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1 Resumen

Acinetobacter baumannii es un agente patdogeno causante de infecciones asociadas
a la atencion de la salud, mas relevante de los ultimos afos. Lo anterior se debe a
la presencia de cepas altamente resistentes. En México los sistemas de vigilancia
epidemiolodgica reportaron brotes de A. baumannii multirresistente en hospitales de
todo el pais desde el 2015. Las coinfecciones asociadas al nuevo coronavirus
SARS-CoV-2 se han convertido en un tema de interés médico, estudios recientes
demostraron que en algunos hospitales se reporto una coinfeccién con A. baumannii
de hasta el 90% de los pacientes hospitalizados. En la actualidad los posibles
tratamientos antimicrobianos contra A. baumannii, presentan limitantes que
interfieren con el control de los brotes debido a la prevalencia de cepas
multirresistentes. El disefio de vacunas representa una estrategia preventiva eficaz
contra enfermedades infecciosas. Por lo anterior, la identificacion de péptidos vy
proteinas inmunogénicas contribuiran a identificar candidatos a vacuna para el
control y prevencion de infecciones contagiosas. El analisis inmunoproteémico,
permite identificar la expresion diferencial de proteinas implicadas en los procesos
de invasion las cuales representan candidatos a vacuna importantes. El objetivo de
este estudio fue detectar proteinas inmunogénicas expresadas en A. baumannii con
sueros de voluntarios expuestos a la infeccibn a través de un enfoque
inmunoproteémico. ElI Proteoma se obtuvo utilizando cepas de A. baumannii
multirresistentes, posteriormente las proteinas fueron separadas por electroforesis
2D. La identificacién de proteinas inmunogénicas se realizd utilizado muestras de
sueros de voluntarios ingresados a la UCI con cuadro clinico respiratorio y una
posible coinfeccién con A. baumannii, la cual se determiné y comprobé a partir de
la deteccibn de anticuerpos por western blot. La deteccion de proteinas
inmunogénicas se evalué por Western blot. Las proteinas se identificaron
tedricamente por un analisis comparativo bibliografico de acuerdo al punto
isoeléctrico y talla molecular. Un total de 15 spots fueron detectados, de los cuales
8 fueron identificados teéricamente, se sugiere, de acuerdo a nuestro analisis que

estas proteinas corresponden a: OmpA, MotB, Oxa-23, OprF, BIilF, Blpl, OprC y



BamA. Por ultimo, la caracterizacion de proteinas y mapeo de epitopos fue realizada
para evaluar su potencial como candidatos a vacuna. Para comprobar la
identificacion teorica de proteinas realizada en este estudio, sera necesario la

identificacion por MALDI-TOF, trabajos en progreso.

Palabras clave: A. baumannii, Multirresistencia, Coinfeccion,

Inmunoprotomica, Candidatos a vacuna.

1.1 Abstract

Acinetobacter baumannii is a pathogenic agent that causes infections associated
with health care, more relevant in recent years. This is due to the presence of highly
resistant strains. In Mexico, systems of epidemiological surveillance have reported
outbreaks of multi-resistant A. baumannii in hospitals throughout the country since
2015. Coinfections associated with the new SARS-CoV-2 coronavirus have become
a topic of medical interest; recent studies have shown that in some Hospitals,
coinfection with A. baumannii was reported in up to 90% of hospitalized patients.
Currently, the possible antimicrobial treatments against A. baumannii have
limitations that interfere with the control of outbreaks due to the prevalence of
multiresistant strains. Vaccine design represents an effective preventive strategy
against infectious diseases. Therefore, the identification of peptides and
immunogenic proteins will contribute to identifying vaccine candidates for the control
and prevention of contagious infections. Immunoproteomic analysis makes it
possible to identify the differential expression of proteins involved in invasion
processes, which represent important vaccine candidates. The objective of this study
was to detect immunogenic proteins expressed in A. baumannii with sera from
volunteer studies exposed to infection through an immunoproteomic approach. The
proteome was obtained using multiresistant A. baumannii strains, then the proteins
were separated by 2D electrophoresis. The identification of immunogenic proteins

was carried out using serum samples from volunteers admitted to the ICU with



respiratory symptoms and a possible co-infection with A. baumannii, which was
determined and verified from antibody detection of western blot assays. Detection of
immunogenic proteins was assessed by Western blot. The proteins were
theoretically identified by comparative literature analysis according to isoelectric
point and molecular size. A total of 15 spots were detected, of which 8 were
theoretically identified. It is suggested, according to our analysis, that these proteins
correspond to: OmpA, MotB, Oxa-23, OprF, BilF, Blpl, OprC and BamA. Finally,
protein characterization and epitopes mapping were performed to evaluate their
potential as vaccine candidates. To verify the theoretical identification of proteins
carried out in this study, identification by MALDI-TOF is necessary, work in progress

will be.

Keywords: A. baumannii, Multiresistant, Coinfections, Immunoproteomic,

Vaccine candidates.
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2 Introduccion

En los dltimos afios las infeccionas causadas por Acinetobacter baumannii se han
convertido en un problema grave de salud emergente en los hospitales de todo el
mundo, generando un aumento en la tasa de morbilidad y mortalidad hospitalaria
(Harding et al., 2018).

A. baumannii es un patdgeno bacteriano oportunista con estructura cocobacilo,
clasificada como bacteria Gram-negativa, responsable de causar una amplia gama
de infecciones. Con mayor frecuencia, las infecciones por A. baumannii se
manifiestan como neumonia asociada a ventilacion mecanica o infecciones del
torrente sanguineo de la via central, aunque también son responsables de causar
meningitis, infecciones en la piel y heridas quirurgicas e infeccién del tracto urinario
(Shiralizadeh S et al., 2018)

La CDC (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades) clasifico en
2016 a A. baumannii resistente a multiples farmacos (MDR) como una amenaza
grave, ademas, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2007, ha incluido
a A. baumannii resistente a carbapenémicos como patdégeno de prioridad critica en
la lista de bacterias que representan la mayor amenaza para la salud humana,
priorizando los esfuerzos de investigacion y desarrollo para nuevos tratamientos

antimicrobianos.

A. baumannii se ha relacionado en los ultimos afios como uno de los patégenos mas
importante de infecciones asociadas a la atencién sanitaria IAAS (Plesca CE et al.,
2015). La mayoria de la infeccion por A. baumannii son adquiridas en los hospitales,
ocurriendo con mayor frecuencia en pacientes criticos en el entorno de la unidad de
cuidados intensivos (UCI) donde representan hasta el 20% de las infecciones en
todo el mundo (Vincent et al., 2009), la tasa de mortalidad de esta bacteria alcanza
el 60% en pacientes vulnerables (Zahedi B et al.,, 2015), sin embargo, las
infecciones adquiridas en los hospitales no representan la tunica forma de infeccion,
se ha reportado un aumento gradual de infecciones adquiridas en la comunidad (Lin
y Lan et al., 2014).



Las coinfecciones asociadas al nuevo coronavirus conocido SARS-CoV-2
(sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2) se han convertido en un tema
de interés médico, actualmente se han publicado pocos estudios relacionados a
estas asociaciones. El equipo de respiracion asistida que se requiere para tratar
pacientes con Covid-19 representa una fuente de posible contaminacion bacteriana.
En la investigacion realizada por Sharifipour se evaluaron las coinfecciones
bacterianas del tracto respiratorio en pacientes ingresados a la UCI por COVID-19,
en este estudio se realizaron determinaciones bacterianas y pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, los resultados arrojaron que el 90% de los pacientes
mantenia una coinfeccibn con A. baumannii, donde se reportaron 17 cepas
multirresistentes, al final del estudio estos pacientes no sobrevivieron, este aumento
en la mortalidad podria estar asociado a la coinfeccion bacteria — virus, sin

embargo, aun faltan mas estudios que lo confirmen (Sharifipour et al., 2020).

El uso de analisis genémicos y fenotipicos han permitido la identificacion de factores
de virulencia responsables de su patogenicidad, que incluyen porinas de membrana
externa, fosfolipasas, proteasas, lipopolisacaridos (LPS), polisacaridos capsulares,
sistemas de secrecidon de proteinas y sistemas quelantes de hierro (McConnell et
al., 2013). Aunque en comparacion con otros patégenos Gram-negativos, se han
identificado relativamente pocos factores de virulencia en A. baumannii (Harding et
al., 2018).

La relevancia clinica de este patdgeno, se debe a su alta capacidad para adquirir
resistencia a multiples farmacos, incluidos antibiéticos de nueva generacion. La
resistencia a los carbapenémicos que muestran los aislados de A. baumannii ha
aumentado en los ultimos afios debido a la diseminacién de clones especificos
(Viehman et al.,, 2014). Esta alta capacidad de generar resistencia a los
carbapenémicos, antibiético de alto espectro que se considera como tratamiento
eficaz frente a infecciones por patégenos multirresistente, la posicionan como uno
de los patdgenos nosocomiales de mayor relevancia clinica. (Coyle et al., 2014). La

red internacional para el estudio y prevencion de la resistencia antimicrobiana



emergente, definid el surgimiento de la resistencia a los carbapenémicos en
las infecciones por A. baumannii como un "evento centinela global" que garantiza

intervenciones epidemioldgicas y microbioldgicas rapidas (Wisplinghoff et al., 2004).

A. baumannii cuenta con diferentes mecanismos que le permiten adquirir
resistencia, entre los cuales se encuentran la degradaciéon enzimatica de farmacos
por B lactamasas, bombas de eflujo (Abdi S et al., 2020) y defectos de permeabilidad
(Nowak P et al., 2016).

La emergente aparicion de cepas de A. baumannii multirresistentes, enfatiza la
urgencia de desarrollar nuevas estrategias de tratamiento que no sea el uso de
antibioticos, una de las alternativas es el desarrollo de vacunas (Harding et al.,
2018). Recientemente se han propuesto candidatos a vacuna enfocados a partir del
disefio de células completas atenuadas, fantasmas bacterianos compuestos
Gnicamente por la envoltura extracelular, ADN y proteinas de la membrana
extracelular (Cabral MP et al., 2017)

Aunque el uso de vacunas disefiadas con el patdogeno vivo atenuado muestra
respuestas inmunogénicas elevadas, representan un mayor riesgo para la salud
debido a que las mutaciones pueden revertir el estado de virulencia y conducir
nuevamente al estado virulento, los fantasmas bacterianos también han mostrado
riesgo por inflamacion excesiva causado por la presencia de lipopolisacaridos
nativos (Tabrizi CA et al., 2004), por otra parte, las vacunas disefiadas a partir de
ADN muestran respuestas inmunogénicas retrasadas y menos potentes. Por lo que
el uso de vacunas a base de péptidos y proteinas inmunogénicas representan una

estrategia mas segura y eficaces para el control y prevencion de la enfermedad.

Estas proteinas son capaces de inducir la produccién de anticuerpos y activar la
respuesta inmune contra la infeccién (Chiang et al., 2015). Sin embargo, por si solas
no son capaces de activar respuestas inmunologias tan elevadas. La construccién
de proteinas quiméricas o el uso combinado de diferentes proteinas inmunogénicas

en una sola vacuna aumenta estas respuestas, por lo que se requiere la



identificacion masiva de grandes paneles de proteinas inmunogénicas que puedan

ser usadas como candidatos vacunales (Sheweita et al., 2019).

La inmunoprotedmica supone una estrategia eficaz para la deteccion de grandes
paneles de proteinas inmunogénicas, es decir proteinas que interactian
directamente con el sistema inmunologico y que por lo tanto son proteinas
candidatos a vacuna (Gang Li et al., 2017). El inmunoma del patégeno, consiste en
el segmento del proteoma que actia como diana del sistema inmunitario, la
caracterizacion del inmunoma de A. baumannii permite identificar candidatos

vacunales, asi como la deteccion de posibles dianas terapéuticas.

El analisis de suero de voluntarios con posible exposicion a la infeccién por A.
baumannii, permite examinar, global y simultdneamente, los perfiles de reactividad
de los anticuerpos séricos dirigidos frente a un amplio espectro de antigenos,
muchos de los cuales tienen una notable significacion clinica y/o terapéutica. Por lo
tanto, la finalidad del proyecto es identificar y caracterizar proteinas inmunogénicas
como posibles candidatos vacunales expresadas por A. baumannii para reducir los

brotes hospitalarios.



3 Antecedentes

3.1 Microbiologia de Acinetobacter baumannii

El género Acinetobacter, como se define actualmente, comprende varias especies
bacterianas que muestran morfologia cocobacilar, presentan una doble membrana
celular que les permite clasificarse como Gram negativas, algunas caracteristicas
fenotipicas que muestran sus cultivos como: catalasas positivas, oxidasa negativa,
no fermentativas, no moviles y aerobios estrictos pueden atribuirse al género, sin
embargo, algunas especies muestras pequefas diferencias. Esta estrecha relacion
que comparten las especies dificulta su caracterizacion a través de métodos quimio
taxonomicos, sin embargo, actualmente son bien reconocidas por la relevancia
clinica y la resistencia antimicrobiana. Se estima que mas del 90% de la infeccidn
causada por Acinetobacter corresponde a la especie A. baumannii (Figura 1), siendo
la especie de mayor relevancia clinica (Harding et al., 2018). A. baumannii muestra
buen crecimiento en todos los medios de cultivo de rutina, con una temperatura
Optima entre 33 a 35° C. Los miembros de género Acinetobacter eran considerados
como microorganismos sin relevancia clinica, ubicuos en la naturaleza. Su habitat
natural es el suelo y el agua, aunque ha sido aislado de alimentos, artropodos y es
encontrado comunmente en el ambiente. En cuanto a sus caracteristicas
genotipicas encontramos un contenido de ADN G + C de 39% a 47% (Antunes et
al., 2014; McConnell et al., 2013).



Figura 1: Infecciones causadas por especies de Acinetobacter

4 % 2%
4 %

90 %

B A. baumannii B A. haemolyticus

B A. iwoffi A. johnsonii

Figura 1: Analisis del porcentaje de infecciones causadas por especies de
Acinetobacter. (Harding et al., 2018)

3.1.1 Taxonomia

El género Acinetobacter ha sufrido diversas modificaciones taxonémicas a lo largo
de la historia, lo que representa un obstaculo para su estudio. En 1911 el
microbiologo holandés, Beijerinck, designa el nombre de Micrococcus calcoaceticu.
En 1954, Brisou y Prévost nombran a la especie como Acinetobacter, atribuyendo
su caracteristica fenotipica como bacteria no moévil (Touchon M. et al., 2014). En
1971 la taxonomia sufre otras atribuciones, se reconoce oficialmente el género
Acinetobacter por el subcomité de taxonomia de bacterias Moraxella, mas tarde en
1974, Manual Bergey contribuye con la aparicion del termino Acinetobacter

calcoaceticus (Cosgaya C. et al., 2016).

Los datos taxonémicos recientes, proponen que los miembros del género
Acinetobacter, que comprende bacterias Gram-negativas, se clasifiquen en la nueva



familia de Moraxellacea dentro del orden Gammaprotebacteria, que incluye los
géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter y otros organismos relacionados
(Bouvent PJ. et al.,, 1987). La ultima definicion taxondémica de Acinetobacter
corresponde a Bouvet y Grimont, quienes plantean 12 genoespecies diferentes,
entre las mas relevantes encontramos: A. baumannii, A. iwoffii, A. calcoaceticus, A.
johnsonii, A. junii, A. haemolyticus, entre otras. Mas tarde se descubrieron otras
especies gendmicas que resultaron ser sinébnimas de algunas especies descritas
por Bouvet (Bouvent PJ. et al., 1987). Recientemente se describieron mas especies
de Acinetobacter incluidas 3 especies de origen humano; A. parvus, A.
schindleri y A. ursingii y otras 7 especies aisladas de lodos activados utilizados para
el tratamiento de aguas residuales, incluyendo; A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A.
tiernbergiae, A. towneri, A. tandoii y A. gerneri, obteniendo 31 especies gendmicas

validamente descritas de las cuales 17 tienen nombre designado valido.

A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter 3 y Acinetobacter 13TU muestran
propiedades fenotipicas parecidas por lo que es dificil su diferenciacion, Sin
embargo, A. baumannii es la especie reconocida con mayor frecuencia y solo puede
ser diferenciada de las demas especies gendémicas del complejo por métodos
genotipicos (Gener-Smidt P. et al., 1991).

3.1.2 Métodos de identificacion
3.1.2.1 Identificacion Fenotipica

La identificacion fenotipica de Acinetobacter sp. a nivel de género, muestra una
morfologia cocobacilar, Gram-negativo, no fermentador de glucosa, oxidasa

negativa, catalasa positivo e inmovil.

Acinetobacter se aisla con facilidad en cultivos habituales, aunque muestra baja
reaccion en las determinantes bioguimicas mas comunes usadas para diferenciar
entre bacilos gram negativos (BGN), en las pruebas de antibiograma muestran

crecimiento retrasado, tiempo de diagnostico esencial para pacientes infectados.



Las especies de Acinetobacter pueden crecer en medios de cultivo como Culumbia
agar sangre, agar de soya triptico bajo condiciones de aerobiosis y temperatura de

37°C. En estos medios forman colonias lisas, mucosas, de color blanco grisaceo.

El aislamiento de muestras con microbiota polimicrobiana que usan los programas
de vigilancia epidemiol6gica nosocomial es en el medio Leeds Acinetobacter, que
permite el aislamiento en poblaciones bacterianas mixtas (McConnell MJ. et al.,
2011).

La identificacion fenotipica a nivel especie, a partir de los métodos comerciales que
usan actualmente en el laboratorio de microbiologia clinica, como APl 20NE vy los
analizadores automaticos Vitek 2, Phoenix y el sistema MicroScan Walkaway, no

permiten la distincion entre especies (Peleg AY. et al., 2008).

Las especies que aparecen con mayor frecuencia en la literatura cientifica, A.
baumanii, A calcoaceticus y A. Iwoffii, muestran dificultad para su diferenciacion
fenotipica, por lo que se acufio el término “complejo A. calciaceticus- A baumannii”.
En la actualidad se considera de importancia la diferenciacion de este complejo
debido a que A. baumannii y A. pittii producen infecciones graves.Bouvet y grimont
disefiaron un esquema de identificacion de especies (Bouvert PJ. et al., 1986), el
cual fue modificado por Gemer-Smidt y otros. Este esquema se basa en la respuesta
diferenciada a reacciones bioquimicas y el uso de diferentes temperaturas de
incubacion (Gener-Smidt P et al., 1991).

3.1.2.2 ldentificacion Genotipica

La caracterizacion genotipica muestra mayor especificidad para la identificacion de
las distintas especies de Acinetobacter, ademas los métodos de identificacion a
nivel genético permiten conocer la relevancia clinica de la especie. Aunque estas
técnicas muestran mayor sensibilidad y especificidad en la deteccidn del patégenos,

suelen ser caras y laboriosas por lo que no suelen ser empleadas como diagnostico



rutinario microbiol6gico, su uso se limita a laboratorios de referencia (Gener-Smidt
et al., 1991).

Para la identificacion a nivel especie, los métodos de referencian, incluyen el analisis
de los patrones de restriccion de los amplificados de genes ribosomales (ARDRA)
y el andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
(Janssen et al., 1997). Actualmente otros métodos desarrollados incluyen la
deteccion del gen intrinseco de la carbapenemasa blaoxa51, de A. baumannii
(Turton et al., 2006), el analisis de gen gyrB (Higgins et al., 2007), PCR-ESI-MS y
MALDI- TOF (Cheng et al., 2016).

La identificacién de especies por métodos genotipicos suele ser complicada y cara,
por lo que los programas clinicos y de control nosocomial no la consideran relevante
en la practica diaria, solo requieren distinguir entre la especie de mayor gravedad
clinica, es decir A. baumannii y las otras especies. Sin embargo, estos métodos son
empleados comunmente en la investigacion clinica, ya que permite el conocimiento

sobre la patogenia y los mecanismos moleculares de infeccion y resistencia.

3.2 Epidemiologia.

Los miembros de género Acinetobacter eran considerados como microorganismos
sin relevancia clinica, ubicuos en la naturaleza. Su habitat natural es el suelo y el
agua, aungque ha sido aislado de alimentos, artropodos y es encontrado

comunmente en el ambiente.

Debido a la facilidad de crecimiento y la alta capacidad para usar diversas fuentes
de carbono a través de diferentes vias metabdlicas, A. baumannii ha sido
encontrado en organismos vivos y compuestos inertes, aislado de material
hospitalario incluyendo: catéteres, liquido de didlisis peritoneal, aparatos de
ventilacion mecanica, humidificadores y otros instrumentos usado en el area clinica.
La gran capacidad de adherirse junto con su alta resistencia a la desecacion y a las

cambiantes condiciones del medio, le confieren facilidad para sobrevivir en



diferentes medios por largos periodos de tiempo y bajo diversas condiciones de
sequedad y humedad. Adicionalmente, A. baumannii muestra bajo requerimiento de
recursos para poder sobrevivir (Gayoso CM. et al., 2013) y es capaz de soportar
diferentes temperaturas y cambios de pH, se ha reportado una capacidad de
tolerancia media de 27 dias (Wong D et al., 2017).

Ademas, A. baumannii puede sobrevivir en la piel y formar colonias (Scott N. et al.,
2014). Esta caracteristica la convierten en una de las bacterias Gram-negativas
mas frecuentemente aislados del personal y equipo médico (Rocha |. et al., 2018).
La colonizacién es poco comun en la poblacién general, se estima que hasta un
25% de la poblacion normal presenta colonizacion cutanea, aunque también puede
formar colonias en el tracto digestivo y respiratorio. Todos estos factores son
determinantes en su facil diseminacion intrahospitalaria (Landaman D. et al., 2002).
A partir de estos reservorios de colonizacion se genera un aumento en la infeccién
constituyendo un problema grave de salud en los dltimos afios. Se han reportado
pequefios casos de infecciones causadas por A. lwoffi, sin embargo, A. baumannii
es mas frecuente y muestra menor sensibilidad a agentes antimicrobianos, por su

resistencia a multiples farmacos (Gales AC. et al., 2001).

Actualmente las infecciones causadas por A. baumannii han incrementados en los
altimos afos, convirtiéndola en una de las BGN de mayor relevancia clinica. Estas
infecciones pueden presentarse en forma de brotes epidémicos, circunscritos a una
sola UCI y asociados a los diversos equipos clinicos que funcionan como reservorio

bioldgico.

Las infecciones nosocomiales causadas por A. baumannii, han alcanzado altos
niveles de incidencia colocando a este patdgeno en uno de los microorganismos
resistentes a multiples farmacos (MDR) mas importantes, identificados en los
hospitales de todo el mundo (Nowak P et al., 2016). Los pacientes UCI
representaron hasta el 20% de las neumonias asociadas a ventilacibn mecanica e

infecciones del torrente sanguineo con A. baumannii (Tajeddin E et al., 2016),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20IV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30265856

ademas, se estima que las tasas de mortalidad podrian alcanzar hasta 60% en

pacientes inmunodeprimidos (Darvishi et al., 2016).

La prevalencia de A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) esta
aumentando en todo el mundo, en la actualidad no existe un programa de vigilancia
nacional en México, pero estudios recientes informan brotes en hospitales
particulares de todo el pais (Djordjevic Z. et al., 2016), en México se informd por
primera vez la presencia de cepas resistentes a carbapenémicos en el periodo de
vigilancia del afio 2004 al 2016, reportando la presencia de Oxa 23, Oxa 58 y Oxa
72 (Figura 2) (Rodriguez CH, et al. 2018). El estudio realizado por Bocanegra en el
2015 demostro una frecuencia alta de genes blaOXA-58 y blaOXA-72 responsables

de la resistencia a farmacos (Bocanegra-Ibarias et al., 2015).

Figura 2: Distribucion de A. baumannii resistente a carbapenémicos.
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Figura 2: Distribucion de cepas de A. baumannii con resistencia a carbapenémicos
en en América Latina (periodos de vigilancia 1990-2003 y 2004-2016). Se sefiala el
parentesco clonal incluidas; OXA-23, OXA-57, OXA-72, OXA-143, NDM, IMP, VIM.

(Rodriguez CH, et al. 2018)

3.2.1 Reservorios hospitalarios

Las infecciones por Acinetobacter han aumentado de forma significativa en
pacientes hospitalizados, sobretodo paciente de la UCI. El incremento en su
prevalencia, genera un problema grave de salud a nivel mundial gracias a su alta

capacidad de adquirir resistencia a agentes antimicrobianos (Antunes L et al., 2014).

Adicionalmente, de encontrar aislados en objetos inanimados, A. baumannii y otras
especies como A. calcoaceticus y A. lwoffi pueden encontrarse en piel humana,
incluso algunas especies han mostrado tolerancia al jabon de uso hospitalario, por
lo que puede ser aislado de las manos del personal médico (Quinn JP. et al., 1998).

Las infecciones por A. baumannii ocurren normalmente en pacientes criticos por lo
que la tasa de mortalidad cruda asociada es alta, aunque es importante sefialar que
es dificil determinar con certeza el impacto clinico ya que depende de la gravedad
del paciente (Maragakis et al., 2008), se sefiala que este aumento se relaciona con
la capacidad de desarrollar resistencia a multiples farmacos y al retraso de la
deteccién de la infeccion temprana. Ademas, se asocia las infecciones por A.
baumannii a un incremento de la estancia hospitalaria que depende del tipo de
infeccion y resistencia asociada y un incremento del coste asistencial (aunque el

impacto econémico depende de la situacion sanitaria) (Torres HA et al., 2010).



3.3 Resistencia a multiples farmacos.

A. baumannii se ha convertido en uno de los patdogenos nosocomiales mas
importantes de los dltimos afios, este hecho se debe a su gran capacidad para
adquirir resistencia a multiples farmacos (Lin et al., 2014). Posiblemente la alta
prevalencia de aislados de Acinetobacter multirresistente a farmacos se debe a que
este patdégeno presenta diferentes mecanismos para adquirir resistencia, que
incluyen B-lactamasas, enzimas modificadoras de aminoglucosidos, bombas de
eflujo, defectos de permeabilidad y modificaciones de los sitios objetivo. Ademas,
A. baumannii muestra gran facilidad para el intercambio de material genético como
plasmidos, transposones, integrones (Karah N et al., 2016) y secuencias de
insercion que facilitan la trasmision de genes de resistencia entre bacterias
presentes en el medio (Traglia et al., 2014), por otra parte, otros factores que
facilitan la generacion de bacterias multirresistentes, es el consumo descontrolado

de antimicrobianos por parte de los pacientes.

La alta capacidad de resistencia dificulta el tratamiento contra A. baumannii,
disminuyendo la disposicion actual de antibiéticos para tratar las infecciones y

controlar la dispersiéon de la enfermedad.

3.3.1 B Lactamasas

Unos de los mecanismos de resistencia mas relevantes de A. baumannii es por
medio de la inactivacion de antibiéticos B lactamicos por la presencia de [
lactamasas. Los antibidticos 8 lactamicos son una amplia clase de antibi6ticos de
uso disponible derivados de la penicilina, cefalosporinas, carbacefem vy
carbapenémicos que tienen un efecto bacteriolitico. Las B lactamasas se agrupan
en distintas clases moleculares que incluyen A, B, C, y D (Jeon et al., 2015), todos
estos grupos de B lactamasas han sido identificadas en A. baumannii. en la tabla 1

se muestran las proteinas identificadas en este patdégeno.



Tabla 1: B-Lactamases reportadas en A. baumannii (Lee et al., 2017)

Resistencia

B-Lactamases

B-Lactamases

B-Lactamases

B-Lactamases

B-Lactamases
B-Lactamases
B-Lactamases

B-Lactamases

B-Lactamases

Clase/subgrupo

Class A

Class B

Class C

Class D ; OXA-2

subgroup

OXA-10 subgroup
OXA-20 subgroup
OXA-123 subgroup

OXA-24 subgroup

OXA-51 subgroup

Proteinas

TEM-1, GES-1, GES-5, GES-12,
GES-11, GES-14, PER-1, PER-2,
PER—7, TX-M-2, TX-M-15, OCS-1,
VEB-1.

KPC-2, KPC-10, CARB-10, CARB-
4, IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5,
IMP-6, IMP-8, IMP-11, IMP-19,
IMP-24, VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-
4, VIM-11, NDM-1.

NDM-2, NDM-3, SIM-1, AmpC.

OXA-21

OXA-128
OXA-137
OXA-23, OXA-13, OXA-239

OXA-133, OXA-239, OXA-24,
OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-
40, OXA-143, OXA-182.

OXA-51, OXA-64, OXA-65, OXA-
66, OXA-678, OXA-68, OXA-70,
OXA-71, OXA-69, OXA-75, OXA-
76, OXA-77, OXA-79, OXA-80,
OXA-104, OXA-106, OXA-112,
OXA-113, OXA-96, OXA-92, v113,



OXA-82, v83, OXA-84, OXA-86,
OXA-87, OXA-88, OXA-91, OXA-
93, OXA-95.

B-Lactamases OXA-143 subgroup OXA-253

B-Lactamases OXA-235 subgroup OXA-235

3.3.2 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo, son un mecanismo de resistencia que permite la expulsion
de diferentes tipos de antibioticos. Estos trasportadores pueden ser regulados por
ADN cromosémico o plasmidico, los 3 tipos de sistemas de bombas mas comunes
son MFS (Mayor Facilitator Superfamily), RND (Resistance Nodulation-cell Division)
y ABC (ATP Binding Cassette). En A. baumannii estas bombas estan asociadas a
la resistencia a imipenem vy tigeciclina (Hu et al., 2007). De la familia de bombas
RND, el trasportador AdeABC es uno de los mas estudiados, esta asociado con la
resistencia a aminoglucésidos, eritromicina, cloranfenicol, tetraciclinas,
fluoroquinolonas, trimetoprima, bromuro de etidio, antibiéticos no fluoroquinolénicos
y algunos B-lactdmicos incluyendo carbapenémicos, este trasportador cuenta con
una estructura formada por tres proteinas transmembranales, AdeB es el
componente transmembrana, AdeA es la proteina de fusion de membrana interna 'y
AdeC es una proteina de membrana externa, esta bomba es codificada
cromosomicamente por el operon AdeABC que es regulado por un sistema
compuesto por dos proteinas, AdeS una proteina quinasas y su regulador de
respuesta asociado AdeR, la sobreexpresion de estas bombas puede activarse por
la presencia de antibioticos en el espacio (Marchand et al., 2004).

Las bombas CmlA y CraA se asocia con la resistencia al cloranfenicol (Roca et
al., 2009) y TetA con la tetraciclina (Ribera et al., 2003), AmvA media la resistencia

a diferentes clases de desinfectantes, detergentes incluso colorantes, como



eritromicina, acriflavina, cloruro de benzalconio y metil violégeno (Rajamohan et
al., 2010).

Tabla 2: Bombas de eflujo reportadas en A. baumannii (Lee et al., 2017).
Resistencia Clase/ subgrupo Proteinas

bombas de eflujo  Resistance-nodulation- AdeABC

division superfamily
bombas de eflujo  Major facilitator superfamily ~ AdeFGH, AdelJK, TetA

bombas de eflujo Familia de extrusibn de TetB, CmlA, CraA, AmuA,
compuestos toéxicos y de AbaF, AbeM.

multiples farmacos

bombas de eflujo  Pequeia familia de AbeS

multirresistencia

bombas de eflujo  Otros EmIAB_Tolc, AlS 1535,
AlS 2795, ABAYE 0913

3.3.2 Cambios en la permeabilidad

Los cambios en la permeabilidad producida por modificaciones de las proteinas de
la membrana externa (OMP) de A. baumannii pueden inducir resistencia. Las
porinas son proteinas que forman canales que permiten el transporte de moléculas
a través de la membrana, la reduccion de la expresion de algunas porinas como
CarO, Omp37, Omp22-33, Omp33-36, Omp43, Omp44 y Omp47 estan
relacionadas con la resistencia a carbapenemicos en A. baumannii (Catel-Ferreira
et al., 2011;). La reduccion de la expresion de Omp29 se asocia a la produccion de
Oxa-51 y Oxa-23, carbapenemasas (Fonseca et al., 2013). Las porinas OmpA y
CarO son capaces de interactuar con OXA-23 confiriendo resistencia los antibidticos
(Wu et al., 2016).



Algunos de los componentes de la envoltura externa como la pérdida o modificacion
de los lipopolisacéridos (LPS), uno de los componentes de la membrana externa de
BGN, pueden disminuir la integridad de la membrana y generar un aumento de

resistencia a la colistina en A baumannii (Moffatt et al., 2010).

3.4 Factores de virulencia

En A. baumannii se han identificado relativamente pocos factores de virulencias en
comparacion con otros patdégenos Gram-negativos, diversos estudios a nivel
genético y fenotipico han permitido identificar algunos factores presentes en A.
baumannii como porinas, LPS, fosfolipasas (PLC), vesiculas de membrana externa
(OMV), sistemas de adquisicion de hierro, zinc y manganeso, sistemas de secrecion
de proteinas tipo I, IV y V, proteinas de union a la penicilina (PBP) y B-lactamasa
entre otros (Harding et al., 2018). En la tabla 3 se muestran los factores de virulencia
reportados en A. baumannii.

Tabla 3: Factores de virulencia reportados en A. baumannii.



Factor de Moléculas Respuesta
virulencia
Porinas OmpA, Adherencia e invasion, induccion de
Omp33-36, apoptosis, resistencia sérica, formacién de
Omp22, CarO, | biopeliculas, persistencia
OprD
Polisacérido Crecimiento en suero, supervivencia en
capsular infeccion tisular, formacion de biopeliculas
Lipopolisacaridos Resistencia al suero, supervivencia en
infecciones tisulares, evasion de la
respuesta inmune del huésped
Fosfolipasas PLCyPLD Resistencia sérica, invasion, supervivencia
in vivo
Vesicula de la Entrega de factores de virulencia,

membrana transferencia horizontal de genes de
externa resistencia a antibiéticos
Sistema de (acinetobactina | Supervivencia in Vivo , persistencia,

adquisicion de

y NfuA)

destruccion de las células huésped

hierro

Sistema de (ZnuABC y | Supervivencia in vivo
adquisicion de ZigA)

zinc

Sistema de (MumC y | Supervivencia in vivo
adquisicion de MumT)

manganeso




Sistema de T2SS, T5SS, | Supervivencia in  vivo, matanza de

secrecion de T6SS bacterias competidoras, colonizacion del
proteinas huésped, formacion de biopeliculas,
adherencia.
Proteina de unién | PBP7 /8 Resistencia sérica, supervivencia in vivo ,
a penicilina adherencia
Pb
Otros CipA, TuF, | Resistencia sérica, invasion, Resistencia al

RecA, SurAl, | suero, Supervivencia in vivo, Resistencia al
Pili, UspA, | suero, Entrada de neutréfilos, Adherencia,

GIigABCD formacion de biopeliculas.

(Lee et al., 2017)
3.4.1 Porinas

Las porinas son proteinas de membrana externas (OMP) encargadas de modular la
permeabilidad celular por la formacion de poros, una de las principales porinas de
A. baumannii es OmpA, reconocido como un factor de virulencia altamente
caracterizado, se le asocia a la inducciéon de apoptosis en células epiteliales,
mediante la liberacion de moléculas proapoptéticas, como el citocromo c y el factor
inductor de apoptosis (Wang et al., 2014). Ademas, un estudio revelé que OmpA
estd implicada en la adherencia e invasion celular por la interacciéon con la
fibronectina (Smani et al., 2012) y promueve la formacién de biopeliculas y la
motilidad superficial asegurando la supervivencia y persistencia del patégeno.
Adicionalmente, OmpA permite la evasion del mecanismo de defensa por el sistema
de complemento, al interactuar con el factor H del suero humano que permiten que

A. baumannii no sea eliminado de la circulacién (Kim et al., 2009).

OmpA es capaz de producir resistencia a farmacos por la expulsion de estos desde

el espacio periplasmatico a través de la membrana externa asociado a bombas de



eflujo (Smani et al., 2014). OmpA se ha convertido en un objetivo para el desarrollo
de nuevos antibiéticos y estrategias de prevencion. Estudios de vacunacion inversa
proponen a OmpA como proteina inmunogénica o candidato vacunal contra A.

baumannii (Hassan et al., 2016)

Omp33-36 (33 a 36kDa) es una porina de OMP asociada con la citotoxicidad de A.
baumannii, un estudio mostré que induce apoptosis por la activacion de caspasas y
la modulacion de autofagia en diferentes tipos de células incluidas células inmunes
del tejido conectivo (Rumbo et al., 2014). Un estudio reveld que en la cepa JC10/01
de A. baumannii resistente a carbapenémicos mostro perdida de Omp33-36 que

provoco la reduccion de sensibilidad a estos antibidticos (Rumbo et al., 2014).

Otra porina asociada al desarrollo de vacunas eficaces para el control de las
infecciones por A. baumannii es Omp22, se ha encontrado que la inmunizacion con
Omp22 reduce la carga bacteriana en érganos y sangre, asi como los niveles
seéricos de citosinas y quimiocinas inflamatorias (Huang et al., 2016). CarO también

ha mostrado reduccién de la virulencia (Lee et al., 2017).

3.4.2 Lipopolisacaridos (LPS)

A. baumannii cuenta con factores patogénicos en su envoltura celular como LPS y
polisacaridos capsulares importantes en su virulencia y supervivencia, diversos
aislados de A. baumannii mostraron expresion de polisacaridos capsulares de
superficie que contienen genes conservados conocido como locus K, los genes
ptk y epsA son requeridos para la formacién de la capsula, necesarios para que A.
baumannii sobreviva en los sitios de infeccidén de tejido blando. Los polisacéaridos
capsulares se han propuesto como moléculas para la inmunizacion (Russo et
al., 2016). Se demostro que la presencia de antibiéticos es capaz de inducir una
hiperproducciéon de polisacaridos capsulares que aumentan la resistencia por el
sistema de complemento y elevan la virulencia de A. baumannii (Geisinger e Isberg,

2015). Las modificaciones de los LPS disminuyen la susceptibilidad de A. baumannii



a la resistencia antimicrobiana, la glucotransferasa LpsB y la enzima LpxC estan
involucradas en la reduccion de la virulencia y disminucion de supervivencia en
modelos de ratas (Chin et al., 2015).

Los LPS son el componente principal de la membrana externa de A. baumannii,
estan compuestos por un lipido A endotéxico, un nucleo de oligosacarido y un
antigeno O repetitivo (Lee et al., 2013). Los LPS inducen la liberacion del factor de
necrosis tumoral (TNF) y la IL-8 de los macréfagos de forma dependiente el factor
toll-like 4 (TLR4) (Geisinger et al., 2015).

Figura 3: Produccion de toxinas
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Figura 3: Los LPS interactian y activan los receptores TLR4 de la célula dendritica,

esta interaccion conduce a la activacién de cascadas de sefalizacion rio abajo que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5346588/#B214

culminan con la liberacion de interleucinas proinflamatorias como la interleucina 1
(IL-1), IL-6, IL-10 y el factor de necrosis tumoral alfa, esta respuesta induce el
reclutamiento de células fagociticas al sitio de infeccion, pero al mismo tiempo activa

procesos infecciosos que conducen a la sepsis bacteriana.

(Wong et al., 2017)

3.4.3 Vesiculas de la membrana externa

Las vesiculas de la membrana externa (OMV) estan compuestas por LPS,
fosfolipidos, proteinas periplasmaticas, lipidos de la membrana externa y ADN.
Estas permiten la interaccion de los patégenos con las células huésped a través de
la internalizacion de factores de virulencia a las células. A. baumannii es capaz de
secretar OMV que contienen OmpA, proteasas y fosfolipasas, Estas OMV pueden
interactuar con la superficie de células huésped por la presencia de balsas lipidicas,
produciendo expresion de genes citotdoxicos como citosinas proinflamatorias, por lo
que inducen una respuesta inmune innata mayor (Li ZT et al., 2015). Gracias al
papel de las OMV en la virulencia de A. baumannii se han propuesto como agentes

vacunales acelulares para aumentar la inmunidad protectora (Huang et al., 2014)

3.4.4 Sistema de adquisicion a metales

Las bacterias aerdbicas producen quelantes de hierro de alta afinidad conocidos
como sideréforos, para superar su limitacion a la disposicion de hierro férrico. A.
baumannii cuenta con un sideroforo de tipo mixto compuesto por un anillo de
oxazolina derivado de treonina conocido como acinetobactina, este es considerado
un factor de virulencia importante implicado en el mantenimiento del patdgeno
dentro de células epiteliales y asociado al dafio celular y la muerte del animal. Un
estudio determind que la produccion de acinetobactina ocurre con alta frecuencia

en aislados de A. baumannii MDR (Megeed et al., 2016).



La produccion de calprotectina es un mecanismo de accion empleado por A.
baumannii en respuesta a la limitaciéon de manganeso (Mn), la calprotectina induce
un aumento de la trascripcion del trasportador de Mn NRAMP (proteinas de
macrofagos asociados a la resistencia natural) y la trascripcion de urea carboxilasa
MumC que reduce la actividad antimicrobiana de la calprotectina, ademas estos
resultados sugieren que ambas proteinas permiten que A. baumannii pueda utilizar

urea como Unica fuente de nitrégeno (Juttukonda et al., 2016).

3.4.5 Sistema de secrecion de proteinas

A. baumannii cuenta con diferentes sistemas de secrecion, como el sistema de
secrecion tipo Il (T2SS) compuesto por una ATPasa de secrecion citoplasmaética,
este sistema funciona a partir del transporte de las proteinas dianas por el sistema
secretor general (Sec) al periplasma donde seran expulsadas por T2SS. Algunos
sustratos de T2SS identificados en A. baumannii son las lipasas: LipA, LipH y LipAN
y la metalopeptidasa CpaA (Harding et al., 2016).

El sistema de secrecion tipo VI (T6SS) en A. baumannii estd compuesto por un
clister de 18 genes conservados denominados genes tss (type six secretion) y
genes asociados al T6SS denominado tag, que son genes que atribuyen a la
regulacion estructural. La principal funcién del T6SS es la secrecion de toxinas
antibacterianas como: muramidasas o glucésidos hidrolasas, nucleasas y lipasas,
gue promueven la competencia bacteriana. Gracias a este mecanismo A. baumanii
es capaz de competir contra una amplia variedad de bacterias nosocomiales o

incluso contra cepas del mismo género (Repizo et al., 2015).

El sistema de secrecion V, fue el primer sistema de secrecién identificado en A.
baumannii, conocido como auto-transportador trimétrico (Ata), este sistema media
la formacion de biopeliculas y la adherencia a componentes de la matriz

extracelular. Ata, se une a varias proteinas de la matriz extracelular y es necesario


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5346588/#B344

para la virulencia completa, la formacién de biopeliculas y la adhesion por lo que se

propuso como un agente vacunal contra este patdégeno (Bentancor et al., 2012).

3.4.6 Proteinas de union a la penicilina y B lactamasas PER1

La PBP7/8 es un factor de virulencia determinante en A. baumannii, las cepas
mutantes muestran reduccién en la tasa de crecimiento en suero humano y
disminuyen la supervivencia en modelos de infeccion de tejido blando, un estudio
determind que PBP7/8 tiene un efecto en la estructura de peptidoglicano, se
demostré que la perdida de este PBP afectaba la susceptibilidad del huésped a los
factores de virulencia (Lee et al., 2017). La B-lactamasa PER1 BLEE es un factor
de virulencia en A. baumannii ya que se asocia a la produccion de adherencia
celular (Lee et al., 2017).

3.4.7 Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas lipoliticas requeridas en el metabolismo de
fosfolipidos, la degradacion de los fosfolipidos desestabiliza las membranas
celulares produciendo interferencia en los procesos de sefalizacion involucrados en
la respuesta inmune. Existen 3 clases descritas, la fosfolipasa A (PLA), que hidroliza
acidos grasos del esqueleto de glicerol, la fosfolipasa C (PLC), que separa el grupo
principal fosforilado del fosfolipido, y la fosfolipasa D (PLD) que se separa del grupo
principal. En A. baumannii se han identificado PLC y PLD como importantes factores
de virulencia, la inactivacion de estas conducen a la reduccion del efecto citotoxico
en células epiteliales y a la disminucion de la resistencia en suero (Fiester et
al., 2016).

3.4.8 Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades microbianas encerradas en una matriz

extracelular, estas juegan un papel importante en el proceso de infeccion,



especificamente en la interaccion de A. baumannii con su huésped, ademas la
formacién de biopeliculas esta implicada en la infecciébn asociada a dispositivos
médicos (Harding et al., 2018). La formacién de biopeliculas se produce dentro de
las infecciones de la piel y tejidos blandos (Thompson MG. et al 2014). En los
equipos de uso meédico también se produce una robusta formacion de biopeliculas
como en tubos endotraqueales, material médico de policarbonato y acero inoxidable
(Greene C. et al., 2016). Ademas, esta capacidad de producir biopeliculas genera
una mayor tolerancia al estrés extracelular, las adhesinas, los polisacaridos
capsulares y los apéndices capsulares contribuyen a la formacién y mantenimiento

de estas estructuras (Greene C. et al., 2016).
3.4.9 Adhesinas

La adhesion celular es el paso inicial en la patogénesis de Acinetobacter
baumannii. Sin embargo, hay relativamente poca informacién sobre los
mecanismos por los cuales A. baumannii se une e interactia con las células
huésped. A. baumannii se adhiere con mas avidez a la fibronectina gracias a la
presencia de proteinas de union la fibronectina (FBP). Estas proteinas se unen a
receptores de la célula hospedera con las proteinas de la matriz extracelular (ECM)
como integrinas y fibronectina. Se han identificado al menos tres FBP en A.
baumannii como; OmpA, tonB y Omp34kDa (Smani et al., 2012).

Ademas de estas proteinas, A. baumannii cuenta con adhesinas responsables de
la interaccion con las células epiteliales, una de las principales adhesinas descritas
es el auto trasportador trimétrico de Acinetobacter conocido como Ata, este
trasportador facilita la unién de la bacteria a los tejidos del huésped a través de la
interaccién con el colageno de tipo IV. Esta proteina se encuentra en la membrana
externa y esta constituida por una péptida sefial, un dominio pasajero expuesto a la

superficie n- terminal y un dominio c- terminal (Smani et al., 2012).



La proteina asociada a la formacion de biopeliculas BAPs, también es considerada
una de las adhesinas importantes en A. baumannii ya que participa en los procesos

de adhesién a células epiteliales.

A. baumannii no era considerada como una bacteria intracelular, sin embargo,
estudios recientes conformaron que es capaz de invadir las células epiteliales
mediante un mecanismo similar a una cremallera, que se asocia con mecanismos
de captacion dependientes de microfilamentos y micro tabulos (figura 4) (Choi et al.,
2008).

Figura 4: Internalizacion de A. baumannii en células epiteliales

Figura 4: Una vez que se establece la interaccion de la bacteria atreves de la
fibronectina (A y B) se produce un alargamiento de la membrana (C) que conduce
a la internalizacion del patdgeno (D), las bacterias internalizadas se localizan en las

vacuolas unidas a la membrana (E).

(Choi et al., 2008).



3.5 Respuesta inmune innata a la infeccion

A. baumannii es capaz de interactuar con células epiteliales de la mucosa, asi como
con ceélulas endoteliales, cuando la infeccidbn ocurre en el torrente sanguineo
(Weidensdorfer M et al., 2015). La capacidad de interactuar con estas células
depende de la presencia de adhesinas como Ata, Pili y Bap (Piepenbrink KH. et al.,
2016).

Los componentes del sistema inmune innato como los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) son capaces de reconocer patrones moleculares
asociados a patdgenos especificos (PAPMP) de A. baumannii. El receptor
extracelular PRR Toll like 4 (TLR4), que reconoce el lipido A de lipooligosacarido
(LOS), permite limitar la carga de A. baumannii en los modelos de infeccidon

neumdonica y sistémica.

Si bien A. baumannii es un patégeno que invade de forma extracelular, se ha
reportado que es capaz de establecerse en células epiteliales por un mecanismo de
absorcion similar al mecanismo de cremallera (Choi CH et al., 2008). Los PRR
intracelulares participan en la deteccién de A. baumannii cuando persiste dentro de
las vacuolas unidas a la membrana dentro del citoplasma celular, la sefializacion
del PRR endolisosomico TLR9, detecta ADN de origen bacteriano limitando la
infeccion y la diseminacion de A. baumannii asociadas a la neumonia (Noto MJ et
al., 2015). Los PRR citosdlicos como NOD1, NOD2 y RIP2 de igual forma limitan la
proliferacion intracelular de A. baumannii en células epiteliales (Noto MJ et al.,
2015), y desencadenan cascadas de sefalizacién rio abajo activadas por NF-kB, la
via de la proteina quinasa activada por mitégeno y la produccién de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-8 (March C et al., 2010).

Como primera linea de defensa por parte de las células epiteliales tras la deteccion
de A. baumannii, se secretan péptidos antimicrobianos como B3-defensina 2 humana
y B-defensina 3 humana que inhiben el crecimiento del patdgeno (Feng Z et al.,

2014). Al mismo tiempo la sefalizacion de citocinas y quimiocinas, permite el



reclutamiento de células fagociticas, como neutroéfilos, al sitio de infeccion, por ello
se produce un agotamiento de neutrofilos mediado por anticuerpos que genera un
aumento de patogénesis y provoca mortalidad severa (Breslow JM et al., 2011), esto
es mediado por la actividad del sistema NADPH oxidasa, que genera especies
reactivas de oxigeno para la eliminacion de bacterias fagocitadas. Los neutrofilos
son las células fagociticas mas importantes en la respuesta contra A. baumannii sin
embargo los macréfagos y las células dendriticas participan en la deteccion y
sefalizacion del patégeno, aunque también son capaces de inducir la eliminacion
de A. baumannii (Breslow JM et al., 2011).

Figura 5. Respuesta inmune innata a la infeccién por A. baumannii.
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Figura 5. Respuesta inmune innata a la infeccion por A. baumannii. (A) Adhesion a células
epiteliales por Ata, Bap y TFP. (B) Reconocimiento de adhesinas por TLR4. (C)
internalizacion de bacterias por el mecanismo Cremallera. (D) Reconocimiento intracelular
por TLR9. (E) Sefializacion activada por NF-kB y liberacion de IL6, IL8 y NFkB. (F)
Reconocimiento intracelular por Nodl, Nod2 y Rip2 citosolicos. (G) Reclutamiento de
Neutrofilos. (H) Liberacion de ROS. (Harding et al., 2018).



3.6 Evasion de la respuesta inmune

La evasion de la respuesta inmune, es considerada como un mecanismo necesario
para que A. baumanii pueda establecerse en las células dianas y conducir a los
procesos infecciosos. A. baumannii utiliza diferentes factores de virulencia para
evadir la respuesta inmune. Las presencias de polisacaridos capsulares de la
superficie bacteriana, juegan un papel clave para la evasion inmunitaria, sin
embargo, se encontrd que las proteinas secretadas y las vias metabdlicas, también

participan en la defensa contra el sistema inmunoldgico (Geisinger E. et al., 2019).

Uno de los mecanismos mas importantes es la heptaacilacion del lipido A del
lipooligosacarido (LOS) que fortalece la membrana externa protegiendo a A.
baumannii, contra péptidos antimicrobianos cationicos como la Colistina y la
lisozima. Otra estrategia bacteriana que la protege contra el sistema inmunoldgico
es la presencia de polisacaridos capsulares altamente hidréfilos cargados
negativamente, este mecanismo es utilizado para repeler la interaccion con
superficies cargadas negativamente, de esta forma evita la interaccion con
neutroéfilos y macréfagos. Ademas, esta capsula funciona como una barrera fisica
gue protege a la bacteria contra la muerte celular mediada por el sistema del
complemento, la degradacion de lisozimas y las especies reactivas de oxigeno
(ROS).

Ademas de los glicoconjugados de superficie, los factores de virulencia de A.
baumannii como las proteinas de la membrana externa (Omp) participan en la
evasion de la respuesta inmunoldgica. Estudios anteriores han descrito que la
proteina OmpA inducen la produccién de ROS, lo que lleva a una apoptosis de inicio
temprano y necrosis de inicio tardio en células dendriticas (DC), ademas OmpA
interactia con el factor H (FH), inhibiendo asi la destruccion mediada por el

complemento (Lee et al., 2010).



Otras proteinas que expresa A. baumannii que contribuyen a la resistencia al
sistema inmune es la serin proteasa del factor de destruccion de proteinas (PKF) y
CipA. Se reportd que CipA puede inhibir la via alternativa del sistema del
complemento, CipA es una proteina de unidon al plasmindgeno, recientemente
descrita. El plasmin6geno es escindido y convertido en una serin proteasa, que
degrada el fibrinégeno y el componente del sistema del complemento C3b. La serin
proteasa PKF esta involucrada en la degradacion de componentes del sistema del
complemento. Tanto CipA como PKF son proteinas secretan a través de un sistema
de secrecion de tipo Il (T2SS), este sistema permite la secrecion de proteinas

efectoras de A. baumannii (Morris F. et al., 2019)

Otro de los mecanismos de evasion es la presencia de fosfolipidos expuestos a la
superficie ya que funcionan como activadores potenciales de la via alternativa del
complemento. El sistema Mla evita la acumulacion de fosfolipidos en la membrana

externa.

La conversion en acetil-coenzima A (CoA) y succinil-CoA, actitan como un
mecanismo de evasion al eliminar de la célula el fenilacetato, un atrayente de
neutrdfilos (Teufel et al., 2010).

A. baumanii es capaz de adherirse a los neutrofilos y de esta forma diseminarse a
otros organos por la migracion inversa de los neutréfilos. Ademas, es capaz de
sobrevivir dentro de los macrofagos al inducir la activacion de la catalasa por la

produccion de ROS que le permite resistir el estrés oxidativo (Sato Y et al., 2019).



Figura 6: Mecanismos de evasién de larespuesta inmune por A. baumannii
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Figura 6: Mecanismos de evasion de la respuestainmune por A. baumannii. 1)
Heptaacilacion del lipido en LOS, protege contra Lisoenzimas y AMPs. 2) Los
polisacaridos capsulares que interfieren con la interaccion con neutréfilos,
macréfagos, y protege contra lisoenzimas, especies ROS y muerte por el
complemento. 3) OmpA interactia con el factor H (FH) inhibiendo la destruccion
mediada por el complemento. 4) CipA forma un complejo que degrada C3b; CIPA.
5) PKF inhibe la via alternativa del complemento. 6) T2SS secreta proteinas como
CipAy PKF. 7) El sistema Mia evita la acumulacion de fosfolipidos. 8) El Fenilacetato
se convierte en Acetil CoA y succinil-CoA. 9) El regulador positivo OxyR activa la
transcripcion de genes asociados a mejorar la actividad catalasa que protege contra
ROS. 10) Internalizacion de A. baumannii a través de los macréfagos y neutrofilos.



3.7 Confeccion COVID-19 y A. baumannii

El problema actual causado por el virus SARS-CoV-2 (Sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2) reportado por primera vez en diciembre del 2019, se ha
extendido hasta convertirse en una pandemia que sigue afectando a millones de
personas (Zu et al., 2020). Las manifestaciones clinicas van desde una infeccion
asintomatica hasta el desarrollo de una neumonia agraviada que requiere
hospitalizacion en la unidad de cuidados intensivos (UCI) con equipo de respiracion
asistida (Mohlenkamp et al., 2020).

El ingreso a los hospitales y el estado de inmunosupresion inducido por el virus y/o
farmacos aumenta la susceptibilidad a infecciones secundarias (Mehta P et al.,
2020). Las coinfecciones bacterianas asociadas a infecciones virales respiratorias
aumentan la gravedad y mortalidad de la enfermedad (Metzger DW et al., 2013), sin
embargo, es dificil confirmar si el aumento en la mortalidad podria deberse
especificamente a las asociaciones bacterianas, se estima que mas del 50% de las
muertes por COVID -19 experimentan infecciones bacterianas secundarias (Lai et
al., 2020).

Las IAAS adquiridas en el hospital, se propagan dentro de las 48-72 horas
posteriores al ingreso a través del contacto entre pacientes o por dispositivos e
instrumentos médicos (Agaba P et al., 2017). El equipo de respiracion asistida que
se requiere para tratar pacientes con Covid-19 representa una fuente de posible
contaminacion bacteriana que al entrar en contacto con los pacientes podria
conducir a infecciones secundarias. Algunas especies bacterianas relacionadas
incluyen: Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis, Moraxella
catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus y Acinetobacter baumannii (Smith AM et al., 2014). Este ultimo representa
uno de los patdégenos mas importantes de IAAS, agente causal de neumonia

conocida como neumonia asociada a ventilacion mecanica (NAV).



En los ultimos 2 afios se ha prestado particular interés por Acinetobacter baumannii
debido a la relacion con infecciones secundarias asociadas a pacientes con COVID-
19. La neumonia asociada a ventilacion causada por infecciones secundarias
bacterianas en pacientes con COVID-19 empeoran la condicion clinica del paciente.
Lescure y colaboradores identificaron A. baumannii como agente principal causante

de NAV en un paciente infectados son SarCov2 (Shiralizadeh S et al., 2018).

Los brotes causados por A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) en
hospitales de UCI que atienden pacientes con COVID-19 representa una amenaza
urgente. En la investigacion llevada a cabo en el hospital de Nueva Jersey en la UCI
dedicado a la atencion de pacientes COVID-19, se identificaron coinfecciones por
CRAB, este estudio observacional demostré que la incidencia de CRAB es mayor
en pacientes con COVID-19 que pacientes negativos con un 62% (Lescure F.et al.,
2020).

En la investigacion realizada por Sharifipour donde se evaluaron coinfecciones
bacterianas del tracto respiratorio en pacientes ingresados a la UCI por COVID-19,
los resultados arrojaron que el 90% de los pacientes mantenia una coinfeccion con
A. baumannii, donde se reportaron 17 cepas multirresistentes, al final del estudio
estos pacientes no sobrevivieron, este aumento en la mortalidad podria estar
asociado con la infeccion de A. baumanii, sin embargo, aun faltan mas estudios que

lo confirmen (Perez S et al., 2020).

3.8 Inmunoprotedémica en la deteccion de candidatos vacunales

La situacién actual de las infecciones por A. baumannii hacen necesaria la
busqueda de nuevos biomarcadores que pueden funcionar como indicadores del

estado patolégico.

Diversas caracteristicas como la regulacion de la maquinaria biologica, las
modificaciones postraduccionales o las interacciones proteicas, no se pueden

deducir directamente a partir de estudios gendmicos y transcriptomicos. El uso de



métodos protedmicos, como la inmunoproteOmica supone una nueva estrategia
para la deteccibn de biomarcadores de tercera generacion que aportan
conocimiento sobre procesos evolutivos en la infeccidn, asi como la identificacion
de la expresion diferencial de proteinas especificas implicadas en los procesos de
infeccion, resistencia antimicrobiana, factores de virulencia, y proteinas de interés
clinico, como antigenos candidatos para el disefio de vacunas o inmunoterapias

para infecciones oportunistas (Fajardo Bonin et al., 2014).

El estudio realizado por Fajardo Bonin en 2014, se basdé en un enfoque
inmunoprotedmico, permitiendo la deteccion de proteinas inmunogénicas utilizando
suero de pacientes infectados por A. baumannii. Estas proteinas tienen uso
potencial de candidatos vacunales; se detectaron diferentes proteinas de la
membrana externa como; OmpA, Omp34kDa, OprC, OprB-like, OXA-23 (Fajardo
Bonin et al., 2014).

3.8.1 Biomarcadores en Acinetobacter baumannii.

Los biomarcadores de primera generacion son las sustancias detectadas en el
torrente sanguineo u otros fluidos de pacientes infectados, cuya deteccion se realiza
a partir de métodos bioquimicos o inmunoldgicos como; ELISA, cromatografia,
ensayos turbidimétricos, ensayos enzimaticos — colorimétricos y cromatografia gas
— liquido (Bitrian et al., 2012).

El estudio de biomarcadores de virulencia del género Acinetobacter, en el cual se
analizaron nueve cepas de Acinetobacter de pacientes y entornos hospitalarios,
mostraron propiedades en comuin como crecimiento en condiciones limitadas de
hierro, formacion de biopeliculas, ausencia de secrecion activa de proteasa,
produccion significativamente mayor de catecol en aislados de pacientes, aunque
otros marcadores como la secrecion de lipasa, la motilidad celular, la resistencia a
los antibiéticos y la produccién de hemolisina, mostraron gran variabilidad (Bitrian
et al., 2012).



Debido a que estos marcadores de primera generacibn no muestran alta
sensibilidad ni especificidad, se ha optado por el uso de otras estrategias

metodoldgicas para la deteccion de nuevos biomarcadores.

La disposicion de la secuencia genomica de A. baumannii ha impulsado el desarrollo
de técnicas moleculares que permiten la deteccion de biomarcadores de segunda
generacion, el empleo de técnicas gendémicas y transcriptmicas es una apuesta

biémica para el descubrimiento de nuevos biomarcadores mas especificos.

El trabajo publicado por Hassan en el 2016, basado en el enfoque combinado de
pangendmica y ensayos in silico, permitié la deteccion de diferentes marcadores
biolégicos con uso potencial para tratamiento. Estos analisis determinaron
diferentes proteinas de la membrana celular que al mismo tiempo son importantes
factores de virulencia y que forman parte de las proteinas esenciales como; AdekK,
PonA, OmpA, FhuE, T6SS, MotB, TonB (Hassan et al., 2016).

3.9 Candidatos Vacunales

La problematica actual de la resistencia a agentes antimicrobianos por parte de A.
baumannii, ha generado la necesidad del desarrollo de candidatos a vacunas (VaC)
como estrategia para la prevenciéon de infecciones. Las células enteras inactivadas
y las cepas atenuadas pueden generar la produccion de anticuerpos contra
multiples proteinas de superficie, que pueden ser usados como VaC, capaces de

combatir la amenaza creciente de resistencia ante agentes antimicrobianos.

Actualmente no existe una vacuna autorizada contra las infecciones por A.
baumannii, algunas proteinas se han propuesto como VaC, como los complejos de
membrana externa MAC, vesiculas de membrana externa OMV, la porina OmpA, el
autotransportador Ata, la proteina asociadas a biopeliculas Bap, polisacéaridos
capsulares K1 y poli-NSe y -acetil-B- (1-6) —glucosamina PNAG. Estas proteinas
son capaces de inducir la produccién de anticuerpos y activar la respuesta inmune

contra la infeccion (Chiang et al., 2015).



Otro estudio de construcciones de redes de todo el interactoma de proteinas
gendmicas permitio la identificacion tedrica de VaC moleculares y objetos
farmacolégicos en A. baumannii MDR, en este estudio se identific6 como VaC a
BamA, Ndk nucleésido difosfato quinasa, Mdh malato deshidrogenasa y otras

proteinas anteriormente descritas (Mujawar et al., 2019).

Un andlisis de vacunacion inversa (RV) del genoma de A. baumannii permitio la
identificacion de nuevas proteinas no descritas anteriormente como posibles VaC,
algunas de ellas mostraron alta respuesta inmunogénica como OmpK, FKBP-tipo
22KD peptidil-prolil cis-trans isomerasa (FKIB) y Omppl. Posteriormente estas
proteinas fueron probadas experimentalmente y demostraron ser altamente
inmunogénicas y se observo que conferian proteccion parcial (60%) en un modelo

animal de neumonia en ratones (Chiang et al., 2015)

Un estudio de prediccién in silico y de RV en A. baumannii permiti6 la identificacién
de posibles VaC. La proteina de ensamblaje del barril 3 de la membrana externa,
BamA, se predijo como un posible VacC in silico. Aungue BamA no se caracteriza en
A. baumannii, esta altamente conservado entre las BGN debido a su papel crucial

en el ensamblaje de proteinas de la membrana externa (Singh et al., 2017).

Las aplicaciones clinicas de los diferentes VaC son limitadas debido a que estos
antigenos no se dirigen especificamente a la resistencia a los antibidticos, la
produccion de enzimas B-lactamasas es el mecanismo de resistencia mas comun
en A. baumannii, un estudio en Pseudomonas aeruginosa resistente, informo que
la inmunizacion con proteinas B-lactamasas podria inducir respuesta de antigenos
neutralizantes y una reduccion en la carga bacteriana y en los niveles de
patogenicidad (Ciofu et al., 2003) sin embargo, esta investigacion aun es limitante,
por lo que es preciso la identificacion de mas antigenos de vacunas que estimulen
mejor la respuesta inmune contra las infecciones asi como las resistencias a

farmacos.



La emergencia de cepas extremadamente resistentes (XDR) de A. baumannii que
pueden generarse a partir de la seleccion inmune, conduce a la variabilidad de la
secuencia antigénica y por lo tanto a la reduccion de la regulacion de antigenos
objetivos, produciendo una proteccion cruzada deficiente, por lo que la identificacion
de agentes vacunales en cepas emergentes durante las infecciones sigue siendo

un problema complejo.

Esta emergente aparicion de cepas XDR enfatiza la urgencia de desarrollar nuevos
enfoques de tratamiento. El desarrollo de vacunas supone una estrategia segura
para la prevencion y control de los brotes hospitalarios, el uso de proteinas
inmunogénicas, representa un enfoque menos toxico para la salud. La
inmunoprotedmica es una nueva estrategia para la deteccidbn proteinas
inmunogénicas que aportan resultados sobre los procesos evolutivos en la infeccién
como; resistencia antimicrobiana y factores de virulencia, que suponen proteinas de

interés clinico como candidatos vacunales.



Tabla 4: Candidatos vaclnales contra A. baumannii

VaCs Antigeno  Cepa Adyuvante Cepaderaton Via Dosis Supervivencia %  Referencia
rHis- Ab1 Coadyuvante de BALB/c L
BIp1 (50 Freund M 108 UFC 60% (Skerniskyté et
=5 al., 2019)
rHis-Bap Aislado Coadyuvante de BALB /¢ .
clinico Freund IM 10 8 UFC 80% (Fattahian et al.,
2014)
OmpA HUMC1 Alumbre Retired breeder .
or juvenile RS
SC 2 x 10" CFU breeder—50% (Luo et al.,, 2012)
ENEEE Juvenile—a45%
Subunidad 19606 Coadyuvante BALB/c
purificada o incompleto de
;:comblnan rHis-FilF Freund sc 10 ¢ UFC 50% (Singh R et al., 2016)
Alumbre BALB/c )
BamA SC 10 9 UFC 70% (Singh R et al., 2017)
19606
19606 Coadyuvante BALB/c
rHis-CsuA completo de Freund Csu-Fim: 60% .
/By rHis- P sc 2x10°UFC  Fim:50% Si;mzz;z”;"zadeh F
FimA Csu: 33,3% ”
Ae 19606 Alumbre C57BL/6
IalEn s . 85.71% (BolourchiN et al,
con Omp IP 10 " UFC
2019)
A
ADN genes LAC 4 CcrG CS7BL/6 IM (Ansari et al.,
3 x10 7UFC 50%
OmpA 2019)
Bacterias Adyuvante de Sprague-
enteras Freund Dawley rats ggliM ———
. y y ral— 0 .
(éA(ng) P, 108 CFU SC, IM. IP. SCA, ;%ﬂ%‘;"e'ta Sl i
SCA, IMA—100%
IMA
Aislado C57BL /6
";‘éuman clinico psc 10 4_ IP: 100% (Ainsworth et al.,
’ 10 7 UFC SC: 90% 2017)

nii A trxA




4. Hipotesis

Acinetobacter baumannii expresa proteinas inmunogénicas detectadas a partir de
un enfoque inmunoproteémico con el uso de sueros de voluntarios expuestos al

patdégeno.



5. Objetivos

5.1General
Deteccion de proteinas inmunogénicas expresadas en Acinetobacter
baumannii a partir de sueros de voluntarios expuestos a la infeccion por A.

baumannii.

5.2Particulares

e Obtencion del inmunoprotedma de Acinetobacter baumannii.
e Deteccion de proteinas inmunogénicas en Acinetobacter baumannii
e Caracterizar in silico proteinas inmunogénicas expresadas en

Acinetobacter baumannii.



6 Metodologia

6.1Disefio experimental

Para la obtencion del proteoma, trabajamos con cepas diferentes de A. baumannii
multirresistentes, provenientes de diferentes aislados clinicos, las proteinas fueron
separadas por electroforesis bidimensional (2-DE), posterior a la separacion las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Para la obtencién
del inmunoprotedma se usaron sueros de voluntarios expuestos a la infeccién. Las
proteinas se detectaron por un analisis comparativo de acuerdo al punto isoeléctrico

y talla molecular por un analisis comparativo bibliografico.

6.1.2 Muestras
Suero

Las muestras utilizadas en este analisis fueron donadas por pacientes ingresados
a la UCI del hospital Ramon de la Fuente Mufiiz con sintomas agraviados por Covid-
19, los voluntarios seleccionados para este estudio cumplieron con los siguientes

criterios de inclusion:

e Firma del consentimiento informado.

e Ingreso ala UCI.

e Presentan sindrome respiratorio agudo.

e Los voluntarios seleccionados para este estudio se mantuvieron en equipo

de respiracion asistida.

Debido a la elevada asociacién de la bacteria por contaminacién del equipo de
respiracion asistida descrito en el apartado 3.7 de los antecedentes, sospechamos
la presencia de una coinfeccién por A. baumannii. Lo cual fue comprobado a partir
de la deteccion de anticuerpos por analisis de western blot. Las muestras

recolectadas se registraron correctamente con un cédigo de identificacion.



Los pacientes reclutados realizaron la lectura y firma del consentimiento informado
que se encuentra en el anexo uno de este documento. El proyecto actual fue

aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Quimica.
Cepas.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron donadas por el laboratorio de
enfermedades infecciosas de la facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de Querétaro, dirigido por la Dra. Carlota Garcia Gutiérrez. Se trabajé con 5 cepas
provienen de aislados clinicos de diferentes pacientes, por ultimo trabajamos con
una cepa de referencia ATCC que no muestra resistencia farmacoldgica, en la tabla
5 se muestran las caracteristicas de las cepas que utilizamos y el perfil de

resistencia que mostraron las colonias.

6.2 Extraccién y purificacion de proteinas

Realizamos un raspado en placa de los cultivos de A. baumanii, para evitar la
degradacion proteolitica de las proteinas se afiadié 500 pl de inhibidor de proteasa
(2 mmol /L), las muestras se almacenaron a -20°C.

Para la extraccion y purificacion de proteinas usamos el kit ReadyPrep™ 2-D
Cleanup, transferimos 100 ug de proteina muestra en un volumen final de 100 pl,
agregamos 400 ul del agente precipitante 1 mas 400 ul de agente precipitante 2
bajo condiciones de temperatura de -20°C y se centrifugaron a 13,000 rmp por 5
minutos para la formacion de un granulado, se desechd el sobrenadante y se
agregaron 40 pl de reactivo de lavado 1 y se centrifugo nuevamente, se retird y
deseche el agente de lavado, se agrego 1 ml de reactivo de lavado 2 (pre enfriado
a-20 ° C durante 1 hora) y 5 ul del aditivo de lavado 2 y se incubaron a -20 ° C por
30 minutos, después se centrifugaron y se desecho el sobrenadante. El granulo se
dej6 secar al aire a temperatura ambiente por 5 minutos y se resuspendio la muestra
con 200 pl de buffer 2-D rehidratacion (0.02g CHAPS + 0.21g UREA+ 0.0154g DTT)

y se almaceno a -20°C.



6.3 Cuantificaciéon Bradford

La cantidad de proteinas en la muestra fue analizada por el método colorimétrico de
Bradford, para la determinacion de la concentracion de proteinas totales los
resultados de absorbancia se colocaron en una curva de calibracion usando
proteina estandar albumina de suero bovino (BSA). Para la curva estandar
utilizamos siete diluciones en PBS de la proteina estandar BSA con un rango de
0.125 a 2 mg/ml (BioRad), donde se adicionaron 5 ul de cada dilucion de BSA, por
triplicado y 245 pl de reactivo Bradford en pozos de una placa de ELISA. Se
colocaron en los pozos 5 pl de la muestra de proteinas mas 245 ul de reactivo
Bradford, se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente y se cuantific6 por
medio del lector de ELISA a 595nm.

6.4 Integridad de proteinas por Electroforesis 1 D SDS-PAGE

La determinacion de la integridad de la muestra de proteinas se analizd por
electroforesis en gel SDS PAGE, se realizé la preparacion del gel separador al 12%
(Agua destilada 1,6 mL, Acrilamida 30% 2.0 mL, Tris 1,5 M pH 8,8 1.3 mL, SDS 10%
0.05 mL, persulfato de amonio 10% 0.05 mL y TEMED 0.005 pL) y el gel
concentrador al 4% (Agua destilada .68 mL, Acrilamida 30% 0.17 mL, Tris 1,5 M pH
6,8 0.13 mL, SDS 10% 0.01 mL, persulfato de amoniaco 10% .01mL y TEMED
.005pL). Las muestras se prepararon adicionando 10 pL de muestra mas 3 pL de
buffer de carga y se cargaron en pocillos consecutivos junto al marcador de peso
molecular (PM) en el primer carril. La electroforesis se realizé por 1 hora a 100 V.
Los geles se tifieron durante 1 hora con azul de Coomassie G250 y se destifieron
con solucién de destefiido (450 ml de metanol, 100 ml de Acido acético y 450 ml
dH20) al 7.5 % por 20 minutos. El gel se analizd utilizando un Sistema de

Fotodocumentacion UV (BioRad).



6.5 Electroforesis 2D

La electroforesis bidimensional se realiz6 usando el kit ReadyPrep™ 2-D Starter
(BioRad).

Rehidratacion de tiras IPG

Para la rehidratacion usamos tiras IPG (gradiente de pH inmovilizado) de 7 cm, con
un rango de pH de 3 a 10 y de un rango de pH menor de 4 a 7 para obtener una
mayor resolucion, las muestras se rehidrataron en 200 pl de buffer de rehidratacion.
Para la preparacion de este buffer se utiliza: 0.02g CHAPS + 0.21g UREA+ 0.01549
DTT, en 500ml de inhibidor de proteasa, se adiciona azul de bromo fenol a la pastilla
de 120X10 con 3 pul de anfolinas, y se tomaron 120 pl de proteinas muestra para

hidratar la tira por 16 horas.

Isoelectroenfoque (IEF).

Para el enfoque isoeléctrico (IEF), se utilizé el equipo de Isoelectroenfoque: Protean
IEF (BioRad) con tiras IPG de 7 cm, pH 4-7. El enfoque isoeléctrico se realizd
aumentando gradualmente el voltaje (250 V por 0.5 h, 400 V por 1 h y 4000 V hasta
alcanzar un total de 10000 kV/h), bajo las condiciones de 20 ° C y 50 pA. Posterior
a la separacion de IEF, las tiras se equilibraron durante 15 minutos en tampén de
equilibrio (Tris-CI 50 mM, pH 8,8, urea 6 M, glicerol al 30% (v/v), SDS al 2% (p / v)
y 0,002% azul de bromofenol). Se afiadio DTT al 1% (DTT 15mg/ml 0.075g- 5ml)
a la primera etapa de equilibrado, y 2,5% de IAA (IAA 37 mg/ml 0.187g-5ml) a la

segunda.

2D SDS-PAGE

Después de la separacion de proteinas por IEF, las tiras IPG se colocaron sobre un
gel de poliacrilamida con resolucion del 12% y se corrieron a 100 V durante 90
minutos. Para el analisis de proteinas se realizd el procedimiento indicado en el

punto 6.4.



6.6 Preparacién de alicuotas

Se trabajé con 199 muestras de suero, etiquetadas con un cédigo de numeracion
del 100 al 299. Se prepararon alicuotas de cada muestra de 100 ul cada una,
respetando los numero de etiquetas, se tomaron 3 alicuotas de cada muestra para
los analisis inmunoproteomicos y la deteccion de anticuerpos. El resto de las

muestras fueron almacenadas a -20°C.

Para los analisis inmunoprotedmicos se trabajo con pool o mezclas de 50 sueros,
se tomo una alicuota de cada muestra y se mezcldé con 50 muestras de suero,

obteniendo 4 pools. Cada pool fue probado con las membranas.
6.7 Deteccion de anticuerpos contra A. baumannii

Para la deteccidn de anticuerpos en los sueros, trabajamos con las proteinas de A.
baumanii cepa 1, 60 y ATCC previamente extraidas, las proteinas se separaron en
un gel preparativo por electroforesis SDS-PAGE al 12%, obteniendo proteinas
resueltas en una dimensioén de forma lineal alrededor de todo el gel, posteriormente
se realiz6 la trasferencia a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 mm (Bio-Rad)
durante 20 minutos a 100 V en cadmara semi- himeda (BioRad). Las membranas se
cortaron en tiras de 5 mm, cada tira se incubo con los sueros individuales con el
codigo correspondiente de 250-299 del pool 4, se incubaron toda la noche a 4°C en
agitacion lenta, posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS-
Tween al 1% y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-
Human Anti-IlgG-HRP preparado en una dilusion de 1:3000, por ultimo se realizaron
10 lavados de 5 minutos con PBS-Tween al 1% a temperatura ambiente y se revelo

por quimioluminiscencia.
6.8 Inmunotrasnferencia.

Las proteinas separadas fueron transferidas de los geles bidimensionales a una
membrana de nitrocelulosa de 0,45 mm (Bio-Rad) durante 20 minutos a 100 V en
camara semi- humeda (BioRad). Las membranas se bloquearon con leche
descremada al 5% y albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS (Tris-HCI 25



mM, pH 8.0; NaCl 0,15 mM) a temperatura ambiente durante 30 minutos y después
a -4C por toda la noche. Posteriormente las membranas se lavaron tres veces
durante 5 min con PBS-Tween al 1%. Las membranas se incubaron durante 24
horas con el mix de sueros a -4°C, posteriormente realizamos 5 lavados de 15
minutos con PBS-Tween al 1% y se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-
Human Anti-IgG-HRP preparado en una dilucion de 1:3000, por ultimo se realizaron
10 lavados de 5 minutos con PBS-Tween al 1% a temperatura ambiente y se reveld

por quimioluminiscencia.

6.9 Caracterizacion de proteinas

A partir de los spots detectados en los analisis inmunoprotedmicos, realizamos una
identificacion tedrica basada en una busqueda bibliografica de las proteinas
identificadas como candidatos a vacuna contra A. baumannii de los ultimos afios.
La deteccion de proteinas se realizO de acuerdo a la coincidencia con las
propiedades fisicoquimicas. Recuperamos la secuencia de aminoacidos de cada
proteina detectada, usando el banco de datos del GenBank. A partir de estos
resultados realizamos el alineamiento de secuencias y estimamos el punto
isoeléctrico (pl) y peso molecular (PM) de cada proteina por el programa ExPASY.
La determinacién de sus caracteristicas como presencia de dominios, localizacion
celular, estructura tridimensional y funciones biolégicas se determinaron por

diferentes programas incluidos: MASCOT, UniProt, Protscale Expasy, ScanProsite.

Los analisis de prediccion de epitopos de células B se basaron en el software
ABCpred el cual se centra en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas. Todas
las predicciones reportadas en este ensayo mostraron una puntuacion de prediccion

mayor o igual a 0.6, con la finalidad de obtener datos significativos.

La estructura 3D de las proteinas y la predicciébn de epitopos basado en esta
estructura se realizd mediante el uso de un banco de datos de proteinas (PDB) y
DiscoTop.



7. Resultados
7.1 Caracteristicas de las cepas de Acinetobacter baumannii

Las cepas utilizadas en este estudio provienen de aislados clinicos de diferentes
pacientes, en la tabla 5 se muestras las caracteristicas de las cepas que utilizamos
y el perfil de resistencia que mostraron las colonias, segun los analisis llevados a
cabo en el laboratorio de enfermedades infecciosas de la facultad de Medicina de
la Universidad Auténoma de Querétaro, dirigido por la Dra. Carlota Garcia Gutiérrez.
Las colonias muestran resistencia antibiéticos de amplio espectro y de espectro
reducido. La cepa 1y 2 muestras resistencia al Doripenem que es un antibiotico de
tipo carbapenémicos, ademas se muestra resistencia a la Colistina, considerado
uno de los antibidticos usados como Ultima instancia para tratar infecciones poli-

resistentes contra A. baumanii.



Tabla 5: Caracteristicas de las cepas de A. baumannii

Cepa Aislado clinico

Acinetobacter Secrecién bronquial

baumannii 1 . :
Terapia Intensiva

Neonatal

Acinetobacter Sangre periférica

baumannii 2 . ,
Terapia Intensiva

Neonatal

Acinetobacter Secrecién de herida

baumannii 56 L
Medicina interna

Acinetobacter Punta de catéter

baumannii 60

Perfil de resistencia

Amikacina, Cefepima, Ceftazidima,
Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Imipenem, Meropenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Netilmicina, TobramicinaTicarcilina-

Acido  Clavulanico,  Doripenem,
Cefotaxima, Colistina.

Ampicilina-Sulbactam, Amikacina,
Cefepima, Ceftazidima,

Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Imipenem, Meropenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Netilmicina, Tobramicina, Ticarcilina-
Acido Clavulanico, Doripenem,

Cefotaxima, Colistina

Amikacina, Cefepima, Ceftazidima,
Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Gentamicina, Imipenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Piperacilina-Tazobactam.

Amikacina, Ceftazidima,

Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Gentamicina, Imipenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Piperacilina-Tazobactam.



Acinetobacter

baumannii 61

Acinetobacter
baumannii
ATCC

Secrecion bronquial

Terapia Intensiva de
Adultos

Cepa de referencia

Amikacina, Ampicilina-Sulbactam,
Cefepima, Ceftazidima,
Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Gentamicina, Imipenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Piperacilina-Tazobactam.

No es resistente



7.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Posterior a la extraccion de proteinas de las 6 cepas de A. baumannii se realizé la
cuantificacion por el método colorimétrico de Bradford. Para determinar la
concentracion de proteinas en las muestras extraidas previamente, se realizdé una
curva de calibracion usando BSA con los estandares de 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0,
1.5, 2.0 mg/mL; medidos por triplicado, la curva estandar arrojo un valor r>=0.99
(figura 7).

Figura 7: Curva estandar para la cuantificacion de proteinas de Ably 2

Curva Estandar BSA

1.6
=0.3616x +0.78
1.4 y=2. 200X /8379
R==0.
2 1.2
i1
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0 T T T T
0 0.5 1 1.5 2
Concentracion mg/ml

En la tabla 6 se muestran los resultados de absorbancia para la determinacién de
la concentracion de proteinas de las muestras de Acinetobacter baumannii 1, 2, 60,
56 y 61 respectivamente, segun la ecuaciéon x= (y-b) /m. La concentracion de las
muestras fue de 0.8145, 1.3129, 0.7790, 0.3661, y 0.5193 mg/mL respectivamente,
posteriormente se calculo la concentracion que habia por muestra en 100 ug, ya
que el protocolo establece que requerimos muestras con una concentracion de 100

pug en 125 pl.



Tabla 6: Concentracién de las muestras de proteinas

Muestra Absorbancia Concentracion pl por Tira IPG (100uQ)
595 nm mg/mL
A. baumannii 1 [1.0255 0.81451613 123 pl
A. baumannii 2 (1.18 1.31290323 76
A. baumannii 60 [1.0145 0.77903226 125 pl
A. baumannii 56 |0.8865 0.36612903 270pl
A. baumannii 61 [0.934 0.51935484 190ul

Estos resultados sugieren que las muestras de A. baumannii 1, 2 y 60 muestran una

concentracion suficiente para la separacion por electroforesis bidimensional (2D).




7.3 Integridad de proteinas

Una vez realizada la cuantificacion de proteinas, se realiz6 el andlisis de integridad
mediante electroforesis unidimensional SDS- PAGE, de las muestras de proteinas
de las cepas de A. baumannii 1, 2 56, 60 y 61 respectivamente (Figura 8). Los
resultados mostraron la presencia de bandas integras correspondientes a proteinas
de alto y bajo peso molecular, en todas las muestras analizadas. Estos resultados
sugieren que las muestras de extracto total de proteinas estan integras y pueden

ser utilizadas en la separacion por electroforesis 2D.

Figura 8: Andlisis de integridad de las muestras Ab 56, 61, 60, 1y 2.
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Figura 8: Analisis de integridad de las muestras de proteinas de Acinetobacter
baumannii por electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE-SDS tefiido con azul de
coomassie. En el primer carril el marcado de peso molecular, en los carriles
consecutivos observamos las muestras de Ab. Carriles: Carrill: Marcador, carril 2:
cepa Ab 1, carril 3: cepa Abl, carril 4: cepa Ab 2, carril 5: cepa 2, carril 6: cepa 56,
carril 7: 60, carril 8: cepa60.

Figura 9: Analisis de integridad y cuantificacion de la cepa ATCC
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Figura 9: A) Curva estandar para la cuantificacion de la cepa de A. baumannii ATCC.
R?= 96%. B) Concentracion calculada de la cepa ATCC. C) Andlisis de integridad
de la muestra de proteinas de A. baumannii ATCC por electroforesis en gel PAGE-

SDS. En el primer carril el marcado de peso molecular, carril 2: Cepa ATCC.



7.4 Proteoma de Acinetobacter baumannii por electroforesis 2D

Para la obtencion del proteoma de Acinetobacter baumannii cepa 2 realizamos la
separacion de proteinas por electroforesis bidimensional, usamos tiras IPG de 7 cm
con un rango de gradiente de pH inmovilizado de 3-10 que permiti6 que las
proteinas sean separadas de acuerdo a su punto isoeléctrico en una primera
dimensién, para la separacion en segunda dimension las proteinas enfocadas
fueron separadas de acuerdo al peso molecular en un gel de poliacrilamida al 12%.
Los andlisis se realizaron por duplicado, uno de los geles fue tefiido con azul de
Coomassie G-250 (Figura 10) y el otro gel fue trasferido a una membrana de

nitrocelulosa para el ensayo inmunoprotedmico.

En la figura 10 se presenta la imagen del gel 2D representativo de la muestra A.
baumannii 2 ya que los andlisis de integridad y concentracion nos mostraron que es
una muestra oOptima. En los resultados del gel 2D observamos spots que
corresponden a las proteinas separadas entre 250 a 10 kDa con un punto

isoeléctrico de un rango variable de pH entre 4 a 7.
Figura 10: Gel 2D de A. baumannii

kDa 3 4 5 6 7 8 9 10

150
100
75 =

50

37

1]
‘I
' L‘
25 1 l‘
FRL
20 ;

15 i Ji



Figura 10. Andlisis protedmico de Acinetobacter baumannii. Gel bidimensional del
analisis protedmico de la muestra Ab 2. En el primer carril se coloc6 el marcador de
peso molecular. Las proteinas se separaron horizontalmente de acuerdo a su punto
isoeléctrico y de forma vertical de acurdo a su peso molecular. Flechas rojas indican

los spots.

Con base a los resultados obtenidos del gel previo, se tomo la decision de mejorar
la resolucion de proteinas, se trabaj6 con tiras IPG de con un rango de pH menor
de 4-7 (Figura 9 a 'y b). En los geles bidimensionales se analiz6 el extracto total de
proteinas de las cepas que mostraron un perfil de bandeo y resistencia diferencial,
por lo cual seleccionamos las cepas de A. baumannii 1 y A. baumannii 60. con la

finalidad de obtener el perfil proteémico de cada cepa.

La figura 11 muestra los geles bidimensionales en donde se observa la presencia
de manchas que corresponden a las proteinas separadas entre 270 a 10 kDa con

un punto isoeléctrico de un rango variable de pH entre 4 a 7.



Figura 11: Analisis protedmico de Acinetobacter baumannii
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Figura 11: Mapa proteémico del extracto total de proteinas de A. baumanii
muestra. a) Andlisis bidimensional de la cepa Ab 1. b) Analisis bidimensional de la
cepa Ab 60. Las proteinas se tifieron con azul de Coomassie G-250. Las puntas de
flecha indican los spots obtenidas en el analisis proteémico. En el lado izquierdo se
observa el marcador de peso molecular. Las proteinas se separaron
horizontalmente de acuerdo a su punto isoeléctrico y de forma vertical de acuerdo

a su peso molecular.



7.5 Inmunodeteccion de proteinas de Acinetobacter baumannii en sueros

expuestos.

Para la obtencion del inmunoproteéma, se analizaron 199 sueros de personas con
antecedentes de estancias hospitalarias, debido a que podrian haber estado
expuestos a una coinfeccidon con A. baumanii. Los 199 sueros se trabajaron en pools

o mezcla de 50 sueros, obteniendo en total 4 pools.

Para determinar la presencia de anticuerpos en las muestras de suero, se realizo la
separacion de proteinas, previamente extraidas de la cepa 1 en un gel preparativo
SDS-PAGE al 12%, las proteinas en el gel fueron trasferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 45 mm, las membranas se cortaron en tiras de 5 mm para después
incubar cada tira con los 4 pools posteriormente se incubo con Anti-Human Anti-
IlgG-HRP (Peroxidasa de rabano picante) y se revel6 por quimioluminiscencia. En
los resultados se observa la presencia de bandas en las cuatro tiras, que
corresponden a las proteinas inmunoreactivas unidas a los anticuerpos (Figura 12),
estos resultados sugieren que en los 4 pools estan presentes muestras con
anticuerpos contra A. baumannii por lo tanto podran ser utilizados para el analisis
inmunoprotedmico en los geles bidimensionales, sin embargo, el pool 4 mostré una

mayor respuesta.



Figura 12: Deteccidn de anticuerpos contra A. baumannii por Western blot.

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4
T e o
-

anti 1gG-HRP . A —<0 o 0 — <
- “ ) ' "1<b-<:

Figura 12: Las proteinas trasferidas a la membrana se incubaron con los pools de
sueros, carril 1: membrana incubada con el pool 1, carril 2: membrana incubada con
el pool 2, carril 3: membrana incubada con el pool 3 y carril 4: membrana incubada

con el pool 4.

Para los analisis posteriores seleccionamos el pool 4 ya los resultados anteriores
mostraron mayor respuesta. Los cincuenta sueros del pool 4 fueron analizados por
inmunotrasnferencia con proteinas que se resolvieron en geles 1-D para determinar
la frecuencia de aparicion de las principales proteinas inmunogénicas en un suero
individual y con la finalidad de determinar la presencia de anticuerpos en cada
muestra. Las proteinas se obtuvieron, previamente, de las cepas 1, 60 y ATCC
(seleccionados de acuerdo a las diferencias en el perfil de resistencia), las cuales
se separaron en geles preparativos SDS-PAGE al 12%, por separado. Las proteinas
en el gel fueron trasferidas a una membrana de nitrocelulosa y se cortaron en tiras
de 5 mm para después incubar cada tira por separado con cada uno de los 50
sueros, de igual forma se incubo con Anti-Human Anti-lgG-HRP y se reveld por
guimioluminiscencia, una parte del gel fue cortada y se tifio con azul de Coomassie
G250 (Figura 13).



Figura 13: Deteccioén de anticuerpos contra la cepa A. baumannii 60 por
Western blot
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B) Cepa: A. baumannii 1
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c) Cepa:A. baumannii ATCC
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Figura 13. Deteccién de anticuerpos contra la cepa A. baumannii por Western

blot. Las proteinas fueron trasferidas a la membrana cortada en tiras de 5mm, cada
tira se incubo con la muestra de suero correspondiente con etiqueta de 250-299, C-
: Control negativo, incubado con PBS. Resultado +; corresponde a tiras donde se

observa la presencia de bandas. Resultado -; no se observa la presencia de bandas.



A) Deteccion de anticuerpos contra la cepa A. baumannii 1. Figura B) Deteccion de
anticuerpos contra la cepa A. baumannii  60. C) Deteccion de anticuerpos contra la

cepa A. baumannii ATCC.

Nuestros resultados mostraron que del total de sueros analizados el 84% mostro
anticuerpos contra la cepa A. baumannii 1 (Figura 14 A) con resistencia a;
Amikacina, Cefepima, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Levofloxacino, Imipenem,
Meropenem, Meropenem, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Netilmicina, Tobramicina,
Ticarcilina-Acido Clavulanico, Cefotaxima, Doripenem que es un antibiético de tipo
carbapenémicos y la Colistina que es un antibiético utilizado de Gltima instancia para
tratar infecciones panresistentes (PDR) contra A. baumannii. El 82% de los sueros
contiene anticuerpos contra la cepa A. baumannii 60 (Figura 14 B) esta cepa
muestra resistencia antibidticos de amplio espectro como de espectro reducido que
incluyen; Ceftazidima, Ciprofloxacino, Levofloxacino, Gentamicina, Imipenem,
Meropenem, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Piperacilina-Tazobactam. Y por altimo el
76% de los sueros mostros anticuerpos contra la cepa de referencia ATCC sin

resistencia.

Por otra parte, el 66% (33/50) de los sueros mostro los mismos resultados en las 3
cepas analizadas, de estos, el 87.8% (29/33) reportaron resultados positivos y el
12.1% (4/33) resultados negativos en todas las cepas. El otro 34% (17/50) de sueros
mostro variabilidad en los resultados, es decir, en algunas cepas observamos
claramente la presencia de bandas mientras que los analisis en otras cepas no
mostraron la presencia de bandas o bien las bandas no se observaron con tanta

claridad.



Figura 14: Frecuencia de proteinas inmunogénicas.
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Figura 14. Grafica del andlisis de frecuencia de la presencia de proteinas
inmunogeénicas en las cepas 1, 60 y ATCC. A) Cepa 1, porcentaje de la presencia
de anticuerpos 84%. B) Cepa 60, porcentaje de la presencia de anticuerpos 82% C)

Cepa ATCC, porcentaje de la presencia de anticuerpos 76%.

7.6 Inmunoproteéma de Acinetobacter baumannii.

Para la deteccion de proteinas inmunogénicas, en geles bidimensionales, se realizo
un andlisis inmunoprotedmico mediante western blot. Las membranas obtenidas a
partir de los geles bidimensionales se incubaron con los 4 pool de sueros,
mezclados en un solo pool, ya que segun los resultados mostrados de la figura 12,
todos los pool muestran resultados positivos para la presencia de anticuerpos contra
A. baumannii, posteriormente se incubo con Anti-Human Anti-IgG-HRP y se revel6

por quimioluminiscencia.

En los resultados obtenidos se observa Unicamente la presencia de spots que
corresponden a proteinas que interactian con los anticuerpos presentes en los

sueros, es decir proteinas inmunogeénicas.



Los resultados obtenidos de cada membrana se compararon con los geles
bidimensionales tefiidos con azul de Coomassie G-250 por el software PDQuest. Se
detectaron un total de 15 spots que corresponden a las proteinas inmunogénicas
(Figura 15y 16).

Figura 15: Inmunoproteéma de Acinetobacter baumannii cepa 1.
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FIGURA 15 Inmunoprotedbma de Acinetobacter baumannii 1 A) Gel
bidimensional del analisis proteémico de la muestra Ab 1 tefiido con azul de
Coomassie G-250 B) Imagen del analisis de inmunotrasnferencia de la muestra Ab

1. Se detectaron 8 spots, enumerados del 1-8



Figura 16: Inmunoproted6ma de Acinetobacter baumannii cepa 60.
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FIGURA 16 Inmunoprotedma de Acinetobacter baumannii A) Gel bidimensional
del analisis protedmico de la muestra Ab 60 tefiido con azul de Coomassie G-250

B) Imagen del analisis de inmunotrasnferencia de la muestra Ab. 60. Se detectaron

7 Spots enumerados del 14-20.



7.7 Andlisis in silico de proteinas inmunogénicas

Con los resultados obtenidos en los ensayos inmunoprotedbmicos, se realizé6 una
identificacion tedrica de proteinas basada en la busqueda bibliografica de proteinas
reportadas como candidatos a vacuna en A. baumannii de los ultimos afios. La
identificacion tedrica se centr6 en un analisis comparativo, respecto a la
coincidencia de las caracteristicas fisicoquimicas que nuestros analisis

inmunoprotedmicos reportaron (pl y PM) y las descritas en la base de datos.

Realizamos la busqueda bibliografica de proteinas reportadas en los ultimos 20
afios como candidatos a vacuna contra A. baumannii por diversos autores.
Posteriormente realizamos un analisis comparativo de los 15 spots detectados de
los geles bidimensionales (Figura 15 y 16) comparadas con las proteinas ya
reportadas como candidatos a vacuna, a partir de la coincidencia por punto
isoeléctrico y talla molecular estimada. Recuperamos la secuencia de aminoacidos
de cada proteina detectada, usando el banco de datos del GenBank realizamos la
estimacion del pl y PM de cada proteina por el programa EXPASY. Posteriormente
realizamos la determinacion de sus caracteristicas como presencia de dominios,
localizacion celular, estructura y funciones celulares a partir de diferentes programas
incluidos MASCOT, la base de datos UniProt y MvirDB una base de datos para la

identificacion de factores de virulencia.

De los 15 spots que detectamos como proteinas inmunogénicas, los analisis
comparativos nos permitieron identificar teéricamente 8 de ellos, a partir de las
coincidencias respecto al pl y PM. En la tabla 7 se muestra el spot detectado y la

proteina sugerida a partir de nuestros analisis.

Como perspectiva del presente trabajo, se pretende identificar por espectrometria

de masas, las proteinas inmunodetectadas y verificar su identidad.

Tabla 7: Anédlisis in silico de proteinas inmunogénicas.



Spot Proteina PM pl Num. GenBank Funcion Referencias

de
a.a.
1 BamA 93,77 5.26 841 AXV5206 Ensamblaje de (Singh et al.,
8.09 7.1 proteinas de la 2017)
membrana externa.
2 OprC 77,98 5.84 704 ADX0183 Porina selectiva de (Fajardo et al.,
6.16 4.1 carbohidratos 2014)
(transporte de glucosa,
manitol, glicerol y
fructosa).
Mantenimiento de la
integridad  estructural,
conjugacion bacteriana,
union de bacteriéfagos,
resistencia y formacién
de poros.
4 Bpll o 3444 411 3163 WP_1266 Formacion de (SkerniSkyté et
BapA 00.21 55828.1  biopeliculas y adhesion al., 2019)
a células epiteliales
6 FilF 70,86 6.27 649 ATU2195 Utilizada durante el (Singh et al.,
1.69 9.1 transcurso del 2016)
ensamblaje del pilus
7 OprF 20,36 7.54 180 KZA5504 Porina que participa en (Bahey et al,
8.31 6.1 la virulencia bacterianay 2020)

transporte de moléculas.



14

15

Oxa-23

OmpA

MotB

Bap

Omp22

PKF

TonB

30,97
8.86

38,44

37,73
0.41

307,5
46.78

22,19
1.71

49,19
9.49

7.71

5.32

5.06

3.21

9.02

9.23

273

356

347

3135

212

458

24,40 9.26 211

2.25

ABK3477
5.1

SSM8774
3.1

SSTO0708
0.1

QWN433
15.1

AFM3727
5.1

AEA3009
9.1

SUuU6873
9.1

Resistencia a
carbapenémicos, beta-
lactamasa OXA-23.

Adhesion  al  tejido
epitelial, induccion de
apoptosis y

diferenciacion de células

inmunes.

Motilidad celular

Formacion de
biopeliculas y adhesion

a células epiteliales

Proteina de la
membrana externa,

funcion desconocida.

Serin proteasa,
resistencia a la muerte
por el sistema del
complemento, suprime
la formacion de
biopeliculas y participa

en la resistencia al suero
Adquisicion de
nutrientes como Zinc,

hierro y niquel.

(Carvalho et al.,
2009) (Fajardo
et al., 2014)

(Luo G. et al.,
2012) (Zhang X.
et al., 2016)

(Hassan et al.,
2016)

(Fattahian et al.,
2011)

(Huang et
al. 2016)

(Bolourchi N et
al., 2019)

(Hassan et al.,
2016)



CsuA/B

FilmA

AdeK

Fhuk

PonA

Ata

18,46
0.61

32,60
7.69

52,80
2.26

79,58
6.39

92,02
0.94

206,6
22.80

4.94

9.06

9.02

5.13

8.28

7.02

178

301

484

718

826

2038

AXV5184
3.1

ADX0390
3.1

AXV5342
8.1

KMV2751
5.1

ADX0508
0.1

WP_0319
79517.1

Motilidad, la adherencia
de la célula huésped y

competencia natural

Motilidad, la adherencia
de la célula huésped y la

competencia natural

Proteina de la
membrana externa,
participa en la resistente

antimicrobiana.

Transporte y
metabolismo de iones

inorganicos.

Proteina de union a la
penicilina, biogénesis de

la pared celular.

Adherencia a células
eucariotas o proteinas
de la matriz extracelular
y contribuye a la

virulencia.

(Ramezanalizad
eh F. et al,
2020)

(Ramezanalizad
eh F. et al,
2020)

(Hassan et al.,
2016)

(Hassan et al.,
2016)

(Hassan et al.,
2016)

(Weidensdorfer
et al., 2015)

Tabla 7: Analisis in silico de proteinas inmunogénicas. Se muestran las

caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas ldentificadas teéricamente y el spot

correspondiente. EI numero de spot corresponde a los spots detectados en el

analisis inmunoprotedmicos figura 15 y 16. Se identificaron ocho proteinas, incluidas

BamA, OprC, Bpll, FilF, OprF, Oxa-23, OmpA y MotB. Las proteinas marcadas con



— corresponden a las proteinas identificadas teéricamente a partir de los analisis in
silico de la figura 13. El PM: peso molecular, pl: punto isoeléctrico longitud fueron
estimadas a partir del programa EXPASY. El Cddigo de identificacion fue recuperado
de GENBANK. La funcion celular fue determinada por diferentes programas

incluidos: MASCOT, UniProt, Protscale Expasy, ScanProsite.

7.8 Prediccion de epitopos de las proteinas detectadas.

Se realiz6 un andlisis de prediccién de epitopos de las ocho proteinas detectadas
incluidas; OmpA, Oxa-23, OprC, OprF, BamA, Bpl1, MotB y FilF.

El software ABCpred nos permitié predecir epitopos lineales de células B basado
en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas, como el grado de hidrofobicidad,
polaridad, flexibilidad y la exposicion de epitopos en la superficie celular. Este
servidor selecciona epitopos con un elevado porcentaje de seguridad (65,93%)

comparado con otros servidores.

Basados en este programa fueron predichos 38 epitopos de células B con
puntuaciones de 0.94 - 0.60 para la proteina OmpA (Tabla 8). Para la proteina Oxa-
23 se predijeron 23 epitopos con puntuaciones de 0.86 - 0.60 (Tabla 9). Para OprF
se predijeron 15 epitopos con puntuaciones 0.91 - 0.60 (Tablal0). En FilF se
predijeron 61 epitopos con puntuaciones 0.96 - 0.60 (Tabla 11). Para la proteina
BamA se identificaron 78 epitopos con puntuaciones 0.94 - 0.60 (Tabla 12). En la
proteina Bpll se predijeron 296 con puntuaciones 0.96 - 0.60 (Tabla 13). Para MotB
se identificaron 35 epitopos con puntuaciones 0.95 - 0.60 (Tabla 14). Y para la
proteina OprC se detectaron 65 epitopos con puntuaciones 0.94 - 0.60 (Tabla 15).
Todas las predicciones reportadas en este analisis proporcionan datos de alta

confianza y significativos ya que fueron igual o mayores a 0.6.



OmpA

Secuencia

KLSRIALAT MLVAAPLAAA NAGVTVTPLL LGYTFQDSQH
NNGGKDGNLTNSPELQDDLEF VGAALGIELT PWLGFEAEYN
QVKGDVDGAS AGAEYKQKQI NGNFYVTSDL ITKNYDSKIK
PYVLLGAGHY KYDFDGVNRG TRGTSEEGTL GNAGVGAFWR
LNDALSLRTEARATYNADEE FWNYTALAGL NVVLGGHLKP
AAPVVEVAPV EPTPVAPQPQ ELTEDLNMEL RVFFDTNKSN
IKDQYKPEIA KVAEKLSEYP NATARIEGHT DNTGPRKLNE
RLSLARANSVKSALVNEYNVDASRLSTQGFAWDQPIADNKTK
EGRAMNRR VFATITGSRT VVVQPGQEAA APAAAQ

Number of amino acids: 356
Molecular weight: 38449.99

Theoretical pI: 5.32

Tabla 8: Epitopos B identificados en

OmpA por ABCpred.

Posicién
Rango Secuencia de Puntaje

salida
1 ‘RGTSEEGTLGNAGVGA ‘142 0,94
2 ‘DERECHONTGPRKLNE ‘265 ‘0.90
3 ‘HLKPAAPVVEVAPVEP ‘197 ‘0.90
4 ‘PVVEVAPVEPPTPVAPQ‘203 ‘0.89
5 ‘KGDVDGASAGAEYKQK ‘83 ‘0.86
6 ‘LSLARANSVKSALVNE ‘282 ‘0.85
7 ‘ADEEFWNYTALAGLNV ‘177 ‘0.85
8 ‘EGRAMNRRVFATITGS ‘323 ‘0.84
9 ‘QGFAWDQPIADNKTKE ‘308 ‘0.84
10 ‘GIELTPWLGFEAEYNQ ‘66 ‘0.83
11 ‘NGGKDGNLTNSPELQD ‘42 ‘0.83
12 ‘DSKIKPYVLLGAGHYK ‘116 ‘0.83
13 ‘

AGHYKYDFDGVNRGTR ‘127 ‘0.82

14 ‘RVFATITGSRTVVVQP |330 |O.80
15 ‘SALVNEYNVDASRLST |292 |O.80
16 ‘YPNATARIEGHTDNTG |259 |O.80
17 ‘GTLGNAGVGAFWRLND |148 |O.80
18 ‘LGYTFQDSQHNNGGKD |31 |o.79
19 ‘YKPEIAKVAEKLSEYP |245 |0.79
20 ‘SPELQDDLFVGAALGI |52 |O.78
21 ‘GVTVTPLLLGYTFQDS |23 |0.77
22 ‘RTEARATYNADEEFWN |168 |O.76
23 ‘SDLITKNYDSKIKPYV |108 |O.76
24 ‘TPVAPQPQELTEDLNM |213 |0.75
25 ‘VAAPLAAANAGVTVTP |13 |0.75
26 ‘FEAEYNQVKGDVDGAS |75 |0.74
27 ‘QPIADNKTKEGRAMNR |314 |o.74
28 ‘AEYKQKQINGNFYVTS |93 |0.73
29 ‘KSNIKDQYKPEIAKVA |238 |0.73
30 ‘TVVVQPGQEAAAPAAA |34o |o.72
31 ‘GPRKLNERLSLARANS |274 |0.72
32 ‘PQELTEDLNMELRVFF |219 |o.71
33 ‘TALAGLNVVLGGHLKP |l85 |0 71
34 ‘NDALSLRTEARATYNA |l62 |0 71
35 ‘MKLSRIALATMLVAAP |1 |o.71
36 ‘VDASRLSTQGFAWDQP |300 |O,68
37 ‘LRVFFDTNKSNIKDQY |23o 0,62
38 ‘VGAFWRLNDALSLRTE 0,60

Oxa-23

Secuencia

MNKYFTCYVVASLEFLSGCTVQHNLINETPS
QIVQGHNQVIHQYFDEKNTSGVLVIQTDKK
INLYGNALSRANTEYVPASTFKMLNALIGL
ENQKTDINEIFKWKGEKRSFTAWEKDMTLG
EAMKLSAVPVYQELARRIGLDLMQKEVKRI
GFGNAEIGQQVDNFWLVGPLKVTPIQEVEEF



VSQLAHTQLPFSEKVQANVKNMLLLEESNG
YKIFGKTGWAMDIKPQVGWLTGWVEQPDGK

OprF
Secuencia

Tabla 9: Epitopos B identificados en
Oxa-23 por ABCpred.

MLYTAVLVIC GCTNAPSRQP LEYLGIQQHE YSNKHVECDT
VDRGLYPVCN QLTVKTPADN
FNIDDLLKNE PAAIVNEDFN KSILKPEAKN ILDAVIQNPK
YOGKILYLKG

NNILAQKRAD SVKSYLSMKG LPNEMMVSLG FGLCCYVVEN

YTDNIGGEKY

Posicid
Rango Secuencia n de NTDSNREKNR RVEIYIDSKN
salida
Number of amino acids: 18
1 ‘PASIRNELLMKSLKQL‘255 ‘0.86
5 ‘GHNQVIHQYFDEKNTS ‘35 ‘0'84 Molecular weight: 28368.31
3 ‘GWVEQPDGKIVAFALN‘232 ‘0.84 Theoretical pI: 7.54
4 ‘HQYFDEKNTSGVLVIQ‘41 ‘0.83
. ‘AWEKDMTLGEAMKLSA ‘112 ‘0_81 Tabla 10: Epitopos B identificados en
6 ‘NAEIGQQVDNFWLVGP ‘154 ‘0.80 Opl’F por ABCprd.
7 ‘AVPVYQELARRIGLDL‘127 ‘0.80
8 ‘KGEKRSFTAWEKDMTL‘104 ‘0.79
Posicién
9 ‘DKKINLYGNALSRANT‘58 ‘0.78
Rango Secuencia de Puntaje
10 ‘VLVIQTDKKINLYGNA‘52 ‘0.78 salida
11 ‘LFLSGCTVQHNLINET‘13 ‘0.78 1 ‘DAVIQNPKYQGKILYL‘QB ‘0,91
12 ‘EMRSEMPASIRNELLM‘249 ‘0.77 2 ‘AVLVICGCTNAPSRQP‘5 ‘o 88
13 ‘DGKIVAFALNMEMRSE‘238 ‘0.77 3 ‘CDTVDRGLYPVCNQLT‘38 ‘0,87
14 ‘TGWAMDIKPQVGWLTG‘217 ‘0-76 4 ‘YLKGYTDNIGGEKYNN‘107 ‘0.86
15 ‘SQLAHTQLPFSEKVQA‘lBZ ‘0-76 5 ‘LSMKGLPNEMMVSLGF‘lBG ‘0.85
16 ‘NALSRANTEYVPASTF‘66 ‘0.74 5 ‘QLTVKTPADNFNIDDL‘Sl ‘0,84
17 ‘GYKIFGKTGWAMDIKP‘ZlO ‘0.73 7 ‘ADSVKSYLSMKGLPNE‘129 ‘0.84
18 ‘GPLKVTPIQEVEFVSQ‘lGB ‘0.73 8 ‘YLGIQQHEYSNKHVFC‘23 ‘0.83
19 ‘NLINETPSQIVQGHNQ‘23 ‘0-72 9 ‘FGLCCYVVENNTDSNR‘lSl ‘0.83
20 ‘VKRIGFGNAEIGQQVD‘147 ‘0-71 10 ‘PAAIVNFDFNKSILKP‘71 ‘0.81
21 ‘IGLENQKTDINEIFKW‘BS ‘0.65 11 ‘TDSNREKNRRVEIYID‘162 ‘0.78
22 ‘TEYVPASTFKMLNALI‘73 ‘0.65 12 ‘GGEKYNNILAQKRADS‘llG ‘0‘76
23 ‘SEKVQANVKNMLLLEE‘192 ‘0~60 13 ‘NIDDLLKNEPAAIVNF‘GZ ‘0.67
14 ‘FNKSILKPEAKNILDA‘79 ‘0.65
15 ‘ .60

GCTNAPSRQPLEYLGI‘ll




FilF

10 |TGNPQHYGLWRQNVDG ‘404 ‘0.87
Secuencia 11 |GITGKAPTTLDKNDET ‘151 ‘0 .87
12 |NGCNRSTQEECLNNTI ‘275 ‘0.86
MNKKILWPFA LTTIALMLNG CGGGSSTINE DPNSGTNNGN 13 |DIKPNSTTTDMSGQCA ‘489 ‘0 .85
LTSGSCTPTT SDNGAEDSTC LOFALDYPIA GINFDCSSAT
NFHYATKISG NAVIGSCKVG DTARFYIQSK DNKKVFLGNV 14 |IFPLYATLTFNFSDTT ‘455 ‘0 -85
NLDTIGKFTA VNGKSKEINP IYLRVLDLAS GITGKAPTTL 15 |IGDIQPTQLTDIKKDQ ‘189 ‘0 85
DKNDETIKVA IALIKIFQST GVENGDNLIG DIQPTQLTDI
KKDQLTKISQ SVTATEFQNG AYASILKPWL  DVNQISDDDA 16 |TVTIKLADQSIPACKA ‘629 ‘0 .84
YKLLVQTTNL SNAGVFQSFEN LEINSTILON YQVEFNGCNRS 17 DMSGQCATVSDASLID 498 0.84
TQEECLNNTI NLRHSTDDLY LLSDRQGYTL GYGLQWKGSA | ‘ ‘ )
IVIDNKVQNP  YLLTTKVKPA  KLNVNAQNNW LNPVSREIQS 18 |IGSCKVGDTARFYIQS ‘94 ‘0 .83
TTPLRLSFSN NPNEDLQIYQ GKFFNDYGVA GTEAFYKYLT
19 |AATFNDPLNGDQSVYV ‘526 ‘0.83
KLSTGNPQHY GLWRQNVDGD NYNGVLSIIK SNPISYLERN
VFKTSGNVKT GEKYIFPLYA TLTENFSDTT IQPVNLGIVI 20 |KSNPISYLERNVFKTS ‘430 ‘0 .83
DEHGDIRTDI KPNSTTTDMS GQCATVSDAS LIDNNGMQQY
RIGTTAATFEN DPLNGDQSVY VRMILSNPKF ANIDGVMVGV 21 |REIQSTTPLRLSFSNN ‘356 ‘0 -83
TFVGVSPGPA KLNLEFNLLAN KVDSTSINFD NNTAWENQHA 22 |HSTDDLYLLSDRQGYT ‘294 ‘0 .82
AAQESYNMLK DVPAPTAADK ALAQRKFGTV TIKLADQSIP
ACKATKTKS 23 |ISQSVSTATEFQNGAYA‘208 ‘0.82
Number of amino acids: 649 24 |SGTNNGNLTSGSCTPT ‘34 ‘0 .81
Molecular weight: 70861.69 25 |TKVKPAKLNVNAQNNW ‘335 ‘0.81
Theoretical pI: 6.27 26 |NGAYASILKPWLDVNQ ‘219 ‘0.81
27 |LKDVPAPTAADKALAQ ‘609 ‘0.80
Tabla 11: Epitopos B identificados en
28 |NFHYATKISGNAVIGS ‘81 ‘0.79
FilF por ABCpred.
P p 29 |TFVGVSPGPAKLNLFN ‘561 ‘0.79
30 |TILQNYQVFNGCNRST ‘266 ‘0.79
— 31 |VNQISDDDAYKLLVQT ‘232 ‘0.79
Posicidén
Rango |Secuencia de Puntaje 32 |LIKIFQSIGVENGDNL ‘173 ‘0.79
13
salida 33 |IQSKDNKKVFLGNVNL ‘107 ‘0.79
1 |TSGSCTPTTSDNGAED |42 0,96 2 |NGAEDSTCLQFALDYP ‘53 ‘0 8
2 |HGDIRTDIKPNSTTTD |483 0,95 35 |TEAFYKYLTKLSTGNP ‘392 ‘0 78
TCLOFALDYPIAGINF 4 .
3 | CLo G |59 0,9 36 |TQEECLNNTINLRHST ‘281 ‘0.78
4 IVIDEHGDIRTDIKP |477 .91
|G N | |O ? 37 |ASLIDNNGMQQYRIGT ‘509 ‘0.77
3 |QWKGSAIVIDNKVQNP |315 |0‘91 38 |PTAADKALAQRKFGTV ‘615 ‘0 76
DGDNYNGVLSIIKSNP |41 .
¢ | GPNYNGVLSTTKS | 8 |O 20 39 |DSTSINFDNNTAWFNQ ‘583 ‘0.76
! |KLLVQTTNLSNAGVFQ |242 |0‘89 40 |VRMILSNPKFANIDGV ‘541 ‘0 76
8 |GGSSTINEDPNSGTNN |23 |O.89

41 |DYGVAGTEAFYKYLTK ‘386 ‘0.76

9 |YRIGTTAATFNDPLNG |520 |0.88




42 |LLSDRQGYTLGYGLQW ‘301 ‘0.76
43 |DETIKVAIALIKIFQS ‘164 ‘0.76
44 |LDTIGKFTAVNGKSKE ‘122 ‘0.76
45 |FDCSSATNFHYATKIS ‘74 ‘0.74
46 |HAAAQESYNMLKDVPA ‘599 ‘0.74
47 |YGLWRQNVDGDNYNGV ‘410 ‘0.74
48 |DNKVQNPYLLTTKVKP ‘324 ‘0.74
49 |LDYPIAGINFDCSSAT ‘65 ‘0.73
50 |AQRKFGTVTIKLADQS ‘623 ‘0.73
51 |QNNWLNPVSREIQSTT ‘347 ‘0.73
52 |SKEINPIYLRVLDLAS ‘135 ‘0.70
53 |YTLGYGLQWKGSAIVI ‘308 ‘0,69
54 |NIDGVMMVGVTFVGVSP‘552 ‘0,68
55 |DLQIYQGKFFNDYGVA ‘375 ‘0,67
56 |IGVENGDNLIGDIQPT ‘180 ‘0,66
57 |TNLSNAGVFQSFNLFI ‘248 ‘0,65
58 |PFALTCIALMLNGCGG ‘8 ‘0,64
59 |TDIKKDQLTKISQSVT ‘198 ‘0,63
60 |DTTIQPVNLGIVIDEH ‘468 ‘0,62
61 |

PLRLSFSNNPNEDLQT ‘363 ‘0,62

BamA

secuencia

MRHTHFLMPLALVSAMAAVQQAYAADDFVVRDIRVNGLVRLT
PANVYTMLPINSGDRVNEPMIAEAIRTLYATGLFDDIKASKE
NDTLVENVIERPIISKLEFKGNKLIPKEALEQGLKKMGIAEG
EVFKKSALQTIETELEQQYTQQGRYDADVTVDTVARPNNRVE
LKINFNEGTPAKVFDINVIGNTVFKDSEIKQAFAVKESGWAS
VVTRNDRYAREKMAASLEALRAMYLNKGYINFNINNSQLNIS
EDKKHIFIEVAVDEGSQFKFGQTKFLGDALYKPEELQALKIY
KDGDTYSQEKVNAVKQLLLRKYGNAGYYFADVNIVPQINNET
GVVDLNYYVNPGQQVTVRRINFTGNSKTSDEVLRREMROMEG
ALASNEKIDLSKVRLERTGFFKTVDIKPARIPNSPDQVDLNV
NVEEQHSGTTTLAVGYSQSGGITFQAGLSQTNFMGTGNRVATI

DLSRSETQDYYNLSVTDPYFTIDGVSRGYNVYYRKTKLNDDY
NVNNYVTDSFGGSLSFGYPIDENQSLSASVGVDNTKVTTGPY
VSTYVRDYLLANGGKATSKGTYCPTDANGNSQYDTEKGECKV
PEETYDNAFEGEFFTYNLNLGWSYNTLNRPIFPTSGMSHRVG
LEIGLPGSDVDYQKVTYDTQAFFPIGSTGEFVLRGYGKLGYGN
DLPFYKNFYAGGYGSVRGYDNSTLGPKYPSVNLQETKQNDSS
PEEVGGNALVQFGTELVLPMPFKGDWTRQVRPVLEFAEGGQVE
DTKCNIDNSVYGNKGMKINGQTITDVRKYCEDNYGEFDLGNLR
YSVGVGVTWITMIGPLSLSYAFPLNDKPGDETKEIQFEIGRT

Tabla 12: Epitopos B identificados en
BamA por ABCpred.

Posicid
Rango Secuencia n de
salida

1 |EVAVDEGSQFKFGQTK |261 0,94
2 |GYSQSGGITFQAGLSQ |435 |o.93
3 |KCNIDNSVYGNKGMKI |759 0,92
4 |TKLNDDYNVNNYVTDS |498 |o.91
5 |NGNSQYDTEKGECKVP |574 |O.9O
6 |TSKGTYCPTDANGNSQ |563 |o.9o
7 |GVSRGYNVYYRKTKLN |486 |O.9O
8 |QGRYDADVTVDTVARP |148 |o.9o
9 |VLFAEGGQVFDTKCNI |747 |O.89
10 |LSRSETQDYYNLSVTD |464 |O.88
11 |AYAADDFVVRDIRVNG |22 |O.88
12 |ERPIISKLEFKGNKLI |94 |O.87
13 |FDDIKASKENDTLVFN |76 |O.87
14 |GGYGSVRGYDNSTLGP |683 |O.86
15 |LRKYGNAGYYFADVNI |313 |O.86
16 |FKFGQTKFLGDALYKP |27O |O.86
17 |DNSTLGPKYPSVNLQE |692 |O.85
18 |TGPYVSTYVRDYLLAN |543 |O.85
19 |

YKDGDTYSQEKVNAVK |294 |O.85




20 |KESGWASVVTRNDRYA ‘204 ‘0.85
21 |IRTLYATGLFDDIKAS ‘67 ‘0.84
22 |ARIPNSPDQVDLNVNV ‘407 ‘0.84
23 |VVTRNDRYAREKMAAS ‘211 ‘0.84
24 |TWITMIGPLLSLSYAFP‘806 ‘0.83
25 |NVYTMLPINSGDRVNE ‘45 ‘0.83
26 |NGLVRLTPANVYTMLP ‘36 ‘0.83
27 |TGVVDLNYYVNPGQQV ‘336 ‘0.83
28 |AGYYFADVNIVPQINN ‘319 ‘0.83
29 |YGKLGYGNDLPFYKNF ‘665 ‘0.82
30 |TDSFGGSLSFGYPIDE ‘511 ‘0.82
31 |GITFQAGLSQTNFMGT ‘441 ‘0.82
32 |FVVRDIRVNGLVRLTP ‘28 ‘0.82
33 |PFKGDWTRQVRPVLFA ‘735 ‘0.81
34 |TVDIKPARIPNSPDQV ‘401 ‘0.81
35 |MGIAEGEVFKKSALQT ‘121 ‘0.81
36 |LSLSYAFPLNDKPGDE ‘814 ‘0.80
37 |GLEIGLPGSDVDYQKV ‘630 ‘0.80
38 |TYVRDYLLANGGKATS ‘549 ‘0.80
39 |VGVDNTKVTTGPYVST ‘534 ‘0.80
40 |SQTNFMGTGNRVAIDL ‘449 ‘0.80
41 |RAMYLNKGYINFNINN ‘231 ‘0.80
42 |REYQTITDVRKYCED ‘773 ‘0.79
43 |GDRVNEPMIAAEAIRTL‘55 ‘0.79
44 |KFLGDALYKPEELQAL ‘276 ‘0.79
45 |DVTVDTVARPNNRVEL ‘154 ‘0.79
46 |RKYCEDNYGFDLGNLR ‘783 ‘0.78
47 |GFVLRGYGKLGYGNDL ‘659 ‘0.78
48 |LNLGWSYNTLNRPIFP ‘606 ‘0.78
49 |GYPIDENQSLSASVGV ‘521 ‘0.78
50 |LQTIETELEQQYTQQG ‘134 ‘0.78
51 .77

|TEKGECKVPEETYDNA

‘581

52 |TGRNRVAIDLSRSETQD|456 |o.77
53 |QVTVRRINFTGNSKTS |350 |O.77
54 |QETKQNDSSPEEVGGN |706 |O.76
55 |QKVTYDTQAFFPIGST |643 |o.75
56 |TSDEVLRREMRQMEGA |364 |O.75
57 |NRPIFPTSGMSHRVGL |616 |o.74
58 |SKVRLERTGFFKTVDI |389 |o.74
59 |YPSVNLQETKQNDSSP |7oo |o.73
60 |PEELQALKIYKDGDTY |285 |O.73
61 |PAKVFDINVIGNTVFK |l78 |o.73
62 |FGTELVLPMPFKGDWT |726 |O.72
63 |VPEETYDNAFEGEFFT |588 |o.72
64 |INVIGNTVFKDSEIKQ |184 |O.71
65 |NQSLSASVGVDNTKVT |527 |o.7o
66 |QHSGTTTLAVGYSQSG |425 |o.7o
67 |NEKIDLSKVRLERTGF |383 |o.7o
68 |RQMEGALASNENINOS |374 |o 70
69 |PQINNETGVVDLNYYV |33o |o 70
70 |FDLGNLRYSVGVGVTW |792 0,69
71 |FLMPLALVSAMAAVQQ |6 0,69
72 |AFEGEFFTYNLNLGWS |596 0,68
73 |EVGGNALVQFGTELVL |717 0,65
74 |FPLNDKPGDETKEIQF |820 0,64
75 |NVNNYVTDSFGGSLSF |505 0,64
76 |TVFKDSEIKQAFAVKE |19o 0,63
77 |FFPIGSTGFVLRGYGK |652 0,61
78 |VELKINFNEGTPAKVF 0,60

Bpll
Secuencia

BapA

NVGQTKNIVIDPKVIAKIDINPERIASITRDGNSAVIHLKDGTEIVLE

NFFISENPQILLNEGQTYWTANLAEDATGQTTVNYLELKEIPKYIDAS



SSVPIWSWVVSALAGAGTAALLSQQDAKDKTPPEPGKLSFQONLLDSGE
LTODQITNDNKEFNLKLSGQEKGSSVTYLISTDEGKTWQETTLNQKDLA
DGIYLYKAVVTDAAGNTSETAVQKVVVDTTAPQAGELTLSDLSDTGIS
ATDQITQDKNFNLKLEGQESGSRVTYLVSTDEGKTWQETTIAQKDLTD
GVYQYKAVVTDAAGNTSEMAVQKVVVDTTTPQAGELTLSDLNDTGVSV
TDQITQODKNFNLKLEGQETGSQVTYLVSTDEGKTWQETTVAQKDLADG
IYQYKALVIDIAGNISETAIQKVVVDTTAPQAGKLTLSDLNDTGVSAT
DQITQDNSFTLKLVQPIVIGEQAALLDHYEVSKDEGKTWQETTADQKD
LADGIYQYKAIVTDLAGNISESAIQKVVVDNSLNVESTTVIVKPITED
NTISLVEKDQVISIRLEIANLPTDLNSSLTSVNTTLDNVTYNFHFDEV
TQEWVTEIPAEFLWSVEPQTNISIDISLTDQAGNTAIITHTONYNVDH
TPNSPTLDSLTFNNIDGAIISGSAYKGSKVDIYNKNGDWLASTITNEE
GKFTLQDLSINSNQEVYAVATYNGYSSENSSIGLVTEVPAISITRISP
EGVISGYATEGSYFIVKDONGNILQEFNSNVFDSSGITPFSVMALGEV
RPFILSLDQPLEEGAQIIISTDKDNISGHPQYITADYTPAVEFLETPQF
DISGETLSVHVNEPNSFIRAFSGEGNLIATGFTDEQGFASLQVFQFLK
EGETVTVQVVDKNONTSETLIEVPNFAYIPHVERITQEGLISGVAEDN
STVIVRDADGNELGKVTLGDDNSWSDFSHFSLNVNRPLIDREKISVQTI
IDNKGLMSPEQNIIVDLTPPPAPTELNFNDAGDLVYGHAEPFSEILVK
DGQGNILNKWEWNNWTDESGSFSIELGTFLTNAETVYVTATDVNGNVS
LAAQIQAPNYAFAPHVDSFTSDGVISGQAENNSTLTVKDAKGDVVAETI
KVGEDNGWNGSSYFKLQLDRPLVDGEQFFLSIKDARGQVSADTVITAD
TVAPTPASNLVFSEDGSYLTGVAELNTTIQVFDHNGQLVNIWNNTINS
DGTFTIYLGSNNLHGEVFTVTVKDQAGNVSEAISINAPLDDIAPNPIK
NILLDANGONFTAQAEANSQIEVFDSLGNQTGWGSTDSAGNASGSENQ
TYLHGEELTFVVIDRAGNRSIEFKQNALIDTIAPNPIENIIFNENGQS
FTAQAEAGSSIDVLDQTGNKIGFGYTDSSGNVSGYFQQVYLHGEELTF
VVIDRAGNRSAEVKQSALNDDVAPNPIENIVLDLNGONFTAQAEANSQ
IEIKNNNGDVVGYGSADSAGNVSGYLYQVHLHGEELTFIVVDRAGNRS
TEVKONALIDDIAPNPIENIILDINGONFTAQAEANTQIEVKNAVGEI
VGSGYVDGAGNVSGYLYQVYLHGEELTFVVVDRAGNRSTEVKQNALID
NIAPNPIENILLDANGONFTAQAEANTQIEVKNTAGEVIGSGSTDSMG
NVSGYFYQVYLHGEELTEFVVVDRAGNRSTEVKQONALIDDIAPNAIENT
IFNENGONFTAQAEANSKVEVKNAAGEVVGSGYVDSAGNVSGYLNQVY
LKGEELTFVVIDQAGNRSIEVKQTAFLDNTAPENATNLVFSEDGSYLS
GMAEPNATIQIFDQYGQLLNQWNNNVNWDGTEFNIYLNSNYMHGEVEKV
VVVDQAGNLSGEVTVKAPLDDIAPVAASDLVFNEDGSFLSGVAEPNTE
IQIFDONGQOMNTWSQSVNADGTFTIFFGTYNLHGEEFTVIVKDLAGN
VSEAVSVKAPLDDIAPNPIKNIVFDANGQSFTAQAEANSQIEIFDSFEG
SQIGWGSTDSTGNVTGYFYQVYLHGEELTFVVIDRVGNRSDEMKLNAL
MDTIAPKPIENIIFNENGONFTAQAEANSFISVKNAAGEFVGYGYVDS
TGNVSGHFNQVYLKGEELTFIVIDKAGNQSIEYKONALTDDIAPNPIE
NIVLNKNGONFTAQAEADSQIEVKNTAGEVVGSGYVDSIGNVSGSENQ
VYLHGEELTFVVVDRAGNRSTEVKQONALIDDIAPNQIENIVFDVNGQY
FTGRAEADTRIEVLDQFGNRAGWGYVDSQGNVIGYFNQVYLHGEELTF
IVVDIAGNRSVEVKQONALIDNVAPAAATNITLSSDGLLFGEAEPNATI
EIIDQYGAVITTTYVWYDGTEFNQWINLSQYQTONLSIVVKDQAGNRSE
VVHELVPVFTNSPIAATELKLDIDGHILTGKATVGMSVVVTSTDGQTI
NGGWNNAVNEDGSFAIQLNDYYLQGQOTLOVRVYDONTNQYSLISEIIA
PLDNIAPVINEVVINNDGYGITGQTDSKAIIQVMDADGDLRAEFQADE
TGYFNASIYPPILRGEQLFITAIDLAKNISKPENITEFNADTNAPPSAE
HIVVSENGFFIEGTAVAISTVHIFDVHSNHVATNVADEAGNFNIQLYP

PLASGQILRIVVEYNGYQSAYTEITAPIDTVTPNAATQLVLEDGNVLS
GQAEAYSIVNIFDANNNLVGQTNVGSDGAFLTHLWYEYWHGETLTVKV
VDANQNVSVGTTIVAINDTVVPDVVTQLAIDEWGSLTGRVESYATVEL
TYHFTDQPLSVTSTTALANGMFFIYLDRNATSLDLTVIDRAGNRSETI
SQIISDLPTVIIDHFKGDATDNTYNIDTIDDFVQEYIVEPYAIYKDVW
IDNSYMYSDWVIEGHYEQIWFVDGYYESQWATSGYSTVQNIYQNQNGT
TYIDNGTADNDYSRYEQQYYDFVNGQWQEGYELTYIRSEEGWVDTSHY
EDVYIDTSHYEEVWVDTSHYQDIWVENSYWESQLVESGRRDVDLGGHD
KIISSVNYSLVGLYQTVNDPTTVDSFLESGRYVEDLELVGSAHLNATG
NALDNLLTGNSGNNVLNGREGNDTYITNEGTDTIVFQLLNSQDATGGN
GHDTVLDFTLGDIRTNLQADKIDLSELLIDYSKDVSALAKFITVEQDA
GNTTISLDRDGEGTMENRVSLLTLNQVNTTLDELLNNQQIIV

Tabla 13: Epitopos B identificados en
Bpl1 por ABCpred.

Posicién
Rango Secuencia i
de salida

1 ‘GVSVTDQITQDKNFNL |334 |o .96
2 ‘PTVIIDHFKGDATDNT |27 93 |O.96
3 ‘ISEIIAPLDNIAPVIN |2444 |0.94
4 ‘GELTQDQITNDNKFNL |144 |o .94
5 ‘EVTVKAPLDDIAPVAA |1837 |O .93
6 ‘DGVISGQAENNSTLTV |1079 |0.93
7 ‘GVYQYKAVVTDAAGNT |290 |O .92
8 ‘YESQWATSGYSTVQNI |2859 |0.92
9 ‘GISATDQITQDKNFNL |239 |0.92
10 ‘ALAKFITVEQDAGNTT |3110 |O .91
11 ‘GWVDTSHYEDVYIDTS |2922 |0.91
12 ‘GKTWQETTIAQKDLTD |274 |0.91
13 ‘RSEVVHELVPVFTNSP |2351 |0.91
14 ‘AISINAPLDDIAPNPI |1233 |o.91
15 ‘FSEDGSYLTGVAELNT |1165 |o.91
16 ‘NISIDISLTDQAGNTA |598 |o.9o
17 ‘YQTVNDPTTVDSFLES |2991 |o.90
18 ‘GITYIDNGTADNDYSR |2880 |o.90
19 ‘EFQADETGYFNASIYP |24 92 |o.9o
20 ‘

AVITTTYVWYDGTEFNQ |2313 |o.90




21 ‘NATIEIIDQYGAVITT ‘2302 ‘0.90
22 ‘AVSVKAPLDDIAPNPI ‘1925 ‘0.90
23 ‘NATIQIFDQYGQLLNQ ‘1783 ‘0.90
24 ‘DVYIDTSHYE‘.EVWVDT ‘2931 ‘0.89
25 ‘QEYIVEPYAIYKDVWI ‘2819 ‘0.89
26 ‘FVVI DRAGNRSAEVKQ ‘13 93 ‘0 .89
27 ‘TGWGSTDSAGNASGSF ‘1280 ‘0.89
28 ‘DAKDKTPPEPGKLSFQ ‘123 ‘0 .89
29 ‘DVVAEIKVGEDNGWNG ‘1100 ‘0.89
30 ‘VQIIDNKGLMSPEQNI ‘959 ‘0.88
31 ‘AEDNSTVIVRDADGNE ‘ 910 ‘0 .88
32 ‘DNISGHPQYITADYTP ‘793 ‘0 .88
33 ’TGGNGHDTVLDFTLGD ‘3070 ‘0.88
34 ‘SRYEQQYYDFVNGQWQ ‘2 894 ‘0 .88
35 ’WTSTDGQTINGGWNN ‘2392 ‘0.88
36 ‘GKTWQETTLNQKDLAD ‘17 9 ‘0 .88
37 ‘RITQEGLISGVAEDNS ‘899 ‘0.87
38 ’GKTWQETTVAQKDLAD ‘369 ‘0 .87
39 ‘TVEQDAGNTTISLDRD ‘3116 ‘0.87
40 ’HYEQIWFVDGYYESQW ‘2848 ‘0.87
41 ‘QLFITAIDLAKNISKP ‘2514 ‘0.87
42 ‘GYGITGQTDSKAIIQV ‘2467 ‘0.87
43 ’EVVINNDGYGITGQTD ‘2460 ‘0.87
44 ‘SFAIQLNDYYLQGQTL ‘2414 ‘0.87
45 ’NNNVNWDGTFNIYLNS ‘1800 ‘0.87
46 ’GNKIGFGYTDSSGNVS ‘1363 ‘0.87
47 ‘NNTINSDGTFTIYLGS ‘1196 ‘0.87
48 ’AELNTTIQVFDHNGQL ‘1176 ‘0.87
49 ‘FSEILVKDGQGNILNK ‘1003 ‘0.87
50 ‘EGETVTVQVVDKNQNT ‘866 ‘0 .86
51 ‘TAIITHTQNYNVDHTP ‘612 ‘0.86
52 ‘TTVIVKPITEDNTISL ‘519 ‘0.86
53 ‘SESAIQKVWDNSLNV ‘501 ‘0.86
54 ‘GKTWQETTADQKDLAD ‘4 69 ‘0 .86
55 ‘TTTPQAGELTLSDLND ‘317 ‘0 .86
56 ‘GREGNDTYITNEGTDT .86

‘3043

57 ‘KDVWIDNSYMYSDWVI |2830 |O.86
58 ‘IVAINDTVVPDVVTQL |2702 |O.86
59 ‘ITAPIDTVTPNAATQL |26l7 |O.86
60 ‘TNVADEAGNFNIQLYP |2578 |O.86
61 ‘GSQIGWGSTDSTGNVT |l969 |O.86
62 ‘DQYGQLLNQWNNNVNW |17 90 |0 .86
63 ‘VGEIVGSGYVDGAGN\/’ |1534 |O.86
64 ‘SGSFNQTYLHGEELTF |1292 |O.86
65 ‘QIIISTDKDNISGHPQ |785 |O.85
66 ‘PFSVMALGEVRPFILS |76O |O.85
67 ‘SVEPQTNISIDISLTD |592 |O.85
68 ‘QKVVVDTTTPQAGELT |311 |o .85
69 ‘TSHYQDIWVENSYWES |2946 |O.85
70 ‘RVESYATVELTYHFTD |2728 |O.85
71 ‘AEAYSIVNIFDANNNL |2644 |O.85
72 ‘NGYQSAYTEITAPIDT |2608 |O.85
73 ‘YLQGQTLQVRVYDQNT |2423 |o .85
74 ‘GEVVGSGYVDSAGNVS |l707 |o .85
75 ‘KDLADGIYQYKAIVTD |480 |o .84
76 ‘ELLIDYSKDVSALAKF |3099 |O.84
77 ‘GNALDNLLTGNSGNNV |3025 |0 .84
78 ‘PTTVDSFLESGRYVED |2997 |O.84
79 ‘HGETLTVKVVDANQNV |2681 |O.84
80 ‘ILTGKATVGMSVVVTS |2380 |O.84
81 ‘AGEVVGSGYVDSIGNV |2140 |O.84
82 ‘DSQIEVKNTAGEVVGS |2131 |O.84
83 ‘APNPIKNIVFDANGQS |l936 |O.84
84 ‘QNALIDDIAPNAIENI |l666 |O.84
85 ‘SGYLYQVYLHGEELTF |1550 |o .84
86 ‘AAQIQAPNYAFAPHVD |1059 |O .84
87 ‘DNSWSDFSHFSLN\/‘NR |934 |0.83
88 ‘EVPNFAYIPHVERITQ |887 |O .83
89 ‘GSKVDIYNKNGDWLAS |652 |0 .83
90 ‘EWVTEIPAEFLWSVEP |580 |O.83
91 ‘LGDIRTNLQADKIDLS |3083 |O.83
92 .83

‘TNEGTDTIVFQLLNSQ
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93 ‘NSYWESQLVESGRRDV ‘2956 ‘o .83
94 ‘LTHLWYEYWHGE‘.TLTV ‘2672 ‘0 .83
95 ‘DTRIEVLDQFGNRAGW ‘2217 ‘0 .83
96 ‘TGYFYQVYLHGEELTF ‘1984 ‘0 .83
97 ‘KDLADGIYLYKAVVTD ‘190 ‘0 .83
98 ‘AGEVIGSGSTDSMGNV ‘1620 ‘o .83
99 ‘DVLDQTGNKIGFGYTD ‘1357 ‘0 .83
100 ‘AGNVSEAISINAPLDD ‘1227 ‘0.83
101 ‘DGTFTIYLGSNNLHGE ‘1202 ‘0.83
102 ‘TVYVTATDVNGNVSLA ‘1 044 ‘o .83
103 ‘QFDISGETLSVHVNEP ‘816 ‘0.82
104 ‘SGYATEGSYFIVKDQN ‘726 ‘0.82
105 ’QTYWTANLAEDATGQT ‘65 ‘0 .82
106 ‘DQVISIRLEIANLPTD ‘538 ‘0.82
107 ’TTAPQAGKLTLSDLND ‘412 ‘o .82
108 ‘DRDGEGTMFNRVSLLT ‘312 9 ‘0 .82
109 ‘VGSAHLNATGNALDNL ‘3016 ‘0 .82
110 ’YELTYIRSEEGWVDTS ‘2912 ‘0.82
111 ‘DWVIEGHYEQIWFVDG ‘2842 ‘0.82
112 ’SQSVNADGTFTIFFGT ‘1888 ‘0.82
113 ‘QQMNTWSQSVNADGTF ‘1 882 ‘0 .82
114 ‘IAKIDINPERIASITR ‘16 ‘0.82
115 ’AGAGTAALLSQQDAKD ‘1 11 ‘0 .82
116 ‘DESGSFSIELGTFLTN ‘1026 ‘0.82
117 ’DLVYGHAEPFSEILVK ‘994 ‘0.81
118 ’NIVIDPKVIAKIDINP ‘8 ‘0.81
119 ‘GVSATDQITQDNSFTL ‘429 ‘0.81
120 ’TGSQVTYLVSTDEGKT ‘356 ‘0.81
121 ‘HFKGDATDNTYNIDTI ‘2799 ‘0.81
122 ‘AIDEWGSLTGRVESYA ‘2718 ‘0.81
123 ‘LRIVVEYNGYQSAYTE ‘2 601 ‘0 .81
124 ‘GQESGSRVTYLVSTDE ‘258 ‘0.81
125 ‘AVAISTVHIFDVHSNH ‘2560 ‘0.81
126 ‘QNALIDDIAPNQIENI ‘2186 ‘0.81
127 ‘VVVDRAGNRSTEVKQN ‘2172 ‘0.81
128 .81

‘YGYVDSTGNVSGHFNQ ‘2 060

129 ‘LSGVAEPNTFIQIFDQ |1864 |O.81
130 ‘TYLISTDEGKTWQETT |171 |O.81
131 ‘VVVDRAGNRSTEVKQN |1 652 |o .81
132 ‘GQEKGSSVTYLISTDE |l63 |O.81
133 ‘VVVDRAGNRSTEVKQN |15 66 |o .81
134 ‘IVVDRAGNRSTEVKQN |1480 |o .81
135 ‘AEVKQSALNDDVAPNP |14o4 |o .81
136 ‘HGEVFTVTVKDQAGNV |1215 |o .81
137 ‘LKEIPKYIDASSSVPI |87 |O.80
138 ‘NQEVYAVATYNGYSSE |686 |O.80
139 ‘SGSAYKGSKVDIYNKN |646 |O.80
140 ‘NSPTLDSLTFNNIDGA |628 |O.80
141 ‘ANLPTDLNSSLTSVNT |548 |O.80
142 ‘QKVVVDTTAPQAGKLT |406 |O.80
143 ‘RYVEDLELVGSAHLNA |3008 |o .80
144 ‘LSQYQTQNLSIWKDQ |2332 |O.80
145 ‘GNRAGWGYVDSQGNVI |2227 |O.80
146 ‘PNPIENIVLNKNGQNF |2109 |O.80
147 ‘KGEELTFIVIDKAGNQ |2079 |O.80
148 ‘PKPIENIIFNENGQNF |2023 |O.8O
149 ‘IYLYKAVVTDAAGNTS |196 |O.8O
150 ‘TFTIFFGTYNLHGEEF |1896 |O.80
151 ‘WIDQAGNRSIEVKQT |l738 |O.8O
152 ‘PNAIENIIFNENGQNF |l675 |O.80
153 ‘PNPIENILLDANGQNF |1589 |O.80
154 ‘DRAGNRSIEFKQNALI |1311 |O.8O
155 ‘QVSADTVITADTVAPT |1 143 |o .80
156 ‘PQYITADYTPA\/‘FLET |799 |0.79
157 ‘YSTVQNIYQNQNGITY |2868 |o.79
158 ‘DRVGNRSDEMKLNALM |2003 |O .79
159 ‘HGEELTFVVIDRVGNR |1993 |0.79
160 ‘AGNVSEAVSVKAPLDD |1 919 |O .79
161 ‘EVKQTAFLDNTAPENA |174 9 |o .79
162 ‘QNALIDTIAPNPIENI |1322 |0.79
163 ‘PNPIKNILLDANGQNF |1245 |0.79
164 ‘PPAPTELNFNDAGDLV .78
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165 ‘IATGFTDEQGFASLQV ‘845 ‘0.78
166 ‘NSFIRAFSGEGNLIAT ‘832 ‘0.78
167 ‘NGTADNDYSRYEQQYY ‘2 886 ‘0 .78
168 ‘DLTVIDRAGNRSETIS ‘2771 ‘0.78
169 ‘RVTYLVSTDEGKTWQE ‘2 64 ‘0 .78
170 ‘NPERIASITRDGNSAV ‘22 ‘0 .78
171 ‘FSEDGSYLSGMZ—\EPNA ‘1769 ‘0.78
172 ‘QNALIDDIAPNPIENI ‘1494 ‘0.78
173 ‘EQNIIVDLTPPPAPTE ‘971 ‘0.77
174 ‘LTLNQVNTTLDELLNN ‘3143 ‘o 77
175 ‘TVLDFTLGDIRTNLQA ‘3077 ‘0.77
176 ‘DKIISSVNYSLVGLYQ ‘2977 ‘0.77
177 ’HGEELTFIWDIAGNR ‘2251 ‘0.77
178 ‘APNQIENIVFDVNGQY ‘2194 ‘0.77
179 ’WDTTAPQAGELTLSD ‘219 ‘0.77
180 ‘QNALTDDIAPNPIENI ‘2100 ‘0.77
181 ‘WVDQAGNLSGEVTVK ‘182 6 ‘0 .77
182 ’HGEVFKWWDQAGNL ‘1 819 ‘o 77
183 ‘DGTFNIYLNSNYMHGE ‘1806 ‘0.77
184 ’HGEELTFIWDRAGNR ‘1473 ‘0.77
185 ‘SGRRDVDLGGHDKIIS ‘2966 ‘0.76
186 ‘TYNIDTIDDFVQEYIV ‘2808 ‘0.76
187 ’TVELTYHFTDQPLSVT ‘2734 ‘0.76
188 ‘QVRVYDQNTNQYSLIS ‘2430 ‘0.76
189 ’HGEELTFVVVDRAGNR ‘2165 ‘0.76
190 ’ISVKNAAGEFVGYGYV ‘2 048 ‘0 .76
191 ‘TFIQIFDQNGQQMNTW ‘1872 ‘0.76
192 ’HGEELTFVWDRAGNR ‘1 645 ‘0 .76
193 ‘HGEELTFVVVDRAGNR ‘1559 ‘0.76
194 ‘PNPIENIILDINGQNF ‘1503 ‘0.76
195 ‘YGSADSAGNVSGYLYQ ‘1454 ‘0 .76
196 ‘QIEIKNNNGDVVGYGS ‘1441 ‘0.76
197 ‘FKLQLDRPLVDGEQFF ‘1119 ‘0 .76
198 ‘TTVAQKDLADGIYQYK ‘375 ‘0.75
199 ‘TRDGNSAVIHLKDGTE ‘30 ‘0 .75
200 ‘LANGMFFIYLDRNATS .75

‘2754

201 ‘IVVDIAGNRSVEVKQN |2258 |o .75
202 ‘TGRAEADTRIEVLDQF |2211 |o.75
203 ‘GNTSETAVQKVVVDTT |208 |0.75
204 ‘SGYFYQVYLHGEELTF |1636 |0.75
205 ‘SGYFQQVYLHGEELTF |l378 |o .75
206 ‘VPIWSWVVSALAGAGT |100 |0 .75
207 ‘DQNGNILQEFNSN\/‘FD |739 |o.74
208 ‘ALLDHYEVSKDEGKTW |457 |0 .74
209 ‘GIYQYKALVIDIAGNI |385 |o.74
210 ‘EEVWVDTSHYQDIWVE |2940 |o.74
211 ‘NISKPFNITFNADTNA |2525 |0.74
212 ‘GGWNNAVNEDGSFAIQ |24o3 |o.74
213 ‘DGLLFGEAEPNATIEI |2292 |0.74
214 ‘FDVNGQYFTGRAEADT |2203 |o .74
215 ‘SGSFNQVYLHGEELTF |2156 |o.74
216 ‘IVIDKAGNQSIEYKQN |2086 |0.74
217 ‘HGEEFTVIVKDLAGN\/‘ |1 907 |o .74
218 ‘RPLVDGEQFFLSIKDA |1125 |o.74
219 ‘QGNILNKWFWNNWTDE |1012 |o.74
220 ‘SVHVNEPNSFIRAFSG |825 |0.73
221 ‘SLTDQAGNTAIITHTQ |604 |0.73
222 ‘GNISETAIQKVVVDTT |398 |o.73
223 ‘TGNSGNNVLNGREGND |3033 |0 .73
224 ‘HIVVSENGFFIEGTAV |2546 |o.73
225 ‘AIIQVMDADGDLRAEF |2478 |o.73
226 ‘HGEELTFVVIDRAGNR |1387 |0.73
227 ‘TAQAEAGSSIDVLDQT |1347 |o.73
228 ‘HGEELTFVVIDRAGNR |1301 |0.73
229 ‘YKAIVTDLAGNISESA |489 |o.72
230 ‘DGTEIVLENFFISENP |42 |0.72
231 ‘SQIISDLPTVIIDHFK |2786 |o.72
232 ‘VGSDGAFLTHLWYEYW |2665 |O .72
233 ‘HSNHVATNVADEAGNF |2572 |o .72
234 ‘NSQIEIFDSFGSQIGW |1959 |o.72
235 ‘PNPIENIVLDLNGQNF |1417 |0.72
236 ‘PITEDNTISLVEKDQV .71
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237 ‘NASIYPPILRGEQLFI ‘2502 ‘0.71 273 ‘GSYFIVKDQNGNILQE |732 |O.65

238 ‘AGELTLSDLSDTGISA ‘227 ‘0.71 274 ‘VATYNGYSSENSSIGL |692 |O.65

239 ‘GSTDSMGNVSGYFYQV ‘1627 ‘0.71 275 ‘TVTPNAATQLVLEDGN |2623 |O.65

240 ‘EVKQNALIDNIAPNPI ‘1577 ‘0.71 276 ‘FTAQAEANTQIEVKNA |1518 |O.65

241 ‘SGYLYQVHLHGEELTF ‘1464 ‘0.71 277 ‘GTFLTNAETVYVTATD |1036 |0 .65

242 ‘ITADTVAPTPASNLVF ‘1150 ‘0.71 278 ‘NFNIQLYPPLASGQIL |2586 |O.64

243 ‘LTVKDAKGDVVAEIKV ‘1092 ‘0.71 279 ‘YVDSQGNVIGYFNQVY |2234 |o .64

244 ‘GFFIEGTAVAISTVHI ‘2553 ‘0.70 280 ‘LQEFNSNVFDSSGITP |745 |O.63

245 ‘EVKQNALIDNVAPAAA ‘2269 ‘0.70 281 ‘EGKFTLQDLSINSNQE |673 |O.63

246 ‘FTAQAEANSFISVKNA ‘2038 ‘0.70 282 ‘NLSIVVKDQAGNRSEV |2339 |O.63

247 ‘APVAASDLVFNEDGSF ‘1848 ‘0.70 283 ‘SGYLNQVYLKGEELTF |1722 |O.63

248 ‘GYTDSSGNVSGYFQQV ‘1369 ‘0.70 284 ‘QLVNIWNNTINSDGTF |1190 |O.63

249 ’PIENIIFNENGQSFTA ‘1333 ‘0.70 285 ‘IQVFDHNGQLVNIWNN |1182 |O.63

250 ‘GEDNGWNGSSYFKLQL ‘1108 ‘0.70 286 ‘LSIKDARGQVSADTVI |1135 |O.63

251 ’KGLMSPEQNIIVDLTP ‘965 ‘0.69 287 ‘AENNSTLTVKDAKGDV |1086 |O.63

252 ‘AEDATGQTTVNYLELK ‘73 ‘0.69 288 ‘YIDASSSVPIWSWWS |93 |O.61

253 ‘SITRISPEGVISGYAT ‘715 ‘0.69 289 ‘TNSPIAATELKLDIDG |2363 |O.61

254 ’TLDNVTYNFHFDEVTQ ‘564 ‘0.69 290 ‘SGYVDSIGNVSGSFNQ |2146 |O.61

255 ‘GNTSEMAVQKVVVDTT ‘303 ‘0.69 291 ‘LVFNEDGSFLSGVAEP |1855 |O.61

256 ’PLDNIAPVINEVVINN ‘2450 ‘0.69 292 ‘QAEANSKVEVKNAAGE |l693 |0 .61

257 ‘IGYFNQVYLHGEELTF ‘2242 ‘0.69 293 ‘DEQGFASLQVFQFLKE |85l |0 .60

258 ‘SGYVDGAGNVSGYLYQ ‘1540 ‘0.69 294 ‘YSSENSSIGLVTEVPA |698 |O.60

259 ’FTAQAEANSQIEIKNN ‘1432 ‘0.69 295 ‘DLSINSNQEVYAVATY |68O |O.6O

260 ‘AEANSQIEVFDSLGNQ ‘1264 ‘0.69 296 ‘SFTAQAEANSQIEIFD |1951 |O.60

261 ’AVVTDAAGNTSEMAVQ ‘296 ‘0.68

262 ’DADGDLRAEFQADETG ‘2484 ‘0.68

263 ‘VVTDAAGNTSETAVQK ‘202 ‘0.68

264 ’VYLKGEELTFWIDQA ‘1728 ‘0.68

265 ‘FTAQAEANTQIEVKNT ‘1604 ‘0.68 MotB

266 ‘LASTITNEEGKFTLQD ‘665 ‘0.67 Secuencia

267 ‘SDLNDTGVSVTDQITQ ‘328 ‘0 .67
MDNNQPIIVKRVKRYAAGHHGGSWKIAFADFATAMMAFFLVLWLLSSA

268 ‘VSVGTTIVMNDTWP ‘2 696 ‘0 -67 TPEQKKAISGYFQDPIGFSESASPYVIDLGGTPTPAPDKTLNPQVOAQ

269 ‘NTQIEVKNAVGEIVGS ‘1525 ‘o .67 PDSNESRISPEQDHQVNADQAENLAEQVERERLALLLQELQONKVDENP

h ‘TVGMSVWTSTDGQTI ‘2386 ‘0 T MLKDFKDQIHFEITRDGLRIQIVDAANRPMFDLGSARLOPYFEDILLA
MAETIRQVPNKISISGHTDAKPYAGNGDFGNWELSANRANAARRALVA

271 ‘RPLI DREKISVQIIDN ‘ 949 ‘0 .65 GGYPEGQTAQVVGYASARLFDDKDPLNPVNRRIDIVVLTRKAQKATEG

272 ‘ ETGAPEASAPAAAPGEQPKPAAEAPAAGAQPSLPADEVOKKLNLEDDG

AVFLETPQFDISGETL ‘809 ‘0.65
GSLK LEQIKGD




Tabla 14: Epitopos B identificados en

27 |NGDFGNWELSANRANA|218 |o.71
MotB por ABCpred. 28 |VGYASARLFDDKDPLN |252 |o .70
29 |NRANAARRALVAGGYP|229 |O.69
30 |NQPIIVKRVKRYAAGH|4 |O.67
Posicié
) 31 LWLLSSATPEQKKAIS |42 0.66
Rango |Secuencia n de
salida 32 |PMLKDFKDQIHFEITR|144 |O.65
1 |DLGGTPTPAPDKTLNP‘76 ‘0_95 33 |IAFADFATAMMAFFLV|26 |O.63
5 |EQPKPAAEAPAAGAQP‘304 ‘0,93 34 |NRRIDIVVLTRKAQKA|27O |O.61
3 |SGYFQDPIGFSESASP‘57 ‘0.91 35 |QAENLAEQVERERLAL|116 |O.61
4 |KISISGHTDAKPYAGN‘203 ‘0.88
5 |NPQVQAQPDSNESRIS‘9O ‘0.86
6 |FSESASPYVIDLGGTP‘66 ‘0.86 OprC
7 |IQIVDAANRPMFDLGS‘164 ‘0.86 .
secuencia
8 |HFEITRDGLRIQIVDA‘154 ‘0.86
9 |SNESRISPEQDHQVNA‘99 ‘0.84
MPHSKFLLQP LWVAMLAVSH SGLVFAESEK NDAETNTLHS
10 |TDAKPYAGNGDFGNWE‘210 ‘0.84 LAPIVVTAQQ GNDANGLIVH ADPKQPIQPV PATDGADYLQ
SIMGFNSIQS GGTNGDVTFR GMFGSRIKIL TDGTENLGAC
11 |LQELQNKVDENPMLKD‘133 ‘0.83
PNRMDAPTSY ISPESYDRIS VIKGPQTVQY ANTGSAATVL
12 |SAPAAAPGEQPKPAAE ‘2 96 ‘0 .82 FERQPEKLTS  EKPYRGQASV  LLGSYGRIDH NIEAAVGDEK
KYIRLNANRS ESNSYQDGDG NTVPSAWKKW NADVALGFETP
13 |AMAETIRQVPNKISIS‘192 ‘0.82 DENTWVEITG GKSDGESLYA GRSMDGSQFA RESLGLRFEK
14 |HHGGSWKIAFADFATA ‘1 9 ‘0 .81 KNITDVIKKI EGQVNYSYND  HIMDNFSLRT PPLVEMNHGG
MTMLMPNAMA MQVTRRTLNS RLAMTSEWNK WSLITGVDSQ
15 |SPEQDHQVNADQAENL ‘105 ‘O -80 FNKHGGSMSS  PTMPSMNVPY RODMRFQSYG  AFGELGYQWN
16 |TPAPDKTLNPQVQAQP‘82 ‘0.78 DONKLVTGAR LDRVTVEDER ADSQAKGENT KLEKTLPSAF
VRWENQHPEH DLKSYIGLGY VERMPDYWEL FSPKHGNAGS
17 |DEVQKKLNLFDDGGSL ‘324 ‘0 .78 TNTFNGVNPE  KTLOLDLGFQ  QQHGALNTWA  SAYAGLVDDY
ILMSYHHHPS MGMDGHDMSH DITAGAKNVD ATIAGAEAGI
18 EGETGAPEASAPAAAP [287 0.78
GYQFTDRIQA DLSAMYAWGK NTTDDKPLPQ ISPLEGRLNI
19 |TRKAQKAIEGETGAPE ‘279 ‘O .78 RYVADKYNLG LLWRAVAEQN RVSLHQGNIV  GYDLKPSKGF
STLSLNGSYN LRKDIDVSVG IDNVLDKTYT EHLNKAGSAG
20 |LFDDKDPLNPVNRRID‘259 ‘0.78
FGFASEEQFN NIGRNYWVRM SMKF
21 |ATPEQKKAISGYFQDP‘48 ‘0.76
22 |GQIAQVVGYASARLFD‘246 ‘0.74
23 |RALVAGGYPEGQIAQV‘236 ‘0.74
24 |AQPSLPADEVQKKLNL‘317 ‘0.73

25 |LGSARLQPYFEDILLA‘177 ‘0.73

26 |RVKRYAAGHHGGSWKI‘11 ‘0.73




Tabla 15: Epitopos B identificados en

OprC por ABCpred.

Posicién
Rango Secuencia de
salida

1 |YWELFSPKHGNAGSTN‘467 |0.94
2 |AGLVDDYILMSYHHHP‘514 |0.93
3 |RIKILTDGTENLGACP‘106 |0.93
4 |YGRIDHNIEAAVGDEK‘185 |0.91
5 |HGNAGSTNTFNGVNPE‘475 |0.90
6 |DVSVGIDNVLDKTYTE‘656 |O.88
7 |PSMGMDGHDMSHDITA‘529 |0.88
8 |RSESNSYQDGDGNTVP‘209 |O.88
9 |PTSYISPESYDRISVI‘127 |0.88
10 |FQSYGAFGELGYQWND‘386 |O.87
11 |GESLYAGRSMDGSQFA‘255 |0.87
12 |AAVGDEKKYIRLNANR‘194 |O.87
13 |PQTVQYANTGSAATVL‘145 |0.87
14 |SRLAMTSEWNKWSLIT‘34O |O.86
15 |ENLGACPNRMDAPTSY‘115 |0.86
16 |LQSIMGFNSIQSGGTN‘79 |O.85
17 |MYAWGKNTTDDKPLPQ‘575 |0.85
18 |TVEDERADSQAKGFNT‘415 |O.85
19 |GELGYQWNDQNKLVTG‘393 |0.85
20 |GALNTWASAYAGLVDD‘504 |0.84
21 |KSYIGLGYVERMPDYW‘453 |0.84
22 |HGGSMSSPTMPSMNVP‘364 |0.83
23 |RISVIKGPQTVQYANT‘138 |0.83
24 |NGLIVHADPKQPIQPV‘55 |0.82
25 |GMTMLMPNAMAMQVTR‘32O |0.82
26 .81

|NVLDKTYTEHLNKAGS‘663

|DGSQFARESLGLRFEK|265

27 |GHDMSHDITAGAKNVD|535 ‘0.81
28 |VRWENQHPEHDLKSYI|441 ‘0.81
29 |SGGTNGDVTFRGMFGS|9O ‘0.80
30 |IQPVPATDGADYLQSI|67 ‘0.80
31 |NGSYNLRKDIDVSVGI|646 ‘0.80
32 |TDRIQADLSAMYAWGK|565 ‘0.80
33 |WVEITGGKSDGESLYA|245 ‘0.80
34 |GNIVGYDLKPSKGFST|627 ‘0.79
35 |GAEAGIGYQFTDRIQA|555 ‘0.79
36 |VALGFTPDENTWVEIT|234 ‘0.78
37 |KLTSEKPYRGQASVLL|167 ‘0.78
38 |TLHSLAPIVVTAQQGN|37 ‘0.77
39 |ANTGSAATVLFERQPE|151 ‘0.77
40 |ASEEQFNNIGRNYWVR|684 ‘0.76
41 |AQQGNDANGLIVHADP|48 ‘0.76
42 |MAMQVTRRTLNSRLAM|329 ‘0.76
43 |GARLDRVTVEDERADS|408 ‘0.75
44 |IEGQVNYSYNDHIMDN|29O ‘0.75
45 |PSAWKKWNADVALGFT|224 ‘0.75
46 |LGLLWRAVAEQNRVSL|609 ‘0.74
47 |FSLRTPPLVEMNHGGM|306 ‘0.74
48 |DGDGNTVPSAWKKWNA|217 ‘0.74
49 |KWSLITGVDSQFNKHG|35O ‘0.73
50 |GLVFAESEKNDAETNT|22 ‘0.73
51 |DITAGAKNVDATIAGA|541 ‘0.72
52 |PLVEMNHGGMTMLMPN|312 ‘0.72
53 .72




7.9 Andlisis de estructura de proteinas

La disponibilidad de estructuras 3D de proteinas candidatas se verificd6 mediante el

uso de un banco de datos de proteinas (PDB),

Si bien, los resultados analizados por ABCpred nos permitieron predecir una gran
cantidad de epitopos, la desventaja de este método de prediccidn, es que se ignora
por completo, que el reconocimiento de anticuerpos ocurre en proteinas plegadas
en 3D. Para la prediccion de epitopos basada en la estructura 3D usamos el
software DiscoTope (Structure based antibody prediction), el cual nos permite
obtener los complejos tridimensionales, la organizacion atémica y las coordenadas
de los residuos de las proteinas a partir de los datos estructurales en 3D que se

depositan en el banco de datos del PDB.

En la figura 17 se muestra la estructura 3D de las proteinas candidatos OmpA, Oxa-
23, OprF, BamA, Bpl1, OprC y MotB, disponibles en el banco de datos del PDB (FilF
no se encuentra caracterizada). Los epitopos predichos con mayor puntacion de
cada proteina se observan como esferas rojas, para la proteina OmpA se marca la
region de residuos 269-282 correspondientes a; HTDNTGPRKLNERL la cual
mostro una puntuaciébn maxima de 6.483 que representa la probabilidad de
prediccion de epitopos. Para Oxa-23 se marca la regién de residuos 102-114
correspondientes a; KWKGEK con una puntuacion maxima de 2.845. Para OprF se
marca la region de residuos 50-62 correspondientes a; N QLTVKTPADNFN con una
puntuacion maxima de 2.003. Para la proteina BamA se marca la region de residuos
491-509 correspondientes a; YNVYYRKTKL NDDYNVNNY con una puntuacion
méaxima de 5.00. Para la proteina Bpll se marca la region de residuos 231-236
correspondientes a; TLSDLS con una puntuacion maxima de 1.302. Para la proteina
MotB se marca la region de residuos 102-114 correspondientes a;
SRISPEQDHQVNA con una puntuacion maxima de 6.493. Para la proteina OprC
se marca la region de residuos 274-284 correspondientes a; LGLRFEK KNIT con

una puntuacion maxima de 12.886.



En los resultados obtenidos por DiscoTope, se observa en la figura 18 las gréaficas
correspondientes a las coordenadas de las regiones de residuos de epitopos de
cada proteina. En la proteina OmpA, se observan al menos 5 regiones de residuos
de epitopos discontinuos, en Oxa-23 se predijeron 10, para OprF se predijeron 5,
en BamA se predijeron 14, para Bpll; 3, para MotB; 7 y en la proteina OmpC se

predijeron al menos 13.



Figura 17: Estructura 3D de proteinas inmunogénicas

Maodel Structure

OprF BamA

OmpA

OprC

Figura 17: Estructura 3D obtenida a partir del programa de prediccion DiscoTope.

Se marca en rojo la regiébn de aminoacidos con mayor puntaje de propension.



Figura 18: Grafica de las regiones de epitopos
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Figura 18: Resultados obtenidos de DiscoTope. Se muestra los valores de
puntuacion obtenidos a través de la secuencia. Rosa: representa puntuacion mas
baja. Verde: puntuaciones que superan el umbral. Los picos representan las

regiones con probabilidad alta de epitopos.



8. Discusién

La incapacidad para tratar de forma eficaz las infecciones por A. baumannii
mediante métodos convencionales como el uso de antibidticos, junto con la
emergente aparicion de clones multirresistentes y la facilidad con la que este
patébgeno adquiere resistencia, ha provocado que se consideren nuevos enfoques
de investigacion como el desarrollo de vacunas (Harding et al., 2018). En los ultimos
afos se han probado diversos candidatos vacunales basados en el uso de células
enteras, vesiculas de la membrana externa, componentes de la capsula y a base
de ADN, sin embargo, aun es limitado el potencial de éstos como vacunas debido a
deficiencias en la seguridad y en las respuestas inmunogénicas (Chiang et al.,
2015). El disefio y seleccidén de vacunas de origen proteico es una opcion seguray

eficaz para prevenir las infecciones por este patdgeno.

El reconocimiento de proteinas candidatas a vacunas se centran en métodos de
prediccion in silico que se basan principalmente en la vacunacion inversa, la cual se
enfoca en los andlisis de las secuencias del genoma, una vez que se seleccionan
los genes que codifican proteinas cuyas caracteristicas (como la localizacion celular
y epitopos de células B) representan objetivos deseables como candidatos
vacunales, se realiza la produccion de la proteina y el andlisis en diversos modelos
animales (Hassan et al., 2016), estos métodos han permitido identificar diversas
proteinas candidatos en A. baumannii incluidas AdeK, PonA, OmpA, FhuE, T6SS,
MotB, TonB , proteina de ensamblaje de pilus P, chaperona de ensamblaje de pili
(Hassan et al., 2016).

Sin embargo, los métodos de prediccion in silico no son capaces de predecir la
accesibilidad de la superficie celular, por lo que es complicado y limitado determinar
los antigenos que son reconocidos por el sistema inmunitario y que conducen

realmente a una respuesta inmune protectora.



Un enfoque alternativo para la vacunacion inversa podrian ser métodos que
determinen de forma directa proteinas inmunogénicas. La inmunoproteémica ha
surgido como un método que permite la deteccion de grandes paneles de proteinas
inmunogénicas, que son considerados candidatos vacunales directamente por la
interaccién con el sistema inmune. El trabajo realizado por Gand Li y colaboradores
identificaron proteinas candidatas a vacuna contra Haemophilus parasuis a traves
de un enfoque inmunoprotedmico (Gang Li et al., 2017). En este estudio utilizamos
inmunoprotedmica para identificar antigenos inmunogénicos de cepas con diferente

perfil de resistencia de A. baumannii.

Recientemente, se han realizado diversos estudios que muestran una probable
coinfeccién con microorganismos patdégenos a nivel intrahospitalario. Un ejemplo
son los estudios de coinfecciones en pacientes ingresados a la UCI con COVID-19,
la cual es elevada siendo las bacterias, hongos y virus respiratorios los mas
abundantes. En este estudio se determind la presencia de anticuerpos especificos
contra A. baumannii, una de las bacterias mas importantes causante de neumonia
asociada a ventilacion mecanica ademas de ser uno de los patégenos mas
relevantes de infecciones asociadas a la atencién de la salud, responsable del 20%
de las infecciones en la UCI (Vincent et al., 2009). Nuestros resultados mostraron
que, del total de pacientes analizados, el 82% de los sueros contiene anticuerpos
contra la cepa A. baumannii 60 (Figura 13A) esta cepa muestra resistencia a
antibiéticos de amplio espectro como de espectro reducido que incluyen;
Ceftazidima, Ciprofloxacino, Levofloxacino, Gentamicina, Imipenem, Meropenem,
Trimetoprim-Sulfametoxazol, Piperacilina-Tazobactam. ElI 84% de los sueros
mostré anticuerpos contra la cepa A. baumannii 1 (Figura 13B) con resistencia a;
Amikacina, Cefepima, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Levofloxacino, Imipenem,
Meropenem, Meropenem, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Netilmicina, Tobramicina,
Ticarcilina-Acido Clavulanico, Cefotaxima, Doripenem que es un antibiético de tipo
carbapenémicos y la Colistina que es un antibiético utilizado de Gltima instancia para

tratar infecciones polirresitentes contra A. baumannii. Y por ultimo analizamos la



presencia de anticuerpos contra la cepa de referencia ATCC sin resistencia
reportada, el 76% de los sueros mostraron anticuerpos.

Los resultados de este analisis nos permiten detectar la presencia y frecuencia de
proteinas inmunogénicas, en los analisis llevados a cabo a partir de la cepa 60
observamos que en el 40% de los sueros se detectaron bandas con un tamafio >270
kDa que pueden corresponder a proteinas de alta talla molecular como; Blpl (con
una talla de 344 KDa), Bap (con una talla de 307 kDa) y Ata (206 kDa) que son
proteinas sugeridas como candidatos vacunales a partir de estudio de vacunacion
inversa (Hassan et al., 2016). El 76% de los sueros presenta bandas que oscilan
entre 52 y 66 kDa las cuales podrian corresponder a proteinas como; FilF (70 kDa),
OprC (77 kDa), AdeK (52 kDa) y PKF (49 kDa) (Singh et al., 2016, Hassan et al.,
2016 y Fajardo et al., 2014).

En la cepa 1 las proteinas detectadas con mayor frecuencia (60%) oscilan entre 130
a 175 kDa, no se han reportado proteinas candidatos a vacuna contra A. baumannii
con esa talla molecular. También se detectaron proteinas de 30 a 37 kDa y proteinas
de 6.5y 30 kDa con una frecuencia alta de 44%, estas bandas podrian corresponder
a proteinas de baja talla molecular como; MotB (37 kDa), FilmA (32 kDa), CsuA/B
(18 kDa), TonB (24 kDa), OmpA (38 kDa) y Oxa-23 (30 kDa) (Ramezanalizadeh F.
et al., 2020, Hassan et al., 2016, Carvalho et al., 2009 y Fajardo et al., 2014).

En la cepa ATCC el 58% de sueros presenta bandas de 66 a 95 kDa que podrian
corresponder a proteinas ya identificas como; Omp87 (93 kDa), OprC (77 kDa), FilF
(70 kDa), BamA (93 kDa), PonA (92 kDa) y FhunE (79 kDa). El 24% mostro bandas
de entre 37 a 52 kDa que podrian corresponder a; OmpA (38 kDa), PKF (49 kDa),
AdeK (52 kDa) y MotB (37 kDa). El 12% mostro bandas de 16 a 30 kDa; Oxa-23 (30
kDa), Omp22 (22 kDa), OprF (20 kDa), TonB (24) y CsuA/B (18 kDa)
(Ramezanalizadeh F. et al., 2020, Hassan et al., 2016, Carvalho et al., 2009, Fajardo
et al., 2014, Huang et al., 2016 y Bahey et al., 2020).



En algunos casos se observa un numero bajo de bandas con el uso del suero de
algunas muestras, este resultado puede deberse a las respuestas inmunes variadas
en diferentes individuos, que se encuentran en estado inmunosuprimido
normalmente, esta fase puede causar una mayor susceptibilidad a infecciones
bacterianas respiratorias. El estado de inmunosupresion podria ser inducido por el
virus Sars Cov-2y/o farmacos que aumenta la susceptibilidad a infecciones
secundarias (Beadling C et al., 2004), pero al mismo tiempo, la evidencia sugiere
que algunos pacientes con COVID-19 podria sufrir un sindrome de tormenta de
citosinas, caracterizada por un aumento de interleucina (IL) -2, IL-7, factor
estimulante de colonias de granulocitos, proteina inducible por interferon-y 10,
proteina quimio atrayente de monocitos 1, proteina inflamatoria de macrofagos 1 -
a, y factor de necrosis tumoral-a. Las citosinas inflamatorias producidas por estas
células contribuyen a la inmunopatologia letal, por lo que una de las estrategias
terapéuticas es la administracion de farmacos inmunosupresores, estas condiciones

aumentan la susceptibilidad a infecciones secundarias (Sharifipour et al., 2020)

Estos resultados mostraron la presencia de anticuerpos IgG contra A. baumannii
que sugiere que el paciente sufri6 una co-infeccibn con este patégeno. Las
infecciones secundarias con A. baumannii podrian agravar la enfermedad causando
sintomas correspondientes a neumonia nosocomial que pueden elevar el riesgo de
muerte por complicaciones respiratorias, en algunos casos se observé hasta el 90%,
sin embargo, es dificil atribuir el total de muerte con la coinfeccidn ya existen otros
factores de riesgo que conducen a la muerte del paciente. Se requieren mas
estudios que nos permitan determinar todos los factores que influyan en el aumento

de mortalidad en los pacientes (Pérez et al., 2020).

A partir de los andlisis de inmunotrasnferencia detectamos un total de 15 spots
(Figura 15 y 16), que coincidian con los spots de proteina observadas en el gel 2-
D.

La identificacion tedrica de las proteinas se basé en la blusqueda bibliogréafica de las

proteinas identificadas como candidatos a vacuna contra A. baumannii de los



altimos afios, seleccionadas a partir de la coincidencia por punto isoeléctrico y talla
molecular estimada. Estos resultados nos permitieron generar una identificacion
tedrica de 8 de los 15 spots detectados. Las proteinas inmunogénicas detectadas
en este estudio incluyen proteinas de la membrana externa como: porinas,
receptores celulares, adhesinas, proteinas estructurales, formadoras de
biopeliculas y proteinas asociadas los procesos de resistencia y virulencia

bacteriana (Tabla 7).

OmpA es una de las proteinas que mas atencion a recibido como candidato a
vacuna debido a sus numerosas funciones, participa en los procesos de resistencia
antimicrobiana, formacion de biopeliculas, produccion de apoptosis y la adhesiéon a
células epiteliales. Nuestros andlisis in silico demostraron que esta proteina podria
corresponder al spot 14 identificado por nuestros ensayos de inmunodeteccion, por
la coincidencia en pl y PM, el spot 19 mostro un PM aproximado de 37 kDa y un pl

aproximado de 5.

Las proteinas de la membrana externa (Omp) juegan papeles clave en la
patogénesis celular, las Omp identificadas en este estudio incluyen; OmpA, Omp87,
OprF, Omp22 y OXA-23 (Fajardo et al., 2014). Estas proteinas son altamente
conservadas entre las especies de bacterias Gram negativas, participan en
procesos de resistencia antimicrobiana, adherencia celular y la patogénesis. Las
Omp son regularmente las mas abundantes de la membrana externa en A.
baumannii, capaces de sobresalir y atravesar la capa de polisacéaridos, lo que les
permite interactuar con el sistema inmunitario y por lo tanto son candidatos a

vacunas apropiados (Hassan et al., 2016).

Otros antigenos gue no pertenecen a la familia de proteinas Omp, identificadas en
este estudio incluyen proteinas que contribuyen a la formacién de biopeliculas,
adherencia a las superficies bidticas y abioticas, detectamos una proteina con PM
aproximado de 200 kDa y un pl de 7, fue identificado teéricamente como la proteina
Ata. Esta proteina es exclusiva de A. baumannii que es usada para la adherencia a

células epiteliales y proteinas de la matriz extracelular, esta proteina ya ha sido



probada como candidato a vacuna gracias a su alta conservacion entre las especies
de A. baumannii (Weidensdorfer et al., 2015).

El spot 4 con PM mayor a 270 kDa y pl aproximado de 5, fue identificado como la
proteina Blpl. Esta proteina participa en los procesos de adhesion celular y la
formacion de biopeliculas. La proteina Blpl de A. baumannii (también llamada
BapA) se identifico recientemente, cuenta con una estructura tridimensional similar
a la proteina Bap de A. baumannii (SkerniSkyte et al., 2019), fue identificado como

candidato a vacuna a partir de estudios de vacunacion inversa (Hassan et al., 2016).

El spot 1, con PM aproximado de 95 kDa y pl de 5 fue identificado como BamA.
BamA, el factor de ensamblaje de la membrana externa, BamA ya ha sido
identificada en A. baumannii como candidato a vacuna por estudios de prediccion

in silico, esta proteina se encuentra altamente conservada (Hassan et al., 2016).

Otro grupo de proteinas inmunogénicas que se identificaron en este estudio fueron
algunos los componentes de los Pili. A. baumannii utiliza este mecanismo para la
motilidad, adherencia celular y la competencia con otras bacterias. El spot 15 con
PM 37 kDa y un pl estimado de 6, fue identificado como MotB, conocida como la
proteina B de motilidad, forma parte del componente del motor flagelar y participa
en la motilidad celular, esta proteina fue evaluada como candidato a vacuna a partir

de estudios de prediccidn in silico (Hassan et al., 2016).

El spot 6 con PM 70 kDa y un pl estimado de 6, fue identificado como FilF. FilF es
una proteina de ensamblaje de pilus, se desconoce su papel exacto en la virulencia.
Esta proteina fue seleccionada como candidato a vacuna por ensayos in silico
gracias a su localizacion extracelular y elevada conservacion (Singh et al., 2016).

El spot 7 con PM aproximado de 20 kDa y un pl estimado de 6, fue identificado como
OprF. La proteina F de la membrana externa, funciona como una porina con papeles
importantes en la virulencia, esta proteina fue seleccionada como candidato a
vacuna contra P. aeruginosa, por la presencia de su dominio de N-terminal de OprF

por su interaccion con el sistema inmune (Bahey et al., 2020).



En este estudio también se identificaron proteinas asociadas a la resistencia
antimicrobiana. El spot 8, con PM aproximado de 30 kDa y pl de 7, fue identificado
como Oxa-23. Oxa-23 pertenece a las enzimas B-lactamasas de clase D,
denominadas oxacilinasas (OXA), hidrolizan diferentes tipos de B lactamicos
incluyendo carbapenémicos, Oxa-23 ha surgido a nivel mundial como uno de los
principales mecanismos de resistencia en A. baumannii por lo que es un candidato
a vacuna importante. El spot 10 con PM aproximado de 95 kDa y un pl estimado de
5 fue identificado como la proteina PonA, esta es una proteina de union a la
penicilina que participa en los procesos de resistencia a los antibidticos B-
lactamicos. La cepa en la que se reportd mostro resistencia a este tipo de

antibioéticos.

Los 7 Spots no identificados, corresponden a proteinas inmunogénicas no
caracterizadas anteriormente como candidatos vacunales, pero que evidentemente
son proteinas que interactian con el sistema inmunolégico y que por lo tanto son
proteinas inmunogénicas que deberan ser identificadas y podrian ser consideradas
como candidatos vacunales. De estas 9 proteinas se incluyen; Spot 3; PM: 52 kDa,
pl: 4.5. Spot 5; PM: 95, pl:5. Spot 9; PM: 66, pl:5. Spot 10; PM:95, pl:5. Spot 11,
PM:95, pl: 5.2. Spot 12; PM: 50kDa, pl: 5. Spot 13; PM:50, pl: 5.

Nuestros estudios de prediccion de epitopos lineales y prediccion basada en la
estructura 3D, nos permiten sugerir que todas las proteinas inmunodetectadas,
cuentan con al menos una region de reconocimiento de anticuerpos. Estos
resultados son determinantes para una proteina propuesta como candidato a
vacuna, el reconocimiento de epitopos en una proteina es esencial para el disefio y
construccion de una vacuna, por lo que nuestros resultados se suman a la base de

datos del potencial que juegan estas proteinas como candidatos a vacuna.

Para comprobar la identidad de los spots sera necesario la identificacion por MALDI-
TOF, estos experimentos nos permitiran confirmar la identificacion teorica realizada

en el presente trabajo.



En resumen, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren ser proteinas
gue podrian funcionar como importantes candidatos a vacuna contra A. baumannii.
Si bien, diversas proteinas han sido identificadas como candidatos a vacuna a partir
de estudios de prediccién in silico como la vacunacién inversa, los ensayos
inmunoproteémicos realizados en este estudio, nos permiten confirmar que solo
algunas de las proteinas anteriormente seleccionadas interactian con el sistema
inmunologico por lo que son realmente proteinas inmunogénicas y potenciales
candidatos a vacuna. Las caracterizaciones de estas proteinas, incluida la
exposicion superficial, la inmunogenicidad protectora, la amplia distribucién, y las
funciones esenciales en la patogenicidad, los convierten en excelentes candidatos

para el desarrollo de vacunas.



9. Conclusién

En este estudio logramos detectar proteinas inmunogénicas en A. baumannii, que
incluyen proteinas de la membrana externa, porinas, receptores celulares,
adhesinas, proteinas estructurales, proteinas utilizadas para la captacion de
nutrientes, formadoras de biopeliculas y proteinas asociadas los procesos de

resistencia.

Nuestros andlisis basados en la busqueda y caracterizacion de las proteinas
inmunodetectadas, mostraron caracteristicas fisicoquimicas que las convierten en
proteinas candidatas a vacuna, como la presencia de mdltiples regiones de
interaccidn con anticuerpos, ademas de cumplir y participar en funciones esenciales

en la patogenicidad y viabilidad celular.

Diversas proteinas han sido identificadas como candidatos a vacuna a partir de
estudios de prediccién in sillico como la vacunacién inversa, los ensayos
inmunoprotedmicos realizados en este proyecto, nos permiten confirmar que solo
algunas de las proteinas anteriormente seleccionadas interactiian con el sistema
inmunolégico por lo que son realmente proteinas inmunogénicas y potenciales

candidatos vacunales.

Ademas, aunque hay algunos informes retrospectivos publicados recientemente de
coinfecciones en pacientes con enfermedades de importancia clinica, como COVID-
19. Nuestro estudio se suma a una base de evidencia creciente del papel que las
coinfecciones bacterianas y su importancia en la actual pandemia de COVID-
19. Nuestros hallazgos enfatizan la preocupacion de la sobreinfeccion en pacientes
intrahospitalarios y con susceptibilidad a adquirir la infeccion de COVID-19, debido
a Acinetobacter baumannii. En consecuencia, es importante prestar atencion a las
coinfecciones bacterianas en pacientes criticos positivos para COVID-19, o en

pacientes hospitalizados con otro tipo de infecciones o padecimientos.
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