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Resumen.

Introduccioén:

A. baumannii es reconocido ampliamente como un patégeno nosocomial importante
asociado a brotes hospitalarios. Este organismo provoca infecciones letales
generalmente en pacientes inmunocomprometidos, principalmente en aquellos que se
encuentran en las unidades de cuidados intensivos (UCI). El tratamiento contra este tipo
de infecciones es muy complicado debido a su capacidad de desarrollar resistencia
contra los antibiéticos de uso rutinario. El genoma de este patdgeno se caracteriza por
presentar una amplia plasticidad genética la cual le permite acumular una gran cantidad
de determinantes de resistencia, y a su vez se asocian a otros elementos genéticos
moviles que les permiten propagar la resistencia y adaptarse a diversas condiciones.

Métodos:

Analizamos la secuencia completa de 155 pladsmidos de A. baumannii depositados en
la base de datos publica NCBI provenientes de diferentes regiones geograficas y para
ampliar esta diversidad afiadimos las secuencias completas de 18 plasmidos
mexicanos, por lo tanto, contamos con una coleccién de 173 secuencias de plasmidos
de este organismo, con una amplia variedad de tamafios. Para determinar los diferentes
linajes plasmidicos construimos una diversa gama de redes con las secuencias de cada
replicon bajo criterios de cobertura e identidad. Mediante el uso de la anotacion en
GenBank realizamos una busqueda rigurosa para extraer las secuencias de las
proteinas Rep en cada plasmido, esto nos permitio clasificarlos en diferentes grupos de
homologia. Con la ayuda de herramientas bioinforméticas pudimos identificar en la
coleccion de plasmidos, secuencias de insercion, genes de resistencia a antibioticos,
sistemas de secrecion, sitios Pdif, médulos de particién, de conjugaciéon y de toxina-
antitoxina. Finalmente, determinamos asignaciones a clases funcionales (COG) de
genes homélogos para cada plasmido.

Resultados:

Los analisis bioinformaticos de este estudio nos permitieron organizar 128 plasmidos de
la coleccion en 23 linajes clonales. Los miembros de cada linaje presentaron estructura
y composicion muy similar. Del conjunto de plasmidos, 138 presentaron un gen rep
intacto, 11 mostraron pseudogenes rep y 27 exhibieron una replicasa no identificada.



Basados en la nomenclatura de proteinas Rep propuesta por Bertini, ampliamos el
esquema de clasificacion al definir 11 grupos de homologia adicionales. Solo en un par
de linajes (LN_7 y LN_8) pudimos identificar al operén basico del médulo de particién
(parA/parB), el resto de los linajes exhibio el sistema incompleto o no se detectd ningln
gen del modulo, mientras que el sistema Toxina-Antitoxina se detect6 en 108 pladsmidos
distribuidos en siete linajes. El set completo de genes de la maquinaria de conjugacion
se presentd Unicamente en miembros de dos linajes (LN_1 y LN_5), otros fueron
potencialmente movilizables solo por la presencia de la relaxasa. En poco mas de la
mitad de nuestra coleccién de plasmidos logramos identificar una extensa variedad de
secuencias de insercion (IS). El 34.6% de los plasmidos albergaron genes de resistencia
contra diversos tipos de familias de antibiéticos. Estos determinantes de resistencia los
localizamos en asociacidn con otros elementos genéticos moviles (IS, AbaR e intgrones
de clase 1).

Conclusion:

Los plasmidos de A. baumannii de nuestra coleccién se agruparon en un reducido
namero de linajes, los cuales presentaron un contenido genético y estructura bastante
estable y similar. Los plasmidos del mismo linaje presentaron proteinas Rep idénticas,
por lo tanto, se clasificaron dentro del mismo grupo de homologia, de esta manera cada
linaje se caracterizé por representar a un grupo de incompatibilidad plasmidico. Los
sistemas de particion y toxina-antitoxina fueron los Unicos mdédulos que se detectaron
en algunos linajes, es posible que el resto de los linajes utilicen sistemas alternativos a
estos. Solo algunos linajes que albergaron a los plasmidos mas grandes presentaron el
sistema completo de conjugacién, los otros que carecen de la maquinaria clasica
probablemente hagan uso de un sistema diferente aun no identificado. Generalmente
los pladsmidos que presentaron genes de resistencia a los antibidticos estuvieron
vinculados a otros elementos genéticos moviles que fueron adquiridos de manera
secundaria.

Palabras clave: A. baumannii, proteinas Rep, genes de resistencia, plasticidad
gendmica, plasmidos, elementos genéticos moviles, secuenciacion.



Abstract.
Introduction:

A. baumannii is widely recognized as an important nosocomial pathogen associated with
hospital outbreaks. This organism causes lethal infections generally in
immunocompromised patients, mainly in those in intensive care units (ICU). Treatment
against this type of infection is very complicated due to its ability to develop resistance
against routinely used antibiotics. The genome of this pathogen is characterized by a
wide genetic plasticity which allows it to accumulate a large number of resistance
determinants, which in turn are associated with other mobile genetic elements that allow
them to spread resistance and adapt to various conditions.

Methods:

We analyzed the complete sequence of 155 A. baumannii plasmids deposited in the
NCBI public database from different geographic regions and to extend this diversity we
added the complete sequences of 18 Mexican plasmids, therefore, we have a collection
of 173 plasmid sequences of this organism, with a wide variety of sizes. To determine
the different plasmid lineages we constructed a diverse range of networks with the
sequences of each replicon under criteria of coverage and identity. Using GenBank
annotation we performed a rigorous search to extract the sequences of the Rep proteins
in each plasmid, this allowed us to classify them into different homology groups. With the
help of bioinformatics tools, we were able to identify in the plasmid collection, insertion
sequences, antibiotic resistance genes, secretion systems, Pdif sites, partition,
conjugation and toxin-antitoxin modules. Finally, we determined assignments to
functional classes (COG) of homologous genes for each plasmid.

Results:

The bioinformatic analyses of this study allowed us to organize 128 plasmids from the
collection into 23 clonal lineages. The members of each lineage presented very similar
structure and composition. Of the plasmid set, 138 showed an intact rep gene, 11
showed rep pseudogenes, and 27 exhibited an unidentified replicase. Based on the Rep
protein nomenclature proposed by Bertini, we extended the classification scheme by
defining 11 additional homology groups. Only in a couple of lineages (LN_7 and LN_8)
we were able to identify the basic operon of the partitioning module (parA/parB), the rest
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of the lineages exhibited the incomplete system or no module gene was detected, while
the Toxin-Antitoxin system was detected in 108 plasmids distributed in seven lineages.
The complete set of conjugation machinery genes was present only in members of two
lineages (LN_1 and LN_5), others were potentially mobilizable only by the presence of
relaxase. In just over half of our plasmid collection we were able to identify an extensive
variety of insertion sequences (IS). 34.6% of the plasmids harbored resistance genes
against various types of antibiotic families. We located these resistance determinants in
association with other mobile genetic elements (IS, AbaR and class 1 intgrons).

Conclusion:

A. baumannii plasmids in our collection were grouped into a small number of lineages,
which presented a fairly stable and similar genetic content and structure. The plasmids
of the same lineage presented identical Rep proteins, therefore, they were classified
within the same homology group, thus each lineage was characterized by representing
a plasmid incompatibility group. The partition and toxin-antitoxin systems were the only
modules detected in some lineages; it is possible that the rest of the lineages use
alternative systems to these. Only some lineages harboring the largest plasmids
presented the complete conjugation system, the others lacking the classical machinery
probably make use of a different system not yet identified. Generally, the plasmids that
presented antibiotic resistance genes were linked to other mobile genetic elements that
were acquired secondarily.

Key words: A. baumannii, Rep proteins, resistance genes, genomic plasticity, plasmids,

mobile genetic elements, sequencing.



Introduccion.
El género Acinetobacter.

Los miembros del género Acinetobacter constituyen un grupo bastante diverso
de microorganismos. Actualmente se clasifica en 105 especies; de la cuales 74
poseen nombres validos publicados, mientras que el resto aun no lo obtienen.
(Nemec A, 2022).

El descubrimiento del género Acinetobacter data de inicios del siglo XX en donde
el microbiélogo holandés Martinus Willem Beijerinck, padre de la Escuela de
Microbiologia de Delft (la Riviere, 1997), describié un organismo que aisl6 del
suelo mediante un cultivo enriquecido con medio mineral de acetato de calcio, al
cual denomino Micrococcus calco-aceticus (Dijkshoorn, 2008; Doughari, et al.,
2011). Posteriormente, este microorganismo se clasifico y reclasificé dentro de
diferentes géneros bacterianos y no fue hasta la década de 1950 cuando se le
designé dentro del género Acinetobacter (Jung & Park, 2015; Munoz-Price, L.S.,
Weinstein, R.A., 2008)

El nombre Acinetobacter (del griego akinetos, es decir, inmovil y bacter, bacteria)
lo acuiiaron originalmente Brisou y Prevot en 1954 para distinguir dentro del
grupo Achromobacterea, a los organismos en funcion de su motilidad. Este grupo
es muy heterogéneo ya que alberga bacterias saprofitas Gram-negativas tanto
especies oxidasa negativas como oxidasa positivas (Brisou & Prevot, 1954; Jung
& Park, 2015).

En 1968 Baumann y colaboradores publicaron un estudio en el que compararon
diversos caracteres fisioldégicos (basados en las propiedades nutricionales y
bioquimicas) de una gran cantidad de cepas de los diferentes taxones
previamente mencionados. La conclusion fue que todos ellos eran parte de un
s6lo género, y que no existian criterios claros para hacer una subdivisiéon de la

especie. Por lo tanto, se propuso nombrar el género Acinetobacter y considerar
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una sola especie, denominada Acinetobacter calco- aceticus (Baumann, et al.,
1968). En 1971, el subcomité de taxonomia de Moraxella y bacterias
relacionadas reconocieron de manera oficial al género basados en los hallazgos
de Baumnann. La cepa de Beijerinck descrita en 1911, sigue siendo la cepa de
Acinetobacter documentada mas antigua (Lessel EF. 1971; Baumann, et al.,
1968).

En 1986 se describieron doce grupos a través de estudios de hibridacion ADN-
ADN a los que denominaron “genoespecies” algunas recibieron nombres
mientras que al resto se les asignd un namero provisional (Bouvet P. & Grimont
P. 1986). Un reporte posterior incluyé 5 grupos de hibridacion adicionales con
las designaciones del 13 — 17 (Bouvet P & Jeanjean S, 1989).

En la actualidad este género estd conformado por un grupo heterogéneo de
bacterias clasificadas con base a su genoma mediante estudios de hibridacion
previamente mencionados o por la comparacion de las secuencias de sus
genomas. Las genoespecies mas representativas se clasificaron de la siguiente
manera: A. calcoaceticus (= genospecie 1), A. baumannii (= genospecie 2) A.
haemolyticus (= genospecie 4), A. junii (= genospecie 5), A. johnsonii (=
genospecie 7), A. Iwoffii (= genospecies 8,9) y A. radioresistens (= genospecie
12). Actualmente el género Acinetobacter se encuentra conformado por 74

especies de manera oficial (Nemec A, 2022).

El género comprende especies Gram negativas, que pertenecen a la familia
Moraxelleacea, que se distinguen fenotipicamente como cocobacilos (Allen, et
al., 2009) Tienen un metabolismo estrictamente aerobio, son catalasa-positivo,
oxidasa-negativo, no son fermentadores y no exhiben flagelos, por lo tanto, su
movilidad es a través de twiching y sus genomas poseen un contenido G +C del
39-47 % (Mufoz, et al., 2008; Peleg, et al., 2008).

El grupo Acinetobacter esta constituido por un conjunto de organismos saprofitos
de vida libre que se pueden encontrar en casi cualquier lado y por lo tanto es

posible detectarlos habitando una amplia variedad de nichos ecolégicos como
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pudieran ser el agua, el suelo, los alimentos, las plantas, los animales y los
humanos (Doughari et al., 2011; Jung & Park, 2015). Un tercio de las especies
del genero Acinetobacter son capaces de colonizar los tractos respiratorios,
gastrointestinales, urinarios, piel y heridas, tanto de los humanos como de una
extensa gama de animales. Como consecuencia, tiene la potencialidad de
provocar una amplia variedad de infecciones sistémicas, entre las que se
incluyen, neumonia, septicemia e infecciones en heridas (Beggs, et al., 2006)

Retos en la identificacion de especie (complejo A. calcoaceticus-

baumannii).

Muy pocos métodos son eficientes para la identificacion de las especies del
género Acinetobacter, entre estos se encuentra la hibridacién ADN-ADN la cual
fue clave para asignar las 12 primeras especies gendmicas antes descritas y las
posteriores designaciones mediante la inclusion de nuevas colecciones de cepas
(Bouvet P. & Grimont P. 1986). Desafortunadamente, este sistema no es capaz
de separar especies estrechamente relacionadas. Tal es el caso de A.
calcoaceticus, A. baumannii, la genoespecie 3 y 13TU. Por lo que, en 1991,
Gerner-Smidt y colaboradores agruparon a estas especies en el complejo al que
denominaron A. calcoaceticus-baumannii (complejo-ACB) (Gerner-Smidt, et al.,
1991). Con la designacion oficial del complejo en 1992 concluyeron que estas
especies son genotipicamente diferentes, pero fenotipicamente similares y son
las genosepecies de mayor relevancia clinica, pero no las Unicas (Gerner-Smidt,
1992))

Acinetobacter baumannii.

Inicialmente A. baumannii se describié como un organismo propio del suelo, sin
embargo, existe muy poca evidencia de que esta especie sea un residente
habitual de ese medio (Hernandez, et al., 2010). Por el contrario, se puede aislar
frecuentemente del equipo médico reusable como ventiladores mecéanicos, tubos
de ventilacion, dispositivos de monitoreo de presion arterial, humificadores,
lavabos, urinarios de plastico, colchones, almohadas y también, en la piel del
personal de salud (Kanafani & Kanj, 2014).
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Acinetobacter baumannii es el miembro mas importante del género debido a que
se encuentra asociado particularmente a infecciones adquiridas en los hospitales
a nivel mundial, con elevados indices de mortalidad (Lin & Lan, 2014). La
mayoria de las infecciones causadas por este organismo ocurren en pacientes
en estado critico que han permanecido por un largo periodo (>90 dias) en la
unidad de cuidados intensivos (UCI) y representa hasta el 20% de las infecciones

totales en estas unidades de todo el mundo (Vincent J, et al., 2009)

A. baumannii tiene la habilidad de sobrevivir sobre superficies secas y en
condiciones limitantes de nutrientes, lo que facilita su persistencia y transmision
en el ambiente nosocomial. Como ya se menciond previamente, A. baumannii
se aisla frecuentemente en los dispositivos y equipos médicos, por ello, sirven
como reservorios durante brotes hospitalarios prolongados (Kanafani & Kanj,
2014). La mayoria de las cepas de esta especie persisten en ambientes secos
por periodos extensos, mas que otras especies bacterianas. Algunas de ellas
pueden llegar a sobrevivir hasta 4 meses. Dicha caracteristica le permite a A.
baumannii sobrevivir en el ambiente hospitalario e influye directamente en la
propagacion de infecciones causadas por cepas epidémicas. De hecho, las
infecciones causadas por este microorganismo en soldados y veteranos durante
la guerra en Iraq no se adquirieron en el medio ambiente sino durante su ingreso

a las instalaciones médicas (Lee K, et al., 2011; Kanafani & Kanj, 2014).

Importancia clinica.

La mayoria de las infecciones provocadas por A. baumannii involucra sistemas
de oOrganos que contienen altos niveles de fluido, como el tracto urinario,
respiratorio y la cavidad peritoneal, entre otros, y que ademas se encuentran
conectados a dispositivos médicos permanentes. Las infecciones graves
provocadas por A. baumannii tienen un alto grado de letalidad; en promedio
fallecen el 42.6% de los pacientes, pero en la UCI, la mortalidad puede alcanzar

el 92%. Las infecciones mas graves se encuentran asociadas a neumonia e
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infecciones del torrente sanguineo (Jung & Park, 2015; S Mohd Sazlly Lim, et al.,
2019).

Las infecciones causadas por A. baumannii representan aproximadamente el 2%
del total de las infecciones relacionadas con el sector salud en los Estados
Unidos y Europa (Magill SS, et al., 2014). Mientras que, en Asia y Medio Oriente,
dichas tasas se duplican (Lob SH, et al., 2016). AUn cuando las tasas de infeccion
son mas bajas en comparacién con otras especies Gram-negativas a nivel
mundial, el 45% de los aislamientos se consideran multidrogo resistentes (MDR),
y en América Latina y algunos paises del Medio Oriente, este nUmero puede
alcanzar el 70%. Estas abrumadoras cifras son aproximadamente 4 veces mas
altas que las observadas para otros patogenos MDR como P. aeruginosa y K.
Pneumoniae de los cuales también se disponen estadisticas de vigilancia
epidemiologica (Giammanco A, et al., 2017).

Neumonia adquirida en los hospitales

Una gran cantidad de cepas de A. baumannii se aislan de las vias respiratorias
de pacientes hospitalizados. No obstante, ya es muy complicado diferenciar
entre la colonizacion de las vias respiratorias superiores de la verdadera
neumonia. La incidencia de este microorganismo varia de un sitio a otro. Sin
embargo, es el segundo agente etioldgico mas comun entre las bacterias Gram-
negativas (Luna C & Aruj P, 2007). La neumonia nosocomial ocurre en las
unidades en cuidados intensivos con una frecuencia del 3-5 % y con una tasa
bruta de mortalidad de 30-75% (Doughari H, et al., 2011).

Bacteriemia (infeccion del torrente sanguineo).

La bacteriemia provocada por A. baumannii es comunmente causada por
catéteres infectados en el tracto respiratorio e intravascular. Por lo tanto, los
factores de riesgo se asocian directamente a procedimientos invasivos y al mal
uso de antibiéticos de amplio espectro. Las manifestaciones clinicas no son

especificas, pero ocurren frecuentemente en pacientes en estado critico que se
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encentran en las Unidades de Cuidado Intensivo (Cisneros & Rodriguez-Bano,
2002). Las tasas de mortalidad atribuible a las infecciones del torrente sanguineo
varian entre el 34% al 43.4% en la UCI y fuera de esta unidad la tasa promedio
es del 16.3% (Garnacho-Montero, et al., 2015)

Infecciones del tracto urinario.

A. baumannii es el responsable de sélo el 16% de las infecciones del tracto
urinario adquiridas en la UCI, en donde este organismo se encuentra ligado
principalmente a infecciones asociadas con cateterismo. Por otra parte, es poco
frecuente que se relacione con dichas infecciones severas en pacientes

ambulatorios (Falagas M, et al., 2015).

Meningitis.

La meningitis causada por cepas de A. baumannii MDR cada vez son mas
frecuentes, representa alrededor del 10% de las meningitis entre bacilos Gram-
negativos y el 4% del total de estas infecciones en los hospitales (Basri R, etal.,
2015).

Resistencia antimicrobiana de A. baumannii.

Durante los ultimos 30 afios A. baumannii se ha convertido en uno de los
patbgenos mas exitosos en el ambiente hospitalario debido a su sorprendente
habilidad de adquirir resistencia contra los antibiéticos de uso rutinario. Una gran
cantidad de cepas de A. baumannii son altamente resistentes a la mayoria de
los antibitticos disponibles en la actualidad, como consecuencia, genera una

reduccion en las opciones terapéuticas para el paciente (Lin & Lan, 2014).

Actualmente se utiliza diferente terminologia para describir el grado de
resistencia de diferentes aislamientos:
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Cepas Multidrogo Resistentes (MDR): se refiere a aquellos aislamientos que son
resistentes a un minimo de tres clases de antibioticos (penicilinas, cefalosporinas
y fluoroquinolonas); cepas Extremadamente Resistentes (XDR): son organismos
MDR que presentan una resistencia adicional a carbapenémicos y solo
permanecen susceptibles a una o dos clases de antibidticos; finalmente, cepas
Pandrogo Resistentes (PDR): se define como aquellas cepas que presentan
resistencia a todos los antibidticos disponibles (Jung & Park, 2015).

Mecanismos de resistencia en A. baumannii.

Los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana descritos en A.
baumanni se clasifican generalmente en cuatro categorias (Kamolvit W, et al.,
2015):

A) Enzimas inactivadoras de antimicrobianos: la degradacion enzimética de los
antibiéticos B-lactamicos a través de B-lactamasas, comprende el mecanismo de
resistencia mas prevalente desarrollado por A. baumanni (Jeon J, et al., 2015).

B) Alteraciones en la permeabilidad de la membrana: este tipo de resistencia se
debe a la reducida expresién o mutacion de las porinas de la membrana externa,
las cuales generan cambios en la permeabilidad de la envoltura en este
microorganismo. La resistencia a carbapenémicos en A. baumannii se asocia a
la perdida de las proteinas a través del canal de las porinas en la membrana
(Manchanda V, et al., 2010).

C) Bombas de eflujo: suelen presentar tres componentes principales, incluida a
la propia bomba, presente en la membrana citoplasmética; un portal de salida
(canales proteicos que atraviesan la membrana externa) y una lipoproteina
enlazadora. Dicho mecanismo funciona mediante la expulsién del antibiético del
espacio periplasmico a la parte externa de la célula, de esta manera se evita que
llegue a su sitio de accién. En A. baumannii es la responsable de la resistencia
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a diferentes clases de antibidticos, como aminoglucésidos, quinolonas,

cloranfenicol, tetraciclinas y bromuro de etidio e (Nowak J, et al., 2015).

D) Modificacion de los sitos blanco: las alteraciones en los sitios diana de los
antibidticos también pueden inducir resistencia contra ellos. Se debe
principalmente a la sobreexpresion de las Proteinas de Union a la Penicilina
(PBP) alteradas, que exhiben baja afinidad para ciertos antibioticos, como
carbapenémicos, quinolonas, tetraciclinas, trimetoprima y aminoglucdsidos
(Gehrlein M, et al., 1991).

Cabe resaltar que A. baumannii puede presentar una combinacion de los
diferentes mecanismos antes mencionados, como sucede en otras bacterias

Gram-negativas (Fernandez-Cuenca F, et al., 2003).

Mecanismos de resistencia intrinsecos.

Las especies de Acinetobacter poseen una amplia gama de (B-lactamasas que
tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos.
A. baumannii produce de manera inherente una cefalosporinasa de tipo AmpC,
también conocida como cefalosporinasa derivada de Acinetobacter (ADC).
Cuando estas enzimas se producen a nivel basal, no reducen la eficacia de las
cefalosporinas de espectro extendido (Bou G, & Martinez-Beltran J, 2000). Cabe
resaltar que a diferencia de las enzimas AmpC que se encuentran en otros
organismos Gram-negativos la expresion inducible no se produce en A.
baumannii. La presencia de la secuencia de insercion ISAbal es el determinante
clave que regula la sobreexpresion de AmpC en A. baumannii, proporcionando
un promotor eficaz. La existencia de este elemento se correlaciona con el
aumento en la expresion del gen AmpC y a la resistencia a cefalosporinas de

espectro extendido (Héritier C, et al., 2006).
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La principal causa de resistencia contra carbapenémicos en A. baumannii se
debe a la produccion de carbapenemasas de clase D (o tipo OXA). Las enzimas
OXA-51 también ocurren de manera natural y se encuentran codificadas en el
cromosoma de dicho microorganismo. Este tipo de enzimas se expresan de
manera deficiente en su nivel basal, en la mayoria de las cepas estudiadas, lo
que explica un bajo impacto en la susceptibilidad contra todos los antibiéticos B-
lactdmicos. Similar a las ADC, la expresion de estas enzimas requiere de los
elementos de insercién ISAbal rio arriba del gen. Esta sobreexpresion conduce

entonces, a la resistencia a los carbapenémicos (Rice LB. 2006).

Previamente el gen OXA-51 se utilizo6 como herramienta para identificar
aislamientos clinicos de A. baumannii, sin embargo, recientemente también se
ha identificado en cepas de A. nosocomialis y A. pittii, por lo que se ve afectada
la precision de este gen como marcador para discriminar esta especie de otras
del género (Gordon NC & Wareham DW. 2010).

Mecanismos de resistencia adquiridos.

La degradacion enzimatica mediada por la produccion de B-lactamasas

representa el mecanismo de resistencia mas prevalente en A. baumannii.

De acuerdo a la clasificacién de Ambler las B-lactamasas se dividen en cuatro
grupos moleculares: Clase A, Clase B (metalo-B-lactamasas) y Clase D
(Oxacilinasas), estas enzimas hidrolizan al menos carbapenémicos junto a otros
B-lactdmicos (Jain R & Danziger LH, 2004).

Las B-lactamasas de Clase A median la resistencia a penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos y carbapenémicos; y presentan un residuo de serina en su sitio
activo. Estas enzimas pueden adquirir una actividad de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) a través de mutaciones puntuales y desarrollar
resistencia contra cefalosporinas como ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y

aztreonam (Ghafourian S, et al., 2015). Se distribuyen ampliamente entre bacterias
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Gram-negativas mediante la ayuda de plasmidos y otros elementos genéticos
moviles. Los genes mas representativos que codifican para las enzimas de esta
clase son: TEM-1, TEM-2, TEM-92, CARB5, VEB-1, PER-1 y CTX-M-2 (Tooke
C, etal., 2019).

Las metalo-B-lactamasas de Clase B (MBLSs) pueden estar codificadas tanto en
plasmidos como en cromosoma, tienen la capacidad de hidrolizar practicamente
a todos los antibidticos B-lactAmicos excepto el aztreonam. Estas enzimas
requieren zinc o algun otro metal pesado en su sitio activo para llevar a cabo la
catélisis. En A. baumannii se han descrito 4 diferentes tipos de MBLs, IMP, VIM,
SIM y NDM. Dado que esta clase de enzimas pueden estar situadas en
elementos genéticos méviles como plasmidos que a su vez se encuentran
asociados a integrones de clase 1 son facilmente transmisibles a cepas de la
misma especie o incluso a especies de géneros diferentes (Cornaglia, G, et al.,
2011).

Las B-lactamasas de clase D, también llamadas oxacilinasas (OXAS) tienen la
propiedad de inactivar a todos los antibioticos B-lactamicos y, por lo tanto,
comprende el principal mecanismo de resistencia contra carbapenémicos.
Usualmente, dichas enzimas, no son inhibidas por el acido clavulanico,
sulbactam o tazobactam. Los genes que codifican para estas enzimas se pueden
encontrar en cromosoma y plasmidos. Las enzimas de este grupo que son mas
prevalentes en aislamientos clinicos de A. baumannii incluyen a las familias
blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-40/24, blaOXA-143 y blaOXA-58. Wong y
colaboradores recientemente confirmaron que la sobreexpresion de los genes
blaOXA-51 y blaOXA-23, se debe a la presencia de la secuencia ISAbal en su
region promotora (Poirel, L. et al., 2010; Wong, M.H., et al., 2019).

Las enzimas que pertenecen a la familia blaOXA-51 representan al conjunto mas
grande de enzimas presentes en A. baumannii conformado por 95 derivados.
Como se menciond previamente, son enzimas que se encuentran codificadas
cromosdmicamente y, por lo tanto, ocurren de manera natural en este organismo
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Gram-negativo, eso explica su elevada prevalencia. Las enzimas que conforman
este subgrupo difieren entre 1 y 15 aminoacidos
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A9LS11/entry; Evans B, et al., 2008).

Desde que se describio por primera vez en 1985, el grupo blaOXA-23 incluye 19
variantes reportadas a nivel global, las mas representativas son OXA-49 y OXA-
27. Generalmente se encuentran presentes en plasmidos de A. baumannii, por
lo tanto, la prevalencia de cepas productoras de esta enzima es
significativamente alta. (Evans B, et al., 2014). Debido a su asociacion con otros
elementos genéticos moviles, estas enzimas también se encuentran
ampliamente distribuidas en cepas de A. radioresistens, e incluso en especies
fuera del género como P. mirabilis (Poirel, et al., 2008a; Bonnet, et al., 2002).

El primer miembro de la familia de enzimas blaOXA-58 se describié en 2003 en
Francia. Se identific6 como un aislamiento clinico MDR en A. baumannii
resistente a carbapenémicos. Hasta la fecha se han detectado tres variantes
principales, OXA-96, OXA-97 y OXA-164. Los genes que codifican para este
grupo de enzimas se encuentran codificados en cromosoma o plasmidos, por lo
gue su distribucién a nivel global es muy alta. Ademas, se encuentran asociadas
con el elemento de insercion ISAba3, lo que genera un aumento en los indices
de resistencia contra carbapenémicos (Evans B & Sebastian G. 2014. Poirel L,
et al., 2008).

Las cepas de A. baumannii productoras de la familia blaOXA-40/24, se
reportaron por primera vez en la peninsula ibérica en 1997. Hasta el dia de hoy
se han reportado 6 variantes de este subgrupo, las de mayor importancia clinica
son OXA-72, OXA-25 y OXA-26 por su asociacion con plasmidos. Los genes de
esta familia también se pueden encontrar codificados en cromosoma,
generalmente pueden hidrolizar penicilinas y en menor medida cefalosporinas y
carbapenémicos. Esta familia de enzimas a diferencia de las otras OXAs, no se
encuentran relacionadas con secuencias de insercién. Por su parte, los genes
blaOXA-40/24 se encuentran flanqueados por las recombinasas XerC/D. Es

20


https://www.uniprot.org/uniprotkb/A9LS11/entry;

posible que estas secuencias movilicen a los genes a través recombinacion sitio
especifico (Acosta J, et al., 2011;Bou G, et al., 2000).

En el afio 2004 se describio inicialmente a la familia blaOXA-143 proveniente de
tres aislamientos clinicos de A. baumannii resistentes carbapenémicos en Brasil.
A pesar de que OXA-143 presenta alta afinidad por carbapenémicos, muestra
bajas tasas de hidrolisis contra ellos. En cambio, este grupo de enzimas es capaz
de conferir altos niveles de resistencia a carbapenémicos cuando se asocia a
otros mecanismos de resistencia (Evans B & Sebastian G. 2014).

Mecanismos no enzimaticos.
Bombas de eflujo.

Las bombas de eflujo estan asociadas a la resistencia de una gran variedad de
clases de antibioticos. Por lo general se encuentran codificados en el
cromosoma. El sistema mas estudiado en A. buamannii es la superfamilia
AdeABC que se asocia a la resistencia contra tigeciclinas, aminoglucésidos y
carbapenémicos. De estos uUltimos puede generar altos niveles de resistencia

cuando se combina con las enzimas OXA (Perez F, et al., 2007).

Alteraciones en la permeabilidad.

Las porinas son proteinas que forman canales y permiten el trasporte de
moléculas a través de la membrana externa de la bacteria. Las alteraciones en
estas proteinas pueden influir de manera directa a la resistencia de antibiéticos
en A. baumannii, debido a que afectan la permeabilidad de la membrana. La
reducida expresion de algunas porinas como CarO y Omp se asocian a la
resistencia a carbapenémicos (Catel-Ferreira, et al., 2011; Smani Y, et al., 2014).
La pérdida de la proteina Omp29 en cepas productoras de las
carbapenememasas OXA-51-like u OXA-23-like genera una resistencia
incrementada a imipenem. La porina OmpA también se relaciona con la
resistencia a aztreonam, cloranfenicol y acido nalidixico. Un estudio mostré que

OmpA y CarO interacttan fisicamente con la carbapenemasa OXA-23 por lo
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que se ve incrementada la resistencia contra los B-lactamicos (Wu X, et al.,
2016).

Cambios en las proteinas de union a penicilina (PBPs).

En A. baumannii se describieron 7 diferentes tipos de PBPs (1a, 1c, 2, 3,4,4by
5). La resistencia a Carbapenémicos en este macroorganismo esta relacionada
con la disminucion en la captacion del antibiético debido a una deficiencia de
porinas y a la reduccién de la afinidad por el farmaco debido modificaciones de
PBPs cuasadas por mutaciones, como la expresion reducida de la PBP-2
(Fernandez-Cuenca F, et al., 2003; Perez F, et al., 2007).

Mecanismos de resistencia a diferentes clases de antibioticos.

Aminoglucésidos. Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos representan
el mecanismo mas grande resistencia a esta clase de antibidticos en A.
baumannii. Estas enzimas se clasifican en acetiltransferasas (AAC),
nucleotiltransferasas (ANT) y fosfotransferasas (APH) (Jung & Park, 2015). Los
genes que codifican para dichas enzimas pueden ser transportados por
elementos genéticos méviles como plasmidos, integrones, casetes genéticos y
transposones, y de esta manera transferirse entre bacterias patogenas
(Garneau-Tsodikova S. & Labby K.J. 2016). Aunque las enzimas modificadoras
de aminoglucésidos siguen siendo el principal sistema de resistencia, las
bombas de eflujo también representan un problema emergente en el uso de
estos agentes. Cuando dichas enzimas se asocian con las bombas de eflujo
AdeABC tienen la capacidad de generar resistencia a practicamente toda la

familia de aminoglucdsidos (Xu C, et al., 2019).

Quinolonas. Las alteraciones en la estructura de la DNA girasa o topoisomerasa
IV a través de mutaciones en los genes gyrA y parC son la principal causa de
resistencia a quinolonas en A. baumannii. Estos cambios disminuyen la afinidad
para la union de las quinolonas al complejo enzima-ADN (Perez F, et al., 2007).

Otro mecanismo de resistencia a esta clase antibiéticos es causado por el
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sistema de eflujo AdeABC el cual reduce la acumulacion intracelular del farmaco
(Potron A, et al., 2015).

Tetraciclinas y glicilclinas. En A. baumannii existen dos tipos de resistencia
contra tetraciclinas. El primer mecanismo esta controlado por TetA y TetB que
son bombas de eflujo mediadas por transposones especificos. TetB controla la
salida de tetraciclina y minociclina, mientras que TetA solo es responsable de la
salida de tetraciclina. El segundo mecanismo lo lleva a cabo el gen tetM que
codifica para la proteina de proteccion ribosomal, el cual protege al ribosoma de
la accion de a tetraciclina, doxiciclina y minociclina (Falagas M, et al., 2015). La
presencia adicional de la bomba de eflujo AdeABC en este sistema contribuye a
la disminucién en la susceptibilidad a tigeciclina (Perez F, et al., 2007).

Polimixinas. La polimixina B y E son péptidos antimicrobianos cationicos que se
unen al lipido A de la membran externa de organismos Gram-negativos. Se
aislaron por primera vez en 1947 y en la actualidad se emplean como tratamiento
de dltima eleccién contra las infecciones causadas por cepas MDR de A.
baumannii (Reis A, et al., 2003). En un inicio los mecanismos de resistencia a
polimixinas solo fueron cromosomales y, por lo tanto, mas complicado de
diseminarse (Cai Y, et al.,, 2012). Mas tarde, se describieron los genes mcr
codificados en plasmidos que confieren resistencia a esta clase de antibioticos.
Los principales mecanismos de resistencia en A. buamannii incluyen, a) la
alteracion del lipido A debido a mutaciones en el operon pmrAB y genes mcr; b)
mutaciones de los genes IpxA, IpxC y IpxD que codifican para biosintesis del
lipido A; y c) expresion de los genes IpsB y IptD relacionados con defectos en la
permeabilidad de la membrana externa (Moffatt J, et al., 2019).

Trimetoprimay Sulfonamidas. Ambos antibidticos actuan inhibiendo la sintesis
de ADN mediante el bloqueo de la via del dihidrofolato. La resistencia en A.
buaumannii se debe principalmente a las dihidrofolato reductasas resistentes a
trimetoprima DfrA codificadas por lo genes de la familia dfrA, los cuales se han

detectado principalmente en plasmidos y también asociados a integrones de
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clase 1 como casetes de resistencia. En general, el 71.3% de los aislamientos
clinicos de A. baumannii es intrinsecamente resistente sulfonamidas. La
resistencia se debe a las dihidropteroato sintasas codificadas por los genes sull
y sul2. La presencia de la bomba de eflujo MexAB-OprM se asocia con la
disminucion la susceptibilidad ambos antibiéticos cuando se expresa a altos
niveles.

Brotes nosocomiales y factores de riesgo.

A. baumannii representa una causa importante de infecciones nosocomiales en
muchos hospitales alrededor del mundo. Una gran cantidad de brotes son
provocados por un una sola clona endémica. De acuerdo con las caracteristicas
epidemioldgicas de A. baumannii, es capaz de persistir durante largos periodos
de tiempo sobre superficies inanimadas en las proximidades de los pacientes.
La contaminacion ambiental es clave, ya que, el organismo puede transmitirse
desde dichas superficies directamente a los pacientes o por medio de las manos
de los trabajadores de la salud. Una vez que los pacientes son colonizados e
infectados también representan un reservorio importante de A. buamannii y
tienen la capacidad de transmitir este organismo a otros pacientes (Corbella X,
etal., 1996). De hecho, los pacientes colonizados son el principal factor de riesgo
para la adquisicion de la bacteria a otros pacientes en la misma unidad, mientras
gue el personal médico suele estar colonizado de manera transitoria. Diversos
analisis moleculares demostraron que las infecciones nosocomiales causadas
por este microorganismo dentro de un hospital podrian deberse tanto a clones
epidémicos como esporadicos, y los factores de riesgo para la adquisicién de
estos clones podrian variar. (son variables), no obstante, las hospitalizaciones
prolongadas siguen siendo el principal factor (D’Agata EMC, et al., 2000).

Un estudio realizado en el 2008 evaluo los factores de riesgo en UCI, unidades
médicas y quirlrgicas, con la finalidad de determinar si estos factores difieren
entre pacientes infectados y colonizados (colonizacién e infeccion). Los autores
encontraron que el uso de cefalosporinas de tercera generacion,
carbapenémicos y penicilinas de amplio espectro, se asociaron con un mayor
riesgo tanto de colonizacion como de infeccion y como consecuencia, en la
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adquisicibn de neumonia nosocomial provocada por cepas MDR de A.
baumannii. Por otra parte, los pacientes encamados con previo ingreso a la UCI
se vincularon con la colonizacion, mientras que la presencia de catéteres

intravenosos y cirugias se asociaron con la infeccién (Tacconelli E, et al., 2008).

Estudios poblacionales de A. baumanni.

Una caracteristica importante de A. baumanii es su tendencia para causar brotes
debido a su capacidad de resistencia a antibiéticos y a su habilidad de sobrevivir
a la desecacion (Fournier P, et al., 2006). Existe un numero limitado de clonas
especificas diseminadas en diversas areas geogréaficas que son la (principal)
causa predominante de brotes hospitalarios en muchos paises. En los brotes
institucionales las cepas de A. baumannii involucradas, generalmente

pertenecen a una sola clona (Zowawi H, et al., 2015).

Debido a que las poblaciones de A. baumannii son de naturaleza clonal, diversos
estudios epidemiolégicos (investigaron) se dieron a la tarea de investigar a los
brotes nosocomiales provenientes de diversas cepas (MDR) epidémicas a nivel
global, esto permitié identificar la presencia de diferentes linajes clonales
reunidos en tres complejos Clonales Europeos o Clonas Internacionales
(designados como |, Il y 111), los cuales se encuentran ampliamente diseminados
en areas geograficamente distintas. A través del andlisis Multilocus Sequence
Typing (MLST) estas clonas corresponden con las Complejos Clonales
Internacionales 1, 2y 3 (CC1, 2y 3). La relacién epidemiolégica de las clonas se
confirm6 mediante diversos andlisis como, AFLP, ribotipificacién, electroforesis
en gel de campos pulsados (PFGE) y de manera mas reciente, el previamente
mencionado, MLST (Diancourt L, et al.,, 2010; Bartual S, et al., 2005). Cabe
resaltar, que no se pudo establecer alguna conexion epidemioldgica en tiempo o
espacio entre los brotes de estas clonas en diferentes hospitales, es decir, las
cepas que pertenecen a dichas clonas pueden presentarse en diferentes lugares
y periodos distintos sin ningun vinculo epidemiolégico evidente (Peleg, et al.,
2008).
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Epidemiologia molecular.

Para controlar la propagacion de A. baumannii en los hospitales es necesario
identificar sus dinamicas de transmision y posibles reservorios. En orden de
rastrear a la cepa causante del brote de otras cepas (que no estan) de
Acinetobacter no relacionadas epidemiolégicamente, es necesario hacer una
comparacién de aislamientos a nivel de subespecie y los métodos con la
capacidad de hacerlo se denominan métodos de tipificacion epidemioldgica. Una
gran cantidad de sistemas de tipificacion fenotipica (basados en perfiles
bioquimicos, patrones de resistencia a antibidticos, serotipificacion, perfil
proteico y tipificacion de fagos) fueron reemplazados en gran medida por
sistemas de tipificacion molecular. Se propusieron numerosos métodos
moleculares, incluidos, (en orden histérico), el perfil de plasmidos,
ribotipificacion, amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD), amplificacion
de secuencias palindromicas extragénicas repetitivas (Rep-PCR), analisis de
huellas gendmicas de alta resolucion (AFLP), electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE) y finalmente, MLST (Diancourt L, et al., 2010;. Rafei R, et al.,
2014). Estos dos ultimos métodos fungen en la actualidad como estandares de
oro para la tipificaciéon molecular, uno a escala local (PFGE) y el otro a escala
global (MLST) (Rafei R, et al., 2014).

Electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE).

En este método el ADN gendémico de A. baumannii se digiere mediante la
restriccion de enzimas de corte frecuente (Apal/Smal) que generan grandes
fragmentos de ADN, los cuales son separados dependiendo de su tamafio
gracias a la migracion en zigzag a través de una matriz de agarosa en respuesta
a campos eléctricos que se van alternando. Los perfiles resultantes son
comparados visualmente o a través de programas digitales que permiten el
andlisis y almacenamiento de dichos fragmentos en una base de datos. Es un
sistema que actualmente sigue siendo el método preferido en muchos
laboratorios y se considera como el estdndar de oro, debido a su alto poder
discriminatorio. Sin embargo, al igual que con otros métodos de tipificacion
comparativos, la reproducibilidad y comparacién intrahospitalaria representan un
problema (Seifert H, et al., 2005).
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Multilocus Sequence Typing (MLST).

Es un método de genotipificacion altamente discriminatorio que se ha aplicado
con éxito para la caracterizacion de una amplia variedad de bacterias patégenas
nosocomiales, incluidas las especies de Acinetobacter. Es un sistema
relativamente nuevo de andlisis comparativo de secuencias provenientes de
genes altamente conservados que permite estudiar sus relaciones
epidemioldgicas y estructura poblacional. Esta técnica se utiliza como un
procedimiento alternativo al PFGE, fue disefilado para la vigilancia y
epidemiologia global. El esquema del MLST fue recientemente disefiado para A.
baumannii por Bartual y colaboradores, estd basado en la secuenciacién de
fragmentos internos de ADN de 305 a 513 pb de las regiones conservadas de
siete genes housekeeping: gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, y rpoD. Cabe
resaltar que estos genes estan presentes en todos los aislamientos y sus
mutaciones se consideran neutrales. Las secuencias provenientes de los siete
genes (fragmentos) permiten obtener un perfil alélico, el cual se compara a nivel
global con otros perfiles depositados en la base de datos internacional pubMLST
(https://pubmlst.org/abaumannii/; Bartual S, et al., 2005). MLST tiene el poder

suficiente para discriminar cepas dentro de A. baumannii, sin embargo, no se

emplea para evaluar la estructura genética de esta especie.

Epidemiologia global.

Los dos esquemas de MLST disponibles actualmente para A. baumannii fueron
fundamentales para delinear la estructura poblacional de dicho microorganismo.
En general, se pueden observar poblaciones relacionadas mediante el andlisis
de la herramienta eBURST, que utiliza las Secuencias Tipo (ST = Sequence
Type) de A. baumannii obtenidas con MLST. La base de datos PUbMLST bajo el
esquema Oxford, asigné cepas de A. baumannii procedentes de distintas
localizaciones geograficas a 1962 STs diferentes, que a su vez se pueden
agrupar en 60 complejos clonales (CC). De manera similar, el esquema Pasteur
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logro asignar cepas de A. baumannii a 1315 STs, distribuidas globalmente en 57

CC. (https://pubmlst.org/abaumannii/). Los linajes clonales internacionales |-

identificados previamente a través del andlisis de AFLP se encuentran
representados en ambos esquemas. En particular, existen STs agrupados como
variantes de locus unico (single locus variants) en ambos esquemas que
pertenecen a la misma clona internacional. Es decir, el complejo CC1 dentro del
esquema Pasteur es equivalente al complejo CC109 bajo el esquema Oxford y
a su vez, ambos representan a la clona internacional I. Lo mismo pasa con el
complejo CC2 (Pasteur) y el complejo CC92 (Oxford) en donde los dos
corresponden con la clona internacional Il; por ultimo, el complejo CC3 y el
complejo CC110 bajo los esquemas Pasteur y Oxford respectivamente,

pertenecen a la clona internacional Il (Stietz M, et al., 2013).

De acuerdo con los datos previos, fue posible determinar que la estructura
poblacional de A. baumannii estd compuesta por una reducida cantidad de
linajes clonales distintos que se extienden en todo el mundo. De hecho, las
clonas internacionales | y 1l son las mas prevalentes a nivel global; mientras que
en paises europeos la mas frecuente es la clona internacional lll. Toda esta
informacion indica que ambos esquemas del MLST son practicamente
proporcionales y (son de gran utilidad) en la actualidad representan instrumentos
utiles para identificar linajes clonales de cepas MDR de A. baumannii (Grosso F
& Quinteira S, 2011; Higgins P, et al., 2010).

Secuenciacion del genoma completo de A. baumannii.

Actualmente las tecnologias de tipificacion son de gran utilidad para revelar las
relaciones entre aislamientos de A. baumannii, sin embargo, no pueden resolver
diferencias entre aislamientos estrechamente relacionados provenientes de
brotes a pequefa escala, en donde las cadenas de transmisién a menudo no son
claras. La reciente disponibilidad de tecnologias rapidas de secuenciamiento
completo del genoma y los avances de las herramientas bioinformaticas,
permiten una investigacion detallada de las diferencias genéticas entre

aislamientos bacterianos que pertenecen a la misma especie y proporcionan una
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idea de la naturaleza de las variaciones genéticas entre aislamientos que se
encuentran bajo presion selectiva provocada por la presencia de antibiéticos.
Con respecto a A. baumannii, los estudios del genoma completo se han centrado
hasta ahora en la comparacion de distintas cepas susceptibles a los antibiéticos
y cepas MDR o en aislados relacionados de diferentes pacientes. Estos estudios
intentaron esclarecer el papel de los elementos genéticos moviles en la
transmision de genes de resistencia a antibiéticos y los posibles mecanismos
relacionados con la adquisicion de resistencia. Los resultados disponibles
actualmente destacan el alto grado de plasticidad de su genoma, la rapida
emergencia de la resistencia contra los antibi6ticos y las variaciones genéticas
significativas entre aislamientos estrechamente relacionados (Adams M, et al.,
2008; Di Nocera P, et al., 2011).

Hasta este momento, se encuentran disponibles en la (plataforma/banco) base
de datos publica de NCBI 522 genomas completos y anotados de A. baumannii
y cerca de 7732 estan en progreso
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/403). La primera cepa de A.

baumannii que se secuencié fue la ATCC 17978. La comparacion de este
genoma con una cepa del suelo no patogena ADP1 de A. baylyi, permiti6 el
reconocimiento de 28 islas alienigenas putativas (pAs) presentes en la cepa
ATCC 17978, definidas como regiones gendmicas mayores a 10 kb de tamafo,
gue posiblemente se adquirieron mediante transferencia horizontal genética.
Doce de estas pAs poseen genes que comparten una identidad relevante con
genes involucrados en el desarrollo de la patogénesis; como genes vinculados a
factores de virulencia; con genes implicados en la resistencia a los antibidticos,
con resistencia a metales pesados, con la motilidad, con la secrecion de
proteinas, la percepcion del quérum y la absorcion de hierro. En resumen, una
gran cantidad de los genes de resistencia a antibioticos y factores de virulencia
que se encontraron en el genoma de la cepa ATCC 17978 residen en estas islas,
por lo que juegan un papel importante en la patogénesis de este organismo
(Smith, M. et al., 2007).
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En el afio 2008, se secuenciaron cinco cepas mas de A. baumannii , tres
representaron al CC1 (AYE, AB0O057 y AB307-0294), una al CC2 (ACICU) y, por
ultimo, una cepa (SDF) completamente susceptible a antibidticos aislada de un
piojo. Mediante la comparacion de genomas de las cepas AYE, SDF y la no
patdbgena ADP1, fue posible identificar una gran cantidad funciones que podrian
explicar la adaptacién a diversos nichos ecologicos. En particular, se detectd una
Isla de Resistencia (AbaR) de 86 kb, exclusivamente en el aislamiento MDR
AYE, la cual alberg6 varios elementos genéticos moviles y genes relacionados
con la resistencia de metales pesados y a antibiéticos, sugiriendo que la
presencia de esta AbaR contribuye con el fenotipo MDR de la cepa vy, por lo
tanto, en la capacidad de A. baumannii para propagarse en entorno hospitalario.
Un gran numero de variantes de AbaRs se han descrito hasta ahora que difieren
principalmente en el nimero y la naturaleza de los genes de resistencia y de los
elementos genéticos moviles que contienen. Esto indica que A. baumannii es
propensa a acumular genes de resistencia en regiones genéticas especificas.
Notablemente, no se identificd ninguna AbaR en el genoma de ATCC 17978,
debido a que esta cepa se aislé antes del desarrollo de los antibiéticos de nueva
generacion (Adams M, et al., 2008; Fournier P, et al., 2006; Vallenet D, et al.,
2008; lacono M, et al., 2008).

Hornsey M y colaboradores en el afio 2011 analizaron dos aislamientos de A.
baumannii pertenecientes al mismo linaje epidémico, colectados con una
semana de diferencia en el mismo paciente, con el objetivo de dilucidar la
naturalezay el alcance de la plasticidad genémica de este microorganismo en el
transcurso de una infeccion corta. El primer aislamiento se recuperé antes de
gue el paciente se sometiera a un tratamiento con tigeciclina, contra el cual la
cepa fue susceptible, mientras que el segundo aislado se recuperd
postratamiento y mostro resistencia al antibiotico. Este ultimo aislamiento exhibié
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) considerablemente reducidas para
los aminoglucésidos. El andlisis del genoma demostré diferencias significativas,
como 18 polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs) y tres deleciones de 15, 44
y 17 kb entre los aislamientos de A. baumannii antes y después de la terapia con
el antibidtico. Este estudio proporciond informacion importante sobre las

alteraciones genéticas que se producen bajo presion selectiva en presencia de
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antibidticos, destaco la importancia de los SNPs en aislamientos estrechamente
relacionados y la adquisicion de elementos genéticos moviles en la evolucion de
A. baumannii (Hornsey M, et al., 2011).

Los andlisis gendmicos comparativos en cepas clinicas de A. baumannii
resaltaron las diferencias en la organizacion gendémica de clonas epidémicas
asignadas a diferentes genotipos por PFGE o tipos de secuencia (STs),
definiendo grupos de genes que pertenecen al genoma “core” o “accesorio” en
A. baumannii. La tecnologia de secuenciamiento completo del genoma en cepas
MDR de A. baumannii también se ha utilizado para analizar la estructura y la
composicion genética de diversos tipos de AbaRs y de un gran namero de
plasmidos que portan determinantes genéticos de resistencia a antibioticos (Di
Nocera P, et al., 2011).

Caracteristicas generales del genoma de A. baumannii.

El pan-genoma de una especie en particular representa a todo su repertorio
genético y corresponde a la suma total de los genomas “core” y “accesorio”. El
genoma core se compone de sets de genes que estan presentes en todas las
cepas de ciertas especies, mientras que el genoma accesorio incluye genes que
se encuentran ausentes en al menos una cepa, por lo tanto, son aquellos genes
cuyas funciones no son primordiales para el crecimiento y el desarrollo del
organismo, pero le confieren ciertas ventajas selectivas, como adaptacion a
ciertos nichos en patrticular, resistencia a algunos tipos de estrés y patogenicidad
(Medini D, et al., 2005).

La mayor parte del genoma core en cepas clinicas de A. baumannii es
responsable del metabolismo y de los procesos celulares generales, mientras
gue una pequefia fraccidén codifica para proteinas hipotéticas de la cuales su
funcién es desconocida. Otras funciones relevantes codificadas por genes core
son, adhesion, movilidad, deteccidon célula-célula, metabolismo del hierro y
resistencia a antibidticos. Los mecanismos de resistencia a antibioticos incluyen

varias enzimas modificadoras y sistemas de eflujo involucrados en la extrusion
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de metales pesados. Este repertorio genético se encuentra implicado en el nivel

intrinseco de resistencia para farmacos en A. baumannii (Adams M, et al., 2008).

De acuerdo con estudios previos, el genoma core de A. baumannii puede variar
entre 1455 y 2688 CDSs (secuencias ortologas codificantes), dependiendo del
namero e identidad de las cepas analizadas (Peleg A, et al., 2012; Adams M, et
al., 2008). Un estudio en 2011 realiz6 predicciones tedricas acerca del tamafio
del genoma core en poblaciones de cepas clinicas (de 12 genomas disponibles
en ese momento), mediante el desarrollo de graficos con un nimero infinito de
genomas, puntualizaron un genoma core entre el 40% y 65% del contenido

promedio del genoma (Imperi F, et al., 2011).

En contraste, el pan-genoma de A. baumannii es impresionantemente largo,
debido a que se incrementa exponencialmente en tamafo a medida que nuevas
secuencias de genomas se encuentren disponibles, lo que resalta la importancia
de eventos de perdida y ganancia genética en la adaptacion y evolucion de este
patégeno. Es importante enfatizar que A. baumannii se encuentra dotado de un
pan-genoma abierto, propenso a adquirir facilmente nuevas funciones. La gran
contribucion del pan-genoma a las especies esta proporcionada por genes que
no estdn compartidos en todas las cepas (genes accesorios), de los cuales el
25-46% son unicos para cada cepa. Comparado con el genoma core, el
accesorio esta enriquecido por estructuras adquiridas de manera horizontal
como los elementos genéticos méviles (Adams M, et al., 2008; Imperi F, et al.,
2011).

Elementos genéticos moviles asociados a la resistencia de antibioticos en

A. baumannii.

La excesiva plasticidad genética presente en (los genomas) de A. baumannii le
ha permitido acumular y diseminar una gran variedad de elementos genéticos
moviles relacionados con genes de resistencia, lo que ha contribuido en gran

medida a la alta incidencia de cepas MDR en hospitales alrededor del mundo.
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Islas genomicas de resistencia (AbaRs).

Las islas gendmicas que contienen marcadores de resistencia a antibiéticos se
conocen como islas de resistencia. Estas islas se describieron en primer lugar
en proteobacterias, como S. enterica, S. flexneri, S. aureus, V. cholerae, y
finalmente en A. baumannii (Schmidt H, & Hensel M, 2004; Fournier P, et al.,
2006). Los aislamientos clinicos de A. baumannii albergan grandes sets de
genes transferidos horizontalmente que confieren resistencia a mdltiples
antibidticos y metales pesados, dichos genes se encuentran integrados en un

sitio especifico, particularmente en el gen ATPasa (Post V, et al., 2010).

Como se menciond antes, Fournier y colaboradores describieron por primera vez
una isla de resistencia tipo AbaR1 en A. baumannii. Esta Isla es una region que
se incorpora e interrumpe a un gen ATPasa, creando un sitio de duplicacion de
5 pb (ACCGC). El backbone de una AbaR se compone de cinco marcos de
lectura abiertos (ORFs), orfl, orf2, orf3, tniA y tniB, los cuales constituyen el
mddulo de transposicion y otros dos genes uspA que codifican para proteinas de
estrés universal y una permeasa de sulfato (sul) (Fournier P, et al., 2006;
Seputiene V, et al., 2012).

Actualmente se ha descrito una extensa variedad de AbaRs en A. baumannii.
Dichas islas se han identificado en cepas epidémicas de A. baumannii
pertenecientes a los complejos clonales internacionales | y 1l (o bien, al CCly
CC2). La mayoria de estas estructuras estan presentes en cepas que pertenecen
al CC1, de las cuales AbaR1, AbaR2 y AbaR3, son las mas representativas.
Estas AbaRs comparten el backbone del transposon Tn6019 de 16.3 kb, que se
encuentra interrumpido por un gran transposén compuesto, el cual contiene una
region variable de resistencia flanqueada por copias del Tn6018 (Post V, et al.,
2010; Krizova L, et al., 2011).
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AbaR1 es la isla de resistencia mas grande descrita hasta la fecha. Esta isla
presenta un tamafio de 86 kb y originalmente fue descrita en la cepa de A.
baumannii AYE, que corresponde al CC1. Dicha cepa fue responsable de brotes
importantes en hospitales de Francia durante el 2004. El analisis del genoma de
la cepa exhibio la presencia de un gran conjunto de genes, entre ellos, muchos
determinantes de resistencia insertados en la AbarR en el cromosoma (Fournier
P, et al., 2006).

AbaR2 fue descrita en la cepa epidémica MDR de A. baumannii ACICU, la cual
pertenece al CC2 (y curiosamente porta un plasmido que a su vez alberga dos
copias del gen blaOXA-58.) Las cepas de A. baumannii AYE y ACICU
corresponden a diferentes complejos clonales (CC1 y CC2, respectivamente),
sin embargo, la presencia de islas de resistencia relacionadas en ambos linajes
sugiere que AbaR1 y AbaR2 derivaron de una isla adquirida por un ancestro
comun antes de su divergencia en dos linajes clonales diferentes (lacono M, et
al., 2008).

El aislamiento AB0057, alberga a la isla AbaR3 integrada en el gen comM . Esta
isla gendmica de resistencia parece ser el ancestro de diversos tipos de AbaRs
los cuales derivaron de ella por la pérdida de segmentos de diferentes longitudes
gue incluyen uno o mas de los genes de resistencia. AbaR3 contiene ocho genes
asociados a la resistencia a antibiéticos (Krizoba L & Nemec A, 2010). El
backbone del transposén de esta isla se encuentra estrechamente relacionado
a un transposoén, recientemente nombrado Tn6021 que interrumpe al gen comM.
Este aislamiento incluye una segunda isla, llamada AbaR4, la cual porta solo un
gen de resistencia a carbapenémicos blaOXA-23. AbaR4 difiere de Tn6021 solo
en que carece de una secuencia de insercion en el orfl, incluye un pequefio
parche de 90.8 % de identidad en la region del gen orfl-tniA, y contiene un
transposén Tn2006 que porta al gen blaOXA-23 insertado justo dentro del
extremo 5" del gen sup (codifica para una sulfato permeasa). El backbone de
AbaR4 se designé como Tn6022 (Hamidian M & Hall R, 2011).
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Elementos transponibles.

Los elementos transponibles son secuencias moviles de ADN que tienen la
habilidad de moverse a través del genoma bacteriano y cambiar su ubicacion
dentro de este, son cruciales para la diversificacion y adaptacion bioldgica. Estos
elementos son capaces de generar reordenamientos en el ADN de la bacteria y
causar modificaciones en la expresién genética. En A. baumannii las secuencias
de insercion (IS) y transposones (Tn) son segmentos moviles discretos
asociados con/a la expresion y propagacion de los genes de resistencia (Mufioz
L & Garcia P, 2010).

Secuencias de insercion (IS).

Las secuencias de insercion bacterianas generalmente representan a los
elementos méviles mas abundantes y mas pequefios, su tamafio varia entre los
2.5 kb y 0.7 kb. Estos elementos contribuyen en gran medida en la variacion
genodmica y fenotipica de un gran niamero de especies bacterianas. Tienen un
papel importante en la diseminacion de genes de resistencia (Wright MS, et al.,
2017).

Ademas de su papel de transposicion, se ha demostrado que algunas IS activan
o incrementan la expresion de genes adyacentes. Esta capacidad se debe a la
presencia de regiones promotoras propias de la secuencia de insercion o por la
formacion de nuevos promotores después de un evento de insercion (Mahillon J
& Chandler M, 1998).

Las secuencias de insercion presentes en los genomas de A. baumannii
intervienen en la movilizacion y expresion de las B-lactamasas tipo OXA. Esto es
particularmente evidente debido a que estos elementos se han identificado con
frecuencia asociados a los genes OXA (Evans B & Sebastian G, 2014).

La secuencia ISAbal es la mas prevalente en A. baumannii y se describi6é por
primera vez en el afio 2001. Este elemento pertenece a la familia 1S4 y presenta
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secuencias repetidas invertidas (IRs) de 11 pb, rodeadas de repeticiones
directas cortas de 9 pb de la secuencia diana. Aun cuando esta secuencia es
exclusiva de dicho organismo, también se ha identificado en cepas de A. lwoffii,
resaltando la gran capacidad de movilidad de esos elementos, lo que deja en
evidencia que los eventos de trasposicién de ISAbal suceden con frecuencia
(Segal H, et al., 2005).

ISAbal se localiza regularmente en asociacién con un gran namero de genes
tipo OXA, como blaOXA-23, blaOXA-51, blaOXA-58 y blaOXA-235. La posicion
de ISAbal a 25 pb rio arriba de blaOXA-23, proporciona una secuencia
promotora que conduce a la transcripcion del gen. De manera similar ocurre
cuando esta secuencia se localiza 7 pb rio arriba del gen blaOXA-51, lo que
promueve un incremento en los niveles de expresion de hasta 50 veces. Es decir,
cuando dicho elemento se ubica rio arriba de estos genes, tiende a incrementar
Su expresion a niveles que generan resistencia a carbapenémicos, esto se ve
reflejado en los elevados niveles de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) que presentan las cepas que albergan a las secuencias tipo ISAbal.
(Figueiredo S, et al., 2009; Evans BA, et al., 2013).

Cabe resaltar que adicionalmente de su funcion en la sobreexpresion los (de este
tipo de) genes tipo OXA, las secuencias ISAbal también son las responsables
de su movilizacién. La identificacion de ISAbal dentro de un gran nimero de
transposones portadores de genes blaOXA y otros determinantes de resistencia,
asi como su amplia diseminacion en un gran numero de especies bacterianas,
subrayan la importancia de estos elementos en la plasticidad gendémica de la A.
baumannii (Corvec S, et al., 2007).

La secuencia de insercién ISAba3 frecuentemente estd asociada con el gen
blaOXA-58, a menudo con una copia rio arriba y otra rio abajo, formando un
transposén compuesto. Este elemento de identific6 por primera vez en A.
baumannii en el afio 2003 (Poirel L, et al., 2005; Leski TA, et al., 2013). Cuando
ISAba3 se localiza rio arriba en orientacion opuesta al gen, proporciona un
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promotor que impulsa la sobrepresion de blaOXA-58, de manera similar como
ocurre con ISAbal. La falta de sitios de duplicacion ya sea rio arriba o debajo de
la secuencia sugiere que este elemento esta involucrado en la diseminacion de
genes a través de un proceso de recombinacion homodloga en lugar de
transposiciéon. En muchos casos ISAba3 se encuentra interrumpido por otras
secuencias de insercion como 1S1008, ISAba2, ISAba825 e 1S18, en dichas
instancias estos elementos quiméricos contienen promotores hibridos que
potencian la sobreexpresion a diferentes niveles de los genes blaOXA-58 (Poirel
L & Nordmann P. 2006; Ravasi P, et al., 2011).

Mientras que los elementos ISAbal e ISAba3 son los elementos comUnmente
asociados a genes blaOXA en A. baumannii, existen otras secuencias como,
ISAbal25 e IS26 que se unen al gen blaOXA-58; la inserciéon de ISAba4 se ha
encontrado a 25 pb rio arriba del gen blaOXA-23, asi mismo las secuencias
ISAba9 e ISAbal0 se encuentran asociadas a los genes blaOXA-51 y blaOXA-
23, respectivamente. Ambos elementos forman quimeras con ISAbal e
incrementan la expresion de cada gen (Figueiredo S, et al., 2009; Lee Y, et al.,
2011).

Actualmente en la base de datos publica ISfinder se encuentran depositadas
aproximadamente 4600 secuencias de insercion (ISs) diferentes, agrupadas en
29 familias o grupos, provenientes de bacterias y arqueas. Dicha plataforma
permite identificar diversos fragmentos IS presentes en numerosos genomas,
también contribuye a comprender sus efectos en los genomas hospederos, asi
como sus posibles mecanismos de regulacion y transposicion. Ademas, ISfinder
sirve como repositorio de ISs, en donde cada secuencia nueva es indexada junto
con informacién como, su secuencia de ADN, ORFs, o posibles secuencias
codificantes, sitios blanco, su origen, distribucién y designacién de la familia y

namero de acceso (Siguier P, et al., 2006).

Transposones.
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Los transposones son unidades mas grandes y complejas que las secuencias de
insercion, su tamafio varia de 3 kb hasta 40 kb. Se encuentran flanqueados por
repeticiones invertidas (IR), incluyen un gen de transposasa y pueden albergar
una gran cantidad de genes que codifican para resistencia a antibioticos
(Partridge S, et al., 2018).

En A. baumannii los transposones Tn2006, Th2007, Tn2008, Th2008B y Th2009
son estructuras que portan genes de resistencia a carbapenémicos como
blaOXA-23. El transposén mas frecuente es Tn2006 (40.8%), seguido de Tn2009
(23.7%), Tn2008 (18.6%), Tn2008B (0.5%) y finalmente Tn2007 (0.4%) (Corvec
S, et al., 2007; Mugnier P, et al., 2010; Hamidian M & Nigro S, 2019). Un gran
namero de estudios indicaron que el elemento Tn2006 que incluye al gen
blaOXA-23 representa al componente mas comun de la resistencia contra
carbapenémicos y al mismo tiempo se asocia con una amplia diseminacién entre
diferentes cepas de A. baumannii. En este transposoén, el gen blaOXA-23 esta
rodeado por dos copias de ISAbal localizadas en direcciones opuestas. El
elemento Tn2008 es semejante al Tn2006 sin embargo, presenta una sola copia
de la secuencia ISAbal adyacente al gen de resistencia. En Tn2007 el gen esta
asociado Unicamente a un elemento ISAba4 localizado rio arriba. El transposén
Tn2009 a menudo aparece en cepas que pertenecen a la clona intencional Il,
algunos de estos aislamientos exhiben mdltiples copias en el cromosoma de
manera simultdnea, por tal motivo, es de los transposones mas frecuentes
(Mugnier P, et al., 2010; amidian M & Nigro S, 2019).

Integrones.

Son plataformas de ensamblaje y expresién de elementos genéticos, no son
automovilizables (si no que dependen de otros elementos como plasmidos y una
amplia variedad de transposones, para diseminarse) y pueden estar contenidos
en cromosoma, plasmidos y en una amplia variedad de transposones. Estas
estructuras poseen un sitio conservado de integracion (o sitio de recombinacion)
(attl), un gen de la integrasa (int), un promotor (Pc) y casetes genéticos moviles.
Estos elementos suelen estar divididos en tres secciones principales: la region
5’ conservada, la regién variable y la region 3’ conservada. El segmento 5’
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contiene al promotor (Pc) y el gen int, la regidn variable siempre incluye una gran
coleccion de casetes genéticos de resistencia a antibidticos y, por ultimo, el
extremo 3’ consiste de secuencias derivadas de transposones como genes
qacEA, sul1 y orf5, que codifican para la resistencia a desinfectantes,
antisépticos y sulfonamidas (Partridge S, et al., 2018; Betteridge T, et al., 2011).

Los integrones de clase 1 (intl1) son los componentes mas prevalentes (99.7%)
en aislamientos clinicos de A. baumannii, principalmente en Norte América, Asia
y Europa, mientras que los integrones de clase 2 (intl2) son los menos frecuentes
(0.3%) (Lee Y, et al., 2009; Japoni-Nejad A, et al., 2013). Estudios realizados en
Ameérica Latina reportaron una extensa distribucion de integrones de clase 2 en
aislamientos clinicos de A. baumannii (Martins D, et al., 2015; Pagano M, et al.,
2013; Fonseca E, et al., 2011).

Los integrones de clase 1 presentes en los genomas de A. baumannii
tipicamente coleccionan una vasta diversidad de genes en forma de casetes
genéticos, que codifican para la resistencia a aminoglucésidos (aacA7, aac(6’),
aadAl, aacA4), trimetoprima (dhfrl), carbapenémicos (blaOXA, blaVIM, blaIMP),
desinfectantes (qacEA) y sulfonamidas (sull), por mencionar algunos. De modo
gue, dichas estructuras constituyen vehiculos importantes para la transferencia
horizontal de esta variedad de genes de resistencia y en conjunto contribuyen
con el fenotipo de multiresistencia. Cabe resaltar que también se vinculan con
diferentes secuencias de insercién como 1S6100, 1S2000, 1S1999 e 1S26, lo que
promueve aun mas su propagacion (Partridge S, et al., 2018; Mendes R, et al.,
2007; Fluit A & Schmitz F, 2004).

Martin D y colaboradores realizaron un andlisis en el afio 2015 para determinar
la relacion de integrones de clase intll y intl2 con linajes clonales de A.
baumannii. Los autores identificaron que los integrones de clase 1 se asocian
estrechamente con el CC109/1 (CC1), mientras que los integrones de clase 2
con el CC113/79. Concluyeron que los integrones de clase intl2, predominan en
América latina, debido a esto se podria explicar la alta prevalencia del CC113/79
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en esa region, en el mismo estudio, se detectd una prevalencia similar en A.
nosocomialis Concluyeron que la alta prevalencia del CC113/79 en América
latina se debe a que los int2 predominante en esa region (Martins D, et al., 2015).

Plasmidos.

Son elementos genéticos extracromosomicos que tienen la funcién de ser
vectores importantes para el transporte de otros elementos genéticos moviles y
genes de resistencia a antibiéticos, se encuentran presentes en una gran
cantidad de bacterias Gram negativas y Gram positivas. Juegan un papel muy
importante en la evolucion de las bacterias MDR debido a su capacidad de
diseminar genes de resistencia entre los patdgenos clinicos de mayor
preocupacion en el sector médico (Snyder L & Champness W, 2007).

La presencia extracromosomal de estas estructuras se debe a la capacidad para
replicarse de manera autonoma e independiente de la célula huésped (del
cromosoma), asi mismo, tienen la habilidad de transferirse entre bacterias
mediante funciones de conjugacion y/o movilizacion, lo que les permite
propagarse eficientemente de manera horizontal, la cual es reconocida como la
mayor fuerza impulsora en la adaptacion y diversificacion bacteriana (Partridge
SR, et al. 2018).

El backbone de dichos elementos esta constituido por un abundante repertorio
de genes involucrados en procesos como, replicacion, particion, restriccion-
modificacion, movilidad y conjugacién, en conjunto, este set de genes con
funciones de mantenimiento forma el genoma core del pldsmido y ademas se
pueden agregar otras regiones genéticas accesorias (transposones, IS,
integrones y genes de resistencia) con funciones adaptativas que le otorgan
ciertas ventajas selectivas que benefician tanto al plasmido como a la célula
huésped en presencia de diversas condiciones. Los plasmidos con backbone

estrechamente relacionados podrian presentar un cargo (genes de resistencia y
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otros elementos genéticos moviles) diferente en su regidon accesoria y, por el
contrario, plasmidos con backbone diferentes podrian albergar el mismo cargo
en dicha region (Thomas C, 2000; Partridge SR, et al. 2018).

En A. baumannii los plasmidos presentan una extensa variedad de tamafios,
pueden medir desde 2 kb los méas pequefios y alcanzar tamafios superiores a las
100 kb. Con frecuencia los plasmidos grandes son el objeto de diversos analisis
debido a que albergan un gran niumero de determinantes de resistencia y a su
naturaleza auto-transmisible (conjugativos), mientras que los plasmidos
pequefios se destacan principalmente solo aquellos que contienen genes de
resistencia a antibiéticos (Hamidian M, & Hall R. 2014; Hamidian M, et al., 2012;
Hamidian M, et al., 2014; Grosso F, et al., 2012). Cada plasmido tiene un nimero
de copias que puede variar entre plasmidos y células bacterianas. Por lo tanto,
una célula puede albergar dos tipos diferentes de plasmidos; los de gran tamafio
(grandes) que presentan un bajo niumero de copias (1-5) y los de menor tamafio
gue suelen ser de alto nimero de copias (>20) (Snyder L & Champness W,
2007).

Los plasmidos en A. baumannii juegan un papel crucial en la propagacion de
genes de resistencia a antibiéticos y en la evolucion de este patdégeno
nosocomial. Por ejemplo, los plasmidos conjugativos grandes (entre 80 y 130 kb)
estan implicados en la propagacion del gen blaOXA-23 en cepas que pertenecen
a los complejos clonales CC1y 2, asi como en cepas que no pertenecen a estas
clonas. Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que los genes de
resistencia blaOXA-23, blaOXA-58, blaOXA-24, blaNDM-1, blaGES-11, blaVIM
y blaIMP que codifican para una amplia gama de antibiéticos se encuentran
incluidos en plasmidos de cepas MDR (Hamidian, et al., 2016; Da Silva G,
Domingues S, 2016; Lee, M, et al.,, 2013b). Otros analisis identificaron que
elementos genéticos adicionales, como integrones de clase 1 asociados a genes
de resistencia contra carbapenémicos en A. baumannii también estan
localizados en estos replicones (Liu S, et al.,, 2006). Adicionalmente, los
transposones Tn2009, Tn2008, Th2007 y Tn2006 relacionados con la estructura
blaOXA-23 se reportaron de igual modo en plasmidos de cepas MDR de este
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microorganismo (Corvec S, et al., 2007; Mugnier P, et al., 2010). Recientemente
un estudio realizo el analisis de una cepa de A. baumannii proveniente de Asia,
dicha investigacion revel6 la cepa contiene a los genes blaNDM1 y blaOXA-58
insertos en un transposén Tn125. El gen blaNDM1 se identificé flanqueado por
la secuencia ISAbal25, mientras que el gen blaOXA-58 se detectd rodeado por
las secuencias de insercion ISAball e ISAba3. Ambos genes de resistencia
estuvieron alojados en los plasmidos de este aislamiento asiatico (Alattraqchi A,
et al., 2021).

Inicio de lareplicacion y control de niumero de copias.

Como ya se menciond previamente los plasmidos son elementos genéticos
extracromosémicos que se mantienen y dependen de los recursos de la célula
huésped. Para que no se pierdan deben asegurar que su tasa de replicacion esté
coordinada con la tasa de crecimiento celular, a través de un fino control de la
replicacion y segregacion de dichas estructuras (Snyder L & Champness W,
2007).

La replicacion de estas estructuras inicia en la regién de origen (ori), (cuya
secuencia) que es una de las secuencias mas importantes dentro del DNA
plasmidico y asegura una replicacion autonoma e independiente de la replicacion
del cromosoma bacteriano. ComUnmente esta region se activa mediante la union
de una proteina de iniciacion (Rep) codificada por el gen rep del plasmido que
se encuentra adyacente a unas secuencias directamente repetidas cortas
llamadas iterones, los cuales tienen un papel crucial durante la iniciacion de la

replicacion y en el control de nimero de copias (Partridge SR, et al. 2018).

El sitio de origen de replicacién (ori) y lo sitios de union de la proteina Rep
tipicamente forman los componentes béasicos de todos los plasmidos,
denominado, el replicon basico, que es la fraccion mas pequefia de ADN (1-5
kb). El origen de replicacion contiene una region abundante de A (adenina) y T
(timina) con un tamafio aproximado entre 40 pb y 100 pb, representa a la
estructura mas conservada en replicones eucariontes y procariontes. En esta
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region se genera el elemento de desenrollamiento del ADN en donde se genera
el complejo de replicaciéon y la sintesis del ADN da inicio (Konieczny |, 2003).
Este contenido rico en A+T proporciona una region de baja estabilidad
termodinamica y contribuye a la separacién de la doble hélice. La apertura de la
doble hélice se induce cuando la proteina Rep (interacciona directamente con
los iterones) se une a los iterones, y como ya se indico antes, se encuentran
localizados préximos al origen de replicacion. Los plasmidos codifican su propia
maquinaria de inicio de la replicacion, sin embrago, utilizan la maquinaria de
replicacion codificada cromosomalmente (polimerasa, primasa, helicasa, etc.)
para su propia sintesis de ADN (Partridge SR, et al. 2018; Snyder L &
Champness W, 2007).

Los plasmidos que contienen iterones han desarrollado una serie de estrategias
para garantizar su estabilidad hereditaria y mantenimiento en el nimero de
copias especifico. Estos plasmidos se producen en un bajo nimero de copias
por célula bacteriana, por lo que su mantenimiento requiere de una estricta
regulacion de la replicacion. Los principales elementos implicados en la
regulacion de este proceso en los plasmidos son los iterones. Los mecanismos
de control de copias varian ampliamente entre diferentes tipos de plasmidos sin
embargo existen dos que detallan las estrategias basicas (Konieczny I, et al.,
2014)

El “handcuffing” es un mecanismo de inhibicion de la replicacion observado en
los plasmidos que contienen iterones. La formacidén de la estructura de este
sistema se basa en la habilidad de la proteina iniciadora (Rep) de acoplarse en
dos regiones ori localizadas en moléculas separadas del plasmido a la vez. El
acoplamiento del ori ocurre mediante la union de la proteina Rep a los iterones.
Cuando la concentraciéon de proteina iniciadora es elevada, ocurre un multiple
emparejamiento de iterones lo que provoca un impedimento estérico en su
funcién y previene una nueva ronda de iniciacién de la replicacién al inhibir la

fusion al origen (Partridge SR, et al. 2018).
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Las elevadas concentraciones de la proteina Rep dan lugar a eventos de inicio
de la replicacion mas frecuentes y descontrolados. Para evitar eso, existe un
mecanismo de control que limita la cantidad de esta proteina Rep en la célula.
La autorepresion transcripcional es el mecanismo que permite equilibrar los
niveles del gen dentro de los limites. La autorepresién estd mediada por la unién
de dimeros de Rep a secuencias invertidas repetidas (IR) ubicadas adyacentes
a la regién ori. Este tipo de mecanismo de regulacion inhibe el inicio de la
transcripcion del promotor de geny, por lo tanto, reduce la sintesis del iniciador.
La proteina Rep tiene la capacidad de activar el inicio de la replicaciéon cuando
presenta niveles basales, y actia como inhibidor cuando sus niveles son altos
(Del Solar G, et al., 1998; Snyder L & Champness W, 2007).

Replicacién tipo theta.

Este tipo de replicacion generalmente lo presentan los plasmidos de bacterias
Gram negativas, especialmente las proteobacterias (Snyder & Snyder, 2013).
Dicho mecanismo necesita de la interaccion de dos componentes claves, el sitio
de origen de la replicacién ori y el gen rep que codifica para la proteina iniciadora
Rep (en conjunto con los elementos de su zona operadora). Cabe resaltar que
los plasmidos que contienen iterones y un ori con una region rica en bases A+T

presentan este mecanismo de replicacion (Del Solar G, et al., 1998).

En este sistema de replicacion para que de inicio la sintesis de ADN, se requiere
de la proteina DnaA proporcionada por el hospedero y las proteinas Rep
producidas por el plasmido. La formacion del complejo nucleoproteico de
preiniciacion se lleva a cabo mediante la union de la proteina Rep con los
iterones. El complejo ademas incorpora elementos propios de la célula
hospedera como, la primasa, la ADN polimerasa lll y a las helicasas DnaA, By
C. Unavez que las proteinas DnaA y Rep se conectan con la region enriquecida
con las bases A+T en el ori, se inicia la replicaciéon. En este punto se origina la
apertura de las dos hebras del ADN con la ayuda del complejo de helicasas DnaB
y C que favorecen el desenrollamiento. Posteriormente la primasa sintetiza un
PRNA (iniciador) el cual se elonga de manera covalente por la ADNpol Il hasta
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obtener la replicacion completa de las dos cadenas (Del Solar G, et al., 1998;
Filutowicz M, et al., 1994; Bramhill D & Kornberg A, 1988).

La sintesis de ADN es continua en la cadena principal y discontinua en la cadena
retrasada, sin embargo, la sintesis de ambas hebras es acoplada. Este tipo de
sintesis puede partir de uno o0 mas origenes y la replicacién podria preceder en
una sola direccion (unidireccional) o en ambas direcciones (bidireccional) (Del
Solar G, et al., 1998).

Sistemas de particion.

Los sistemas de particion garantizan el mantenimiento estable de pldsmidos con
bajo nimero de copias en bacterias, son procesos impulsados activamente
responsables de asegurar la distribucion regular de copias del plasmido en las
células hijas. Estos sistemas se encuentran ampliamente distribuidos en el
mundo bacteriano y estan codificados tanto a nivel cromosomal como
plasmidico. El sistema de particion es el determinante mas importante de la
estabilidad de plasmidos de bajo nimero de copias. En contraste, los plasmidos
con alto numero de copias generalmente no codifican este tipo de sistemas,
debido a que su segregacién aleatoria es suficiente para mantener su estabilidad
(Gerdes K, et al., 2000).

Este sistema de segregaciéon es un mecanismo dinamico, los pldsmidos se
ordenan y se desplazan dentro de la célula para que la divisién celular asegure
al menos una copia en cada célula hija en cada ciclo celular. Existe una amplia
diversidad entre los sistemas de particion presentes en pldsmidos, no obstante,
sSus componentes y organizacion genética son altamente conservados. Los
sistemas consisten tipicamente de un modulo de particion compuesto por tres
elementos: un sitio que consta de una serie de secuencias repetidas denominado
parS, es un sitio similar al centromero que actian en cis y dirigen la accion de la
maquinaria de segregacion; los dos elementos restantes forman un complejo
proteico y estan codificados por los genes, ParA que codifica para una ATPasa;
y ParB que codifica una proteina de unidon en un sitio especifico del ADN o
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proteina de unién al centromero. Ambas proteinas se encuentran codificadas
por un operén cuya transcripcion es autorregulada (Bignell C. & Thomas C,
2001).

En general ambas proteinas se unen al sitio parS y forman un complejo
nucleoproteico. ElI primer evento que pone en marcha la segregacion es el
ensamblaje de la proteina ParB sobre el sitio parS para formar el complejo de
particion en cada copia de pladsmido. Este complejo se extiende mediante la
adicion de varias moléculas ParB que se uneny esparcen en el ADN. La ATPasa
(ParA) reconoce al plasmido al colaborar especificamente con ParB, dicha
interaccién estimula la formacion de ensamblajes mediados por ParA, que
empujan y arrastraran réplicas de plasmidos hacia cada polo de las dos mitades
de las células (Gerdes K, et al., 2000).

Las secuencias de los plasmidos p3ABAYE, pACICU1 y 2 presentes en genomas
de A. baumannii (AYE y ACICU) permitieron determinar la presencia de los
componentes ParA y ParB involucrados en el sistema de particion (Bertini, et al.,
2010).

Sistemas toxina-antitoxina (TA).

Estos sistemas se encuentran codificados tanto en plasmidos como en
cromosomas de bacterias y son piezas clave en la adaptacion al estrés.
Originalmente los modulos TA se detectaron en la década de 1980s en dos
plasmidos de E. coli, organizados como casetes genéticos y compuestos por un
par de genes involucrados en el mantenimiento y estabilidad de dichos
plasmidos. Aseguran la herencia vertical del replicén debido a que suprimen el
crecimiento de aquellas células que han perdido el plasmido en cada divisién
celular (Songwei Ni, et al., 2021).

Los sistemas estan compuestos por la co-expresion de dos genes, uno que

codifica para una toxina y su contraparte, la antitoxina. Las toxinas de todos los
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sistemas TA caracterizados son proteinas, mientras que las antitoxinas son
proteinas o RNA pequefios (RNAs) no codificantes. La toxina es mas estable
gue la antitoxina, la cual es degradada rapidamente por proteasas de la familia
Clp o Lon, sin embargo, se expresa en niveles mas altos. Generalmente los
sistemas TA estan clasificados en 7 categorias diferentes, no obstante, el mas
estudiado y abundante entre los plasmidos y genomas bacterianos es el sistema
tipo Il, en donde ambos genes estan organizados en un operén. En este
mecanismo la antitoxina forma un complejo estrecho con su respectiva toxina y
bloquea sus funciones de muerte celular o inhibicién de crecimiento bacteriano,
todo esto ocurre mientras el plasmido esta contenido en la célula. Por otra parte,
una vez que el plasmido se pierde las proteasas degradan rapidamente a la
antitoxina y las funciones de la toxina se reestablecen, provocado la muerte
celular. Tipicamente la expresion del operén TA es autoregulado solo por la
antitoxina, o bien por el complejo TA en el promotor (Song S & Wood TK. 2020;
Unterholzner SJ, et al., 2013; Songwei Ni, et al., 2021).

Jurénaité y colaboradores en el afio 2013 llevaron a cabo una busqueda
bioinformética meticulosa para identificar sistemas TA en genomas de cepas de
A. baumannii, detectaron 15 posibles pares de genes que codifican para el
sistema, de los cuales solo 5 mostraron ser funcionales. De estos, tres sistemas
RelB/RelE, HicA/HicB y HigB/HigA fueron homodlogos de otras bacterias y
arqueas, mientras que los dos restantes SpIT/SplA y CheT/CheA fueron Unicos.
Cabe destacar que los pares de modulos SplIT/SplA y HigB/HigA representaron
a los sistemas mas prevalentes albergados en plasmidos de aislamientos

clinicos de A. baumannii pertenecientes al CC2 (Jurénaité M, et al., 2013).

Sistema de Restriccién-Modificacion.

Los sistemas de restriccion-modificacion (R-M) estan ampliamente extendidos
en las bacterias; en el contexto de proteccion del ADN constituyen un mecanismo
de defensa xenofébico, ya que protegen al ADN residente contra la
contaminacion de secuencias de origen externo. Sin embargo, su presencia no
es imprescindible, ya que algunas cepas carecen de este mecanismo. El sistema
R-M estd compuesto por dos actividades enzimaticas contrastantes: una
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endonucleasa de restriccion (REasa) y una metiltransferasa (MTasa). La REasa
reconoce y escinde secuencias de ADN extrafas en sitios especificos, y genera
extremos 5 o 3’ cohesivos o romos; mientras que la actividad de la MTasa
asegura la discriminacion entre el ADN propio del no propio, al transferir grupos
metilo desde SAM (S-adenosil-metionina) a las bases A o C en la misma
secuencia reconocida por la enzima de restriccion. Por lo tanto, la metilacion
protege al ADN frente a la degradacion (Mruk | & Kobayasi |, 2014).

Estos sistemas se clasifican principalmente en cuatro tipos diferentes segun la
composicion de la subunidad, reconocimiento de secuencia, posicion de corte y
especificidad de sustrato: 1) tipo | cortan en sitios remotos del sitio de
reconocimiento y generan bordes cohesivos; necesitan tanto de ATP y SAM para
operar; consiste de una proteina multifuncional con 3 subunidades: M
(modificacion), S (especificidad) y R (restriccion); Il) tipo Il escinden en el sitio
de reconocimiento, o bien, cerca de este, la mayoria requieren de magnesio, no
necesitan ATP y presentan una sola funcion (restriccién) independiente de la
metilasa; Ill) tipo Il también cortan cerca del sitio de reconocimiento y producen
extremos cohesivos; este tipo de proteinas realizan todas las actividades
enzimaticas (restriccion, modificacion y NTPasa), necesitan de ATP, magnesio y
SAM; y finalmente, IV) tipo IV solo cortan secuencias de ADN con bases
metiladas (Vasu K, & Nagaraja V, 2013).

Incompatibilidad plasmidica.

Este proceso usualmente se define como la deficiencia de los mecanismos
adecuados para la herencia de dos plasmidos co-residentes de manera estable
en la misma linea celular, en ausencia de seleccidn externa. Es decir, la
incorporacion de un plasmido secundario afecta de manera negativa la herencia
del primer replicon, por lo tanto, se designan incompatibles. Este proceso ocurre
cuando multiples plasmidos dentro de una célula comparten el mismo sistema
de replicacion y/o segregacion (Novick R, 1987). Histéricamente los plasmidos
se clasificaron basados en su capacidad/compatibilidad para coexistir con otro
replicon en la misma bacteria. En 1988 Couturier y colaboradores desarrollaron

un sistema para tipificar y clasificar plasmidos, con dicho modelo de tipificacion,
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estos elementos genéticos se clasificaron en diferentes grupos de
incompatibilidad (Inc), aquellos pladsmidos pertenecientes a diferentes grupos Inc
pueden coresidir en la misma célula bacteriana (Couturier M, et al.,1988).

Incompatibilidad por control de replicacién.

En este mecanismo los plasmidos son incompatibles debido a que compiten por
la misma maquinaria de control de la replicacion dentro de la célula. La mayoria
de estos elementos codifican un sistema de regulacién negativa modulado por
RNAs antisentido o iterones, que restringen la frecuencia de la replicacion
cuando el nimero de copias en la bacteria es alto, por el contrario, permite la
replicacion cuando el numero de copias disminuye. Debido a que dos plasmidos
no pueden ser distinguidos como diferentes por el mecanismo de control de la
replicacion, cualquiera de ellos puede seleccionarse aleatoriamente por el
sistema para la replicacion. En otras palabras, si una célula alberga dos
plasmidos de diferentes tipos, en el momento de la replicacion se seleccionara
aleatoriamente a uno de los dos. Por lo tanto, habra dos copias del plasmido
seleccionado y una sola copia del otro. En la siguiente ronda, el plasmido elegido
tendra mayor probabilidad de replicarse, mientras que el del otro tipo se perdera
gradualmente (Novick R, 1987).

Incompatibilidad por sistemas de particion

Si dos plasmidos comparten el mismo sistema Par se vuelven incompatibles.
Durante la division celular en condiciones normales, el mecanismo Par asegura
gue las células hijas obtengan al menos una copia del pladsmido. Sin embargo, si
el sistema es compartido por plasmidos coexistentes, mientras ocurre la division
celular solo uno de los dos siempre sera distribuido a las células hijas. Los
plasmidos que comparten la misma regién de unién al centrdbmero compiten por
los mismos componentes del sistema, es decir, por las mismas proteinas de
unién (ParB) y ATPasas (ParA) (que distribuyen de manera correcta a) para

distribuir correctamente los plasmidos en cada célula hija. Cuando hay exceso
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de proteinas ParB y ParA se genera inestabilidad y los plasmidos se colocan

aleatoriamente, lo que llevara a la perdida de ellos (Bouet J, et al., 2007).

Conjugacién y movilizacion plasmidica.

Las bacterias adquieren resistencia contra los antibioticos por medio de dos vias
principales: por mutaciones cromosomales o0 mediante la obtencion de
plasmidos y otros elementos genéticos moviles, a través de transferencia
horizontal genética. Los plasmidos juegan un papel muy importante en la
evolucién de bacterias MDR, ya que diseminan genes de resistencia entre los
patdgenos de mayor importancia clinica. Los plasmidos conjugativos son sin
duda los vehiculos mas importantes en la diseminacion de la resistencia a
antibidticos entre familias bacterianas como el género Acinetobacter, que
incluyen a algunos de los patégenos nosocomiales mas importantes (Smillie C,
et al., 2010; San Millan A. 2010).

El Unico componente proteico de la maquinaria conjugativa que es comuan tanto
en plasmidos auto-transmisibles como movilizables es la relaxasa. Esta proteina
es un elemento clave en la conjugacién debido a que reconoce al origen de
transferencia (oriT), que una secuencia corta de ADN que es la Unica requerida
en cis para que un plasmido sea conjugativo. La relaxasa cataliza el inicio y final
de la conjugacion (Smillie C, et al., 2010; Partridge SR, et al. 2018).

En los plasmidos conjugativos la region de transferencia (tra) codifica para
proteinas del componente Mpf (mating pair formation) que funcionan como un
poro conjugativo del sistema de secrecion tipo IV (T4SS), en la misma region
también se codifican las proteinas Dtr (DNA transfer & replication) cuya funcion
es procesar el ADN plasmidico. Las relaxas pertenece a esta familia de
proteinas y escinden un sitio especifico en la regién oriT de la cadena de ADN

gue se exporta a la célula receptora. En los organismos Gram-negativos, el
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sistema T4SS es el responsable de ensamblar un apéndice filamentoso que
genera el contacto entre ambas células, denominado pilus conjugativo. En la
célula donadora, el complejo nucleoproteico denominado relaxasoma, esta
compuesto por las proteinas Dtr y la regién oriT escindida, este complejo esta
unido al transferosoma T4SS a través de la proteina de acoplamiento T4CP, de
esta manera se forma el canal conjugativo, por el cual se transfiere el ADN a la
célula receptora (Partridge SR, et al. 2018).

Los plasmidos no conjugativos son aquellos que no tiene la capacidad de llevar
a cabo el proceso de conjugacion por si solos, sin embargo, se pueden transferir
de manea horizontal con la ayuda del mecanismo Mpf proporcionado por el
plasmido autotransmisible grande, presente en la misma célula. Este tipo de
plasmidos se conocen como movilizables y Unicamente cuentan con un
subconjunto del componente DTR (denominada region MOB), solo incluyen el
sitio oriT y una relaxasa. Por lo tanto, son mas pequefios (<15pb) que los
conjugativos (>30pb). En dichos replicones la relaxasa interactia con el oriT y
después el filamento nucleoproteico es transferido a la célula receptora por el
sistema T4SS que es codificado por el otro plasmido. Se ha observado que las
tasas de conjugacién de los pldsmidos movilizables son mucho menores que los

plasmidos conjugativos (Partridge SR, et al. 2018; Garcillan-B, et al., 2009).

Garcillan y colaboradores en el afio 2009 compararon las secuencias Yy
propiedades de las relaxasas contenidas en una base de datos genética. Esta
informacion les permitié desarrollar un sistema para clasificar los sistemas de
conjugacion en seis familias MOB: MOB-C, MOB-F, MOB-P, MOB-Q, MOB-H y
MOB-V (Garcillan-B, et al., 2009). Un reporte en 2018 indicé que la familia MOB-
Q pertenece a las relaxasas mas frecuentes entre los genomas de Acinetobacter
spp (Salto I, et al., 2018).

Clasificacion de plasmidos de A. baumannii

Bertini y colaboradores en 2010 analizaron las secuencias de 18 plasmidos de

A. baumannii depositadas en la base de datos GenBank. Lograron identificar in
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silico 22 replicones intactos, cada uno exhibié su sitio ori de origen de replicacion
y ademas a los genes rep que codifican para la replicasa. Los genes rep
presentes en 17 replicones se encontraron adyacentes a los iterones. Ademas,
clasificaron a estos replicones de acuerdo con la proteina Rep que portaban y
de esta manera identificaron 19 grupos de homologia diferentes (GR1-GR19)
(Bertini et al., 2010).

Un par de estudios mas recientes reportaron la presencia de nuevos grupos de
homologia basados en la clasificacion propuesta por Bertini y colaboradores.
Lean y Yeo sugirieron dividir a la familia GR2 en dos grupos, debido a que el
analisis proveniente de la filogenia realizada con las proteinas Rep de pladsmidos
pequefios de Acinetobacter reveld que este grupo se separ0 en dos cladas
diferentes, por lo tanto, propusieron al grupo GR20 (Lean S & Yeo C, 2017). Un
estudio adicional actualizé el esquema, identifico la presencia de tres grupos de
homologia nuevos, provenientes de plasmidos de cepas MDR de A. baumannii
en Argentina. Apoyado en la nomenclatura establecida en 2010 definié a los
grupos GR21, GR22 y GR23, las cuales se asociaron con cepas clinicas
resistentes a carbapenémicos portadoras del gen blaOXA-58 (Maria M, et al.,
2017).

Lean y Yeo identificaron que un gran numero de los plasmidos pequefios
presentes en A. baumannii codifican para replicasas que pertenecen a la
superfamilia Rep-3 (identificado por el dominio conservado pfam0151). La
mayoria de los replicones de esta superfamilia presentan un gen rep, que
usualmente se encuentra anotado como RepB precedido por iterones (de 19-22
nucledtidos localizados entre 10 y 200 pb rio arriba del gen repB).
Interesantemente, en una gran cantidad de estos plasmidos pequefios el marco
de lectura que se encuentra rio abajo del gen repB es altamente conservado y

frecuentemente esta anotado como repA (Lean S & Yeo C, 2017).

Los plasmidos de la superfamilia Rep-3 generalmente se encuentran asociados
a sitios recombinacion XerC/D flanqueando una gran variedad de maodulos
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genéticos. Estos mddulos incluyen determinantes de resistencia a antibioticos
como, blaOXA-24/40, blaOXA-72 y tet(39). Finalmente, es importante resaltar
gue los modulos TA del tipo Il también se encuentran en la mayoria de los

plasmidos de esta superfamilia (Lean S & Yeo C, 2017).

Existe otro grupo de plasmidos pequefios en A. baumannii que presentan un solo
gen rep entre dos y cinco genes hipotéticos. La replicasa de este grupo de
plasmidos pertenece a la superfamilia Rep-1. Esta familia a su vez se divide en
dos subgrupos: p4AABAYE y Rep63. El plasmido p4ABAYE procedente de la cepa
AYE, contiene un gen rep que pertenece al grupo GR14 y cuatro ORFs
hipotéticos. El segundo subgrupo alberga a dos de los plasmidos mas pequefios
reportados en Acinetobacter, p3AB5075 de la cepa AB5075 y pM131-10 de
Acinetobacter sp. M131. El plasmido representante de este subgrupo es
p3AB5075, porta un gen rep (codifica para la proteina Rep63) y dos ORFs con
funciones desconocidas, y se encuentra clasificado dentro de la familia GR16
(Lean S & Yeo C, 2017).

Pregunta de investigacion.

¢,Como se relaciona nuestra diversidad de plasmidos secuenciados de A.
baumannii con respecto a su contenido genético, a su asociacion a otros
elementos genéticos mdviles y, en conjunto, esta carga genética como le ha

permitido evolucionar?
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Instifuto Necional de Cancercdogia, Mexico City, Mexico

Acinetobacter baumannii is an emergent bacterial pathogen that provokes many types
of infections in hospitals around the world. The genome of this organism consists
of a chromosome and plasmids. These plasmids wvary over a wide size range and
many of them have been linked to the acguisition of antibiotic-resistance genes. Our
bioinformatic analyses indicate that A. baumanni plasmids belong to a small number
of plasmid lineages. The general structure of these lineages seems to be wery stable
and consists not only of genes involved in plasmid maintenance functions but of gene
sets encoding poorty characterized proteins, not obwioushly linked to survival in the
hospital setting, and opening the possibility that they improve the parasitic properties
of plasmids. An analysis of genes involved in replication, suggests that members of
the same plasmid lineage are part of the same plasmid incompatibility group. The
same analysis showed the necessity of classifying the Rep proteins in ten new groups,
under the scheme proposed by Bertini et al. (2010). Also, we show that some plasmid
lineages have the potential capacity to replicate in many bacterial genera including
those embracing human pathogen species, while others seem to replicate onby within
the limits of the Acinetobacter genus. Moreover, some plasmid lineages are widely
distributed along the A, baumanmi phylogenetic tree. Despite this, a number of them
lack genes involved in conjugation or mobilization functions. Interestingly, only 34.6%
of the plasmids analyzed here possess antibiotic resistance genes and most of them
belong to fourteen plasmid lineages of the twenty one described here. Gene flux
between plasmid lineages appears primarity imited to transposable elements, which
sometimes carry antibiotic resistance genes. In most plasmid lineages transposable
elements and antibictic resistance genes are secondary acguisitions. Finally, broad
host-range plasmids appear to have played a crucial role.

Keywords: A. baumannii, plasmids, Rep proteins, antibiotic resistance genes, plasmid maintenance functions, IS
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INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a global emergent nosocomial
pathogen that causes a wide variety of infections, especially in
severely ill patients, in intensive care units. This pathogen is a
major cause of morbidity and mortality in hospitals worldwide,
and the recent success of this species as a pathogen seems to
be linked to the ability of this organism to acquire antibiotic
resistance genes, form biofilms and resist desiccation; these
characteristics facilitate the persistence of this bacterium in
the hospital setting and promote the emergence of outbreaks
(Antunes et al., 2014). A large fraction of the nosocomial
outbreaks in Europe, Asia, and North America are produced
by a limited number of strains belonging to three different
international clones (IC-1, IC-11, and LC-111) {(Zarrilli et al., 20013).
Maost of these international clones are resistant to antibiotics
belonging to three or more different families, a characteristic
that defines these clones as being multidrug resistant (MDR)
({Diancourt et al., 20010; Roca et al,, 2012).

Plasmids are extrachromosomal DNA molecules, usually
circular, that replicate independently of the chromosome and
have the potential to be transferred frequently, but not exclusively
by conjugation, not only to members of the same species but
also to distantly related bacteria (Partridge et al., 2018). Plasmids
play a leading role in the spread of antibiotic resistance genes
among bacterial pathogens that cause community- or hospital-
acquired infections, including A. baumannii (Carattoli, 2013; San
Millan, 2018). A wide variety of A. baumannii plasmids carrying
antibiotic resistance genes with different sizes and characteristics
have been described in recent literature. There has been
particular interest in plasmids carrying genes encoding serine
carbapenemases (O XA-type beta-lactamases), which facilitate the
maost predominant mechanism for carbapenem resistance in this
species (Higgins et al., 2010; Mosqueda et al., 2014; Hujer et al.,
2017; Cameranesi et al., 2018; Wibberg et al., 2018).

Despite the apparent importance of plasmids in the spread of
virulence and antibiotic resistance genes among A. baumannii
isolates, only a few papers that have analyzed the structures,
relationships and evolution of A. bawmannii plasmids as a
whole have been published (Fondi et al., 2010; Lean and Yeo,
2017; Salto et al, 2018). In this work, taking adwvantage of
the increasing interest in A. bawmannii and the large number
of complete genome sequences for this organism that have
been deposited in GenBank in the last decade, we performed
a comparative plasmid sequence analysis to gain insights into
the structures, relatedness, and evolution of these plasmids.
We were able to determine that the A. bawmannii plasmids
belong to a small number of plasmid lineages, some of them
widely distributed among the different A. baumannii clades,
while others seem to be restricted to a small number of clades.
Surprisingly, some widespread plasmids do not have genes linked
to conjugation or plasmid mobilization, suggesting that other
mechanisms or horizontal transfer play an important role in
the dissemination of A. bawmannii plasmids. Genes encoding
imitiator replication proteins and the corresponding surrounding
DNA sequences within each plasmid lineage are similar enough
to suggest that each lineage represents plasmids of the same

incompatibility group. This suggestion is also supported by the
observation that plasmids of the same strain have different
replication proteins. Each plasmid lineage possesses a common
gene set that containg not only genes involved in plasmid
maintenance but also a set of genes encoding hypothetical or
poorly characterized proteins. Despite the antibiotic or metal
resistance genes that some plasmids possess, the remaining
genes that are not involved in plasmid maintenance are not
obviously linked with properties that allow survival in the
hospital setting, suggesting that these genes could be associated
with plasmid survival functions. Additionally, we determined
that gene transfer from one plasmid lineage to another is highly
limited and restricted to a few gene classes.

RESULTS AND DISCUSSION
The Plasmid Collection

Mext-generation sequencing platforms have been a crucial means
to obtain the complete sequences of all types of bacterial genomes,
including those of many important human pathogens. We
took advantage of the large amount of information generated
in this manner to analyze the structure and evolution of the
A. baumannii plasmids. For this purpose, we used the 155
complete plasmid sequences deposited in NCBI as of August 14,
2017. Howewver, considering that most of these plasmid sequences
were obtained from isolates of international clones and/or from
a restricted set of countries, we incorporated the sequences of 18
plasmids obtained from the genome sequences of 10 nosocomial
strains that represent some of the most prevalent 5Ts circulating
in Mexico to increase the plasmid diversity included in our
investigation (see Materials and Methods). In total, our study
collection comprised 173 plasmids of a wide wariety of sizes,
ranging from 1,109 to 216,780 bp. Moreover, our plasmid set
originated from 103 different isolates, each carrying up to six
plasmids. These isolates belonged to at least 47 different 5Ts and
originated from 17 countries (see Supplementary Table S1).

A. baumannii Plasmids Belong to a Very

Restricted Number of Plasmid Lineages
Plasmids have been visualized as molecules that possess genes
involved in self-maintenance (plasmid backbone) and genes that
could be important for the ability of bacteria to exploit new
ecological niches or acquire new capabilities (Frost et al., 2005).
These genes are commonly described as plasmid cargo. Antibiotic
resistance genes are a perfect example of such genes, particularly
for organisms in hospital settings (Tschipe, 1994; Carattoli, 2013;
San Millan, 201 8).

To understand how plasmids are organized and to define
which are the relationship between them, several plasmid
classification systems have been proposed. Some of these systems
relay in the phenotypic features that plasmids confer, assuming
that plasmids sharing such characteristice are phylogenetically
related. Plasmid incompatibility or the inability of two plasmids
to reside in the same cell has been another way to classify
plasmids. Plasmids belonging to the same incompatibility group
have identical or very similar replication and/or segregation gene
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modules (Mowvick, 1987; Austin and Nordstrim, 1990). With
this idea in mind, some authors have developed typing systems
based on the nucleotide sequence identity of the genes encoding
replication initiation proteins. Other authors designed methods
to classify conjugative plasmids based on the sequence of the
relaxase, a gene crucial for conjugation. The problem with these
classification systems is that they are based on a limited number
of genes or traits. However, considering the diversity of genes
carried on plasmids and the different mechanisms that plasmid
use for their maintenance makes a futile dream to design a
universal plasmid taxonomy system. Nevertheless, we can design
a classification system that takes into account, in an unbiased
way, the whole gene content of plasmids, to determine which
are the relationships between them and to have a picture of
how these plasmids evolve. This was the approach that we
follow in this work.

Plasmid ewvolution can be thought to occur via two basic
pathways: first, plasmids are entities that are prone to rapid loss
and gain of genes such that, in a short period of time, descendants
of one plasmid are only recognizable because they share the same
set of genes involved in the basic maintenance functions of the
plasmid (Hilter et al., 2017; Brandt et al., 2019). Second, the
ability of plasmids to gain or lose genetic information can be
assumed to be more or less limited, and the plasmids persist for
long durations within bacterial populations as plasmid lineages,
where plasmid lineages are groups of plasmids that are closely
related by gene content, including, but not restricted to, genes
responsible for plasmid maintenance (Yau et al., 2010).

Our first interest was to evaluate, precisely, the type of
evolution undergone by A. baumannii plasmids. For this purpose,
our strategy was to compare the degree and extent of DNA
sequence identity between the plasmids in our collection. 'We
used nucleotide MEGABLAST (BLASTn) searches instead of
Protein BLAST (BLASTp), as described by other authors, for
two reasons: first, BLASTn comparisons are less sensitive to
sequencing errors introduced during the assembly process (false
frame shifts or incorrect stop codons) than BLASTp, and second,
a BLASTp approach does not take into consideration intergenic
regions and regions essential for plasmid function, such as the
origin of replication. We made pairwise MEGABLAST (BLASTRn)
comparisons of each plasmid of our collection against the
others. To filter BLAST results, we constructed networks with
the following rule: two plasmids are linked if at least 85% of
the regions of the largest plasmid (for each comparison) are
covered by the smaller plasmid, and those regions exhibit at
least 0% of DMNA sequence identity. To belong to a specific
network, one plasmid must fulfill the above-mentioned cutoff
values of identity and coverage not with all, but with at least
one member of the group. Being a member of a specific network
does no mean that all plasmids of this network have at least
85% coverage with the rest of the members. The minimal
requirement is to accomplish the cutoff values with at least
one member of the network, for example, the shortest with
the next in size.

After these analyses, we determined that 124 A, bawmannii
plasmids were organized into 23 groups, and 39 plasmids
remained without an assigned group. The plasmid composition
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of each group is listed in Suopplementary Table S51. As
shown in Supplementary Figure 51, the plasmid networks
constructed as mentioned above are densely interconnected,
and all members of a determined group have the same or
a wvery closely related gene encoding a DNA replication
initiator (Rep) protein. MNotably, plasmids within a group
share, in general, several genes that are involved in
plasmid maintenance.

To evaluate the coherence of these groups, we repeated
the amalysis, raising plasmid coverage to 90% again, with
90% DNA sequence identity. In general, the groups remained
almost the same (some groups lost a few members). On
the one hand, lowering coverage to 50% and retaining 90%
of DNA sequence identity, allows the incorporation of some
orphans into different groups and led to the fusion of six
lineages: Group 17 with Group 22, Group_7 with Group_8
and Group_3 with Group_14. Members of lineages Group_17
share sequence identity of approximately 70% with components
of Group 22, including the replication module and nearby
sequences. This grouping suggest that Group_17 and Group_22
have a common evolutionary origin. Likewise, members of
Group_3_and Group_14 have similar but not identical Rep
proteins, indicating also that they have a hypothetical common
ancestor. In contrast, members of Group 8 do not have
the same replication module as those belonging to Group_7
and for this reason we do not contemplate them having a
COMmon ancestry.

Groups formed using 85% coverage and 90% of sequence
identity as cutoff wvalues represent a useful method for
identification of A. bawmannii plasmid lineages. Lowering the
coverage cutoff value to 30% may be useful to recognize ancestral
relationships, as long as the shared sequences include the
replication/maintenance module. Therefore, hereinafier, we will
consider each one of the groups identified with this methodology
as a plasmid lineage.

However, to indicate that Group_3_and Group_14 had a
common origin but now each one of the groups has a different
evolutionary path, these were named as plasmid lineages LN_3A
and LMN_3B, respectively. With these considerations, members
of our plasmid collection belong to 21 plasmid lineages and 39
plasmids remain as orphans (not assigned to a plasmid lineage).
Interestingly, 88 plasmids, or 50.8% of our collection, were
clustered in only four plasmid lineages: LN-1, LN_2; LN_3 and
LN_4. The other 17 groups are very small, as most of them
contained only two members (Supplementary Figure 51).

‘With only one exception, we elected the largest and most
interconnected member of the group as the representative
plasmid of each lineage. The exception is lineage 2 (LN_2),
in which the largest and most interconnected member has a
very large duplicated region. The duplicated regions include
the replication genes indicating that this sequence has assembly
problems, considering that plasmids with duplicated replication
regions are highly unstable and they are rapidly eliminated of
the population (Summers et al, 1993). Therefore, the second
largest most interconnected plasmid (pPEABOT) was selected as
the representative of this particular lineage. In conjunction, these
analyses indicate that 4. baumannii plasmids evolve as lineages
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and that most of the A bawmannii plasmids in circulation
worldwide belong to a few lineages.

The general structure of the members of each one of
the plasmid lineages is wery stable, considering that some
of the strains were isolated many vyears ago. For example,
strain Al was isolated in 1982, and one of the plasmids of
this strain, pAl-1, belongs to lineage LNW_2. This plasmid
has a wvery similar gene content and organization as other
plasmids isolated in 2015 that belong to the same lineage
(plasmid unnamed2, GenBank accession number CP014293).
Similarly, plasmid pALAC4-2 of LN_4 belongs to a strain
isolated in 1997 and has a very similar structure to other
plasmids of the same lineage isolated a decade later
(i.e., plasmid pMRSN3527-6, GenBank accession number
MNZ_CMO0O03318.1). Additionally, plasmid p4ABAYE (GenBank
accession number MNC_010403.1), described im 2001, shared
98% sequence identity with pMRSN58-2.7 (GenBank accession
number NZ _CMO03316.1), isolated in 2013 Members of
LM_19 are almost identical. The oldest member of the
lineage was isolated im 2001 and the most recent im 2010
(Supplementary Table S1).

The A. baumannii plasmid sequences deposited in NCBI
have increased since we last performed the analyses. On April
28, 2020, this database embraced the complete sequence of
422 A baumannii plasmids. To make a rapid evaluation of the
prevalence of plasmid lineages LN_1, LW_2, LN_3A, LN_3E, and
LM_4, we performed BLASTn on all members of these lineages
against the new database. Using this strategy 30 new plasmids
were incorporated in LN _1, 23 in LN_2, 12 in LN_3A+3B, and
finally, 100 new plasmids were included in LN_4. Now, these
lineages contain 38.4% of the A bawmannii plasmids. However,
we must say that the only way to identify all new members of the
plasmid lineages is by reconstructing the networks with the rules
mentioned above. These observations confirm that a few plasmid
lineages encompass most of A. baumannii plasmids.

Plasmid Lineage Gene Composition
Comparisons of all members of a particular plasmid lineage
with their representative plasmid show that the genome core
of a plasmid lineage includes genes that are not involved in
plasmid maintenance functions (the backbone) (Figure 1 and
Supplementary Figures S2-512).

To obtain a general picture of the gene composition of our
plasmid collection, we assigned a functional class (COG) to each
of the protein products encoded by these plasmids. This analysis
showed that these proteins fall within 23 functional classes;
howewver, we were unable to assign a functional class (not in
COG) to 74.15% of the proteins (Figure 2). In total, 3.53% of the
encoded proteins have only a general function prediction (class
R), and 3.5% are classified within class 5§ (function unknown).
Mevertheless, these 2497 uncharacterized or poorly characterized
proteins were grouped in 242 orthologous groups [Remained
Orthologous Groups (ROGs)] (Taboada et al,, 2010). Therefore,
it is not possible to predict whether some of these hypothetical
proteins play a role in the nosocomial setting. However, given that
the genes encoding these proteins are highly conserved within
each plasmid lineage; the general structure of plasmids belonging
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to each one of the different lineages is stable during time and
that the plasmids replicate in very different genetic backgrounds
{even in different species), we suggest that these genes may play
a role in reducing the fitness cost for the host to maintain the
plasmids, thereby improving the favorability of the plasmids as
parasite molecules.

We also found, as expected, a set of genes encoding proteins
that are typically associated with plasmids: 7.28% of the proteins
fall under class L {replication, recombination and repair), which
includes replication initiation proteins, transposases, site-specific
recombinases, and other proteins involved in recombination.
Additionally, 1.31% of the proteins belong to class V' (defense
mechanisms), which includes proteins involved in plasmid
stability (toxin-antitoxin modules) and restriction modification
and proteins conferring antibiotic resistance. In the following
sections, we will describe genes that play a crucial role in plasmid
maintenance and that are usually associated with plasmid
functions (Figure 2).

Classification of New Replication
Initiation Protein (Rep) Genes

An absolute requirement for the survival of a plasmid is the
presence of a replication module. These modules consist of an
origin of replication, one gene encoding a replication initiator
(Rep gene) and the factors and DNA sites involved in regulation
of the expression of this gene, which is located near the Rep gene
(del Solar et al., 1998). Our bicinformatic analysis indicates that
from the 173 plasmids in our collection, 143 had an intact Rep
gene and 13 plasmids had Rep psendogenes, because we found on
them premature stop codons or frameshifts generated, probably,
during the sequencing and/or assembly processes. Mevertheless,
in 27 plasmids, we could not find a Rep protein by annotation
or BLAST searches; thus, as already noted by other authors,
an experimental approach is needed to identify such replication
regions (Lean and Yeo, 2017).

Rep genes of A baumannii plasmids have been mainly
identified by bioinformatic analyses, which have indicated that
these proteins can be classified into five different categories: the
most common Bep proteins belong to the Rep_3 superfamily
(Pfam:01051) and are vsually annotated as RepB. The next most
frequent Rep proteins are those annotated as replicases, and these
proteins have two distinctive domains: one is a replicase domain
(pfam:03090), and the other is an alpha-helical domain that is
also present at the C termini of primases (PriCT_1 superfamily).
Other A. bawmarnsnii plasmids have Rep proteins belonging to the
Rep_1 superfamily (Pfam01446). Several plasmids have a protein
with a helix-turn-helix (HTH) domain annotated as a replication
protein, and finally, one plasmid has an initiator protein classified
as belonging to the RepC superfamily (Pfam:06504). Recently,
the functionality of some of these replication regions was tested
experimentally (Salto et al, 2018). Nevertheless, as mentioned
above, many plasmids do not have an identifiable Rep protein.
Figure 3 and Supplementary Figure 513 show the phylogenies of
the replicases with the most members, separated by the domains
identified by Pfam (Rep3 and replicase-PriCT). Some proteins
were not included because either these proteins did not have
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FIGURE 1 | Cicular map of members of plasmid lineags LM_1 and near map of members of LM_2. Plasmid ssquences of sach lineage were compared with its
reference with BLASTn and mapped using GenVision a componeant of DMASTAR's Lasergene Core Suite. The genes core are in bold letters. The representative
plaamid of LM_1 i= plasmid AB34.209 (biue ring) and numbers around this plasmid indicats the position of the following genes: 1. Nuclease; 2. Hypothetical
protein; 3. Hypothetical protein; 4. Hypothetical proteing 5. Hypothetical protein; . Hypothetical protein; 7. Zeta-antitoxing 8. Zeta-Toxing 9.
Hypothetical protein; 10. Plasmid replicase; 11. Hypothetical protein; 12. Hypothetical protein; 13, Hypothetical protein; 14 DMN& polymerasa: 15,
Hypothetical protein; 16 I5ARa1; 17, [E4ba1; 18. Transglycosylase; 19. Conjugal protein TraG; 20. Conjugal protein TraH; 21. Hypothetical proteing 22,
Conjugal protein TraF; 23. Conjugal protein TraM; 24. Conjugal protein TrbC; 25. Conjugal protein Trall; 26. Conjugal protein TraWW; 27. Peptidase; 26.
Hypothetical protein; 29. Conjugal protein TraC; 30. Conjugal protein Tra; 31. Hypothetical proteing 32. Protein-disulfide isomerase; 33. Conjugal
protein TraB; 34. Conjugal protein Trak; 35. Conjugal protein TraE; 36. Conjugal protein Tral; 37. Hypothetical protein; 38. Hypothetical protein; 39.
Murein transglycosylase; 40. Hypothetical protein; 41. Hypothetical protein; 42. Resolvase; 43. Hypothetical protein; 44, Hypotheticel protein; 450
IEADE125; 46, Aminoglycoside phoephotrensferase; 47 ISADa125; 48. Hypothetical protein; 49. Hypothetical protein; 500 Hypothetical protein; 51. Hypothetical
protein; 52. Hypothetical protein; 53, Hypothetical protein; 54. Relaxase MOBF; 55. Type IV secretion systam protein Wirld, 58, Hypothetical protein; 57
Hypothetical protein; 58 Hypothatical protein; 58. Hypotihetical protein; 60. Hypotihetical protein; 1. Molecular chapsrons Dnad; 62. Hypotheticel protein; 63
Hypothetical protein; 64, Hypothatical protein; 65, Hypotiheticel protein; 66. Hypotihetical protein; 67, Hypothetical protein; 68, Addiction module toxing 649,
DMA-binding profein; T0. Hypothetical proteing 71. Hypothetical protein; 72. Hypothetical protsing 73, Hypothetical protsin; T4, Hypothetical protein; 75.
Hypothetical protein; TE. Hypothetical protein; 77. Hypotheticel protein; T8. Toxic anion resistance protein TelA; T9. Hypothetical protein; 80. Hypothetical
protein; 81. Hypothetical protein; 82. ParB family partition protein; 83. ParA family protein; 84. Hypothetical protein; 85. Hypothetical protein; 86.
Hypothetical protein; 87. Hypothetical proteing 88. Hypothetical protein; 80, Hypothetical protein: 90. Hypothetical, protein; 81, Hypothetical protein; 920
Hypothetical protein; 83, Hypothsatical protein; 84, DMNA-Dinding protein: 95, Muclease: 96, Hypothetical protein; 97. Hypothetical protein; 88. Hypothetical
protein; 99. Hypothetical protein; 100. Hypothetical protein; 101. Hypothetical protein; 102. Zeta-antitoxin; 103. Zeta-toxin; 104. Hypothetical protein;
105. Hypothetical protein; 106. Hypothetical protein; 107. Hypothetical protein; 102, Hypothetical profein; 109, DNA polymerase; 110. Hypothetical protein;
111. Transposasa; 112, Transposase. Purple rings: Purple rings: from cutside to inside: pMaval18-74, p2ABTCDCOT15, pAC30c, pAbal 00420 pabaf102a,
pAbaT84Th, pACICUZ. ABKD1. p1ABST2, pMNavalB1-67. pOIFCT 43-70, plS123-67, pABUH1-T4, p1ABSOTS, pABOY-2. plasmid YU-AB1 2, pAba3307h.
pCMCVTALZ-Abd, plasmid CMC-CR-MDR-ADEE, plasmid KABD1, plaemid KABOZ, plasmidikABO3, plasmid KABOY, plesmid KABOS, plasmid KABDS, pSSAT12_1,
PSEMATT_1,plBAT3_1, p15A34_1, pUSAZ_1, pUSA1S_1, pASS-3, pCE0A, pCS01B. pCR1TA,pCR1TH, pAbaTi35h, plasmid KABOT, plesmid HABDA,
P15AS_ 1. Additional omphan plesmid is in red ring: pAC20b. LN_2. The representative plasmid of ineage LN_2 is pPRABOT (blue ber). Mumbsers along this bar
indicate the position of genea: 1. RepB family plasmid replication initiator protein; 2. DNA-binding protein: 3. Hypothetical protein: 4. Town-Antitoson syatem
aplTa (COGE3514]; 5 Toxin-Antitoxin system splTA [DUF487T): 6. TonB dependent recapitor; 7. Hypothetical protein: 8. Hypothetical protein; 8. Hypothetical protein;
10, Hypothetical protein. Purpls bars: from top to bottom: p1ABTCDCOT15, pAGCT1 2, pAC30a, p2ABAYE, pABOOST. pl BJABDBES, pCanadaBCS-H.7,
pABLUHEa-8.8, pMRSMNT330-8.7, pMASMEE-8.7, pABOOST, plasmid_2 AB34200, p2ABS0TS, pAC20a, pAl-1, p15SAS_2 pSSATZ_2, pABS-2, pABSOTS. Additional
arphan plasmids are in red bars: from top to bottom: pAB2, p1ABSTTE, pORABD1-3, p ME1 1504, pYU-RS12.

any Pfam domain assigned in the database or there were not
enough members to perform comparisons, as in the extreme
case of the RepC domain, with only one protein assigned to this
domain( El-Gebali et al_, 2019).

In 2010, Bertini and coworkers designed a classification system
for the A. baumannii plasmids based on the nucleotide identity of
the Rep genes (Bertini et al., 2010). Rep genes that shared at least
74% nucleotide identity were pooled in the same group. With
this scheme, the authors identified 19 homology groups [(GR1
to GR19). Subsequently, Lean and Yeo, studying A. bawmannii
plasmids of less than 10 kb, proposed a new group based
on Rep phylogenetic analyses: GR20, which is closely related
to GR2; however, the members of this group form a clear
separate clade (Lean and Yeo, 2017). Recently, Cameranesi and
collaborators analyzed A bawmannii plasmids from Argentina
and determined that some Rep genes of these plasmids required
the formation of three additional groups: GR21, GR22 and
GR23 (Cameranesi et al,, 2018). However, the analysis of the
genes annotated as Rep proteins from our plasmid collection
showed that the current classification system was not sufficient
to include all the Rep proteins. Therefore, by following the
scheme proposed by Bertini and coworkers, ten additional groups
were constructed (GR24-GR33). These replication gene groups
can be wisualized as a network in which one gene encoding
a replication protein is part of a group if its DNA sequence
shares at least 74% identity and 90% coverage with another
member of the same group. For each new Rep group (GR), we
chose the most interconnected member as the representative
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sequence of the group. However, we identified some unusual Rep
proteins that showed nucleotide sequence identity higher than
74% with members of two different groups. This inconsistency
was provoked because some authors named new replication
homology groups, using a different set of rules of those originally
proposed by Bertini and coworkers. Examples, the representative
protein of GR23 is identical to that of GR8_1 proposed by
Bertini and coworkers or the representative members of groups
GR2 and GR20 have a DNA sequence identity higher than 74%.
(Fondi et al., 2010; Cameranesi et al, 2018). In these cases,
we assigned the unusual protein to the group with which this
element shared the highest nucleotide identity (Sunpplementary
Table 52). The assignations of all the replication proteins encoded
in our plasmid set are listed in Supplementary Table S1. Seven
of the new groups harbor DNA initiator proteins of the Rep_3
family (GR26, GR27, GR28, GE29, GR30, GR31, GR32); two of
these groups are composed of proteins of the Replicase_ PriCT
family (GBR25 and GR32), but the representative member of GR25
has an HTH_29 additional conserved domain (Pfam13551) and
finally, one plasmid carries a Rep protein of the RepC family
(GR33). We were incapable of identifying a gene encoding a Rep
protein in three plasmid lineages (LN_4, LN_7 and LN_18) and
in 14 orphan plasmids. On the other hand, four plasmid lineages,
namely, LN_2, LW_11, LN_13 and LN_20, exhibited the same
organization in their replication modules. This module consists
of a bicistronic operon, in which the first gene encodes an initiator
protein of the Rep_3 family (or RepB), and the second gene
of the operon encodes a protein with an HTH meotif that on
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some occasions has been wrongly annotated as a putative Rep
protein, for example, in the homology group GR17. We traced
the error source to an obvious mistake in GenBank: plasmid
PABI1 (GenBank accession number CP000522.1) carries a gene
annotated as encoding a DNA replication protein (protein_id
ABO13850.1) which is precisely the representative member of
GR17. This putative DNA replication protein carriesan HTH_17
conserved domain (Pfam12728). However, a BLAST search
indicates that the gene upstream to that encoding the HTH-
carrying protein encodes a protein belonging to the Rep_3
superfamily (protein_id ABO13860.1) which is identical to other
A. baumannii replication proteins. Unfortunately, this gene is
annotated as encoding a hypothetical protein. To facilitate future
work, Rep proteins sequences and the genes that codify them are
listed in Supplementary Materials S1, S2. Be careful: these lists
still include the representative member of GR17 described above.

Iterons in the New GR Replication
Homology Groups

It has been shown that iterons, which are small repetitive
DNA sequences located near the Rep gene, usually in tandem,
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play a crucial role in the control of plasmid replication
in many plasmids (Chattoraj, 2000; Wegrzyn et al, 2016).
These sequences have been bioinformatically identified in some
A. baumannii plasmids; therefore, we searched for the presence
of these sequences in the representative Rep genes and their
surrounding sequences in each of the new GR groups (GR24-
GR33) (Lean and Yeo, 2017; Salto et al, 2018). We could
identify such tandem repeats near the initial codon of the
Rep protein in six of these groups (GR24, GR26-GR30). The
putative iterons of each one of the new groups are shown in
Supplementary Table S3. Interestingly, in these cases, we also
identified a region rich in A+T near these tandem repeats,
which is a typical characteristic of plasmid replication origins.
Of course, these presumptions must be tested in the laboratory.
In contrast, GR25, GR31, GR32, and GR33 do not have
iterons, at least not near the Rep gene. The first two Rep
genes belong to the Rep_PriCT family and GR33 is the only
member of the RepC family in our collection. Plasmid pD36-
4 is a bireplicon that encodes two Rep proteins of the Rep_3
superfamily: RepAl (WP_000140303.1) (GR31) and RepA2
(protein_id WP_000786839.1) (Hamidian and Hall, 2018a). The
RepA2 gene is preceded by three copies of a 19 bp iteron
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sequence, but surprisingly, RepAl does not possess iterons
at least 500 bp upstream of the initiation codon, 500 bp
downstream of the stop codon or within the Rep coding region,
suggesting that this protein is no longer responsible for pD36-4
replication(Hamidian and Hall, a).

Plasmid Incompatibility and Initiator

Proteins

Plasmid incompatibility has been defined as the inability of two
replicons to coexist in the same cell line. This phenomenon
occurs when some elements of the replication or partitioning
machineries of a plasmid interfere with the maintenance
functions of a second plasmid (Novick, 1987; Austin and
Nordstrém, 1990). Thus, different plasmids that are stably
maintained in the same bacterial cell belong, by definition, to
different incompatibility groups. On the other hand, plasmids
that are mutually incompatible are classified within the same
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incompatibility group and, very frequently, are phylogenetically
closely related.

An inspection of the initiator genes in each of the
plasmid lineages with only one Rep gene shows that all
members of the same plasmid lineage share a replication
initiator protein, classified within the same Rep homology
group as defined by Bertini and coworkers (Bertini et al,
2010). For example, Rep proteins of lineage 1 belong to
Rep group GR6; Rep proteins of lineage 2 belong to GR2;
Rep proteins of lineage 3 belong to GR24, and those of
LN_5 are classified within GR25 (Supplementary Table S1).
In many cases, Rep proteins of the same GR group have
amino acid sequences that are identical or almost identical:
for example, all Rep proteins within LN_2 or LN_3A are
identical, and those of LN_1 share 99.1% sequence identity
among each other.

Plasmid lineages (LN_8, LN_10, LN_16) share Rep proteins
of the same GR homology group (GR3); however, a protein
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alipnment performed with Clustal Omega indicates that Rep
proteins of LMN_8 and LN_10 are almost idenmtical {=99.6%).
Differences between LN_8 and LN_10 and LMN16 is 80.2%. In
our collection, members of these plasmid lineages are never
located in the same bacterial isolate; however, differences in
the sequences of Rep proteins between these two groups could
be significant enough to represent two incompatibility groups.
Recently, Blackwell and Hall (2019) showed that plasmids pS32-
1 and p521-a are compatible and that these plasmids contain
Rep proteins of the Rep_ 3 superfamily. Interestingly, these
proteins share a protein sequence identity of 85.4% (Blackwell
and Hall, 2019). Newvertheless, an experimental approach is
needed to resolve these problems. Our analysis indicates that
plasmids of the same isolate belong to different plasmid lineages,
with two exceptions, namely, isolates CR17 and CS01, which
are almost identical in sequence. Each isolate possesses three
plasmids, and two of the plasmids in each strain belong to
LM_1; however, we were unable to identify complete Rep genes
in these four plasmids; we could identify only truncated Rep
genes or pseudogenes. Therefore, we could not elucidate the
mechanisms wvia which these plasmids replicate or coexist in
the same isolates. Taken together, these observations suggest
that members of a plasmid lineage belong to the same
incompatibility group.

Bi- and Trireplicons

It has been previously observed that some A. baumannii
plasmids contain more than one gene encoding a Rep protein.
In fact, there are some examples of such plasmids in our
collection: 5 plasmids possess two Rep genes, and one plasmid,
PIABSDE, contains 3 Rep genes (Supplementary Table 54).
Each one of the BRep genes residing in the same plasmid
belongs to a different Rep group. Some of the isolates that
have bi- or trireplicons also contain other companion plasmids;
these companion plasmids always include replication modules
belonging to different Rep groups, between each other and
with those present in the multireplicon plasmid. The French
isolate SDF is an extreme example present in our collection.
This isolate has three plasmids: plABSDE, p2ABSDF and
pIABSDF. The first plasmid possesses a replication module
classified within Rep group GR1. The second plasmid, p2 ABSDEF,
has two replication modules, one belonging to GR12Z and
the other to GRI1S8. The third plasmid has 3 replication
maodules that belong to different Rep groups: GR7, GR9 and
GR15. All the GR homology groups present in each isolate
differ, preventing potential functional interference between the
groups. These observations reinforce our hypothesis that each
plasmid lineage belongs to a different incompatibility group and
also suggest that these plasmids are the products of ancient
plasmid cointegrations.

We alzo identified a plasmid lineage, LMN_3 with a Rep protein
belonging to homology group GR24. Members of this lineage
contain a large set of phage-related genes, including several that
could be implicated in replication, such as a DNA primase,
a DNA helicase, a DNA ligase, the catalytic domain of DNA
polymerase 111 (subunit a), and exonucleases, as already observed
by Huang and coworkers (Huang et al, 2014). Plasmids that
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are capable of using phage-related proteins in replication can be
considered bireplicons.

Partitioning Modules
Plasmids of high molecular weight and low copy number require
an active segregation machinery to ensure that newly replicated
plasmids are adequately segregated into the daughter cells. To
date, three different active segregation machinery types have been
identified, all of which consist of an NTPase, a centromere-like
binding protein and at least one centromere-like sequence. These
segregation machineries have been classified into three types
according to their N'TPase proteins: type I, which has a Walker-
type ATPase (ParA); type 11, which contains actin-like ATPases
{ParM); and type 111, which possesses a GTPase similar to tubulin
{TubZ) (Baxter and Funnell, 2014). However, by far, the most
common segregation machinery is that belonging to type 1. This
type consists of three different elements: ParA, a Walker-type
ATPase; ParB, which is a centromere-like binding protein; and
a DNA centromere-like site (parS). These systems are usually
organized in an operon in which the first gene is pard, followed
by parB, and the pars site is usually located near the parA/parB
genes. Generally, plasmids that use this segregation system
possess only one copy of the operon (Bignell and Thomas, 2001).
OFf the A. bawmannii plasmids studied here, lines LN_1,
LN_5 LN_7 and LN_8 have parA/parB genes in the classic
conformation, but members of LM_8 contain duplicates of these
genes. In contrast, other lineages possess incomplete pard/parB
systems: LWN_3 members have one copy of parA and two copies
of parB; LN_11 contains only one parA gene per plasmid
and LN_18 members contain one parB copy. Interestingly, all
members of LMN_8 also encode a ParM-like protein, suggesting
that these plasmids may possess a second segregation system
belonging to type II. These observations revealed an extensive
diversity of plasmid segregation systems in A. bawmarnmii
(Supplementary Table S1).

Toxin-Antitoxin Modules

Plasmids have developed several genetic modules to ensure
their persistence within a bacterial population, and some of
these modules are classified as toxin-antitoxin (TA) modules.
These modules consist of two genes: one encoding a toxin and
the other its cognate antitoxin. Toxins are more stable than
antitoxinsg; therefore, cells that lose a plasmid encoding one of
these modules are eventually eliminated from the population
{Hayes and Van Melderen, 2011; Unterholzner et al.,, 2013). The
presence of these modules on plasmids not only ensures the
persistence of the plasmids within a cell line but may also play
a role in bacterial virulence (Lobato-Mirquez et al, 2016). TA
modules been previously described in A, baumannii plasmids;
therefore, we searched for the presence of these modules in our
173 plasmids (Jurenaite et al., 2013; Sufiedéliené et al, 2016;
Armalyté et al., 2018). We determined that 108 of them have
TA modules belonging to nine different classes. Eight of these
modules were TA modules of type LI: ZetaTA (43.5%), SplTA
{30.5%) and HigB/A (11.1%), and other TA modules that were
less well represented (13.9%, in total), including Yaf(Q/RelB,
RelB/E, HicAB, HipA/B, and Phd/YoeB. Four plasmids have the
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TA module AbiEii/AbiGii (type IV). Plasmids with TA modules
exhibit the general tendency to have one per plasmid, with one
exception: the orphan plasmid p3ABAYE has three different TA
systems, namely, HigB/A, HipA/B, and RelB/E. Plasmids with the
same TA module, in general, do not coexist. We have two isolates,
namely, CR17 and C501, that each possess one plasmid of the
same lineage and with the same TA modules (Supplementary
Figure 514 and Supplementary Table 55).

Plasmid-carried restriction-modification modules play a
role in plasmid stabilization wvia postsegregational killing
(Kulakauskas et al, 1993) therefore, we searched for these
modules in the plasmid collection, and only 7.9% of the
plasmids harbor these modules. We showed that only five
members of LN_1 and two plasmids of LN_3B have these
modules. Three orphan plasmids, namely, pOIFC032-101,
PZABSDF and p3ABSDE also have restriction-modification
modules. Some plasmids, such as those belonging to LN_8 and
the orphan plasmid pHWBAS_1, encode only for the DMNA
methyltransferase. These results suggest that some members
of LN_1 and LN_3B acquired restriction-modification modules
after the origination and diversification of the lineages.

Conjugation Modules

Conjugation is probably the most efficient process for
dissemination of plasmids among strains of the same species or
even to not closely related species. This process requires two gene
sets: one involved in mating pair formation, which encompasses
all genes reguired for the synthesis of a specialized type 4
secretion system that is essential for establishment of contacts
between donor and receptor cells. The second gene set encodes
products required for DMNA processing and replication. Plasmids
with these two functional gene sets are self-transmissible.
However, other plasmids, containing only a transfer origin
(oriT), a relaxase gene and some genes encoding nicking
accessory proteins, require for mobilization of their proteins a
specialized type 4 secretion system encoded by a second (helper)
plasmid. These plasmids are known as mobilizable plasmids
(Smillie et al, 2010; Cabezdn et al, 2015). We performed
a bioinformatic search for genes involved in conjugation in
our plasmid collection, and the results are summarized in
Supplementary Table 85. We discovered that only two plasmid
lineages, namely, LN _1 and LN_5, have large sets of conjugation
genes (=10 genes), but only members of LMN_1 have been
experimentally shown to be capable of conjugation (D1 Venanzio
et al., 20019). One of the 39 orphan plasmids, pKBN10P02143, has
a large set of conjugation genes, suggesting that this plasmid is
also conjugative. We also found some plasmids that have a small
set of six conjugation genes but not a gene encoding a relaxase,
such as members of lineages LN_7 and LN_8, suggesting that in
the mobilization capacity was lost during evolution.

Eight of the 21 plasmid lineages identified in this work have
the potential to be mobilizable, considering that these lineages
have relaxase genes and their cognate oriT sequences. Six of these
plasmid lineages (LN_12, LN_14, LN_15, LN_17, LN_18 and
LM_3B) have relaxase genes belonging to the MOB family, and
all of these genes are closely related to other relaxases described
only for A. baumannii plasmids (Salto et al., 2018). Lineages LN _1

64

and LN_5 have relaxase genes of the MOBg family, and members
of LMN_4 possess a relaxase gene of the MOBgy family. Thirteen
orphan plasmids have MOBg relaxase genes and only one
relaxase gene of the MOBp family. Notably, 14 plasmid lineages
do not have relaxase genes; however, some of these lineages
are dispersed throughout the A baumannii phylogenetic tree
constructed with ribosomal genes not containing recombination
signals. However, it has been shown that some Staphylococcus
aureus plasmids, even in the absence of a relaxase and relaxase
accessory genes, have sequences that mimic oriT sequences and
that can be used for mobilization when they coexist with a
conjugative plasmid that encodes Mob proteins able to recognize
these oriT sequences (('Brien et al., 2015a,b). Recently, Blackwell
and Hall (2019) showed that the conjugative plasmid (pAb-
(G7-2) was capable to mobilize plasmid pS32-1, which lacks
Mob encoding genes, through a relaxase in frans mechanism
(Blackwell and Hall, 2019). Making sequence comparisons,
these authors suggest that plasmid pS32-1 has a 32 pb DNA
sequence that closely matches in sequence and organization
the oriT" of plasmid R388, an IncW plasmid whose oriT has
been experimentally dissected. Blackwell and Hall also showed
that the putative oriT and their adjacent sequences are present
in other A. baumannii plasmids (Blackwell and Hall, 2019).
To expand these observations, we search for the presence of
these sequences in our plasmid collection set and here we show
that they are present in all members of LN_2, LN_11, LN_19,
LN_20 and some other plasmid, including a couple of orphans,
indicating that potentially this mechanism is the responsible to
disperse this plasmid lineages through different A. baumarnnii
clades. DNA alignment of the putative oril sequences located
in these plasmids is shown in Figure 4. MNevertheless, these
observations in conjunction also suggest that other plasmid
transmission mechanisms that are not dependent on type IV
secretion systems, such as transduction, transformation or outer
membrane vesicles may play an important role in the spread of
plasmids between A. baumannii populations (Fumbo et al., 20011;
Chatterjee et al., 2017).

All A baumannii strains studied here contain in their
chromosomes genes encoding a type VI secretion system
({Te55) that is used to eliminate nonkin bacteria (Weber et al.,
2013). An essential reguirement for conjugation and TeSS
functioning requires a tight cell-to-cell contact, and for this
reason, conjugation can only take place when the TaS5 is
repressed, otherwise, the receptors for conjugation will be killed.
Weber et al. (2015) demonstrated that large A. baumannii
conjugative plasmids, all belonging to LN_1, encode two proteins
TetR1 and TetR2 that repress the expression of the T658 system
and in this way promoting the dissemination not only of LN_1
plasmids but also of those mobilizable plasmids that coexist
with them (‘Weber et al., 2015; Di Venanzio et al., 2019). These
observations explain why LN_1 plasmids are widely distributed
along many A. baumannii strains.

Insertion Sequences

IS elements and transposons are mobile genetic elements
that can mowve from one location to another on the same
replicon or between replicons of the same cell, but if linked
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pE32-1 MG954378.1
PABSOTS LN_2. HE_JHUIG1000005.1
pABS—2 LN _2 Wi _CPO21786.1
pEER12-2 LW_2 MW _CPO20576.1
unnamed2 LN 2 Wi _CPO14217.1
pAl-1. LN_2 WEZ_CPOL0782.1
pACZ9a LH_ 2 HE _CPODBESD.1
PZABS0TS . LN 2 NE CPOOBTOB.1L
EPEABOT LN_2 HE_CPO06964.1
pABRDOST LH_2 HE_CHMOD3IZ09.1
unnamed1 LN_2 HWE_CHMO03741.1
PMRSNS8—8.7 LN_2 Wi _CHMO03317.1
EMRSNTI29-8.7 LN _2 Nz _CMO03314.1
pABUH6a—-6.8. LN 2 WM& _AYEX01000118.1
pCanadaBCS-8.7 LN_2 Ni_AFDNO1000003.1
plABSTTE . LH 2 HNE_AEQZOLOD0236.1
plBIJABOEGE LH_2 HC_021730.1
D2ABAYE LN 2. WC_010402.1
unnamed? LH_ 2 CPOD14293.1

pAC3IDa LH_2 CPOOT578.1

pAC1Z LN_2. CPO07550.1
plABRTCOCOT1S LH_2 CPOD2523.1
plSAS 2. LN_2 NE_CP020575.1
PABZ. LN_2. CPOO0S23.1
P2ABST2. LN_11 HE_AECY01000096.1
pACICUL . LH 11 WNC_010605.1
pCSO1C LN_13 Wi _HG$77525.1
EMawall7-13. LW_19 HE_AFDO01000021.1
pHavalB8l=13. LH_19% HE_AFDBOZODODODS.1
pAbaiZoTa LN 20 WHE CPD15365.1
pAbaTi83i5a LH_ 20 HE_CPD3I3244.1
pAbaiZoTa LH_20 HE_CPO15365.1
annamed? . ORPH NZ_CHMOD3IT4Z.1
pO36-3. ORPH NWE_CPO12955.1

ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCAARRGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTG TCACACACCACGCATCTAACGATGACACCOCTCAAAGCCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITGTCACACACCACGCATCT ARCGATGACACCOCTCARMG CCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCOCTCAAAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITG TCACACACCACGCATCT ARCGATGACACCOCTCARAAGCCTTACAGGATARAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTAACGATGACACCCCTCARMGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGGATARAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCAARRAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARMGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCAARRGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTG TCACACACCACGCATCT ARCGATGACACCOCTCAAAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCAARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITGTCACACACCACGCATCTAACGATGACACCOCTCARAGCCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITGTCACACACCACGCATCT ARCGATGACACCOCTCARAG CCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTAACGATGACACCCCTCARMGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTITGTCACACACCACGCATCT ARCGATGACACCOCTCAAAG CCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTAACGATGARCACCCCTCARMGCCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGARCACCCCTCARAGCCTTACAGGATARAGGATTTCAGCGATT
ATTTTITTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARRMGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
GATTTITITGTCACACACCACGCATCTARCGATGRCACCCOCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGAARCCCTTCAARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITG TCACACACCACGCATCTARCGATGACACCOCTCARAGCCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCOCTCARAG CCTTACAGGATARGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTITGTCACACACCACGCATCTARCGATGAARCCOCTCAAAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARAGATGACAGCOCTCARARCCTTACAGGATAAACCTTTCAGCCARTT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTAAAGATGACAGCCCTCAAMACCTTACAGGATAAMGGTTTCAGCARTT
ATTTTTTTGTCACARCACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGTATAAGGGTTTTAGTATTT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTAACGATGARCACCCCTCARMGCCTTACAGTATARGGGTTTTAGTARTT
ATTTTTTTGTCACACACCACGCATCTARCGATGACACCCCTCARAGCCTTACAGTATAAGEGTTTTAGTARTT
TITTTIITGTCACACACCACGCATCTARCGATGRCACCOCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT
ATTTTTTTGTCACACACCADGCATCTARAGATGACAACOCTCARAGCCTTACAGGATAAGGATTTCAGCGATT

FIGURE 4 | DMA ssquence aignment of onT regiona (73 bp) located in A, baumanni plasmids. At the keft, plasmid names followed by the plasmid nsages and by
their accession numbers. Letters in red are the nuclectides that show differences with the o T of plasmid pE32.1 (at the top).

to other mobile elements such as plasmids or phages, these
elements can be horizontally transmitted to other genomes
(Siguier et al, 2014). These elements play an essential role
in genome plasticity and gene expression and play a crucial
role in bacterial pathogens because antibiotic resistance genes
are frequently linked to these elements (Partridge et al., 2018).
Howewer, 47.3% of the plasmids in our collection do not have
IS elements. The remaining plasmids analyzed here have at least
one IS element of the 41 different IS elements identified in
the collection (Supplementary Table 56). The most common
I5 elements were 15Abal (13.1%) and 15Aba125 (12.6%). The
plasmid lineages exhibit contrasting features in terms of the
number and diversity of IS elements: some plasmid lineages do
not contain IS5 elements, such as LN_2 and LWN_4. However,
all the members of some lineages have 15 elements. Some
of these plasmids share the same IS elements or set of 15
elements located in the same region (LN_10), while members
of other lineages include different IS elements (i.e., LN_7). In
conjunction, some lineages have members that lack 15 elements;
others have members with one 15; and the remaining include
several IS elements of different kinds scattered along their
DNA sequences. One of these lineages is LN_1. This lineage
includes 42 members. Eight of these members do not possess 15
elements; 22 members have only one element (the most frequent
element being 154bal25); and the remaining members have 2-
4 15 elements. This observation clearly shows that IS elements
are secondary acquisitions in the genomes of the members of
this lineage. The plasmid lineages with a high number of 15
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elements and which exhibit high diversity in IS5 families are
LM _Band LM_7.

XerCD Recombinase and Pdif Sites

XerCD recombinases and their action sites (dif or XerC/D and
XerDW/C sites) have an important role resolving chromosome
and plasmid dimers to monomers, but also in other site-specific
reactions like the integration of the phage CTX at the difl site of
Vibrio cholerae chromosome [ (Summers and Sherratt, 1988; Val
et al, 2005). The presence of homologous dif sequences (pdif)
has been found in many A. bawmannii plasmids and they consist
of stretches of 28 bp that contain the binding sites for the XerC
and XerD recombinases (11 bp each) separated by a variable 6 bp
linker. It has been proposed that these sites play a role in the
maobilization of discrete DINA modules between A. bawmannii
replicons (" Andrea et al., 2009; Blackwell and Hall, 2017). These
modules have an important role in the dissemination of antibiotic
resistance genes, since some of them embrace antibiotic-resistant
genes like OXA-58 and OX A-24/40 (Poirel and Nordmann, 2006;
Merino et al, 2010; Grosso et al, 2012), genes involved in
tetracycline resistance (tet39), or the msrE and mphE macrolide
resistance genes (Blackwell and Hall, 2017). We evaluated the
presence of these sites in our plasmid set using as guery the
pdif sites of plasmid pS30-1 described by Blackwell and Hall
(2017). Many plasmids of our collection possess at least one
XerC/D site and others, but not necessarily the same plasmids,
have one or several XerD/C sites, but only 15 plasmids have
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o HmsR/C
PEIG-LE ATTTCOTATARIOTETATTATITIAATT ATTTAACATAATOICTOTTATOCOMARS KY¥YELT?T1.1
plawalli-g.4 ATITCOTATAROTSTATTATSTTIARTT ATTTAAATAATACACCTTATACCAAR- AFDROZO0C0CE ecph
PABL ATTTCGTATARMGTGTATTATGTTARTT -——TTAAATARTACACCTTATACGARAT CFROODS22 orph
PAARSDF ATTTCGTATARCGTGCATTATGTTARTT ATTTAAMATARTGGCGCTTATACGARART CU468232 orph
PIRESCE ATTTCOTATARICCOTATTATOTTARTT ==TTAMATAATACOOCTTATACCAART CLME8223 orph
PIABRTE ATTTCATATARCGOGTATTATGTTARTT ATTTAARCATRAARAACTOTTATACGRART BC_010404 oeph
POIFCIAN-6.2 ATTTCOTATARGGOGTATTATSTTARTT - —TTAACATAATACACCTTATACGAA-- NI_AFDLOLOCOGOT  Orph
PISLZI-1E ATTTCCTATARICTOTATTATOTTALTT ——TTARCATRATACACCTTATACCAART HI_ALII0LOGOC1S  OEph
PABUESE-10 ATTTCOTATARSOTSTATTATSTTAATT ——TTAACATAATACACCTTATACCAART HI_AYPIOLOSO0G13  Ocph
unnamed I ATTTCETATARGGTGTATTATGTTARTT ——TTARCATARTACACCTTATACGRAART HI_CMOD3T42 oeph
PAMIACLE =8 ATTTCGTATAMIGTATATTATOTTARTT ~=TTAACATAATACACCTTATACGAANT HI_CHM004454 orph
pbIE-1 ATTTCOTATARSOTOTATTATOTTARTT ——TTARCATAATACACCTTATACCRART HI CPO12955 oeph
pO36-4 ==TTCCCATARCATOTATTATOTIATTT ATTTAMCATRATCOCCOTTATACCAA-- HI_CPO1235& oeph
unnames ATTTCGTATAAGGTGTATTATGTTARTT ATTTAACATARTGGAGCTTATGOGRART MI_CPO15122 orph
PAF-401 ATTTCOTATAMOTITATTATITIAAT - ——TTAMATAATACACCTTATACCAART HZ_CPO1025S oEph
pELACY ATTTCOTATARGTGTATTATSTTART - ——TTAACATARTACACCTTATACGRART ME_CPOOTTLI. eeph
plasmid II ATTTCOCTATARGTGTATTATGTTARTT ——TTARCATAATACACCTTATACGRART HI_LMBE5144 ocph
Plasmid ATTTCGTATARIGTGTATTATGTTARTT -—TTAACATAATACACCTTATACGARRT HI_LTH94094 orph
pEEIDG ATTTCOTATARMOTOTATTATOTTARTT ATTTAMATAATOCACCTTATACCAAR- HE_CPOZ1348 oeph
pAba®lila ATTTCGEATAMGOGTATTATGTTARTT ——TTAACATAATACGOCTTATGOGRART CROZ3I0XL LM_&
pAbaldbaTa ATTTCRCATAAGGOGTATTATGTTARTT ——TTAACATARTACACCTTATACGRART CRO2E027 LM_E
pADasSiss ATTTCECATARSGOGTATTATSTTAATT -—TTAACATAATACCCCTTATGOGAART CPO21015 LH_E
pADall3Zib ATTTCOTATARSOTOSTATTATSTTART -  ——TTAACATAATACACOTTATACCAART CRD23024 LE_18
PRIATATIE ATTTCGTATARMGTGTATTATGTTART - ——TTARATARTACACCTTATACGARART HC_0I0525 LE_L&
PADATEA & ATTTCOTATARMCTOTATTATOTTAATT  ==TTAMATAATACCOCTTATGCCAART CPD23032 LKE_20
PADAIZDT A ATTTCOCATARIGTATATTATOTTAATT ~=TTAACATAATACACCTTATGCGAART HI_CPO1516S LKE_20
PABVAGLS ACTTCGTATAATGOCCATTATGTTARAT AATTAACATAATA-ACGTTATACGRAART FMI100131
PRABAYE* ACTTCOTATARTOOCCATTATOTTARAT  ARTTARCATAATA-SCATTATACCAART HC_ 010402 LH_2
PABGDST* ACTTCOTATAATCOCCATTATOTTARAT  AATTAMCATAATA-SCATTATACCAART HC_ 011585 LH_2
pARdE ACTTCGTATAATGOCCATTATGTTARAT AATTAARCATAATA-GCATTGTACGRART AYIZE4TO
pABI ACTTCGTATAATATCCATTATGTTARAT AAATAACATAATA-ACCTTATACGAAAT HC-009084
PARIR ATTTCOTATARCOOCCATTATOTTARAT ARTTARCATAATA-CCATTATACCRART HC 010481
PRCHES2=]1 % ATTTCOTATARIOTOTATTATOTTARTT ATTTAACATAATCCATATTATACCAACT KTI46360.1
pAnIMEs ATTTCGTATAALGGTGTATTATGTTARTT ATTTAACATAATAGAGOCTTATGOGRART ANMCOLO0G048
PHECTIL s ATTTCOCATAACGCCCATTATOTTARAT AATTAACATAATACCCCTTATGOGARAT GRI42610.1
plBAZ === ACTTCOCSATAR GOCCATTATCTTARAT ——TTAKATAATACACCTIATACGRART GQRITT752.1
FIGURE 5 | Alignment of |eft pa (KerC D) and right pd¥ (erCyD) plasmids sites (in red) and their flanking ssquences. At the top sequences used as query. At the
left, plasmid names followed by ¥erS/Dr and XerCdD sequences. Mext, column list GenBank accession numbers followsd by the ineage mumiber. At the bottom and
marked with asterisk= are plasmid and polf sites defined by oter autihors: O'Andrea et &l (2009); Menno et al. (2010). and Blackwsll and Hall (201 7).

matches with both sequences. The list of the plasmids possessing
these sites and the DNA sequence alignment of these sites are
shown in Figure 5. In this work, we analyzed the pdif modules
with antibiotic resistance genes. This analysis revealed some of
the gene modules described by other authors in new plasmids.
For example, the module of plasmid pS30-1 carrying fetR and
tet39 genes and involved in tetracycline resistance is also present
in the orphan plasmid pNavall8-5.4 (Blackwell and Hall, 2017).
However, in plasmids of the Mexican isolates, we found two new
pdif modules. One of them of 967bp contains an OXA-72 gene
and was identified in the members of LMN_6. The second was
present in plasmids pAba7847a and pAba3207a of LN_20 and
consists in a 5260 bp module with four genes: OXA-58, two 1530
family transposases, and a hypothetical protein. However, more
work must be done to identify other pdif modules carrying genes
not related to antibiotic resistance.

Which Plasmids Carry Antibiotic

Resistance Genes?

As wehicles of horizontal gene transfer, plasmids play a crucial
role in the dissemination of antibiotic resistance genes within
pathogenic bacterial populations (San Millan, 2018; Carattoli,
2013). To evaluate the role of A bawmannii plasmids in the
dispersion of antibiotic resistance genes, we searched for the
presence of acquired resistance genes in our plasmid set using
the ResFinder database (Zankari et al., 2012). In this manner,
we identified not only plasmids that carry antibiotic resistance
genes but also the plasmids lineages associated with these
genes (Supplementary Table 57). Only 35.2% of our plasmid
collection possesses antibiotic resistance genes, and of these
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plasmids, thirty-eight contain only one antibiotic resistance
gene. Fifteen plasmids have two antibiotic resistance genes,
and eight plasmids have three or more of these genes. The
most frequent antibiotic resistance genes were those involved in
resistance to aminoglycosides, which were present in 60.6% of the
plasmids carrying antibiotic resistance, followed by plasmids with
genes conferring resistance to beta-lactam antibiotics (49.1%).
Sulfonamide resistance genes were also present in 26.2% of
the plasmids with antibiotic resistance, and 14.7% have genes
implicated in macrolide resistance.

Of the twenty-three plasmid lineages, only thirteen have
members with antibiotic resistance genes. However, most
commonly, only a few members of a plasmid lincage possess
this type of gene, suggesting that these genes were secondary
acquisitions after the origination of the lineage. With a few
exceptions, antibiotic resistance genes are closely linked to one
or two 15 elements, in some cases to class 1 integrons, and in
three plasmids, namely, pAS85-3, pAB04-2 and pUSA15-1, all of
which are members of LIN_1, the antibiotic resistance genes are
linked to an AbaR4 element (Hamidian et al., 2014; Hamidian
and Hall, 2018b). A good example of this situation is lineage
LM _1. This lineage has 42 members, but only 14 have antibiotic
resistance genes, and of these plasmids, nine carry one antibiotic
resistance gene; three plasmids have two resistance genes; and
plasmid plABS075 carries eleven of these genes. One gene is
an aminoglycoside resistance gene (aph(3’)-Via) surrounded by
two 154ba25 elements, and the remaining antibiotic resistance
genes are class 1 integrons. The other twelve plasmids hawve
antibiotic resistance genes tightly linked to [SAbal or 1SAbaZs
elements. These observations suggest that the 15 elements and
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antibiotic resistance genes were acquired after the origin of this
plasmid lineage.

The most predominant mechanism for carbapenem resistance
in A. bawmannii is the activity of OXA-type beta-lactamases
(serine carbapenemases), some of which are encoded in plasmids
(Da Silva and Domingues, 2016). In the analyzed plasmids, we
found seven lineages with members carrying blaOXA genes:
seven members of LN_1 carry blaOXA-23 genes as well as two
members of LWN_5. The four members of LIN_6, all obtained from
Mexican isolates, have BlaOXA-72 genes. All members of LM_11
and LMN21 possess bla0OXA-58 genes, and one member of LM_14
and another from LN_17 contain blaODX A-24 genes.

Gene Flux Between Plasmid Lineages

To evaluate the gene flux between plasmid lineages or the amount
of gene information that is shared berween plasmid lineages,
we performed BLASTn comparisons using the representative
plasmid of one lineage as a query against all plasmids belonging
to the other lineages. With this approach, we identified all DNA
regions of 1 kb or higher with an identity of at least 90% and
recorded the genes that remained in such regions. The results
of this analysis are summarized in Supplementary Table S8.
The amount of sequence information that two plasmid lineages
can share wvaries dramatically (Figure 6). As described above,
the lineage pair LMN_7 and LMN_8 share at least 20% sequence
identity and cowverage higher than 50% but lower than B5%.
In contrast, lineages LWN_4, LN_9, LN_16 and LN_21 do not
share DMNA sequences higher than 1 kb with any other plasmid
lineage. Interestingly, plasmid members of these lineages are
embedded in different genomic backgrounds, as illustrated in
the phylogenetic tree shown in Figure 7. The remaining lineages
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share information with at least three and up to seven other
plasmid lineages (Supplementary Table 58). Most of the DNA
sequences that are shared between plasmid lineages, as expected,
contain transposable elements, commonly but not exclusively
ISAbal and 15Abal25. Sets of antibiotic resistance genes are also
frequently shared between plasmid lineages, and these genes are
frequently linked to transposable elements such as 1S elements
and antibiotic resistance islands (AbaR4), suggesting that these
elements frequently travel together (Supplementary Table S6).

Beyond A. baumannii and Acinetobacter

It has been shown that plasmids play a crucial role in
disseminating wirulence and antibiotic resistance genes in
pathogenic bacteria. However, not all plasmids have the same
potential to act as vectors for these purposes. One property
that imposes limits on this potential is the replication host
range. Some plasmids are capable of replicating in one or a few
related species (narrow host range), while others are capable of
replicating in an ample range of species and even genera (wide
host range) (Jain and Srivastava, 2013). To evaluate the potential
plasmid host ranges of the different A. bowmannaii plasmid
lineages, we follow two strategies: first, we explored the NCEI
nr {nonredundant) database by BLASTp analysis. We searched
for proteins identical in sequence to those annotated as Rep
proteins in our plasmid collection but excluded those identified
in A. baumannii or Acinetobacter. Second, we also performed a
BLASTn analysis of the NCBI nr (nonredundant) database, using
the DMNA sequences of the representative plasmids of each lineage
and all orphan plasmids as gqueries but, again, excluding matches
within A. baurmannii or within the Acinetobacter genus.
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that particular strain contains, using the alias plasmid name listed in Supplementary
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A summary of our findings is presented in Supplementary
Table §9. The Rep protein that seems to have a broad host range
is encoded in the orphan plasmid pAB3 and can be found in the
genomes of twelve genera of Gammaproteobacteria, ten genera
of Betaproteobacteria, and three genera of Alphaprotecbacteria
and even in the actinobacterial species Mycobacteroides abscessus.
This protein belongs to the RepC family. Some replication
proteins of the GR3 homology group are also found in a wide
variety of bacteria. For example, Rep proteins of the plasmids
pB11911 (LN_8) and pMDR-Z]06 (LN_10) were also identified
in twelve different genera, all within Gammaproteobacteria.
Similarly, the GR3 BRep protein of the orphan plasmid
pPHWEBAS 1 was also found in the genomes of ten differemt
genera of Gammaproteobacteria. Some Rep proteins of homology
group GR2Z were identified in, in addition to A. baumannii,
Enterococcus faecium, Klebsiella prneumoniae and Providencia
refigeri. Some other Rep proteins were identified outside of
Gammaproteobacteria; for example, some Rep proteins of LM_12
(GR11) and LN_14 (GR27) were located in Neisseria meningitidis
(Betaproteobacteria). Additionally, the Rep protein of the orphan
plasmid pIS123-12 (GR20) was present in the betaprotecbacterial
species Nakamurella silvestris. The remaining Rep proteins of the
other GR groups seem to have a limited host range, being found
in only Acinetobacter.

Intriguingly, some plasmids in our collection are very similar
to other plasmids that are not closely related to Acinetobacter.
For example, pMDR-Z]06, which is the representative plasmid
of LN_10, shares = 75% coverage and 99% DNA sequence
identity with the plasmid pEA49-KPC (GenBank: KU318419.1)
of Enterobacter aerogenes, the plasmid RCS40_p (GenBank-
LT985241.1) of E. coli, the plasmid pPMEI-NDM (GenBank:
NZ_CP008933.1) of K. preumoniae and the plasmid unnamed]l
of Citrobacter sp. Similarly, plasmid pEKP-NCGM38-1 (GenBank:
AB825955.1) of K. preumoniae shares 86% coverage and 99%
identity with the representative plasmid of LN_13, indicating that
this plasmid belongs to LN_13. The representative plasmid of
LM_18 is almost identical to the plasmid p3SP-NDM (GenBank-
KP900015.1) of E. gerogenes strain p35P and shares 75% coverage
and 99% identity with the plasmid p0&6-1619-NDM (GenBank-
KX832928.1) of . rettgeri.

The smallest plasmid in our collection, the orphan plasmid
pIBA13_2 (1,109 bp), is almost identical to other very small
plasmids belonging to other bacterial classes. This plasmid shares
100% coverage and 100% identity with an unnamed plasmid
(GenBank: NZ_CP021055.1) from Methylobacterium zatmanii
strain PSBEB041 and with the plasmid uwnnamedé (GenBank:
NZ _CP023042.1) from Komagatacibacter saccharivorans CV1,
both belonging to Alphaproteobacteria. Additionally, with
plasmid unnamed2 (GenBank: NZ_CP013938.1) from Weissella
cibaria strain CMU (Firmicutes) and with unnamed plasmid2
(GenBank: NZ_CP021993.1) from Cryobacterium sp. LW097
(Actinobacteria). Finally, orphan plasmid pJ/BA13_2 is almost
identical to plasmids from Salmonella enterica subsp. enferica
serovar Kentucky str. SA20030505 (GenBank: NZ_CP022501.1),
Pantoea ananatis strain ¥Y]76 (GenBank: NZ_CP022430.1)
and E. coli strain HB-Colid (GenBank: NZ_CP0O20935.1)
(Gammaproteobacteria). These observations indicate that the
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A, baumannii plasmid replication systems vary widely in host
range; some seem to replicate only in Acinetobacter species, while
others are capable of replicating in bacteria of different families
and even different bacterial classes.

Pandemic and Epidemic Plasmids

We took two different approaches to evaluate whether our
plasmid lineages are pandemic, that is, capable of existing
in a wide range of chromosomal backgrounds, or epidemic,
that is, only found in a few closely related chromosomes. For
this purpose, we first determined the number of 5Ts (Oxford
and Pasteur MLST schemes) containing members of a specific
plasmid lineage (listed in Supplementary Table 51). We found
that a majority of our plasmid lineages occurred in more than
one 5T. Moreover, most of the plasmid lineages are present
not only in isolates belonging to the Intermational Clones but
also out of these clonal complexes. For example, members of
LMN_1 are present in 20 different 5Ts, and members of LN_2
are present in 9 5Ts. These lineages are clearly pandemic;
however, members of some plasmid lineages seem to be epidemic,
considering that these plasmids are restricted to a few STs;
for instance, LN_3A, possessing 11 members, is represented
in only 3 STs, mostly in 5T208, and members of LN_4 are
located in 3 STs. Lineages LN_9, LN_11, LN_14, LN_15, and
LN_17 are present in one 5T, but these lineages have only two
or three members each, and in these circumstances, it is not
possible to determine whether these lineages have a restricted
chromosomal range.

Our second approach was to construct a phylogenetic tree
using single-copy ribosomal genes without recombination signals
of the strains including our plasmid collection and map the
different plasmid lineages in this tree. In Figure 5 we show
the locations in the tree of our entire plasmid set, indicating
the corresponding plasmid lineages. In Figure 5, we show
evidence that the members of the four largest lineages (LN_1 to
LM_4) are scattered throughout the phylogenetic tree, indicating
that these plasmids are capable of replicating in a wide range
of chromosomal backgrounds that are not necessarily closely
related. However, notably, despite the wide distribution of
plasmids belonging to LN_2 and LN_3A, these plasmids do
not possess genes annotated as part of the conjugation or
mobilization machineries. Nevertheless, as mentioned above, all
members of LN_2 have oriT-like sequences that probably can
be used for mobilization when they co-reside with a compatible
conjugative helper plasmid.

Our bicinformatics analyses suggest that A, baumannii
plasmids have diverse host ranges: plasmid lineages containing
a Rep protein of homology group GR3, have the potential to
replicate in an extensive range of bacterial genera, including
some important pathogens such as K preumoniae, E coli,
and Salmonella enterica. As described above, the representative
plasmid of LN_10 is very similar in sequence and gene content
to previously described plasmids of E. aerogenes, E. coli and
K. prieumoniae. All these plasmids of presumably of very wide
host ranges are located in not closely related clades in the
phylogenetic tree, suggesting that these plasmids were introduced
intoe the A baumanaii populations in different independent
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events. The remaining plasmids seem to replicate only within
Acinetobacter (restricted host range).

A notable feature that we want to point out is the behavior
of plasmids as antibiotic resistance gene carriers: members of
lineages LMN_4, LN_6, LMN_7, LN_8, LN_10, LN_11, LN_3B,
LMN_18 and LN_20 all carry antibiotic resistance genes. As
mentioned above, lineages LM_8 and LN_10 can probably also
replicate in K. prewmoniae, a pathogen that has been identified as
an important reservoir of antibiotic resistance genes (Wyres and
Holt, 2018). In contrast, lineages LN_2, LN_3A LN_12, LN_13,
LM_15, LN_16A, LN_19, and LN_21 do not carry genes of this
type. We also found plasmids with intermediate behavior, in
which some members of the lineage carry antibiotic resistance
genes, while others do not (LMN_1, LN_5, LN_14 and LN_17).
At least in LN_1 and LN_5, antibiotic resistant genes are closely
linked with IS elements.

Evolution of A. baumannii Plasmids in
the Nosocomial Environment

Considering all these observations as a whole, we want to
propose the following hyvpothesis to explain the evolution of
A. bauwmannii plasmids in the nosocomial environment: before
the adwent of antibiotics, A. baumannii plasmids were parasites
of this organism. The gene of these plasmids were involved
not only in maintenance functions but also in reducing the
fitness cost of plasmid replication. The stability of the structure
and gene content of these plasmids over long periods of time
in several genetic backgrounds within each of plasmid lineage
is probably a product of this condition. When A. baumanmii
arrived in the nosocomial environment, this species began to
interact with other bacterial pathogens, such as K. prewmoniae
or E. coli, which already contained plasmids with antibiotic
resistance genes. At this point, A. baumannii acquired a subset
of these plasmids with broad host ranges, probably containing
Rep proteins of the homology group GR3. The coexistence of
these broad-host-range plasmids with the A. bawmannii genome
allowed the dispersion of new transposable elements with or
without antibiotic resistance genes. The acquisition of IS elements
permitted some plasticity in A, baumannii plasmids. In other
waords, we propose that at the beginning, A. baumannii plasmids
were specialized to replicate in this microorganism with a
minimal fithess cost, but the acquisition of new broad-host-
range plasmids that already contained antibiotic resistance genes
native to other microbial pathogens allowed A. bauwmannii to
survive easily in the nosocomial environment and become a
pathogen of concern.

A Note Regarding Plasmid Nomenclature

Daring  this study, we found that the nomenclature of
Acinetobacter plasmids does not follow any type of rule
Moreover, adding an additional layer of complexity, some
plasmids do not have official names and are simple referred
to in GenBank as unnamed plasmids or tagged as pl, p2, etc.
This evident lack of convention imposes unnecessary challenges
during a systematic study of plasmids. We need names that easily
link a plasmid with its strain/isolate ID and with the species name.
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For these reasons, we strongly suggest naming Acinetobacter
plasmids by following the nomenclature rules proposed for the
Agrobacterium and Rhizobiwm cryptic plasmids: first, all plasmid
names must begin with letter “p” followed by the first letter of
the genus name and the first two letters of the species name.
Then, the strain/isolate 1D number is added, followed by a
lower-case letter, using “a” for the smallest plasmid, “b” for the
next plasmid and so on. For example, the name of the smallest
plasmid of A. haemolyticus MC1956 would be pAhabMC1956a.
The plasmid that is next in size in the same strain will be
pAhaMC1956b, and so on.

The annotation of plasmid genes is also confusing and
not uniform, and genes are often annotated by using the
name of the best BLAST hit and not the true biological
function of the gene in the plasmid. Recently, Christopher M.
Thomas and coworkers published a paper addressing all these
problems and suggested methods to resolve these issues. We
encourage scientists interested in plasmid biology to follow those
recommendations (Thomas et al , 2017).

CONCLUSION

Acinetobacter baumannii plasmids belong to a limited number
of plasmid lineages and their structure seem to be very stable,
in contrast to the observations made in the so-called mosaic
plasmids. Mosaic plasmids are composed of genetic elements
from distinct sources and they are highly dynamic in acquisition
and loss of genes (Pesesky et al., 2019).

Core genomes of A baumannii plasmid lineages contain
more genes to those required for plasmid maintenance functions
and these genes seems to be not related to the nosocomial
environment, open the possibility that they could have other
functions and opening the possibility that they reduce fitness
cost in the plasmid host. Evidence showed here, suggest that
cach plasmid lineage represents a plasmid incompatibility group
and that the largest plasmid lineages are widely distributed
along the phylogenetic tree even though, some of them lack
identifiable mobilization systems. In most plasmid lineages
transposable  elements and antibiotic resistance genes are
secondary acguisitions. Plasmids of broad host range have a
crucial role in the acquisition of antibiotic resistance genes in
A. baumannii.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid Collection
Our collection included all the complete plasmids (with the
“assembled molecule™ status) of A, bawmannii available in
the HefSeq and GenBank databases (MCBI) on August 14,
2017. We parsed the GenBank and fasta files with the Seql(O
Biopython module (Cock et al, 2009) in Python 2.7 for all
subsequent analyses.

To increase the diversity of our plasmid collection, we
obtained the complete genome sequences of 10 Mexican isolates
using the PacBio RSII and [Hlumina NextSeq platforms.
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The genome sequences of three isolates, namely, 7804,
B10CPE and 3207, have previously been reported by some of
the authors of this manuscript (Castro-Jaimes et al, 2016;
Pérez-Oseguera et al, 2017).

For the other eight isolates, we constructed hybrid assemblies
with reads from both platforms using SPAdes v3.9.0 or Unicycler
viD.4.1 {Bankevich et al., 2012; Wick et al., 2017). We performed
functional annotation with the NCBI Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline. The GenBank accession numbers of the
genomes of the Mexican isolates are listed in Supplementary
Table 510. Therefore, in total, we analyzed 173 complete
plasmids, and the complete list of plasmids and strains is shown
in Supplementary Table S1.

Plasmid Lineage Delimitation

We performed paired BLASTn (Camacho et al., 2009) searches
between all 173 complete plasmids in our collection. We built
different plasmid networks, each based on a defined range of
coverage (from 40 to 90%). For each plasmid pair, we placed
a link between the plasmids if the smallest plasmid covered at
least a defined percentage of the other plasmid, where coverage
was determined by the sum of alignment lengths with greater
than 90% identity Then, we extracted the islands or “connected
components” with NetworkX (Hagberg et al,, 2008) in Python 2.7.
For each connected component, we extracted the most connected
plasmid (hub) to use as a reference. When there was more than
one hub, we sorted the hubs by size and selected the largest
plasmid. The plasmid lineages and the associated references are
listed in Supplementary Table S1.

Extraction of Plasmid Replication

Proteins

We used an annotation-based approach to extract the plasmid
initiation replication proteins. By using the plasmid GenBank
files, we performed a case-insensitive search for the following
keywords in the products: "replication protein”, “plasmid

replication initiator”, "plasmid replication”, "DNA replication”,
"plasmid replicase”, "replication a”, “replication b", "replication
<", "RepB", "rolling circle”, "replication initiation”, "replicase”.
Then, we extracted both the nucleotide and protein sequences
and excluded partial genes and psendogenes. Additionally, we
extracted 500 nucleotides upstream and downstream of the Rep
gene for further analyses. This entire process was performed with

Python 2.7 and the Biopython SeqlO module (Cock et al., 2009).

Reference Proteins for Homology Group
Designation

We compiled all replication (Rep) proteins that were reported by
Bertini et al. (2010); (Bertini et al., 2010) by gene name, plasmid
name and plasmid accession number when available. For those
cases in which the Rep proteins did not have a locus tag or gene
name, we added an artificial locus tag built using the replicon
ID and the replicase name. When the replicase name was not
available, we assigned the word ‘rep’ followed by a number in the
order of appearance in the GenBank file to distinguish between
replicases. In some cases, when there were two replication
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proteins in the same plasmid, to correctly assign these proteins
as references for certain homology groups, we performed a
BLAST search of these proteins against the GenBank nr database
to identify corresponding hits outside the Acinetobacter genus
reported in Supplementary Table S1 in Bertini et al. (2010). Two
proteins could not be identified: the Aci3 replicase from plasmid
Ab599 (member of GR3), because the plasmid sequence was not
deposited in databases, and the Aci2 replicase from the MAD
plasmid, because the plasmid had a partial sequence that did not
include the replicase. Therefore, we omitted these proteins from
cur analyses and examined other members of the same homology
groups instead. As reported by Lean and Yeo (2017), the GR2
homology group should be split into two groups; therefore, we
separated the proteins that represent GR2 from those of the
newly formed GR20. Additionally, {Cameranesi et al, 2017)
recently reported new homology groups; thus, we downloaded
the plasmids that harbored the replicases that represent these
groups and extracted those genes. Supplementary Table 52 lists
all proteins used as references in this work, including the origins,
accessions, numbers and headers used in the multi-FASTA files
included in Supplementary Materials 51, S2.

Homology Group Assignation for Rep

Proteins

First, we performed paired BLASTn (Camacho et al, 2009)
searches between all genes encoding replication initiation
proteins present in our plasmid collection. We retained hits
with more than 74% nucleotide identity and that covered at
least 90% of the query. Then, if the query coding sequence
(CDS) mapped to only one homology group, we designated
the sequence as belonging to that group, whereas if there was
more than one hit for different homology groups, we assigned
the query to the GR with the highest percentage identity. We
discarded the GR23 homology group because the associated
reference (KY984047_repAci23) was 100% identical to one of the
references of GRE (GU979000.1_pl11921_repA).

Plasmid Rep Protein Phylogenetic
Analysis and Designation of New
Homology Groups

We built a network in which each gene encoding a Rep protein
was connected to another if the two genes shared at least 74%
nucleotide identity and 90% coverage. Then, for the islands or
connected components that did not have a Bep protein in the
reference table, we selected the hub as a reference and added
it to Supplementary Table S1. Additionally, we built plasmid
replication initiation protein phylogenies to wvalidate current
assignations and new homology groups. We searched for the
associated Pfam domains in the Pfam database (El-Gebali et al.,
2019}, accessed on February 219, 2018, to separate the proteins by
conserved domains and perform alignments separately because
these proteins are very different. We used Clustal Omega (Sievers
et al, 2014) to align amino acids and RevTrans (Wernersson
and Pedersen, 2003) to guide the nucleotide alignment by the
translated CDS. Then, we ran jModelTest2 (Darriba et al., 2012)
to search for an adequate evolutionary model and built the
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phylogenetic tree with PHYML (Guindon and Gascuel, 2003)
with the selected model. By visual inspection, we wvalidated the
references of new homology groups, selected proteins that may
be representative of new clades and designated these proteins as
new homology groups, as detailed in Supplementary Table S2.

Phylogenetic Analysis of Ribosomal
Proteins and MLST

We used Roary (Page et al, 2015) to extract monocopy genes
encoding ribosomal proteins belonging to the core genome
and that had the exact same size in all the strains to avoid
gaps in the alignment. We aligned the ribosomal proteins with
Clustal Omega (Sievers et al. 2014) to guide the nucleotide
alignment with RevTrans (Wernersson and Pedersen, 2003). We
discarded sequences with recombination signals detected with
RDP4 (Martin et al., 2015). We concatenated the remaining
nucleotide alignments with FASconCAT-G (Kick and Longo,
2014) and used jModelTest2 (Darriba et al, 2012) to select
the evolutionary model to build a phylogenetic tree with
PHYML (Guindon and Gascuel, 2003). We used the ribosomal
proteins of the Acinetobacter haemolyticus CIP 64.3 strain
as an outgroup. The sequence type (5T) assignation of each
A. bawmannii isolate, under Oxford and Pasteur MLST schemes,
were obtained from the PubMLST database' {Bartual et al., 2005;
Diancourt et al., 2010).

Identification of Secretion Systems,
Antibiotic Resistance Genes, and

Insertion Sequences on Plasmids

We used MacSyFinder with the TXSSCAN profiles (Abby and
Rocha, 2017) to identify secretion systems on the plasmid
collection and ResFinder to identify the acquired antibiotic
resistance genes present in our plasmid set {Zankari et al., 2012).
We identified the insertion sequence (I5) elements present in the
plasmids using the 15finder database at® (Siguier et al., 2006).

Identification of pdif Sites (XerC/D and
Xer D/C) on Plasmids

To identify the pdif sites in our plasmid set, we made a
BLASTn analysis using as queries the pdif sites of plasmid
p530-1: XerC/D, ATTTCGTATAAGGTGTATTAT- GTTAATT
and XerD/C, ATTTAACATAATGGCTGTTATGCGAAAC
(Blackwell and Hall, 2017).

COG Assignments

We determined homologous gene assignments for each plasmid
based on hidden Markov model (HMM) searches using the
hmmsearch program (Eddv, 2011). This HMM search process
employs a previously constructed model set that represents each
of the 4873 COGs and 8539 Remained Orthologous Groups
(ROGs) (Tatusov et al., 2003; Taboada et al., 20010). Then, nsing
Perl scripts, we classified each assigned COG by using the
general classification scheme of Tatusov [66]. We calculated the

"https:ffpubmlst.org
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frequency of each gene per class and plotted the results using
ggplot2 R scripts* {Wickham, 2009).
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FIGURE 51 | Plasmid networks.

FIGURE 52 | Circular mapa of members of plasmid linesgs LM_3.

FIGURE 53 | Circular maps of members of plasmid linesges LN_4 and LM_5.
FIGURE 54 | Circular maps of members of plasmid linssges LM_G and LM_7.
FIGURE S5 | Circular mapa of members of plasmid linesgs LM_8.

FIGURE S& | Circular maps of members of plasmid linesgea LM_9, LM_10.
FIGURE 57 | Maps of members of plasmid LM_11 and LM_12.

FIGURE 58 | Linear maps of members of plasmid linsages LN_13, and LM_14.
FIGURE 58 | Linear maps of members of plasmid linsages LN_15, and LM_16.
Figure 510 | Maps of membsers of plasmid inesges LN_17 and LN_18.
FMGURE 511 | Linear maps of members of plasmid lineeges LMN_19, and LN_20.
FIGURE 512 | Linear maps of members of plaamid linesge LM_21.

FIGURE 513 | Prwlogensatic tree of Rep proteins belonging to the Pri_CT famiby:

FIGURE 514 | Phwilogenetic Tres of strains camying the plasmids analyzed hene
and their eesociated Toxin-Antitoedn modules.
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Conclusiones.

Los analisis bioinformaticos de este estudio nos permitieron organizar a los
plasmidos de nuestra coleccién en tan solo 23 linajes clonales, estos linajes son
grupos de replicones que se encuentran estrechamente relacionados debido a
Su carga genética. 128 plasmidos se encuentran distribuidos entre los linajes y

47 permanecieron sin asociarse con alguno.

En cada linaje identificamos un genoma core el cual posee una amplia variedad
de genes conservados con diversas funciones, algunos involucrados con su
biologia basica y movilizacion, sin embargo, la mayoria de estos genes codifican
para proteinas con funciones desconocidas y posiblemente estén reduciendo el
costo del fitness en la replicacion. Los plasmidos de cada linaje tienen una

estructura y contenido genético muy similar.

Logramos detectar a través de nuestros analisis que, en los 175 plasmidos de la
coleccion, sélo 138 presentaron un gen rep intacto, 11 tuvieron pseudogenes rep
y 27 exhibieron una replicasa irreconocible hasta el momento. Siguiendo la
nomenclatura propuesta por Bertini y colaboradores logramos extender el
esquema de clasificacion al definir 11 grupos de homologia adicionales (GR24 -
GR34). Los plasmidos del mismo linaje presentan las mismas proteinas de
replicacion y, por lo tanto, se clasifican dentro del mismo grupo de homologia
(GR), de esta manera cada linaje se caracteriza por representar a un grupo de
incompatibilidad plasmidico.

En los linajes LN_7 y LN_8 nos fue posible identificar al operon clasico
(parA/parB) del sistema de particion, en otros (LN_3,LN_11,LN_14y LN _19)se
presentd el sistema incompleto, es decir, solo identificamos a uno de los dos
componentes de operdn. El LN_8 exhibié un sistema de particion secundario
debido a la presencia de la proteina ParM-like. En el resto de los linajes en donde
no detectamos dichos genes de este mddulo, es posible que utilicen un sistema

de segregacion que aun no ha sido descrito.
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Revelamos que 108 plasmidos presentaron nueve diferentes modulos Toxina-
Antitoxina, distribuidos en siete lingjes (LN_1, LN 2, LN_13, LN_15, LN 17 vy
LN_22). El sistemartipo Il ZetaTA fue el mas frecuente (43.5%) y el menos comun
fue el modulo AbIEii/AbiGii (1%).

El set completo de genes responsables de la automovilizacion plasmidica solo lo
identificamos en los linajes LN_1, LN_5 y en dos plasmidos huérfanos. Algunos
linajes son potencialmente movilizables solo por la presencia de la relaxasa,
mientras que los linajes sin evidencia de estos genes podrian utilizar un

mecanismo alterno de propagacion.

Los plasmidos analizados en este estudio tienen la capacidad de replicar en una
extensa gama de especies bacterianas patdégenas como K. pneumonie, E. coli,
S. entérica y E. aerogenes, mientras que otros se encuentran restringidos a

replicar solo en especies del genero Acinetobacter.

En el 51.7% de los plasmidos de nuestra coleccion logramos identificar 41 tipos
diferentes de secuencias de insercion (IS). La diversidad y cantidad de estos
elementos fue muy variada entre los linajes, en algunos todos los plasmidos
exhibieron minimo una IS, ciertos linajes abarcaron numerosos tipos de IS, en
otros solo algunos miembros presentaron y los demas no, y finalmente, el resto
de los linajes no presento ninguna IS; revelando que pertenecen a estructuras
de adquisicion secundaria.

Trece linajes que corresponden con el 34.6% de los plasmidos albergaron
determinantes de resistencia contra diversos tipos de familias de antibidticos.
Los genes mas frecuentes fueron los que codifican para la resistencia contra
aminoglucosidos (presentes en el 60.6% de los plasmidos con resistencia)
mientras que los genes que encontramos en menor cantidad (solo en el 14.7%
de los plasmidos resistentes) fueron contra macrélidos. Algunos de estos
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determinantes los localizamos asociados a otros elementos genéticos méviles

como IS principalmente, integrones de clase 1 e islas de resistencia tipo AbaR.

Determinamos que el flujo genético entre los linajes se encuentra limitado al
intercambio de IS, a determinantes asociados a estos elementos y a proteinas

con funciones desconocidas.

Perspectivas.

Dilucidar con la ayuda de herramientas experimentales el tipo de replicasa que
presentan aquellos plasmidos en los cuales no nos fue posible detectar el gen

gue codifica para dicha proteina.

Comprobar si los plasmidos de A. baumannii que carecen de los genes
necesarios para la movilizacion utilizan otros mecanismos de transmision como

transformacion, transporte a través de vesiculas o transduccion.

Identificar el sistema de segregacion de los pladsmidos en los que no hallamos a
los genes clasicos del médulo y que posiblemente usen un sistema alternativo
gue no se ha reportado en A. baumannii, pero que si se ha descrito en otras
bacterias.

Generar una plataforma tipo MLST en la cual podamos agregar exclusivamente
secuencias de plasmidos para actualizar a los linajes existentes o bien, para la

adicidon de nuevos.
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cinerobacter ratsmannii is a Gram-negative bacterium that has

emerged as a dangerous pathogen worldwide, causing a vari-
ety of nosocomial infections, especially in severely ill patients in
intensive care units and patients with hematologic malignancies
on chemotherapy (1). A. bawmanmid isolates are resistant to most
of the currently used antibiotics, including carbapenems, and they
are able to survive for extended periods of rime under a broad
range of environmental conditions, such as dry surfaces. These
characteristics promote A. bawmanmii outbreaks in the hospital
setting. Most of the isolates causing outbreaks worldwide belong
to the international clonal lineages 1 and 11 (2], clonal complexes 1
and 2, respectively, as defined by the multilocus sequence typing
(MLST) Pasteur scheme (3.

Here, we present the complete genome sequence and annota-
tion of A, bawsmannid 3207, an isolate not related to the interna-
tional clonal lineages but instead classified as sequence type 422
according to the MLST Pasteur scheme (3). This multidrog-
resistant isolate was recovered from bronchoalveolar lavage fluid
of a 45-year-old female patient admitted to the Hospital Univer-
sitario de Muevo Ledn, Mexico, a tertiary care center, in August
2008.

The complete genome of A. baumarnmii 3207 was determined
on a PacBio RSII platform. To do this, a large insert library (20 to
25 kb) was constructed and sequenced, using one SMRET cell with
a Po polymerase and C4 chemistry combination (P6-C4) with a
180-min movie. The SMRT cells produced 551,632,314 post-filter
polymerase reads with a mean read length of 10,718 bp. Subreads
were assembled de nove using the PacBio RS hierarchical genome
assembly process (HGAP) protocol version 3 in SMET analysis
version 2.3 (Pacific Biosciences) (4). To improve regions of low
coverage, a library with a 2 X 300-bp paired-end configuration
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was sequenced on an [lumina MiSeq platform. The sequencing
yvielded 3,117,310 reads, resulting in 909,042,928 bp. A hybrid as-
sembly was constructed with the lllumina MiSeq reads and PacBio
RII subreads using SPAdes version 3.5.0 (5). The contigs corre-
sponding to the chromosome and the plasmids were circularized
using a Perl script available at https://github.com/jfass/apc. Func-
tional annotation was performed with the NCBI Prokaryotic Ge-
nome Annotation Pipeline.

The A. bawmannii 3207 genome consists of a circular chromo-
some (3,998,013 bp) and two plasmids: pAba3207a (13,479 bp)
and pAba3207b (80,547 bp). The chromosome has six rRNA
operons, 74 tRNAs, and 3,674 coding sequences (CDSs) and em-
braces most of the antibiotic resistance genes, conferring resis-
tance to aminoglycosides, beta-lactams, carbapenems (blaOXA-
65), cephalosporins, fosmidomycin, fusaric acid, phenicols, and
tetracyclines. The smallest plasmid has 19 CDSs, including one
carbapenem resistance gene (blaOXA-58), whereas pAba3207b
has 97 CDSs.

This and a previous report (6] are the first steps toward under-
standing the genomic diversity of A. bawmannii in Mexico, not
only at some loci but at the genome level. Howewver, to get a more
comprehensive picture, comparative analyses of many more iso-
lates are warranted.

MNucleotide sequence accession numbers. The genome se-
quence of isolate 3207 was deposited in GenBank under the acces-
sion numbers CP015364, CPO15365, and CPO15366.
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ABSTRACT In this study, we present the complete genome sequence of a blag,, .-
producing Acinetobacter baumannii strain, sampled from a Mexican hospital and not
related to the international clones.

Acr'nerobar:rer baumannii is a pathogen responsible for numerous infections and
outbreaks in the clinical environment, and it is a major cause of morbidity and
mortality in Latin America and in the rest of the world (1, 2). The abilities of this
organism to acquire antibiotic resistance genes, to form biofilms, and to resist desic-
cation facilitate its permanence in the hospital setting and promote the emergence of
outbreaks. Most of the nosocomial outbreaks worldwide are produced by a limited
group of strains belonging to the international clones | and Il (3).

In the last decade, this organism has steadily increased its resistance to carbapen-
ems, an alarming situation because those antibiotics are one of the last-resort drugs for
treating infections. Resistance to carbapenems in A. baumannii has been linked to the
production of six groups of carbapenem-hydrolyzing class D g-lactamases: OXA-51-like,
OXA-23-like, OXA-40/24-like, OXA-58-like, OXA-143-like, and OXA-235-like. Genes en-
coding OXA-51-like carbapenemases are encoded in the chromosome of almost all
A. baumannii strains. The other five groups of carbapenemases are usually encoded
within mobile genetic elements such as plasmids and transposons (4, 5).

A. baumannii strain 7804 was recovered in July 2006 from a bronchoalveolar lavage
fluid specimen from a 25-year-old male patient admitted to the Hospital Universitario
de Muewvo Ledn, a tertiary care center (Muewvo Ledn State, Mexico). & previous study
showed that this strain is not susceptible to carbapenems and is not related to the
international clones; it belongs to sequence type 490 (5T490) (Oxford scheme) and to
clonal complex 110 (CC110) (6). The same study also indicated that this strain has an
OXA-58-like gene associated with an ISAba3 element {6).

The genome sequence of this strain was determined with two single-molecule
real-time (SMRT) cells on a PacBio RSIl platform. Subreads were assembled de nowvo
using the RS hierarchical genome assembly process (HGAP) protocol version 3, in SMRT
analysis wersion 2.3 (Padfic Biosciences). The assembly has 98+ coverage. Unitigs corre-
sponding to the chromosome and plasmids were ciroularized using a Perl script (available
at httpsy/github.com/jfassfapc). Functional annotation was done with the NCBI Prokary-
otic Genome Annotation Pipeline. The genome of A. baumannii 7804 contains one
circular chromosome (4,159,217 bp) and two plasmids, pAba7&0d4a (12,381 bp) and
pAba7804b (170,420 bp). The chromosome has 6 rRNA operons, 75 tRNAs, and 3,892
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coding sequences (CDS). The acquired antibiotic resistance genes were identified via
ResFinder 2.1 (7) with the following results: the chromosome embraces one gene
encoding aminoglycoside resistance aph{3')-Via and two genes encoding [-lactamases
genes (blaunc.zs and blagys.eq). Plasmid pAba7B04b carries two genes related to
aminoglycosid resistance (strd and str8), one sulfonamide resistance gene (sul2), and
another gene related to tetracycline resistance (tetB). The blag,, - gene is carried in
the small plasmid. Two recently published genomes (8, 9) along with this strain
represent the first A baumannii genome sequences from Mexico and should be
instrumental in the characterization of the genomic diversity of this nosocomial patho-
gen in this country.

Accession number(s). The genome sequence of isolate 7804 was deposited in

GenBank under the accession numbers CP0O22283, CPO22284, and CP0O22285.
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