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Genoma Bacteriano

Pool de Genes
CORE

Cromosoma
(plasmidos
cripticos)

Genes que poseen un rol
esencial en funcionamiento de
la célula bacteriana.
*Replicacionde ADN.

*Traduccion.

*Ribosomas.

sEnvoltura celular.

*\lias metabdlicas primarias etc.

Secuencias de insersion

Recombinacién homéloga

Pool de Genes
Flexibles

Islas gendmicas
Fagos
Plasmidos
Integrones
Transposones

Genes que confieren funciones adicionales
no esenciales para el desarrollo bacteriano
perodan ventaja en condiciones
particulares.

¢ Patogenicidad.

* Resistencia antimicrobiana.

« Sistemas de Secrecion.

* Vias metahdlicas secundarias etc.

1898 genes compartidos con
todos los genomas
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Acimetobacter baumannii

é¢Como evoluciona cada individuo de una especie?
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Re arreglos genémicos

/
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Mutaciones puntuales (SNP): sustitucién de
un nucleétido, o insercién/delecién de
un nucleétido.

Variaciones en grandes secuencias:
Inserciones, deleciones.

Inserciones: adquisicion de genes de
virulencia/adptacion
y de resistencia antimicrobina (THG).
Deleciones: Transposones, Islas
gendmicas etc.



Métodos Moleculares Clasicos

Métodos dirigidos a evaluar la evolucion a largo plazo (evolucion neutra).

P
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R Secuenciacion  Asignacion  Asignacion

MLST: Multilocus Sequencing Typing. de c/alelo ST via WEB

Analisis de fragmentos de 400- 450pb de 7

4

via WEB

\

genes “housekeeping” o esenciales. Cada TN
aislamiento es definido por wuna — = 7\;
combinacién particular de alelos. == " f?/
Perfil Alélico o Secuenciotipo, ST. https://pubmist.org/databases/

http://bigsdb.pasteur.fr/

‘ Complejo Clonal

Modelos de evolucion bacteriana simples,

analisis por el programa  eBURST R
(http://eburst.mlist.net) (Feil et al.,, 2004)

infieren las relaciones evolutivas entre los ST. . e
El analisis clasifica a los ST en grupos e~ i
evolutivamente relacionados que reciben el rundadordetce

nombre de Complejos Clonales (CC).




Métodos Moleculares Clasicos

Métodos dirigidos a evaluar la evolucion a corto plazo.

Generalmente, Comparacion de Patrones de Bandas.

Rep-PCR RAPD-PCR
Repetitive Random Amplified
sequences -based Polymorphic DNA-
PCR PCR

i

Cultbve

.....

PFGE

Pulsed-field Gel
Electrophoresis

Corte con en rima
Do bajo nimers decons

Prooudomonas
FOFLIGITIONE

3 - ¥ i L -

Punto de corte

Se observan cambios evolutivos en el genoma pero se desconoce el evento que lo origina.



Secuenciacion de genomas

Genomica Comparativa

Genotipificacion Especifica Core genoma SNPs Comparacién genoma completo
|
. Seleccion del genoma mas .. ..
= MLST in silico similar paragcomparar' CompOSICIon de nUCIeOtldOS,
=Perfil de resistencia Regiones altamente conservadas,
antimicrobiana. SNPs contra genoma (s) Rearreglos, Sintenia global, SNP,
* Perfil de virulencia. de referencia (s). Inserciones y Deleciones de

= Analisis de plasmidos.

cualquier tamafio, etc.

= Otros elementos del “moviloma” Comparacion del
(fagos, transposones, islas, IS). patrén de SNPs

= Entre otros (vias metabdlicas
secundarias, enzimas especificas
etc.)

Tabla de genes ortdlogos.

Arboles Filogenéticos (homologia entre genes presentes
en diferentes especies).

cgMLST




Acinetobacter baumannii 1983-2012

MLST: OXFORD (Bartual et al)
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Acinetobacter baumannii 1983-2012
MLST: PASTEUR

. $102 ey
100 L]
A0 A e :‘;;%3;1&?%%
228 gey 00 e TR A2 180 1 %DEUQ
§30 Joziar - 238 151 y 'ZEZ-I"E
40 £50 a0 773 296 527 o 802 ' 23
e 0 g o428 " 1 e o50 48 $7 A 2
a ' a0 e ;& E?é‘ "
e - ol F'"m it !I I: %ﬁwﬂ
A58 1581 7. €0 g y A i
a Sy T s Fiﬁﬂ o nfmﬁ o 18
ja7 113 m-“* s .95:105 % 595
.1?l .
; 57
S 1T .ﬁa@ ??924 q.;ga?? ;ﬂa 12 2 9'95 .QQF‘”
254 ¢99 8
éﬁw %3;%? ;ﬁ’ S YT o
?@#Fq" J’ &1, ,515 ‘ﬁsﬂ?
45 ﬂEU 218 .F3"’
?a a3 1z
“'UJ'I"Equ' - §¥ 45 .Zsju';z?ﬂ?
9 (a;e] 1'3 0
K j j o
ar:ld. o
,
FQEJ ﬂ
,514-3'3? I 131.1:2:1 ﬁ?q” o, ey
&Mzﬁukﬂﬂﬁg'j-l arg -155 03
|s?ﬂ-ﬁ iB ; aar
ﬁf sag 243 T2 o -ﬁ%::: AN 2017
p T e ST
159298003
aﬂ .I]:-r
ﬁs? i 1
g?‘?ﬂ l.*:d..?-'ﬂ
141

33.3-52



MLST: Secuencias concadenadas.
Filogenia: Neighbour-joining analysis.

cc110515725"
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cC113B/CC79P

CC1038/CC15P

singletonB/CCTOP

cc1198/CcCrof

Stietz et al Infect Genet Evol. 2013 Mar;14:294-301



Acinetobacter baumannii 1983-2012
PFGE
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A. baumannii ST25 (Pasteurs)
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Figure 4. A core genome single nucleotide polymorphism (SNP) phylogeny of 5T25 genomes.

Sahl et al Sci Rep. 2015 Oct 14;5:15188. doi: 10.1038/srep15188.



Diseminacion y diversidad de aislamientos de A. baumannii 2007-2008 en un
hospital terciario (HT), sus hospitales comunitarios afiliados y un centro de
atencion prolongada (CAP).
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ST nuevos y ST79 en clados diferentes
(divergentes entre si), 4 grupos (A-D) ST2
(Cl 2), con alta similaridad aunque con
diferentes linajes .
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Fig 1. Core SNP phylogenetic tree topology showing the relationships among
all of the isolates.



Diversidad en las cepas de A. baumannii 2007-2008 en un hos

sus hospitales comunitarios afil

Evidencias de transmision intra
hospital : Clado o grupo D, 5/6
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FIG 2 Genome features.

Factores de Virulencia

B- Lactamasas Cromosomales

Region csu codifica la fimbria tipo I, TS6SS sistema de secrecion tipo 6, Locus K sintesis y
ensamblado del antigeno O, OC sintesis y ensamblado de los azucares del core experto del LPS, bla
ABC cefalosporinsa, bla ,, ;. S0l0 se expresa cuando la ISAba 1 rio arriba. Fe(ll)-Hemo es
capturado y metabolizado proveyendo una alternativa fuente de hierro .



Conclusiones:

La dinamica de la poblacion de A. baumannii sugiere cepas endémicas que
interactian entre si y con un influjo periddico de cepas ndveles que
aportan potencialmente nuevo material genético.

Sumado a la variabilidad en los determinantes de resistencia, otras regiones
muestras cambios genéticos que pueden evolucionar en corto tiempo que
apuntarian o otros aspectos fisoldgicos de A. baumannii que pueden contribuir a
su exito como patogeno nosocomial.



Polimorfismo de SNP Genoma core de A. baumannii (cgMLST)

B.

SN F § Multiples variantes en un

2 mismo huésped (“nube de
diversidad”). P4: un paciente
puede diseminar diferentes
cepas.
P6: una cepa puede evolucionar
mientras coloniza un paciente.

BEAST software

https://github.com/CompEvol/beast2

Fitzpatrick et al J. Clin. Microbiol. September 2016 54: 2391-2394



Whole-genome sequencing for analysis of an outbreak of
meticillin-resistant Staphylococcus aureus: a descriptive study
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Programas de Bioinformatica

Ensamblado (contigs o scaffolds): Velvet y SPADES.

Calidad del ensamblado: QUAST.

Orden y orientacion de los contigs: Mauve Contig Mover
Anotacion de los contigs: servidor RAST y luego cura manual.
Genes ortdlogos: genes ortélogos genes ortélogos: OrthoMCL.
Transferencia horizontal de genes: BLASTp.

Filogenia de los genes involucrados en el intercambio genético:
JModelTest2 y PhyML.

Replicasas plasmidicas propias de cada especie: BLAST
Identificacion de IS: ISFinder.

Identificacion de profagos y secuencias fagicos: PHAST.
Prediccidn de genes de resistencia antibidtica: base de datos ARG-
ANNOT y Genbank.

«Mayiguia

Organism Overview for Escherichia

coli str. K-12 substr,

MG1655 (511145.20)

e s Eaviars” Hesmiaed | dnnatals

Rearreglos gendmicos, identificacion de SNP: alineamiento

... progresivo con genomas completos disponibles en la base de datos

GenBank mediante MAUVE (proceso de filtrado, SNP no
recombinantes para general la filogenia del core).
Construccion del arbol filogenético: RAxML.
Pangenoma: program PanOCT.

Matrix de distancias: arboles filogenéticos: FASTME.







