes de Acinetobacter
representados por los pulsotipos AbH120-A2, AbH120-D, AbH120-CU1, AbH120-CU2 vy
AbH120-CU3. Todas las cepas del brote eran portadoras de un gen blaoxa-24, flanqueado por los
sitios de recombinacion XerC/XerD, localizado en plasmidos diferentes (pPMMA2, pMMD,
pMMCU1, pMMCU2 y pMMCU3 con cddigos de acceso al GenBank NC_013277.1,
NC_019280.1, NC_013056.1, NC_013506.1 y NC_019199.1, respectivamente).

4. Se describid una B-lactamasa OXA-24 en la cepa de Acinetobacter calcoaceticus Acal

H120-07.

5. La cepa de A. baumannii AbH120-A2 era portadora de dos factores de virulencia de
localizacién plasmidica; un gen que codificaba una septicolisina, toxina formadora de poros, y
un gen que codificaba una proteina dependiente de TonB, relacionada con el transporte del
hierro. La insercion de una secuencia 1S4 en la regién promotora del gen de la septicolisina y el
cambio de dos nucleétidos en la regién promotora del gen dependiente de TonB, aportaron
mas fuerza a los promotores de ambos genes, por lo que la expresion de estos genes fue
mayor en la cepa A. baumannii AbH120-A2 que en los otros clones del brote. Este hecho
supondria una ventaja para la cepa A. baumannii AbH120-A2, lo cual le permitié instaurarse

como cepa mayoritaria desplazando al resto de cepas del brote.

6. Se describid el genoma de la cepa A. baumannii AbH120-A2 (GenBank C P009534).
El genoma constaba de 3,87 MB y un contenido G + C del 39,4 %. El analisis gendmico indicé

que A. baumannii AbH120-A2 es préxima filogenéticamente a la cepas de A. baumannii ACICU
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y AYE, ambas cepas multirresistentes que también han sido aisladas durante brotes

epidémicos.

7. La diseminaciéon de la B-lactamasa OXA-24 a través de las distintas cepas de
Acinetobacter del brote puede haber sido mediada por el sistema de recombinacién Xer. Las
secuencias que codifican las recombinasas Xer C y Xer D, asi como la proteina accesoria PepA

se localizaron en el genoma de la cepa A. baumannii AbH120-A2.

8. La cepa de A. baumannii AbH120-A2 presenta una alta capacidad de adhesién a

células epiteliales humanas.

9. El sistema de secrecion AbFhaB/AbFhaC descrito en la cepa de A. baumannii
AbH120-A2 estd implicado en la adherencia a células epiteliales humanas. La proteina AbFhaB
secretada a través de la proteina de membrana externa AbFhaC se adhiere a la fibronectina

localizada en la matriz extracelular de las células epiteliales humanas.

10. El sistema de secrecién AbFhaB/AbFhaC descrito en la cepa de A. baumannii
AbH120-A2 estd implicado en virulencia tal como sugieren los modelos de infeccién realizados

en C. elegans y en ratén.

11. El andlisis protedmico de las vesiculas de membrana externa, extraidas a partir de
la cepa clinica A. baumannii AbH120-A2 y de su derivado isogénico AbH120-A2AfhaC, mostro
gue estas dos proteinas sélo estaban presentes en la cepa salvaje. El sistema de secrecion

AbFhaB/AbFhaC funciona como un operdn.

120



6. BIBLIOGRAFIA






Bibliografia |

6. Bibliografia

1. Llarrull LI, Testero SA, Fisher JF, Mobashery S. The future of the beta-lactams. Curr
Opin Microbiol. 2010 Oct;13(5):551-7.

2. Furuya EY, Lowy FD. Antimicrobial-resistant bacteria in the community setting. Nat Rev
Microbiol. 2006 Jan;4(1):36-45.

3. Thanassi DG, Stathopoulos C, Karkal A, Li H. Protein secretion in the absence of ATP:
the autotransporter, two-partner secretion and chaperone/usher pathways of gram-negative
bacteria (review). Mol Membr Biol. 2005 Jan-Apr;22(1-2):63-72.

4, Visca P, Seifert H, Towner KJ. Acinetobacter infection--an emerging threat to human
health. IUBMB Life. 2011 Dec;63(12):1048-54.

5. McConnell MJ, Actis L, Pachon J. Acinetobacter baumannii: human infections, factors
contributing to pathogenesis and animal models. FEMS Microbiol Rev. 2013 Mar;37(2):130-55.
6. Evans BA, Amyes SG. OXA beta-lactamases. Clin Microbiol Rev. 2014 Apr;27(2):241-63.
7. Torres C. La resistencia bacteriana a los antibidticos, siete décadas después de Fleming.
Academia de Farmacia del Reino de Aragén [serial on the Internet]. 2012.

8. Peleg AY, Seifert H, Paterson DL. Acinetobacter baumannii: emergence of a successful
pathogen. Clin Microbiol Rev. 2008 Jul;21(3):538-82.

9. Barbe V, Vallenet D, Fonknechten N, Kreimeyer A, Oztas S, Labarre L, et al. Unique
features revealed by the genome sequence of Acinetobacter sp. ADP1, a versatile and naturally
transformation competent bacterium. Nucleic Acids Res. 2004;32(19):5766-79.

10. Moreau NJ, Houot S, Joly-Guillou ML, Bergogne-Berezin E. Characterisation of DNA
gyrase and measurement of drug accumulation in clinical isolates of Acinetobacter baumannii
resistant to fluoroquinolones. J Antimicrob Chemother. 1996 Dec;38(6):1079-83.

11. Oren A, Garrity GM. Notification that new names of prokaryotes, new combinations
and new taxonomic opinions have appeared in volume 65, part 4, of the IJSEM. Int J Syst Evol
Microbiol. 2015 Jul;65(7):2026-7.

12. Krizova L, McGinnis J, Maixnerova M, Nemec M, Poirel L, Mingle L, et al. Acinetobacter
variabilis sp. nov. (formerly DNA group 15 sensu Tjernberg & Ursing), isolated from humans
and animals. Int J Syst Evol Microbiol. 2015 Mar;65(Pt 3):857-63.

13. Chusri S, Chongsuvivatwong V, Rivera JI, Silpapojakul K, Singkhamanan K, McNeil E, et
al. Clinical outcomes of hospital-acquired infection with Acinetobacter nosocomialis and

Acinetobacter pittii. Antimicrob Agents Chemother. 2014 Jul;58(7):4172-9.



| Bibliografia

14. Nemec A, Krizova L, Maixnerova M, van der Reijden TJ, Deschaght P, Passet V, et al.
Genotypic and phenotypic characterization of the Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter
baumannii complex with the proposal of Acinetobacter pittii sp. nov. (formerly Acinetobacter
genomic species 3) and Acinetobacter nosocomialis sp. nov. (formerly Acinetobacter genomic
species 13TU). Res Microbiol. 2011 May;162(4):393-404.

15. Lai CC, Hsu HL, Tan CK, Tsai HY, Cheng A, Liu CY, et al. Recurrent bacteremia caused by
the Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex. J Clin Microbiol. 2012
Sep;50(9):2982-6.

16. Wang X, Chen T, Yu R, Lu X, Zong Z. Acinetobacter pittii and Acinetobacter nosocomialis
among clinical isolates of the Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex in Sichuan,
China. Diagn Microbiol Infect Dis. 2013 Jul;76(3):392-5.

17. McGann P, Milillo M, Clifford RJ, Snesrud E, Stevenson L, Backlund MG, et al. Detection
of New Delhi metallo-beta-lactamase (encoded by blaNDM-1) in Acinetobacter schindleri
during routine surveillance. J Clin Microbiol. 2013 Jun;51(6):1942-4.

18. Turton JF, Hyde R, Martin K, Shah J. Genes encoding OXA-134-like enzymes are found
in Acinetobacter Iwoffii and A. schindleri and can be used for identification. J Clin Microbiol.
2012 Mar;50(3):1019-22.

19. Endo S, Sasano M, Yano H, Inomata S, Ishibashi N, Aoyagi T, et al. IMP-1-producing
carbapenem-resistant Acinetobacter ursingii from Japan. J Antimicrob Chemother. 2012
Oct;67(10):2533-4.

20. Loubinoux J, Mihaila-Amrouche L, Le Fleche A, Pigne E, Huchon G, Grimont PA, et al.
Bacteremia caused by Acinetobacter ursingii. J Clin Microbiol. 2003 Mar;41(3):1337-8.

21. Seifert H, Dijkshoorn L, Gerner-Smidt P, Pelzer N, Tjernberg |, Vaneechoutte M.
Distribution of Acinetobacter species on human skin: comparison of phenotypic and genotypic
identification methods. J Clin Microbiol. 1997 Nov;35(11):2819-25.

22. Baumann P. Isolation of Acinetobacter from soil and water. J Bacteriol. 1968
Jul;96(1):39-42.

23. Choi JY, Ko G, Jheong W, Huys G, Seifert H, Dijkshoorn L, et al. Acinetobacter kookii sp.
nov., isolated from soil. Int J Syst Evol Microbiol. 2013 Dec;63(Pt 12):4402-6.

24, Krizova L, Maixnerova M, Sedo O, Nemec A. Acinetobacter bohemicus sp. nov.
widespread in natural soil and water ecosystems in the Czech Republic. Syst Appl Microbiol.
2014 Oct;37(7):467-73.

25. Li W, Zhang D, Huang X, Qin W. Acinetobacter harbinensis sp. nov., isolated from river

water. Int J Syst Evol Microbiol. 2014 May;64(Pt 5):1507-13.

124



Bibliografia |

26. Talbot GH, Bradley J, Edwards JE, Jr., Gilbert D, Scheld M, Bartlett JG. Bad bugs need
drugs: an update on the development pipeline from the Antimicrobial Availability Task Force of
the Infectious Diseases Society of America. Clin Infect Dis. 2006 Mar 1;42(5):657-68.

27. Towner KJ. Acinetobacter: an old friend, but a new enemy. J Hosp Infect. 2009
Dec;73(4):355-63.

28. Dijkshoorn L, Nemec A, Seifert H. An increasing threat in hospitals: multidrug-resistant
Acinetobacter baumannii. Nat Rev Microbiol. 2007 Dec;5(12):939-51.

29. Antunes LC, Visca P, Towner KJ. Acinetobacter baumannii: evolution of a global
pathogen. Pathog Dis. 2014 Aug;71(3):292-301.

30. Garnacho J, Sole-Violan J, Sa-Borges M, Diaz E, Rello J. Clinical impact of pneumonia
caused by Acinetobacter baumannii in intubated patients: a matched cohort study. Crit Care
Med. 2003 Oct;31(10):2478-82.

31. Bouvet PJ, Grimont PA. Identification and biotyping of clinical isolates of Acinetobacter.
Ann Inst Pasteur Microbiol. 1987 Sep-Oct;138(5):569-78.

32. Bou G, Cervero G, Dominguez MA, Quereda C, Martinez-Beltran J. PCR-based DNA
fingerprinting (REP-PCR, AP-PCR) and pulsed-field gel electrophoresis characterization of a
nosocomial outbreak caused by imipenem- and meropenem-resistant Acinetobacter
baumannii. Clin Microbiol Infect. 2000 Dec;6(12):635-43.

33. Ahmed SS, Alp E. Genotyping methods for monitoring the epidemic evolution of A.
baumannii strains. J Infect Dev Ctries. 2015 Apr;9(4):347-54.

34, Espinal P, Seifert H, Dijkshoorn L, Vila J, Roca |. Rapid and accurate identification of
genomic species from the Acinetobacter baumannii (Ab) group by MALDI-TOF MS. Clin
Microbiol Infect. 2012 Nov;18(11):1097-103.

35. Bou G, Ferndndez-Olmos A, Garcia C, Sdez-Nieto JA, Valdezate S. Métodos de
identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Enferm Infecc Microbiol Clin.
2011;29(8):601-8.

36. Zarrilli R, Pournaras S, Giannouli M, Tsakris A. Global evolution of multidrug-resistant
Acinetobacter baumannii clonal lineages. Int J Antimicrob Agents. 2013 Jan;41(1):11-9.

37. Kohanski MA, Dwyer DJ, Collins JJ. How antibiotics kill bacteria: from targets to
networks. Nat Rev Microbiol. 2010 Jun;8(6):423-35.

38. Suarez C, Gudiol F. [Beta-lactam antibiotics]. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009
Feb;27(2):116-29.

309. Zapun A, Contreras-Martel C, Vernet T. Penicillin-binding proteins and beta-lactam

resistance. FEMS Microbiol Rev. 2008 Mar;32(2):361-85.



| Bibliografia

40. Wilke MS, Lovering AL, Strynadka NC. Beta-lactam antibiotic resistance: a current
structural perspective. Curr Opin Microbiol. 2005 Oct;8(5):525-33.

41. Fernandez-Cuenca F, Martinez-Martinez L, Conejo MC, Ayala JA, Perea EJ, Pascual A.
Relationship between beta-lactamase production, outer membrane protein and penicillin-
binding protein profiles on the activity of carbapenems against clinical isolates of
Acinetobacter baumannii. ) Antimicrob Chemother. 2003 Mar;51(3):565-74.

42. Cayo R, Rodriguez MC, Espinal P, Fernandez-Cuenca F, Ocampo-Sosa AA, Pascual A, et
al. Analysis of genes encoding penicillin-binding proteins in clinical isolates of Acinetobacter
baumannii. Antimicrob Agents Chemother. 2011 Dec;55(12):5907-13.

43. Vila J, Marti S, Sanchez-Cespedes J. Porins, efflux pumps and multidrug resistance in
Acinetobacter baumannii. J Antimicrob Chemother. 2007 Jun;59(6):1210-5.

44, Limansky AS, Mussi MA, Viale AM. Loss of a 29-kilodalton outer membrane protein in
Acinetobacter baumannii is associated with imipenem resistance. J Clin Microbiol. 2002
Dec;40(12):4776-8.

45, del Mar Tomas M, Beceiro A, Perez A, Velasco D, Moure R, Villanueva R, et al. Cloning
and functional analysis of the gene encoding the 33- to 36-kilodalton outer membrane protein
associated with carbapenem resistance in Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents
Chemother. 2005 Dec;49(12):5172-5.

46. Coyne S, Courvalin P, Perichon B. Efflux-mediated antibiotic resistance in Acinetobacter
spp. Antimicrob Agents Chemother. 2011 Mar;55(3):947-53.

47. Ambler RP. The structure of beta-lactamases. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 1980
May 16;289(1036):321-31.

48. Bush K, Jacoby GA. Updated functional classification of beta-lactamases. Antimicrob
Agents Chemother. 2010 Mar;54(3):969-76.

49, Potron A, Poirel L, Nordmann P. Emerging broad-spectrum resistance in Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii: Mechanisms and epidemiology. Int J Antimicrob
Agents. 2015 Jun;45(6):568-85.

50. Martinez T, Vazquez GJ, Aquino EE, Martinez |, Robledo IE. ISEcpl-mediated
transposition of blakpc into the chromosome of a clinical isolate of Acinetobacter baumannii
from Puerto Rico. J Med Microbiol. 2014 Dec;63(Pt 12):1644-8.

51. Perez F, Hujer AM, Hujer KM, Decker BK, Rather PN, Bonomo RA. Global challenge of
multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother. 2007

Oct;51(10):3471-84.

126



Bibliografia |

52. Cornaglia G, Akova M, Amicosante G, Canton R, Cauda R, Docquier JD, et al. Metallo-
beta-lactamases as emerging resistance determinants in Gram-negative pathogens: open
issues. Int J Antimicrob Agents. 2007 Apr;29(4):380-8.

53. Cornaglia G, Giamarellou H, Rossolini GM. Metallo-beta-lactamases: a last frontier for
beta-lactams? Lancet Infect Dis. 2011 May;11(5):381-93.

54. Bonnin RA, Nordmann P, Poirel L. Screening and deciphering antibiotic resistance in
Acinetobacter baumannii: a state of the art. Expert Rev Anti Infect Ther. 2013 Jun;11(6):571-83.
55. Bonnin RA, Poirel L, Naas T, Pirs M, Seme K, Schrenzel J, et al. Dissemination of New
Delhi metallo-beta-lactamase-1-producing Acinetobacter baumannii in Europe. Clin Microbiol
Infect. 2012 Sep;18(9):E362-5.

56. Bonnin RA, Poirel L, Nordmann P. New Delhi metallo-beta-lactamase-producing
Acinetobacter baumannii: a novel paradigm for spreading antibiotic resistance genes. Future
Microbiol. 2014;9(1):33-41.

57. Kaase M, Nordmann P, Wichelhaus TA, Gatermann SG, Bonnin RA, Poirel L. NDM-2
carbapenemase in Acinetobacter baumannii from Egypt. J Antimicrob Chemother. 2011
Jun;66(6):1260-2.

58. Rodriguez-Martinez JM, Nordmann P, Ronco E, Poirel L. Extended-spectrum
cephalosporinase in Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother. 2010
Aug;54(8):3484-8.

59. Hall LM, Livermore DM, Gur D, Akova M, Akalin HE. OXA-11, an extended-spectrum
variant of OXA-10 (PSE-2) beta-lactamase from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents
Chemother. 1993 Aug;37(8):1637-44.

60. Aubert D, Poirel L, Ali AB, Goldstein FW, Nordmann P. OXA-35 is an OXA-10-related
beta-lactamase from Pseudomonas aeruginosa. J Antimicrob Chemother. 2001 Nov;48(5):717-
21.

61. Vila J, Navia M, Ruiz J, Casals C. Cloning and nucleotide sequence analysis of a gene
encoding an OXA-derived beta-lactamase in Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents
Chemother. 1997 Dec;41(12):2757-9.

62. Paton R, Miles RS, Hood J, Amyes SG. ARl 1: beta-lactamase-mediated imipenem
resistance in Acinetobacter baumannii. Int J Antimicrob Agents. 1993 Feb;2(2):81-7.

63. Espinal P, Macia MD, Roca |, Gato E, Ruiz E, Fernandez-Cuenca F, et al. First report of
an OXA-23 carbapenemase-producing Acinetobacter baumannii clinical isolate related to

Tn2006 in Spain. Antimicrob Agents Chemother. 2013 Jan;57(1):589-91.



| Bibliografia

64. Merino M, Poza M, Roca |, Barba MJ, Sousa MD, Vila J, et al. Nosocomial outbreak of a
multiresistant Acinetobacter baumannii expressing OXA-23 carbapenemase in Spain. Microb
Drug Resist. 2014 Aug;20(4):259-63.

65. Mugnier PD, Poirel L, Naas T, Nordmann P. Worldwide dissemination of the blaoxa-23
carbapenemase gene of Acinetobacter baumannii. Emerg Infect Dis. 2010 Jan;16(1):35-40.

66. Bou G, Oliver A, Martinez-Beltran J. OXA-24, a novel class D beta-lactamase with
carbapenemase activity in an Acinetobacter baumannii clinical strain. Antimicrob Agents
Chemother. 2000 Jun;44(6):1556-61.

67. Santillana E, Beceiro A, Bou G, Romero A. Crystal structure of the carbapenemase OXA-
24 reveals insights into the mechanism of carbapenem hydrolysis. Proc Natl Acad Sci U S A.
2007 Mar 27;104(13):5354-9.

68. Bou G, Santillana E, Sheri A, Beceiro A, Sampson JM, Kalp M, et al. Design, synthesis,
and crystal structures of 6-alkylidene-2'-substituted penicillanic acid sulfones as potent
inhibitors of Acinetobacter baumannii OXA-24 carbapenemase. ] Am Chem Soc. 2010 Sep
29;132(38):13320-31.

69. Brown S, Young HK, Amyes SG. Characterisation of OXA-51, a novel class D
carbapenemase found in genetically unrelated clinical strains of Acinetobacter baumannii from
Argentina. Clin Microbiol Infect. 2005 Jan;11(1):15-23.

70. Turton JF, Ward ME, Woodford N, Kaufmann ME, Pike R, Livermore DM, et al. The role
of ISAbal in expression of OXA carbapenemase genes in Acinetobacter baumannii. FEMS
Microbiol Lett. 2006 May;258(1):72-7.

71. Poirel L, Marque S, Heritier C, Segonds C, Chabanon G, Nordmann P. OXA-58, a novel
class D {beta}-lactamase involved in resistance to carbapenems in Acinetobacter baumannii.
Antimicrob Agents Chemother. 2005 Jan;49(1):202-8.

72. Higgins PG, Schneiders T, Hamprecht A, Seifert H. In vivo selection of a missense
mutation in adeR and conversion of the novel blaoxa-1ss gene into blaoxa-ss in carbapenem-
resistant Acinetobacter baumannii isolates from a hospitalized patient. Antimicrob Agents
Chemother. 2010 Dec;54(12):5021-7.

73. Poirel L, Mansour W, Bouallegue O, Nordmann P. Carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii isolates from Tunisia producing the OXA-58-like carbapenem-hydrolyzing
oxacillinase OXA-97. Antimicrob Agents Chemother. 2008 May;52(5):1613-7.

74. Higgins PG, Zander E, Seifert H. Identification of a novel insertion sequence element
associated with carbapenem resistance and the development of fluoroquinolone resistance in

Acinetobacter radioresistens. ) Antimicrob Chemother. 2013 Mar;68(3):720-2.

128



Bibliografia |

75. Figueiredo S, Poirel L, Seifert H, Mugnier P, Benhamou D, Nordmann P. OXA-134, a
naturally occurring carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase from Acinetobacter Iwoffii.
Antimicrob Agents Chemother. 2010 Dec;54(12):5372-5.

76. Higgins PG, Perez-Llarena FJ, Zander E, Fernandez A, Bou G, Seifert H. OXA-235, a novel
class D beta-lactamase involved in resistance to carbapenems in Acinetobacter baumannii.
Antimicrob Agents Chemother. 2013 May;57(5):2121-6.

77. Siguier P, Perochon J, Lestrade L, Mahillon J, Chandler M. ISfinder: the reference centre
for bacterial insertion sequences. Nucleic Acids Res. 2006 Jan 1;34(Database issue):D32-6.

78. Corvec S, Caroff N, Espaze E, Giraudeau C, Drugeon H, Reynaud A. AmpC
cephalosporinase hyperproduction in Acinetobacter baumannii clinical strains. J Antimicrob
Chemother. 2003 Oct;52(4):629-35.

79. Mugnier PD, Poirel L, Nordmann P. Functional analysis of insertion sequence ISAbal,
responsible for genomic plasticity of Acinetobacter baumannii. J Bacteriol. 2009
Apr;191(7):2414-8.

80. Tsakris A, Ikonomidis A, Poulou A, Spanakis N, Vrizas D, Diomidous M, et al. Clusters of
imipenem-resistant Acinetobacter baumannii clones producing different carbapenemases in an
intensive care unit. Clin Microbiol Infect. 2008 Jun;14(6):588-94.

81. Toleman MA, Bennett PM, Walsh TR. ISCR elements: novel gene-capturing systems of
the 21st century? Microbiol Mol Biol Rev. 2006 Jun;70(2):296-316.

82. D'Andrea MM, Giani T, D'Arezzo S, Capone A, Petrosillo N, Visca P, et al.
Characterization of pABVAO1, a plasmid encoding the OXA-24 carbapenemase from Italian
isolates of Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother. 2009 Aug;53(8):3528-33.
83. Grosso F, Quinteira S, Poirel L, Novais A, Peixe L. Role of common blaoxa-24/0xa-40-
carrying platforms and plasmids in the spread of OXA-24/0XA-40 among Acinetobacter species
clinical isolates. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Jul;56(7):3969-72.

84. Povilonis J, Seputiene V, Krasauskas R, Juskaite R, Miskinyte M, Suziedelis K, et al.
Spread of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii carrying a plasmid with two genes
encoding OXA-72 carbapenemase in Lithuanian hospitals. J Antimicrob Chemother. 2013
May;68(5):1000-6.

85. Ploy MC, Lambert T, Couty JP, Denis F. Integrons: an antibiotic resistance gene capture
and expression system. Clin Chem Lab Med. 2000 Jun;38(6):483-7.

86. Rowe-Magnus DA, Mazel D. Resistance gene capture. Curr Opin Microbiol. 1999
Oct;2(5):483-8.



| Bibliografia

87. Ramirez MS, Pineiro S, Centron D. Novel insights about class 2 integrons from
experimental and genomic epidemiology. Antimicrob Agents Chemother. 2010 Feb;54(2):699-
706.

88. Bertini A, Poirel L, Mugnier PD, Villa L, Nordmann P, Carattoli A. Characterization and
PCR-based replicon typing of resistance plasmids in Acinetobacter baumannii. Antimicrob
Agents Chemother. 2010 Oct;54(10):4168-77.

89. Poirel L, Bonnin RA, Nordmann P. Genetic features of the widespread plasmid coding
for the carbapenemase OXA-48. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Jan;56(1):559-62.

90. Roca |, Espinal P, Vila-Farres X, Vila J. The Acinetobacter baumannii Oxymoron:
Commensal Hospital Dweller Turned Pan-Drug-Resistant Menace. Front Microbiol. 2012;3:148.
91. Vallenet D, Nordmann P, Barbe V, Poirel L, Mangenot S, Bataille E, et al. Comparative
analysis of Acinetobacters: three genomes for three lifestyles. PLoS One. 2008;3(3):e1805.

92. Fournier PE, Vallenet D, Barbe V, Audic S, Ogata H, Poirel L, et al. Comparative
genomics of multidrug resistance in Acinetobacter baumannii. PLoS Genet. 2006 Jan;2(1):e7.
93. Babic A, Lindner AB, Vulic M, Stewart EJ, Radman M. Direct visualization of horizontal
gene transfer. Science. 2008 Mar 14;319(5869):1533-6.

94, Perez-Cruz C, Delgado L, Lopez-Iglesias C, Mercade E. Outer-inner membrane vesicles
naturally secreted by gram-negative pathogenic bacteria. PLoS One. 2015;10(1):e0116896.

95. Chattopadhyay MK, Jaganandham MV. Vesicles-mediated resistance to antibiotics in
bacteria. Front Microbiol. 2015;6:758.

96. Yaron S, Kolling GL, Simon L, Matthews KR. Vesicle-mediated transfer of virulence
genes from Escherichia coli 0157:H7 to other enteric bacteria. Appl Environ Microbiol. 2000
Oct;66(10):4414-20.

97. Klieve AV, Yokoyama MT, Forster RJ, Ouwerkerk D, Bain PA, Mawhinney EL. Naturally
occurring DNA transfer system associated with membrane vesicles in cellulolytic Ruminococcus
spp. of ruminal origin. Appl Environ Microbiol. 2005 Aug;71(8):4248-53.

98. Chopade BA, Wise PJ, Towner KJ. Plasmid transfer and behaviour in Acinetobacter
calcoaceticus EBF65/65. J Gen Microbiol. 1985 Oct;131(10):2805-11.

99. Herman NJ, Juni E. Isolation and characterization of a generalized transducing
bacteriophage for Acinetobacter. J Virol. 1974 Jan;13(1):46-52.

100. Juni E. Interspecies transformation of Acinetobacter: genetic evidence for a ubiquitous
genus. J Bacteriol. 1972 Nov;112(2):917-31.

101. Rumbo C, Fernandez-Moreira E, Merino M, Poza M, Mendez JA, Soares NC, et al.

Horizontal transfer of the OXA-24 carbapenemase gene via outer membrane vesicles: a new

130



Bibliografia |

mechanism of dissemination of carbapenem resistance genes in Acinetobacter baumannii.
Antimicrob Agents Chemother. 2011 Jul;55(7):3084-90.

102. Beceiro A, Tomas M, Bou G. Antimicrobial resistance and virulence: a successful or
deleterious association in the bacterial world? Clin Microbiol Rev. 2013 Apr;26(2):185-230.

103. Cerqueira GM, Peleg AY. Insights into Acinetobacter baumannii pathogenicity. [IUBMB
Life. 2011 Dec;63(12):1055-60.

104.  Eijkelkamp BA, Stroeher UH, Hassan KA, Paulsen IT, Brown MH. Comparative analysis
of surface-exposed virulence factors of Acinetobacter baumannii. BMC Genomics.
2014;15:1020.

105. Gaddy JA, Tomaras AP, Actis LA. The Acinetobacter baumannii 19606 OmpA protein
plays a role in biofilm formation on abiotic surfaces and in the interaction of this pathogen
with eukaryotic cells. Infect Immun. 2009 Aug;77(8):3150-60.

106. Leo JC, Grin I, Linke D. Type V secretion: mechanism(s) of autotransport through the
bacterial outer membrane. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2012 Apr 19;367(1592):1088-101.
107. Gawarzewski I, Smits SH, Schmitt L, Jose J. Structural comparison of the transport units
of type V secretion systems. Biol Chem. 2013 Nov;394(11):1385-98.

108. Bentancor LV, Camacho-Peiro A, Bozkurt-Guzel C, Pier GB, Maira-Litran T. Identification
of Ata, a multifunctional trimeric autotransporter of Acinetobacter baumannii. ) Bacteriol.
2012 Aug;194(15):3950-60.

109. Bentancor LV, Routray A, Bozkurt-Guzel C, Camacho-Peiro A, Pier GB, Maira-Litran T.
Evaluation of the trimeric autotransporter Ata as a vaccine candidate against Acinetobacter
baumannii infections. Infect Immun. 2012 Oct;80(10):3381-8.

110. Rumbo-Feal S, Gomez MJ, Gayoso C, Alvarez-Fraga L, Cabral MP, Aransay AM, et al.
Whole transcriptome analysis of Acinetobacter baumannii assessed by RNA-sequencing reveals
different mRNA expression profiles in biofilm compared to planktonic cells. PLoS One.
2013;8(8):e72968.

111. Tomaras AP, Dorsey CW, Edelmann RE, Actis LA. Attachment to and biofilm formation
on abiotic surfaces by Acinetobacter baumannii: involvement of a novel chaperone-usher pili
assembly system. Microbiology. 2003 Dec;149(Pt 12):3473-84.

112. de Breij A, Gaddy J, van der Meer J, Koning R, Koster A, van den Broek P, et al.
CsuA/BABCDE-dependent pili are not involved in the adherence of Acinetobacter baumannii
ATCC19606(T) to human airway epithelial cells and their inflammatory response. Res Microbiol.

2009 Apr;160(3):213-8.



| Bibliografia

113. Loehfelm TW, Luke NR, Campagnari AA. Identification and characterization of an
Acinetobacter baumannii biofilm-associated protein. J Bacteriol. 2008 Feb;190(3):1036-44.

114. Eijkelkamp BA, Stroeher UH, Hassan KA, Papadimitrious MS, Paulsen IT, Brown MH.
Adherence and motility characteristics of clinical Acinetobacter baumannii isolates. FEMS
Microbiol Lett. 2011 Oct;323(1):44-51.

115. Clemmer KM, Bonomo RA, Rather PN. Genetic analysis of surface motility in
Acinetobacter baumannii. Microbiology. 2011 Sep;157(Pt 9):2534-44.

116.  Henrichsen J, Blom J. Correlation between twitching motility and possession of polar
fimbriae in Acinetobacter calcoaceticus. Acta Pathol Microbiol Scand B. 1975 Apr;83(2):103-15.

117. Mussi MA, Gaddy JA, Cabruja M, Arivett BA, Viale AM, Rasia R, et al. The opportunistic
human pathogen Acinetobacter baumannii senses and responds to light. J Bacteriol. 2010
Dec;192(24):6336-45.

118. Luke NR, Sauberan SL, Russo TA, Beanan JM, Olson R, Loehfelm TW, et al. |dentification
and characterization of a glycosyltransferase involved in Acinetobacter baumannii
lipopolysaccharide core biosynthesis. Infect Immun. 2010 May;78(5):2017-23.

119. Knapp S, Florquin S, Golenbock DT, van der Poll T. Pulmonary lipopolysaccharide (LPS)-
binding protein inhibits the LPS-induced lung inflammation in vivo. J Immunol. 2006 Mar
1;176(5):3189-95.

120. Beceiro A, Moreno A, Fernandez N, Vallejo JA, Aranda J, Adler B, et al. Biological cost of
different mechanisms of colistin resistance and their impact on virulence in Acinetobacter
baumannii. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58(1):518-26.

121. Russo TA, Luke NR, Beanan JM, Olson R, Sauberan SL, MacDonald U, et al. The K1
capsular polysaccharide of Acinetobacter baumannii strain 307-0294 is a major virulence factor.
Infect Immun. 2010 Sep;78(9):3993-4000.

122.  Choi CH, Hyun SH, Lee JY, Lee IS, Lee YS, Kim SA, et al. Acinetobacter baumannii outer
membrane protein A targets the nucleus and induces cytotoxicity. Cell Microbiol. 2008
Feb;10(2):309-19.

123.  Jin JS, Kwon SO, Moon DC, Gurung M, Lee JH, Kim SI, et al. Acinetobacter baumannii
secretes cytotoxic outer membrane protein A via outer membrane vesicles. PLoS One.
2011;6(2):e17027.

124. Smani Y, McConnell MJ, Pachon J. Role of fibronectin in the adhesion of Acinetobacter
baumannii to host cells. PLoS One. 2012;7(4):e33073.

125. Fernandez-Cuenca F, Smani Y, Gomez-Sanchez MC, Docobo-Perez F, Caballero-Moyano

FJ, Dominguez-Herrera J, et al. Attenuated virulence of a slow-growing pandrug-resistant

132



Bibliografia |

Acinetobacter baumannii is associated with decreased expression of genes encoding the porins
CarO and OprD-like. Int J Antimicrob Agents. 2011 Dec;38(6):548-9.

126. Rumbo C, Tomas M, Fernandez Moreira E, Soares NC, Carvajal M, Santillana E, et al.
The Acinetobacter baumannii Omp33-36 porin is a virulence factor that induces apoptosis and
modulates autophagy in human cells. Infect Immun. 2014 Nov;82(11):4666-80.

127.  Smani Y, Dominguez-Herrera J, Pachon J. Association of the outer membrane protein
Omp33 with fitness and virulence of Acinetobacter baumannii. J Infect Dis. 2013 Nov
15;208(10):1561-70.

128. Jun SH, Lee JH, Kim BR, Kim SI, Park TI, Lee JC, et al. Acinetobacter baumannii outer
membrane vesicles elicit a potent innate immune response via membrane proteins. PLoS One.
2013;8(8):e71751.

129. Mendez JA, Soares NC, Mateos J, Gayoso C, Rumbo C, Aranda J, et al. Extracellular
proteome of a highly invasive multidrug-resistant clinical strain of Acinetobacter baumannii. )
Proteome Res. 2012 Dec 7;11(12):5678-94.

130. Antunes LC, Imperi F, Carattoli A, Visca P. Deciphering the multifactorial nature of
Acinetobacter baumannii pathogenicity. PLoS One. 2011;6(8):e22674.

131. Camarena L, Bruno V, Euskirchen G, Poggio S, Snyder M. Molecular mechanisms of
ethanol-induced pathogenesis revealed by RNA-sequencing. PLoS Pathog. 2010
Apr;6(4):e1000834.

132. Russo TA, MacDonald U, Beanan JM, Olson R, MacDonald IJ, Sauberan SL, et al.
Penicillin-binding protein 7/8 contributes to the survival of Acinetobacter baumannii in vitro
and in vivo. J Infect Dis. 2009 Feb 15;199(4):513-21.

133.  Antunes LC, Imperi F, Towner KJ, Visca P. Genome-assisted identification of putative
iron-utilization genes in Acinetobacter baumannii and their distribution among a genotypically
diverse collection of clinical isolates. Res Microbiol. 2011 Apr;162(3):279-84.

134. Yamamoto S, Okujo N, Sakakibara Y. lIsolation and structure elucidation of
acinetobactin, a novel siderophore from Acinetobacter baumannii. Arch Microbiol.
1994;162(4):249-54.

135. Mihara K, Tanabe T, Yamakawa Y, Funahashi T, Nakao H, Narimatsu S, et al.
Identification and transcriptional organization of a gene cluster involved in biosynthesis and
transport of acinetobactin, a siderophore produced by Acinetobacter baumannii ATCC 19606T.
Microbiology. 2004 Aug;150(Pt 8):2587-97.

136. Hasan T, Choi CH, Oh MH. Genes Involved in the Biosynthesis and Transport of

Acinetobactin in Acinetobacter baumannii. Genomics Inform. 2015 Mar;13(1):2-6.



| Bibliografia

137. Gaddy JA, Arivett BA, McConnell MJ, Lopez-Rojas R, Pachon J, Actis LA. Role of
acinetobactin-mediated iron acquisition functions in the interaction of Acinetobacter
baumannii strain ATCC 19606T with human lung epithelial cells, Galleria mellonella caterpillars,
and mice. Infect Immun. 2012 Mar;80(3):1015-24.

138. Imperi F, Antunes LC, Blom J, Villa L, lacono M, Visca P, et al. The genomics of
Acinetobacter baumannii: insights into genome plasticity, antimicrobial resistance and
pathogenicity. IUBMB Life. 2011 Dec;63(12):1068-74.

139. Dorsey CW, Tomaras AP, Connerly PL, Tolmasky ME, Crosa JH, Actis LA. The
siderophore-mediated iron acquisition systems of Acinetobacter baumannii ATCC 19606 and
Vibrio anguillarum 775 are structurally and functionally related. Microbiology. 2004
Nov;150(Pt 11):3657-67.

140. Jacobs AC, Hood |, Boyd KL, Olson PD, Morrison JM, Carson S, et al. Inactivation of
phospholipase D diminishes Acinetobacter baumannii pathogenesis. Infect Immun. 2010
May;78(5):1952-62.

141. Nowak J, Seifert H, Higgins P. The tellurite-resistance determinant Tpm of the
Acinetobacter baylyi strain ADP1 as a useful non-antibiotic selection marker for genetic
manipulation in Acinetobacter baumannii. In: ESMIC, editor. 23" European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases; 28 April 2013; Berlin, German2013.

142.  Amin IM, Richmond GE, Sen P, Koh TH, Piddock LJ, Chua KL. A method for generating
marker-less gene deletions in multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. BMC Microbiol.
2013;13:158.

143.  Rappsilber J, Mann M, Ishihama Y. Protocol for micro-purification, enrichment, pre-
fractionation and storage of peptides for proteomics using StageTips. Nat Protoc.
2007;2(8):1896-906.

144. Mateos J, Pintor-Iglesias A, Fernandez-Puente P, Garcia-Camba M, Ruiz-Romero C,
Domenech N, et al. Cryoconservation of peptide extracts from trypsin digestion of proteins for
proteomic analysis in a hospital biobank facility. ] Proteome Res. 2014 Apr 4;13(4):1930-7.

145.  Penwell WF, Arivett BA, Actis LA. The Acinetobacter baumannii entA gene located
outside the acinetobactin cluster is critical for siderophore production, iron acquisition and
virulence. PLoS One. 2012;7(5):e36493.

146. Zimbler DL, Arivett BA, Beckett AC, Menke SM, Actis LA. Functional features of TonB
energy transduction systems of Acinetobacter baumannii. Infect Immun. 2013 Sep;81(9):3382-

94.

134



Bibliografia |

147. Vallejo JA, Beceiro A, Rumbo-Feal S, Rodriguez-Palero MJ, Russo TA, Bou G.
Optimisation of the Caenorhabditis elegans model for studying the pathogenesis of
opportunistic Acinetobacter baumannii. Int J Antimicrob Agents. 2015 Jul 9.

148. Darling AC, Mau B, Blattner FR, Perna NT. Mauve: multiple alignment of conserved
genomic sequence with rearrangements. Genome Res. 2004 Jul;14(7):1394-403.

149. Jones P, Binns D, Chang HY, Fraser M, Li W, McAnulla C, et al. InterProScan 5: genome-
scale protein function classification. Bioinformatics. 2014 May 1;30(9):1236-40.

150. Kelley LA, Mezulis S, Yates CM, Wass MN, Sternberg MJ. The Phyre2 web portal for
protein modeling, prediction and analysis. Nat Protoc. 2015 Jun;10(6):845-58.

151. Acosta J, Merino M, Viedma E, Poza M, Sanz F, Otero JR, et al. Multidrug-resistant
Acinetobacter baumannii Harboring OXA-24 carbapenemase, Spain. Emerg Infect Dis. 2011
Jun;17(6):1064-7.

152. Merino M, Acosta J, Poza M, Sanz F, Beceiro A, Chaves F, et al. OXA-24 carbapenemase
gene flanked by XerC/XerD-like recombination sites in different plasmids from different
Acinetobacter species isolated during a nosocomial outbreak. Antimicrob Agents Chemother.
2010 Jun;54(6):2724-7.

153.  Merino M, Alvarez-Fraga L, Gomez MJ, Aransay AM, Lavin JL, Chaves F, et al. Complete
Genome Sequence of the Multiresistant Acinetobacter baumannii Strain AbH120-A2, Isolated
during a Large Outbreak in Spain. Genome Announc. 2014;2(6).

154. Gayoso CM, Mateos J, Mendez JA, Fernandez-Puente P, Rumbo C, Tomas M, et al.
Molecular mechanisms involved in the response to desiccation stress and persistence in
Acinetobacter baumannii. ) Proteome Res. 2014 Feb 7;13(2):460-76.

155. del Mar Tomas M, Cartelle M, Pertega S, Beceiro A, Llinares P, Canle D, et al. Hospital
outbreak caused by a carbapenem-resistant strain of Acinetobacter baumannii: patient
prognosis and risk-factors for colonisation and infection. Clin Microbiol Infect. 2005
Jul;11(7):540-6.

156. Dettori M, Piana A, Deriu MG, Lo Curto P, Cossu A, Musumeci R, et al. Outbreak of
multidrug-resistant Acinetobacter baumannii in an intensive care unit. New Microbiol. 2014
Apr;37(2):185-91.

157. Wareham DW, Bean DC, Khanna P, Hennessy EM, Krahe D, Ely A, et al. Bloodstream
infection due to Acinetobacter spp: epidemiology, risk factors and impact of multi-drug

resistance. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2008 Jul;27(7):607-12.



| Bibliografia

158. Lee NY, Lee HC, Ko NY, Chang CM, Shih HI, Wu CJ, et al. Clinical and economic impact
of multidrug resistance in nosocomial Acinetobacter baumannii bacteremia. Infect Control
Hosp Epidemiol. 2007 Jun;28(6):713-9.

159. Corbella X, Montero A, Pujol M, Dominguez MA, Ayats J, Argerich MJ, et al. Emergence
and rapid spread of carbapenem resistance during a large and sustained hospital outbreak of
multiresistant Acinetobacter baumannii. J Clin Microbiol. 2000 Nov;38(11):4086-95.

160. Shelburne SA, 3rd, Singh KV, White AC, Jr., Byrne L, Carmer A, Austin C, et al.
Sequential outbreaks of infections by distinct Acinetobacter baumannii strains in a public
teaching hospital in Houston, Texas. J Clin Microbiol. 2008 Jan;46(1):198-205.

161. Manikal VM, Landman D, Saurina G, Oydna E, Lal H, Quale J. Endemic carbapenem-
resistant Acinetobacter species in Brooklyn, New York: citywide prevalence, interinstitutional
spread, and relation to antibiotic usage. Clin Infect Dis. 2000 Jul;31(1):101-6.

162. Rosado CJ, Kondos S, Bull TE, Kuiper MJ, Law RH, Buckle AM, et al. The MACPF/CDC
family of pore-forming toxins. Cell Microbiol. 2008 Sep;10(9):1765-74.

163. Adams MD, Goglin K, Molyneaux N, Hujer KM, Lavender H, Jamison JJ, et al.
Comparative genome sequence analysis of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. )
Bacteriol. 2008 Dec;190(24):8053-64.

164.  Zarrilli R, Vitale D, Di Popolo A, Bagattini M, Daoud Z, Khan AU, et al. A plasmid-borne
blaOXA-58 gene confers imipenem resistance to Acinetobacter baumannii isolates from a
Lebanese hospital. Antimicrob Agents Chemother. 2008 Nov;52(11):4115-20.

165. Dorsey CW, Tolmasky ME, Crosa JH, Actis LA. Genetic organization of an Acinetobacter
baumannii chromosomal region harbouring genes related to siderophore biosynthesis and
transport. Microbiology. 2003 May;149(Pt 5):1227-38.

166. Reeves SA, Torres AG, Payne SM. TonB is required for intracellular growth and
virulence of Shigella dysenteriae. Infect Immun. 2000 Nov;68(11):6329-36.

167. Summers DK, Sherratt DJ. Multimerization of high copy number plasmids causes
instability: ColE1 encodes a determinant essential for plasmid monomerization and stability.
Cell. 1984 Apr;36(4):1097-103.

168. Tolmasky ME, Colloms S, Blakely G, Sherratt DJ. Stability by multimer resolution of
pJHCMW1 is due to the Tn1331 resolvase and not to the Escherichia coli Xer system.
Microbiology. 2000 Mar;146 ( Pt 3):581-9.

169. Bui D, Ramiscal J, Trigueros S, Newmark JS, Do A, Sherratt DJ, et al. Differences in

resolution of mwr-containing plasmid dimers mediated by the Klebsiella pneumoniae and

136



Bibliografia |

Escherichia coli XerC recombinases: potential implications in dissemination of antibiotic
resistance genes. J Bacteriol. 2006 Apr;188(8):2812-20.

170. Cornet F, Mortier |, Patte J, Louarn JM. Plasmid pSC101 harbors a recombination site,
psi, which is able to resolve plasmid multimers and to substitute for the analogous
chromosomal Escherichia coli site dif. ) Bacteriol. 1994 Jun;176(11):3188-95.

171. Val ME, Bouvier M, Campos J, Sherratt D, Cornet F, Mazel D, et al. The single-stranded
genome of phage CTX is the form used for integration into the genome of Vibrio cholerae. Mol
Cell. 2005 Aug 19;19(4):559-66.

172. Summers DK, Sherratt DJ. Resolution of ColE1l dimers requires a DNA sequence
implicated in the three-dimensional organization of the cer site. EMBO J. 1988 Mar;7(3):851-8.
173.  Garbari L, Busetti M, Dolzani L, Petix V, Knezevich A, Bressan R, et al. pKBuS13, a KPC-
2-Encoding Plasmid from Klebsiella pneumoniae Sequence Type 833, Carrying Tn4401b
Inserted into an Xer Site-Specific Recombination Locus. Antimicrob Agents Chemother. 2015
Sep;59(9):5226-31.

174. Cayo R, Merino M, Ruiz Del Castillo B, Cano ME, Calvo J, Bou G, et al. OXA-207, a novel
OXA-24 variant with reduced catalytic efficiency against carbapenems in Acinetobacter pittii
from Spain. Antimicrob Agents Chemother. 2014 Aug;58(8):4944-8.

175. Mosqueda N, Gato E, Roca |, Lopez M, de Alegria CR, Fernandez Cuenca F, et al.
Characterization of plasmids carrying the blaoxa-24/20 carbapenemase gene and the genes
encoding the AbkA/AbkB proteins of a toxin/antitoxin system. J Antimicrob Chemother. 2014
Oct;69(10):2629-33.

176. Hwa WE, Subramaniam G, Navaratnam P, Sekaran SD. Detection and characterization
of class 1 integrons among carbapenem-resistant isolates of Acinetobacter spp. in Malaysia. |
Microbiol Immunol Infect. 2009 Feb;42(1):54-62.

177. Sun Y, Liu Q, Chen S, Song Y, Liu J, Guo X, et al. Characterization and plasmid
elimination of NDM-1-producing Acinetobacter calcoaceticus from China. PLoS One.
2014;9(9):e106555.

178.  Perichon B, Goussard S, Walewski V, Krizova L, Cerqueira G, Murphy C, et al.
Identification of 50 class D beta-lactamases and 65 Acinetobacter-derived cephalosporinases in
Acinetobacter spp. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58(2):936-49.

179. Figueiredo S, Bonnin RA, Poirel L, Duranteau J, Nordmann P. Identification of the
naturally occurring genes encoding carbapenem-hydrolysing oxacillinases from Acinetobacter
haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, and Acinetobacter calcoaceticus. Clin Microbiol Infect.

2012 Sep;18(9):907-13.



| Bibliografia

180. Smith MG, Gianoulis TA, Pukatzki S, Mekalanos JJ, Ornston LN, Gerstein M, et al. New
insights into Acinetobacter baumannii pathogenesis revealed by high-density pyrosequencing
and transposon mutagenesis. Genes Dev. 2007 Mar 1;21(5):601-14.

181. Alvarez-Fraga L, Lopez M, Merino M, Rumbo-Feal S, Tomas M, Bou G, et al. Draft
Genome Sequence of the Biofilm-Hyperproducing Acinetobacter baumannii Clinical Strain
MARO002. Genome Announc. 2015;3(4).

182. Davenport KW, Daligault HE, Minogue TD, Bruce DC, Chain PS, Coyne SR, et al. Draft
Genome Assembly of Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Genome Announc. 2014;2(4).

183. Opazo A, Lopes BS, Garcia P, Dominguez Yevenes M, Lima C, Bello-Toledo H, et al. Draft
Genome Sequence of a Multidrug-Resistant Acinetobacter baumannii Strain from Chile.
Genome Announc. 2015;3(4).

184. Traglia GM, Almuzara M, Barberis C, Montana S, Schramm ST, Enriquez B, et al. Draft
genome sequence of a taxonomically unique acinetobacter clinical strain with proteolytic and
hemolytic activities. Genome Announc. 2015;3(2).

185. Loewen PC, Alsaadi Y, Fernando D, Kumar A. Genome Sequence of an Extremely Drug-
Resistant Clinical Isolate of Acinetobacter baumannii Strain AB030. Genome Announc.
2014;2(5).

186. lacono M, Villa L, Fortini D, Bordoni R, Imperi F, Bonnal RJ, et al. Whole-genome
pyrosequencing of an epidemic multidrug-resistant Acinetobacter baumannii strain belonging
to the European clone Il group. Antimicrob Agents Chemother. 2008 Jul;52(7):2616-25.

187.  Heritier C, Poirel L, Fournier PE, Claverie JM, Raoult D, Nordmann P. Characterization of
the naturally occurring oxacillinase of Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother.
2005 Oct;49(10):4174-9.

188. Chen LK, Liu YL, Hu A, Chang KC, Lin NT, Lai MJ, et al. Potential of bacteriophage
PhiAB2 as an environmental biocontrol agent for the control of multidrug-resistant
Acinetobacter baumannii. BMC Microbiol. 2013;13:154.

189. Kim JH, Oh C, Choresca CH, Shin SP, Han JE, Jun JW, et al. Complete genome sequence
of bacteriophage phiAC-1 infecting Acinetobacter soli strain KZ-1. J Virol. 2012
Dec;86(23):13131-2.

190. Merabishvili M, Vandenheuvel D, Kropinski AM, Mast J, De Vos D, Verbeken G, et al.
Characterization of newly isolated lytic bacteriophages active against Acinetobacter baumannii.

PLoS One. 2014;9(8):e104853.

138



Bibliografia

191. Yang JC, Lessard PA, Sengupta N, Windsor SD, O'Brien X M, Bramucci M, et al. TraA is
required for megaplasmid conjugation in Rhodococcus erythropolis AN12. Plasmid. 2007
Jan;57(1):55-70.

192. Zhul, YanZ, ZhangZ, Zhou Q, Zhou J, Wakeland EK, et al. Complete genome analysis of
three Acinetobacter baumannii clinical isolates in China for insight into the diversification of
drug resistance elements. PLoS One. 2013;8(6):e66584.

193. Lee JC, Koerten H, van den Broek P, Beekhuizen H, Wolterbeek R, van den Barselaar M,
et al. Adherence of Acinetobacter baumannii strains to human bronchial epithelial cells. Res
Microbiol. 2006 May;157(4):360-6.

194. Lee HW, Koh YM, Kim J, Lee JC, Lee YC, Seol SY, et al. Capacity of multidrug-resistant
clinical isolates of Acinetobacter baumannii to form biofilm and adhere to epithelial cell
surfaces. Clin Microbiol Infect. 2008 Jan;14(1):49-54.

195. Hayek N. Lateral transfer and GC content of bacterial resistant genes. Front Microbiol.
2013;4:41.

196. Gal-Mor O, Finlay BB. Pathogenicity islands: a molecular toolbox for bacterial virulence.
Cell Microbiol. 2006 Nov;8(11):1707-19.

197. Clantin B, Hodak H, Willery E, Locht C, Jacob-Dubuisson F, Villeret V. The crystal
structure of filamentous hemagglutinin secretion domain and its implications for the two-
partner secretion pathway. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 Apr 20;101(16):6194-9.

198. Rojas CM, Ham JH, Deng WL, Doyle JJ, Collmer A. HecA, a member of a class of
adhesins produced by diverse pathogenic bacteria, contributes to the attachment, aggregation,
epidermal cell killing, and virulence phenotypes of Erwinia chrysanthemi EC16 on Nicotiana
clevelandii seedlings. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Oct 1;99(20):13142-7.

199. D'Souza SE, Ginsberg MH, Burke TA, Lam SC, Plow EF. Localization of an Arg-Gly-Asp
recognition site within an integrin adhesion receptor. Science. 1988 Oct 7;242(4875):91-3.

200. Jacob-Dubuisson F, Locht C, Antoine R. Two-partner secretion in Gram-negative
bacteria: a thrifty, specific pathway for large virulence proteins. Mol Microbiol. 2001
Apr;40(2):306-13.

201. Tala A, Progida C, De Stefano M, Cogli L, Spinosa MR, Bucci C, et al. The HrpB-HrpA
two-partner secretion system is essential for intracellular survival of Neisseria meningitidis.
Cell Microbiol. 2008 Dec;10(12):2461-82.

202. Di Venanzio G, Stepanenko TM, Garcia Vescovi E. Serratia marcescens ShlA pore-
forming toxin is responsible for early induction of autophagy in host cells and is

transcriptionally regulated by RcsB. Infect Immun. 2014 Sep;82(9):3542-54.



| Bibliografia

203.  Darvish Alipour Astaneh S, Rasooli |, Mousavi Gargari SL. The role of filamentous
hemagglutinin adhesin in adherence and biofilm formation in Acinetobacter baumannii
ATCC19606(T). Microb Pathog. 2014 Sep;74:42-9.

204. Serra DO, Conover MS, Arnal L, Sloan GP, Rodriguez ME, Yantorno OM, et al. FHA-
mediated cell-substrate and cell-cell adhesions are critical for Bordetella pertussis biofilm
formation on abiotic surfaces and in the mouse nose and the trachea. PLoS One.
2011;6(12):e28811.

205. Henderson B, Nair S, Pallas J, Williams MA. Fibronectin: a multidomain host adhesin
targeted by bacterial fibronectin-binding proteins. FEMS Microbiol Rev. 2011 Jan;35(1):147-
200.

206. vander Flier M, Chhun N, Wizemann TM, Min J, McCarthy JB, Tuomanen El. Adherence
of Streptococcus pneumoniae to immobilized fibronectin. Infect Immun. 1995
Nov;63(11):4317-22.

207. Tsang TM, Felek S, Krukonis ES. Ail binding to fibronectin facilitates Yersinia pestis
binding to host cells and Yop delivery. Infect Immun. 2010 Aug;78(8):3358-68.

208. Russo TA, Beanan JM, Olson R, MacDonald U, Luke NR, Gill SR, et al. Rat pneumonia
and soft-tissue infection models for the study of Acinetobacter baumannii biology. Infect
Immun. 2008 Aug;76(8):3577-86.

209. McConnell MJ, Dominguez-Herrera J, Smani Y, Lopez-Rojas R, Docobo-Perez F, Pachon
J. Vaccination with outer membrane complexes elicits rapid protective immunity to multidrug-

resistant Acinetobacter baumannii. Infect Immun. 2011 Jan;79(1):518-26.

140



7. ANEXO






Anexo |

7.1. ANEXO |

Tabla 1. Perfiles de sensibilidad antibidtica de la clinica de A. baumannii AbH120-A2, de la cepa
sensible a antibidticos A. baylyi ADP1 y de la cepa de A. baylyi transformada con el plasmido

pPMMAZ2 aislado de la cepa clinica. Experimentos realizados por microdilucion en LB.

Antibidtico CMI (mg/L) de Acinetobacter sp
A. baumannii AbH120- A. baylyi ADP1 ,
A2 portador del portador del plasmido A. baylyi ADP1
plasmido pMMA2 pMMA2

Ampicilina >256 >256 4
Piperacilina >256 >256 16
Cefalotina >256 24 12
Cefuroxima >256 12 4
cefotaxima >256 4 4
Ceftazidima 32 4 4
Cefepime 16 2 1
Imipenem >32 >32 0.094
Meropenem >32 >32 0.125
Ciprofloxacino >2 -2 -
Sulfametoxazol >4/76 - -
Amikacina >32 - -
Rifampicina 4 - -
Tigeciclina 2 - -
Colistina 1 - -

a. CMI no realizada.
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Figura 1. Patrones de electroforesis de campo pulsado de 94 cepas causantes de bacteriemias
aisladas entre Enero de 2002 y Mayo de 2008. Las columnas de la derecha indican: datos de
aislamiento, antibiotipo, patréon de campo pulsado y area clinica de procedencia de estas cepas

clinicas.
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7.2. ANEXO I

Figura 1. Secuencia y organizacién de los plasmidos secuenciados del brote. Figuras realizadas

con el programa informatico Vector NTi.

A) Secuencia y organizacion del plasmido pMMA? aislado a partir de la cepa clinica de A.

baumannii AbH120-A2 (Cédigo acceso GenBank NC_013277.1).

XerC/XerD XerD/XerC ORF 9
ORF 5 , ORF 8 | ORF 10
ORF1g.  RR ORF 4 J@ @L ORF7  iteronoriv XerD
N
« ‘ORF 2 ‘ ORF 3 * XA2 . \ r
pMMA2
10679 bp

Homologia (cédigo

Caracter Posicidn Propiedades y/o supuesta funcion GenBank/EMBL)
ORF1 141-602 Septicolisina (endotoxina) p2ABAYE (CU459138.1)
IRL 897-1739

Probable secuencia de insercion tipo

ORF2 1418-1719 IS4 YP_001957893.1
IRR 1722-1739
ORF3 1793-4204 Receptor dependiente de TonB
ORF4 4332-4715 Posible proteinas citoplasmatica p2ABAYE (CU459138.1)
ORF5 4633-4929 Posible proteina de membrana interna
XerC/XerD 5128-5155 Sitio de recombinacién
blaoxaza 5229-6056 Carbapenemasa OXA-24 AJ239129
XerD/XerC 6069-6096 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
ORF6 7145-7714 Proteina de replicacién del ADN ZP_04663577
eon a7ty 4TSl mhetecs i
oriv 8896-9100 Origen de replicacion p2ABAYE (CU459138.1)
ORF 7 9410-9682 Proteina hipotética
ORF 8 9953-10324 Proteina hipotética
ORF9 10324-10497 Proteina hipotética

XerD 10521-10531 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
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B) Secuencia y organizacion del plasmido pMMD aislado a partir de la cepa clinica de A.

baumannii AbH120-D (Cddigo acceso GenBank NC_019280.1).

ORF 1 XerC/XerI\) O‘RF 2 ORF 3 XerD/Xerc oriV iteron ORF 8 X(;rC/XerD
|
| <j|OXA 24 ‘ORES mobA [ repA »
IRL IRR
ISAbal
pMMD
9964 bp
Caracter Posicion Propiedades y/o supuesta funcion Homologia (codigo
P y/osup GenBank/EMBL)
ORF1 1383-1703 Proteina hipotética YP_001708460
" L, pABVAO1
XerC/XerD 2877-2904 Sitio de recombinacidn (FM210331.1)
IRL 2938-2953
ORF2 2956-3492 Trasposasa 2 YP_001712181
ORF3 3489-4046 Trasposasa 1
IRR 4102-4117
blaoxaza 4167-4994 Carbapenemasa OXA-24 AJ239129
" L pABVAO1
XerD/XerC 5005-5031 Sitio de recombinacion (FM210331.1)
ORF5 5063-5821 Proteina hipotética pPMAC (AY541809)
mobA 6125-7294 Protein de movilizacién del ADN
oriV 7475-7675 Origen de replicaciéon del ADN
4 repeticiones imperfectas iterdnicas;
Iteron 7692-7787 control de la replicacion del ADN PABO2 (AY228470)
repA 7832-8719 Proteina replicacién de ADN
ORF8 8796-9353 Proteina hipotética
XerC/XerD 9504-9531 Sitio de recombinacion PABVAOL

(FM210331.1)
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C) Secuencia y organizacion del plasmido pMMCU1 aislado a partir de la cepa clinica de A.

baumannii AbH120-CU1 (Cédigo acceso GenBank NC_013056.1).

ORF 1 XerC/XerD

ORF 2

XerC/XerD XerD/XerC
\ XerD XerD

pMMCU1
8771 bp

oriV.
| iteron

| %LOXA-zﬁ‘h @ repA

Homologia (cédigo

Caracter Posicidn Propiedades y/o supuesta funciéon GenBank/EMBL)
ORF1 74-631 Proteina desconocida pABO2 (AY228470)
XerC/XerD 782-809 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
ORF2 2621-2941 ABSDF (CU468230)

XerD 3090-3100 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
XerD 3503-3513 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
XerC/XerD  4116-4143 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
blaoxaza 4217-5044 Carbapenemasa OXA-24 AJ239129
XerD/XerC  5055-5082 Sitio de recombinacion pABVAO1 (FM210331.1)
ORF3 5113-5874 Proteina hipotética pMAC (AY541809)
mobA 6174-7343 Proteina movilizacion del plasmido pMAC (AY541809)
Oriv 7523-7723 Origen de replicacidon del ADN pABO02 (AY228470)
iteron 1740-7835 4 repeticiones impe.rfec‘tlas iterdnicas; 0ABO2 (AY228470)
control de la replicacién del ADN
repA 7880-8767 Proteina replicacion de ADN pAB02 (AY228470)
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D) Secuencia y organizaciéon del plasmido pMMCU?2 aislado a partir de la cepa clinica de A.

baumannii AbH120-CU2 (Cédigo acceso GenBank NC_013506.1).

XerC/XerD ORE 3 XerC/XerD  XerD/XerC teron oV

‘ J; XerD XerD | /
ORF1  ORF2 | OXA-24 « repA H _

pMMCU?2
10270 bp
Homologia
Caracter Posicion Propiedades y/o supuesta funcion (cadigo
GenBank/EMBL)
ORF1 200-961 Proteina hipotética pMAC (AY541809)
ORF2 1041-2414 Transposasa ZP_03823714.1
XerC/XerD 2480-2507 Sitio d binacié PABVAOL
erC/Xer - itio de recombinacion (FM210331.1)
ORF3 4329-4649 Proteina hipotética YP_001708460.1
XerD 4799-4809 Sitio de recombinacion
Sitio de recombinacién PABVAO1
XerD 5209-5219 (FM210331.1)
XerC/XerD  5822-5849 Sitio de recombinacion
blaoxaza 5923-6750 Carbapenemasa OXA-24 AJ239129
XerD/XerC Sitio d binacid PABVAOL
erD/Xer itio de recombinacion (FM210331.1)
ORF5 6939-7496 Proteina hipotética
repA 7573-8460 Proteina replicacién de ADN

pABO2
4 repeticiones imperfectas iterdnicas; control
lteron  8505-8600 P pertect: (AY228470)
de la replicacién del ADN

Oriv 8617-8817 Origen de replicacidn del ADN

mobA 8998-10167 Proteina movilizacion del plasmido pMAC (AY541809)
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E) Secuencia y organizacion del plasmido pMMCU3 aislado a partir de la cepa clinica de A.

baumannii AbH120-CU3 (Cédigo acceso GenBank NC_019199.1):

XerC/XerD XerD/XerC ORF 10
ORF 3 ORF 1 ,L ORF 6 teron orv ORF 9 ORF 11
‘ ORF 2 * OXA-24 ‘- repB ‘ * |
pMMCU3
8964 bp

. . .. H logia (cadi
Caracter Posicidn Propiedades y/o supuesta funcion omologia (codigo

GenBank/EMBL)
ORF1 223-684 Septicolisina (endotoxina) (CS:5A§1A3\;E1 )
ORF2 989-3400 Posible receptor dependiente de TonB > ABAYE
p
ORF3 3528-3836 Posible proteina citoplasmatica (CU459138.1)
ORF4 3829-4125 Posible proteina de membrana interna
ABVAO1
XerC/XerD  4324-4351 Sitio de recombinacion (HSIZ 1032 ”
blaoxaza 4425-5252 Carbapenemasa OXA-24 AJ239129
XerD/XerC 5263-5290 Sitio de recombinacion (F&Azli\(;?gll 1)
ORF 6 5435-5578 Proteina hipotética
ORF 7 5590-6165 Proteina de replicacion del ADN
ORF8 6158-7108 Proteina de replicacidn del ADN
. 3 repeticiones imperfectas iterdnicas;
Iteron 7164-7251 control de la replicacién del ADN
. . L, p2ABAYE
oriV 7269-7472 Origen de replicaciéon del ADN (CU459138.1)
ORF 9 7776-8048 Proteina hipotética
ORF 10 8319-8690 Proteina hipotética
ORF 11 8690-8863 Proteina hipotética
XerD 8886-8896 Sitio de recombinacion PABVAOL

(FM210331.1)
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7.3. ANEXO IlI.

Tabla 1. Cepas proximas filogenéticamente a la cepa clinica de A. baumannii AbH120-

A2 analizadas con el programa bioinformatico RAST (http://rast.nmpdr.org).

ID genoma Score Nombre del genoma
405416.6 518 Acinetobacter baumannii ACICU
557601.3 500 Acinetobacter baumannii AB900
509173.8 433 Acinetobacter baumannii AYE
400667.4 475 Acinetobacter baumannii ATCC 17978
480119.5 470 Acinetobacter baumannii ABO057
525242.3 469 Acinetobacter sp. 6014059
525243.3 448 Acinetobacter sp. 6013150
557600.3 446 Acinetobacter baumannii AB307-0294
557600.4 434 Acinetobacter baumannii AB307-0294
509170.6 430 Acinetobacter baumannii SDF
575584.3 388 Acinetobacter baumannii ATCC 19606

1100841.3 368 Acinetobacter baumannii TYTH-1
1221244.3 365 Acinetobacter baumannii AB_1536-8
575564.3 361 Acinetobacter sp. RUH2624
1221252.3 359 Acinetobacter baumannii AB_2007-09-110-01-7
592014.3 351 Acinetobacter sp. 6013113
436717.3 347 Acinetobacter sp. DR1

1116235.3 344 Acinetobacter baumannii AB5256
696749.3 339 Acinetobacter baumannii 1656-2
1116236.3 338 Acinetobacter baumannii AB5711
1168588.3 334 Acinetobacter baumannii Ab11111
1116233.3 322 Acinetobacter baumannii AB4857
1168591.3 319 Acinetobacter baumannii Ab44444
1210907.3 305 Acinetobacter baumannii BZICU-2
1198108.3 304 Acinetobacter baumannii AC12
903897.3 303 Acinetobacter baumannii Naval-18
886886.3 293 Acinetobacter baumannii AB210

575565.3 289 Acinetobacter sp. SH024
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Figura 1. Figura representativa de la isla de resistencia presente en el genoma de Ia

cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2.

LX00 17515 LX00 17520
LX00 17510 LX00 17530
LX00 17505 X TS
LX00 ;)7(23017500 LX00 17550
LX00 17485 LX00 17560
LX00 17480 LX00 17565
LX00 17570
LX00 17475 : LX00 17575
LX00 17470 LX00 17580
LX00 1765 LX00 17585
LX00 17590
LX00 1760 / / / /LXOO 17595
~ y j
ISAba 1 ISAba 1
isla resistencia AbH120-A2
24620 bp

Locus Propiedades o supuesta funcion

LX00_17460 ISAba 1

LX00_17465

LX00_17470 dihidropteroato sintasa

LX00_17475 fosfoglucosamina mutasa

LX00_17480 transposasa

LX00_17485 transposasa

LX00_17490 2-aminoglucdsido fosfotransferasa (Resistencia a aminoglucdsidos)
LX00_17500 transposasa

LX00_17505 B-lactamasa TEM-1 (Resistencia a B-lactamicos)

LX00_17510 aminoglucdsido 3-N-acetiltransferasa (Resistencia a aminoglucdsidos)
LX00_17515 proteina hipotética

LX00_17520 transposasa

LX00_17530 transposasa

LX00_17535 transposasa

LX00_17545 transposasa

LX00_17550 transportador MFS (Participa en la resistencia a cloranfenicol)
LX00_17555 proteina hipotética truncada

LX00_17560 conjugal transfer protein TraA

LX00_17565 conjugal transfer protein TraD

LX00_17570 proteina hipotética

LX00_17575 proteina hipotética

LX00_17580 3'-kinasa

LX00_17585 aminoglucdsido fosfotransferasa

LX00_17590 ISAba 1

LX00_17595
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Figura 2. A) Representacién de los cuatro fagos integrados en el genoma de la cepa
clinica de A. baumannii AbH120-A2 obtenidos con el programa bioinformdatico Phast.
En diferentes colores se muestran los distintos genes que codifican las partes
necesarias para la formacion del fago. . B) Disposicion de los fagos en el genoma

circular de la cepa clinica de A. baumannii AbH120-A2.

A)

Leyenda:
== 1 Ssitio de adhesién
-— Proteina hipotética
p— 3 Proteina fago-like
== 4 Terminasa
— G Proteina de la cabeza
e 5  Proteina del portal
@== 7 Proteina del tallo
=== §  Proteina de lafibra
== 9 Integrasa
e () Transposasa
=== ]] Proteina no perteneciente al fago
L)

12 ARNt
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B)

Acinetobacter baumannii strain AbH120-A2

2o0min
[€>) Prophage types
2:48mbpe } 172.2k bps [ intact prophage
setmbps 4 V! oy,
VY LA 3445k bps
5 .
\ /
3.44m bp\s % ., [ incomplete prophage
N + 516.7kbps

(S N 4

:

~

3.27mbps
~

689K bps

W - ootkbes

-
2.75mbps .

”
2.58mbps < ~
. N
. N
, 1.37mbps
,
241mbps y \
’ AY
’7 , N 1.55mbps
! I \ ‘
2.23mbps | BT (L
1.72mbps
2.06m bps 1.89mbps
Accession: N/A Length: 3,875,775 bps; Phages: 4
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7.4. ANEXO IV

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en el capitulo IV.

Oligonucleétidos

Secuencia

Uso en el estudio

LX00_12105-Up2-Notl-Fw

gcgeggecgeccatagaaagaagcaaga

Construccion de la cepa knockout
isogénica AbH120-A2AfhaC

LX00_12105-Up2-Bglll-Rv

gcagatctgtgtttcactgttagaac

Construccion de la cepa knockout
isogénica AbH120-A2AfhaC

LX00_12105-Down2-Bglll-Fw

gcagatctgattaagttcgctgatgg

Construccion de la cepa knockout
isogénica AbH120-A2AfhaC

LX00_12105-Down2-Sphl-Rv

gcgcatgeggttgattgetgtgctga

Construccion de la cepa knockout
isogénica AbH120-A2AfhaC

Confirmacidn de la delecién del

LX00_12105-ext-Fw tgtaagagttcgagtct
- gigtaagagticeas fragmento del locus LX00_12105
Confirmacién de la delecidn del
LX00_12105-ext-Rv cggtttccaattgaaaat
locus LX00_12105
. Confirmacion de la delecién del
LX00_12105-int-Fw ccaaactattcgacaacag
fragmento del locus LX00_12105
. Confirmacidn de la delecién del
LX00_12105-int-Rv gttgccatgcaagaatcac
fragmento del locus LX00_12105
Confirmacién de la construccién
pMo130 site2 Fw attcatgaccgtgctgac de la cepa knockout isogénica
AbH120-A2AfhaC
Confirmacidn de la construccion
pMo130 site2 Rv cttgtctgtaagcggatg de la cepa knockout isogénica

AbH120-A2AfhaC

LX00_12105-ATG-Sall-Fw

gccgtcgacgtgtaatggtageatgac

Clonacion del locus LX00_12105
en el plasmido pWH1266Tpm
para la complementacién de la
cepa knockout AbH120-A2AfhaC

LX00_12105-TAA-Sall-Rv

gccgtcgacttaataggtccaattcacg

Clonacion del locus LX00_12105
en el plasmido pWH1266Tpm
para la complementacién de la
cepa knockout AbH120-A2AfhaC

Tpm-Pprom-Hindlll-Fw

gcgaagcttgactccagaggtcaaata

Clonacion del gen Tpm en el
plasmido pWH1266

Tpm-Pprom-HindIll-Rv

gcaagctttcagaacttggcagtgagt

Clonacion del gen Tpm en el
plasmido pWH1266

RT#73-LX00_12105-Fw caaaacggttatgtaacaacacga qRT-PCR
RT#73-LX00_12105-Rv caccgtaccggatgcaata qRT-PCR
RT#3-LX00_12100-Fw ctgggcttctgctgaacaa qRT-PCR
RT#3-LX00_12100-Fw aataaatccacccctttggtaac gRT-PCR
RT#76-gyrB-Fw tctctagtcaggaagtgggtacatt gqRT-PCR
RT#76-gyrB-Rv ggttatattcttcacggccaat gqRT-PCR
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Tabla 2. Datos protedmicos obtenidos con LC-MRM/MS utilizados para disefiar el método
MRM. Transiciones y co-eluciones de los péptidos tripticos con carga +2 y +3 analizados para

las proteinas AbFhaB y AbFhaC.

Q1 Q3 Secuencia péptido (voll)t?os) (voli :Eoss) EP CXP
83445337 | 1103580361 | s odnaisnscrinasraoLigne | %3 | 4 | 15 | 38
89445337 | 990496297 | o loonsisnsarinaRezviotghe | 63 | 1 | 15 | 35
89445337 | 903464269 | o eOn GsaraReyosighe | %3 | 4 | 15 | 38
89445337 | 999485398 | o oo snsarinaarasbosigne | %3 | 441 | 15 | 35
89445337 | 1086517427 | s loqususnsaTinadRamoghe | 63 | 1 | 15 | 35
596638005 | 789421342 | g eON I cuearinaRaaysghe | 746 | 3| 15| 38
596638005 | 702389313 | g eon cusarvaResyrighe | 746 | 3| 15| 38
596638005 | 645367849 | g leON Cueariaresysighe | 746 | 30| 15| 38
596638005 | 59829435 | 1o oonsinsarinaAResbs g | 7S | | 5| 35
596638005 | 685326378 | s floonesusarinaareaegn: | 746 | 30| 15| 38
799,430844 | 1057,563649 FhaB.ZA(QJSIiiIODa%zCEILLXA(‘)AOIZiZZ?ﬁg.Iight 89,4 37,6 15 35
799,430844 | 943,520721 FhaB>2?1}I;I1LZI\?ID_2§E1LI)I§22?(1521\?90 light 89,4 37,6 15 35
799,430844 | 828,493778 FhaB>:g::lll.2|\?l)_é(2%al_l)5227<1321:80Ilght 89,4 37,6 15 35
799430844 | 898426487 | oo o ankannetgne | S | 76| 15| 38
799,430844 | 1083,506528 FhaBj-\ACi)I:Ii;gagzélﬁ(fl(_.ﬁgg.light 89,4 37,6 15 35
sawos | s | oo ebm g | e | s |
533,289654 | 700,435201 Fha;28;1'_2’\?5326"')&2?(15;\?? light 70 26,6 15 35
o | oy | oenioebming | e | s | 5
o | sz | oo b®ne " | e |15 | %
533,289654 | 770,367909 FhaB>:Ck;}|;|1L2NOID_£é(_1|ﬁ_(22_K1+231£7O light 70 26,6 15 35
o | o o onzo 0B 0 | |15 |
05 | 15575 | gy ronaor 0100y |z | 15 |
e L e S PR R
smowos | oy | g roiotibm gy | s | s |
cwsarias | ssamoons | ppgmiotiiso e T | s | |
oz | 155009 | ppp oot b00 00 ros | s | 15 |
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awseras | o | pgriiiosioeotn | x| wa | s | 5
oseras | oz | g resosoine ey | s [ |
aoserzs | w975 | pupmarnmodeoo e x| o | | 5
554,31148 810,410442 F;g?:k:lizl\lo(;f\/z{'ll:;ig;izlghst 71,5 28,8 15 35
554,31148 696,367515 F;itC)I-:IIAZI\IOG_f\/ZT_'II:I)?(ig;:EZIT:Pi 71,5 28,8 15 35
554,31148 639,346051 FZQEF:I]AZI\?G_YA\E{#;(?-(;;IEZIT:; 71,5 28,8 15 35
554,31148 832,45633 F;g(t;I-IllT’-\zNoG_?\/z'l'_'ll'_li(?g_l:);zlllgohst 71,5 28,8 15 35
369,876745 | 639,346051 FZQ?IF:IIAZI\IOG_YA\/Z‘F_'II:F){(?-%;:EIT:& 58,1 17,7 15 35
369,876745 | 476,282723 FZQEF:ITAZI\?G_YA\IZ{#;(?-(;&ZZI?:; 58,1 17,7 15 35
369,876745 | 377,214309 F;/zzl-:|i\zr\?(;_$\/2#:ig¢le|1;ri 58,1 17,7 15 35
369,876745 | 412,255445 F:;:gI-IlllAzNOC-]_YA\IZ'I:II'_I:(?-g_Io::lZI:ll:P?t 58,1 17,7 15 35
369,876745 | 469,276909 FT:E|-I|I1AZNOG_YA\/2'I:II'-|;((+)-(;I)152I:|[gOhSt 58,1 17,7 15 35
369,876745 | 632,340238 F;ggTIIAZNO(;?\/Z#:?_(;B?;;& 58,1 17,7 15 35
503,266207 809,40396 FZQZH\};'I%_EAAZD_FL;(T;;;ZHZ%S'( 67,8 27 15 35
503,266207 | 708,356282 F;AatéHVl:_g/_éAAzD_FLé(?g;ézhlgist 67,8 27 15 35
503,266207 | 609,287868 FT\AaZH\}F’Z'R/_E':ZD_FLIz(Sg;ézhlgist 67,8 27 15 35
503,266207 | 526,287139 F;Aat();llezT?l_EizD_Fle(. Scz)g:ézlilgohst 67,8 27 15 35
503,266207 | 597,324253 FT\Aa?IHvlF?T?/_EAAZD_FLIi(SgB?I|1g0h5t 67,8 27 15 35
503,266207 | 712,351196 F;Aat():HvlifT?l_EizD_Fle(gcz)B:;zlilgohst 67,8 27 15 35
559,296027 | 788,426093 F;itél-lleiﬁ\l_AAIDZL_Sl_:{((ig;l:;zlilgohs'c 71,9 29 15 35
559,296027 | 675,342029 F;itél-lleiﬁ\l_AAIDZL_Sl_:{((ig;l:ézlilgohs'c 71,9 29 15 35
559,296027 | 561,299101 F;itél-lleiﬁ\l_AAIDZL_Sl_:{((ig;l:ézlilgohs'c 71,9 29 15 35
802,912621 | 1078,568006 FhaCfcgggl\?féfjé(\?voliigig.slight 89,6 37,8 15 35
802,912621 | 965,483942 FhaCiczggl\?fgfjé(\?voliigig.sﬁght 89,6 37,8 15 35
802,912621 | 837,425364 FhaCﬁczggl\?fgfjé(\?voliiiig.slight 89,6 37,8 15 35
802,912621 | 931,463206 FhaC>ngleh?f£Y2[Al_é(\?V(:R_1§;gsllght 89,6 37,8 15 35
802,912621 | 1115,584384 FhaCi/AGI:)gCl)\ZNOL(_lﬁi;E\(/\?g;lZzblloos.Iight 89,6 37,8 15 35
535,610839 | 837,425364 FhaCﬁczggl\?fgfjé(\?voliigig.slight 70,2 26,7 15 35
535,610839 | 674,362036 FhaCfcgggl\?féfjé(\?voliigigslight 70,2 26,7 15 35
535,610839 | 561,277972 FhaCiczggh?fgfjé(\?voliig\ig.sﬁght 70,2 26,7 15 35
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>AbH120_A2_LX00_12105

>35,610839 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+3b6.light

640,3413 ‘ ‘ 70,2 ‘ 26,7 ‘ 15 ‘ 35
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Figura 1. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de la formacién de biofilm tras 5 dias sobre
superficies de poliestireno en la interfase aire-liquido de la cepa de la A. baumannii AbH120-
A2 (micrografias de la fila superior del panel), de la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC
(fila central del panel) y de la cepa mutante isogénica AbH120-A2AfhaC complementada
(micrografias de la fila inferior del panel). Todas las micrografias fueron tomadas a 5.000,

10.000 y 50.000 aumentos.

200nm
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