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Resumen y Abstract

Resumen

La especie de Acinetobacter baumannii se ha convertido en un patégeno oportunista
dificil de tratar a nivel clinico, debido a la resistencia que ha adquirido a varios tipos de
antibidticos y a la presencia de factores de virulencia que le permiten causar infecciones
nosocomiales, especialmente en pacientes que se encuentran en unidades de cuidados

intensivos.

Esta investigacion se centr6 en la identificacion de genes codificantes de factores
asociados a la virulencia, en el genoma de la cepa A. baumannii 107m multirresistente,
aislada de un hospital de Bogota, que se encuentra conservada en el cepario del Instituto
de Biotecnologia (IBUN) de la Universidad Nacional de Colombia y en el estudio de
proteinas de membrana externa, asociadas con los factores de virulencia de esta

bacteria.

Para cumplir con estos objetivos, se realiz6 el aislamiento del ADN, secuenciacion de
alto rendimiento por lllumina (HiSeq 2000) finales pareados y pirosecuenciacion 454
mate pair; ensamblaje del genoma con la herramienta BWA 0.6.1 y de Novo como Velvet
1.2.07 y Newbler 2.7 (°Roche Diagnostics Corporation). La anotacién del genoma se
realizé utilizando NCBI's Prokaryotic Genome Anotation Pipeline (PGAAP) y la
verificacion manual en el Centro de Bioinformatica del IBUN. Con el propésito de
evidenciar la expresiébn de algunos genes, asociados a virulencia, presentes en
membrana externa, se procedié al aislamiento de las proteinas de membrana y su
analisis por electroforesis bidimensional. Se seleccionaron algunos “spots” que
presentaban expresion diferencial comparada con A. baumannii ATCC 19606, los cuales

fueron identificados por espectrometria de masas (MALDI TOF-TOF).

Los resultados obtenidos del estudio gendémico llevaron a la identificacion de 113 genes,
dentro de los cuales se destacan grupos de genes que codifican para proteinas que
contribuyen en la adhesion (csu, pap Y pil); a la biosintesis de sideréforos (bas, bau, bar)
y a la invasién (Omp38, plc). Los resultados protedmicos permitieron la identificacion de

proteinas de membrana externa asociadas a la virulencia, dentro de las que se destacan



Resumen y Abstract

receptores de hierro (TonB); una proteina asociada a apoptosis celular (Omp38) vy
proteinas (OmpW) implicadas en la defensa de la bacteria. Los resultados gendmicos y
protedmicos llevan a concluir que la cepa A. baumannii 107m multirresistente contiene
algunos genes que hacen que se considere una bacteria virulenta. Sin embargo, se
requieren mas estudios experimentales que comprueben la patogenicidad de esta

bacteria.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, patogenicidad, factores de virulencia,

infectoma



Resumen y Abstract

Abstract

Acinetobacter baumannii has become an opportunistic pathogen difficult for clinical
treatment, because it has acquired resistance to diverse antibiotic groups. The presence
of virulence factors in this microorganism has contributed to the rise of nosocomial
infections, especially affecting patients in intensive care units. This research was focused
on two aspects: first, in the identification of genes encoding factors associated with
virulence in the genome of the multidrug-resistant strain A. baumannii 107m isolated from
a hospital in Bogota, which is preserved in the culture collection of the Biotechnology
Institute (IBUN) of the Nacional University of Colombia. Second aspect was the study of
outer membrane proteins associated with virulence of this bacteria. To accomplish both
objectives, we performed DNA isolation, high-throughput sequencing by lllumina
(HiSeq2000) and 454 mate pair; genome assembly with mapping tools such as BWA
0.6.1 and de novo assembly with Velvet 1.2.07, and Newbler 2.7 (°Roche Diagnostics
Corporation). Annotation was performed using NCBI Prokaryotic Genome Automatic
Anotation Pipeline (PGAAP) and manual verification was done at Bioinformatics Center of
IBUN. In order to assess the expression of some genes coding for outer membrane
proteins that might be involved in virulence, we proceeded to the isolation of membrane
proteins and their analysis by two-dimensional electrophoresis. We selected some spots
with differential expression compared to that of A. baumannii ATCC 19606, which were
identified by mass spectrometry (MALDI TOF-TOF). The genomic study results led to the
identification of 113 genes, that encode proteins involved in adherence (csu, pap and pil)
biosynthesis of siderophores (bas, bau, bar) and invasion (Omp38, plc). Proteomic results
allowed the identification of outer membrane proteins associated with iron receptors
(TonB), a protein associated with cell apoptosis (Omp38) and proteins involved in defense
(OmpW). Relations between genomic and proteomic results derived from this study,
suggest that the multidrug-resistant A. baumannii 107m has genes involved in virulence.
However, more experimental studies are required to verify the A. baumannii 107m

pathogenicity.

Key Words: A. baumannii, pathogenicity, virulence factors, infectome



Contenido

Contenido

Resumen Pag

Listade figuras
Lista de tablas

Introduccion................... P 1
1. Capitulo 1: MARCO TEORICO ....iiiiieieieininrarasasassnsnsnsasasasasasnssssnsssnsnsasasnsnsnn 3
1.1 Generalidades de Acinetobacter baumannii............oooiiiiiiiii i, 3
2 [ 01 1=Yo: (o] 1 7= VNP 4
1.3 Patogenicidad y virulencia... PR
1.4 Proceso de infeccion de las bactenas patogenas .......................................... 5
I N B 2N | a1 =) o o = T 5
1.4.2 COlONIZACION. . ...t e e e e 6
LA, S INVASION . et e s 6
1.5 FACtOres de VITUIBNCIA. ... ..o, 6
1.6 Factores de virulencia en Acinetobacter baumannii.....................c.coovvieeinnnn.. 7
1.6.1 Factores de adhereNCia. .......uueeeeee e e e 7
S T O 1= 7

1.6.1.2 Superficie hidrofobica...........cccoiiiiiiii 10

1.6.2 Factores de COlONIZAaCION. ... ... e e 10
1.68.2.1 SIAEIOfOrOS. ..ot e 11

1.6.3 FacCtores de INVaASION. ...t e 13

1.6.3.1 FOSTOlpasas. ......ccoviiiiii i, 13

1.6.3.2 CAPSUIA. ... 14

1.6.3.3 Proteinas de membrana externa (OMPS)............c.cocveiiininnnn.e 15

2. Capitulo 2: ODbjJetivos......ccciiiiiiiiiiir i 18
2.0 GENEIAL. ... 18

2. 2 ESPECITICOS. ..ttt 18

3. Capitulo 3: Metodologia..........ocouuiuiieiiii 19

3.1 Obtencion del ADN total de A. baumannii 107mM ...........ooeeee i, 19

3.1.1 CUltiVO de [ DACIEIIA. ... ..o e 19

3.1.2 Aislamiento del ADN . ... ..., 20

3.1.3 0btencion del ADN. ..o e 20

3.1.4 PUrificacion del ADN . ... ... 20

3.1.5 ConceNtraCion ADN . ... ..o 20

3.1.6 Cuantificacion del ADN. ... ..o e e 21

B2 AN A CION. .ot 21



Contenido

3.3 Obtenciéon de la fraccidbn de proteinas de membrana externa de la cepa A.

baumannii 107m y de la cepa de A. baumannii ATCC 19606.....................euen... 23
3.3.1 Extraccién proteinas de membrana externa (Molloy et al., 2000).............. 23
3.3.2 Cuantificacion de las proteinas de membrana externa........................... 24
3.3.3 Electroforesis bidimensional.............cooiii i 25
3.3.3.1 Primera dimension: isoelectroenfoque..............ooooiiiiiiiiiicii 25
3.3.3.2 Segunda dimensién: separacion por tamafo..................coeeiiiiiiinn, 26
3.3.4 Andlisis de los geles bidimensionales..............cooooiiiiii 26
3.3.5 Espectrometria de Masas. .. ... .ocoiuiuiiiiiii i 27

3.4 Comparacion de los genes asociados a virulencia en la cepa A. baumannii

107m con los reportados enlabase de datos ..o, 28
4. Capitulo 4: RESUIATOS . .cuuuiiiiiereriii it r s s s s s s s e e s e s r e 30
4.1 Genes codificantes de sistemas de adherencia y motilidad.............................. 30
4.2 Genes codificantes involucrados en la biosintesis de Sideroforos.................... 34
4.3 Genes codificantes para capsula positiva.............cccoooiiiiiii 39
4.4 Genes codificantes de fosfolipasas.........cccoovvviiiiiiii i 40
4.5 Otros genes codificantes de proteinas de membrana externa asociados a
virulencia en A. baumannii 107m.. ... 41
4.6 Andlisis de las proteinas diferencialmente expresadas en los geles
DIdIMENSIONAIES. . ... e 43
4.7 Andlisis por espectrometria de masas, de las proteinas diferencialmente
expresadas (expresada con mayor intensidad).............coooiii e, 44
4.8 Genes codificantes de sistemas de adherencia y motilidad.............................. 49
4.9 Genes codificantes de proteinas encargadas de la biosintesis, transporte y
liberacion de SiIderOfOroS. .. .. ..o 53
4.10 Genes codificantes de receptores de hierro............cooeiviiiiiiiiii i, 56
4.11 Genes codificantes para capsula positiva..............cocooiiiiiiii 56
4.12 Genes codificantes de fosfolipasas.........cccoooveiiiiiiiiii i 59
4.13 Genes codificantes de proteinas de membrana externa asociadas a virulencia
................................................................................................................ 59
5. Capitulo 5: Andlisis y discusion de resultados ...........c.ccceiviiiiiicrinarcreeenns 68
5.1 Genes codificantes de sistemas de adherencia y motilidad.............................. 68
5.2 Genes codificantes encargados de la biosintesis de Sidero6foros...................... 72
5.3 Genes codificantes para capsula, fosfolipasas y proteinas de membrana externa
as0Ciadas @ VITUIENCIA. . ......o e 75
5.4 RECEPIOIES TONB ... e 77
5.5 OMPWV . 79
5.6 Comparacion de genes codificantes de pili tipo Ly V..., 84
5.7 Comparacién de genes codificantes de sideroforos.............ooooviiiiiiiiiinine, 85
5.8 Comparacion de genes codificantes de proteinas de membrana externa y de
genes codificantes para el ensamblaje y polimerizacion de la capsula................... 86
6. Capitulo 6: Conclusiones y recomendaciones............ccccevvvurnniniinrrrnennennn. 88
8.1 CONCIUSIONES. ...ttt 88
LI = L=Tod0 ] 0= o F= Tox o = S 89

Bibliografia



Contenido

Lista de figuras

Figura 1: Mapa genético y fisico del locus csu de A. baumannii 19606
Figura 2: Organizacion genética del cluster acinetobactin en A. baumannii ATCC 19606

Figura 3: Electroforesis bidimensional de proteinas de membrana externa de A.
baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606

Figura 4: Spots identificados en la electroforesis bidimensional de proteinas de
membrana externa de A. baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606

Figura 5: Proteina de membrana externa que presenté el mismo nivel de expresion en
las dos cepas de estudio

Figura 6: Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo | (operén pap) entre
cepas de A. baumannii

Figura 7: Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo | (operén csu) entre
cepas de A. baumannii

Figura 8: Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo IV entre cepas de A.
baumannii

Figura 9: Comparacién de la ubicacién de los genes que hacen parte de los sistema de
pili tipo | y IV entre las cepas de A. baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii
ABO0057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii ATCC 19606

Figura 10: Sintenia de los genes codificantes del sideréforo acinetobactin entre cepas de
A. baumannii
Figura 11: Sintenia de los genes codificantes que contienen el gen entA necesario para

la completa biosintesis del sider6foro acinetobactin entre especies de A. baumannii

Figura 12: Sintenia de los genes putativos codificantes del sideréforo putativo entre
especies de A. baumannii

Figura 13: Comparacion de la ubicacién de los genes necesarios para la biosintesis y
transporte de sideréforos entre las cepas de A. baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A.
baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumannii ATCC 19606

Figura 14: Sintenia de los genes codificantes del ensamblaje y polimerizacion de la
capsula entre cepas de A. baumannii.



Contenido

Figura 15: Comparacion de la ubicacion de los genes necesarios para el ensamblaje y
polimerizacién entre las cepas de A. baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A.
baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumannii ATCC 19606

Figura 16: Sintenia de los genes codificantes que contienen el gen Omp38 entre cepas
de A. baumannii.

Figura 17: Comparacion de la ubicacién de los genes que contiene el gen OmpA entre
las cepas de A. baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii AB0057, A.
baumannii ATCC 17978 y A. baumannii ATCC 19606

Figura 18: Alineamiento de secuencias del gen pilA de las cepas de A. baumannii 107m,
A. baumannii ACICU, A. baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumannii
ATCC 19606

Figura 19: Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes de sistema de pili tipo IV
Figura 20: Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes del sistema de pili tipo |

Figura 21: Mapa de sintenia del grupo de genes putativos codificantes del sideréforo
putativo y del grupo de genes codificantes de proteinas encargadas de la biosintesis del
siderdéforo acinetobactin

Figura 22. Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes de capsula

Figura 23: Mapa de sintenia del grupo de genes situados alrededor del gen Omp38
Figura 24: Grupo de genes que conforman el sistema de pili tipo IV en A. baumannii
107m.

Figura 25: Grupo de genes que conforman el sistema de pili tipo | en A. baumannii 107m
(operdn pap y operén csu)

Figura 26: Organizacion del grupo de genes que contribuyen en la biosintesis del

sidero6foro acinetobactin en el genoma de A. baumannii 107m.

Figura 27: Organizacion genética del grupo de genes que contienen el gen entA en el

genoma de A. baumannii 107m.

Figura 28: Organizacion del grupo de genes putativos que conforman el sideroforo

putativo en el genoma de A. baumannii 107m.

Figura 29: Organizacion de genes que contribuyen en la polimerizacién y ensamblaje de

la capsula en A. baumannii 107m.



Contenido

Lista de tablas

Tabla 1: Factores de virulencia mas relevantes en la infecciéon in-vivo
Tabla 2: Grupo de genes codificantes del sistema pili tipo IV A. baumannii 107m.

Tabla 3: Genes codificantes del sistema de pili tipio | (operon pap) en A. baumannii
107m

Tabla 4: Genes codificantes del sistema de pili tipi | (operdn csu) en A. baumannii 107m
Tabla 5: Gen codificante del sistema de pili tipo 1ll en A. baumannii 107m

Tabla 6: Gen codificante de N-acil-L-homoserin lactona sintetasa (Abal)

Tabla 7: Genes codificantes del sideréforo acinetobactin en la cepa A. baumannii 107m

Tabla 8: Grupo de genes que contienen el gen entA necesario para la completa
biosintesis del siderérofo acinetobactin en la cepa A. baumannii 107m

Tabla 9: Grupo de genes codificantes de un sideréforo putativo en A. baumannii 107m
Tabla 10: Genes codificantes de receptores de siderdforos en A. baumannii

Tabla 11: Genes codificantes de polimerizacion y ensamblaje de cépsula en A.
baumannii 107m

Tabla 12: Genes codificantes proteinas con actividad enzimética en A. baumannii 107m
Tabla 13: Genes codificantes de proteinas de membrana externa en A. baumannii 107m

Tabla 14: Lista de genes codificantes de proteinas asociadas a factores de virulencia en
la cepa A. baumannii 107m

Tabla 15: Informacién de las proteinas identificadas por espectrometria de masas,
mediante MALDI TOF-TOF

Tabla 16: Caracteristicas de las cepas de estudio

Tabla 17: Tamafio del gen pilA encontrado en las cepas de A. baumannii 107m, A.
baumannii ACICU, A. baumannii AB0O057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii
ATCC 19606

Tabla 18: Tamafio del gen OmpA encontrado en las cepas de A. baumannii 107m, A.
baumannii ACICU, A. baumannii AB0O057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii
ATCC 19606



Contenido

Lista de anexos

ANEXO A: Multirresistencia de A. baumannii 107m

ANEXO B: Obtencion del ADN a partir del lisado

ANEXO C: Purificacion del ADN en columnas de Qiagen®

ANEXO D: Cuantificaciéon del ADN por Qubit®

ANEXO E: Genes asociados a virulencia reportados con mas frecuencia en A. baumannii

ANEXO F: Espectros de masas correspondientes a las proteinas identificadas en
Acinetobacter baumannii 107m y ATCC 19606

ANEXO G: Lista de IDs de los genes codificantes asociadas con factores de virulencia de
la cepa en estudio A. baumannii 107m y las cepas ACICU, AB0057, ATCC 19606 y
ATCC17978



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

Introduccidén

El género Acinetobacter, en especial la especie baumannii, ha adquirido importancia
clinica en los ultimos 15 afos, debido a la capacidad que tiene de adquirir determinantes
de resistencia, convirtiéndose en un patdégeno oportunista con alta incidencia infecciosa
en las instituciones de salud. (Peleg et al., 2008; Russo et al., 2010; Jacobs et al., 2010;
Doughary et al., 2011).

A. baumannii tiene la capacidad de crecer dentro de un amplio rango de temperatura (28
- 44°C), en condiciones himedas 0 secas, es resistente a la desecacion, desinfectantes
y resistente a varios grupos de antibiéticos, caracteristicas que hacen que sea un
patdgeno que se adapta facilmente al entorno hospitalario. Ademas, esta especie puede
formar biofilm en superficies abioticas lo que le permite facilmente colonizar y sobrevivir
en estos lugares durante largos periodos de tiempo. (Gaddy et al., 2009; Jacobs et al.,
2010).

A pesar del incremento mundial en la incidencia de infecciones producidas por A.
baumannii, queda mucho por elucidar sobre los elementos que contribuyen en el proceso
infeccioso (factores de virulencia) (Peleg et al., 2008; Gordon & Wareham, 2010). Sin
embargo, la disponibilidad actual de genomas completamente secuenciados de esta
especie, han demostrado que A. baumannii alberga un considerable numero de genes

putativos asociados a la virulencia (Smith et al., 2007; Jin et al., 2011).

El rapido avance en la secuenciacion de genomas completos (den Bakker et al., 2010) ha
sido fundamental para comprender el comportamiento de un gran namero de especies y
cepas bacterianas, incluyendo una considerable cantidad de bacterias patégenas. Por
otro lado, las tecnologias proteémicas también han sido ampliamente utilizadas para
investigar expresion de los genes y la fisiologia en microorganismos. La protedmica
integra un conjunto de metodologias precisas y eficaces como herramientas para llevar a
cabo andlisis de proteinas a gran escala. A través de la cuantificacién de las proteinas
es posible evidenciar la expresion génica asi como caracterizar procesos biolégicos
asociados a factores de virulencia, que la bacteria puede expresar en una infeccion.
(Anderson & Anderson, 1998).




ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

El grupo de Epidemiologia Molecular de las Enfermedades Asociadas al Cuidado de la
Salud y el grupo Bionformética del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia desde el afio de 1990, ha venido realizando investigaciones en aislamientos
de bacterias Gram negativas, entre ellas A. baumannii, causantes de infecciones
asociadas al cuidado de la salud sobre las bases moleculares de la resistencia. En el
afio 2002, el grupo investigb sobre las bacterias productoras de beta-lactamasas de
espectro extendido en centros hospitalarios en Bogota, en el afio 2005 sobre las
enterobacteriaceae productoras de cefotaximasas (CTX-M). Entre los afios 2006 y 2009
trabajo con 128 aislamientos de Acinetobacter sp. asociados con brotes epidémicos
provenientes de 4 hospitales de Bogoté de tercer nivel, con el fin de identificarlos a través
del sistema automatizado VITEK (BioMerieux S.A, France) y por métodos moleculares,
ITSy rpoB.

De los 128 aislamientos caracterizados, durante los afios 2011 -2013, los grupos de
Epidemiologia Molecular de las Enfermedades Asociadas al Cuidado de la Salud y el de
Bionformatica seleccionaron tres de ellas con base en sus caracteristicas biolégicas, que
hacen parte del complejo Acinetobacter calcoaceticus baumannii (Acinetobacter pittii,
Acinetobacter nosocomialis y Acinerobacter baumannii 107m) y realizaron una
investigacion a través del proyecto “Genomica comparativa y funcional del resistoma y
del infectoma de genomoespecies del complejo Acinetobacter calcoaceticus baumannii,
causantes de infecciones asociadas al cuidado de la salud en Colombia”, financiado por

Colciencias.

La presente investigacion partié del proyecto mencionado anteriormente y se centrd en
la cepa Acinetobacter baumannii 107m mediante un estudio gendmico encaminado a
identificar genes codificantes de factores de virulencia por métodos bioinformaticos y en
el estudio de proteinas de membrana externa asociadas con los factores de virulencia.
Los resultados obtenidos, permitieron tener una mejor comprensién del comportamiento
patdégeno de esta cepa y proporcionaron informacién relevante hasta ahora no reportada

en Colombia.
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1. Capitulo 1: MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de Acinetobacter baumannii

A. baumannii, es un cocobacilo que pertenece a la familia Moraxellaceae,
en afios recientes ha ganado notoriedad como patégeno nosocomial. (Gould, 2008). A.
baumannii es una bacteria Gram-negativa, estrictamente aerdbica, no fermentadora,
inmovil, catalasa positiva, oxidasa-negativa con un contenido de GC del 39 al 40%.
(Prashanth & Badrinath, 2005)

A. baumannii, se caracteriza por su resistencia a los antibidticos utilizados en el
tratamiento clinico de infecciones. La mayoria de las cepas de A. baumannii son
resistentes a los aminoglicosidos, tetraciclinas, cefalosporinas, B-lactamicos, cefotaximas,
cloranfenicol, gentamicina y tobramicina (Prashanth & Badrinath, 2005). También se ha
informado resistencia a carbapenémicos por la apariciéon de enzimas y mecanismos de

resistencia asociados con la membrana (Peleg et al., 2008).

Este microorganismo ha sido considerado un patégeno oportunista (Mortensen & Skaar,
2012) y se ha asociado con una amplia gama de infecciones (piel, sangre, tejidos
blandos, tracto respiratorio e infecciones sanguineas asociadas a proétesis)
constituyéndose en un problema particular en unidades de cuidados intensivos (UCIs)
donde los brotes son numerosos y muy dificiles de controlar. (Gordon & Wareham,
2010). Algunas cepas de A baumannii son causantes de bacteremias, neumonias,

meningitis, e infecciones del tracto urinario, heridas e infecciones sanguineas.

A pesar de que A. baumannii es una de las especies clinicamente mas importante,
existen otras especies como A. nosocomialis y A. pitti, las cuales son fenotipica y
genotipicamente similares a A. baumannii y ademas han sido causantes de infecciones

asociadas al cuidado de la salud. (Di Nocera et al., 2011).
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1.2 Infectoma

Para comprender holisticamente las enfermedades infecciosas es necesario considerar
las interacciones patégeno-hospedero. Para ello se han empleado diferentes estrategias
investigativas, dentro de las cuales se destaca la infectdmica, definida por Huang y cols.
(2001) como “la gendmica y protedmica estructural y funcional de las enfermedades

infecciosas”.

En los estudios sobre el infectoma se abordan las caracteristicas gendémicas de los
patdgenos, en los cuales los procesos evolutivos han sido clave en el desarrollo de la
patogénesis microbiana, ya que la adquisicion de genes, delecion, insercion y mutacién
puntual, son los mayores eventos que han conducido a la emergencia y evolucién de

patégenos microbianos (Sokurenko et al., 1998)

Ademas, en la adquisicién de genes de virulencia de cepas que han evolucionado a
cepas patégenas, estan implicadas las denominadas islas de patogenicidad (PAls), las
cuales son generalmente grandes regiones cromosomales, aproximadamente entre 50 -
200 kb, que estan flanqueadas por secuencias repetidas o secuencias de insercién (IS) y
contienen usualmente diferentes contenidos de GC, comparados con el resto del

cromosoma. (Ochman & Moran, 2001).

Se aclara que en este trabajo se estudiara el infectoma solamente de la bacteria de

Acinetobacter buamnnii 107m

1.3 Patogenicidad y virulencia

En 1996 Bar6n define la patogenicidad como la capacidad que tiene el microorganismo
para causar enfermedad y Falkow (1997) define, un patdégeno como “cualquier
microorganismo cuya supervivencia depende de su capacidad para replicarse y persistir
en otra especie”. La supervivencia de las bacterias patégenas en un hospedero,
requiere de factores que promuevan su adhesion, colonizacion e invasion y que causen
dafio. (Lipsitch & Moxon, 1997).

<l
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La colonizacién o infeccion en los pacientes por cepas de A. baumannii multirresistente,
depende de los factores tanto del hospedero como de la bacteria, dentro de las que se
incluyen: factores dependientes del hospedero (quemaduras, inmunodeficiencias) y
factores externos (ingreso en un servicio hospitalario donde A. baumannii sea endémico,
tiempo prolongado en el hospital en UCI, contacto a dispositivos médicos contaminados,
como ventilacion mecanica, uso de dispositivos intravasculares vy, finalmente,

tratamientos antimicrobianos previos). (Lee et al., 2004; Playford et al., 2007).

La virulencia, se define como la medida de la patogenicidad de un organismo y puede
verse afectada por numerosas variables, tales como el nUmero de bacterias que infectan,
la via de entrada en el cuerpo, los mecanismos especificos y no especificos de defensa y
los factores de virulencia de la bacteria (Baron, 1996). La virulencia esta medida en
términos de mortalidad (porcentaje de individuos de una poblacion que mueren ante una
determinada infeccion) y de morbilidad (porcentaje de individuos de una poblacién que
desarrollan la enfermedad). (Aranda, 2008).

1.4 Proceso de infeccion de las bacterias patdogenas

En general el proceso infeccioso para la mayoria de las bacterias patégenas requiere de

las siguientes etapas:

1.4.1 Adherencia

Es la primera etapa utilizada por la bacteria para fijarse a los tejidos del huésped. (De la
Rosa et al., 2011). La adherencia requiere de unas estructuras sobre la superficie de la
célula bacteriana llamadas adhesinas, y de unos receptores complementarios sobre las
superficies de la célula del hospedero. Estas adhesinas de la bacteria incluyen
adhesinas fimbriales y no fimbriales, polisacarido capsular o componentes de la pared

celular. (Bergogne-Berézin et al., 2012)




ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

1.4.2 Colonizacion

Después de que la bacteria se ha adherido a un tejido debe multiplicarse en los espacios
intercelulares y crecer en la superficie de los tejidos, este proceso se define como

colonizacién (De la Rosa et al., 2011).

1.4.3 Invasion

Para iniciar un proceso infeccioso, la bacteria debe ser capaz de invadir los tejidos.
Cuando el microorganismo invade un tejido corporal, las primeras células que debe
enfrentar son los fagocitos del huésped. Si los fagocitos pueden destruir al
microorganismo, no habra dafio ulterior del huésped, pero si el patbgeno supera las
defensas del huésped, puede causar dafio en las células del huésped de 3 formas
basicas: 1) utilizando los nutrientes del huésped 2) causando dafo directo en la cercania
inmediata de la invasién 3) produciendo toxinas transportadas por la sangre Yy la linfa.
(Tortora et al., 2007)

1.5 Factores de virulencia

Los factores de virulencia son productos de la expresion de los genes que le dan a la
bacteria la capacidad de persistir e invadir una gran cantidad de especies y causar
enfermedad. Estos factores comprenden en general las toxinas (endo y exotoxinas),
apéndices como pilis, fimbrias, flagelos, capsula, componentes de la superficie de la
célula (adhesinas fimbriales y no frimbriales), sider6foros, variacion de los antigenos de
superficie y enzimas hidroliticas como las proteasas y otras que pueden contribuir a la

patogenicidad de la bacteria (Vallenet et al., 2008).

Las bacterias patdgenas Gram negativas (GNB) requieren multiples factores de virulencia
para causar infecciones. La posesion de genes de virulencia facilita a los patégenos

infectar al hospedero eficientemente. (Russo et al., 2010)

Los factores de virulencia no deben ser considerados independientes de las defensas del
hospedero. El curso clinico de la enfermedad a menudo depende de la interaccion de

factores de virulencia con la respuesta inmunoldgica del hospedero (Moxon & Tang,
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2000). Por otro lado, es importante tener presente que los factores de virulencia pueden
estar presentes tanto en cepas virulentas como avirulentas, pero es posible que sélo

sean funcionales en las cepas virulentas (Aranda, 2008)

De acuerdo con Falkow (1988) y Moxon & Tang (2000), los factores de virulencia mas

relevantes en la infeccién in-vivo y su funcién se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1: Factores de virulencia mas relevantes en la infeccién in-vivo.
Tomado de: Moxon & Tang, 2000.

TIPO FACTORES RAZONES
Adhesinas Tropismo por los tejidos del hospedero.
Invasinas Invasién de los tejidos del hospedero.
Evasinas Facilitan la sobrevivencia del microorganismo.
Pubulinas Estrategias para adquirir nutrientes y cofactores.
Toxinas Dafan directamente los tejidos del hospedero.

1.6 Factores de virulencia en Acinetobacter baumannii

Los factores de virulencia que A. baumannii utiliza para llegar a causar un proceso

infeccioso son:

1.6.1 Factores de adherencia

1.6.1.1 Pilis

Los pilis y las fimbrias representan un importante factor para que la bacteria pueda
adherirse a las superficies de vidrio y plasticas, promoviendo la formacién de biopeliculas
en los dispositivos médicos. Por otro lado, la presencia de pilis le proporciona la
capacidad de adherirse a las células epiteliales contribuyendo a la colonizacion, invasion

y resistencia. (Vidal et al., 1997; Eijkelkamp et al., 2011).
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Se ha descrito que A. baumannii es capaz de persistir y sobrevivir en el entorno clinico
formando biopeliculas sobre diferentes superficies incluyendo superficies abibticas tales

como muebles y equipos médicos. (McConnell et al., 2012).

Estudios en la especie A. baumannii ATCC 19606, reportan que esta bacteria contiene
genes que codifican para proteinas que hacen parte de un sistema de secrecién,
mediado por chaperonas que participan directamente en la formacion del pili tipo |
(Tomaras et al., 2003; Tomaras et al., 2008).

En 2011 Eijkelkamp y colaboradores encontraron que este grupo de genes, llamados
csu, contribuyen a la formacién de biofilm sobre superficies abidticas y se encuentran

organizados en un operén policistronico denominado csuAB-A.B, C,D,E. (Figura 1)

Figura 1: Mapa genético y fisico del locus csu de A. baumannii ATCC 19606.

- —p—p - > -
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csvA/B  csuA csuB csuC csuD csuE
1 kb

* Las flechas horizontales y niameros indican la ubicacion y la direccién de la transcripcién de los ORFs. (Imagen
tomada de Tomaras et al., 2008).

También se ha reportado que la expresion de los genes csu en A. baumannii ATCC
19606 esta regulada por un gen llamado bfmR, el cual hace parte de un sistema de dos
componentes. Este sistema tiene un papel importante en la morfologia de A. baumannii
ATCC 19606, en el montaje del pili y en su capacidad de formar biofilms en superficies
abiéticas, tales como el material de poliestireno. El gen bfmR se encuentra seguido de un

ORF que codifica para un sensor quinasa nominado bfmS. (Tomaras et al., 2008)

Este operdn csu parece ser que se encuentra generalmente en los aislamientos clinicos
de A. baumannii, indicando que este sistema de ensamblaje de pili tipo I, podria ser un
elemento comun para la formacién de biofilms sobre superficies abiéticas (McConnell et
al., 2012).

Se ha descrito otro tipo de pili en A. baumannii ATCC 17978, llamado operén pap
(Eijkelkamp et al., 2011). Este es un tipo similar al pili tipo | llamado P pili, ha sido
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descrito como un factor de virulencia en Escherichia coli mediando la fijacion a tejido
renal llegando a causar pielonefritis. (Proft & Bake, 2009). Este operén pap (P pili) al
igual que el operon csu, estdn ensamblados por un sistema de proteinas chaperonas

peripldsmicas y proteinas de membrana externa. (Marti et al., 2011)

En una investigacion sobre el crecimiento de A. baumannii en un biofilm se comprobd, a
través de estudios protedmicos y por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM), la
expresion de potenciales factores de virulencia. Este tipo particular de biofilm requiere de
multiples sistemas de pili como son los dos mencionados anteriormente (csu y pap),
ademas de un tercer sistema llamado pili tipo Ill, todos estos necesarios para mantener
esta estructura cohesiva en la interfase aire-liquido Este sistema pili tipo Il (FilF), es un
tipo raro que ha sido descrito en Burkholderia cepacia, causante de fibrosis quistica,
presente en aislamientos clinicos no epidémicos. (Marti et al., 2011).

Por otro lado, existe un sistema de pili tipo 1V, el cual media la motilidad de la bacteria
mediante un sistema por contraccién (Eijkelkamp et al.,, 2011). Este sistema tipo IV
permite que la bacteria pueda adherirse a superficies tanto organicas como inorganicas,

incluyendo geles de agar, células epiteliales, plasticos, vidrio y metales (Mattick, 2002)

La biogénesis y la funcion de pili tipo IV es controlado por un gran nimero de genes,
alrededor de 40 han sido identificados en Pseudomonas aeruginosa. Un nimero de estos
genes necesarios para el montaje del pili, son homélogos a los genes implicados en las
proteinas del sistema de secrecion tipo Il y la competencia para la adquisicion de ADN, lo
gue sugiere que estos sistemas comparten una arquitectura comun. La motilidad por
contraccién también esta controlada por una serie de sistemas de transduccién de
sefales, incluyendo sensores-reguladores de dos componentes y un sistema

guimiosensor complejo. (Mattick, 2002; Eijkelkamp et al., 2011)

El grupo de genes para el sistema de secrecion de pili tipo IV codifican para proteinas
gue estan involucradas en la formacion de un canal que sirve para el transporte de
aquellos factores de virulencia que la bacteria emplea como mecanismo de defensa y
patogenicidad. Ademas este sistema tipo IV esté involucrado en procesos de motilidad

conjugacion y transformacion del ADN circundante (Llosa et al., 2009).
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A pesar de que Acinetobacter es no mévil, A. baumannii tiene varios genes esenciales de
motilidad celular que hacen parte del sistema de pili tipo IV: genes de montaje del pilus
(pilB, pilW, pilL, pild, pill, pilY1, pilQ, pilO, pilN, pilM); genes de biogénesis fimbrial (fimT,
pilz) y genes motilidad (pilU, pilT) que son importante para la retraccion pili. También se
ha demostrado recientemente, que A. baumannii es mévil bajo ciertas condiciones, lo
cual juega un rol importante en su capacidad para colonizar y extenderse en las

superficies, para formar biopeliculas (Peleg et al., 2012)

En seis cepas de A. baumannii que se han secuenciado completamente, se ha
encontrado el sistema de secrecion tipo IV, como un elemento comun a todas las cepas
(Smith et al., 2007; Vallenet et al., 2008; lacono et al., 2008). Los sistemas de secrecion
tipo 1V, que han sido reportados se encuentran relacionados con la diseminacion de islas
de patogenicidad (PAIs) en un amplio espectro de bacterias (Juhas et al., 2007).

1.6.1.2 Superficie hidrofébica

Se considera un importante determinante de proteccién frente a la fagocitosis y de
adhesion a las células hospederas y a las superficies como catéteres y protesis (Costa et
al.,, 2006; Bergogne-Berézin et al.,, 2012). La adhesion bacteriana a los catéteres
intravasculares es un factor que promueve el desarrollo de las bacteremias y septicemias
(Paragioudaki et al., 2004). Se ha demostrado que cepas de A. baumannii aisladas de
catéteres y dispositivos traqueales, tienen una mayor hidrofobicidad comparadas con

cepas aisladas de la piel de una persona sana (Bergogne-Berézin et al., 2012)
1.6.2 Factores de colonizacion

Para que la bacteria pueda multiplicarse, debe encontrar en el hospedero las condiciones
ambientales adecuadas como la temperatura y el pH. (Madigan et al., 2006). Sin
embargo, el factor mas importante para el desarrollo de las bacterias, es la disponibilidad
de nutrientes en el tejido del hospedero y estos no estan disponibles para los
microorganismos, en igual abundancia. Un mecanismo de defensa por parte del
hospedero contra las bacterias, es el secuestro de estos nutrientes vitales, entre ellos
algunos metales como el hierro, el cual es indispensable para que la bacteria pueda

realizar sus procesos celulares, replicar su ADN, protegerse contra el estrés oxidativo y
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poder causar una infeccion dentro del hospedero. (Skaar, 2010). Este suceso, crea una
lucha por la obtencion de este elemento entre el hospederor y la bacteria. Las bacterias
pueden enfrentar un medio con condiciones limitadas de hierro, mediante la alteracion de
vias metabdlicas y diversos sistemas de adquisicion de hierro (Mortensen & Skaar,
2012). En A. baumannii estos sistemas de adquisicion se asocian con la presencia de
siderdéforos.

1.6.2.1 Sideroforos

Las bacterias pueden adaptarse a entornos limitados de hierro a través de la expresion
de varios mecanismos de adquisicion. Una via para la absorcién de hierro implica la
union directa de Fe?* a los receptores o proteinas de transporte que se encuentran sobre
la superficie de la célula. Un segundo mecanismo de absorcién de hierro, implica la
produccion y secrecion compuestos quelantes de hierro de alta afinidad (sidero6foros),
que compiten con las células del hospedero por el hierro. (Eijkelkamp et al., 2011)

Los sideroforos forman complejos férricos para transportar el hierro a las células, por un
proceso que requiere un receptor de la membrana externa, una proteina periplasmica y
varias proteinas asociadas a membrana interna. Para el transporte del hierro a través de
la membrana externa, se requiere de energia que es proporcionada por la interaccién del
receptor con el complejo TonB. Para transportar el sider6foro férrico a través de la
membrana interna, la energia es proveida por la hidrélisis de ATP. La expresion de las
proteinas requeridas para los sistemas de adquisicion de hierro en la bacteria, incluyen
enzimas para la biosintesis de sideréforos, las cuales estan siempre reguladas a nivel
transcripcional por un represor global de unién al hierro proteina Fur (regulador de la
captacion de hierro) (Mihara et al., 2004; Eijkelkamp et al., 2011)

A. baumannii, es uno de los microorganismos asociados al cuidado de la salud, que tiene
la capacidad de prosperar bajo condiciones limitantes de hierro, impuestas por el
hospedero humano, produciendo sider6foros de alta afinidad por el mismo. (Penwell et
al., 2012). Analisis in sillico de anotacion de genomas completos y datos experimentales
en A. baumannii, muestran que diversas especies de A. baumannii aisladas de
ambientes clinicos, pueden expresar proteinas para la absorcion de hierro a través de

diferente sistemas. (Penwell et al., 2012)

&
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Hasta la fecha cinco grupos de genes involucrados en la biosintesis de sider6foros han
sido descritos en A. baumannii. De estos, el grupo de genes codificantes del sideroforo
acinetobactin ha sido el mas extensamente estudiado y el mejor sistema caracterizado
para la cepa tipo A. baumannii ATCC 19606, y para cepas de esta misma especie con
excepcion de la cepa A. buamannii 8399. (Eijkelkamp et al.,, 2011). Este tipo de
sideréforo, esta compuesto por cantidades equimoleculares de acido 2,3-
dihidroxibenzéico (DHBA); L-treonina y N-hidroxihistamina, los dos primeros
componentes forman un anillo de oxazolina. Acinetobactin es estructuralmente cercano a
anguibactin, un sideréforo que se encuentra en un plasmido de Vibrio anguillarum, la
Unica diferencia es que acinetobactin tiene un anillo de oxazolina, mientras que el de
Vibrio anguillarum posee un anillo de tiazolina. Acinetobactin también es similar a

vibriobactin producido por Vibrio cholerae (Mihara et al., 2004)

Andlisis RT-PCR sugieren que el grupo acinetobactin (Ab), incluye 18 genes que estan
organizados en siete unidades transcripcionales, precedidos de los respectivos
reguladores Fur, regiones promotor-operador. Dentro de este cluster de acinetobactin se
encuentran los genes bas ABCDEFGHIJ (encargados de la biosintesis de acinetobactin),
genes bau ABCDEF (encargados del transporte de acinetobactin al citosol) y los genes
bar A y bar B (encargados de la liberacion de este sider6foro) (Mihara et al., 2004).
(Figura 2). Se ha reportado para cepa A. baumannii ATCC19606, que este grupo de
genes se encuentra en una region cromosémica de 26,5-kb sin embargo, esta region
puede variar dentro de las especies de A. baumannii ya que algunas de ellas poseen,
dentro de este grupo de genes, otros genes que codifican para proteinas hipotéticas.
(Penwell et al., 2012)

Figura 2. Organizaciéon genética del cluster acinetobactin en A. baumannii ATCC 19606.
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*Las ubicaciones, las direcciones de transcripcién y los tamafios relativos de los genes individuales se indican
por flechas. Los genes bau se muestran mediante flechas en blanco, los genes bas por flechas grises; los genes
bar por flechas rayadas. Las letras F y T en mayuscula encerradas en un circulo indican la ubicaciéon de cajas
putativas Fur y las sefiales de terminacion de la transcripcidn, respectivamente. (Imagen tomada de Mihara et al.,
2004)
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Por otro lado, la completa biosintesis de DHBA en la bacteria, desde el corismato,
requiere de los productos de los genes entC, entB y entA los cuales se encuentran en un
regulon controlado por Fur en E. coli. En A. baumannii los homoélogos de los genes
(entC y entB) son los genes basF y basJ. (Mihara et al., 2004)

Un aspecto importante por destacar, y que se ha encontrado en comun en las especies
de A. baumannii, es que el grupo de genes que estan asociados con la biosintesis del
sideroforo de acinetobactin, no incluye el gen ortélogo entA que codifica para la 2,3-
dihidro-2,3-dihidroxi-benzoato deshidrogenasa. Este gen codifica para una enzima muy
importante, dado que esta implicada en el Ultimo paso de la conversion del corismato en
DHBA y por ende, es esencial para la biosintesis del catecol de sideréforos, tales como
enterobactina. Se ha reportado que este gen se localiza dentro de otro grupo diferente
de genes, que codifican para una proteina putativa que contiene un dominio
isocorismatasa liasa, y que es necesaria para la biosintesis de DHBA a partir del acido

isocorismico. (Penwell et al., 2012)

Ademas del grupo de acinetobactin, se ha descrito otro grupo de genes que conforman
un sideréforo putativo que se ha encontrado conservado entre las especies de A.
baumannii ATCC 17978; ATCC 19606; AYE; AB0057; ACICU; 307-0294; D127 y
WM99c. Este grupo, esta integrado por 8 genes con una funcion putativa en la

biosintesis del sideréforo. (Eijkelkamp et al., 2011)
1.6.3 Factores de invasion

Para que la bacteria pueda invadir y causar un proceso infeccioso, esta debe tener
elementos que le permitan defenderse de las respuestas inmunoldgicas del hospedero y
elementos que le den la capacidad de causar dafio a las células del huésped. En A.

baumannii se pueden encontrar los siguientes factores asociados a la virulencia:
1.6.3.1 Fosfolipasas

Fosfolipasas bacterianas son enzimas lipoliticas que catalizan la hidrolisis de los
fosfolipidos. Estas enzimas se han considerado y se han venido estudiando como
elementos de la patogénesis de las bacterias Gram negativas. Se ha descrito que estas

enzimas contribuyen en la lisis de las células huésped, a través del rompimiento de los
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fosfolipidos que se encuentran en la membrana de la célula huésped, facilitando la

invasion bacteriana. (McConnell et al., 2012)

En el genoma de A. baumannii, se ha comprobado que la interrupcion de uno de los dos
genes fosfolipasa D, presentes en el genoma, disminuye la capacidad de la bacteria
para invadir las células epiteliales (Jacobs et al., 2010). Ademas, se ha demostrado a
través de experimentos con un modelo murino de neumonia, que la fosfolipasa D (pld),
es un determinante genético que contribuye en la habilidad de la bacteria para sobrevivir
al suero humano, invadir células epiteliales y aumentar su virulencia. Se ha descrito que
la fosfolipasa C aumenta la toxicidad en las células epiteliales. En los genomas
secuenciados de A. baumannii hasta la fecha se han identificado dos genes putativos de
esta clase de fosfolipasas (Jacobs et al., 2010; Antunes et al., 2011)

Otras enzimas que pueden estar relacionadas con la virulencia de Acinetobacter
baumannii son las estearasas, ciertas amino-peptidasas, ureasas y fosfatasas acidas. La
fuerte actividad de las estearasas, hidrolizan cadenas cortas de ésteres de acidos
grasos que pueden contribuir a la habilidad de dafiar el tejido adiposo. También, la
actividad ureasa, en Acinetobacter ayuda a la bacteria a colonizar el estdémago
induciendo inflamacion (Bergogne-Berézin et al., 2012)

1.6.3.2 Capsula

Aunque las cépsulas son innecesarias para el crecimiento de las bacterias, revisten una
gran importancia para su supervivencia en el hospedero. La capsula es poco antigénica
y antifagocitica, y es considerada un factor de virulencia significativo (Murray et al.,
2009).

La capsula bacteriana se compone principalmente de los antigenos K y antigenos O, que
se asemejan a los lipopolisacaridos. Cada clase de antigenos tiene variados serotipos
por las diferentes composiciones de azlcares y uniones especificas. Los antigenos K se
dividen en dos grupos | y Il basados en sus propiedades serolégicas. La naturaleza
hidrofilica de cada cdpsula de la bacteria contribuye a la proteccion de la misma frente a
la desecacion, proteccion frente a la fagocitosis por las células del sistema inmune del

hospedero y proteccibn como una barrera fisica contra la infeccion de bacteri6fagos.

=
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Ademads, la presencia de capsula ayuda a la bacteria a adherirse a las superficies y

formar biofilm (Naimi et al., 2009).

Se han identificado, en la cepa de A. baumannii AB307-0294, dos genes que son
necesarios para la polimerizacién y ensamblaje de la capsula. El gen ptk, codifica para
una proteina putativa de tirosina kinasa (PTK) y epsA, el cual codifica para una proteina
de membrana externa, exportadora de polisacaridos (EpsA). Russo y cols. (2010)
establecieron que estos genes se requieren para un fenotipo de capsula positiva y que es
un factor importante en la patogenicidad de la infeccibn de A baumannii, ya que
optimiza el crecimiento en ascitis humana y la supervivencia in-vitro en el suero humano

y en un tejido blando de rata como modelo de infeccion.
1.6.3.3 Proteinas de membrana externa (OMPS)

Las proteinas de membrana externa juegan un papel clave en la traduccion de sefales,

adhesion y patogénesis (Vashist et al., 2009)

Dentro de estas proteinas de membrana externa la mas estudiada en A. baumannii, es
la Opm38 (ompA), una porina trimérica involucrada en el transporte de solutos y que ha
sido vinculada con apoptosis celular de las células epiteliales. (Bergogne-Berézin et al.,
2012) La evidencia de que la OmpA de A. baumannii constituye un factor de virulencia
se obtuvo en una buUsqueda aleatoria por mutagénesis del transposén de A. baumannii
deficiente en la induccion de la apoptosis en células epiteliales humanas de laringe HEp-
2. Choi y cols. (2005) estudiaron la accion de esta proteina y reportan que la Omp38
purificada entra en las células y se localiza en la mitocondria, dando lugar a una
liberacion de moléculas proapoptéticas como el citocromo c y factor inductor de apoptosis
(AIF). Estos resultados llevaron a sugerir que esta puede ser una via por la que A.
baumannii induce dafio en células humanas, interrumpiendo el revestimiento mucoso y
permitiendo el acceso de la bacteria o productos de las bacterias a los tejidos profundos

de las vias respiratorias, durante la etapa temprana de infeccion.

Otros estudios tanto gendmicos como prote6micos que complementan el conocimiento
acerca de los factores de virulencia encontrados en A. baumannii se presentan a

continuacion:
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Smith y cols. (2007), analizaron en el genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978, los
genes asociados con la virulencia, detectaron 28 islas alienigenas adquiridas por
transferencia horizontal de genes (HGT por su siglas en inglés) de las cuales 20 se
relacionan con genes que codifican proteinas de virulencia; con proteinas de secrecion;

proteinas involucradas en la formacién de pilis y en la biogénesis de la pared celular.

lacono y cols. (2008), en un estudio sobre gendmica comparativa entre una especie A.
baylyi y dos A.baumannii (ACICU y ATCC 17978), identificaron en A. baumannii ACICU
36 islas putativas denominadas pACICU1-36, de las cuales 24 mostraron similaridad con
las descritas en A. baumannii ATCC 17978 y ademas, encontraron que 5 de estas islas
(PACICU) estan relacionadas con elementos de virulencia como son: biosintesis de pilis,
hemolisinas y proteinas de adhesion a superficies.

Vallenet y cols. (2008), en el andlisis comparativo de dos genomas de A. baumannii
(AYE, SDF) y el genoma de ADP1 (Acinetobacter bayly) y encontraron factores clave
gue juegan un papel durante la infeccibn como son: la formacién de biofilm, adquisicién
de hierro, quérum sensing y otros factores de virulencia. Adicionalmente encontraron
diferencias respecto a los sistemas de adquisicion del hierro en donde AYE y ADP1 usan
sistemas similares, mientras SDF emplea un sistema alternativo al utilizado por las otras
dos cepas, sugiriendo que estos factores se desarrollan dependiendo el nicho ecoldgico

donde se encuentren.

Pero no solo los estudios gendmicos se han enfocado en factores de virulencia, Shin y
cols. (2009), determinaron en cepas clinicas de A. baumannii multi-rresistentes, las
proteinas que estaban reguladas para la formacién del biofilm y realizaron el estudio de
proteinas de la membrana externa utilizando electroforesis bidimensional (2-D) y
espectrometria de masas MALDI-TOF. Las proteinas encontradas en la formacién de
biofilm fueron: proteinas involucradas en su mayoria en sistemas transportadores del Fe
(TonB-dependientes) asociadas con factores de virulencia; proteinas relacionadas con
resistencia a los antibiéticos y proteinas involucradas en el metabolismo. Este analisis

prote6mico constituy6 una plataforma fundamental para otros estudios posteriores.

Jin y cols. (2011), demostraron que A. baumannii secreta factores de virulencia via

vesiculas de membrana externa (OMVs), cuando se cultivan in-vitro. También, evaluaron

.



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

la actividad citotoxica de la proteina de membrana externa AbOmpA empaquetada en
vesiculas en A. baumannii ATCC 19606 durante la infeccion in-vivo, en un modelo de
ratones inmunosuprimidos, llegando a la conclusion que AbOmpA es una molécula
citotéxica de las méas potentes en las OMV de A. baumannii. Este estudio también
permitié determinar que el contenido de las OMV, se entrega a las células hospederas a
través de: receptores mediados por via endocitica o la fusion con membranas de la célula

hospedera.

Ademas de estas investigaciones, Jin y cols (2011), mediante un analisis proteémico de
las OMVs de la cepa A. baumannii ATCC 19606, identificaron varios factores de
virulencia como: AbOmpA, CsuA / BCD, Cu / Zn superdxido dismutasa, proteinas
relacionadas con la biosintesis de las fimbrias, el sider6foro de bacterioferritina, la
superfamilia de bombas de eflujo RND y una posible proteasa, entre otras.

Antunes y cols. (2011), aportaron al conocimiento sobre la virulencia de A. baumannii
empleando como modelo experimental la polilla Galleria mellonella para comparar y
evaluar la virulencia de las cepas de A. baumannii AYE, ACICU, ATCC 17978 y SDF,
concluyendo que no hay diferencias significativas en la virulencia entre las cepas clinicas,
excepto la cepa SDF, aislada del piojo, que fue practicamente avirulenta en este
modelo. Estos resultados sugieren que esta cepa podria ser utilizada como un posible
control negativo de patogenicidad en la busqueda de nuevos determinantes de virulencia

en A. baumannii.

Estos aportes sobre la virulencia de A. baumannii han sido relevantes para el
conocimiento de la patogenicidad de esta bacteria, y sirven de base para esta

investigacion y para posteriores estudios.

g
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2. Capitulo 2: Objetivos

2.1 General

Analizar gendmica y funcionalmente en membrana externa el infectoma de una cepa de

Acinetobacter baumannii 107m multirresistente aislada de un hospital de Bogota

2.2 Especificos

® |dentificar los genes codificantes del infectoma en el genoma de una cepa A.

baumannii 107m multirresistente aislada de un hospital de Bogota.

®  Comparar la expresion proteinas consideradas factores de virulencia presentes en
la membrana externa de la cepa multirresistente de A. baumannii 107m con la

expresion de los mismos factores en la cepa A. baumannii ATCC 19606.

®  Comparar los datos obtenidos del andlisis bioinformatico del infectoma y el pefrfil
de las proteinas de membrana externa de la cepa de estudio, con los reportados
en las bases de datos y publicaciones internacionales para Acinetobacter

baumannii.
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3. Capitulo 3: Metodologia

Para llevar a cabo la identificacion de los genes codificantes de factores de virulencia, se
partié de la cepa A. baumannii 107m multirresistente, que se encuentra conservada a -
70° C en el laboratorio de Epidemiologia Molecular, del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia

La cepa A. baumannii 107m hace parte de los 129 aislamientos de hospitales de Bogota
de un grupo de veinte cepas de A. baumannii multirresistentes que fueron recolectados
en el periodo comprendido entre los afios 2004 y 2009 por el grupo de Epidemiologia
Molecular de la Universidad Nacional de Colombia. La cepa A. baumannii 107m fue
aislada de una muestra de sangre y fue causante de una bacteremia. Esta cepa fue
previamente identificada a través del sistema automatizado VITEK (BioMerieux S.A,
France), y molecularmente caracterizada mediante el andlisis de los polimorfismos en
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP-PCR), y de la region intergénica
espaciadora (ITS) de los genes 16S rRNA y 23S rRNA (Hernandez et al., 2011). El perfil

de resistencia de la cepa de estudio se puede encontrar en el anexo A

Se siguio el siguiente protocolo experimental:

3.1 Obtencidén del ADN total de A. baumannii 107m

3.1.1 Cultivo de la bacteria

El cultivo se inici6 con la siembra, en placas de agar Luria Bertani (LB). Después de
sembrar bajo condiciones asépticas se llevd a incubar a 37° C toda la noche. Al
siguiente dia se colocaron en un matraz, 15 ml de caldo Luria Bertani y se inocularon
aproximadamente 5 colonias de la siembra anterior. Se colocé en un agitador a 37°C
con una velocidad de agitacion de 150 rpm, hasta obtener una densidad Optica entre 0.8
a 1 medida a una longitud de onda de 600nm la cual se obtuvo en un lapso entre 4y 5

horas.

.
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3.1.2 Aislamiento del ADN

El aislamiento del ADN bacteriano se realizé disponiendo todo el cultivo en un tubo
Falcon vy se centrifugd a 35009 por 2 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y el
pellet obtenido se resuspendié en 1,5 ml de solucion salina (isotonica). Esta suspension
se colocd en un tubo epperdorf de 1.5 ml nuevo y estéril, pesado previamente. Se
centrifugd a 7500 rpm por 2 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se

adicionaron 1,5 ml de solucién salina isotonica (este paso se repitié una vez mas).

Finalmente se resuspendid el pellet en 500 pl de buffer TE estéril y se centrifugé a
temperatura ambiente (15°C-25°C) por 5 minutos a 4000g. Posteriormente se pesé el
eppendorf con el pellet, restandole el peso del tubo, para calcular el peso total del pellet
obtenido. Es recomendable que el peso del pellet esté, aproximadamente entre 50 y 60

miligramos.
3.1.3 Obtencion del ADN

Después de obtener el pellet se procedid a realizar la lisis celular, para ello, se siguieron

las indicaciones proporcionadas por el fabricante del QlIAamp DNA Mini Kit. (Anexo B)

3.1.4 Purificacion del ADN

Para purificar el ADN obtenido, se utilizd una columna del kit Quiagen® siguiendo las

instrucciones consignadas en el manual del fabricante. (Anexo C)

3.1.5 Concentracion ADN

Para obtener la concentracion adecuada para la secuenciacion del ADN (150-300
ng/ul), se utilizdé un centricon o concentrador de 100 k. Antes de colocar el ADN en el
centricon, se lavo el equipo tres veces con agua HPLC, utilizando en cada ocasion 2 ml
de agua, centrifugando a 1000 g por 10 minutos. Una vez finalizado el proceso de lavado
se procedi6 a colocar el ADN en el centricon y se centrifugé a 1000 gravedades, por 10
minutos. Este paso se repiti6 hasta que se obtuvieron aproximadamente 150 pl en la
parte superior del centricon. Se transfirieron los 150 pl a un tubo nuevo y estéril; el
centricon se lavo con 50 o 100 pl de agua HPLC los cuales se mezclaron ligeramente

para obtener el ADN adherido a la membrana y se adicionaron al tubo anterior.
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3.1.6 Cuantificacion del ADN

Se hizo por fluorometria utilizando el fluorometro Qubit de Invitrogen mediante el Kit
Quant iT dsDNA y por el Nano-drop utilizando el sistema de Thermo Scientific
NanoDrop 2000 (Anexo D)

El ADN obtenido se envié a Macrogen (Corea) para su secuenciacion de alto rendimiento
por lllumina (HiSeq 2000) finales pareados y 454 Roche con finales pareados

3.2 Anotacion

Antes de llevar a cabo la busqueda de los genes codificantes de factores de virulencia en
A. baumannii 107m se hizo una revisién de la literatura sobre estudios gendémicos,
protedbmicos en relacion con los factores involucrados en la virulencia y patogenicidad de
la especie de A. baumannii. El analisis de la bibliografia encontrada se organizé en una
tabla de datos, en la cual se consignaron los genes codificantes de estos factores
reportados con mayor frecuencia para esta especie (Anexo E). Posterior a esto, se
elabor6 una segunda tabla de datos con los genes que codifican para proteinas
involucradas en virulencia identificadas en las cepas de A. baumannii reportadas y
anotadas en la base de datos NCBI. (Estos datos se pueden encontrar en la pagina web
del grupo de bioinformatica de la Universidad Nacional de Colombia.

(http://biocinf.ibun.unal.edu.co.ibu,.edu.co) Para la busqueda de los genes y las proteinas

se utilizaron las bases de datos internacionales como Genbank, Uniprot y PDB.

Alterno a la revision bibliografica, el grupo de bioinforméatica de la Universidada Nacional
de Colombia, una vez obtenidas las lecturas (reads) por el servicio de secuenciacion
(Macrogen — Korea) las sometié a control de calidad mediante los programas FASTQC
(1) y fastx_toolkit (2). Para el ensamblaje del resultado de lllumina utiliz6 el programa
Velvet, para el scaffolding realiz6 unmapping utilizando el programa Newbler 2.7,
alineando las secuencias obtenidas por secuenciacion 454, con los contigs previamente
ensamblados con Velvet. Se utilizaron dos metodologias: Mapping y de novo. Para el

mapping se uso el programa BWA (Burrows-Wheeler Aligner — Li, 2009) y la comparacion
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del genoma se hizo contra los genomas de referencia, A. baumannii ACICU y A.
baumannii ATCC 17978 (lacono et al., 2008).

La secuencia ensamblada se someti6 a la anotacion automatica mediante el NCBI
Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP) (4), y por el servidor RAST
4.0 (5) del National Microbial Pathogen Data Resource (NMPDR). El sistema PGAAP -
NCBI y el servidor RAST proporcionaron como resultado los archivos de anotaciones de
cada contig en formato GenBank (archivo *.gbf) el cual contiene toda la informacién de
anotacion de los contigs. La anotacién automatica fue refinada por anotacion manual
sobre los archivos *.gbf, utlizando para su visualizacion y edicion el software Artemis
14.0.

De la secuenciacién, ensamblaje, finalizacién y anotacion del genoma se obtuvieron los

siguientes resultados:

A. baumannii 107m tiene 3.954.000 pb ensamblados inicialmente en 56 contigs. El
proyecto de secuenciacién de este genoma se identifica en la base de datos BioProject
con el numero: PRJEB4505 (A. baumannii 107m). La secuencia fue depositada
en DDBJ/EMBL/GenBank bajo el siguiente numero de acceso: A. baumannii 107m
(CBSG00000000)

Sobre el genoma ensamblado y anotado por el Grupo de Bioinforméatica del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, se procedié a identificar los

marcos de lectura asociados con factores de virulencia.

Finalmente, con la informacién obtenida de la anotacion descrita en un archivo formato
Genbank, se inici6 la busqueda manual de los genes codificantes de factores de
virulencia en el genoma de A. baumannii 107m, teniendo como base la informacion
encontrada previamente sobre estos genes, en las bases de datos de Genbank ,
Uniprot y en estudios gendmicos reportados para esta especies. (Smith et al., 2007,
Vallenet et al., 2008; lacono et al., 2008). Posterior a ello, se elabord una lista con los
nombres de los genes identificados, colocando los nombres, la posicion dentro del
conting y el nimero de identificacion (ID) de cada uno de los genes de la cepa de estudio

gue se encontraran mas adelante.
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3.3 Obtencion de la fraccion de proteinas de membrana externa
de la cepa A. baumannii 107m vy de la cepa de A. baumannii ATCC
19606

La comparacion de la expresion de proteinas de membrana externa asociadas a factores
de virulencia se hizo entre la cepa A. baumannii 107m (descrita anteriormente) y A.
baumannii ATCC 19606, una cepa sensible que se encuentra conservada en el
laboratorio de Epidemiologia Molecular, la cual segun literatura fue aislada
originariamente de una muestra de orina en 1942 y ha sido utilizada en investigaciones
de protedmica y gendmica para estudios de resistencia y virulencia. (Siroy et al., 2006;
Vashist et al., 2009; Rodriguez, 2010; Nwugo et al 2011; Sahl et al., 2013) Se siguié un

disefio de estudio experimental, descriptivo y retrospectivo.
3.3.1 Extraccion proteinas de membrana externa (Molloy et al., 2000)

Para llevar a cabo este procedimiento se tomaron sendas colonias de un cultivo de la
cepa A. baumannii ATCC 19606 y de un cultivo de la cepa A. baumannii 107m; se
hicieron preindculos en 50 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se dejaron toda la noche a 37

°C, con agitacién de 200 rpm.

De cada preinéculo se tomaron 5 ml y se inocularon en 500 ml de caldo LB y se
incubaron a 37 °C, con agitacién de 200 rpm hasta alcanzar una densidad Optica de 0.8
medida a 600 nm. Esta etapa se realiz6 por con el fin de obtener una concentracién de
aproximadamente 1000ug/ml de proteina para efectuar los ensayos de la electroforesis

bidimensional por triplicado.

Una vez alcanzada la densidad Optica requerida, se pasaron los cultivos a frascos de
1000 ml y se centrifugaron a 5000 rpm por 20 minutos a 4 ° C. Se eliminaron los
sobrenadantes. Los pellets se lavaron con 9 ml de una solucién salina isotonica para
eliminar impurezas. Nuevamente las muestras se centrifugaron a 16000 g por 20 minutos

a 4° Cy se eliminaron los sobrenadantes.
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Por cada 200 mg de peso de pellet obtenido, se adiciond 1 ml de buffer (Tris HCI 50 mM

pH 11) para resuspender la muestra.

Las muestras se sonicaron, con el fin de romper las células y fragmentar el ADN, para lo
cual se usaron pulsos de 9 segundos durante 12 minutos. Este procedimiento se llevo a
cabo manteniendo las cepas en hielo todo el tiempo. Posteriormente el producto de la
sonicacion se centrifugé a 16000 g por 15 a 20 min. (4°C), con lo que se removio el
material insoluble, asi como las células no rotas. Los sobrenadantes resultantes, se
adicionaron a un frasco de vidrio schott que contenia 60 ml del reactivo concentrador de
proteinas de membrana (carbonato de sodio (Na,CO3) 100 mM), hasta un volumen final
de 90ml. Las suspensiones se mantuveiron ON (Overnigth) sobre hielo en agitacion

suave.

Después de este tiempo las muestras fueron transferidas a tubos de ultracentrifuga y se
centrifugaron a 100 000 g por 60 min. a 4°C. Posteriormente, se marcé la posicién de los

pellets y cuidadosamente se descarté el sobrenadante.

Se lavo cada pellet con 1 ml de buffer de lisis frio (Tris HClI 50 mM pH 11). Se

conservaron en hielo durante 1 -2 min. Este paso se repitié dos veces.

Se adicioné 1 ml del buffer de isoelectroenfoque para disolver el pellet. Este buffer
contiene agentes caotrdépicos como urea o tiourea que provocan la desnaturalizacién de
las proteinas, por la ruptura de puentes de hidrégeno, dejando expuestos los residuos
hidrofébicos; un detergente zwitterion ASB 14, para la solubilizacion de proteinas
hidrofébicas y terbutil fosfina (TBS), como agente reductor que completa la
desnaturalizacién proteica por ruptura de puentes disulfuro. Finalmente, se pasaron las
soluciones a un tubo ependorf de 2 ml y se centrifugaron a 16.000 g por 20 minutos a 4°

C y se separaron los sobrenadantes.

3.3.2 Cuantificacion de las proteinas de membrana externa

La cuantificacion de las proteinas de membrana externa, se llevd a cabo mediante un

ensayo colorimétrico, el cual se fundamenta en la unién de la proteina a un complejo
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cromoforo-metal en condiciones alcalinas. De esta manera, la intensidad del color
resultante es proporcional a la concentracion de proteinas. La concentracion de la
muestra se determind mediante interpolacién de los valores obtenidos en una curva
patron albumina de suero bovino (BSA). Para esta determinacion se utilizé el kit de
Pierce®, Thermo Scientific.

3.3.3 Electroforesis bidimensional

Para realizar este procedimiento se utilizaron tiras secas con gradientes de pH
inmovilizado (IPG) de 7cm de Bio-Rad®. Al inicio de los ensayos se utilizaron tiras con un
rango de pH de 3 a 10, pero se observl que la mayoria de las proteinas para las dos
cepas en estudio, se encontraban dentro de los pH &cidos. Finalmente se trabajé con
tiras con un rango de pH de 4 a 7 para obtener una mayor resolucion de los spots. Cada
ensayo se realizo por triplicado.

3.3.3.1 Primera dimension: isoelectroenfoque

Se realiz6 la rehidratacion de las tiras colocando las tiras de pH 4 -7 de Bio-Rad® en
bandejas de rehidratacion y se afiadié un volumen de 6 ul de muestra de proteina de
membrana externa correspondiente a 70 ug de proteina y se completé a un volumen de
125 ul con buffer de isoelectroenfoque. Las tiras fueron rehidratadas por 30 minutos,
después se cubrieron con aceite mineral (Bio-Rad®) y se dejaron rehidratando por 16

horas.

Después de este tiempo se colocaron en el equipo de isoelectroenfoque de Bio-Rad®
bajo las siguientes condiciones recomendadas en el manual del proveedor ReadyPrep™

2-D Starter Kit , para tiras de 7 cm y que consiste en:

S1: 250V lineal 30 minutos

S2: 1000V lineal 30 minutos

S3: 4000V lineal 2 horas

S4: 12000V rampa rapida, 12 horas
S5: 500V rampa rapida 15 minutos
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3.3.3.2 Segunda dimension: separacion por tamafio

Una vez terminado el isoelectroenfoque se procedié a realizar la segunda dimension.
Para ello, se prepararon geles de acrilamida-bisacrilamida al 12 %. Antes de colocar las
tiras en la camara de electroforesis 2D, estas fueron lavadas: primero con buffer de
equilibrio 1 que contiene ditiotreitol (DTT- agente reductor) (800 ul por 20 minutos),
segundo, con buffer de equilibrio 2 que contiene iodoacetamida, que previene la
oxidacion de los grupos disulfuro separados por el DTT (800 ul por 20 minutos) y tercero
con 1 ml de buffer de corrido el cual contiene Tris base, glicina y SDS (las muestras se

dejaron en agitacion por 5 minutos).

Una vez finalizado el tratamiento con las tiras, estas se colocaron en la camara de

electroforesis vertical DODECA (Bio-Rad®) y se corrieron a 120 V por 2 horas.

Terminada la electroforesis 2D, los geles se colorearon. Para este proceso se colocaron
los geles en bandejas con 10 ml del colorante ORIOLE™ Fluorescent Gel Stain (Bio-
Rad®), se dejaron por 2 horas, se lavaron con agua destilada y luego se observaron en

el fotodocumentador GeneSnap

Se hicieron tres ensayos para comprobar la reproducibilidad de las condiciones

seleccionadas para el proceso de electroforesis bidimensional.
3.3.4 Andlisis de los geles bidimensionales

El analisis de los geles se realiz6 a través del software PDQuest de Bio-Rad®. Las
imagenes fueron adquiridas a través del fotodocumentador GeneSnap y se guardaron
bajo el formato TIFF. Posteriormente, las imagenes fueron corridas en el software
PDQuest. Antes de iniciar el analisis fue necesario establecer el tamafio y la orientacion
de las imagenes mediante el uso de las herramientas de recorte y rotacion en el menu

Imagen.

Una vez organizadas las imagenes, se procedié a la deteccion de los spots. Para ello, se

cred un archivo en donde se colocaron las imagenes (triplicado 107m vy triplicado 19606)



http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5900A.pdf
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y se utilizé la herramienta del software PDQuest Spot Deteccion Wizard, para
seleccionar los pardmetros de detecciébn de spots en los geles escaneados. Esta
herramienta automaticamente escogié una de las imagenes (la que tenia menos ruido de
fondo) identificada como gel maestro. Sobre esta imagen se establecieron los
parametros de deteccion y ademas se eliminé el ruido de fondo, rayas horizontales y
verticales y el backgroud que pudiera interferir con el andlisis y la deteccion de los spots.
Una vez creado y guardado el conjunto de pardmetros se inicio la deteccién de spots en
la imagen. Estos mismos parametros fueron usados para detectar los spots en todos los
geles que fueron realizados y escaneados de la misma manera. También se llevé a cabo
un andlisis de matching (apareamiento) mediante la herramienta de Automated Matching
y manual Matching con el fin de realizar comparaciones entre las dos cepas A. baumannii
107m y A. baumannii ATCC 19606.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos por el software PDQuest, se
seleccionaron los spots diferencialmente expresados (con una expresion de +/- 2) para
su posterior identificacion. Estos spots fueron cortados de los geles y enviados en
tubos eppendorf al Instituto Pasteur de Montevideo Uruguay, para su analisis por

espectrometria de masas.
3.3.5 Espectrometria de masas

El método elegido para la identificacion de proteinas fue el mapeo peptidico. Para ello se
realiz6 un tratamiento con tripsina en cada spot, durante toda la noche a 37°C. Después
de este tiempo, los péptidos los extrajeron de los geles utilizando 60% de acetonitrilo en
TFA al 0,2%, se incubaron por 30 minutos a 30 °C y se concentraron por secado al vacio
durante aproximadamente 45 minutos a 30 °C; posteriormente fueron secados y
desalinizados usando micro-columnas C18 de fase reversa (OMIX). La elucion de los
péptidos de las micro-columnas fue llevada a cabo directamente dentro de la placa de
muestra del espectrometro de masas, con 2.5 ul de solucién matriz (acido a-ciano-4-

hidroxicinamico en 60% de acetonitrilo/0.1% con TFA).
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Los espectros de masas de mezclas de digestion fueron adquiridos en un instrumento
4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems®) en el modo reflector y se calibraron
externamente utilizando una mezcla de estandares de péptidos (Applied Biosystems®).
Inducida por la colisién de disociacion MS / MS de los péptidos seleccionados.

Finalmente, para identificar las proteinas se hizo una busqueda en bases de datos
locales utilizando los valores m/z, con ayuda del programa MASCOT y con los siguientes
parametros de bulsqueda: tolerancia de masas monoisotopica, 0.08 Da; oxidacion de
metionina, como posible modificacién. Los espectros de masas obtenidos para cada una
de las proteinas analizadas, junto con los pardmetros utilizados para su identificacién
estan consignados en el anexo F

3.4 Comparacion de los genes asociados a virulencia en
la cepa A. baumannii 107m con los reportados en la base

de datos

Para realizar la comparacion de los marcos de lectura asociados con factores de
virulencia identificados en la cepa A. baumannii 107m, se escogieron 2 cepas de A.
baumannii multirresistentes y 2 cepas de A. baumannii sensibles teniendo en cuenta las

siguientes caracteristicas:
-Ubicacion geografica de donde fueron aisladas
-Lugar de donde se tomo la muestra
-Que sus genomas estuvieran completamente secuenciados y anotados.
-Que fueran causantes de infecciones asociadas al cuidado de la salud.

-Que hubiesen estudios previos en gendmica sobre genes asociados con la

virulencia. Las caracteristicas de las cepas se pueden observar en la (Tabla 16)

Se realiz6 la siguiente metodologia:
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Se compararon las secuencias de los genes codificantes de factores de
virulencia identificados en la cepa en estudio, con los genomas escogidos
(ACICU, AYE, AB0057 y ATCC 19606), utlizando técnicas de
alineamiento de secuencias (Blast) y se evalu6 el porcentaje de
similaridad.

A través de la herramienta de WebACTse evalué la sintenia, comparando
la organizacién de los genes dentro del genoma en estudio con los
genomas de A. baumannii ACICU, AYE, AB0057 y ATCC 1960

A través de la herramienta Mauve se identificé la ubicacion de los grupos
de genes comparando el genoma de A. baumannii 107m con los
genomas A. buamannii ACICU, A. baumannii AB0O057, A. baumannii
ATCC 19606 y A. baumannii ATCC 17978

®
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4. Capitulo 4: Resultados

Primer objetivo: Identificacion genes codificantes de factores de virulencia

Partiendo de la informacion obtenida por el proceso de secuenciacién, ensamblaje y
anotacion que dié como resultado 56 contings del genoma de A. baumannii 107m, se
identificaron a través de una busqueda manual, los genes codificantes de factores de
virulencia (relacionados con el infectoma) previamente encontrados en revisiones

bibliogréficas y en bases de datos publicas (NCBI, Uniprot)

A continuacidon se presenta la informacion de los genes codificantes de proteinas

asociadas a virulencia en la cepa de A. baumannii 107m

4.1 Genes codificantes de sistemas de adherencia y

motilidad

De los sistemas que le permiten a A. baumannii 107m adherirse a superficies bitticas y
abidticas se encontraron en el genoma en estudio 30 genes codificantes de pili tipo 1V; 2
operones codificantes del sistema de pili tipo |, que constituyen el operén pap compuesto
por 4 genes y el operdn csu compuesto por 6 genes y un gen codificantes del pili tipo 1lI
llamado fil F. Vertablas 2, 3,4y 5

Tabla 2: Grupo de genes codificantes del sistema pili tipo IV A. baumannii 107m

Conting Gen Funcion pb Posicion Identificacion

Node-4 pilR Type 4 fimbriae expression | 1422 | 47040..48461 | ABIBUN_01307
regulatory protein

Node-4 pilS Signal transduction histidine | 1524 | 48486..50009 | ABIBUN_01312
kinase

Node_12 pulO | Type 4 prepilin-like proteins 861 | 50833..51693 | ABIBUN_01752
_ leader peptide-processing
/pilD enzyme
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Tabla 2: (Continuacion)

Conting Gen Funcién pb Posicion Identificacion
Node 12 pilC Type |l secretory pathway | 1227 51693..52919 ABIBUN_01757
Node_12 pilB Type IV-A pilus assembly | 1713 52948..54660 ABIBUN_01762
ATPase PilB
Node_7 comE DNA uptake protein and 411 80603..81013 ABIBUN_03109
A related DNA-binding protein
Node comL DNA uptake lipoprotein 1158 | 185712..186869 | ABIBUN_04334
37_AN
Node_125 | pilu Tfp pilus assembly protein, | 1119 26017..27135 ABIBUN_05017
ATPase PilU
Node_125 pilT Tfp pilus assembly protein, | 1038 27163..28200 ABIBUN_05022
pilus retraction ATPase PilT
Node_5 pilz Tfp pilus assembly protein 342 53153..53494 ABIBUN_08670
Pilz
Node 22 | comE | DNA internalization-related | 2433 69108..71540 ABIBUN_14488
B_N_52 C/Rec competence protein
2 ComEC/Rec2
Node 15 | ChpA Chemotaxis protein 4521 56535..61055 ABIBUN_15493
histidine kinase
Node_15 pild Methyl-accepting 2079 61202..63280 ABIBUN_15498
chemotaxis protein
Node 15 pill Chemotaxis signal 537 63327..63863 ABIBUN_15503
transduction protein
Node_15 pilH CheY-like receiver 363 63924..64286 ABIBUN_15508
Node_15 pilG CheY-like receiver 384 64310..64693 ABIBUN_15513
Node_83 pilE Tfp pilus assembly protein 426 | 119237..119662 | ABIBUN_16998
Node 83 pilE Tfp pilus assembly protein 483 | 119659..120141 | ABIBUN_17003

Tabla 2: (Continuacion)
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Conting Gen Funcion pb Posicién Identificacion
Node 83 | pilYl | Tfp pilus assembly protein, 3867 | 120154..124020 | ABIBUN_17008
Node_83 | pilX Putative type IV fimbrial 819 | 124020..124838 | ABIBUN_17013
biogenesis protein
Node 83 | pilw prepilin-type N-terminal 1002 | 124835..125836 | ABIBUN_17018
cleavage/methylation domain
protein
Node 83 pilV type IV pilus modification 555 | 125837..126391 | ABIBUN_17023
protein PilV
Node_83 | fimU Tfp pilus assembly protein 474 | 126391..126864 | ABIBUN_17028
FimT putative type 4
Node 83 | PilA Tfp pilus assembly protein, 486 | 134865..135350 | ABIBUN_17073
major pilin PilA
Node_83 | HofQ | Type Il secretory pathway, 2166 | 148142..150307 | ABIBUN_17123
/pilQ component HofQ
Node 83 pilP Tfp pilus assembly protein 528 | 150370..150897 | ABIBUN_17128
PilP
Node_83 | pilO Tfp pilus assembly protein 741 | 150908..151648 | ABIBUN_17133
PilO---membrane protein
ComO
Node_ 83 pilN PilN type 4 fimbrial 642 151645..152286 | ABIBUN_17138
biogenesis protein PilN
Node_83 | pilM ATPase PilM--type IV pilus 1023 | 152286..153308 | ABIBUN_17143

assembly protein PilM

Tabla 3: Genes codificantes del sistema de pili tipo | (operdn pap) en A. baumannii
107m

Conting

Gen

Funcién

pb

Posicién

Identificacion

Node 5

fimA

P pilus assembly protein,
pilin FimA

1017

265628..266644

ABIBUN_09715
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Tabla 3: (Continuacién)

Conting Gen Funcion pb Posicién Identificacion
Node 5 papC P pilus assembly protein, 2559 | 266641..269199 | ABIBUN_09720
porin PapC
Node_5 papD P pilus assembly protein, 735 | 269257..269991 | ABIBUN_09725
chaperone PapD
Node_ 5 fimA P pilus assembly protein, 534 | 270080..270613 | ABIBUN_09730

pilin FimA

Tabla 4: Genes codificantes del sistema de pili tipo | (operén csu) en A. baumannii

107m
Conting Gen Funcion pb Posicion Identificacion
Node_38 | csuA/B Sigma-fimbriae 546 5896..6432 Falta
Node 38 CSUA CsuA 516 5273..5821 Falta
Node_38 csuB Sigma-fimbriae chaperone 819 4749..5267 Falta
protein
Node_38 csuC Sigma-fimbriae usher 2496 3922..4743 Falta
protein
Node_ 38 csuD Sigma-fimbriae tip 1017 1427..3925 Falta
adhesion
Node_38 CSukE hypothetical protein 231 411..1430 Falta

Tabla 5: Gen codificante de sistema de pili tipo 1l A. baumannii 107m

Conting Gen Funcién pb Posicion Identificacion
Node filF pilus assembly protein FilF, 1926 895..2820 ABIBUN_03394
37AN_94 Uncharacterized conserved

protein

)
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Otro gen que se identificé en A. baumannii 107m, implicado en la deteccion de quérumy
necesario para la formacion de biopeliculas, es el N-acil-L-homoserin lactona sintetasa
(Abal). Tabla 6

Tabla 6: Gen codificante de N-acil-L-homoserin lactona sintetasa (Abal)

Conting Gen Funcioén pb Posicién Identificacion

Node 9 Abal N-acyl-L-homoserine 575 28309..>28883 | ABIBUN_00770
lactone synthetase

4.2 Genes codificantes involucrados en la biosintesis de

sideréforos

De los tres grupos de genes codificantes de proteinas implicadas en la biosintesis de
sideréforos descritos en estudios previos para la cepas de A. baumannii ATCC 19606,
ATCC 17978 y 8399, en el genoma de estudio A. baumannii 107m, se encontraron dos
de estos grupos: El primero, el grupo de genes codificantes del sideréforo acinetobactin
compuesto de 18 genes y el segundo, el grupo de genes putativos codificantes de un
sideréforo putativo compuesto de 8 genes. También se identificé grupo de genes dentro
de los cuales se encuentra el gen entA, el cual es necesario para la completa biosintesis

del siderdforo acinetobactin. Ver tablas 7, 8 y 9.

Tabla 7: Genes codificantes del sider6foro acinetobactin en la cepa A. baumannii
107m

Contig Gen Funcion pb Posicion Identificacion

Node 22 basJ isochorismate synthetase 1170 149..1318 ABIBUN_13511

Node_22 basl | putative phosphopantetheinyl 774 1443..2216 ABIBUN_13516
transferase

Node 22 basH Predicted thioesterase 735 2209..2943 ABIBUN_13521
involved in non-ribosomal
peptide biosynthesis
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Tabla 7: (Continuacién)

Contig Gen Funcion pb Posicién Identificacion
Node 22 barB | ABC-type multidrug transport 1596 3015..4610 ABIBUN_13526
system, ATPase
Node 22 barA ATPase and permease 1611 4607..6217 ABIBUN_13531
component of ABC-type
transporter involved in
cytochrome b biosynthesis
Node 22 hypothetical protein 156 6210..6365 ABIBUN_13536
Node 22 | basG histidine decarboxylase 1552 6463..7614 ABIBUN_13541
Node 22 basF Isochorismatase 870 7731..8600 ABIBUN_ 13546
Node 22 | bask | Enterobactin synthase subunit | 1629 8618..10246 ABIBUN_13551
/entE E
Node_22 | basD Non-ribosomal peptide 2940 | 10408..13350 | ABIBUN_13556
synthetase modules and
related proteins
Node_22 | basC Lysine/ornithine N- 1308 13398..14708 ABIBUN_13561
monooxygenase
Node 22 | bauA Outer membrane receptor 2274 14772..17048 ABIBUN_13566
proteins, mostly Fe transport
Node 22 | bauB ABC-type enterochelin 966 17161..18129 ABIBUN_13571
transport system, periplasmic
component
Node 22 | bauE ABC-type enterochelin 768 18136..18906 ABIBUN_13576
transport system, ATPase
component
Node_22 | bauC ABC-type enterochelin 945 18903..19850 | ABIBUN_13581
transport system, permease
component
Node_22 baud ABC-type enterochelin 939 19850..20791 | ABIBUN_13586

transport system




ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

Tabla 7: (Continuacién)

Contig

Gen

Funcién

pb

Posicién

Identificacion

Node 22

basB

Non-ribosomal peptide
synthetase modules and
related proteins

2091

21355..23448

ABIBUN_13591

Node 22

basA

Non-ribosomal peptide
synthetase modules and
related proteins

1845

23519..25366

ABIBUN_13596

Node 22

bauF

Siderophore-interacting
protein

858

25760..26620

ABIBUN_13601

Tabla 8: Grupo de genes que contienen el gen entA necesario parala completa
biosintesis del siderérofo acinetobactin en la cepa A. baumannii 107m

Conting Gen Funcién pb Posicion Identificacion
Node 5 modE N-terminal domain of 351 | 242069..242419 | ABIBUN_09595
molybdenum-binding protein
putative
Node 5 moda | ABC-type molybdate transport 786 | 242607..243392 | ABIBUN_09600
system
Node_ 5 modB | ABC-type molybdate transport 693 | 243389..244081 | ABIBUN_09605
system,
Node 5 modC | ABC-type molybdate transport 621 | 244086..244706 | ABIBUN_09610
system
Node_ 5 entA Putative 2,3-Dihydro-2,3- 771 | 245066..245836 | ABIBUN_09615
dihydroxybenzoate
dehydrogenase
Node 5 entB Isochorismate hydrolase 642 | 245909..246550 | ABIBUN_09620
Node_5 Fe2+/Zn2+ uptake regulation 402 | 247078..247479 | ABIBUN_09625
proteins
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Tabla 9: Grupo de genes codificantes de un sideréforo putativo en A. baumannii

107m
Conting Gen Funcion Pb Posicién Identificacion
Node 5 iucA Putative siderophore 1785 | 119480..121264 | ABIBUN_09000
biosynthesis protein
Node_5 iucD Lysine/ornithine N- 1434 | 121257..122690 | ABIBUN_09005
Monooxigenase
Node 5 iuUcA i siderophore synthetase 1842 | 124162..126003 | ABIBUN_09015
ucC component
Node 5 iUCA i Siderophore synthetase 1911 | 126013..127923 | ABIBUN_09020
ucC component
Node 5 hypothetical protein 630 | 128077..128706 | ABIBUN_09025
Node 5 menG Demethylmenaquinone 618 | 128693..129310 | ABIBUN_09030
methyltransferase
Node 5 tonB ferric aerobactin receptor 2319 | 129395..131713 | ABIBUN_09035
precursor (Cloacin receptor)
Node_5 | pepSY | Uncharacterized iron-regulated | 1524 | 132092..133615 | ABIBUN_09045

membrane PepSY-associated
TM helix family protein

También se encontraron 28 genes en la cepa de estudio asociados a la captaciéon de

hierro, almacenamiento y transporte del hierro en diferentes posiciones del genoma. Ver

tabla 10.

Tabla 10: Genes codificantes de receptores de sidero6foros en A. baumannii 107m

Conting Gen Funcién pb Posicion Identificacion
Node 12 | fepA Outer membrane receptor for 2265 | 144108..146372 ABIBUN_05517
5 ferrienterochelin and colicins
Node_ 83 Bfr Bacterioferritin iron storage and | 195 | 132115..132309 ABIBUN_17058
mobility
Node_83 Bfr Bacterioferritin (cytochrome b1) | 465 | 132555..133019 ABIBUN_17063
Node_23 | tonB hypothetical protein- 885 12041..12925 ABIBUN_16306
Periplasmic protein TonB, links
inner and outer membranes
Node 15 | tonB Outer membrane receptor 2205 | 78617..80821 ABIBUN_15583

proteins, mostly Fe transport
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Tabla 10: (Continuacion)

Nodo Gen Funcién Pb Posicion Identificacion
15 Outer membrane receptor 2058 | 146653..148710 | ABIBUN_15888
proteins, mostly Fe transport
1 Outer membrane receptor 2265 | 126931..129198 | ABIBUN_11980
proteins, mostly Fe transport
5 (EXBD biopolymer transport protein 414 73470..73883 ABIBUN_08785
-like)
5 ExbD biopolymer transport protein 423 73903..74325 ABIBUN_08790
/tolR
5 biopolymer transport protein 882 74341..75222 ABIBUN_08795
5 tonB Periplasmic protein TonB, 717 75263..75979 ABIBUN_08800
links inner and outer
membranes
5 tonB Outer membrane receptor 2601 76088..78688 ABIBUN_08805
proteins, mostly Fe transport
5 putativ Periplasmic protein TonB, 828 | 300788..301615 | ABIBUN_09860
e tonB links inner and outer
membranes
5 ExbB- | Biopolymer transport proteins 735 | 301640..302374 | ABIBUN_09865
like
5 ExbD- | putative biopolymer transport 405 | 302374..302778 | ABIBUN_09870
like protein
5 Outer membrane receptor 2613 | 304710..307322 | ABIBUN_09880
proteins, mostly Fe transport
5 Outer membrane receptor 2331 | 307576..309906 | ABIBUN_09885
proteins, mostly Fe transport
putative tonB-dependent
receptor protein (outer
membrane salicin receptor
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Tabla 10: (Continuacion)

Nodo Gen Funcion Pb Posicién Identificacion
12 tonB Periplasmic protein TonB, 756 189582..190337 | ABIBUN_02362
links inner and outer
membranes
12 ExbB Biopolymer transport 621 190382..191002 | ABIBUN_02367
proteins
12 ExbD Biopolymer transport 405 191002..191406 | ABIBUN_02372
protein protein
123_A_ tonB Outer membrane receptor 2115 75637..77751 ABIBUN_10820
N_151 proteins, mostly Fe
transport.
125 tonB Outer membrane receptor 2115 | 227497..229611 ABIBUN_05927

proteins, mostly Fe
transport.

4.3 Genes codificantes para capsula positiva

En el genoma de A. baumannii 107m se encontré un grupo de 6 genes encargados del

ensamblaje y polimerizacién de la capsula. Ver tabla 11.

Tabla 11: Genes codificantes de polimerizacion y ensamblaje de capsula en A.
baumannii 107m

Contig Gen Funcién Pb Posicidon Identificacion
Node 1 mviN Uncharacterized membrane 1542 20933..22474 | ABIBUN_00410
9 protein, putative virulence
factor
Node 1 fkpA- FKBP-type peptidyl-prolyl 696 22520..23215 | ABIBUN_00415
9 cis-trans isomerases 1
fkiB
Node 1 fkpA FKBP-type peptidyl-prolyl 723 23266..23988 | ABIBUN_00420
9 cis-trans isomerases 1
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Tabla 11: Continuacioén

Contig Gen Funcion Pb Posicién Identificacion
Node 19 ptK Uncharacterized protein 2187 24182..26368 | ABIBUN_00425
involved in
exopolysaccharide
biosynthesis
Node_19 Ptp Protein-tyrosine- 429 26388..26816 | ABIBUN_00430
phosphatase
Node_19 | epsA Periplasmic protein 1101 26821..27921 | ABIBUN_00435

involved in polysaccharide
export

4.4 Genes codificantes de fosfolipasas

En el genoma de A. baumannii 107m se identificaron 2 genes codificantes de fosfolipasa

D, dos genes codificantes de fosfolipasas C y un gen codificante de fosfolipasa A. Estos

genes se encontraron en diferentes posiciones del genoma. Ver tabla 12

Tabla 12: Genes codificantes proteinas con actividad enzimatica en A. baumannii

107m
Conting Gen Funcion Pb Posicion Identificacion
Node_19 Plc Phospholipase C 2169 16490..18658 ABIBUN_00390
Node_1 Plc Phospholipase C 2229 88910..91138 ABIBUN_11815
Node_ 12 Pla Outer membrane 1152 71273..72424 ABIBUN_10810
3A phospholipase A
Node_16 PId Putative phospholipase D 1626 3557..5182 ABIBUN_16124
protein
Node 5 Pld phospholipase D Active site | 1527 | 258273..259799 | ABIBUN_09685

motif family protein
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4.5 Otros genes codificantes de proteinas de membrana

externa asociados a virulencia en A. baumannii 107m

Se encontraron 4 genes asociados a virulencia que hacen parte de la membrana
externa, un gen codificante de una OmpA (Omp38) y 3 genes codificantes de OmpW.
Ver tabla 13

Tabla 13: Genes codificantes de proteinas de membrana externa en A. baumannii
107m

Conting Gen Funcién pb Posicién Identificacion

Node 15 Uncharacterized conserved 159 91337..91495 ABIBUN_15638

protein

Node 15 | ompA Outer membrane protein and 1029 91620..92648 ABIBUN_15643

related peptidoglycan-
associated (lipo)proteins

Node_15 | fimT Tfp pilus assembly protein 516 93029..93544 ABIBUN_15648

FimT

Node 12 | ompW Outer membrane protein W 582 16896..17477 ABIBUN_01587

Node 12 | ompW Outer membrane protein 1119 90813..91931 ABIBUN_13282

8 AN 1
0

Node 1 | ompW Outer membrane protein W 1056 | 118478..119533 | ABIBUN_11940

Segundo Objetivo: Comparacién de los perfiles de proteinas de la fracciéon de
membrana externa asociadas a factores de virulencia entre las cepas A. baumannii
107m y A. baumannii ATCC 19606

El analisis del genoma de A. baumannii 107m permitié la identificacion de 19 genes que
codifican para proteinas de membrana externa asociadas con factores de virulencia.
(Tabla 14)
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Tabla 14: Lista de genes codificantes de proteinas de membrana externa asociadas

a factores de virulencia en la cepa A. baumannii 107m

papC P pilus assembly protein, porin PapC
bauA Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport--ferric anguibactin receptor
precursor (OM2)
TonB ferric aerobactin receptor precursor (Cloacin receptor) Outer membrane receptor
proteins, mostly Fe
fepA Outer membrane receptor for ferrienterochelin and colicins
Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport- TonB-dependent copper
receptor
tonB Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport- tonB-dependent receptor
yncD precursor
tonB Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport
tonB Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport putative tonB-dependent
receptor protein (outer membrane salicin receptor)
tonB Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport
TonB-dependent siderophore receptor family protein
epsA Periplasmic protein involved in polysaccharide export
putative outer membrane protein
plA Outer membrane phospholipase A
ompA Outer membrane protein and related peptidoglycan-associated (lipo)proteins
ompW Outer membrane protein W
ompW Outer membrane protein W- hypothetical protein
ompW Outer membrane protein W
como Tfp pilus assembly protein PilO---membrane protein ComO
pilQ Type Il secretory pathway, component HofQ
pila Tfp pilus assembly protein, major pilin PilA fimbrial protein—pilA
pilP Tfp pilus assembly protein PilP

Los resultados obtenidos al comparar las proteinas de membrana externa asociadas a

factores de virulencia, entre las cepas A. baumannii 107m y ATCC 19606, utilizando

geles bidimensionales, permitieron clasificar los spots diferencialmente expresados de

cada cepa.

Tomando en consideracion esto, se seleccionaron 10 spots que fueron identificados por

el método mapeo peptidico.

)



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

4.6 Analisis de las proteinas diferencialmente
expresadas en los geles bidimensionales

Dentro de los perfiles proteémicos de membrana externa de las dos cepas se
evidenciaron 73 spots para la cepa A. baumannii 107m y 65 spots para la cepa A.
baumannii ATCC 19606.

Con el fin de comparar las proteinas expresadas en las dos cepas, se llevaron a cabo
sets de andlisis cualitativos y cuantitativos a través del software PDQuest. Los andlisis
permitieron identificar 10 spots diferencialmente expresados (con una expresion de +/- 2)
para la cepa A. baumannii 107m y 4 spots diferencialmente expresados para cepa A.
baumannii ATCC 19606. (Figura 3)

Figura 3: Electroforesis bidimensional de proteinas de membrana externa de A.
baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606

a) 107m kDa  p) ATCC 19606
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*a) Spots diferencialmente expresados (mayor intensidad) en la cepa A. baumannii 107m sefialados con circulos b) Spots
diferencialmente expresados (con mayor intensidad) en la cepa A. baumannii ATCC 19606 sefialados con cuadrados.
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4.7 Andlisis, por espectrometria de masas, de las
proteinas diferencialmente expresadas (con mayor

intensidad)

Se seleccionaron 10 spots entre las dos cepas de acuerdo a un analisis previo de los
puntos isoeléctricos y masas moleculares de las proteinas asociadas a virulencia para
ser analizados por espectrometria de masas, de los cuales fue posible identificar 8
proteinas. 6 diferencialmente expresadas en A. baumannii 107m vy 1 diferencialmente
expresada en la cepa A. baumannii ATCC 19606. (Figura 4) También se identific6 1
proteina de la cepa A. baumannii 107m asociada posiblemente a virulencia y que se

encontré presente en las dos cepas de estudio con igual intensidad (Figura 5).

A continuacién, se presenta en la tabla 15 la informacién obtenida por el software
Mascot, el cual utiliza una puntuacion basada en la probabilidad. Mascot recurre a una
notacion usualmente utilizada en la busqueda por homologia que consiste en
proporcionar el valor de -10 * logl0 (P), donde P es la probabilidad absoluta. Una
probabilidad de 10 *° se convierte asi en una puntuacién de 200. Un umbral cominmente
aceptado, es que un evento es significativo, si se produce al azar con una frecuencia
menor al 5%. Las puntuaciones superiores a 67 son significativas (p <0,05). Se resalta
gue para todos los spots analizados por masas, el score fue mayor a 85, por ende la
identificacion de las proteinas obtuvo puntajes mayores que el umbral aceptado (p <
0.05). (http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=SQ).

En la tabla 15, se observa una variacion en los pesos y en los puntos isoeléctricos entre
los datos obtenidos experimentalmente (Electroforesis bidimensional) y los datos tedricos
dados por la espectrometria de masas en la identificacion de las proteinas. Esto se
podria explicar porque estos valores dependen de las caracteristicas de los
espectrometros de masas en términos de poder de resolucién, sensibilidad y exactitud en
la medida de la masa; del tipo de instrumento; del método de ionizacion y del tipo de
aplicacién que se le realice a la muestra a analizar. De igual manera, también puede
influir que los geles 2-D no corran de igual manera y que algunos factores quimicos

influyan en la corrida. (Martin & Ballesteros, 2010)
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Tabla 15: Informacion de las proteinas identificadas por espectrometria de masas, mediante MALDI TOF-TOF (mapeo
péptidico)*

Spot Proteina identificada Mw) Mw) pl pl Score/ Funcién
exp. | Tebrica | exp. | tedrico % DE
COBERTURA
(kDa) | (kDa) (eD) (D)
*4902 Outer membrane protein W de 79.4 21.64 4.8 5.9 137/45 Transporte de pequefios
Acinetobacter baumannii solutos, receptor para

colicinas S4, implicado en la
defensa de la bacteria

*6802 TonB-dependent siderophore 75 85.36 5.4 8.04 330/56 Receptor de sidero6foro
receptor de Acinetobacter
baumannii
*6801 TonB-dependent siderophore 74 85.39 5.3 7.55 491/65 Receptor de siderorofo
receptor de Acinetobacter
baumannii
*4103 Outer membrane protein W de 18.6 20.08 5.0 5.09 138/53 Transporte de pequefios
Acinetobacter baumannii solutos, receptor para

colicinas S4, implicado en la
defensa de la bacteria

*2204 Putative outer membrane protein 255 25.58 4.4 4.47 14772 Porina, transporte de solutos
*3402 Hypothetical protein ACICU_00960 | 49.7 53.06 4.9 5.2 110/34
*5503-1 Outer membrane protein A 447 36.62 5.0 5.30 88/34 Apoptosis celular
(cepa ATCC
19606)
***5404 Putative outer membrane protein 38 29.54 5.1 7.11 519/45 Apoptosis celular

Omp38, partial

La numeracion de los spots es dada por el software PDQuest.

*Proteinas diferencialmente expresadas de la cepa A. baumannii 107m

**Proteina diferencialmente expresada de la cepa A. baumannii ATCC 19606

***proteina de interés asociada a virulencia identificada en A. baumannii 107m pero encontrada en las dos cepas de estudio.
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Figura 4. Spots identificados en la electroforesis bidimensional de proteinas de
membrana externa de A. baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606
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* La numeracion de los spots es dada por el software PDQuest e indican los spots diferencialmente expresados en la cepa
de A. baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606 que fueron identificados por espectrometria de masas. Se exceptua el
spot con el nimero (5404) el cual fue encontrado en las dos cepas bajo el mismo nivel de expresién (en términos de
intensidad) asociado posiblemente a virulencia e identificado por espectrometria de masas en A. baumannii 107m
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Figura 5: Proteina de membrana externa que se presenté bajo el mismo nivel de

expresion (intensidad del spot) en las dos cepas de estudio
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* Spot encontrado en la cepa A. baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606 asociado posiblemente a virulencia e
identificado por espectrometria de masas en A. baumannii 107m

Tercer objetivo: Comparacion gendémica de los genes codificantes de factores de

virulencia encontrados en la cepa de estudio A. baumannii 107m

El analisis comparativo de los genes codificantes de factores de virulencia se realizo
entre la cepa A. baumannii 107m y dos cepas de A. baumannii multi-rresistentes (ACICU,;
ABO0057) y dos cepas sensibles (A. baumannii ATCC 19606 y A. baumannii ATCC
17978) las cuales fueron seleccionadas porque son reportadas con mayor frecuencia en
estudios de gendmica sobre virulencia y estan completamente secuenciadas y anotadas.

Las caracteristicas generales de estas cepas se muestran en la tabla 16.

&
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Tabla 16: Caracteristicas de las cepas de estudio

CEPA CLON | Genbank Origen Tamafio No de
Accession genoma | plasmidos
No. (Mb)
A. GenBank Aislada de sangre en un 3.9 1
baumannii GCA_0004 paciente que se
107m 93615.1 encontraba en el hospital
de Colombia en el afio
2009
A. Il RefSeq: Se aislé del liquido 3.90 2
baumannii NC_01061 cefalorraquideo de un
ACICU 1.1 paciente que se
GenBank: encontraba en UCI en
CP000863 Roma, Italia, en 2005
A
A. RefSeq: Es una cepa multi- 4.05 1
baumannii NC_01158 | resistente aislada a partir
ABO0057 6.1 de una infeccién del
GenBank: | torrente sanguineo de un
CP001182 paciente en el Walter
-2 Reed Army Medical
Center en United States
of America
A. GenBank: Aislada de una muestra 3.97
baumannii ACQBO000 de orina antes de 1949
ATCC 00000
19606
A. RefSeq: Fue aislada de un caso de 4.0 2
baumannii NC_00908 meningitis y ha sido
ATCC 5.1 utilizada para el andlisis
17978 comparativo con otras

especies de
Acinetobacter.

La ubicacion y comparacion de los genes codificantes de factores de virulencia se realizé

tomando en consideracion los siguientes aspectos: porcentaje de identidad de las

secuencias de aminoacidos y nuclettidos y la sintenia entre los grupos de genes

asociados a virulencia en los genomas de A. baumannii anteriormente descritos.

Para la comparacion de los genes asociados a virulencia se realizé una bdsqueda en la

base de datos (Genbank) de la presencia o ausencia de los genes en cada uno de los

=
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genomas seleccionados. Se alinearon cada una de las secuencias de aminoacidos y de

nucleétidos, utilizando el algoritmo de alineamiento Blast.

Para comparar la organizacion y la ubicacion de los genes dentro cada uno de los
genomas en estudio, se utilizaron los programas de Mauve, el cual identifica segmentos
conservados entre los genomas sefialandolos con bloques de colores y se utilizé
WebACT, que a través de la visualizacién on-line de las comparaciones mediante el
Artemis Comparison Tool (ACT), desarrollado por el Instituto Sanger, permite conocer la

sintenia que hay entre los genomas.

4.8 Genes codificantes de sistemas de adherencia y

motilidad

Los grupos de genes correspondientes a los sistemas de pili tipo | (operdn pap y operon
csu) identificados en A. baumannii 107m, se encontraron con la misma organizacion
gendmica en todas las cepas utilizados en el estudio. (Figuras 6 y 7). Sin embargo, los
genes identificados alrededor de los operones csu y pap en A. baumannii 107m
solamente fueron iguales a los de la cepa A. baumannii ACICU.

Figura 6. Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo | (operdn pap)
entre cepas de A. baumannii

‘1 & é ‘4 A. baumannii 107m
‘ ‘ <:| ‘ A. baumannii ACICU

@@@E@ 4 baumanniABOO5T [l Genes fim
@@Q@@ A vaumanniATcc 17978 [l eenparc
I] Gen paplD
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‘ |:> . ‘ A baumannii ATCC 19606
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Figura 7. Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo | (operdn csu)
entre cepas de A. baumannii
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Los genes codificantes del sistema de pili tipo IV identificados en A. baumannii 107m,
varian en la organizacién gendémica con respecto a la cepa A. baumannii ATCC 17978 en
que en esta, no se encontraron los genes pilX pilV y pilT y respecto a la cepa AB0O057 la
cual carece del gen ComEC/Rec2 . (Anexo G, Figuras 8). Al revisar los genes que se
encuentran alrededor de cada uno de los grupos de genes que conforman el sistema de
pili tipo IV en A. baumannii 107m, se encontré que los genes identificados en esta cepa,
también estan ubicados en la misma posicién en todos los genomas utilizados en la

comparacion.

Figura 8. Sintenia de los genes codificantes del sistema de pili tipo IV entre cepas
de A. baumannii
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La posicion del operon pap, del operdn csu y de los operones que conforman el sistema
de pili tipo 1V, se conserva entre la cepa A. baumannii 107m y las cepas A. baumannii
ACICU, AB0057 y ATCC 17978; pero varia con respecto a la cepa A. baumannii ATCC
19606. En la Figura 9, se pueden observar los operones que contienen los genes que

hacen parte de los sistemas de pili tipo | y IV y su ubicacion en los genomas de estudio.
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Figura 9. Comparacion de la ubicacién de los genes que hacen parte de los sistema de pili tipo | y IV entre las cepas de A.
baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii AB0057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii ATCC 19606
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* Resultados de la comparacion genémica entre cepas de A. baumannii utilizando la herramienta Mauve. En la primera linea de arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m
seguido de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y en la Ultima linea esta A. baumannii ATCC 19606. Las barras verticales indican el nivel de conservacién. Los recuadros
resaltados con diferentes colores representan la ubicacion de los genes que hacen parte de los sistemas de pili tipo | y V.
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4.9 Genes

codificantes de proteinas encargadas de la

biosintesis, transporte y liberacion de sideréforos

Los tres grupos

acinetobactin, el

de genes relacionados con la biosintesis de sideroforos, el grupo de

grupo que contiene el gen entA necesario la completa biosintesis de este

sideréforo y el grupo de genes putativos encargados de la biosintesis de un sideréforo

putativo, se encontraron en el genoma de A. baumannii 107m organizados de igual
manera que la identificada en los genomas ACICU, AB0057, ATCC 19606. Sin embargo,

en comparaciéon

con la cepa ATCC 17978 se identificaron algunos genes adicionales

dentro del grupo de genes de acinetobactin y no se encontr6 el grupo de genes que

contiene el gen entA. (Anexo G y Figuras 10,11y 12)

Figura 10: Sintenia de los genes codificantes del sideréforo acinetobactin entre

cepas de A. baumannii
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Figura 11: Sintenia de los genes codificantes que contienen el gen entA necesario
para la completa biosintesis del sider6foro acinetobactin entre cepas de A.
baumannii
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Figura 12: Sintenia de los genes putativos codificantes del sider6foro putativo entre
cepas de A. baumannii
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Los grupos de genes necesarios para la biosintesis de sideréforos conservan la misma
posicion en la cepa A. baumannii 107m y en las cepas A. baumannii ACICU, AB0057 y
17978. Solamente varia con respecto a la cepa A. baumannii ATCC 19606. En la figura
13, se pueden observar los operones que contienen los genes encargados de la
biosintesis de sideroforos y su ubicacion, resaltando los operones con recuadros de

diferentes colores en los 5 genomas de estudio
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Figura 13: Comparacién de la ubicacién de los genes necesarios para la biosintesis y transporte de sider6foros entre las cepas de A.
baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii AB0057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii ATCC 19606
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* Resultados de la comparacion genémica entre cepas de A. baumannii utilizando la herramienta Mauve. En la primera linea de arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m

seguido de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y en la dltima linea esta A. baumannii ATCC 19606. Las barras verticales indican el nivel de conservacion. Los recuadros
resaltados con diferentes colores representan la ubicacién de los genes encargados de la biosintesis y transporte de sideréforos.
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4.10 Genes codificantes de receptores de hierro

Se identificaron 13 receptores TonB distribuidos en todo el genoma de A. baumannii
107m. De estos receptores 11 fueron encontrados en las cepas de A. baumannii ACICU,
AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978. Dos receptores TonB, solamente fueron

identificados en el genoma de estudio (Anexo G).

4.11 Genes codificantes para capsula positiva

El grupo de genes identificados en A. baumannii 107m, necesarios para el ensamblaje y
polimerizacién de la capsula, se encontraron con la misma organizacién en todas las
cepas de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y ATCC19606. (Anexo Gy Figura
14)

Figura 14: Sintenia de los genes codificantes del ensamblaje y polimerizacién de la
capsula entre cepas de A. baumannii
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La posicion de los grupos de genes necesarios para el ensamblaje y polimerizacion de la
capsula conservan la misma posicion en la cepa A. baumannii 107m y en las cepas A.
baumannii ACICU, AB0057 y 17978. Solamente varia con respecto a la cepa A.

baumannii ATCC 19606. En la figura 15 se puede observar la ubicacion de este grupo de

&
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genes el cual esta resaltado con un recuadro de color rojo en todos los genomas

estudiados.

-
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Figura 15: Comparacion de la ubicacién de los genes necesarios para el ensamblaje y polimerizacion entre las cepas de A.
baumannii 107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii AB0057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii ATCC 19606
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* Resultados de la comparacién genémica entre cepas de A. baumannii utilizando la herramienta Mauve. En la primera linea de arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m

seguido de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y en la dltima linea esta A. baumannii ATCC 19606. Las barras verticales indican el nivel de conservacion. Los recuadros
resaltados con color rojo representan la ubicacion de los genes encargados del ensamblaje y polimerizacion de la capsula.
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4.12 Genes codificantes de fosfolipasas

De las 5 fosfolipasas identificadas en el genoma de A. baumannii 107m, las fosfolipasas C
y A se encontraron en todos los genomas utilizados en la comparacion, y al igual que en
la cepa de estudio se encontraron distribuidos en diferentes posiciones de los genomas.
(Anexo G)

4.13 Genes codificantes de proteinas de membrana
externa asociadas a virulencia

En el genoma de A. baumannii 107m se identificaron tres genes codificantes de OmpW
en diferentes posiciones del genoma. En los genomas de ACICU, AB0057, ATCC19606 y
ATCC 17978, también se encontraron tres copias de genes codificantes de OmpW
distribuidos en el genoma.

La OmpA (Omp38), se encontré en el genoma de A. baumannii 107m, dentro de un grupo
de tres genes. En los genomas ACICU, AB0057, ATCC 19606 se encontré la misma

organizacién que en la cepa de estudio. (Anexo G, Figura 16)

Figura 16. Sintenia del cluster de genes que contienen el gen Omp38 en cepas de
A. baumannii

1 2 3 .
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El grupo de genes que contiene el gen OmpA conservan la misma posicién en la cepa A.
baumannii 107m y en las cepas A. baumannii ACICU, AB0057 y 17978. Solamente varia
con respecto a la cepa A. baumannii ATCC 19606. En la figura 17 se puede observar la
ubicacién resaltada con un recuadro de color verde en todos los genomas de estudio, este

grupo de genes.

=
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Figura 17: Comparacion de la ubicacion de los genes que contiene el gen OmpA entre las cepas de A. baumannii 107m, A.
baumannii ACICU, A. baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii ATCC 19606
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* Resultados de la comparacion genémica entre cepas de A. baumannii utilizando la herramienta Mauve. En la primera linea de arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m

seguido de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y en la Ultima linea esta A. baumannii ATCC 19606. Las barras verticales indican el nivel de conservacion. El recuadro
resaltado con color verde representa la ubicacion del cluster de genes donde se encuentra el gen OmpA (Omp38)
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Finalmente al realizar el andlisis de cada uno de los genes en cuanto al porcentaje de
identidad de los nucleétidos frente a las otras cepas, se encontrdé que en general los
genes comparten entre 95 y 100% de identidad con un cubrimiento del 100%, lo que
indica que estos genes son muy similares entre las diferentes especies de A. baumannii.

Sin embargo, al comparar la secuencia del gen pilA, que hace parte del sistema de pili
tipo IV identificado en la cepa A. baumannii 107m, se encontré una variacion en la
longitud de la secuencia de este gen con respecto a las secuencia del mismo gen en las
cepas de A. baumannii [(ACICU, AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978) (Tabla 17)], esta
secuencia comparte una identidad del 97% con un cubrimiento del 19%, es decir que so6lo
se comparte una fraccion de la secuencia con las demas cepas de estudio y la otra parte
de la secuencia es especifica para A. baumannii 107m (Figura 18 )

Tabla 17: Tamafio del gen pilA encontrado en las cepas de A. baumannii 107m, A.
baumannii ACICU, A. baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii

ATCC 19606
Gen pila

Cepas 107m ACICU ABO0O057 ATCC 19606 ATCC 17978

Identificacion
gen ABIBUN 17073 | ACICU 03380 | AB57 3634 | HMPREF0010 02528 Al1S 3177
Longitud de la
secuencia
gen pilA 486 438 474 477 465

Figura 18: Alineamiento de secuencias de gen pilA de las cepas de A. baumannii
107m, A. baumannii ACICU, A. baumannii AB0057, A. baumannii ATCC 17978y A.
baumannii ATCC 19606

T R R TR [ T R U R R EEEE R R RN T NN R TR U [N prerr ey

500

380 350 400 410 420 430 440 450 460 470 480 450

'HeRGCGR C TTGEeey:)
e CTTR T
e TTT G T
e CTTR T

LG CL{eery)
También se encontrdé que el tamafio de la secuencia del gen Omp38 identificado en la
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cepa A. baumannii 107m, varia con respecto a la secuencias de los genomas de A.
baumannii (ACICU, AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978) compartiendo una identidad
del 88% con un cubrimiento del 99% (Tabla 18)
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Tabla 18: Tamafio del gen OmpA encontrado en las cepas de A. baumannii 107m, A.
baumannii ACICU, A. baumannii ABO057, A. baumannii ATCC 17978 y A. baumaniii

ATCC 19606
Gen omp38
Cepas 107m ACICU ABO0057 ATCC 19606 ATCC 17978
Identificacion
gen ABIBUN 15643 | ACICU 03089 | AB57 3344 | HMPREF0010 02782 Al1S 2840
Longitud de
la secuencia
gen omp38 1029 1071 1062 1071 1041

Los resultados de la comparacion usando WebACT vy la visualizacion de los mismos, por
medio del ACT (Carver et al., 2005), permiten evidenciar que hay una alta similaridad en

la organizaciéon gendmica entre los genomas, lo que se refleja por las barras de color rojo.

Estas barras cuando se sefalan, se colocan de color amarillo resaltando la conservacion

de determinado grupo de genes.

A continuacién se muestran algunos de los resultados de las imagenes obtenidas a través

del WebACT, se presentan por los grupos de genes asociados a virulencia en A.

baumannii 107m, para tener una mejor visualizacién de los mismos.

Figura 19: Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes de sistema de pili tipo IV
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*se compararon 5 genomas. De arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m seguido de A. baumannii ACICU,
ABO0057, ATCC 17978 y en la ultima linea esta A. baumannii ATCC 19606 reflejando una inversiéon que se explica porque
los genes de esta cepa estan transcritos en sentido inverso.
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Figura 20: Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes del sistema de
pili tipo |
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*se compararon 5 genomas. De arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m seguido de A. baumannii ACICU,
AB0057, ATCC 17978 y en la (ltima linea esta A. baumannii ATCC 19606 reflejando una inversiéon que se explica porque
los genes de esta cepa estan transcritos en sentido inverso

Figura 21: Mapa de sintenia del grupo de genes putativos codificantes del
sideréforo putativo y del grupo de genes codificantes de proteinas encargadas de la
biosintesis del sideré6foro acinetobactin
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*Se compararon 5 genomas. De arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m seguido de A. baumannii ACICU,
ABO0057, ATCC 17978 y en la tltima linea esta A. baumannii ATCC 19606 reflejando una inversion que se explica porque

los genes de esta cepa estan transcritos en sentido inverso. a) Grupo de genes putativos codificantes del sideréforo putativo
b) Grupo de genes codificantes del sideréforo acinetobactin

Figura 22. Mapa de sintenia del grupo de genes codificantes de capsula
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*Se compararon 5 genomas, de arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m seguido de A. baumannii ACICU,

AB0057, ATCC 17978 y en la Ultima linea esta A. baumannii ATCC 19606 reflejando una inversiéon que se explica porque
los genes de esta cepa estan transcritos en sentido inverso
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Figura 23: Mapa de sintenia del grupo de genes situados alrededor del gen Omp38
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*se compararon 5 genomas. De arriba hacia abajo, se encuentra A. baumannii 107m seguido de A. baumannii ACICU,

AB0057, ATCC 17978 y en la dltima linea esta A. baumannii ATCC 19606 reflejando una inversién que se explica porque
los genes de esta cepa estan transcritos en sentido inverso.

Es importante mencionar que a pesar de que los genes de la cepa de A. baumannii ATCC
19606 estan transcritos en sentido inversos, estos conservan el mismo orden de los

grupos de genes presentada en la cepa A. baumannii 107m y en las demas cepas de
estudio.
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5. Capitulo 5: Analisis y discusion de

resultados

PRIMER OBJETIVO: Identificacion genes codificantes de factores de virulencia en

A. baumannii 107m

En el estudio del infectoma de A. baumannii 107m, se identificaron en total 113 genes
codificantes para proteinas asociadas con virulencia, a continuaciéon se presentara el

respectivo andlisis de cada uno de los genes encontrados:

5.1 Genes codificantes de sistemas de adherencia y

motilidad

Se identificaron 30 genes del sistema de pili tipo IV, los cuales han sido previamente
descritos en Pseudomonas aeruginosa (Mattick, 2002; Burrows, 2012). Estos genes se
encontraron organizados en 7 grupos distribuidos en diferentes posiciones del genoma.
Un primer grupo compuesto por los genes pilR y pilS (un sistema de dos componentes),
implicados en la regulacion transcripcional del gen pilA (mayor subunidad de pilina) y
encargados de controlar la expresion o actividad del sistema. (Burrows et al., 2012). Un

segundo grupo, compuesto por los genes pilD, pilC y pilB, implicados en el ensamblaje del
pili.

En A. baumannii 107m se evidenciaron los genes pilC y un gen pilY1, cada uno asociado
con diferentes grupos de genes, los cuales podrian tener una funcién similar a la descrita

previamente para otras especies bacterianas. (Mattick, 2002).

Un tercer grupo de genes identificado en A. baumannii 107m, estd compuesto por los

genes pilU y pilT, el gen pilU, se encuentra corriente abajo del gen pilT, son necesarios

.
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para el ensamblaje, desensamblaje, degradacién y retraccion del pili. (Mattick, 2002;
Burrows et al., 2012)

Un cuarto grupo de genes identificado en la cepa en estudio, lo constituyen un complejo
de genes chpA, pilJ, I, H y G los cuales también estdn implicados en la regulacion
transcripcional de este complejo (Mattick, 2002).

Un quinto grupo de genes encontrados en A. baumannii 107m son los pil (E, Y1/pilC, X,
W, V y fimU) involucrados en la biogénesis y funcion mecénica del pili. (Mattick, 2002;
Eijkelkamp et al., 2011; Peleg et al., 2012) y un sexto grupo identificado en esta cepa
esta constituido por los genes HofO, pilP, pilO, pilN y pilM, descritos previamente para la
cepa A. baumannii ATCC 17978 y para la cepa P. aeruginosa, se requieren para el

ensamblaje, motilidad por contraccion. (Mattick, 2002; Eijkelkamp et al., 2011)

Se identificaron en A. baumannii 107m dos genes: comEA (una proteina transmembranal
cuya funcién es unirse al ADN externo) y comEC (un transportador de ADN) en el
genoma. Estos genes, segun analisis gendmicos realizados por Smith y cols (2007) en
una cepa de A. baumannii, son homoélogos a los genes comP y comA de los cuales
carece, pero gue compensa con otros de igual importancia como pilQ, comE, pilF, comEA
y comEC, que cumplen un rol vital en la captacién del ADN. La presencia de estos
genes puede explicar la gran cantidad ADN exdgeno que se encuentra generalmente en

el cromosoma de A. baumannii incluyendo la cepa de A. baumannii 107m.

Los genes pilA, comL, pilZ, fimA, comEA y comEC se encontraron individualmente
distribuidos en el genoma de A. baumannii 107m. La organizacion y orientacion de los

genes que conforman el sistema de pili tipi IV se pueden observar en la Figura 24
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Figura 24: Grupo de genes que conforman el sistema de pili tipo IV en A. baumannii

107m.
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La presencia de estos genes codificantes para pili tipo IV, le permiten a la bacteria A.
baumannii 107m tener una motilidad por contracciéon y una adherencia a una variedad de
superficies, incluyendo superficies inertes, otras células bacterianas y células eucariotas,
como un primer paso en la colonizacion de la superficie y contacto intimo a través de la

E
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retraccion del pili. Por otro, lado la presencia de estos genes tiene un papel importante en

la habilidad de la bacteria para formar biofilm.

En el genoma de A. baumannii 107m se encontré el gen filF, que forma parte de un
sistema pili tipo Il descritos en Burkholderia cepacia, asociado con procesos de
adhesion a superficies (Marti et al., 2011).

Finalmente en el genoma de A baumannii 107m se identificaron dos operones que hacen
parte del sistema de pili tipo I: el operon pap compuesto por 4 genes y el operdn csu
compuesto por 6 genes (Figura 25). Este tipo de pili, esta constituido por un sistema de
ensamblaje de proteinas chaperonas periplasmicas y proteinas de membrana externa.
(Marti et al., 2011)

Figura 25: Grupo de genes que conforman el sistema de pili tipo | en A. baumannii
107m (operdn csuy operon pap)
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El andlisis de los resultados muestra que la presencia de genes que participan en la
construccion de mudltiples sistemas de pili, requeridos para la adhesion bacteriana,

podrian contribuir a la persistencia de A. baumannii 107m en los ambientes hospitalarios.
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5.2 Genes codificantes encargados de la biosintesis de

Sider6foros

En el genoma de A. baumannii 107m de igual manera como lo reportado por Mihara y
cols (2004) y Peleg y cols (2012) para la cepa A. baumannii ATCC 19606" por Eijkelkamp
y cols (2011) para las cepas ACICU, AYE, AB0057, se identifico el grupo de genes que
conforman el sistema de biosintesis del sider6foro de acinetobactin. Este grupo consta
de 18 genes (bas ABCDEFGHIJ; bau ABCDEF; bar A y bar B) que contribuyen en la

biosiontesis del sideréforo acinteobactin.

La organizacion genética de este grupo de genes se identifico en el siguiente orden:
basJ, basl, basH, barA, barB, basG, basF, basg, basD, basC, bauA, bauB, bauE, bauC,
bauD , basB, basA y bauF todos ellos encargados de la produccion, transporte y
secrecion de este siderorofo. (Figura 26)

Figura 26: Organizacién del grupo de genes que contribuyen en la biosintesis del
siderdforo acinetobactin en el genoma de A. baumannii 107m.
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Ademas del grupo de los 18 genes identificados en el genoma de A. baumannii 107m, se
encontré una secuencia corta de 156 pb, ubicada entre los genes barA y basG. Esta
secuencia codifica para una proteina hipotética denominada ABIBUN_13536 vy
corresponde a una de las secuencias adicionales reportadas en el grupo de acinetobactin
de las cepas A. baumannii ABO057 (AB57_2807) y ACICU (ACICU_02575). (Penwell et
al., 2012)
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El gen entA, que codifica para una enzima 2,3-dihidro-2 ,3-dihidroxi-benzoato
dehidrogenasa, esencial para la completa biosintesis del sideroforo acinetobactin; se
encontré en el genoma de A. baumannii 107m localizado dentro de otro grupo de genes
diferente al grupo de genes que conforman el sistema de biosintesis de acinetobactin.
Este gen se encuentra corriente arriba de un grupo de 5 genes modE modA- modB-modC
los cuales codifican para un sistema putativo de transporte de molibdeno y corriente
abajo, por el gen entB como lo reportado en la cepa A. baumannii ATCC 19606" (Peleg et
al., 2012) (Figura 27).

Figura 27. Organizacion genética del grupo de genes que contienen el gen entA en
el genoma de A. baumannii 107m.
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Se encuentra también que la ubicacién del gen entA se localiza fuera del locus principal
implicado en la biosintesis, transporte y secrecidon de acinetobactin y es similar a la
disposicién de los genes necesarios para la biosintesis del sider6rofo de anguibactin
reportado para la especie del patdégeno de peces Vibrio anguillarum 775. (Di Lorenzo et
al., 2003)

Penweell y cols (2012) reportan que a pesar que la cepa A. baumannii AYE posee los
genes codificantes para la biosintesis del sideroforo acinetobactin, el gen entA es un
mutante natural incapaz de producir &cido-2,3-dihidroxibenzoico (DHBA) y acinetobactin.
Se podria concluir que aungque el genoma en estudio posea estos genes no se garantiza

su expresion activa hasta que se pueda corroborar funcionalmente.
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En la busqueda de genes codificantes para sideréforos en el genoma de estudio se
encontré un segundo grupo de genes putativos con una actividad en la biosintesis del
sideréforo. En la cepa A. baumannii 107m, se evidencié un grupo de 8 genes (Ver tabla
9) asociado en la biosintesis de sider6foro. Dentro de este grupo se encontré genes que
codifican para proteinas de una bomba de eflujo MFS (ABIBUN_09010) y un receptor de
hierro (ABIBUN_09035). Se ha reportado que este grupo de genes es conservado entre
las cepas de A. baumannii. (Eijkelkamp et al., 2011; Peleg et al., 2012).

La organizacion genomica del grupo de genes en A. baumannii 107m se encuentra en la

Figura 28.

Figura 28: Organizacién del grupo de genes putativos que conforman el sideré6foro
putativo en el genoma de A. baumannii 107m.
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Otros genes identificados dentro del genoma A. baumannii 107m, asociados a la toma de
hierro (ver anexo G) fueron el gen codificante para el receptor de sideréforo fepA, un
receptor de enterobactina y colicina y genes codificantes del sideréforo bacteriferritin (bfr),
un almacenador de hierro. (Marti et al., 2011). También se encontraron 10 genes
putativos para receptores de hierro y tres grupos de sistemas de traslocacion de
sideroforos férricos (TonB EXBb-EXBD) encargados del transporte de los sideréforos
desde el espacio extracelular al citoplasma y de la permeabilidad especifica de la

envoltura celular. (Eijkelkamp et al., 2011).
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5.3 Genes codificantes para capsula, fosfolipasas vy

proteinas de membrana externa asociadas a virulencia

En el genoma de A. baumannii 107m se encontraron genes como el ptk, que codifica una
proteina putativa tirosina quinasa y el gen epsA que codifica para una proteina de
membrana externa, exportadora de lipopolisacaridos. En A. baumannii 107m, estos genes
se encontraron organizados en un grupo de 6 genes (epsA, ptp, ptk, fkpA, fkpA-fkpB vy
MviN). (Figura 29)

Figura 29: Organizacién de genes que contribuyen en la polimerizacion vy
ensamblaje de la capsula en A. baumannii 107m.
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Russo et al., 2010 y Di Nocera et al., 2011, han descrito estos mismos genes (epsA, ptp
y ptk) en cepas A. baumannii AICICU, AYE, AB0057 y 307-0294. La identificacién de
estos genes en la cepa de estudio podria constituir una posible explicacion de la

resistencia de esta bacteria ante los mecanismos de defensa del hospedero.

Las fosfolipasas son importantes como factores de virulencia. En A. baumannii se han
reportado 2 copias de fosfolipasa C (PC_PLC), las cuales fueron identificadas en la cepa
A. baumannii 107m. Estos genes se encontraron distribuidos en el genoma al igual que
en otras cepas de A. baumannii sin embargo, ain no hay suficiente evidencia de la

actividad hemolitica de las dos copias de fosfolipasa C. (Vallenet et al., 2008)

=]
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También se identificaron en el genoma de A. baumannii 107m 2 copias de fosfolipasa D y
una copia de fosfolipasa A las cuales, en estudios previos, han sido descritas como uno
de los mayores factores de virulencia en otras especies. (McKean et al., 2007; Vallenet et
al., 2008).

Se identifico el operdn que contiene el gen codificante para una proteina de membrana
externa Omp38 en A. baumannii 107m con la misma organizacion reportada segin Gady
y cols (2009) para la especie A. baumannii ATCC 19606. La presencia de este gen en la
cepa de estudio podria darle la capacidad de inducir apoptosis de las células epiteliales
actuando como un potencial factor de virulencia en las etapas tempranas de la infeccion
(Chai et al., 2005).

Se encontraron 3 genes OmpW distribuidos en diferentes posiciones en el genoma de A.
baumannii 107m. Estos genes codifican para proteinas de membrana externa y estan

asociados a la virulencia en cepas A. baumannii.

Los genes identificados en A. baumannii 107m relacionados con el infectoma, pueden
conferirle una posible capacidad virulenta que en pacientes criticos inmunosuprimidos,
gquemados o0 que se encuentren en unidades de cuidados intensivos (UCI) puede causar
infeccion que serd dificil de tratar por la multirresistencia que presenta a los diferentes

grupos de antibidticos.

SEGUNDO OBJETIVO: Proteinas de membrana externa

El analisis de las tres replicas en electroforesis bidimensional indican que se detectan

alrededor de 73 spots de forma reproducible.

Bajo las condiciones en las que se realizé el ensayo, se observaron mas proteinas de
caracter acido, encontrandose en puntos isoeléctricos (pl) entre 4 y 6 y masas
moleculares entre 80 y 40 kDa. La mayor cantidad de spots se evidencia con masas

moleculares altas y puntos isoeléctricos cercanos a 5. Estos resultados concuerdan con
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lo establecido en la literatura para la especie Acinetobacter baumannii (Siroy et al., 2006;
Vashist et al., 2009; Soares et al., 2009)

De las proteinas expresadas con una mayor intensidad, detectadas en la electroforesis
bidimensional e identificadas por MALDI TOF-TOF, 2 estan asociadas con la captacion
hierro (Ton B) y 2 han sido involucradas en la proteccién de la bacteria frente a diferentes
condiciones de estrés ambiental (OmpW).

En A. baumannii 107m se identificé una proteina, que se expreso en las dos cepas con la
misma intensidad y que ha sido involucrada con apoptosis celular (Omp38)

En la comparacion de las proteinas de membrana externa entre las cepas de A.
baumannii (A. baumannii 107m y A. baumannii ATCC 19606) se evidencié gran similitud
como se esperaria de aislamientos pertenecientes a la misma especie, sin embargo,
algunas proteinas de A. baumannii 107m gque se expresaron Unicamente en esta cepa o
tuvieron una expresion con mayor intensidad respecto a la cepa A. baumannii ATCC

19606 fueron las siguientes:

5.4 Receptores TonB

La secuencia de aminoacidos (aa) de la proteina identificada en este estudio como 6801
del proteoma de A. baumannii 107m, correspondid, en el genoma anotado de esta cepa, a
un gen que codifica para una proteina de membrana externa receptora de hierro
denominada ferric aerobactin receptor precursor (Cloacin receptor) compuesta de 772
aminoacidos. EIl tamafio del gen codificante de esta proteina es de 2319 pares de bases
y al realizar un blast con la secuencia aminoacidos y un blast con la secuencia de
nucleotidos frente a los genomas de esta especie reportados en la base de datos, se

obtiene un porcentaje del 99% identidad con un cubrimiento del 100%.

El gen codificante de esta proteina hace parte de un grupo de 8 genes putativos con
actividad en la biosintesis del sideréforo y se encuentra en el conting 5 del genoma
anotado de A. baumannii 107m. (Tabla 9). Este grupo de genes ha sido previamente

descrito en A. baumannii 17978 por Eijkelkamp y cols, 2011, quienes reportan que los
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receptores que se expresan en la superficie de la membrana externa bacteriana, juegan
un papel crucial en el reconocimiento de sideréforos de hierro y por lo tanto en la

absorciéon del mismo.

El spot identificado como 6802 en el proteoma de A. baumannii 107m, correspondio en el
genoma anotado de esta cepa, a un gen que codifica la misma proteina de membrana
externa receptora de hierro, denominada ferric aerobactin receptor precursor (Cloacin
receptor) compuesta de 772 aminoacidos. (Tabla 9). El tamafio del gen codificante de
esta proteina es de 2319 pares de bases y al realizar un blast con la secuencia de
amino&cidos y un blast con la secuencia de nucleétidos con los genomas de esta especie
reportados en la base de datos, se obtiene un porcentaje del 99% identidad con un

cubrimiento del 100%.

Sin embargo, esta secuencia de aminoacidos (6802) varia en 4 aminoacidos con
respecto a la secuencia anotada en el genoma de A. baumannii 107m.  El primer
aminoacido diferente se encuentra ubicado en la posicion 14, cambia una serina (S) por
alanina (A); el segundo aminoacido se ubica en la posicion 90, cambia una glutamina (Q)
por una lisina (K); el tercer aminoacido se ubica en la posicion 212, cambia una serina (S)
por una glicina (G) y el cuarto aminoacido se ubica en la posicion 315, cambia una
treonina (T) por una isoleucina (l). Estas sustituciones de aminoacidos debido a unas
mutaciones puntuales del gen, pudieron originar cambios en la secuencia de amino&cidos
confiriéndole una ventaja adaptativa en la posible capacidad virulenta de esta cepa (Cain
et al., 2013).

Por otro lado en los resultados de electroforesis bidimensional (Figura 3) se evidencia una
diferencia minima entre estas dos proteinas respecto a su punto isoeléctrico lo que indica
la presencia de una isoforma de TonB (Tabla 15), que podria conferirle una ventaja en la
captacién y competencia por el poco hierro que deja libre el hospedero presente en
compuestos como la ferritina, transferrina o la lactoferrina, lo cual le proporcionaria la
posibilidad de utilizar diferentes fuentes de hierro y mejorar su capacidad para colonizar,

satisfacer sus requerimientos nutricionales y tener una funcién biolégica importante en el
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establecimiento de bacteremias y otras infecciones contribuyendo a la posible virulencia
de esta cepa (Braun & Hantke, 2011; McConnell et al., 2012).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se expresaron dos proteinas de unién al hierro
(TonB), unicamente en A. baumannii 107m en comparacion con A. baumannii ATCC
19606. A pesar que las dos cepas fueron cultivadas en un medio Luria Bertani (LB) sin
ninguna modificacion, los resultados, se podria atribuir a la adaptacion que tuvieron las
bacterias a las diferentes condiciones de las que fueron aisladas (A. baumannii 107m de
un paciente con bacteremia y A. baumanniii ATCC 19606 adquirida del laboratorio del
IBUN), ademas, de los antecedentes nutricionales, que en el caso de A. baumannii 107m
al estar en condiciones limitantes de hierro, nutriente esencial, los receptores TonB se
expresaron, cumpliendo un rol importante en la supervivencia y colonizacion exitosa de A.
baumannii 107m bajo las condiciones impuestas por el huésped en el momento de la
infeccion. Por esta razdn podria ser posible que estas proteinas (TonB) se encuentren en

el extracto de membrana externa de este aislamiento.

Estos resultados de la cepa de A. baumannii 107m, son consistentes con los publicados
por Siroy y cols (2006), quienes identificaron una proteina TonB-dependent siderophore
receptor que se expresaba Unicamente en la cepa A. baumannii resistente (Cepa aislada
de dos pacientes que se encontraban en cuidados intensivos) pero no en la cepa A.
baumannii ATCC 19606. (Cepa de referencia obtenida de la coleccién del Instituto

Pasteur, Paris).
5.5 0mpW

En el perfil protedmico de A. baumannii 107m dos de las proteinas de membrana externa,
gue tuvieron una expresion diferencial con respecto a A. baumannii ATCC 19606, fueron

identificadas como OmpW enumeradas como 4103 y 4902. (Figura 4a).

El spot identificado como 4103 correspondié a una proteina de membrana externa (Outer
membrane protein W) compuesta por 193 aminoacidos que se encuentra codificada por

un gen que contiene 582 pares de bases, al realizar un blast con la secuencia de
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aminoacidos y la secuencia de nucledtidos con los genomas de esta especie reportados
en la base de datos, se obtienen porcentajes entre el 98 y 99 % de identidad con un
cubrimiento del 100%. EIl gen que codifica para esta proteina se encuentra en el conting
12 del genoma anotado de A. baumannii 107m. Este spot tuvo mayor intensidad en A.
baumannii 107m en comparacion con la cepa ATCC 19606. Esta proteina ha sido
asociada a la proteccion de la bacteria frente a varias condiciones de estrés ambiental
tales como: salinidad, temperatura, disponibilidad de nutrientes y de oxigeno. (McClean,
2012).

El spot 4902 solamente se expresé en el genoma de A. baumannii 107m y fue identificado
por espectrometria de masas como una “outer membrane protein W”. Esta proteinas esta
compuesta por 193 aa, esta codificada por un gen contiene 582 pares de bases y al
realizar un blast con la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucle6tidos con los
genomas de esta especie reportados en la base de datos, se obtienen porcentajes entre
el 98 y 99 % identidad con un cubrimiento del 100%.

Esta proteina corresponde en el genoma anotado de A. baumannii 107m a un gen que
codifica para la misma proteina identificada para el spot 4103. Sin embargo, se evidencia
una variacion notoria en cuanto a la masa molecular (kDa) (Figura 3a), que podria
explicarse posiblemente por la fase de crecimiento a partir del cual se hizo el estudio
protedmico (fase tardia exponencial). Estudios realizados por Soares y cols. (2010) sobre
los cambios del proteoma, segun las fases de crecimiento en una cepa A. baumannii bajo
estrés oxidativo, demostraron que la presencia de isoformas, con variacion en su masa
molecular, depende de la fase de crecimiento en la que se encuentren las cepas. En el
caso de A. baumannii 107m a pesar que no estuvo bajo ningun estrés, las proteinas si
fueron extraidas después de 8 horas de crecimiento cuando su densidad 6ptica alcanzé
los 0.8 nm, fase en la cual posiblemente ya habia un estrés debido al agotamiento de

recursos y a la acumulacion de compuestos téxicos (Madigan et al., 2006)

Por otro lado, esta diferencia en la masa molecular puede deberse a una modificacion

postraduccional producida por protedlisis. (Morales & Gallo, 2006; Cain et al., 2013)
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Resultados similares fueron obtenidos en un estudio de proteinas de membrana externa
para esta misma especie realizados por Vashist y cols (2009) quienes identificaron, en
una cepa de A. baumannii resistente a betalactamicos;-obtenida por el Departamento de
Microbiologia, del Instituto de India de Ciencias Médicas, (Nueva Delhi), dos isoformas de
la proteina OmpW con una variacion significativa en la masa molecular (66 kDa, y 20
kDa). Estas proteinas presentaron una mayor expresion con respecto a la cepa sensible
ATCC 19606. En otros estudios protedmicos en cepas de A. baumannii multi-rresitentes,
realizados por Soares y cols (2009) y Siroy y cols (2006) solo se han identificado
isoformas de OmpW con masas moleculares entre 19 y 20 KDa y puntos isoeléctricos de
5.1.

La expresion de OmpW en A. baumannii 107m posiblemente desempefia un papel
protector durante la invasién al huésped confiriéndole una capacidad virulenta evitando la
fagocitosis por los macréfagos y promoviendo la proliferacion bacteriana y persistencia,

que conduce a su propagacion y al establecimiento de la enfermedad infecciosa.

Otros spots identificados que tuvieron una expresion diferencial en A. baumannii 107m
con respecto a A. baumannii ATCC 19606 correspondieron a una putative outer
membrane protein, (spot 2204) y una hypothetical protein ACICU_00960, (spot 3402)
(Figurada). En el genoma anotado de A. baumannii 107m el spot 2204 correspondi6 a un
gen que contiene 1701 pares de bases y que codifica para una proteina Omp25
compuesta por 255 aa encontrada en el conting 83_A_N_10. Al realizar un blast con la
secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos frente a los genomas de esta
especie reportados en la base de datos, se obtiene un porcentaje del 99% identidad con

un cubrimiento del 100%.

En el caso del spot 3402 (Figura 4a), este correspondio a un gen que contiene 1443 pares
de bases y que codifica para una proteina hypothetical protein compuesta por 480
aminoacidos y que se encuentra localizado en el conting 28. Al realizar un blast con la
secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos frente a los genomas de esta
especie reportados en la base de datos, se obtiene un porcentaje del 98% y 100% con un
cubrimiento del 100%. Estas proteinas no han sido estudiadas y por ende no se pueden

asociar como posibles factores de virulencia en la cepa de A. baumannii 107m
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En el perfil proteédmico de A. baumannii 107m se identific6 una proteina que se expreso
bajo la misma intensidad en las dos cepas de estudio (A. baumannii 107m y ATCC19606).
EL spot identificado 5404 (Figura 4a) en el proteoma de A. baumannii 107m,
correspondié en el genoma anotado de esta cepa a un gen que codifica para una putativa
outer membrane protein Omp38, partial, compuesta de 342 aminoacidos cuyo gen
contiene 1029 pares de bases. Al realizar un blast con la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos frente a los genomas de esta especie reportados en la base de
datos, se obtiene un porcentaje entre el 88 y 90% con un cubrimiento del 99%. Este gen
codificante de la proteina Omp38 esta ubicado en el conting 15 del genoma anotado de
A. baumannii 107m. Resultados similares han sido reportados por Vashist y cols (2009)
para la cepa resistente de A. baumannii RS 307 [(colectada por el Departamento de
Microbiologia, del Instituto de India de Ciencias Médicas, (Nueva Delhi))] y para la cepa
ATCC 19606.

La expresién de la proteina Omp38 en las dos cepas de estudio A. baumannii se relaciona
con el hecho de que esta proteina, pertenece a la familia de la OmpA, la cual es la mas
abundante en las membranas externas de A. baumannii y funciona principalmente como
una porina en la membrana externa. Sin embargo, en cepas de A. baumannii se ha
asociado como un importante factor de virulencia que induce apoptosis en las células
epiteliales en las primeras etapas de la infeccion (Choi et al., 2005) y se ha reportado que
la OmpA juega un papel importante en la formacién de biofilm sobre superficies de
plastico y es absolutamente necesaria para la fijacién a las células epiteliales (Gaddy et
al., 2009)

La expresion de la proteina Omp38 en la cepa A. baumannii 107m contribuye a su posible
patogenicidad, en el mecanismo de adherencia a superficies abidticas como los catéteres
y formacién de biofilm, asi como en la fijacion a células epiteliales en el momento en que

se inicia la infeccion.

Por otro lado, en A. baumannii ATCC 19606 se ideintifico el spot 5503-1 (Figura 4b) el

cual tuvo una expresion diferencial con respecto a A. baumannii 107m y fue identificado
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como una proteina “Outer membrane protein A” compuesta de 337 aminoacidos, y un
peso aproximado de 36 kDa. Esta proteina al ser una porina tiene altos niveles de
expresion (Koebnik et al., 2000), en especial en las cepas sensibles a los diferentes
grupos de antibidticos. A diferencia en la cepa A. baumannii 107m esta proteina tuvo un
nivel menor de intesidad lo que se puede relacionar con la multirresistencia de estas

cepas de A. baumannii a B-lactamicos, particularmente a imipenem (Siroy et al., 2006)

Finalmente, al comparar los datos obtenidos con los reportados por estudios proted6micos
para estas cepas se encontré que, las proteinas OmpW y Omp38 que fueron identificadas
por MALDI TOF-TOF en A. baumannii 107m coinciden con dos de las proteinas
reportadas por Soares y cols (2009), en un estudio de proteinas de una cepa de
referencia de A. baumannii ATCC 17978

Los resultados obtenidos del proteoma de membrana externa de A. baumannii 107m
coinciden con los reportados en otros estudios (Vashist et al., 2009; Siroy et al., 2006;
Soares et al., 2009; Soares et al., 2010) asociadas con factores de virulencia, resaltando
que estas mismas proteinas también estan presentes en los proteomas de membrana de

bacterias de esta misma especie.

Analisis tercer objetivo

En general la mayoria de genes asociados a factores de virulencia identificados en A.
baumannii 107m, estan presentes en las cepas de A baumannii ACICU, AB0057, ATCC
19606 y ATCC 17978 y el porcentaje obtenido de identidad oscila entre el 98 y 99%

Los resultados obtenidos utilizando WebACT, reflejan que los grupos de genes
codificantes para factores de virulencia identificados en A. baumannii 107m, comparados
con los genomas de A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978,
presentan la misma organizacion. Esto demuestra una conservacion de estos grupos de
genes, no obstante su variada procedencia (sangre, heridas, orina, liquido
cefalorraquideo, meningitis), las diferentes areas geograficas de donde provenian y su

fenotipo de resistencia.
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5.6 Comparacion de genes codificantes de pili tipo Iy IV

Se present6 un alto grado de sintenia entre de los grupos de genes codificantes para la
formacion de pili | y IV [ tipo | (operdn pap compuesto por 4 genes, operdn csu compuesto
por 6 genes) y tipo IV (compuesto por 29 genes) (Anexo G)], presentes en A. baumannii
107m y los genomas de A. baumannii ACICU, AB0O057, ATCC 19606 y ATCC 17978.
(Figuras 6, 7 y 8). Esto contribuye en la adherencia y en la formacion de biofilm en
superficies, de dispositivos médicos de plastico como ventiladores mecanicos, catéteres
o que podria contribuir a la persistencia de estas bacterias en los hospitales. (Tomaras et
al., 2003; Marti et al., 2011; Peleg et al., 2012). Sin embargo se encontraron algunas
variaciones, tres de los genes pil identificados en la cepa 107m pilX (putative type IV
fimbrial biogenesis protein), pilV (type IV fimbrial biogenesis protein) y pilT (putative type
IV fimbrial biogenesis protein), e identificados en ACICU, AB0057, ATCC 19606, y que
han sido reportados ser genes indispensables en la participacion de la adhesion, no se
encontraron en la cepa de ATCC 17978. (Antunes et al., 2011).

Respecto al gen pilA, la secuencia de este gen es diferente para cada cepa de A.
baumannii, esto se corroboré al realizar un alineamiento (Blast) cuyo resultado indica que
la secuencia del gen pilA, no es similar a la que presentan los otros genes pilA de los
genomas de A. baumannii ACICU, AYE, AB0057 y ATCC 19606.(Tabla 17, Figura 18)

Esta variacién en la secuencia y la longitud del gen pilA entre las diferentes cepas de A.
baumannii, se podria explicar porque el gen pilA o pilina al ser importante para la
captacion de DNA y transformacion natural, puede variar en los diferentes patégenos por
la presion de la seleccién de pili especificos de bacteriéfagos o por la necesidad de

adaptacion a diferentes ambientes. (Graupner & Wackernagel, 2001; Mattick, 2002).

Por otro lado, otros genes encontrados en el genoma de A. baumannii 107m y en los

genomas utilizados en la comparacién, fueron el filF y N-acyl-L-homoserine lactone
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synthetase, asociados a la formacién de biofilm. La presencia de estos genes le dan la
capacidad a las cepas de A. baumannii de sobrevivir en superficies secas por largos
periodos de tiempo, momento en el que podran fijarse y persistir en las superficies
abioticas, asi como también contribuir en la resistencia a la respuesta inmune del huésped
y a los diferentes ambientes en los que se pueden desarrollar. (Sahl et al., 2013; Vallenet
et al., 2008)

5.7 Comparacion de genes codificantes de sideroforos

En A. baumannii 107m vy las cepas de A. baumannii ACICU, ABO057 y ATCC 19606 se
encontraron conservados los dos grupos de genes codificantes de proteinas encargadas
de la biosintesis y utilizaciébn de sider6foros (grupo 1y 2) vy el grupo en el que se
encuentra el gen entA necesario para la completa biosintesis del sider6foro acinetobactin
(grupo 2) (AnexoG). El primer grupo conformado por 8 genes putativos, encargados de la
biosintesis de un sideréforo putativo parece ser que se encuentra Unicamente en especies
de A. baumannii, muy conservado entre estas especies. (Peleg et al., 2012; Sahl et al.,
2013). (Figura 12)

El segundo grupo de genes, encargados de la biosintesis del sider6foro acinetobactin se
encontré en el genoma de A. baumannii 107m compuesto por 18 genes con la misma
organizacion gendémica en las especies de A. baumannii utilizadas en este estudio.
(Figura 10)

Estos resultados pueden indicar una ventaja adaptativa para la cepa A. baumannii 107m
lo que contribuiria en la posible patogénesis en el proceso de invasion y persistencia
intracelular en el momento de infeccién, indicando que la adquisicion de hierro mediada
por este sider6foro es un importante factor de virulencia en las especies de A. baumannii,

que podria ser utilizado como un objetivo para fines terapéuticos.

Se encontraron algunas variaciones en la organizacibn genomica de los genes

encargados de la biosintesis del sider6foro de acinetobactin entre la cepa A. baumannii
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107m y la cepa ATCC 17978. El grupo de genes en el que se encuentra el gen entA y
gue es necesario para la completa biosintesis del sider6foro acinetobactin, no se encontré
presente en el genoma A. baumannii ATCC 17978. (Figura 11). Estos resultados ya han
sido reportados en Penwell y cols (2012), en un estudio sobre la localizacion del gen entA
en el genoma de Acinetobacter baumannii ATCC 19606. En este trabajo informan que el
genoma de A. baumannii ATCC 17978, presenta un grupo de genes adicional (A1S_2562
a A1S_2581) posiblemente involucrados en la biosintesis y utilizacién del sideréforo.

En el genoma de A. baumannii 107m, también se identificaron 13 genes que codifican
para receptores TonB, 2 de los cuales no se encontraron en las cepas de A. baumannii
ACICU, AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978. (Anexo G). Estos dos receptores
identificados como ABIBUN_09880 y ABIBUN_09885 podrian darle una posible ventaja
adaptativa a la cepa de A. baumannii 107m en el momento de captacién del poco hierro

libre en el establecimiento y colonizacién del hospedero.

5.8 Comparacion de genes codificantes de proteinas de
membrana externa y de genes codificantes para el

ensamblaje y polimerizacion de la capsula

En el genoma de A. baumannii 107m, se encontrd un solo gen codificante de la proteina
OmpA (Omp38). Este gen ompA es comln en las especies de A. baumannii
compartiendo entre un 85y 88% identidad con un cubrimiento del 99% en la secuencia
de nucleétidos. También comparten la misma organizacién genética con las cepas de A.
baumannii ACICU, AB0057, ATCC 19606 y ATCC 17978. (Figura 16). En A. baumannii,
se ha confirmado su efecto apoptético en las células epiteliales y su papel en la
adherencia en las primeras etapas de formacién de biofilm a las superficies (Gaddy et al.,
2009).

Por otro lado, los tres genes ompW que fueron identificados en el genoma de A.
baumannii 107m, han sido reportados en las cepas de A. baumannii ACICU, AB0057,
ATCC 19606 Y ATCC 17978. En bacterias Gram negativas los genes ompW contribuyen

.
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en el desarrollo de resistencia frente a la respuesta inmune del hospedero y de esta
manera poder llegar a establecerse y causar infeccion (Wu et al., 2013). En este sentido,
la presencia de estos genes en los genomas de A. baumannii podrian conferirle una
funciobn asociada a la virulencia, en la medida que permite que la bacteria pueda
sobrevivir en el ambiente de estrés impuesto por el hospedero.

La organizacion de los genes (ptk y EpsA) asociados con la polimerizacién y biosintesis
de la capsula se encontr6 en el genoma de A. baumannii 107m de igual manera como la
reportada por Russo y cols (2010) para los genomas de A. baumannii ATCC 17978,
AB0057, ACICU, SDF, ATCC 19606, AB3070294 y AB979. (Figura 14). Estos
resultados sugieren que A. baumannii 107m, al poseer estos genes junto con la presencia
de otros factores de virulencia, se incentiva su persistencia y resistencia ante las
defensas del organismo hospedero. Por otro lado al ser estos genes tan importantes para
el desarrollo de la cipsula se podrian convertir en un blanco para disminuir la capacidad
de proliferacion de estas bacterias, el crecimiento y establecimiento en el hospedero y

posiblemente evitar que causen infeccion.

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la comparacién de la cepa A.
baumannii 107m con las cepas A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 17978 y ATCC
19606, se concluye que que la bacteria de estudio podria ser una especie virulenta, dado
que contiene los genes asociados con la virulencia que han sido reportados en estudios
gendmicos Yy bioldgicos previos para las cepas mencionadas anteriormente ademas de

tener una organizacion conservada de los mismos.
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6.

Capitulo 6: Conclusiones y

recomendaciones

6.1 Conclusiones

El analisis del genoma de A. baumannii 107m evidencio la presencia de 113 genes
41 involucrados en la adherencia, 48 colonizacién y 24 en infeccion, que hacen
que esta bacteria, posiblemente pueda tener una ventaja adaptativa al ambiente
encontrado en los hospitales de Colombia y a las condiciones de respuesta
inmune que son impuestas por el hospedero. La expresion de estos genes bajo
estas condiciones le podrian dar la capacidad de adherirse, formar biofilm en
superficies bioticas y abibticas, captar el hierro y otros nutrientes esenciales para
su desarrollo, evadir los mecanismos de defensa del hospedero y finalmente

causar infeccion.

En la investigacion realizada, la aplicacion de la técnica de electroforesis
bidimensional seguida al analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF-TOF),
permitié identificar 8 proteinas en membrana externa de las cuales 5 proteinas
fueron asociadas a factores de virulencia: 4 proteinas que estaban
diferencialmente expresadas respecto a la cepa A. baumannii ATCC 19606; 2
proteinas TonB que contribuyen en la colonizacion, dos proteinas OmpW que
contribuyen en el proceso invasién y 1 proteina Omp38,asociada con la invasion

del hospedero.

La comparacion de los genes identificados asociados con virulencia en A.
baumannii 107m con las cepas A. baumannii ACICU, AB0057, ATCC 19606 y

ATCC 17978, permite concluir que la cepa de estudio posee los grupos de genes

.



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

gue se han reportado ser conservados entre las bacterias de esta especie y que
son necesarios para considerarlas como cepas virulentas. Estos resultados
aportan informacién sobre la posible capacidad virulenta del microorganismo de
estudio, como patdégeno causante de infecciones asociadas al cuidado de la salud,
en los hospitales colombianos.

6.2 Recomendaciones

K/
0‘0

X3

%

Se sugieren estudios con modelos biol6gicos para confirmar la virulencia en la

cepa A. baumannii 107m.

Para avanzar en el conocimiento proteémico seria conveniente analizar toda la

membrana de la cepa de A. baumannii 107m.

Seria necesario realizar una comparacion gendmica de los genes asociados a
factores de virulencia de la cepa A. baumannii 107m con las otras cepas del
complejo aisladas de los hospitales colombianos para ampliar el conocimiento de

las mismas.
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ANEXO A

Multirresistencia de A. baumannii 107m

Valor de referencia (Acinetobacter)

| |

Antibiético S R
B- LACTAMICOS Resultado (mm) Interpretacién

Ampicilina (10 pg) ‘ >15 l 10 Hasta 14 <11 <6 Resistente
CEFALOSPORINAS

Cefotaxima (30 pg) ‘ >23 l 15 Hasta 22 <14 10 Resistente
CARBAPENEMICOS

Imipenem (10 pg) >16 14 Hasta 15 <13 10 Resistente

Meropenem (10 ug) >16 14 Hasta 15 <13 <6 Resistente

LIPOPEPTIDOS

Colistina - - <6 Resistente
AMINOGLICOSIDOS

Amikacina (30 pg) >17 15 Hasta 16 <14 <6 Resistente

Gentamicina (10 pg) >15 13 Hasta 14 <12 <6 Resistente

TETRACICLINAS
Tetraciclina (30 pg) ‘ >15 ‘ 12 Hasta 14 <11 <6 Resistente
FLUOROQUINOLONAS
Ciprofloxacina (5 ug) ‘ >21 ‘ 16 Hasta 20 <15 <6 Resistente
INHIBIDOR DE FOLATOS
Trimetroprim sulfa ‘ >16 ‘ 11 Hasta 15 <10 <6 Resistente
*Informacion obtenida Vannesa Florez
Concentracion minima inhibitoria en medio solido (MIC) (CLSI, 2013)

Valor de referencia

Antibioticos S | R Resultado pg/ml Interpretacion
Gentamicina <4 8 >16 1024 Resistente
Amikacina <16 32 64 64 Resistente
Tetraciclina <4 8 >16 128 Resistente
Ciprofloxacina <1 2 >4 1024 Resistente
Colistina <2 - >4 32 Resistente

*Informacion obtenida Vannesa Florez

Referencia:

CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Third
Informational Supplement. CLSI document M100-S23. Wayne, PA: Clinical and
Laboratory Standards Institute; 2013. 33(1): 184 pag. Wayne, PA.
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ANEXO B
Obtencién del ADN a partir del lisado

Adicionar solucién buffer ATL hasta completar 180ug o 180 ul, asumiendo que el
peso del pellet es igual en volumen y resuspender homogéneamente.

Adicionar 20 ul de solucién de proteinasa K, mezclar homogéneamente.

Incubar a 56 °C

Centrifugar brevemente para recolectar gotas adheridas en la parte interna de la
tapa del tu bo.

Adicionar 4 ul de RNasa (100mg/ml). Mezclar durante 15 minutos en vortex. De un
pulso de 5 segundos e incube durante 5 minutos a 37 ° C

Dar un pulso de 5 segundos y adicionar 200 ul de solucién Buffer AL. Mezclar
durante 15 segundos en vortex, para lograr una solucién homogénea. Incubar a 70
°C durante 10 minutos. Centrifugar brevemente para recolectar gotas adheridas
en la parte interna de la tapa del tubo. (Nota: No hay problema si se forma un
precipitado blanco que no se disuelve)

Adicinar 200 ul de etanol absoluto (96-100%) que previamente se ha atemperado.
Mezclar en vértex durante al menos 15 segundos

ANEXO C
Purificacién del ADN en columnas de Qia-Gen

Detapar cuidadosamente la columna usando guantes estériles.

Aplicar la mezcla del lisado obtenido en el proceso previo del lisado (incluyea el
precipitado) Evitar humedecer el borde de la columna. Cerrar la tapa de la
columna. Centrifugar a temperatura ambiente durante 1 minuto a 8000 rpm (6000
xg). Recordar que la columna debe quedar localizada en un tubo de recoleccion
de 2 ml. Nota: Si el liquido no ha pasado completamente, aumentar la velocidad
de la centrifugacion. Descartar el filtrado.

Transferir la columna a un nuevo tubo de coleccion de 2 ml

Aplicar 500 ul de solucién buffer AW1. Proceder en forma similar a los pasos 1y 2
Trasferir la columna a otro tubo de colecciéon de 2 ml. Centrifugar a la maxima
velocidad por 1 minuto (A toda o full) sera a 17000 rpm por 1minuto.

Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml nuevo y estéril

Adicionar 200 ul de agua o buffer AE calentado previamente a 60 ° C. Incubar
durante 5 minutos antes de centrifugar.

Centrifugar a temperatura ambiente durante 1 minuto a 8000 rpm (6000 xg).
Recordar que la columna debe quedar localizada en el tubo de recoleccion de 2.0
mi

Repetir los pasos 7 y 8 dos veces mas hasta obtener un eluido de 600 ul.

10. Retirar la columna.
11. Cuantificar.
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ANEXO D

Cuantificacion del ADN por Qubit

1. Establecer sus tubos: va a necesitar dos tubos para los estdndares y un tubo para

cada muestra

2. Preparar la solucién de trabajo Quant-iT™, diluyendo el reactivo Quant-iT™
1:200 en el buffer de Quant-iT'™. Para cada muestra y para el estandar se

requieren 200 ul de la solucién de trabajo

3. Preparar los tubos de ensayo de acuerdo a la siguiente tabla:

Estandar

Muestras usuario

Tubos de ensayo

Tubos de ensayo

Volumen de solucién de trabajo (Desde el paso 2) adicionar 190 ul 180-199 ul
Volumen de estandar (desde el kit) adicionar 10 ul -
Volumen de la muestra de usuario. Adicionar - 1-20 ul
Total volumen en cada tubo de ensayo 200 ul 200 ul

4. Colocar en el vértex todos los tubos por 2-3 segundos.

5. Incubar los tubos por 2 minutos a temperatura ambiente

6. Leer los tubos in fluorometro Qubit™

101



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

ANEXO E

Genes asociados a virulencia reportados con mas frecuencia en A. baumannii

FACTORES DE GENES FUNCION
VIRULENCIA
Pili tipo | fimA, papC, papD, fimA, csuABCDE Adherencia a superficies
bidticas y abidticas
pilR-pilS, pilD, pilC, pilD, pilU, pilT,
Pili tipo IV chpA, pilJ, pill, pilH, pilG,pilE, pilE, Adherencia a superficies

pilY1, pilX, pilW, pilV, fimT/fimU,hofQ,
pilP, pilO,pilN, pilM, pilZ, pilA

bidticas y abioticas

FACTORES DE
VIRULENCIA

GENES

FUNCION

Sidero6foros y receptores
de hierro

basABCDEFGHIJ,bauABCDEF,

Biosintesis sider6foro

barA, barB acinetobactin
tonB Receptor de hierro
fepA Receptor de hierro
Bfr Almacenador de hierro

FACTORES DE GENES FUNCION
VIRULENCIA
Capsula ptk, ptp,epsA Evasion respuesta
inmune
Proteinas de membrana ompA Apoptosis de células
externa epiteliales
Fosfolipasas C, A, D plc, pld, pla Evasion de larespuesta

inmune

102



ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

ANEXO F

Espectros de masas correspondientes a las proteinas identificadas en
Acinetobacter baumannii 107m y ATCC 19606

Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como “putative outer
membrane protein Omp38, partial” de Acinetobacter baumannii 107m

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP=1437.7,7512]

1437.7366

107 75123

3
T421.8496

o
3
g
3
L
@

1121.5831
1340.6932

TI07.6475
1196.5923
1533.8688
1790.9176
2666.3411

1636.8740 1614.8776
2486.2988

=

%0 18428 28866 20304 49742 60180
Mass (m/z)

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

807.369690, 841.091553, 870.445068 ions(38.931335, 43.742855, 55.031307, 69.023895, 69.459785, 72.063499,
74.036652, 83.017830, 84.064735, 85.279671, 87.031395, 95.056633, 97.013367, 109.022087, 120.081665, 129.068573,
141.031967, 157.074738, 169.040405, 184.090683, 195.053543, 202.090607, 211.087967, 213.066101, 219.087341,
228.079330, 241.117538, 244.073517, 245.161453, 246.101196, 247.102051, 257.126709, 260.822815, 261.080139,
263.043243, 284.161530, 295.108429, 311.105530, 344.106903, 345.143707, 346.044861, 362.084290, 363.143372,
385.242523, 394.175293, 435.141724, 459.184723, 460.110626, 467.194855, 476.835754, 476.992828, 477.099274,
479.043335, 489.107208, 512.139221, 590.234436, 606.145691, 607.121521, 610.081970, 611.146301, 623.975159,
627.135620, 678.052246, 678.237671, 679.106140, 679.947876, 681.368530, 694.132935, 695.147034, 724.096252,
753.019531, 770.861389, 799.949280, 852.183655, 855.355530), 901.525574, 951.536804, 974.424438, 1107.647461,
1121.583130, 1196.592285, 1216.563110, 1340.693237, 1344.673706, 1409.692017, 1421.849609 ions(44.024647,
70.046280, 72.052460, 84.070930, 86.066116, 120.074669, 129.088135, 136.087601, 147.116791, 175.118958,
186.084167, 198.064621, 213.104111, 226.202469, 233.170074, 248.253204, 254.160461, 260.888367, 261.132690,
272.142334, 276.185791, 332.225525, 333.190857, 357.773468, 359.984833, 360.213989, 389.224579, 433.224030,
473.273529, 488.284698, 502.350159, 504.292938, 516.351379, 543.217285, 544.251465, 560.945313, 561.265015,
585.311890, 586.298706, 629.383911, 635.388916, 643.310181, 656.336609, 673.372314, 673.868408, 674.255371,
714.319519, 748.363770, 769.399963, 770.389404, 771.444275, 786.693054, 787.286133, 787.444153, 860.885010,
861.422485, 869.453674, 886.317566, 918.402222, 989.308289, 1049.247925, 1128.531250, 1145.415283, 1146.206543,
1147.748047, 1148.631592, 1174.206177, 1274.192505, 1275.015991, 1276.526611, 1292.983765, 1402.204102),
1437.736572 i0ns(38.927475, 44.013996, 60.019596, 70.035522, 72.054070, 86.072281, 112.048096, 116.066879,
129.058731, 130.045013, 131.077209, 136.063309, 141.069168, 157.090073, 158.010529, 158.093842, 159.065536,
173.543259, 175.093979, 185.091919, 187.077545, 213.132080, 214.107208, 215.109238, 244.116180, 246.134430,
254.213028, 256.258820, 262.086212, 272.138641, 278.115967, 295.182129, 315.128510, 317.134277, 327.191650,
332.365692, 333.163116, 343.188965, 353.199707, 371.179199, 386.145935, 407.191467, 431.164215, 448.190826,
468.208893, 485.284210, 521.185791, 536.291443, 547.232666, 597.285461, 614.225342, 614.383911, 620.238281,
644.223572, 661.326294, 674.338501, 691.209534, 761.327820, 806.310242, 807.256531, 824.072144, 824.305542,
834.362549, 891.319275, 953.158691, 990.456482, 1031.402710, 1033.334229, 1050.051147, 1418.100464),
1443.836792, 1459.793091, 1468.791138 ions(38.922539, 44.022076, 58.027580, 70.026276, 72.070251, 74.044228,
84.058197, 86.061295, 87.050568, 101.093803, 112.053314, 113.076614, 115.118469, 120.042786, 129.087952,
130.098465, 136.040619, 157.043716, 174.909576, 175.109726, 181.055374, 185.121185, 186.062759, 187.130814,
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226.137314, 243.069122, 244.107727, 255.087128, 276.145905, 278.161896, 285.136841, 301.236969, 317.177094,
321.079254, 333.205414, 399.142487, 402.097656, 425.182526, 430.306122, 448.129791, 458.287292, 467.243317,
468.127594, 484.201080, 485.296844, 487.289276, 510.237244, 512.260071, 513.260864, 515.358215, 527.279053,
554.289856, 556.302124, 561.297913, 584.332092, 594.287659, 596.250183, 601.231873, 612.275085, 613.194458,
614.369873, 629.325989, 655.384277, 672.348816, 674.309326, 683.376709, 700.309509, 711.356201, 723.306702,
726.317932, 752.345459, 757.356384, 769.116699, 769.343628, 781.417236, 786.373047, 794.639771, 823.352905,
828.440552, 833.375305, 838.383118, 839.789001, 840.338379, 850.350098, 856.403931, 913.343140, 937.352112,
956.543091, 968.081848, 984.439148, 994.420776, 995.333618, 1011.157043, 1029.483765, 1114.566650, 1124.502441,
1131.446045, 1207.499268, 1221.226685, 1222.822021, 1223.575195, 1225.164551, 1226.729248, 1294.517822,
1305.551758, 1313.349731, 1323.069214, 1332.611084, 1340.117798, 1416.553955, 1422.315063, 1422.719849,
1423.560669, 1424.452271, 1432.999756, 1449.296387, 1449.878174, 1452.603882, 1453.274414, 1453.922363,
1456.584351, 1457.251099), 1475.714966, 1479.692017, 1495.705688, 1533.868774, 1614.877563 ions(10.396996,
44.022617, 84.065025, 86.089539, 120.060974, 129.064072, 172.095032, 173.117416, 175.111038, 185.134842,
187.171951, 215.148544, 235.092590, 243.128067, 248.675339, 281.197845, 302.180756, 311.177948, 319.172119,
343.174347, 360.255981, 361.391327, 375.208923, 390.205963, 425.257294, 440.297760, 474.227264, 474.387115,
486.314026, 488.260620, 537.237671, 553.305542, 568.213562, 573.247559, 576.264832, 583.249390, 587.241638,
589.260193, 601.402954, 604.321350, 651.331482, 654.336060, 657.295227, 658.371399, 676.248779, 676.440125,
685.366394, 706.454773, 718.443726, 724.658875, 747.433411, 749.259094, 750.368713, 752.143799, 759.419067,
777.180969, 777.452698, 787.408875, 792.828552, 793.534119, 830.445862, 838.103821, 838.400452, 848.121765,
848.419800, 945.128662, 993.454163, 1011.420776, 1124.522095, 1140.541016, 1141.312988, 1159.576660,
1237.496948, 1254.158569, 1254.360474, 1272.269775, 1329.291138, 1350.674561, 1367.024536, 1400.121582,
1400.326050, 1400.934814, 1401.583252, 1421.580200, 1468.017212, 1569.449829, 1597.052124, 1600.911499,
1606.040283, 1606.820435, 1609.961670), 1636.874023, 1652.851929, 1789.961670, 1790.917603, 1794.919800,
1804.925049, 1806.917725, 1808.918823, 1812.911621, 1822.908081, 1826.927856, 1828.901001, 1836.924805,
1844.899902, 2486.298828, 2502.320313, 2518.311768, 2648.397217, 2666.341064

Resultado del andlisis utilizando el motor de busqueda Mascot

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event
Protein scores greater than 86 are significant (p<0.05).

Type of search: Sequ ence QU ery Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hts.
Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: £ 0.05 Da

Number of Hits
=
=

o

Fragment Mass Tolerance: + 0.6 Da NN
Max Missed Cleavages :1 _— ,
tei v T
Instrument type: MALDI-TOF-TOF O STy Repor
Format As |  Protein Summary (depracated) B Help
Significance threshold p= |0.05 Max. number of hits 20
Preferred taxonomy | Al entries E|
‘ Re-Search Al | ‘ Search Unmatched
Index

Accession Mass Score Description
1. gi|417564441 37458 519 outer membrane protein Omp38 [Acinetobacter baumannii OIFC143]
2. gi|376135920 37734 485 putative outer membrane protein precursor (Ompi-like} [Acinetobacter calcoacsticus PHEA-2]
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Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como “outer
membrane protein A” de Acinetobacter baumannii ATCC 19606

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP=1808.8,32107]

1808.8500

11215522
2447.2063

1560.7982
1953.9082
2552.3149
3452.7129
3693.8826

S

28866 30304 29742
Mass (m /2)

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

833.212402, 861.400330, 862.402100, 863.432800, 870.426819, 884.471924, 901.498291, 951.511597, 985.429871
ions(60.027611, 69.011726, 70.033554, 72.050865, 86.064178, 87.044052, 112.060402, 115.053101, 120.065475,
129.084259, 136.054123, 157.062012, 158.045547, 159.086319, 175.091339, 229.129807, 235.094421, 238.004868,
251.126343, 255.100525, 263.088287, 271.101868, 272.085938, 279.040466, 289.128693, 295.108398, 320.090546,
344.130371, 371.120514, 411.120178, 428.151154, 435.103851, 444.158600, 444.369629, 445.189026, 451.051666,
525.158264, 534.112793, 541.037354, 543.114563, 560.133789, 597.856201, 598.099548, 669.143250, 690.145935,
697.148560, 707.090759, 805.177856, 948.805420, 966.487793, 971.017578, 973.196716, 976.303772, 977.423584,
979.406128, 979.985168, 980.574524), 1107.614868, 1121.552246, 1196.558105, 1305.654053, 1311.609619,
1437.693604 ions(44.021622, 60.023125, 70.036255, 72.050125, 86.069237, 112.061707, 116.034950, 129.093491,
130.067535, 131.082001, 136.063080, 157.122894, 158.080902, 159.069687, 175.112244, 185.154800, 186.132950,
187.089096, 196.104111, 214.126602, 227.131195, 243.111771, 244.090775, 245.144760, 262.139435, 272.169708,
278.114075, 284.238922, 293.129791, 315.189148, 327.199432, 333.205505, 343.202301, 371.249817, 400.184296,
407.196106, 431.241180, 448.245880, 485.301758, 487.170074, 521.198914, 532.233276, 547.310608, 597.248962,
614.350952, 620.317749, 626.292297, 644.315002, 661.331177, 777.353699, 807.382874, 824.347595, 953.399841,
960.417480, 990.412170, 1050.337402, 1417.429932, 1427.608643, 1430.239136, 1431.707153, 1431.957031),
1458.839600, 1533.824341, 1548.804321, 1560.798218, 1650.779907, 1679.801636, 1696.841797, 1713.866333,
1762.854370, 1764.869507, 1773.947388, 1778.889282, 1780.874146, 1788.876099, 1790.875977, 1794.879517,
1804.878540, 1806.855103, 1808.849976 ions(18.021984, 27.026783, 28.027208, 30.046310, 43.091751, 44.014267,
60.017464, 70.032570, 72.050484, 74.030037, 84.024055, 86.065918, 87.049667, 88.060333, 100.061775, 102.028854,
112.060257, 114.070175, 115.069557, 116.053162, 120.059471, 129.087723, 130.079056, 131.072739, 132.065033,
133.071594, 141.054443, 157.092346, 158.077026, 159.078400, 169.084671, 170.068604, 171.088409, 172.073547,
175.106293, 183.100815, 185.085724, 186.092896, 187.111130, 189.095215, 191.127838, 197.120544, 198.110260,
199.078751, 200.107010, 201.091980, 204.104950, 210.105072, 211.091599, 213.106155, 214.123657, 215.131744,
216.120636, 217.088608, 219.095261, 226.132111, 227.136414, 228.121918, 230.139328, 231.133865, 240.116058,
241.125168, 242.129761, 243.120392, 246.131058, 254.149994, 255.139709, 256.131287, 257.162598, 258.125641,
259.107697, 260.127441, 270.140991, 272.163605, 276.142456, 283.137390, 284.147919, 285.167236, 288.142731,
295.162811, 297.195068, 298.148987, 299.173859, 300.152771, 301.165222, 302.180176, 306.177979, 311.172668,
314.190002, 316.151306, 318.163239, 319.188080, 326.188843, 327.174072, 328.192505, 329.190674, 333.186646,
334.182831, 339.166260, 340.185333, 342.214600, 343.197174, 344.191315, 346.166687, 347.214264, 354.220856,
355.211517, 356.205444, 357.197968, 359.189117, 361.229492, 368.217743, 371.223846, 373.228088, 375.204041,
381.210419, 382.220764, 383.229126, 385.208801, 386.247955, 387.236938, 396.241791, 399.219910, 401.206116,
403.198242, 404.260712, 411.227173, 413.240021, 414.224548, 417.224884, 425.264954, 426.250580, 428.213287,
429.203308, 432.255554, 439.255707, 440.254944, 442.230225, 443.248566, 453.245697, 457.290161, 458.261780,
462.243683, 467.272491, 468.245941, 470.255646, 475.288452, 476.267487, 484.325165, 485.276306, 486.245300,
491.282501, 496.274353, 497.290405, 499.280548, 503.285980, 504.248169, 508.316467, 510.290894, 512.289124,
514.295410, 518.287659, 527.301819, 543.286011, 554.304077, 555.292542, 561.308350, 569.307739, 571.319092,
572.337280, 579.374939, 590.349487, 594.341736, 599.325684, 600.314575, 601.309692, 617.325684, 618.331482,
619.342896, 625.355591, 626.328308, 634.393127, 636.380920, 640.368958, 644.324890, 646.356934, 656.378723,
657.388733, 662.342712, 670.364136, 674.371887, 689.403992, 700.395996, 718.434998, 729.418640, 735.455688,
739.398743, 747.437805, 750.457886, 757.407104, 770.445007, 775.449097, 785.441956, 792.494019, 798.395935,
803.480408, 814.420288, 821.490051, 832.461243, 845.471558, 846.499390, 861.518677, 863.530090, 873.474365,
928.516296, 932.550720, 942.510376, 943.500000, 946.465149, 960.543457, 977.569214, 982.467651, 999.527954,
1000.511353, 1017.533569, 1034.593262, 1039.525269, 1056.541016, 1057.524048, 1074.530640, 1130.627930,

32E+4
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1138.555542,
1287.700195,
1651.541626,
1836.844849,
1856.818604,
1980.913818,

1147.668213,
1288.678589,
1763.662598,
1838.827759,
1862.822144,
2425.264404,

1155.630859,
1301.657593,

1840.819458,
1884.870728,

1764.505493),

1157.611938,
1305.689087,
1820.845337,
1845.836060,
1936.943848,

1173.577759,
1416.789185,
1822.837891,
1846.806885,
1946.959229,

1230.678711,
1434.678467,
1824.835449,
1850.832153,
1949.972412,

1248.682617,
1563.660400,
1828.838135,
1852.834839,
1951.929077,

1261.703491,
1650.654419,
1830.829102,
1853.837402,
1953.908203,

2429.286865, 2430.279297, 2439.256348, 2446.215576, 2447.206299 ions(28.018869,

30.040798, 41.088985, 55.128498, 70.025047, 84.029060, 110.044350,

112.052094, 129.070801,

175.100952,
357.281769,
490.286926,
627.479370,
824.542480,
958.451843,
1333.803711,
1666.871216,
1991.026245,
2188.358643,
2427.443359,
2444.770264),

183.131302,
360.177002,
543.346680,
693.369019,
825.473267,

211.158188,
432.194427,
560.372070,
707.462219,
841.575378,

1478.896118,
1761.937500,
1995.179565,

1519.821777,
1779.096558,
2056.107178,
2290.889160, 2301.559326,
2430.298828, 2434.628174,
2459.224121, 2469.194580,

233.122955,
437.299042,
609.327820,
710.455933,
842.568665,
1067.638916, 1085.721924, 1197.763184,

1535.806641,
1958.063721,
2072.129883,
2402.945801,
2435.514893,
2482.264160,

258.155884,
445.314972,
609.453125,
720.423279,
894.748718,

1214.750122,
1552.709351,
1972.093628,
2072.824219,
2423.237549,
2436.047119,
2485.206055,

261.132080,
448.185730,
610.309326,
738.449768,
922.560730,

1232.733398,
1553.832764,
1972.989136,
2075.035400,
2424.447754,
2436.806152,
2486.168457,

324.291534,
458.356110,
610.574707,
755.554016,
939.576660,

339.327698,
472.333008,
626.480103,
781.635620,
957.482605,
1298.702759,
1648.918701,
1989.167114,
2091.420898,
2425.581299,
2440.336670,
2504.231934,

157.075577,
342.121338,
473.261169,
627.344910,
805.428833,
957.661255,
1315.719727,
1649.919922,
1990.046021,
2186.074951,
2426.962158,
2441.529785,
2552.314941,

3390.115967, 3437.729248, 3452.712891, 3631.319580, 3677.920898, 3693.882568
Mascot Score Histogram

Type of search: Sequence Query
Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: £ 0.05 Da
Fragment Mass Tolerance: £ 0.6 Da
Max Missed Cleavages :1
Instrument type: MALDI-TOF-TOF

Protem score is - 10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 86 are significant (p=/0.05).
Protem scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

I
o

Number of Hits

200

300
Protein Score

Protein Summary Report

Format As Protein Summary (deprecated) Iz‘
Significance threshold p=< 0.05 Max. number of hits 20

Preferred taxonomy | All entries

| Re-Search All | | Search Unmatched

Index

Accession Mass

gi|129307154 36939
gi|163866826 37222

Score Description
295
294

1.
2.

cuter membrane protein & [Rcinetobacter baum
cuter membrane protein & [Rcinetobacter baum

Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como “putative outer
membrane protein” de Acinetobacter baumannii

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP=17648,3390]

17638461

33905

14276591

1276.6644
15027410

20350009

23163308

3086.4951

 —

32046118

8866 4974.2 6018.0

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:
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ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

825.099854, 841.072510, 855.046875, 871.018372, 877.039856, 1276.664429, 1286.686523 ions(467.179871,
1084.052246, 1094.003418, 1097.741455), 1404.764648, 1413.656982, 1427.659058, 1502.740967, 1509.777588,
1719.830200, 1722.804932, 1747.841919, 1761.846924, 1763.846069 ions(10.901206, 72.057716, 175.140228,
555.262878, 600.415344, 722.362793, 1345.566895, 1762.491211, 1762.981567), 1779.837402, 1785.827881,
1791.825317, 1801.797607, 1858.880859, 2035.000854, 2316.330811, 2351.053467, 2399.203613, 2444.228516,
2581.264160, 2705.294922, 2784.291260, 2829.382324, 2832.339600, 2833.339600, 3086.495117, 3244.6118

Mascot Score Histogram

Searc h P aram ete rs Protein score is -10¥Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
) Protein scores greater than 86 are significant (p<0.05).
Type Of searc h . Seq uence Q u ery Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : £ 0.06 Da
Fragment Mass Tolerance: + 0.5 Da

Humber of Hits
= N
o k=3

=
=

o

o 8
. 50 100 150
Max Missed Cleavages : Froten e
Protein Summary Report
Format As | Protein Summary (deprecatad) E Help
Significance threshold p< 0.05 Max. mumber of hits 20
Preferred taxonomy Al entries =

| Re-Search Al ‘ | Search Unmatched

Index

Accession Mass Score Description
1. gil72535027 25581 147 putative outer membrane protein [Acinetobacter bauman
2, gill26643324 27663 143 outer membrane protein [Acinetobacter baumannii ATCC

Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como “hypothetical
protein ACICU_00960” de Acinetobacter baumannii 107m

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP=1657.0,8668]

1656.9755

8668.3

5 8
E 14357148
ETET 00
18389606

2581.3108

m \
799.0 1842

39304 49742 6018.0
Mass (m /2)

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

1435.714844, 1638.981323, 1640.030518, 1655.953369, 1656.975464 ions(10.230132, 18.026556, 27.032049, 28.041454,
29.069780, 43.099468, 44.015923, 52.124199, 60.025593, 70.038109, 85.541031, 86.071342, 87.065292, 112.070839,
115.046593, 119.097633, 129.098541, 136.097229, 158.056534, 173.069901, 174.055222, 175.096817, 183.113617,
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ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

186.087814, 187.129929, 195.201157, 197.129333, 211.133011, 215.119110, 228.109909, 229.084579, 233.145370,
242.108765, 243.153778, 261.121338, 262.155212, 268.153961, 308.252686, 312.181946, 322.266602, 353.121948,
374.229736, 381.205017, 390.233704, 393.186279, 400.256714, 406.167572, 408.243744, 414.299744, 417.288177,
425.248932, 442.324280, 443.336670, 467.330353, 471.298126, 486.268250, 497.375458, 503.289551, 513.222717,
522.312988, 592.332214, 607.445557, 614.349609, 616.437561, 624.422302, 625.477173, 632.411865, 635.394958,
652.396240, 685.409241, 713.420349, 729.458252, 852.501770, 884.615906, 895.517517, 920.553894, 963.535095,
987.547119, 988.495850, 1005.550537, 1126.660034, 1154.442383, 1215.707764, 1412.705688, 1482.678223,
1500.487671, 1595.892334, 1613.656372, 1636.724243, 1637.169922, 1638.063965, 1638.417969, 1639.562256,
1643.729736, 1648.009521, 1649.700317, 1651.225708, 1652.502441, 1653.536377, 1654.864258), 1672.967041,
1678.953979, 1694.933350, 1838.960571, 1994.030151, 2022.157349, 2024.155151 ions(38.928131, 417.170441,
482.877472, 765.567078, 780.501465, 812.517212, 1100.704102, 1101.636597, 1307.725952, 1325.084595, 1341.826782,
1564.789185, 1604.639893, 1724.342529, 1768.705444, 1811.637939, 1848.869019, 1999.628906, 2004.657959,
2008.664429, 2015.804443, 2018.279419, 2020.499146, 2021.972412, 2022.666992, 2023.984253, 2027.260010),
2040.145752, 2056.147217, 2100.980713, 2211.141602, 2263.178223, 2370.155273, 2572.290771, 2581.310791,
2707.432617, 2796.374512, 2801.403320, 2812.387451, 2814.384766, 2828.390625, 2845.442627, 2889.528809,
2904.499512, 2920.498291, 3018.365723, 3185.659912, 3186.722168, 3201.655273, 3209.674072, 3217.638916,
3222.608887, 3224.643799, 3233.609619, 3240.472900, 3249.595215, 3256.497803, 3273.477295, 3341.784668,
3354.792725

Search Parameters

Type of search: Sequence Query
Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: £ 0.08 Da
Fragment Mass Tolerance: + 0.6 Da
Max Missed Cleavages: 1

Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como  “Outer
membrane protein W” de Acinetobacter baumannii 107m

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP=1091.6,63823]

1091.5974

100
90 -]
80 -
70
60 ]
50 -]
40
30
20 ]
10

[ 6.4E+4

% Intensity
2011.0106
2339.1052

11235818

1404.6991

27245713
2818.4832
2915.5610

2582 3054

;,
e

N I

E f207.0042
[ 21332021
22381777
23610710

7633898
F 8332363
9804917
£ 12426320
(14757648
C 16757723

| 1578.8477
719400782

|

638

@
3.
R
B
=
=
&

Mass (m /z)
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ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

714.373230, 718.365662, 731.388611, 743.387878, 763.389771, 833.236328, 980.491699, 1002.499756, 1073.583618,
1074.587402, 1076.585693, 1089.578247, 1091.597412 ions(30.001795, 38.921829, 42.998882, 44.015003, 55.013996,
59.015469, 60.021938, 69.011307, 70.029099, 72.046921, 83.021690, 85.012360, 85.371674, 86.036194, 87.038460,
100.055336, 112.053558, 114.062164, 115.043991, 116.037407, 118.896011, 120.049515, 126.083656, 127.060898,
129.073502, 130.045105, 132.059143, 133.056702, 141.063721, 142.043076, 144.053986, 157.071960, 158.053375,
159.073532, 169.044128, 170.052612, 175.080750, 184.050690, 185.061951, 187.080429, 197.055573, 199.132217,
211.086365, 213.078354, 214.098312, 215.073898, 217.110687, 219.123489, 227.048615, 228.130020, 229.074753,
230.110001, 232.151154, 239.086670, 240.077271, 241.091415, 242.064438, 243.133942, 244.090973, 247.106216,
254.090759, 256.111298, 257.124634, 258.148590, 273.112823, 274.142670, 282.056213, 284.111755, 295.100464,
299.067017, 301.089447, 304.115295, 314.128357, 315.088776, 328.190765, 341.050323, 343.144531, 346.154114,
347.175354, 353.105255, 354.102142, 356.087341, 358.103485, 362.115051, 371.133972, 372.129242, 389.152863,
399.155975, 403.162811, 412.131287, 429.155182, 432.105927, 433.141663, 439.123169, 440.106140, 442.111023,
444.206543, 446.217834, 455.111969, 457.139587, 461.151550, 467.200531, 470.173218, 471.173737, 483.111633,
486.130920, 488.188141, 490.163086, 500.153503, 501.159973, 505.132111, 511.136444, 518.164368, 556.144775,
559.158630, 560.164856, 561.205811, 570.142944, 572.153137, 576.169861, 585.134216, 587.134705, 589.215332,
599.173889, 600.184998, 602.144714, 604.151245, 617.206116, 618.177979, 635.198059, 655.141907, 658.186707,
675.241577, 686.160583, 703.182739, 714.177917, 717.178101, 718.137451, 734.212158, 774.186584, 791.191956,
800.158569, 817.208130, 818.140259, 960.065735, 977.137573, 987.107483, 1072.207397, 1073.103149, 1080.621704,
1081.448364, 1083.175049, 1083.981689, 1085.517822, 1086.139038, 1086.657471, 1087.312988, 1087.904297),
1095.591919, 1103.589600, 1105.580322, 1107.584229, 1113.571777, 1119.586182, 1121.582764, 1123.581787,
1129.556396, 1135.587158, 1167.628418, 1242.631958, 1264.628906, 1280.609009, 1366.734131, 1404.699097,
1475.764771, 1505.752441, 1507.762817, 1559.998779, 1578.847656, 1657.836914, 1674.793091, 1675.772339,
1697.783813, 1698.846924, 1714.830322, 1949.078247, 1970.071167, 1973.105347, 1988.070923 ions(18.019171,
29.044199, 30.046129, 31.131479, 31.994915, 41.080830, 42.075172, 43.080246, 55.155323, 66.187996, 70.025246,
72.043541, 74.031693, 84.033066, 86.067162, 101.055099, 120.047302, 125.046509, 129.081787, 130.052368,
157.043961, 159.050430, 173.046768, 186.076981, 219.117432, 228.174545, 230.101288, 256.135925, 257.143036,
262.121368, 274.137970, 284.122589, 288.186371, 299.157135, 301.139893, 320.177582, 384.235687, 399.201996,
412.289856, 453.273346, 471.278778, 486.313965, 489.271088, 501.290710, 528.280457, 529.196899, 561.289490,
584.324036, 600.282898, 617.353638, 618.344482, 656.264465, 703.459961, 713.376587, 728.338013, 731.418945,
746.411133, 812.346436, 816.363953, 826.568787, 828.414246, 844.466492, 861.432739, 883.342224, 941.546631,
998.424316, 1002.538757, 1045.386963, 1108.405518, 1110.458374, 1124.422119, 1125.464966, 1126.432739,
1132.570801, 1140.916382, 1141.445801, 1142.487549, 1144.491577, 1239.531982, 1255.568115, 1257.526245,
1404.505249, 1409.611694, 1475.554077, 1477.418457, 1647.375122, 1655.468994, 1686.496826, 1704.4746009,
1817.488159, 1874.103638, 1950.590698, 1959.191284, 1965.264404, 1968.886719, 1969.732178, 1972.144287,
1972.950317, 1976.543213, 1978.124023, 1979.670410, 1980.515625, 1981.635986, 1982.697266, 1985.396362,
1986.000977, 1986.95910), 1993.044922, 2002.058472, 2004.067993, 2011.010620 ions(14.998650, 18.015779,
22.975960, 27.019194, 28.014103, 29.045856, 30.038624, 39.049526, 41.079239, 44.007023, 63.063988, 70.010902,
72.041283, 84.035858, 86.040916, 101.029510, 102.013283, 112.023499, 120.039909, 129.051895, 147.064392,
159.062805, 171.092285, 175.042053, 177.064178, 184.070160, 186.077148, 202.998169, 205.034134, 209.088654,
214.083710, 218.098160, 228.072433, 229.096848, 234.073898, 239.037674, 241.061279, 242.125183, 245.068558,
245.164459, 256.051666, 257.075378, 259.127319, 262.109863, 274.114746, 276.091461, 284.108551, 297.150513,
299.146210, 301.157928, 302.131012, 316.137787, 319.127319, 320.128723, 330.232178, 333.146637, 342.190552,
343.144135, 355.114624, 356.099579, 370.216187, 373.105743, 390.227081, 412.192139, 413.142395, 414.036743,
414.209747, 415.141022, 431.174652, 432.200409, 449.249146, 453.132416, 455.183044, 467.240631, 471.209259,
472.190491, 483.171661, 483.317596, 489.226990, 489.441223, 501.236115, 505.218445, 519.224060, 520.180237,
530.200195, 533.273254, 548.229187, 560.249512, 561.249451, 574.261719, 578.260193, 584.312439, 594.074036,
594.263123, 596.285828, 597.229126, 600.231506, 601.221863, 611.268799, 612.300903, 614.105530, 617.276733,
618.252747, 629.288086, 643.321838, 658.208984, 670.279175, 673.325623, 674.388123, 675.291992, 687.211975,
693.363953, 703.436096, 706.284790, 707.401123, 713.251343, 730.423157, 731.377197, 744.242188, 746.336914,
758.212830, 762.276489, 764.324341, 776.381470, 786.271484, 804.374939, 816.412781, 826.368774, 828.320496,
835.359192, 844.414307, 856.385742, 861.353516, 872.333435, 873.324829, 875.254578, 875.404785, 877.308777,
887.311340, 890.408691, 899.361938, 901.293152, 917.416016, 956.408691, 963.384644, 974.443665, 990.481689,
1014.352295, 1020.411804, 1030.427002, 1037.466553, 1059.433350, 1076.437012, 1077.397217, 1092.601563,
1093.331909, 1094.470093, 1121.471191, 1140.488159, 1142.397583, 1144.468262, 1146.449585, 1148.497070,
1156.491577, 1157.520020, 1158.424683, 1160.451050, 1164.489380, 1190.459961, 1192.554321, 1207.519653,
1218.477051, 1235.523315, 1246.559937, 1258.533081, 1264.511841, 1271.466064, 1273.487915, 1318.526611,
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ANALISIS GENOMICO Y FUNCIONAL DEL INFECTOMA DE UNA CEPA MULTIRRESISTENTE de
Acinetobacter baumannii  AISLADA DE UN HOSPITAL DE BOGOTA-COLOMBIA

1364.504272,
1446.520386,
1619.484619,
1881.168579,
1991.487183,
2002.114868,
2033.005493,
2338.096436,

120.048454,
324.138611,
501.162079,
669.300476,
829.481567,
1032.423706,
1202.399658,
1386.647827,
1655.768555,
1988.895142,
2318.740479,
2337.079590),

185.074341,
350.218872,
514.253479,
682.368164,
834.394470,

1374.600830,
1463.530273,
1720.560669,
1973.172607,
1993.047119,
2003.008667,
2048.983643,

1375.511108,
1464.424561,
1766.386353,
1982.949341,
1994.731201,

2003.463135,

2055.053223,

1382.478271,
1476.513550,
1767.741333,
1984.243164,
1995.476440,
2005.351440,
2078.044189,

1387.482666,
1491.593140,
1768.601318,
1985.803467,
1996.320068,
2008.341919,
2133.202148,

1392.548340,
1492.499512,
1862.086914,
1986.527222,
1998.819092,
2009.015015),
2238.177734,

1419.550171,
1510.478638,
1863.316895,
1989.545288,
2000.038330,
2020.055176,
2321.186768,

1420.538086,
1592.550903,
1864.197021,
1990.857544,
2001.226074,
2026.035767,
2337.123291,

2339.105225 ions(18.018171, 27.018291, 28.017973, 29.031284, 30.033194, 39.052353, 41.081562,
43.089874, 44.074310, 55.110229, 56.141369, 57.166100, 62.810394, 70.028595, 81.252495, 82.246933, 110.041832,

1055.526489,
1218.584351,
1404.654175,
1657.671631,
1989.648438,
2328.933350,

199.078339,
382.141602,
549.201660,
686.375183,
871.355652,

1101.443726,
1243.700195,
1487.680664,
1786.672363,
2058.775879,
2330.568848,

2351.088379, 2353.099609,
2399.042725, 2724.571289, 2818.483154, 2903.440918, 2915.561035

Search Parameters

Type of search: Sequence Query
Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)

Mass values: Monoisotopic
Protein Mass: Unrestricted
Peptide Mass Tolerance: £ 0.08 Da

Fragment Mass Tolerance: + 0.8 Da

Max Missed Cleavages: 1

263.123535,
385.156952,
576.312500,
687.216003,
917.410400,

1119.511475,
1303.527466,
1492.573486,
1802.673950,
2060.618408,
2332.085205,
2354.107910,

Mascot Score Histogram

266.181335,
413.190948,
588.278381,
687.372253,
933.659912,

1142.560913,
1329.582886,
1505.664307,
1804.670044,
2074.785889,
2333.623535,
2355.097412,

267.115082,
425.255066,
616.294922,
688.252686,
934.414185,

1175.641479,
1346.497559,
1510.629395,
1843.662231,
2076.628906,
2334.444580,
2361.071045,

268.215851,
435.140045,
643.442688,
723.312805,
935.419250,

306.112244,
452.214874,
662.049072,
812.319397,
971.526794,
1187.501465,
1347.612915,
1630.733887,
1861.589966,
2077.748291,
2335.111084,
2377.040283,

311.155762,
453.206268,
665.331787,
816.320740,
992.496033,
1200.522705,
1369.563599,
1639.654297,
1971.643066,
2152.627197,
2336.228760,
2383.059082,

Protein score is -10%Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 86 are significant (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Munber of Hits
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

713.366455, 1089.561768, 1091.576294 ions(54.991257, 59.011532, 60.007839, 69.017212, 70.021004, 72.042839,

85.355438, 86.028725, 87.030869, 112.040314, 112.998848, 115.053894, 116.025322,
133.053772,
184.064240,
229.076431,
272.411591,
329.193787,
430.097778,
576.133423,

130.034119,
183.071823,
227.040588,
271.983063,
304.107819,
403.129211,
518.153259,

141.025452,
185.067429,
230.123138,
272.886566,
341.033997,
433.106232,
593.123291,

157.051804,
187.065063,
241.048950,
273.091553,
343.139374,
440.082855,
604.130737,

158.045349,
199.094406,
243.138397,
274.126373,
358.090210,
444.150085,
618.143738,

159.066956,
211.112701,
244.080185,
284.109070,
362.061188,
457.121735,
635.165955,

169.040253,
214.100372,
247.095169,
285.078339,
371.071594,
461.146790,
675.159485,

120.044685,
171.053406,
215.050522,
257.080902,
299.080200,
372.106750,
471.137299,
686.109070,

129.061523,
175.070023,
219.114426,
258.162231,
301.069550,
389.125916,
488.140259,
703.119385,

734.125732, 774.173157, 791.159302, 817.143799, 1073.196777, 1076.051392, 1083.750732, 1084.308838, 1086.246582,

1087.664795,
1123.567749,
1605.852173,
1957.078979,
1986.061035,

1088.155518,
1241.673706,
1675.758179,
1964.001343,
1987.079590,

1088.543457,
1264.614990,
1697.764038,
1970.095581,
1988.086914,

1088.962158,
1280.623291,
1714.786133,
1972.082153,
1994.069458,

28.019676, 29.033564, 30.037964, 31.408548, 31.497841,

70.021080, 76.736748, 86.046219, 95.044296, 101.033501, 108.520294, 120.053482,
212.172348,
355.032440,
483.331848,
612.330627,
775.935974,
844.417908,

175.074966,
300.141388,
438.253387,
594.219360,
730.301819,
787.363953,
885.397095,
1037.405762,
1126.442993,
1256.571167,
1378.536865,
1454.625488,
1578.621704,
1754.246216,
1849.464600,
1967.279419,
1980.333374,
1989.742065,
1994.791870,
2057.983154,

186.020935,
316.086884,
448.155182,
601.292603,
732.236328,
804.224670,
890.371826,

1044.824341,
1127.437256,
1257.521118,
1399.593750,
1476.657227,
1605.506226,
1763.310181,
1865.233765,
1970.546387,
1982.010010,
1990.288696,
1995.830811),

190.055527,
317.178223,
449.206879,
610.396606,
763.243103,
805.528931,
893.382446, 899.394348, 903.272705, 933.423767, 958.333557, 959.383057,

1077.437012,
1141.611328,
1264.613647,
1404.727783,
1496.615967,
1632.704224,
1770.871460,
1868.407227,
1971.185547,
1982.625122,
1990.737305,
2003.096436,

1090.411011,
1142.492310,
1343.595215,
1406.537720,
1511.609863,
1647.631592,
1778.128540,
1880.033203,
1975.686646,
1984.713623,
1991.134521,
2010.046387,

218.086334,
386.170807,
495.219910,
629.193726,
776.327637,
845.371765,

1089.862915),
1352.703735,
1759.009155,
1975.080811,
1996.030762,

1095.572998,
1459.784546,
1802.975708,
1979.042969,
1996.975464

1107.571045,
1475.784424,
1940.984009,
1980.029541,
ions(15.037741

1113.558472,
1505.725952,
1954.072388,
1982.010864,

18.020630,

34.802444, 41.513226, 49.274990, 55.107330, 61.634598,

1093.854248,
1144.483521,
1351.399658,
1432.569580,
1519.684082,
1735.494507,
1779.679443,
1936.605957,
1976.419312,
1985.503906,
1991.594360,
2013.034058,

228.070740,
409.208008,
501.254364,
629.386780,
777.342224,
846.281372,

1094.488770,
1191.461060,
1359.605713,
1433.691528,
1520.837769,
1743.374512,
1781.347900,
1940.738403,
1977.606689,
1986.282227,
1992.299927,
2014.038452,

129.068359,

234.085220, 259.073334,
413.122223,
514.230530, 530.203735,
640.355469,
778.329041,
873.371521,

427.121124,

655.213196,
779.332092,
876.414490,

1107.507935,
1201.380005,
1361.477295,
1434.800049,
1521.604004,
1750.840942,
1817.761353,
1959.004150,
1978.058594,
1987.525269,
1993.130249,
2018.989624,

165.051559,
285.126160,
431.141632,
542.199829,
656.438843,
786.203613,
878.350037,
1006.473022,
1110.409180,
1206.488403,
1364.465698,
1449.521606,
1575.152954,
1752.129761,
1837.519897,
1966.429932,
1978.829590,
1987.935669,
1994.358887,
2034.947510,

2106.075439, 2129.223389, 2130.231689, 2147.212158 ions(28.011581, 29.037945, 31.041033, 43.099373,

55.132465, 64.324722, 86.046295, 110.015846, 175.015594, 185.117981, 217.114655, 225.039093, 227.166565,
241.022415, 243.085220, 253.070679, 288.115234, 340.123840, 401.198547, 408.166229, 426.127930, 434.358704,
462.170624, 497.140381, 497.300446, 513.233582, 514.289612, 516.184387, 627.375793, 677.404236, 697.958435,
751.543396, 778.280640, 799.424255, 800.589600, 995.115295, 1007.497070, 1007.664124, 1023.420898, 1023.922791,

1024.291138,
1149.527954,
1325.502808,
1389.661987,
1503.635010,
1586.775269,
1729.802612,
2126.921875,
2142.891602,
2239.166016,

1024.515625,
1242.668823,
1330.647583,
1432.627197,
1505.487061,
1587.260498,
1747.926147,
2127.857910,
2143.312500,
2322.157959,

1025.356323,
1260.559570,
1331.622314,
1434.359131,
1518.824585,
1589.158081,
1748.620605,
2130.499512,
2144.392578,
2339.037109,

2915.555664, 3112.624268, 3347.700195

1121.514038,
1278.776245,
1347.771484,
1449.156006,
1520.599121,
1670.029785,
1813.913330,
2135.994141,
2146.053711),
2361.035156,

1128.544189,
1302.747070,
1348.594971,
1451.051147,
1567.936523,
1698.344971,
1814.490112,
2137.211670,
2169.195557,
2376.991211,

1138.598511,
1313.580566,
1357.633179,
1456.691162,
1570.672363,
1699.800659,
2116.397949,
2138.802002,
2185.190430,
2620.367676,

1139.575073,
1314.545044,
1375.526001,
1472.466431,
1580.549805,
1702.371094,
2124.689453,
2140.460938,
2211.144287,
2911.477783,

1140.388550,
1316.663940,
1376.655518,
1474.686279,
1586.093872,
1718.261841,
2125.997803,
2142.119141,
2224.141113,
2914.505859,
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Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.

Search Parameters Prteinscoresgeate than 86 e gt (9<0.05)

Type of search: Sequence Query Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
Enzyme: Trypsin

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: + 0.08 Da \
Fragment Mass Tolerance: + 0.6 Da SR M g
Max Missed Cleavages : 1

Mumber of Hits

Protein Summary Report

Format As | | Protein Summary (deprecated) El Help

Significance threshold p< |0.05 Max. number of hits 20
Preferred taxonomy | All entries =]

| Re-Search All ‘ ‘ Search Unmatched ‘

Index

Accession Mass Score Description
1. gild21655087 21641 137 OmpW family protein [Acinetcbacter baumannii Naval-72]
2. gi|424061385 21857 137 hypothetical protein W9K 02498 [Acinetocbacter baumannii Ab33333]

Espectro de masa correspondiente a la proteina identificada como “TonB-
dependent siderophore receptor” de Acinetobacter baumannii.

4700 Reflector Spec #1 MC=>B C=>NF0.7[BP = 1828.8,19033]
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

884.525208, 1072.548950, 1076.579224 ions(29.998697, 60.014717, 70.030846, 82.016068, 84.036469, 85.378319,
86.061043, 87.024010, 95.056862, 101.036407, 112.053207, 118.869408, 120.035782, 129.052719, 136.025894,
143.061951, 147.087540, 171.056534, 174.778656, 175.062851, 183.111206, 201.111649, 211.102417, 215.021118,
216.109634, 231.990494, 233.086502, 236.041214, 241.058014, 243.123062, 261.079742, 267.078644, 286.102295,
295.076752, 303.090881, 315.112518, 318.082245, 325.104645, 327.082214, 331.101807, 348.099792, 392.112244,
412.101807, 431.151367, 461.152863, 465.180573, 467.153900, 490.162476, 500.071777, 518.167725, 525.207947,
535.165283, 611.134155, 612.168213, 632.153503, 633.130432, 650.169373, 665.212891, 681.205505, 697.237732,
725.218689, 747.201477, 760.222351, 761.230835, 778.231384, 812.208069, 876.226318, 908.232910, 925.244019,
1072.327393, 1074.549927, 1074.884033, 1076.175903, 1076.703979), 1228.555176, 1368.681396 ions(27.062590,
27.880123, 38.923302, 43.123959, 44.013885, 46.016899, 55.205585, 70.026680, 71.001060, 71.578186, 72.042618,
86.022766, 87.026001, 112.044884, 116.012993, 120.046310, 128.838638, 130.040939, 136.043655, 157.987442,
158.644089, 159.083969, 170.023621, 174.041183, 175.078568, 181.166611, 182.680145, 185.055557, 186.087860,
187.030029, 199.094437, 205.054184, 215.099915, 223.556015, 224.108597, 227.090515, 228.126953, 230.107620,
238.086502, 239.045135, 240.034286, 241.091324, 252.060379, 253.971680, 271.070740, 272.063934, 278.106628,
289.114441, 320.073700, 329.059631, 348.138977, 419.132782, 458.079163, 475.191925, 490.126953, 518.181946,
563.048828, 589.243713, 600.496704, 671.252625, 688.205200, 700.275330, 778.158875, 791.288269, 795.150452,
848.221497, 849.300476, 868.260559, 894.250977, 990.142761, 1078.158691, 1153.098511, 1153.703979, 1154.174072,
1155.535034, 1350.778442, 1355.437744, 1357.169189, 1358.836426, 1360.299805, 1361.068359, 1361.708008,
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1362.929443, 1363.409912, 1363.930542, 1364.678467, 1365.183228, 1365.503540, 1366.324951, 1366.682373,
1367.091553, 1367.694946, 1368.526489), 1384.679199, 1400.673462, 1402.665039, 1414.690430, 1486.692505,
1502.680908, 1527.804321, 1586.846680, 1591.824829, 1599.770630 ions(18.031258, 27.036287, 33.014366, 60.005463,
69.944916, 70.026909, 72.042809, 73.048798, 86.054329, 88.014061, 101.045555, 112.040710, 120.042091, 123.550072,
129.033020, 169.062210, 174.169830, 175.073242, 185.081100, 185.724030, 185.844543, 186.056412, 189.081253,
191.112244, 200.008255, 200.174866, 205.133820, 207.112259, 212.947754, 213.068146, 214.099167, 215.067917,
216.070450, 219.983414, 228.100052, 230.145203, 240.082672, 262.126373, 286.061493, 303.144196, 312.124329,
375.170990, 382.084778, 402.227570, 440.122192, 465.225739, 500.235413, 535.302063, 548.243103, 596.758667,
597.261169, 603.280579, 605.235779, 761.320496, 791.307800, 957.426575, 962.255859, 1052.396240, 1526.755249,
1578.172852, 1579.436401, 1592.480835, 1594.141235, 1594.864990, 1595.261108, 1595.686523, 1596.519409,
1596.927612, 1597.525879, 1598.833740), 1672.794189, 1752.855225, 1803.874390, 1827.844849 ions(15.005728,
18.013817, 27.016703, 39.055588, 60.023266, 65.192795, 70.028793, 72.032585, 85.717148, 86.057335, 112.054016,
120.063408, 129.058762, 130.061447, 136.052597, 157.038589, 158.949509, 159.064407, 174.690704, 175.080536,
183.999985, 193.004272, 215.152222, 216.076385, 218.315247, 218.997101, 226.132660, 230.040634, 233.177048,
244.005661, 254.093124, 256.129791, 257.040131, 272.168976, 274.185608, 314.052643, 314.220276, 331.198456,
413.063782, 491.206909, 513.195435, 551.263489, 662.199951, 706.324341, 777.262390, 795.332153, 848.366882,
873.267944, 877.150940, 890.292297, 891.026428, 891.291992, 892.455383, 908.029724, 908.369263, 961.342285,
1006.277771, 1006.467896, 1023.372742, 1034.325195, 1049.329346, 1189.451294, 1192.347900, 1207.248047,
1208.369873, 1209.146240, 1209.389160, 1210.254150, 1409.304932, 1820.837769, 1822.808838, 1824.488525,
1825.326782, 1826.302612, 1828.556030), 1843.844116, 1903.986816, 1953.968140, 1982.933838, 1998.927368,
2185.059814, 2237.098633, 2249.166748, 2293.099365, 2309.088623, 2322.252197, 2338.265137 ions(11.535520,
18.020309, 27.023842, 27.234468, 27.953136, 29.034155, 30.041241, 34.794750, 41.067909, 43.062805, 44.079613,
46.210983, 47.916042, 48.495338, 49.282665, 49.902988, 51.086689, 57.142590, 59.118248, 66.098877, 67.143814,
70.030983, 71.042419, 72.059540, 84.021820, 86.065262, 101.047920, 112.049370, 113.751518, 120.064880,
129.091644, 158.057678, 169.047729, 173.135406, 174.979675, 175.107483, 183.140366, 200.128876, 200.675690,
201.086243, 211.139633, 214.106201, 215.059647, 219.106186, 229.818283, 232.133499, 244.165527, 255.700180,
258.833771, 266.167450, 271.152130, 283.152985, 298.164124, 324.251617, 325.129456, 328.189941, 347.182709,
348.203400, 361.217529, 370.128143, 394.359070, 394.862518, 395.276794, 400.144653, 415.177094, 417.828644,
445.195648, 446.295715, 448.908905, 475.247681, 481.290436, 486.308258, 509.400238, 512.180603, 512.316101,
527.179077, 529.334473, 542.439636, 557.178528, 564.334656, 603.311401, 625.197815, 642.452698, 713.241089,
713.485229, 718.464233, 729.526306, 746.441956, 757.435364, 768.351868, 774.391785, 775.355225, 781.531860,
783.498596, 805.662720, 817.371765, 817.646484, 818.022095, 826.517273, 885.348694, 898.529419, 901.593262,
908.389954, 955.594910, 992.539978, 1019.688782, 1034.572266, 1036.688110, 1039.565430, 1042.706055,
1051.711792, 1147.447388, 1150.745728, 1167.680420, 1173.461426, 1175.595459, 1188.626953, 1221.649170,
1232.658936, 1271.699341, 1272.570068, 1273.770996, 1285.509033, 1301.629639, 1302.742676, 1318.722778,
1336.695801, 1364.037476, 1421.889282, 1422.637817, 1423.788086, 1432.748535, 1463.803345, 1496.512085,
1520.004883, 1522.786865, 1544.626343, 1580.409668, 1592.785767, 1593.911377, 1649.354614, 1664.034180,
1697.265259, 1753.081177, 1791.920532, 1845.984863, 1872.053345, 1990.843262, 2029.683594, 2316.395020,
2318.113281, 2324.920410, 2325.704102, 2327.079346, 2328.261475, 2330.173584, 2330.935547, 2331.561523,
2333.842041, 2335.385498, 2337.380127), 2435.350830, 2456.273926, 2473.289307, 2518.211426, 2587.250488,
2608.301025, 2716.342773, 2783.407959, 2814.407227, 2879.412354, 2896.393066, 3348.682129

Mascot Score Histogram

Type of search : Sequence Query Pt s et o 55 e S 0Dy o e
En Zym e: TrypSin Protein scares are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values: Monoisotopic

Protein Mass: Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: £ 0.08 Da

Number of Hits
Bowonow
- -]

.
g

o o

Fragment Mass Tolerance: £ 0.6 Da T T
MaX Missed Cleavages . 1 Protein Summary Report
Format As Protein Summaw\deprecated]g Help
Significance threshold p< 0.05 Mazx. number of hits 20
Preferred taxonomy | All entries [=]

[ Re-Search All | [ Search Unmatched

Index

Accession Mass Score Description
1. gil417547905 85334 481 TonB-dependent siderophore receptor [Acinetobacter baum
2. gil332851725 25361 472 TonB-dependent siderophore receptor [Acinetcbacter baum
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ANEXO G

Lista de IDs de los genes codificantes asociadas con factores de virulencia de la
cepaen estudio A. baumannii 107m y las cepas ACICU, AB0057, ATCC 19606 y
ATCC17978

ID de genes codificantes del sistema de pili tipo |, operdn (csu) en cepas de A. baumannii

GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
Falta el cédigo de
CsuA/B AB57_2570 ACICU_02420 HMPREF0010_00109 A1S_2218 identificacion
1S30 family
transposase ACICU_02419 e T
Falta el cédigo de
CsuA AB57_2569 ACICU_02418 HMPREF0010_00110 A1S_2217 identificacion
Falta el cédigo de
CsuB ABS57_2568 ACICU_02417 HMPREF0010_00111 A1S_2216 identificacién
Falta el cédigo de
PapD ABS57_2567 ACICU_02416 HMPREF0010_00112 A1S_2215 identificacién
Falta el cédigo de
PapC AB57_2566 ACICU_02415 HMPREF0010_00113 A1S_2214 identificacion
Falta el cédigo de
CsuE; AB57_2565 ACICU_02414 HMPREF0010_00114 A1S_2213 identificacion
*Los genes que hacen parte del operdn csu se identificaron en A. baumannii 107m, sin
embargo aun no se han nombrado con un cédigo especifico
ID de genes codificantes del sistema de pili tipo |, operdn (pap) en cepas de A.
baumannii
GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
fimA ABIBUN_09715
ABS57_2004 ACICU_01810 HMPREF0010_00600 A1S_1507
papC AB57 2005 ACICU 01811 HMPREF0010_00599 ALS 1508 ABIBUN_09720
papD AB57 2006 ACICU 01812 HMPREF0010_00598 ALS_1509 ABIBUN_09725
fimA AB57_2007 ACICU_01813 HMPREF0010_00597 A1S_1510 ABIBUN_09730
ID de genes codificantes del sistema de pili tipo IV, en cepas de A. baumannii
GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
pilR 2AB57_0323 ACICU_00257 HMPREF0010_01993 A1S_0234 ABIBUN_01307
pilS AB57_0324 ACICU_00258 HMPREF0010_01992 A1S_0235 ABIBUN_01312
pulO/pilD ABS57_0408 ACICU_00343 HMPREF0010_01908 A1S_0327 ABIBUN_01752
pulF/pilC AB57_0409 ACICU_00344 HMPREF0010_01907 A1S_0328 ABIBUN_01757
pilB AB57_0410 ACICU_00345 HMPREF0010_01906 A1S_0329 ABIBUN_01762
AB57_0686 ACICU_00586 HMPREF0010_01672 A1S_0582 ABIBUN_03109
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COmEA
comL AB57_0888 ACICU_00793 HMPREF0010_ 01337 Al1S 0840 ABIBUN_04334
pilu

AB57_0944 ACICU_00847 HMPREF0010_01390 A1S_0896 ABIBUN_05017
pilT AB57_0945 ACICU_00848 HMPREF0010_01391 A1S_0897 ABIBUN_05022
pilZ AB57_1804 ACICU_01606 HMPREF0010_00799 Al1S 1559 ABIBUN_08670

ComEC/Rec2 No esta ACICU_02854 HMPREF0010_02126 AlS_ 2610 ABIBUN_14488

ChpA AB57 3311 ACICU_03059 HMPREF0010_02812 Al1S 2811 ABIBUN_15493

pilJ AB57_ 3312 ACICU_03060 HMPREF0010_02811 AlS 2812 ABIBUN_15498

pill AB57 3313 ACICU_03061 HMPREF0010_02810 Al1S 2813 ABIBUN_15503

pilH AB57 3314 ACICU_03062 HMPREF0010 02809 AlS 2814 ABIBUN_ 15508

pilG AB57 3315 ACICU_03063 HMPREF0010_02808 AlS 2815 ABIBUN_15513

pilE AB57_3620 ACICU_03365 HMPREF0010_02543 A1S_3165 ABIBUN_16998

pilE AB57 3619 ACICU 03364 HMPREF0010 02544 A1S 3166 ABIBUN_ 17003

PilY1 /pilC AB57 3621 ACICU_03366 HMPREF0010_ 02542 AlS_ 3167 ABIBUN_17008

pilX AB57_3622 ACICU_03367 HMPREF0010_02541 ABIBUN_17013

pilw AB57 3623 ACICU_ 03368 HMPREF0010 02540 A1S 3168 ABIBUN 17018

pilV AB57_3624 ACICU_03369 HMPREF0010_02539 No esta ABIBUN_17023

pilT fimT/fimU AB57_3625 ACICU_03370 HMPREF0010_02538 No esta ABIBUN_17028

pilA No esta ACICU_03380 No esta Al1S 3177 ABIBUN 17073
HofQ/pilQ

AB57 3644 ACICU 03390 HMPREF0010 02518 A1S 3191 ABIBUN 17123
pilP AB57 3645 ACICU 03391 HMPREF0010 02517 A1S 3192 ABIBUN 17128

ComoO (pilo)

AB57_3646 ACICU_03392 HMPREF0010_02516 Al1S 3193 ABIBUN 17133
pilN AB57_3647 ACICU_03393 HMPREF0010_ 02515 AlS 3194 ABIBUN_17138
pilM AB57 3648 ACICU_ 03394 HMPREF0010 02514 Al1S 3193 ABIBUN_17143

ID de genes codificantes encargados de la biosintesis del sider6foro acinetobactin
en cepas de A. baumannii
GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
basJ AB57 2802 ACICU_02570 HMPREF0010 02312 A1S 2372 ABIBUN 13511
basl AB57 2803 ACICU_ 02571 HMPREF0010 02311 AlS 2373 ABIBUN_ 13516
bash AB57 2804 ACICU_02572 HMPREF0010_ 02310 Al1S 2374 ABIBUN_ 13521
barb AB57 2805 ACICU 02573 HMPREF0010_ 02309 A1S 2375 ABIBUN_ 13526
barA AB57 2806 ACICU_ 02574 HMPREF0010 02308 AlS 2378 ABIBUN_13531
hypothetical ABIBUN_13536
protein AB57_2807 ACICU_02575 HMPREF0010 02307
basG AB57_2808 ACICU_02576 HMPREF0010_02306 Al1S 2379 ABIBUN_ 13541
basF AB57 2809 ACICU 02577 HMPREF0010_ 02305 A1S 2380 ABIBUN_ 13546
basE/entE AB57 2810 ACICU_02578 HMPREF0010 02304 AlS 2381 ABIBUN_13551
basD/entF AB57 2811 ACICU 02579 HMPREF0010_ 02303 A1S 2383 ABIBUN_ 13556
basCl/iucD AB57_2812 ACICU_02580 HMPREF0010 02302 AlS 2384 ABIBUN_13561
bauA AB57 2813 ACICU_02581 HMPREF0010_ 02301 AlS 2385 ABIBUN_13566
bauB/fatB AB57 2814 ACICU_02582 HMPREF0010_ 02300 AlS 2386 ABIBUN_ 13571
bauE AB57 2815 ACICU_02583 HMPREF0010_ 02299 AlS 2387 ABIBUN_13576
bauC AB57 2816 ACICU 02584 HMPREF0010_02298 A1S 2389 ABIBUN_ 13581
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bauD AB57_2817 ACICU_02585 HMPREF0010_02297 A1S_2389 ABIBUN_13586
hypothetical
protein AB57_2818 ACICU_02586 HMPREF0010_02296
basB AB57_2819 ACICU_02587 HMPREF0010_02295 A1S_2390 ABIBUN_13591
ABIBUN_13596
basA AB57_2820 ACICU_02588 HMPREF0010_02294 AlS_2391
bauF AB57_2822 ACICU_02589 HMPREF0010_02293 A1S_2392 ABIBUN_13601
ID del grupo de genes donde se encuentra el gen entA, necesario para la completa
biosintesis del sider6foro acinetobactin en cepas de A. baumannii
GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
modE
AB57_1979 ACICU_01786 HMPREF0010_00624 No esta ABIBUN_09595
modA
AB57_1980 ACICU_01787 HMPREF0010_00623 No esta ABIBUN_09600
modB
AB57_1981 ACICU_01788 HMPREF0010_00622 No esta ABIBUN_09605
modC AB57_1982 ACICU_01789 HMPREF0010_00621 No esta ABIBUN_09610
entA AB57_1983 ACICU_01790 HMPREF0010_00620 No esta ABIBUN_09615
entB AB57_1984 ACICU_01791 HMPREF0010_00619 No esta ABIBUN_09620
Fe2+/Zn2 AB57_1985 ACICU_01792 HMPREF0010_00618 No esta ABIBUN_09625
ID del grupo de genes putativos codificantes de un sideréforo putativo en cepas de
A. baumannii
GEN ABO057 AcCICU ATCC19606 17978 107m
lUCA ABIBUN_09000
AB57_1869 ACICU_01672 HMPREF0010_00734 A1S_1647
lucD ABIBUN_09005
AB57_1870 ACICU_01673 HMPREF0010_00733 Al1S_1648
MSF ABIBUN_09010
AB57_1871 ACICU_01674 HMPREF0010_00732 A1S_1649
lucA_lucC ABIBUN_09015
AB57_1872 ACICU_01675 HMPREF0010_00731 A1S_1651
lucA_lucC ABIBUN_09020
AB57_1873 ACICU_01676 HMPREF0010_00730 A1S_1652
FhuF proteina ABIBUN_09025
hipotética
AB57_1874 ACICU_01677 HMPREF0010_00729 A1S_1653
MenG ABIBUN_09030
AB57_1875 ACICU_01678 HMPREF0010_00728 A1S_1654
TonB. ABIBUN_09035
siderophor
AB57_1876 ACICU_01679 HMPREF0010_00727 A1S_1655
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ID de los genes codificantes de receptores de hierro

GEN ABO0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
HMPREF0010_01517
FepA AB57_1059 ACICU_00942 F911_02955 no esta ABIBUN_05517
Bfr AB57_3631 ACICU_03376 F911_ 00533 AlS 3174 ABIBUN_17058
Bacterioferritin
(cytochrome b1) AB57_3632 ACICU_03377 HMPREF0010_ 02531 AlS 3175 ABIBUN_17063
TonB (hypothetical
protein- Periplasmic
protein TonB, links inner
and outer membranes) AB57_3480 ACICU_03228 F911 00684 A1S 3032 ABIBUN_16306
Outer membrane receptor
proteins, mostly Fe
transport- AB57_3329 ACICU_03077 HMPREF0010_ 02794 AlS 2829 ABIBUN_15583
Outer membrane receptor
proteins, mostly Fe
transport —TonB AB57_3396 ACICU_ 03142 HMPREF0010_ 02730 AlS 2892 ABIBUN_15888
TonB-dependent
siderophore receptor AB57_2408 ACICU_02279 HMPREF0010_00262 Al1S_ 2080 ABIBUN_11980
(EXBD-like) AB57 1827 ACICU 01629 HMPREF0010 00776 A1S 1603 ABIBUN_08785
ExbD/TolR ABIBUN_08790
AB57_1828 ACICU_01630 HMPREF0010_00775 AlS_1604
biopolymer transport ABIBUN_08795
protein
AB57 1829 ACICU 01631 HMPREF0010 00774 A1S 1605
TonB ABIBUN_08800
AB57_1830 ACICU_01632 HMPREF0010_ 00773 ~
TonB AB57 1831 ACICU_ 01633 HMPREF0010 00772 ABIBUN_08805
Periplasmic protein TonB, ABIBUN_09860
links inner and outer
membranes No esta No esta No esta No esta
ExbB-like
No esta No esta No esta No esta ABIBUN_09865
ExbD-like putative ABIBUN_09870
biopolymer transport
protein No esta No esta No esta No esta
Outer membrane receptor ABIBUN_09880
proteins, mostly Fe
transport No esta No esta No esta No esta
Outer membrane receptor ABIBUN_09885
proteins, mostly Fe No esta No esta No esta No esta
TonB family protein AB57_0535
Periplasmic protein TonB,
links inner and outer
membranes AB57_0535 ACICU_00462 HMPREF0010 01786 Al1S 0452
ExbB oriteub Biopolymer ABIBUN_02367
transport proteins
AB57 0536 ACICU_00463 HMPREF0010 01785 A1S 0453
ExbD protein Biopolymer ABIBUN_02372
transport protein
AB57_0537 ACICU_00464 HMPREF0010 01784 AlS 0454
TonB- Outer membrane ABIBUN_10820
receptor proteins, mostly
Fe transport AB57_2257 ACICU_02032 HMPREF0010_00409 AlS_1921
TonB Outer membrane ABIBUN_05927
receptor proteins, mostly
Fe transport
AB57 1148 ACICU_01101 HMPREF0010_02968 AlS 1063
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ID del grupo de genes codificantes encargados de la biosintesis y polimerizacion de

la cdpsula
GEN AB0057 ACICU ATCC19606 17978 107m
MViN AB57_0088 ACICU_00068 HMPREF0010_03293 A1S 0046 ABIBUN_00410
fkpA---fkiB AB57_0089 ACICU_00069 HMPREF0010_03292 Al1S_0047 ABIBUN_00415
fkpA AB57_0090 ACICU_00070 HMPREF0010_03291 Al1S_0048 ABIBUN_00420
Ptk AB57 0091 ACICU_00071 HMPREF0010 03290 A1S 0049 ABIBUN_00425
Ptp AB57_0092 ACICU_00072 HMPREF0010_03289 ALS_0050 ABIBUN_00430
epsA AB57_0093 ACICU_00073 HMPREF0010 03288 A1S 0051 ABIBUN_00435
ID de genes codificantes de fosfolipasas en cepas de A. baumannii
Gen AB0057 ACICU ATCC 19606 ATCC 17978 107M
Phospholipase C (plc) AB57_0084 ACICU_00064 HMPREF0010 03297 A1S 0043 ABIBUN_00390
Phospholipase C (plc) AB57 2376 ACICU 02247 HMPREF0010 00294 Al1lS 2055 ABIBUN 11815
Outer membrane
phospholipase A (pldA) AB57_ 2255 ACICU_02030 HMPREF0010_ 00411 Al1lS 1919 ABIBUN_10810
phospholipase D (pld) AB57_3442 ACICU_03190 HMPREF0010_03706 Al1lS 2989 ABIBUN_16124
phospholipase D (pld) AB57 1997 ACICU 01803 HMPREF0010_00607 A1S 2891 ABIBUN_09685

ID de genes codificantes de proteinas de membrana externa asociadas a virulencia en
cepas de A. baumannii

GEN AB0057 ACICU ATCC 19606 ATCC 17978 107m
Uncharacterized
conserved protein AB57_3343 ACICU_03088 HMPREF0010 02783 AlS 2839 ABIBUN_15638
Outer membrane A1S_2840
protein (Omp38) AB57_3344 ACICU_03089 HMPREF0010_02782 ABIBUN_15643
A1S_2841
Tfp pilus assembly
protein FimT AB57 3345 ACICU_03090 HMPREF0010 02781 ABIBUN 15648
(ompW) AB57 2400 (370) ACICU 02271 HMPREF0010_ 02352 (356) Al1S 2075 (370) ABIBUN 11940
(ompW) AB57_2758 ACICU_02527 (356) HMPREF0010 00270 (370) AlS 2325 ABIBUN_13282
(ompW) AB57_0376 ACICU_00310 F911 03613 (196) AlS 0292 ABIBUN_01587
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