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RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un agente etiolégico importante de infecciones
asociadas a la atencion de la salud. Actualmente la obtencion del resistoma es la tecnologia
basada en la secuenciacion del genoma completo para identificar los determinantes
geneéticos relacionadas con la resistencia a los antibidticos. El conocimiento de estos
determinantes aportaria informacion relevante para individualizar estrategias de
tratamiento. Objetivo. Analizar la clonalidad y los determinantes genéticos responsables
de la resistencia a los antibiéticos en cepas de Acinetobacter baumannii, aisladas en
México. Metodologia. Analisis de la infeccion asociada a A. baumannii durante el 2022 del
Hospital General “Dr. Miguel Silva”. Se descargaron 52 genomas de A. baumannii de bases
de datos publicas provenientes de México. Se seleccionaron 10 cepas de A. baumannii del
total de aislados de 2022-2023. Se determind su susceptibilidad a antibiéticos mediante
VITEK®2 seguido de extraccion de ADN y posterior secuenciacion del genoma mediante
la plataforma lllumina. Mediante herramientas bioinformaticas se evalud la diversidad
genética de los aislados y la identificacion de determinantes genéticos y elementos
genéticos moviles (MGEs) responsables de la resistencia a antibidticos asi como la
correlacion fenotipica y genotipica de los aislados clinicos. Resultados. Se reportaron 133
infecciones asociadas a la atencion de la salud por A. baumannii (20.6% por 100 IAAS). Se
asignaron secuencias tipo (ST) a 54 genomas (45 descargados y 9 de cepas secuenciadas)
utilizando el esquema de Pasteur. Mediante estas ST, se establecieron 6 complejos
clonales internacionales (CCI): 1, 2, 4, 5, 10 y 15. La ST 2 junto con la ST 1544 (n=2)
conforman el complejo clonal internacional 2 y que fue el predominante. El determinante
genético de resistencia mas frecuente fué a betalactamicos en 44 genomas (77.19)%,
mediante genes del tipo blaADC-25: 26 (59%), en segundo lugar blaOXA-66: 22 (50%) y
blaOXA-65 (29.5%). Se encontraron secuencias de insercion en 50 genomas (87.7%),
siendo la mas frecuente ISVsa3: 32 (64%), en segundo lugar ISAbat: 21 (42%).
Conclusion. Las cepas de A. baumannii aisladas en un contexto nosocomial en
México, poseen determinantes genéticos de resistencia similares a otros reportados
previamente en el mundo, principalmente la resistencia a beta-lactamicos es con
genes tipo blaOXA-66. 87.7% de los genomas analizados eran portadores de la Sl
ISVsa3 en nuestro pais, lo cual no se habia documentado en algun trabajo previo.
Los aislamientos nosocomiales de A. baumannii en Meéxico, corresponden
principalmente a dos complejos clonales internaciones el CCI2 y el CCI 5.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, resistoma, bioinformatica, determinantes
geneéticos de resistencia, secuencia tipo.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an important etiological agent of healthcare-
associated. Currently, resistome acquisition is the technology based on whole
genome sequencing to identify the genetic determinants related to antibiotic
resistance. Knowledge of these determinants would provide relevant information to
individualize treatment strategies. Objective. To analyze the clonality and genetic
determinants responsible for antibiotic resistance in strains of Acinetobacter
baumannii, isolated in Mexico. Methodology. Analysis of the infection associated
with A. baumannii was carried out during 2022 at the “Dr. Miguel Silva” General
Hospital. 52 A. baumannii genomes were downloaded from public databases from
Mexico. In addition, 10 strains of A. baumannii were selected from the total number
of isolates obtained from June 2022 to January 2023 from nosocomial infections.
Their susceptibility to antibiotics was determined using VITEK®2 followed by DNA
extraction and subsequent genome sequencing using the lllumina platform. Using
bioinformatics tools, the genetic diversity of the isolates and the identification of
genetic determinants and mobile genetic elements (MGESs) responsible for antibiotic
resistance were evaluated, as well as the phenotypic and genotypic correlation of
the clinical isolates. Results. 133 healthcare-associated infections due to A.
baumannii were reported (20.6% per 100 HAls). Sequence types (ST) were
assigned to 54 genomes (45 downloaded and 9 sequenced strains) using the
Pasteur scheme. Using these STs, 6 international clonal complexes (ICC) were
established: 1, 2, 4, 5, 10 and 15. ST 2 together with ST 1544 (n=2) make up
international clonal complex 2, which was the predominant one. Of the Michoacan
genomes, 8 strains were ST2 and one was ST32, in one ST could not be determined.
The most frequent genetic determinant of resistance was to beta-lactams in 44
genomes (77.19%); the most frequent genes were blaADC-25: 26 (59%), in second
place blaOXA-66: 22 (50%) and blaOXA-65 (29.5%). Insertion sequences were
found in 50 genomes (87.7%), the most frequent being ISVsa3: 32 (64%), in second
place ISAbat: 21 (42%). Conclusion. Strains of A. baumannii isolated in a
nosocomial context in Mexico have genetic resistance determinants similar to those
previously reported in the world, mainly resistance to beta-lactams is with b/laOXA-
66 type genes. 87.7% of the analyzed genomes were carriers of the ISVsa3 Sl in
our country, which had not been documented in any previous work. Nosocomial
isolates of A. baumannii in Mexico correspond mainly to two international clonal
complexes, CCIl2 and CCI 5.
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1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud ha identificado a la resistencia
antimicrobiana como una de las grandes amenazas a la salud mundial (WHO 2014).
Con base en la resistencia a los antimicrobianos las cepas bacterianas pueden
clasificarse en Multidrogo-resistentes (MDR), cuando no existe susceptibilidad al
menos a un agente en tres 0 mas categorias antimicrobianas; extensamente drogo-
resistentes (XDR), susceptibilidad solo a una o dos categorias de antimicrobianos,
pandrogo-resistentes (PDR), ausencia de susceptibilidad a todos los agentes en
todas las categorias antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012).

Si no se realiza ninguna accion, las muertes atribuidas a resistencia a
antimicrobianos puede llegar a 10 millones de muertes cada afio (Mancuso et al.,
2021).

En febrero del 2017, la OMS publico la lista de patdgenos para los cuales
existe urgente necesidad de generar nuevos antimicrobianos, los microorganismos
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter),
fueron designados “microorganismos prioritarios” para el desarrollo de nuevos
farmacos (WHO, 2017).

En 2018 el gobierno mexicano publico el acuerdo de declarar obligatoria la
estrategia nacional de accidn en contra de la resistencia a antimicrobianos (Diario
Oficial de la Federacion, 2018). Una iniciativa no gubernamental, establecio la red
para investigacion y vigilancia de resistencia a farmacos (Red Tematica de
Investigacion y Vigilancia de la Farmacorresistencia [INVIFAR]) en México, con
varios centros hospitalarios en todo el pais. Un foco de atencién de la red es la
vigilancia de la resistencia de microorganismos patdgenos comunes como
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., complejo Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y, en

colaboracion con SIREVA/GIVEBPVac, S. pneumoniae. Se ha detectado
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resistencia de alto grado a multiples farmacos para el complejo A. baumannii, con
resistencia a carbapenémicos y cefepime (hasta 83.6%) (Garza-Gonzalez et al.,
2020).

En pacientes con COVID-19, han sido reportados microorganismos criticos y
de alta prioridad con elevada frecuencia. En un estudio reciente de pacientes de
unidad de cuidados intensivos (UCI) con COVID-19, A. baumannii fue el
microorganismo ESKAPE con mayor aislamiento (52%), con cepas con perfil MDR
(Duran-Manuel et al., 2021). La red INVIFAR en México publico recientemente que
la resistencia a los antimicrobianos se ha incrementado en México durante el
periodo de la pandemia por COVID-19. En particular, se detectaron altas tasas de
resistencia para A. baumanniiy P. aeruginosa (Lopez-Jacome et al., 2022).

Aunque A. baumanni se aisla en el 45% de los casos de infecciones
causadas por microorganismos ESKAPE, este porcentaje aumenta al 60% entre
aislados con perfil MDR en Estados Unidos, América Latina y Oriente Medio (De
Oliveira et al., 2020).

A. baumannii puede adquirir resistencia a agentes de uso clinico por
transferencia horizontal de genes (HGT) o transformacion natural (Castanheira et
al., 2023). A su vez, la adquisicion de mutaciones o transposicion de elementos
genéticos, como secuencias de insercion tipo (ISAba), pueden modular la expresion
de genes constitutivos que codifiquen para enzimas, sistemas de eflujo, proteinas
membranales externas y que pueden ocasionar resistencia a varios agentes
antimicrobianos (Castanheira et al., 2023).

Acinetobacter es bien conocido por su multitud de mecanismos de resistencia
antimicrobiana, asociados a un aumento en el tamafo del genoma. Las especies
de Acinetobacter ejercen gran parte de su resistencia antibiotica a través de la
expresion de -lactamasas (Bennett et al. 2021). Las B-lactamasas estan
codificadas por genes cromosomicos o por genes transferibles localizados en
plasmidos y transposones. Las [-lactamasas pueden clasificarse segun su
estructura de aminoacidos en cuatro clases moleculares, A a D ( Fig. 1), como
sugirio por primera vez Ambler y modificada y ampliada en el sistema de
clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros ( Fig. 1) (Bennett et al. 2021).
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Figura 1. Esquema de clasificacion de b-lactamasas (Bennett et al., 2021) BLEEs:
betalactamasas de espectro extendido; SHV: Betalactamasas sulfihidrilo variables...

Las B-lactamasas de clase A, C y D hidrolizan el anillo B-lactamico a través
de un residuo serina en su lugar activo, mientras que las enzimas de clase B son
metalo-B-lactamasas (MBL) que usan zinc (Zn 2* ) para romper el enlace amida (Fig.
1). Dentro de las B-lactamasas se encuentran la clase AmpC del grupo 1
(cefalosporinasas), las B-lactamasas de la clase A de los grupos 2b y 2c de Ambler
estan codificadas en genes transportados por plasmidos grandes y confieren
resistencia a penicilinas y a cefalosporinas de espectro reducido. La apariciony la
rapida diseminacion a nivel mundial de cepas que contenian [(-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) de la clase A del grupo 2b de Ambler en la década de
1980 fue la primera diseminacion internacional rapida de A. baumannii resistentes
a multiples farmacos. El uso de antimicrobianos carbapenémicos para tratar

infecciones graves por Acinetobacter, dio lugar a la aparicion posterior de las



oxacilinasas de clase D del grupo 2d de Ambler. (Bennett et al., 2021). Esta clase
de oxacilinasas confiere resistencia a los carbapenemes y ha dado lugar a un
marcado aumento de la resistencia a los carbapenémicos. Las metalo- -
lactamasas de la clase B del grupo 2 de Ambler imipenemasa (IMP), integrén
Verona codificado (VIM), Nueva Delhi | (NDM-1) y Nueva Delhi 2 (NDM-2) son
menos frecuentes, pero comienzan a diseminarse en todo el mundo. (Bennett et al.,
2021).

El segundo determinante mas importante en Acinetobacter es la presencia
de bombas de expulsidon, que confieren resistencia a B-lactamicos, cloranfenicol,
macrdlidos, tetraciclinas, tigeciclina, aminoglucésidos, polimixinas y ciertos
antisépticos. La bomba de expulsion predominantemente expresada es AdeABC,
perteneciente a la familia de la divisidn, resistencia y nodulacion (RND), aunque se
han descrito otras. También se han descrito enzimas modificadoras de farmacos,
cambios en la expresién de porinas, mutaciones en los genes que codifican el
sistema regulador de la polimixina de dos componentes PmrA y PmrB.

La comunidad local no es ajena a este problema y los aislados locales
representan una oportunidad para caracterizar las cepas relevantes en la
comunidad, asi como de enriquecer el banco de datos global. De esta manera en
este trabajo se llevo a cabo la determinacién del perfil fenotipico y genotipico de
resistencia de cepas representativas de A. baumannii con perfii MDR y/o XDR,
aisladas de muestras clinicas del Hospital General “Dr. Miguel Silva, y se
compararon con los perfiles encontrados en genomas de cepas mexicanas
disponibles en bases de datos. Se pudo establecer un registro completo de
determinantes genéticos de resistencia, alguna estrategia terapéutica, tipificacion
para resolver investigacion de brotes y caracterizacion epidemiolégica molecular
que provea caracteristicas comparativas nuevas y definan las poblaciones
bacterianas circulantes en nuestro medio y si requieren mas investigaciones para

entender su comportamiento.



2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales de Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter baumannii (llamado en honor a los bacteridlogos americanos Paul y
Linda Baumann), es un microorganismo Gram-negativo, que ocasiona infecciones
nosocomiales, especialmente en UCI y pacientes inmunosuprimidos con catéteres
venoso central (Vazquez-Lopez et al., 2020). La morfologia del género consiste en
coco bacilos Gram-negativos. Se caracterizan por ser estrictamente aerobios, no
fermentadores, no fastidiosos, no moviles, catalasa positivos y oxidasa negativos,
con 39 a 47% de contenido de guanina-citosina (GC) en su secuencia de ADN
(Vazquez-Lopez et al., 2020). Desarrolla bien en medios sélidos de rutina a 37° C.
Las colonias son de 1 a 2 mm, convexas, mucoides, no pigmentadas. Tipicamente
tiene forma de bacilo durante el crecimiento rapido, pero las formas coco-bacilares
predominan en la fase estacionaria. Es variable su captacion de cristal violeta, por
lo que puede clasificarse mal como coco gram positivo. Acinetobacter baumannii se
aisla facilmente en los medios de cultivo tradicionales, el agar sangre de carnero y
MacConkey son utilizados convencionalmente para la deteccion en cultivos de
muestras clinicas, sin embargo, estos medios no son selectivos para Acinetobacter

baumannii y requiere diferenciarse de otros microorganismos.

2.2 Taxonomia

Aunque ubicuo en la naturaleza, las 54 especies reconocidas del género
Acinetobacter se asocian a un nicho ecoldgico especifico que perfila su contenido
genomico. Acinetobacter baumannii es la especie mas virulenta y causa la inmensa
mayoria de las infecciones en los seres humanos, pero Acinetobacter pittii,
Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter iwoffi y Acinetobacter radioresistens
también son importantes (Bennett et al., 2021). La diferenciacién de las especies
basada exclusivamente en fenotipos es dificil, lo que ha condicionado la aparicién
del término complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii
(Bennett et al., 2021). La espectrometria de masas por desorcion/ionizacion
mediante laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF)



es capaz de identificar rapidamente las especies de Acinetobacter (Bennett et al.,
2021).

2.2.1 Clonas y linajes

Basados en la tipificacion molecular inicial de los aislados de A. baumannii,
3 linajes se diseminaron por Europa. Estos se clasificaron como clonas Europeas
[, 11'y lll. Posteriormente se renombraron como linajes clonales internacionales (Cl):
I, I'y lll. A'la fecha actual, 9 Cl de Acinetobacter baumannii han sido reconocidas.
La caracterizacion mediante la tipificacion de secuencias multilocus (MLST), es un
meétodo que usa las variaciones en los diferentes loci por secuenciacion del ADN en
fragmentos de genes constitutivos. Esto crea perfiles de MLST conocidos como
secuencias tipo (ST) (Simar et al., 2021). Actualmente existen dos esquemas de
MLST para A. baumannii, el esquema Oxford y el esquema Pasteur. Cada uno
utiliza siete genes constitutivos, tres de los cuales son compartidos por los dos
esquemas. Se han observado diferentes niveles de resolucion entre ambos
(Gaiarsa et al., 2019). Posteriormente mediante estos esquemas se generaron
diferentes secuencias tipo (ST) y complejos clonales (Castanheira et al., 2023).

El CI1 e CI2 comunmente poseen oxacilinasa con actividad de
carbapenemasa (OXA)-23, y estos linajes clonales internacionales son las clonas
mas exitosas en diseminarse en todo el mundo. Sin embargo, existen variaciones
regionales. El CI5 y CI7 son predominantes en Centroamérica y Sudamérica
(Castanheira et al., 2023).

Hasta abril del 2019, se encontraban 3,609 genomas de A. baumannii
disponibles en GenBank y bases de datos de secuenciacion del genoma (WGS)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gob/genome/?term=Acinetobacter+baumannii). De los 3,575

genomas restantes analizados, 2,364 (66%) son miembros de la clona internacional
1 (IC1) (173 genomas) y clona internacional 2 (1C2) (2,191 genomas). Estas clonas
se definen como ST1, representando a la IC1s de acuerdo con el esquema de MLST
de referencia del Instituto Pasteur, y ST2, representando a la IC2s (Hamidian et al.,
2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gob/genome/?term=Acinetobacter+baumannii

La ST2 corresponde a 2,105 genomas (59%) de los disponibles completos y
consignados para analisis. Esto ha sido consistente con reportes previos de A.
baumannii resistente a carbapenémicos con la IC2s formando parte de la mayor
frecuencia de brotes.

La distribucion global de A. baumannii resistente a carbapenémicos, se ha
influenciado por la diseminacién de aislados IC2, con 1,678 aislados albergando al

menos un gen de resistencia a carbapenémicos (Hamidian et al., 2019).

2.3 Epidemiologia.

Acinetobacter baumannii es actualmente considerado una amenaza global
en los servicios de atencion a la salud y gana resistencia a antimicrobianos a una
tasa muy elevada. En el sureste de Europa, Oriente Medio, Asia y norte de Africa,
hasta 90% de los aislamientos clinicos son resistentes a carbapenémicos.
Globalmente 45% de los aislamientos de Acinetobacter baumannii son multi-drogo
resistentes, con >70% de aislamientos en América Latina y oriente medio con
fenotipo de multi-drogo resistencia (Wu et al., 2023). En Estados Unidos, se estima
que se presentan anualmente mas de 12,000 infecciones por Acinetobacter, que
causan mas de 1,300 muertes y cuestan a la sociedad 1,600 millones de dolares.
En comparacidn con otras bacterias Gram negativas resistentes a multiples
farmacos y con Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, las infecciones por
Acinetobacter tienen mayor riesgo de mortalidad a los 30 y 90 dias después del
aislamiento en cultivo (Nelson et al., 2017). Se ha reportado en nuestro pais a
Acinetobacter baumannii como principal etiologia de neumonia asociada a la
ventilacion mecanica, siendo el principal agente etiolégico (47.9%), de 48 casos en
un ano (Sosa-Hernandez et al., 2019). En México, también existen reportes de tasa
alta mortalidad que van del 28.2% al 52.8% en infecciones con aislamientos
resistente a carbapenémicos (Rosales-Reyes et al., 2017).

A. baumannii es reconocido como causante de un amplio rango de
infecciones adquiridas en el hospital, incluida neumonia, bacteremia, infecciones
del tracto urinario, infecciones de heridas y meningitis. Un estudio previo estimé una

incidencia global de mas de 100,000 de casos de A. baumannii anuales, con 50%



de los aislamientos resistentes a carbapenémicos (Rangel et al., 2021). La
frecuencia de Acinetobacter aumenta drasticamente entre los pacientes que
requieren ventilacion mecanica durante mas de 5 dias, representando hasta el 26%
de las infecciones respiratorias en una serie (Bennett et al. 2021). Otras
manifestaciones nosocomiales de Acinetobacter son las infecciones del torrente
sanguineo asociadas con catéteres intravasculares, infecciones del sitio quirurgico,
infecciones del tracto urinario, meningitis después de la neurocirugia e infecciones
del tejido blando después de quemaduras (Bennett et al., 2021).

Las infecciones asociadas a la salud (hosocomiales o sanitarias), suponen el
mayor impacto de Acinetobacter sobre la salud publica, dada la rapida diseminacion
de cepas resistentes. La aplicacion de métodos de tipificacion molecular ha puesto
de manifiesto que un numero limitado de estirpes clonales ampliamente
generalizadas de A. baumannii son responsables de brotes hospitalarios en todo el
mundo (Bennett et al., 2021).

2.4 Transmisién

Los factores que promueven la aparicion y la transmision de A. baumannii en
los centros de atencion médica son la hospitalizacion de pacientes con alto riesgo
de colonizacién, como los residentes con cuidados a largo plazo; los fallos en la
limpieza y desinfeccion del medio ambiente; y la utilizacion de antimicrobianos,
especialmente cefalosporinas de tercera generacién, fluoroquinolonas o
carbapenems (Bennett et al., 2021).

La capacidad de las especies de Acinetobacter para sobrevivir durante
semanas sobre superficies del entorno hospitalario condiciona la aparicion de brotes
prolongados, y los desplazamientos de los pacientes entre instituciones
asistenciales, favorece la diseminacion regional. Cualquier superficie humeda o
seca en el entorno asistencial que rodea a un paciente puede contaminarse por
Acinetobacter y convertirse en reservorio para una transmision mantenida; entre
ellas, se incluyen fregaderos, grifos, humidificadores, bafieras de hidroterapia,
cortinas, almohadas, barandillas de camillas y equipos como carritos de
medicamento, bombas de infusion y pantallas digitales de los equipos (Bennett et



al.,2021). Los pacientes con antecedentes de infeccidn recientes o antiguos pueden
seguir colonizados y contaminar su entorno (Thom et al., 2011).

La transmisién de Acinetobacter en el entorno sanitario ocurre por omisiones
en los procedimientos de higiene de las manos o por olvidos de desinfeccidon de
equipos meédicos moviles en las areas asistenciales (Rusell et al., 2018). Las
unidades con habitaciones de multiples camas y los pacientes sensibles como las
unidades de cuidados intensivos neonatales (UCI), corren un alto riesgo de sufrir
brotes. También otros procedimientos como lavados pulsatiles de heridas y las
broncoscopias, también dan lugar a contaminacion y transmision ambiental intensa
(Bennett et al., 2021). Las particulas transportadas por el aire desempefian algun
papel en la transmisién de Acinetobacter, bien por diseminacién a través de salas
de hospitalizacién abiertas con numerosas camas o por contaminacion de filtros de
aire internos de equipos médicos (Lei et al., 2016). Durante los meses mas calidos
y humedos, aumentan las infecciones por Acinetobacter asociadas al cuidado de
salud, posiblemente por la contaminacion de sistemas de refrigeracion (Bennett et
al., 2021).

Clinicamente, las infecciones por Acinetobacter estan asociadas a ventilacion
mecanica, cateterismo intravenoso y urinario, cirugia, procedimientos invasivos y
antimicrobianos de amplio espectro, especialmente en pacientes que tienen
guemaduras, trauma o estan en UCI. La predisposicion existe en defectos en las
defensas anatdmicas el huésped y alteracion del microbioa normal del huésped por
exposicidon a antimicrobianos de amplio espectro (Wong et al., 2017).

Para determinar las rutas de transmision de un brote es necesario integrar la
secuenciacion del genoma completa con los datos epidemioldgicos, tales como el
movimiento de los pacientes y la exposicion al entorno de atencion de salud y debe
convertirse en la norma. Para utilizar apropiadamente la secuenciacién del genoma
en un brote, es necesario comprender las cepas endémicas de unas instalaciones

determinadas (Fitzpatrick et al., 2016).



2.5 Patogénesis

Acinetobacter baumannii depende de su capacidad para colonizar y formar
biopeliculas en las superficies mucosas y de los dispositivos médicos, a fin de
sobrevivir en entornos con limitacion de hierro dentro del huésped y para adquirir
material genético extrafio para promover la supervivencia y aumentar la resistencia
a los antimicrobianos (Bennett et al., 2021).

Un precursor esencial de la formacion de la biopelicula es la generacion de
fimbrias en la superficie de la célula, que causan la adherencia. La produccién de la
biopelicula de Acinetobacter se controla por las condiciones ambientales; un
ambiente favorable da a lugar a la sobreexpresion de mas de 1,600 genes
comparados con 55, en bacterias planctdénicas, lo que ocasiona cambios
importantes en el metabolismo de la célula, la motilidad, la adquisicidn del hierro y
la deteccion del quorum. Se han descrito genes especificos que regulan la
virulencia, creacion de fimbrias, motilidad y la formacién de biopelicula (Bennett et
al., 2021). Se pone de manifiesto una correlacion entre los fenotipos resistentes a
los antibidticos y la capacidad de formar biopeliculas; las cepas resistentes a
antimicrobianos se asocian a mayor mortalidad (Chuang et al., 2018).

Las secuenciacion gendmica ha permitido identificar los determinantes de
virulencia. Se han utilizado secuencias de insercion de transposones (TnSeq) en un
intento por identificar potenciales determinantes de virulencia (Wong et al., 2017).

Bajo condiciones de desecacion, A. baumannii tiene cambios morfolégicos,
incluido engrosamiento de la pared celular, contribuyendo a su impresionante
persistencia en las superficies ambientales. En investigaciones de brotes, A.
baumannii permanecio viable en superficies sélidas de unidades hospitalarias tras
meses e incluso, haciendo énfasis en el reto de eliminar la transmision ambiental
una vez que el microorganismo ha colonizado las superficies nosocomiales (\WWong
et al., 2017). Modelos experimentales también hacen énfasis en la predisposicion
de los aislamientos de permanecer bajo condiciones de desecacion (Wong et al.,
2017). La capacidad de adhesion de A. baumannii a células de mucosas es menor
comparada con otros microorganismos; sin embargo tiene una habilidad hidrofébica
que le provee capacidad de adhesion a materiales inertes como plasticos usados
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en dispositivos intravasculares. La proteina externa A (OmpA) se asocia con la
adhesion, especificamente a las células epiteliales del tracto respiratorio. Se localiza
en la mitocondria y nucleo e induce la expresion del citocromo ¢ molecular
proapoptotico (Asif et al., 2018). A. baumannii evade la via alternativa del
complemento mediante el factor neutralizante H con la ayuda de OmpA (Kim et al.,
2016).

La secrecion de vesiculas de mebrana externa con diferentes proteinas de
virulencia relacionadas (proteasas, fosfolipasas, superoxido dismutasa y catalasa)
en el sitio de infeccion, acelera la respuesta inmune innata y conlleva a dafo tisular.
Estas membranas también incrementan la formacién de biopelicula en superficies
abidticas (Nho et al., 2015).

Los lipopolisacaridos (LPSs) de A. baumannii consisten de un antigeno-O, el
carbohidrato y la mitad del lipido A. Son agentes quimiotacticos que reclutan células
inflamatorias y desencadenan la liberacién de material citotoxico (Rossi et al., 2016).

A. baumannii involucrado en brotes epidémicos muestra un alto nivel de
desecacion y capacidad de formacion de biopeolicula en superficies biologicas.
Otros factores relacionados en la evolucidn de biopelicula incluyen la proteina
asociada con biofilm (BAP), OmpA, proteina-1 tipo BAP (BLP-1), y proteina-2 tipo
BAP (BLP-2) (Asif et al., 2018).

2.6 Resistencia a los antimicrobianos.

A. baumannii es propenso para desarrollar resistencia debido a su gran
plasticidad gendémica. Esto le ha permitido la adquisicion y acumulacion de
determinantes de resistencia a antimicrobianos. Puede adquirir material ajeno, a
través de transferencia de genes, transformacion, conjugacioén y transduccion. Los
elementos genéticos moviles (MGEs), como plasmidos, islas de resistencia,
transposones e integrones, tienen un rol fundamental en la emergencia de
aislamientos multi drogo-resistentes y extensamente drogo-resisistentes. (McCarthy
et al., 2021).

Acinetobacter es resistente a la desinfeccion y desecacion. La exposicion a
los antibidticos desempefia un papel importante en la aparicion de A. baumannii
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resistente a los antibidticos, especialmente a carbapenémicos. A finales de 1980, A.
baumannii surgi6 como un patégeno importante para el ser humano con una
resistencia antimicrobiana aumentada. La secuenciacion de su genoma ha indicado
que la rapida diseminacion de A. baumannii multirresistente se asocia a su habilidad
de incorporar determinantes de virulencia y resistencia (Bennett et al., 2021). Se ha
postulado ademas que la capacidad de Acinetobacter para adquirir determinantes
de resistencia mas eficazmente que otras bacterias puede deberse a una asociacion
intima de varias especies de Acinetobacter con el ambiente del suelo y del agua,
que contienen un amplio reservorio de genes de resistencia (Bennett et al., 2021).

2.6.1. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

Acinetobacter es bien conocido por su multitud de mecanismos de resistencia
antimicrobiana (Tabla 1 y Fig. 1), estos son constitutivos y también puede adquirir
resistencia a agentes de uso clinico por transferencia horizontal de genes (HGT) o

transformacion natural (Castanheira et al., 2023).

Tabla 1. Resumen de mecanismos de resistencia de A. baumannii.

Mecanismo de resistencia Clase/Grupo Grupos asociados de
proteinas
B-lactamasas Clase A TEM, GES, PER, CTX-M,
Clase B SCO, VEB, SHV, KPC, IMP,
Clase C VIM, SIM, NDM, AmpC, OXA.
Clase D
Bombas de eflujo RND AdeABC, AdeFGH, AdelJK,
MFS TetAB, CraA, FloR, CmlA,
MATE AbaF, AedC, EmrAB
SMR AbeM
AbeS.
Permeabilidad Porinas CarO, OmpAab, Omp22-23,
OMp33-36, Omp37, Omp43-
44 y Omp47.
Alteraciones en sitio blanco de PBPs PBP-2, PBP-6b
antimicrobianos AMEs AAC, ANT, APH
Proteccion ribosomal ArmA, RmtA-F
Enzimas de replicacion de GyrA, ParC
ADN PmrC, PmrA, PmrB,
Modificadores de Lipido A LpxC, LpxD, LpxA

RND: Resistancia-nodulacion-celuar, MFS: Superfamilia facilitadora mayor, MATE: Extrusion de compuestos
toxicos y multi-farmacos, SMR: Familia pequefia de resistencia multifarmacos, PBPs: Proteinas fijadoras de
penicilina, AME: Enzimas modificadoras de aminoglucésidos. (McCarthy et al., 2021).
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Figura 2. Mecanismos de resistencia de A. baumannii (Moubareck et al., 2020)
AMEs = Enzimas modificadoras de aminoglucésidos; AmpC = cefalosporinas clase C de Ambler; ESBLs = -

lactamasa de espectro extendido; MBLs = Metalo-B-lactamasas; LPS = lipopolosacaridos; PBP = Proteinas
fijadoras de penicilina.

a) Mecanismos de resistencia constitutiva

La resistencia general de A. baumannii a los antimicrobianos, en parte esta
mediada por el pequefio numero y tamafo de sus porinas en la membrana externa.
Esto le confiere bajo nivel de permeabilidad a los antimicrobianos, incluso mas bajo
comparado con otros gram-negativos. Adicionalmente, A. baumannii posee
expresion constitutiva a bajo nivel de mas de un sistema de eflujo activo. Esta
relacion entre baja permeablidad y sistemas de eflujo constitutivos permite
resistencia a un amplio grupo de antimicrobianos (Wong et al., 2017).

e pB-Lactamasas.

Los B-lactamicos son una clase de antimicrobianos que se unen de manera
covalente a las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs). Estas son enzimas
responsables de la formacién de peptidoglucano en la pared celular. A. baumannii
posee enzimas capaces de degradar los -lactamicos. Inactivan el antimicrobiano

por hidrolisis del anillo B-lactamico (McCarthy et al., 2021). Las p-lactamasas
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pueden estructuralmente clasificarse en 4 grupos. Incluyen las clases A, C y D serin-
B-lactamasas (SBLs), sin similitud significativa estructural entre las clases. Y la
clase B, metalo-pB-lactamasas (MBLs) (McCarthy et al, 2021). Algunas -
lactamasas nativas son codificadas en el genoma de A. baumannii como blaOXA-
51y ampC, su capacidad de conferir resistencia es limitada excepto en el caso de
insercion en secuencias promotoras rio arriba (McCarthy et al., 2021).

A. baumannii tiene una propensidon a adquirir nuevas p-lactamasas,
particularmente clase B, MBLs y clase D oxacilinisas (OXA), dando como resultado
amplia diseminacion de A. baumannii resistente a carbapenémicos (McCarthy et al.,
2021).

Las BLEEs, confieren resistencia a cefalosporinas de amplio espectro
(cefotaxima, ceftazidima). La primera BLEE identificada en A. baumannii fue PER-
1, identificada inicialmente en Turquia. Se ha identificado otras clases de BLEE
incluidas TEM, SHV, CTX-M, GES, SCO, PER vy variantes VEB (McCarthy et al.,
2021).

Las enzimas clase B MBLs, son enzimas capaces de hidrolizar todos los
antimicrobianos p-lactamicos, incluyendo carbapenems, con excepcion de
aztreonam. Estas requieren un ion metalico en su sitio activo para ser funcionales,
principalmente zinc u otros metales pesados. Esta actividad dependiente de zinc
puede ser inhibida por EDTA, pero no moléculas inhibidoras de p-lactamasas
convencionales como el acido clavulanico, tazobactam y sulbactam (McCarthy et
al., 2021).

Las metalo-B-lactamasas VIM (Verona integron codificada), IMP (B-
lactamasa hidrolizante de imipenem), SIM-1 (imipenemasa Seoul) y NDM (metalo-
B-lactamasa Nueva Delhi) han sido identificadas en A. baumannii. La diseminacion
de NDM-1 en A. baumannii, se ha atribuido al menos en parte a su asociacién con
el transposén compuesto Tn125, que puede integrarse al cromosoma o en
plasmidos (Hsu et al., 2017).

Las B-lactamasas de clase C y D se han identificado en una gran proporcion

de aislamientos de A. baumannii y confieren resistencia a cefamicinas vy
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cefalosporinas que incluyen cefoxitin, cefotetan y antimicrobianos B-lactamicos tipo
penicilina (Cain et al., 2023).

Las B-lactamasas de clase C producen cefalosporinasas tipo AmpC. A nivel
basal de expresion, la pobre eficiencia de AmpC, no reduce la eficiencia en general
de los B-lactamicos, como la penicilina y cefalosporinas de espectro extendido. Sin
embargo, en varios aislamientos clinicos, la insercion tipo ISAbal, se ha
indentificado rio arriba en un numero de enzimas tipo AmpC que incrementa su
expresion. Esto permite la hidrdlisis de p-lactamicos como la penicilina y
cefalosporinas de espectro extendido a niveles suficientemente altos para conferir
resistencia (Almasaudi et al., 2018).

Las oxacilinasas clase D (OXA), son capaces de hidrolizar eficientemente los
B-lactamicos similares a oxacilina tipo isoxazolil. Se han identificado mas de 700
diferentes tipos de enzimas tipo OXA. Se considera la presencia de B-lactamasas
de clase D, como la causa principal de resistencia a carbapenem en A. baumannii
(McCarthy et al., 2021). Se pueden encontrar 4 grupos de enzimas clase D en A.
baumannii, usualmente clasificadas en tipo OXA-23, tipo OXA-24, tipo OXA-51 y
enzimas tipo OXA-58. En particular el gen blaOXA-23, tiene diseminacion mundial
y es considerado un determinante mayor de resistencia a carbapenémicos. Se han
identificado secuencias de insercion rio arriba en genes OXA, con incremento en
expresion y resistencia fenotipica (McCarthy et al., 2021).

La secuencia de insercién ISAba1 es un promotor para genes que codifican
a oxacilinasas en Acinetobacter. La oxacilinasa bla (de tipo OXA-51) es intrinseca y
cromosémica, mientras que las subclases de OXA adquiridas, denominadas [3-
lactamasas de clase D hidrolizadoras de carbapenemes, se encuentran tanto en
cromosomas como en plasmidos, e incluyen a las ubicuas oxacilinasas similares al
tipo 23 y muchas otras (Bennett et al., 2021).

En la década de 1980 la diseminacion de cepas con [(-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) de la clase A del grupo 2be de Ambler, fue la primera
diseminacién internacional rapida de A. baumannii resistentes a multiples farmacos.
Esta resistencia promovio el uso de carbapenemes para tratar infecciones graves

por Acinetobacter; dando lugar a la aparicién de oxacilinasas de clase D del grupo
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2d de Ambler. Esta clase confiere resistencia a los carbapenemes y ha dado lugar
a un marcado aumento de la resistencia a los carbapenemes debido a la amplia
distribucion de los complejos clonales internacionales (ICC), ICC-1, ICC-II, e ICC-lII
(Bennett et al., 2021).

o Sistemas de eflujo de multifarmacos.

Las bombas de eflujo son complejos de proteinas transportadoras
transmembrana, cruciales para la remocion de sustancias toxicas y productos
metabdlicos, regulando el ambiente interno de la célula. Poseen una especificidad
a sustrato multiple y su adquisicion o cambios en su expresion, se ha observado
confiere resistencia a varios antimicrobianos (Chitsaz et al., 2017).

Las bombas de eflujo se pueden categorizar en 5 familias, familia de division
resistencia-nodulacion-celular (RND), casete de transportadores fijadores de ATP
(ABC), superfamilia facilitadora mayor (MFS), familia pequefia de resistencia
multifarmacos (SMR) y la recién identificada familia compuesta de extrusion
multifarmacos y toxicos. De estas 5 familias, las bombas de eflujo RND estan mas
comunmente asociadas a A. baumanniii. Consisten en una estructura tripartita
compuesta de un canal fuera de la membrana (OM), un transportador intra-
membrana (IM) y una proteina de fusion de membrana periplasmica (MFP), que
conecta todos los constituyentes (McCarthy et al., 2021). Tres sistemas de eflujo
RND: AdeABC, AdeFHG y AdeldK, se han caracterizado en A. baumannii,
asociados con un rango amplio de especificidad. Especificamente, se ha
demostrado que los aislamientos clinicos se han asociado con la regulacion al alza
de adeB, adeJ y adeG. En condiciones naturales, la expresién de cada bomba es
estrechamente regulada. El sistema de eflujo AdeABC, que confiere resistencia a
aminoglucésidos,  tetraciclinas,  eritromicina,  cloranfenicol,  trimetoprim,
fluoroquinolonas, algunos f-lactamicos y tigeciclina, extra regulada por dos
sistemas compuestos regulatorios, adeRS, con adeR un regulador de respuesta y
adeS una cinasa sensorial. Las mutaciones en adeRS pueden resultar en la
sobrexpresion de genes adeABC (McCarthy et al., 2021). Las inserciones de ISAba1
en AdeS se han asociado a una expresion elevada de bombas de eflujo. El sistema
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de dos componentes BaeRS, que se asocia a deteccion de dafio en la cubierta, se
ha visto que regula la expresion de esta bomba de eflujo.

AdelJK es comun entre los aislamientos de A. baumannii y es capaz de
expeler el mayor rango de sustratos. Es expresado constitutivamente en
condiciones de laboratorio, pero se ha demostrado estar bajo control del TetR
regulador transcripcional AdeN. Se han identificado mutaciones e inserciones en
ISAba1, en este regulador en aislamientos clinicos, conllevando a incremento en la
expresion adelJK. AdelJK trabaja en concordancia con AdeABC para conferir
resistencia a tigeciclina. Comparada a AdelJK y AdeABC, AdeFGH, tiene el rango
de sustrato mas estrecho, sin embargo, la sobrexpresion se ha identificado en
aislamientos clinicos. Esta sobrexpresion se asocia con incremento en la resistencia
a fluoroquinolonas y cloranfenicol. AdeL, un regulador transcripcional tipo 1ysR,
puede regular la expresién de esta bomba de eflujo (Geisinger et al., 2019). Los
miembros de la familia de bombas de eflujo MATE, AbeM, AbeM2, y AbeM4,
también se han asociado con la extrusion de farmacos. Su sobrexpresion se ha
asociado a disminucion en la susceptibilidad a quinolonas, gentamicina,
kanamicina, eritromicina, cloranfenicol y trimetoprim (McCarthy et al., 2021). AbeS,
miembro de la familia SMR, ha demostrado disminuir la susceptibilidad a
novobiocina y eritromicina, pero también tiene un rango de desinfectantes, tinturas
y detergentes. Se han identificado en A. baumannii varios transportadores de la
familia MFS, con un rol en el eflujo de antimicrobianos, incluidos AmvA, TetAB,
CraA, FloR, Cm1A, AbaF, EmrAB y AedC. EmrAB en particular, es uno de los
sistemas de eflujo capaces de incrementar la resistencia a colistina (McCarthy et
al., 2021). Sin embargo, el mecanismo preciso de accion no se conoce. AbaQ,
recientemente se caracterizé funcionalmente en A. baumannii y se ha involucrado
en la extrusion de quinolonas. Las bombas de eflujo codificadas en el genoma de
A. baumannii, tienen capacidad de afectar diferentes sustratos, confiriendo
resistencia a varios antimicrobianos a la vez, siendo integral en la emergencia como

patogeno de mayor significancia clinica.
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e Porinas.

Las porinas son proteinas B-barril, localizadas en la membrana externa de
bacterias Gram negativas que facilitan el transporte de moléculas a través de la
membrana. Desempefan un papel central en la permeabilidad membranal y
también le permite ser entrada de nutrientes. Son necesarias para el transporte de
algunas moléculas antimicrobianas dentro de la bacteria y sus mutaciones afectan
las propiedades de entrada de estas, teniendo un rol principal en la resistencia a
antimicrobianos. OmpAab es una porina externa, altamente conservada en la
membrana externa de A. baumannii y desempefia un rol clave en la patogénesis.
(Geisinger et al., 2019).

La pérdida o mutacion de OmpAab tiene un impacto significativo en la
adaptacion, pero también reduce la susceptibilidad a cloranfenicol, aztreonam,
acido nalidixico e imipenem. También se ha pensado que desempefia un rol en la
localizacion de B-lactamasas en el periplasma, con una interaccion directa entre
OXA-23 y OmpAab. También se ha visto interaccion de OXA-23 con CarO, otra
porina que se ha visto regulada a la baja en A. baumannii resistente a
carbapenémicos (McCarthy et al., 2021).

Una interrupcidn en la expresion de Omp22-23, Omp33-36, Omp37, Omp43-
44 y Omp47 se ha relacionado con la resistencia a carbapenemes. La disminucion
en la expresion de estas porinas impacta su eficiencia (McCarthy et al., 2021).

e Modificacion de blancos.

v PBPs. Las PBPs, son proteinas fijadoras de penicilina, cruciales para la
sintesis de peptidoglucano, componente necesario de la pared celular. Los B-
lactamicos tienen de blanco las PBPs, alterando su rol en la biosintesis de
peptidoglucano. Se ha establecido que las mutaciones en particular PBP-2 y PBP-
6b, se han asociado directamente con resistencia a carbapenémico en A.
baumannii. Varios estudios han demostrado alteraciones en los patrones de
expresion de las PBPs entre los aislamientos resistentes, en particular la expresion
reducida de PBP-2, sugiriendo que sea un mecanismo viable de resistencia a
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carbapenem o al menos conferir resistencia de manera sinérgica con otros
mecanismos (McCarthy et al., 2021).

El sulbactam, un inhibidor de la B-lactamasa de clase A, tiene actividad
antibacteriana inherente contra especies de Acinetobacter a través de unién a
proteinas transportadoras de la penicilina. Probablemente, las mutaciones de
estas proteinas de unién a la penicilina, ademas de los mecanismos adicionales
que resultan en la sobreexpresion de las B-lactamasas, den lugar a la resistencia

al sulbactam (Penwell et al., 2011).

v" Unién a Ribosomas.

Los aminoglucosidos son antimicrobianos bactericidas que tienen de blanco
los ribosomas y se fijan especificamente al sitio A de la subunidad ribosomal 30S,
interrumpiendo la funcion de la subunidad 16s ribosomal e inhibiendo la sintesis
proteica. Altos niveles de resistencia a aminoglucosidos individuales en A.
baumannii son conferidos por enzimas modificadoras de aminoglucdésidos (AME),
cuyos genes estan tipicamente localizados en plasmidos, transposones o en
asociacion con integrones clase |. Su asociacion con MGEs ha facilitado la
diseminacion global de AMEs (McCarthy et al., 2021). Estas enzimas pueden
categorizarse de acuerdo con su modo de accidon como acetiltransferasas,
adeniltransferasas y fosfotransferasas, siendo las 2 posteriores categorias mas
comunes en A. baumannii (McCarthy et al., 2021). Estas enzimas modifican los
aminoglucosidos a través de la adicion de grupos amino o hidroxilo, alterando el
sitio de union del aminoglucédsido al ribosoma. Menos frecuentes, también se han
identificado en A. baumannii genes que codifican 16S rRNA metiltransferasas como
armA y rmtA-F, que conllevan a una elevada resistencia virtualmente a todos los
aminoglucoésidos y el neoglucésido plazomicina.

En el caso de ArmA se ha visto exclusivamente en cepas que producen
carbapenemesas tipo OXA. La resistencia a aminoglucoésidos debido a amplificaciéon
de regiones que contienen AMEs, se ha reportado y mostrado responsable de la
heteroresistencia entre subpoblaciones de una cepa isogénica de A. baumannii
(McCarthy et al.,, 2021). TetM se ha asociado a proteccion ribosomal de las
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tetraciclinas, otra clase de antimicrobiano que inhibe la sintesis proteica previniendo

la adhesion del tRNA-aminoacil al ribosoma (Anderson et al., 2018).

v' Enzimas de replicacion de ADN.

Las quinolonas como la ciprofloxacina son antimicrobianos de amplio
espectro ampliamente prescritos. Tienen como blanco 2 topoisomerasas
bacterianas tipo IIA, girasa y topoisomerasa 1V, inhibiendo su accion y resultando
en deterioro en la replicacion de ADN (McCarthy et al., 2021). La resistencia a
quinolonas se ha identificado en A. baumannii y usualmente es resultado de
mutaciones en los genes gyrA y parC. Las mutaciones en regiones especificas
denominadas regiones determinantes de resistencia a quinolonas en estos genes,
previenen la unidn a quinolonas, haciéndolas ineficaces. Mas del 85% de
aislamientos resistentes, tienen mutaciones en ambos genes, demostrando la
prevalencia de este doble resistotipo (Zaki et al., 2018).

La resistencia de Acinetobacter a las fluoroquinolonas es multifactorial. Las
mutaciones en las regiones determinantes de la resistencia a quinolonas (RDRQ)
disminuyen la union de las fluoroquinolonas a la girasa de ADN bacteriana y a la
topoisomerasa |V; al combinarse con una regulacion al alza de la bomba de eflujo

AdeABC aparece una resistencia a las quinolonas (Park et al., 2011).

v Lipido A.

La polimixina B y polimixina E (colistina), son péptidos antimicrobianos
catidnicos, que tienen de blanco el componente del lipido A del lipopolisacarido
(LPS) en la membrana externa de la bacteria, utilizados como antimicrobianos de
ultima linea para infecciones por A. baumannii resistente a carbapenémicos. EILPS
desempenia un rol clave en la patogenicidad de la bacteria y las modificaciones a su
estructura, tipicamente tienen un costo de eficiencia hacia la célula (McCarthy et al.,
2021). En bacterias Gram negativas, la resistencia adquirida a polimixina resulta de
modificaciones en el blanco del farmaco, el LPS. Estas modificaciones
corresponden a la adicion o adiciones de grupos catidnicos como 4-amino-L-
arabinosa (L-Ara4N) y/6 fosfoetanolamina (pETN) en el lipido A, el soporte del LPS.
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A. baumannii carece de todos los genes requeridos para la biosintesis de L-Ara4N.
La resistencia a colistina es causada por la adicion de pETN al lipido A en la posicion
1 6 4 por una transferasa de fosfoetanolamina tipo EptA, codificada
cromosomicamente por el gen pmrC. Las mutaciones en los genes codificados
cromosomicamente pmrA 'y pmrB, resultan en activacion constitutiva del sistema de
dos componentes PmrA/PmrB, que regula al alza la expresién de pmrC (Jeannot et
al., 2017).

En las cepas resistentes a colistina, las moléculas de lipido A, son de lipido
A pETN-modificadas-bis-fosforiladas hepta-acil, con una cadena acil de 12
carbonos de longitud. La heterorresistencia a colistina se observa con alta
frecuencia en estudios de laboratorio al utilizarse analisis de caracterizacién cinético
o poblacional (McCarthy et al, 2021). Sin embargo, la importancia de la
heterorresistencia en desenlaces clinicos y falla terapéutica es aun incierta
(Charretier et al., 2018).

b) Mecanismos de resistencia adquirida a los antimicrobianos

Acinetobacter es conocido por su multitud de mecanismos de resistencia
antimicrobiana, asociados a un aumento en el tamafo del genoma. A. baumannii es
una bacteria con elevada plasticidad gendémica. Esto permite la adquisicion vy
acumulacion de muchos determinantes de resistencia. Consigue este objetivo a
través de presion selectiva, con adquisicidon de material ajeno por transferencia de
genes, transformacion, conjugacion y transduccion (McCarthy et al., 2021). Los
elementos moviles genéticos (MGEs), como plasmidos, islas de resistencia,
secuencias de insercion, transposones e integrones, desempefan un rol clave en la

emergencia y éxito de A. baumannii MDR y XDR (Almasaudi et al., 2018).

e Islas de resistencia.
Las islas genomicas tipo AbaR, son un grupo importante de elementos
genéticos moviles (MGEs), que consisten en largos grupos de genes de resistencia
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a antimicrobianos. Mas de 66% de las 3,148 publicaciones disponibles de
secuencias genomicas de A. baumannii, contienen AbaRs, los cuales son
determinantes de resistencia, presentes con menor frecuencia en otras especies de
Acinetobacter. Esto es debido a que las islas AbaR se encuentran en el cromosoma
estabilizando la resistencia en las especies, pero reduciendo la transferencia inter-
especie (Bi et al., 2019). La mayoria de las AbaRs son conocidas por romper de
manera localizada el gen cromosémico comM (que codifica para una ATPasa). La
primer AbaR encontrada en A. baumannii, fue una isla de resistencia de 86 kb de
una cepa MDR, AYE, aislada en Francia. Esta isla gendmica, denominada AbaR1,
se localiza en el cromosoma, como la mayoria de las islas de resistencia, mas que
en plasmidos y codifica para 45 genes de resistencia que confieren resistencia a la
mayoria de clases de antimicrobianos. Desde entonces cerca de 40 AbaRs se han
identificado en A. baumannii y las consecuencias de resistencia de cada una varian.
Sin embargo, los perfiles genéticos de resistencia de las AbaRs, tipicamente
presentan patrones especificos, permitiendo la correlacion de perfiles genéticos de
resistencia con linajes clonales especificos (Bi et al., 2019).

e Secuencias de insercion y transposones.

Las secuencias de insercion bacteriana son usualmente pequefias en
tamaro en el rango de 0.5 a 2 kb. Cuando dos copias de la misma secuencia de
insercion (IS) flanquean un gen de resistencia a antimicrobiano, pueden llevar a la
transposicion de genes de resistencia entre cepas. Las IS, tienen también un rol
como secuencia promotora, elevando los niveles de expresion de genes de
resistencia (McCarthy et al., 2021). Se ha demostrado que muchos genes que
codifican para p-lactamasas en A. baumannii, solo son capaces de conferir
resistencia cuando se expresa bajo un promotor en un elemento de IS rio arriba
(McCarthy et al., 2021). Elementos relevantes de IS identificados en A. baumannii,
incluyen ISAba1, ISAba2, ISAba3, ISAba4, ISAba125 y ISAba825, todos ligados a
resistencia a carbapenems. Una de las mas comunes es ISAba1, se ha identificado
rio arriba de los genes tipo OXA-23, OXA-51, OXA-58, eptA y ampC. Se ha
demostrado que ISAba1 impacta a los reguladores globales de virulencia, como el
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regulador transcripcional AdeN tipo TetR y la proteina nucleoide estructural (H-NS)
tipo histona, regulandolos a la baja y en modelos de patogenicidad con el nematodo
Caenorhabditis elegans, la disrupcion de estos reguladores ha demostrado
incremento en la adherencia a neumocitos humanos y altos niveles de letalidad
(Adams et al., 2019).

Los transposones (Tn) son estructuras genéticas mas complejas, con un rol
en la transmisidn de genes de resistencia. Se han reportado 4 transposones
albergando el gen blaOXA-23: Tn2006, Tn2007, Tn2008, y el Tn2009. Tn2006,
Tn2007 y Tn 2008 se encuentran diseminados globalmente y Tn2009 recientemente

se consideraba confinado solo a China (Kumburu et al., 2019).

¢ Integrones.

Los integrones son elementos genéticos que incorporan marcos abiertos de
lectura (ORFs), con recombinacion de sitio especifico y se expresan como genes
funcionales debido a la presencia de una secuencia promotora especifica. Todos
los casetes de integrones, tienen 3 componentes centrales, un codificador e
integrasa (int/), una secuencia promotora y un sitio primario de recombinacion. Se
ha establecido actualmente a estos elementos maoviles, como el mayor factor de
adquisicidon de resistencia en gram negativos y en menor medida en gram positivos
(Pagano, et al, 2016). Se han definido 5 diferentes clases de integrones moviles,
basados en la secuencia del gen integrasa codificado. La multidrogo resistencia en
A. baumannii se ha asociado primariamente con integrones clase 1y clase 2. Los
de clase 1 en particular se relacionan con brotes clonales.

En conjunto estos MGEs desempenan un rol critico en A. baumannii para
adaptarse, tolerar y resistir la exposicion a los antimicrobianos, facilitando la
transferencia de genes capaces de conferir resistencia, la sobrerregulacion de
genes nativos capaces de conferir resistencia y/o a través de la interrupcion de
reguladores globales de virulencia, patogenicidad y potencial de membrana
(Wachino et al., 2019).
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2.7. Resistoma.

El resistoma es el grupo de genes de resistencia a antimicrobianos de una
especie bacteriana o ambiente en particular (Waglechner et al., 2017). El resistoma
abarca todos los tipos de determinantes genéticos de resistencia (adquiridos e
intrinsecos) sus precursores y mecanismos potenciales de resistencia. El resistoma
a antibioticos se ha reconocido como dinamico y en expansion. De ahi la
importancia de las nuevas tecnologias para dilucidar su dinamica y explorarlo en
profundidad. Para el analisis del resistoma la secuenciacion del genoma completo
ha ganado importancia como una herramienta para predecir los perfiles de
susceptibilidad a nivel del genoma (Kim et al., 2021). Los estudios que han
analizado el pangenoma de A. baumannii han proporcionado aspectos de su
variacion genética. Trabajos previos han reportado plasticidad gendémica en cepas
persistentes de A. baumannii en ltalia, Argentina y Australia. Es una bacteria capaz
de recibir y donar genes a otros microorganismos en el medio ambiente, un
mecanismo mediado por eventos recombinantes (Rodriguez et al., 2021). En su
trabajo, (Hernandez-Gonzalez et al., 2022) muestran que el resistoma de A.
baumannii es muy dinamico, con altos niveles de flujo de genes en toda la poblacién
global de A. baumannii. Incluso algunos determinantes genéticos de resistencia son
intercambiados con otros microorganismos patogenos distantes. Tiene un genoma
muy dinamico, que facilmente adquiere y pierde genes (Fig. 2). Es importante
continuar documentando resistomas, incluidos aquellos de otras especies del
complejo A. baumannii para obtener mas informacion de donde residen los
determinantes genéticos de resistencia. En nuestro pais y a nivel local aun los
reportes respecto al resistoma de este microorganismo son escasos o contemplan

pocos genomas secuenciados aun (Garza-Ramos et al., 2023).
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Fig. 3. Transferencia horizontal de determinantes genéticos de resistencia y resistoma
abierto de A. baumannii ((Hernandez-Gonzalez et al., 2022).
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3. JUSTIFICACION

Acinetobacter spp, especificamente A. baumannii, se ha establecido como
un patégeno nosocomial que conlleva una significativa amenaza al sistema de salud
global. Principalmente por su propensién a ocasionar infecciones nosocomiales en
pacientes criticos, diseminacidn global, caracteristicas que condicionan multi-
farmaco resistencia y factores de virulencia que favorecen su supervivencia y
persistencia en el entorno hospitalario. La OMS lo ha establecido como un patégeno
de prioridad critica a nivel global para desarrollar proyectos de investigacion,
desarrollo e innovacidén que contribuyan al control y desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas. En nuestro pais también se ha establecido como un microorganismo
causante de gran morbilidad y mortalidad.

A pesar de que existen cada vez mas reportes respecto a analisis fenotipico,
genotipico y mas recientemente, secuenciacion completa del genoma de este
microorganismo, que ha permitido establecer de manera precisa mecanismos de
resistencia a antimicrobianos, virulencia, relacion clonal en brotes hospitalarios y
como se comporta su diseminacion global, estos son aun limitados en numero y son
aun mas escasos en nuestro pais y en nuestro estado no existen antecedentes
respecto a un analisis con estas caracteristicas.

En el presente trabajo se realizé una revisidon de las IAAS en un Hospital de
referencia localizado en Morelia, Michoacan, México, un hospital de 2° nivel de
atencion, que actua como un centro de concentracion de pacientes provenientes del
resto del estado. La informacion obtenida en este estudio es representativa
respecto a las infecciones en las cuales se encuentra involucrado este
microorganismo.

El desarrollo de este proyecto permitio realizar por primera vez un estudio a
nivel local y regional con cepas de A. baumannii obtenidas de aislamientos clinicos
en un hospital de referencia del Estado, que junto con los datos clinicos permite
establecer la epidemiologia local de nuestros aislamientos para realizar una
comparacion con lo reportado en otros paises y poder individualizar estrategias

respecto al problema de resistencia a antimicrobianos que actualmente tenemos.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuales son los determinantes genéticos asociados a la resistencia a
antimicrobianos en aislados clinicos de cepas Acinetobacter baumannii aisladas en
México?

5. HIPOTESIS

Las cepas de Acinetobacter baumannii aisladas en un contexto nosocomial,
causantes de infecciones asociadas a los cuidados de la salud, en México albergan
genes de resistencia a multiples farmacos diferentes a los reportados y

corresponden a una misma clona.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar la clonalidad y los determinantes genéticos responsables de la
resistencia a los antibidticos en cepas de Acinetobacter baumannii, aisladas de

cultivos de muestras clinicas en México.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Realizar el analisis epidemiolégico de la infeccion por A. baumannii.

2. Establecer secuencias tipo y clonas predominantes en México.

3. ldentificar los determinantes genéticos responsables de la resistencia a los
antibioticos de los aislados de A. baumannii con multidrogorresistencia.

4. Establecer la correlacion entre la resistencia fenotipica y genotipica a los

antibidticos en los aislados obtenidos.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Base de datos de IAAS
A. baumannii

Recoleccion de cepas de A. baumannii de aislamientos clinicos en pacientes
hospitalizados

Resiembra y conservacion de cepas

Extraccion de ADN

Secuenciacion del genoma mediante lllumina

Genomas de Revision de calidad: FastQC

Acinetobacter baumannii Recorte de secuencias de mala calidad:
de bases de datos trimmomatic

Ensamblados: SPAdes Asignacién de s:c“e“das MLST:
mist
Evaluac'°2'd: c.alldad it Determinacién de complejos clonales:
ensamblado: quast Graptree

Alineamiento de genoma nucleo:
parsnp
Anilisis filogenético rapido:
Gubbins

A 4

Reconsruccion filogenética:
RAxML

Ordenamiento abacas

Anotacion servidor RAST
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Cepas de estudio.

Para el estudio epidemiolégico se incluyeron las cepas de A. baumannii que
se aislaron durante el periodo de junio a diciembre del 2022 en el Hospital General
“Dr. Miguel Silva”, de Morelia, Michoacan, procedentes de cultivos realizados a
pacientes internados de diferentes servicios de hospitalizacion. Para el analisis de
los determinantes genéticos asociados a la resistencia a los antibioticos se
incluyeron ademas los genomas de las cepas mexicanas disponibles en bases de
datos publicas (Tabla suplementaria 4). Los aislamientos bacterianos se obtuvieron
de acuerdo con el sitio de infeccibn de muestras tomadas y procesadas
adecuadamente dependiedo de su fuente: respir+toria, sangre, secrecion de herida,
dispositivos médicos (punta de catéter) (Garcia-Lechuz et al., 2017). Posteriormente
se realizo el procesamiento de las muestras, segun el protocolo recomendado del
laboratorio de microbiologia médica (Garcia-Lechuz et al., 2017). Se incluyeron
muestras clasificadas de acuerdo con su origen (respiratorias, sangre, herida
quirurgica y otros). Solo se procesaron muestras de origen clinico, estas se
inocularon en medios enriquecidos de agar sangre y chocolate y medio selectivo y
diferenciador agar MacConkey. A las 24 horas, a las colonias presuntivas se les
realiza el algoritmo de identificacidon microbiologica y pruebas de susceptibilidad
(Garcia-Lechuz et al., 2017).

8.2. Pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos.

La identificacion microbiana (ID), y las pruebas de susceptibilidad antibiotica
(AST), se realizan utilizando tarjetas individuales para el sistema automatizado
VITEK®2. VITEK 2 es un sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos,
las que son inoculadas con la suspensién de un cultivo puro microbiano y el perfil
de desarrollo es interpretado de forma automatica. Las tarjetas reactivas tienen 64
pozos que contienen, cada uno, un sustrato de prueba individual. Con estos

sustratos se miden varias actividades metabdlicas como acidificacion,
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alcalinizacion, hidrolisis enzimaticas y desarrollo en presencia de sustancias
inhibidoras. Las tarjetas estan selladas en ambos lados por una pelicula clara que
evita el contacto entre las diferentes mezclas sustrato-microorganismo y a la vez
permite la transmisidn del nivel de oxigeno apropiada. Cada tarjeta tiene un tubito
de transferencia pre-insertado para la inoculacion. Estas tarjetas tienen cédigos de
barras que contienen informacién sobre el tipo de producto, numero de lote, fecha
de caducidad y un identificador unico que puede ser ligado a la muestra ya sea
antes o después de cargar la tarjeta al sistema. Existen 4 tipos de tarjetas reactivas
disponibles para la identificacion de diferentes clases de organismos: 1. GN —
Bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores. 2. GP - Cocos y bacilos
no formadores de esporas Gram positivos 3. YST — Levaduras y organismos
levaduriformes 4. BCL — Bacilos formadores de esporas Gram positivos. Después
del aislamiento primario del microorganismo procedente de medios enriquecidos,
selectivos y/o diferenciadores, se coloca el indculo en el casete de VITEK®2, en el
SMART Carrier™, donde se vinculan virtualmente la tarjeta de VITEK®2 y la
muestra. Una vez que se carga el casete, el sistema gestiona la incubacion y la
lectura de cada tarjeta y se obtiene un reporte final del aislamiento. Los resultados
fueron reportados de acuerdo con los criterios del Instituto de Estandares Clinico y
de Laboratorio (CLSI M100, 2022). Los perfiles de resistencia de los aislados se
clasificaron en 4 tipos: susceptibles, MDR, XDR o PDR.

8.3 Extraccion de ADN.

Las cepas se resiembran en medio Luria Bertaniy se incuban 37°C. Se toman
las colonias crecidas y se suspenden en 600 pL de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM
pH8, SDS 10%, NaCl 5 M, EDTA 0.5 M). Se agregan 600uL de fenol-cloroformo
(1:1). Las muestras se agitan fuertemente y se centrifugan a 9.3g por 10 min. El
sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo y se agregan 600uL fenol-cloroformo
(1:1). Tras una fuerte agitacion se centrifugan a 9.3g por 10 min. Una vez mas, el
sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo y se agregan 600 pL de fenol-cloroformo
(1:1). Tras una fuerte agitacion se centrifugan a 9.3g por 10 min. Una vez mas, el
sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo, al cual se le agregaron 600 pyL de
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isopropanol frio mezclando suavemente por inversion e incubando a -20°C por 10
min. En seguida se centrifuga la muestra a 9.3g por 10 min. El sobrenadante se
elimina y la pastilla se lava una vez con etanol al 70% y se deja secar a temperatura
ambiente. Una vez seca la pastilla, se resuspende en 30 pL de agua desionizada
estéril. A continuacién, se adicionan 3 pL de enzima Pure Link RNAsa A de
Invitrogen e incubando a 37°C por 30 min. Posteriormente, la muestra se centrifuga
por 10 min a 9.3g, se lava dos veces con 200uL de etanol al 70% y se deja evaporar
a sequedad. La pastilla de ADN se resuspende en 50uL de agua y se mantiene en
congelacion a -20°C hasta su uso (Sambrook y Russell, 2001).

8.4 Secuenciacion del genoma. La secuenciacion de los genomas se llevo a cabo
por la Compainia SeqCenter. En breve las muestras de ADN purificadas se
secuenciaron con el kit HiSeq200 en un secuenciador HiSeq de la plataforma
lllumina (lllumina, CA., USA), produciendo lecturas (reads) de secuenciacion de una
longitud de 250 pb en formato “.fastq”. Se obtienen dos archivos con formato de
acuerdo con el sentido de las lecturas: 5’-> 3’ (forward) y 3’-> 5’ (reverse), por cada

genoma.

8.5 Revision de calidad de las lecturas. Se empleo6 el programa FastQC 0.11.9.
(https://github.com/s-andrews/FastQC). Las lecturas que presentan secuencias
adaptadoras y/o un valor de calidad Phred por debajo de 30 se filtran utilizando
trimmomatic 0.39. Un indice de calidad Phred 30 determina que esa probabilidad de
error sea de 1 entre 1000, asegurando una precision del 99.9 % (Hernandez et al.,
2020).

8.6 Ensamblado y anotaciéon genémica. Partiendo de las lecturas filtradas en
formato FastQC, se lleva a cabo el ensamblado de los genomas estudiados con el
programa SPAdes 3.15.5, basado en diagramas de Brujin (Bankevich y col., 2012).
El programa se utiliza con los parametros predeterminados, desactivando la opcion
de filtrado de secuencias, indicando los archivos de las lecturas forward y reverse y
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reduciendo el numero de errores e indels cortos utilizando la opcion -careful. La
validacion de los ensambles realizados se lleva a cabo con el programa QUAST
v4.6.0 (Gurevich y col., 2013). QUAST evalta los ensambles de los genomas,
utilizando varias caracteristicas métricas que incluyen el numero de contigs, longitud
total del genoma, % de GC, N50, L50, N75, L75, longitud de los contigs, entre otros,
y puede evaluar la calidad del ensamble incluso sin un genoma de referencia (Tabla
suplementaria 1). A pesar de que no es necesario un genoma de referencia para
este analisis, el utilizarlo da un soporte adicional a la calidad del ensamble obtenido,
por lo que se utiliza el genoma de referencia ATCC 17978 para el analisis (Hamidian
et al., 2019).

Para mejorar los ensamblados se realiza un filtrado de contigs con menos de
500 pb y un reordenamiento con abacas 1.3.1 (Assefa y col.,, 2009). Esta
herramienta se basa en la utilizacion de un genoma de referencia para el
ordenamiento y orientacion de los contigs obtenidos en un ensamblado. Las bases
indeterminadas se denominan con Ns en las secuencias obteniendo finalmente
scaffolds representativos del genoma secuenciado.

La anotacion de los genomas ensamblados se realiza mediante el servidor
RAST (https://rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008) seguido de una re-anotacion con
Prokka v1.10 (Seemann, 2014). Con este fin, se descarga el archivo que contiene
las secuencias de aminoacidos del genoma de referencia ATCC 17978 y el archivo
.gff del mismo.

Con los 45 genomas descargados y los 10 genomas de las cepas aisladas.
Se realizé un ordenamiento de contigs mediante el algoritmo ABACAS (algorithm-
based automatic contiguation of assembled sequences) y posteriormente mediante

el servidor https://rast.nmpdr.org/rast.cqi, se realizé la anotacion correspondiente en

cada gen del ensamblado y ordenado. (Fig. 3, Tabla suplementaria 2). La anotacién
genomica es un proceso mediante el cual podemos identificar los genes contenidos
en las secuencias generadas y predecir su funcionalidad por homologia con
genes/proteinas previamente caracterizadas y depositadas en bases de datos.
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Subsystem Coverage Subsy Cat y Distr i Subsystem Feature Counts

Nucleosides and Nucleotides (31)
Metabolism of Aromatic Compounds (44)
Dormancy and Sporulation (1)
Nitrogen Metabolism (8)

Secondary Metabolism (6)
Respiration (41)

RNA Metabolism (34)

| Potassium metabolism (6)

Amino Acids and Derivatives (149)
Phosphorus Metabolism (15)
Photosynthesis (0)

m Iron acquisition and metabolism (14)

Cell Division and Cell Cycle (0)
Miscellaneous (23)

Stress Response (40)

Regulation and Cell signaling (27)
Membrane Transport (42)
Carbohydrates (98)

Motility and Chemotaxis (0)

Cell Wall and Capsule (9)

= Sulfur Metabolism (8)

Protein Metabolism (131)

Virulence, Disease and Defense (27)
DNA Metabolism (24)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (65)

Fig. 4. Anotacion de los genomas en base a subsistemas mediante la herramienta RAST.

8.7. Tipificacion in silico
Los reads o lecturas de buena calidad se sometieron a una prediccién de
secuencia tipo (MLST), mediante la herramienta mist (Seemann, 2010). (Tabla

suplementaria 3).

8.8. Determinacion de clonalidad y Filogenia.

Se llevo a cabo el alineamiento del genoma nucleo con parsnp 1.7.4,
posteriormente un analisis filogenético rapido con Gubbins y posteriormente el
alineamiento se sometid6 a una reconstruccién filogenética utilizando RaxML.
Posteriormente se realizd la anotacion de la filogenia obtenida con ITOL
https://itol.embl.de/tree/.

8.9 Obtencion del resistoma de las cepas analizadas.

Los ensamblados de las cepas secuenciadas se alinearon contra el genoma
de referencia para identificar SNPs previamente asociados a resistencia fenotipica
mediante la herramienta Resfinder 4.1 (Bortolaia et al., 2020). Se realizé una
busqueda de elementos mdéviles utilizando la herramienta Mobile Element Finder
1.0.3. (https://mhkj@bitbucket.org/mhkj/mge_finder.git/src).(Tabla suplementaria 5).
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9. RESULTADOS

9.1 Epidemiologia.

El departamento de Epidemiologia del Hospital General “Dr. Miguel Silva” de
Morelia, Michoacan, reporté durante el 2022, un total de 644 IAAS. De estas, 133
correspondieron a infecciones asociadas a A. baumannii 1o que corresponde al
20.6% por 100 IASS notificadas. Del total de sujetos, 75% fueron hombres, 63%
originarios de Morelia, Michoacan.

La media de edad de la poblacién reportada fue de 46+ 19.9 anos, con una
mediana de tiempo de estancia hospitalaria de 27 dias (18.5-39.5). El tiempo desde
el ingreso hasta el diagnodstico de infeccion por A. baumannii fue de 17 dias (12,
24). En el 51% de los casos existidé antecedente quirurgico, la mayoria de los casos
con antecedente quirurgico fueron cirugias electivas (64%). En el 20% de los casos
el desenlace clinico de los casos fue defuncion. Los cultivos realizados para
documentar infecciéon correspondieron a muestras respiratorias en el 54.14%,
hemocultivos: 15.79%, otros: 15.79% y heridas quirurgicas: 14.29%. El perfil de
susceptibilidad de los aislamientos correspondi6 a PDR en 52% de casos,
extensamente drogo-resistentes XDR en 34.67%, multidrogo-resistente en 6.67% y
susceptibles en 6.67% de casos respectivamente.

9.2 Recoleccidn y caracteristicas los aislados bacterianos

Se procedid a realizar una recoleccidn de cepas de A. baumannii del Hospital
General “Dr. Miguel Silva”, de junio del 2022 a enero del 2023. Se recolectaron un
total de 77 cepas. Se descarté un aislamiento que mediante identificacién por el
sistema automatizado VITEK®2 correspondié a Acinetobacter ursingii, teniendo un
total de 76.

9.2.1 Sitio anatomico de aislamiento.

De las 76 cepas restantes, 33 (43%) correspondieron a aislamientos de via aérea

superior (aspirado bronquial y expectoracion), 16 secreciones de herida (21%),
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liquidos estériles (sangre, pleural, cefalorraquideo) 17 (22%), dispositivos médicos

(linea central, urocultivo con sonda urinaria): 9 (11.8%) y una muestra ambiental.

9.2.3. Unidad de servicio de aislamiento de los aislados bacterianos.

16 (21%) aislamientos correspondieron al servicié de Medicina Interna y Urgencias
respectivamente, Unidad de Terapia Intensiva: 21 (27%), Neurocirugia: 7 (9%),
Traumatologia y Ortopedia: 5 (6.5%), Cirugia General: 5 (6.5%), Neonatologia: 3
(3.9%), Nefrologia: 2 (2.6%) y Urologia: 1 (1.3%) (Fig. 4).

Nefrologia: 2 Neonatos: 3

Medicina Interna: 16
Cirugia General: 5

TyO: 5
Urologia: 1

Neurocirugia: 7

Urgencias: 16

Figura 5. Distribucion de los aislados bacterianos por Unidad de servicio

9.2.4. Perfiles de resistencia de los aislados obtenidos.

Del total de aislamientos (Fig.5), 74 tienen identificacion y pruebas de
susceptibilidad mediante sistema automatizado VITEK®2 y 2 aislamientos se
identificaron con técnica de identificacion manual y pruebas de susceptibilidad
mediante difusion en disco (Kirby-Bauer). De los aislamientos, 54 de las cepas
(71%) presentaron un perfil PDR, 16 (21%) aislamientos un perfil XDR y 6 (7.9%)
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aislamientos un perfil de susceptibilidad a un agente en 3 o mas categorias de

antimicrobianos.

m Perfil XDR: 16
m Perfil susceptible: 6

m Perfil PDR: 54

Fig. 6. Perfiles de resistencia de los aislados obtenidos

De estas 76 cepas, se seleccionaron 10 cepas representativas: 5 cepas con
perfil PDR, 3 cepas con perfil XDR y 2 con perfil pan susceptible (Tabla 2). Esta
seleccion se realizo con aislamientos de infeccion asociada a la atencion de la salud
confirmada, que fueran de diferente origen clinico, servicios clinicos y en un periodo
de tiempo diferente, para que fuera mas representativo de la infeccion por este
microorganismo, con su posterior extraccion de ADN, secuenciacion y analisis

bioinformatico.

36



Tabla 2. Seleccién de cepas representativas de Acinetobacter baumannii.
PERFIL

CEPA FOLIO RESISTENCIA FUENTE FECHA CENERO  pphip SERVICIO

ACI005 4361 XDR Expectoracion 22-VI-22 M 85 M.INTERNA
ACI006 | 4376 PDR Asp. bronquial 22-VI-22 M 38 uTl
ACI024 | 5661 SUSCEPTIBLE Secrecion 12-VIII-22 M 68 TYO
herida
ACI040 | 7106 SUSCEPTIBLE | Asp. bronquial 7-X-22 M 50 uTl
ACI051 7724 XDR Hemocultivo 26-X-22 M 49 M.INTERNA
ACI052 | 8012 PDR Hemocultivo 6-X1-22 F <1 NEONATOS
ACI053 8075 PDR Hemocultivo 8-X1-22 F <1 NEONATOS
ACI056 | 9060 PDR Biopsia 12-XI11-22 M 44 M. INTERNA
ACIO75 | 9252 XDR LCR 20-XI1-22 F 51 NEUROCX
ACIO77 | 632-23 PDR Secrecién 23-1-23 M 65 TYO
herida

LCR: Liquido cefalorraquideo, NEUROCX: Neurocirugia, PDR: Pandrogo-resistente, TYO: Traumatologia y
Ortopedia, UTI: Unidad de Terapia Intensiva, XDR: Extensamente drogo-resistente.

9.3 Analisis bioinformatico de los genomas de A. baumannii.
Para tener una referencia de genomas previos de provenientes de México, se
procedio a realizar una consulta en la base de datos de JGI IMG Integrated Microbial

Genomes & Microbiomes (https://img.jgi.doe.gov) y en la base de datos SRA NCBI

Sequence Read Archive. Se realizé la busqueda con los criterios “Genome”,
“Acinetobacter baumannii’, “localizacién geografica” y “México”. Descargandose 12
genomas secuenciados a nivel de ensamblado en la base de datos Integrated
Microbial Genomes & Microbiomes. Se obtuvieron a su vez 41 genomas de la base

de datos SRA del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) a nivel de lecturas crudas

de secuenciacion (reads). Se reviso si existian genomas secuenciados repetidos de
ambas bases de datos, encontrandose un repetido para lo cual se considero solo el
ensamblado resultante de la base de datos JGI IMG.

Se obtuvieron un total de 52 genomas de ambas bases de datos (Tabla
suplementaria 4). Los genomas tienen fecha mas remota del 2011 y mas reciente
del 2022. Su origen geografico corresponde a: 14 cepas aisladas de diferentes
entidades de México (incluida Ciudad de México), 2 provenientes de Morelia,
Michoacan y de 14 de los genomas no se precisa entidad federativa de origen. La
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fuente de origen del aislamiento es precisa en 30 de los aislamientos. En 22

genomas no se especifico el sitio anatomico o el sitio del aislamiento.

9.3.1 Revision de calidad de las lecturas.

A los 41 genomas obtenidos de la base SRA del NCBI, que se encontraban
a nivel de reads, se les realiz6é un analisis de calidad de los archivos paired de cada
genoma mediante el programa FastQC.

Se procedio posteriormente a realizar un recorte y filtrado de secuencias con
el programa Trimmomatic. Se obtuvo un promedio del numero de bases
secuenciadas con porcentaje de guanina/citosina 39.2%. El promedio del total de
secuencias posterior al recorte fue: 800,967.25.

De las cepas secuenciadas se realizé un analisis de calidad de los archivos
paired de cada genoma. En general la calidad de las secuencias fue de buena
calidad, sin alertas importantes durante su analisis, por lo que no se realiz6 recorte
de estas. El promedio de lecturas secuenciadas fue de 5836889.1. Con un
porcentaje de guanina-citosina promedio de 39.3%.

9.3.2 Ensamblado de los genomas y revision de su calidad.

Posterior al recorte de secuencias, hubo mejoria de las alertas de calidad, sin
embargo, el numero de bases de algunos de los genomas analizados disminuy6 de
manera considerable. Se realiz6 un ensamblado con las secuencias recortadas y
filtradas con el programa SPAdes 3.15.5 obteniéndose ensamblados a nivel de
contig. Se verifico la calidad del ensamblado con la herramienta QUAST utilizando
el genoma de referencia de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 (Biosample:
SAMN14779651). Se descartdé un ensamblado (NCBI biosample SAMN32646371)
por mala calidad. En la tabla 3 se muestran los valores promedio del analisis de
calidad para la totalidad de los ensamblados. Se descartaron un total de 6 cepas
debido a mala calidad de los ensamblados para la realizacion de tipificacidon
multilocus de secuencias (Tabla 3, Tabla suplementaria 1).
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Tabla 3. Reporte de calidad de los genomas descargados de Acinetobacter

baumannii.

Parametro Promedio

# Contigs >= 1000 90.4

pb
Longitud total >= 3349153.2
1000 pb

Contig mas largo 335699.5
N50 158336.7

# N por 100 kpb 4.024

# Mal ensamblados 37.79

Se realizé un ensamblado de las cepas secuenciadas obteniéndose
ensamblados a nivel de contig. Se procedié a verificar la calidad del ensamblado
(Tabla 4) utilizando el genoma de referencia de A. baumannii ATCC 17978
(Biosample: SAMN14779651).

Tabla 4. Reporte de calidad de los genomas secuenciados de Acinetobacter

baumannii.

Parametro Promedio

# Contigs >= 1000 pb 54.6
Longitud total >= 1000 pb 3818217.8
Contig mas largo 520455.7
N50 194714.3

# N por 100 kpb 6.439

# Mal ensamblados 48.2

Dentro de los resultados el numero de contigs se consideré de buena
cantidad por ser bajo (mejor calidad de ensamblaje). La longitud total de los contigs
fue muy similar al tamafio completé del genoma de A. baumannii, siendo de mayor
calidad el ensamblaje. El contig mas grande habla de mayor calidad del ensamblaje.
El N50 es una medida de la continuidad del ensamblaje que indica que la longitud
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del contig mas largo que cubre el 50% de la longitud total del ensamblaje, siendo de
buena calidad.

9.3.3 Tipificacion multilocus de secuencias

A continuacion, se realizo in silico una tipificacion multilocus de secuencias
(MLST), utilizando los 2 esquemas de 7 genes descritos para A. baumannii: Oxford
y Pasteur. Los dos esquemas poseen 3 genes en comun. No se pudo realizar la
tipificacion de 6 genomas, debido a la mala calidad de las secuencias y
ensamblados. Se establecieron las secuencias tipo (ST) de 45 genomas por el
esquema de Pasteur y 15 ST por el esquema de Oxford (Tabla suplementaria 3).

La ST 2, corresponde al 53% de los genomas utilizando el esquema Pasteur,
con la ST 156 como segunda en frecuencia con el 17.7%. Respecto al esquema
Oxford, la ST 758 fue la mas frecuente, con el 40% de los 15 genomas en los cuales
se pudo establecer secuencia tipo. Los dos genomas provenientes de Morelia,
Michoacan corresponden a ST 1694 y ST 422 mediante el esquema Oxford y
Pasteur respectivamente (Fig. 6).

mST2 mST156 mST422 mST1 mST1544 mST10 mST79 mST239 mST318

Figura. 7. Tipificacion Multilocus de Secuencias de los genomas descargados por el
esquema Pasteur

40



Se realiz6 una tipificacion multilocus de secuencias (MLST) in silico,
utilizando los 2 esquemas de 7 genes constitutivos descritos para Acinetobacter
baumannii: Oxford y Pasteur. Se determinaron 9 secuencias tipo mediante esquema
Pasteur, teniendo 8 como secuencia tipo 2, una ST 32 y una de la cual no se pudo
determinar la ST mediante ninguno de los dos esquemas (Tabla 5).

Tabla 5. Tipificaciéon multilocus de secuencias de las cepas aisladas.

PERFIL Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST

CEPA FOLIO RESISTENCIA  FUENTE  ¢Pn60 fusA gltA  pyrG recA mlB rpoB
ACI005 | 4361 XDR Expectoracion 2 2 2 2 2 2
ACI006 | 4376 PDR Asp. bronquial 2 2 2 2 2 2 2 2
ACIl024 | 5661 SuUS Secrecion 3 3 18 2 29 4 4

herida
ACI040 | 7106 SuUS Asp. bronquial 1 1 2 2 3 4 4 32
ACI051 | 7724 XDR Hemocultivo 2 2 2 2 2 2 2 2
ACI052 | 8012 PDR Hemocultivo 2 2 2 2 2 2 2 2
ACI053 | 8075 PDR Hemocultivo 2 2 2 2 2 2 2 2
ACI056 | 9060 PDR Biopsia 2 2 2 2 2 2 2 2
ACIO075 | 9252 XDR LCR 2 2 2 2 2 2 2 2
ACI077 | 632-23 PDR Secrecion 2 2 2 2 2 2 2 2

herida

LCR: Liquido cefalorraquideo, SUSC. Susceptible, PDR: Pandrogo-resistente, ST: Secuencia tipo, XDR: Extensamente drogo-
resistente.

9.4. Detecciodn in silico de genes de resistencia
A 57 genomas (47 descargados y 10 secuenciados) mediante el programa
ResFinder 4.1, se les realiz6 la deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos,

utilizando el servidor de http://www.genomicepidemiology.org, consultado 13 de

noviembre del 2023. Se realiz6 a través del programa MobileElementFinder 1.0.3

mediante la plataforma http://www.genomicepidemiology.org, busqueda de

elementos genéticos moviles, consultado el 5 de Diciembre del 2023 (Tabla

suplementaria 5).

41



http://www.genomicepidemiology.org/
http://www.genomicepidemiology.org/

En 57 genomas analizados mediante ResFinder 4.1, se encontro resistencia
a B-lactamicos en 44 (77.19%), siendo el mas frecuente genes del tipo blaOXA: 44
(90.9%), en segundo lugar, la cefalosporinasa blaADC-25: 26 (59%) y blaTEM en 2
(4.5%). La resistencia a aminoglucosidos se encontré en 39 genomas analizados
(68.4%), siendo el mas frecuente aph(3°')-Ib: 37 (94.87%) y aph(6)-1d: 36 (92.3%).
Se encontré armA en 2 genomas (5.12%). La resistencia a tetraciclinas se encontr6
en 38 genomas (66.66%), siendo el mas frecuente tef(B): 35 (92.10%). La
resistencia a sulfas se encontré en 11 genomas (19.29%) y a quinolonas solo en 1
genoma: aac(6’)-Ib-cr (Fig.7, Tabla suplementaria 5).

B-LACTAMICOS: AMG:
77.19% 68.4%
blaADC-25: 59% aph(3")-1b: 94.87%
blaOXA-66: 50% abh(6)-Id: 92.3%

blaOXA-65: 29.5% armA:5.12%
TETRACICLINAS:
66.66%
SIL;'-ZFQ tet(B): 92.10%
* G):7.8%
sul2: 81.8% =)

Figura. 8. Genes de resistencia analizados mediante ResFinder 4.1

Mediante el programa MobileElementFinder 1.0.3 se encontraron secuencias
de insercion en 50 genomas (87.7%), siendo la mas frecuente ISVsa3: 32 (64%), en
segundo lugar ISAba1: 21 (42%). Se encontraron en 15 genomas transposones
(26.3%) y 18 transposones compuestos (31.5%). (Tabla suplementaria 11).
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Figura. 9. Elementos genéticos méviles analizados mediante MobileElementFinder 1.0.3

Es de destacar dentro de los hallazgos encontrados que todas las cepas con
perfil de drogo resistencia eran portadoras de 3 elementos genéticos moviles:
transposodn compuesto ISAba1, ademas de 2 secuencias de insercion ISVsa3 e
ISAba1, tanto en las de perfil extensamente drogo resistente como en las pandrogo
resistentes. En las dos cepas susceptibles por perfil fenotipico, solo se encontré la
secuencia de insercion I1S77, sin ningun gen de resistencia a antimicrobianos. En
las 8 cepas resistentes se encontraron genes de resistencia a betalactamicos,
siendo 4 portadoras blaOXA66, 2 de blaADC-25 y una cepa portadora de ambos
genes de resistencia a betalactamicos. Los genes de resistencia a aminoglucésidos:
aph(6)-ld y aph(3”°)-Ib se encontraron en todas las cepas resistentes, ademas de
tet(B), relacionado a resistencia a tetraciclinas y farmacos relacionados (doxiciclina
y minociclina). Es de destacar que no se encontraron genes de resistencia a
quinolonas mediante esta plataforma a pesar de que en el antibiograma son
resistentes a estre grupo de farmacos las cepas resistentes (Tabla suplementaria
5).
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Tabla 6. Genes de resistencia y elementos genéticos méviles en cepas
secuenciadas.

TAMANO PERFIL RESISTENCIA RESISTENCIA

GENOMA  FENOTIPICO BETALACTAMI  AMINOGLUCOSIDOS
(pb) cos

OTROS

ACI005 3,731,107 XDR cn_24774_ISAbat blaOXA-66 aph(6)-Id tet(B)
S: Meropenem ISVsa3 aph(3")-Ib
ISAbat
cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI006 3,731,581 PDR ISVsa3 blaOXA-66 aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1
ACl024 3,747,392 SUSCEPTIBLE 1IS17 - - -
ACI040 3,888,595 SUSCEPTIBLE IS17 - - -
XDR cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI051 3,860,246 S: Tigeciclina ISVsa3 blaADC-25 aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1
cn_24774_1SAbat blaADC-25 aph(6)-Id
ACI052 3,896,952 PDR ISVsa3 blaOXA-66 aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1
cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI053 3,893,524 PDR ISVsa3 blaADC-25 aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1
cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI056 3,814,076 PDR ISVsa3 - aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1
XDR cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI075 3,890,513 S: Tigeciclina ISVsa3 blaADC-25 aph(3")-Ib tet(B)
ISAbat
cn_24774_1SAbat aph(6)-Id
ACI077 3,728,192 PDR ISVsa3 blaOXA-66 aph(3")-Ib tet(B)
ISAba1

aph(3")-b: Fosfotransferasa de aminoglucosido, aph(6)-Id: Fosfotransferasa de estreptomicina, ADC:
Cefalosporinasa derivada de Acinetobacter, cn: Transposdn compuesto, IS: Secuencia de insercion, OXA:
Oxacilinasa, PDR: Pandrogo-resistente, tet. Determinante genético de resistencia a tetraciclinas, XDR:
Extensamente drogo-resistente.

9.7. Complejos clonales
Se asignaron secuencias tipo (ST) a 54 genomas (45 descargados y 9 de
cepas secuenciadas) por el esquema de Pasteur. Mediante estas secuencias tipo,
se establecieron 6 complejos clonales internacionales: 1, 2, 4, 5, 10 y 15 (Fig. 6),

mediante el software Grapetree 1.5.0 usando todos los genomas con los que se
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trabajo (Zhou et al., 2018). La ST 2 junto con la ST 1544 (n=2) conforman el
complejo clonal internacional 2 y que fue el predominante.

CC1

STI

\

()
CCs
ST2
ST239

cc4
ST32
CC10 ©

ST10
& CC2

ST422
Y ST1544
STIS6 ) /l . —
| ST79
ST 156: 8
ST 422: 4
ST79:1
ST 2: 32
ST 1544: 2
ST318
CC15

Figura. 10. Complejos clonales constituidos por ST predominantes de genomas analizados.

CC: Complejo clonal, ST: Secuencia tipo.

En segundo lugar de frecuencia se tuvo a la ST 156 (n=8) que junto con la ST 422

(n=4)yla ST 79 (n=1) conforman el complejo clonal internacional 5. El 3er complejo

clonal internacional mas frecuentre fue el CC1, establecido por ST 1. Las

secuencias tipo restantes ST 32, ST 10 y ST 318, se han reportado pertenecen a

los complejos clonales internacionales 4, 10 y 15 respectivamente. La ST 239 no

se ha reportado asociada a algun complejo clonal internacional, con reportes previos

en Tanzania, Francia y Paises Bajos (Naing et al., 2022).
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9.8. Filogenia

La figura 7, esquematiza la filogenia de A. baumannii, incluye todos los
genomas de estudio en este trabajo, estableciendo lugar de origen, afio y secuencia
tipo. Se puede observar que la ST 2, perteneciente al CCl 2, tiene un primer registro
en el 2014, y después el resto de genomas con ST 2 provienen de taxones
hermanos provenientes de un nodo interno, esto incluye las 8 cepas secuenciadas
en nuestro hospital (5 PDR y 3 XDR), por lo que es una secuencia tipo presente en
varios estados (Estado de México, Ciudad de Meéxico, Nuevo Ledn, Jalisco,
Coahuila, San Luis Potosi). La secuencia tipo 79, 156 y 422 que conforman el CCl
5, el 2° en frecuencia, pertenece a otra rama, con registro mas remoto del 2014,
compartiendo en algun momento un ancestro comun con la ST 2. Los registros
previos de Morelia, Michoacan del 2020 pertenecen a ST 422. La secuencia tipo 1
perteneciente al CCl 1, se tiene registro desde 2011, y pertenece a un grupo
externo. Respecto a las cepas secuenciadas pertenecientes al Hospital General “Dr.
Miguel Silva” cuyo perfil es pandrogo-resistente y extensamente drogo-resistente
pertenencientes a la ST 2, pertenecen a un mismo clado con un mismo origen (8 en
total). Todas estas también portadoras de las secuencias de insercion ISAbaf e
ISVsa3.
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Figura. 11. Filogenia de genomas analizados de Acinetobacter baumannii.
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ACI024-S
GAB_5MEX14 ST 2
GAB_4MEX14 ST 2
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EAB_MNL20 ST 1544
GAB_1MEX20 ST 2
GAB_3MEX20 ST 156
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GAB_GJ21 ST 2
GAB_2MM20 ST 422
GAB_1MM20 ST 422
GAB_4HS20 ST 2
GAB_1HS20 ST 2
GAB_CdMX20 ST 2
EAB_SLP22 ST 2
GAB_1MEX13 ST 2
GAB_2MEX13 ST 2
ACI005-XDR ST 2
GAB_2CdMX18 ST 2
ACI075-XDR ST 2
ACI053-PDR ST 2
GAB_4CdMX18 ST 2
GAB_9CdMX18 ST 2
GAB_TEMEX20 ST 2
ACIO51-XDR ST 2
GAB_3MEX14 ST 2
GAB_TCH21 ST 2
GAB_5CdMX18 ST 2
ACI052-PDR ST 2
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GAB_1CdMX18 ST 2
ACIO77-PDR ST 2
GAB_3CdMX18 ST 2
GAB_8CdMX18 ST 2
ACI006-PDR ST 2
GAB_6CdMX18 ST 2
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ATCC17978: Cepa de referencia, ACI: Cepa secuenciada de A. baumannii, GAB: Genoma descargado de A.

baumannii, EAB: Ensamblado descargado de A. baumannii, Azul claro: CC2, Verde claro: CC5, Rosa claro:

CC1, Naranja: CCA4.
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10. DISCUSION

La posibilidad de secuenciar el genoma de los microorganismos con técnicas
de nueva generacidon ha permitido entender de mejor manera como se presenta la
resistencia a antimicrobianos y poder desarrollar nuevas estrategias para la
atencion de este problema de salud. El presente estudio tiene como fin el establecer
cuales son los determinantes genéticos predominantes que ocasionan la resistencia
de aislados clinicos en México y en un Hospital de 2° nivel de atencion y de
referencia. Nuestro trabajo reune un numero considerable de genomas previamente
depositados en bases de datos publicas, ademas de la secuenciacion de 10
genomas de aislamientos clinicos. La informacion completa de estos 55 genomas
de A. baumannii, proporciona informacién mas representativa del por qué se ha
establecido como un microorganismo etiolégico de infecciones asociadas a la
atencion de la salud, capaz de adquirir determinantes genéticos de resistencia y
persistencia en el entorno hospitalario. Durante el 2022 correspondio a el 20.6% de
etiologia de infecciones asociadas a la atencion de la salud en el Hospital General
“Dr. Miguel Silva” y ocup6 4° de lugar de etiologia microbiolégica a nivel nacional
con 3,109 aislamientos durante todo el afio (5.46% de IAAS) (RHOVE, 2022). Al
compararlo con otros reportes, se observa una prevalencia elevada como etiologia
de infecciones asociadas a la atencion de la salud, dado que en Norte América es
del 0.7% y del 4.6% en el Oriente Medio (una zona considerada elevada en
prevalencia) (Ma et al., 2021). En Europa, la tasa de aislamientos va desde < 1%
hasta 30%, con brotes mas frecuentemente reportados en el sudeste y sureste de
Europa (Ma et al., 2021).

Es de destacar el perfil de susceptibilidad de los aislamientos realizados, 54
de las cepas (71%) correspondieron a perfil pandrogo-resistente, 16 (21%)
aislamientos a perfil extensamente drogo-resistente y 6 (7.9%) a susceptibles. Esta
prevalencia es muy elevada, sin embargo, a nivel nacional existen publicaciones
que documentan que en nuestro pais es muy elevada la resistencia en aislamientos
clinicos superando el 70% para los farmacos de primera eleccion en las infecciones

por este microorganismo incluidos los carbapenémicos (Rojas-Larios et al., 2023).
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Si comparamos con el resto del mundo, la prevalencia de resistencia similar
a la de de Asia (70% de resistencia a carbapenémicos) y mayor que la de Estados
Unidos de América con 50% de resistencia a carbapenémicos (Tavasol et al., 2023).

Después de la descarga de genomas de bases de datos publicas, se
descartaron 7 de mala calidad y con los cuales no se pudo trabajar, se tuvo un
numero de 45 genomas, la longitud total de estas lecturas contiguas fue de
3,349,153.2 pb, teniendo como referencia el tamafio del genoma de A. baumannii
ATCC 17978 el cual es de 4,005,343 pb a pesar del recorte de secuencias es
representativo del genoma, lo cual nos habla de la integridad de los ensamblados y
una longitud cercana al tamafio del genoma del microorganismo. La longitud
promedio total de esto genomas ensamblados, el numero de contigs, el valor
promedio de N50, es similar a otros reportes de muestras representativas realizadas
con A. baumannii en una region en particular (Chukamnerd et al., 2022). El promedio
de las lecturas de los genomas secuenciados de las cepas seleccionadas, fue de
3,818,217.8 pb. Teniendose informacién en conjunto de 55 genomas lo cual es un
numero considerable representativo de varias zonas del pais y mayor a otros
reportes recientes de genomas de A. baumannii (Garza-Ramos et al., 2023),
(Mancilla-Rojano et al., 2019), (Lopez-Duran et al., 2020).

Al revisar las secuencias tipo obtenidas, se tuvo un total de 32 pertenecientes
ala ST 2 (24 de genomas descargados y 8 de cepas con genomas secuenciados)
correspondiendo al 58% de todos los genomas con los que se trabajo, por lo que se
confirma que en nuestro pais y a nivel regional, ST 2 es identificada con mayor
frecuencia, éstos resultados son compatibles con lo reportado a nivel internacional
(Hamidian et al., 2019) y en reportes nacionales (Lopez-Duran et al., 2020), (Garza-
Ramos et al.,, 2023). La ST 2 por si misma es la mas dominante también en
genomas depositados en bases de datos internacionales (Hamidian et al., 2019).
La ST 2 junto con la ST 1544 (n=2) conforman el complejo clonal internacional 2 y
fue el predominante (Fig. 6). Esto es consistente con varias publicaciones que
reportan que el CCIl 2 aporta la mayor parte de brotes de A. baumannii resistente a
carbapenémicos en diferentes zonas geograficas del mundo (Ahmed et al., 2016;
Levy-Blitchtein et al., 2018; Ko et al., 2019). Es probable que una de sus ventajas
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es el perfil de resistencia, pues en 1,678 aislamientos, se ha identificado al menos
un gen de resistencia a carbapenémicos (Hamidian et al., 2019). Se ha estudiado
incluso su aislamiento como factor prondstico independiente de mortalidad con

peores desenlaces clinicos (Chuang et al., 2019).

En segundo lugar de frecuencia se tuvo a la ST 156 (n=8) que junto con la
ST 422 (n=4) y la ST 79 (n=1) conforman el complejo clonal internacional 5, un
complejo recientemente reportado en hospitales de nuestro pais y de Honduras
(Grana-Miraglia et al., 2020). El resto se distribuy6 en el CClI 1 (ST1) que en
publicaciones internacionales es el 2° en frecuencia (Hamidian et al., 2019), CCl 4
(ST32) con un reporte previo en Ecuador de un aislamiento portador de una metalo-
betalactamasa tipo NDM (Villacis et al., 2019), CCI 10 (ST10), reportada en Iran en
el 2019 portadora de metalo-betalactamasas tipo VIM y NDM con resistencia a
imipenem (Abhari et al., 2019) y CCI 15 (ST15) reportada en el 2020 en Brasil con
perfil pandrogo-resistente y notificada como endémica en Sudamérica (Bueno et al.,
2020) y la ST 239 de la cual no se ha reportado pertenecer a algun CCI.

Respecto al resistoma de los genomas secuenciados de las cepas
seleccionadas, los genes relacionados a resistencia a betalactamicos fueron
predominantemente blaADC-25 y blaOXA-66 que se han descrité en Acinetobacter
baumannii, la primera una cefalosporinasa AmpC y la segunda una oxacilinasa de
clase D, en estos genomas no se documentaron genes que codificaran para
carbapenemasas del grupo B de Ambler (metalo-p-lactamasas). Las variantes de el
gen blaOXA en Acinetobacter spp. mas frecuentes en el mundo son blaOXA-23 y
blaOXA-66 en un analisis de 6,639 genomas de Acinetobacter spp., ademas
destaca su frecuente asociacion con la ST 2 de este microorganismo (Li, J et al.,
2023), lo cual también se documentd con nuestros hallazgos. A nivel nacional en
un reporte reciente con secuenciacion del genoma completo y utilizando la base de
datos BacWGSTdb 2.0 (http://bacdb.cn/BacWGSTdb/) asi como el software

EPISEQ®, (Garza-Ramos et al., 2023), encontraron que en el resistoma de A.

baumannii, los genes codificantes de carbapenemasas mas frecuente fueron
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blaOXA-72, seguido de blaOXA-66. En un reporte previo de México en 102 aislados
clinicos de A. baumannii el gen codificante de carbapenemasas mas frecuente fue
blaOXA-24 (76%) y blaOXA-23 (18.5%), aunque su busqueda fue a través de PCR
(Garza-Gonzalez et al., 2021). Estos hallazgos son similiares a nuestro reporte en
el caso de blaOXA-66 y su asociacion con la secuencia tipo 2.

La resistencia predominante a aminoglucdésidos fue a través principalmente
de enzimas modificadoras de antimicrobianos, como aph(3°)-Ib (94.87%) y aph(6)-
Id (92.3%) dos fosfotransferasas. Estas enzimas son transmitidas
predominantemente a través de elementos genéticos moviles entre
microorganismos (Lee et al., 2017). El gen aph(6)-ld, confiere resistencia a
amikacina, kanamicina, neomicina y se localiza muy comunmente localizada con el
transposon Tnapha6 (un transposon flanqueado por copias de ISAba125) (Nigro et
al., 2015). Previamente en México en 6 cepas provenientes de 3 hospitales (2 de la
CdMx y 1 de Guadalajara, Jalisco) se habian documentado aph(3~)-Ib, aph(6)-Id,
aph(3’)-la y armA como genes de resistencia a aminoglucésidos (Fernandez-
Vazquez et al., 2023). En el caso de la resistencia a quinolonas, llamé la atencion
que solo se document6 un determinante de resistencia en todos los genomas
analizados, una enzima modificadora de aminoglucosido (AME), el gen de
acetilacion de fluoroquinolona-aminoglucosido-(6)-N-acetiltransferasa: (aac(6°)-1b-
cr, un determinante de resistencia mediado principalmente por plasmidos (Kyriakidis
et al., 2019). Al hacer una correlacién entre los perfiles fenotipicos y genotipicos de
las cepas cuyo genoma fue secuenciado y pertenecian a perfil de resistentecia
fenotipica (XDR y PDR), se documento ausencia de determinantes genéticos de
resistencia a quinolonas, a pesar de resistencia fenotipica (tabla suplementaria 5).
La resistencia a quinolonas se presenta generalmente mediante 3 mecanismos: 1)
mutaciones en la girasa y topoisomerasa IV, 2) resistencia mediada mediante
plasmidos, enzimas modificadoras de aminoglucosidos (AMEs), bombas de eflujo
codificadas por plasmidos, 3) resistencia cromosdmica, que da como resultado baja
expresion de porinas o bombas de eflujo codificadas cromosomicamente (Kyriakidis
etal., 2021). Algunas de las causas por las cuales no se encontraron determinantes
genéticos de resistencia a quinolonas en este trabajo pudo ser la consulta de la
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base de datos de genes de resistencia ResFinder 4.1, que comparada con otras
como CARD, tiene menos registro de genes y secuencias (Papp et al., 2022), o la
busqueda especificamente en plasmidos de las mutaciones en la girasa y
topoisomerasa IV (Kyriakidis et al., 2021).

Respecto a la resistencia a tetraciclinas esta fue elevada, presente en
66.66% de los genomas consultados (Tabla suplementaria 5), siendo preocupante
que este grupo de farmacos estan recomendados como opcién terapéutica en las
infecciones ocasionadas por este microorganismo y difiere de reportes de
susceptibilidad a minociclina del 79% previamente reportados (Castanheira et al.,
2014). El determinante genético de resistencia a este grupo de farmacos mas
frecuente fue tet(B): 92.10%, que codifica para un transporte de eflujo de la familia
facilitadora mayor (MFS) y genera resistencia fenotipica a tetraciclinas, doxiciclina
y minociclina (Castanheira et al., 2023). No se encontraron los determinantes
genéticos tet(A) ni tet(X), este ultimo es una mono-oxigenasa que inactiva todas las
tetraciclinas incluida tigeciclina, aunque es predominantemente encontrado en
plasmidos, lo cual no descarta su presencia (He et al., 2019). Esta afirmacion
correlaciona con 2 de nuestras cepas secuenciadas: ACI051 y ACIO77 con perfil
XDR, que a pesar de ser portadoras de tet(B) en el genoma secuenciado y
analizado, fenotipicamente permancen susceptibles a Tigeciclina, lo cual es una
opcion terapéutica viable en algunas infecciones, no asi para el uso de minociclina
en las infecciones por estos aislamientos (Tabla suplementaria 5).

La resistencia a sulfas se encontro en 19.29% de genomas analizados,
siendo el determinante sul2 mas frecuente: 9 (81.8%) (Tabla suplementaria 5), sin
embargo A. baumannii es intrinsecamente resistente hasta en 71.3% de
aislamientos (Vazquez-Lépez et al., 2020), sul2 codifica para una dihidropteroato
sintasa resistente a sulfonamidas (Kyriakidis et al., 2021). Existen otros mecanismos
de resistencia a este grupo de farmacos mediados por bombas de eflujo de la familia
RND, que pueden explicar la prevalencia elevada de resistencia a este grupo de
farmacos (Kyriakidis et al., 2021). De 4 de nuestras cepas cuyo genoma fue
secuenciado (3 con perfil PDR y una XDR) existi6 resistencia fenotipica, a pesar de

no documentarse determinantes genéticos de resistencia como sul71 6 sul2, esto
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puede explicarse por el hecho de que sistemas de eflujo de farmacos como el de la
familia RND son constitutivos en este microorganismo, un ejemplo es la bomba de
eflujo adeABC, con actividad en varios farmacos y que puede ser regulada al alza
su expresion por la secuencia de insercién ISAba7, que si se encontré en todos
nuestros aislamientos resistentes (Tabla suplementaria 5) (Cain et al., 2023).

Las secuencias de insercion (IS), son usualmente de tamafo pequefio (0.5-
2 kb). Tienen un rol importante al funcionar como una secuencia promotora,
elevando la expresion del gen de resistencia. Algunos genes que codifican la
resistencia a p-lactamicos en A. baumannii, solo se expresan si van promovidos por
un elemento de insercion rio arriba (Partridge et al., 2018). La mas comunmente
reportada en A. baumannii ha sido ISAba1, identificada rio arriba de genes tipo
blaOXA-23, blaOXA-51, tipo blaOXA-58, eptA'y ampC (Potron et al., 2019). Por lo
tanto esta es una de las fortalezas del presente trabajo dado que se determinaron
elementos genéticos moviles importantes en la resistencia de este microorganismo
que no se reportan de rutina en otros trabajos. Se detecto la presencia de IS en 50
genomas (87.7%) analizados, llamando la atencidn que la mas frecuente fue
ISVsa3, perteneciente a la familia 1S91, originada de Vibrio salmonicida, descrita
asociada a los genes tet(X3) y tef(X4) que proporcionan resistencia a tigeciclina (He
et al., 2019). Esta secuencia de insercion también se ha descrito asociada a los
genes blaADC-25 y blaOXA-66 con perfiles fenotipicos de resistencia a
carbapenémicos en aislados clinicos de pacientes con COVID-19 (Cherubini et al.,
2022), documentado también dentro de nuestros resultados.

Importante destacar que las cepas cuyo genoma fue secuenciado y tenian
perfil fenotipico de resistencia extensamente drogo-resistente y pandrogo-
resistente, tuvieron la asociacién del transposén compuesto ISAba7 ademas de las
secuencias de insercion ISAba1 e ISVsa3, asociado a genes blaADC-25 y blaOXA-
66 (Tabla 6). Aunque la actividad de estas por si solas pudieran tener actividad
débil de carbapenemasas, su asociacion con las secuencias de insercion
promotoras que regulan a la alza su sobre-expresion, si favorecerian la resistencia

fenotipica a carbapenémicos (Cherubini et al., 2022), (Potron et al., 2019).
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En la filogenia construida de A. baumannii, se resalta que 26 genomas
pertenecientes a la ST 2 tienen un mismo ancestro en comun, este incluye 8 cepas
cuyo genoma fue secuenciado en nuestro hospital con perfil de resistencia (6 PDR
y 2 XDR), los mas remotos son dos del 2013, sin precision geografica y las cepas
secuenciadas del Hospital General “Dr. Miguel Silva” pertenecientes al 2022 (Figura
5). Los demas genomas provienen de Ciudad de México, Tapachula, Chiapas;
Hermosillo Sonora y el resto no se precisa la zona geografica de México. Este
complejo clonal tendria tiempo establecido dentro de nuestro pais y es probable que
su éxito sea por la presencia de varios determinantes genéticos de resistencia y su
resistencia fenotipica como lo demuestra las cepas cuyo genoma fue secuenciado
(Tabla 6). A su vez existe ya descripcion previa de aislarse en grupos clonales en
hospitales o zona geograficas particulares, con descripcion en particular del
complejo clonal 2 en mas de 30 paises y suplementado por un amplio repertorio de
determinantes genéticos de resistencia (Li et al., 2022); (Shelenkov et al., 2023);
(Hawkey et al., 2018). Este predominio del complejo clonal internacional 2 en
nuestra region ha sido previamente ya documentado y concuerda con nuestros
hallazgos (Mduller et al., 2023). Destaca también un 2° clado constituido por 10
miembros, todos pertenecientes al complejo clonal internacional 5 constituido por la
ST 156 (n=7), ST 422 (n=2) y ST 79 (n=1), estos genomas son tan remotos como
el 2014 y los mas recientes del 2020, pertenecen a Hermosillo, Sonora; Ciudad de
México; Guadalajara, Jalisco y Monterrey, Nuevo Leon (Figura 5). Estos resultados
son similares con otros reportes, donde se han encontrado clados del complejo
clonal internacional 5 en zonas de Latinoamérica y México (Grafa-Miraglia et al.,
2020). Este clado en particular en nuestra region esta compuesto por la ST 156
(con 7 genomas de esta ST en el clado de nuestra filogenia) y asociados al
determinante genético de resistencia a carbapenémicos blaOXA-239,
(documentado en 5 genomas de nuestros resultados). (Tabla suplementaria 3 y 5);
(Grana-Miraglia et al., 2020).
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11. RESUMEN DE RESULTADOS

Dentro del analisis de infeccidn por Acinetobacter baumannii en el Hospital
General “Dr. Miguel Silva” de Morelia, Michoacan, esta etiologia correspondié al
20.6% de etiologias por 100 IASS notificadas, con 20% de desenlaces clinicos con
defuncion.

El principal sitio de aislamiento fue la via aérea con el 54.14%.

El perfil de resistencia mas reportado fue el pandrogo-resistente (PDR) en
52% de los casos.

Se realiz6 un analisis de 55 genomas de Acinetobacter baumannii de nuestro
pais, encontrandose a las ST predominantes en México y en Morelia siendo la ST
2, perteneciente al CC 2 la mas frecuente y el 20 en frecuencia fue el CC 5
establecido por la secuencia tipo 156, 422y 79.

El mecanismo de resistencia predominante a betalactamicos en los
aislamientos de México y de Morelia son blaOXA-66 y blaADC-25.

Los elementos genéticos moviles predominantes en México y Morelia son las
secuencias de insercion: ISVsa3, ISAbaT.

Se puede concluir que las cepas de Acinetobacter baumannii aisladas en un
contexto nosocomial, cuyo perfil era extensamente-drogoresistente y pandrogo-
resistente, sus determinantes genéticos de resistencia son similares a otros reportes
nacionales, sin embargo la asociacion entre genes de resistencia y elementos
genéticos moviles es importante para la expresion fenotipica del perfil de drogo-
resistencia. Ademas pertenecen a una misma secuencia tipo (ST 2) del esquema
Pasteur.
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11. C ONCLUSIONES

Se puede concluir con nuestros resultados que las cepas de A. baumannii
aisladas en un contexto nosocomial en México, poseen determinantes genéticos de
resistencia similares a otros reportados previamente en el mundo, principalmente la
resistencia a beta-lactamicos es con genes tipo blaOXA-66. Sin embargo en
particular respecto a las secuencias de insercion es de destacar que 87.7% de los
genomas analizados eran portadores de la Sl ISVsa3 en nuestro pais, lo cual no se
habia documentado en algun trabajo previo. Los islamientos nosocomiales de A.
baumannii en México, predominantemente corresponden a dos complejos clonales
internaciones el CCI2 y el CCIl 5. Esto es congruente con otros reportes previos.
Esta informacion podra establecer nuevas lineas de investigacion y el disefio de
estrategias de prevencion, control y probables opciones terapéuticas a futuro.
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14. ANEXOS

Tabla Suplementaria 1. Evaluacion de calidad del ensamblado con QUAST.

TABLA QUAST
# Nombre Cepa Codigo # Contigs >= Longitud total Contig mas N50 #N's por #misassemblies Comentarios
1000 bp >=1000 bp largo 100 kbp
1 A. baumannii ERR4436641 155 4033323 222004 48226 2.49 34
1527722
2 A. baumannii
1527963 ERR4436648 209 3936433 130350 39693 2.45 29
3 A. baumannii
1527972 ERR4436654 104 3996003 433510 89913 0.45 40
4 A. baumannii
MEX11594 SRR3100687 14 3779008 2297134 2297134 0.26 53
5 A. baumannii Ensamblado no es de alta
19Aba78 SRR4191393 717 3594045 33985 7251 5.43 21 calidad
6 A. baumannii SRR10413442 81 3941971 344627 147357 3.00 46
XDR-P012
7 A. baumannii
XDR-P011 SRR10413443 95 3961649 364627 137440 5.25 46
8
A. baumannii XDR- | SRR10413444 96 3946607 364627 110711 2.96 44
PO010
9
A. baumannii XDR- | SRR10413445 62 3835344 467072 121155 2.94 46
P009
10
A. baumannii XDR- | SRR10413446 219 3911673 112371 36156 5.45 25
P008
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1"

A. baumannii XDR- | SRR10413447 88 3945674 264619 112179 4.91 42
P0O07

12

A. baumannii XDR- | SRR10413448 49 4007622 365202 156095 0.30 51
P006

13 | A. baumannii XDR- | SRR10413449 79 3944019 467068 115336 2.94 46
P004

14 | A. baumannii XDR- | SRR10413450 62 3936427 514880 164979 5.07 50
P003

15 | A. baumannii XDR- | SRR10413451 124 4286540 365167 140051 4.93 50
P001

16 | A. baumannii SRR11589112 65 3967866 347768 135815 4.92 48
AB1332

# Nombre Cepa Codigo # Contigs >= Longitud total Contig mas N50 #N's por #misassemblies Comentarios

1000 bp >=1000 bp largo 100 kbp

17 | A. baumannii SRR11589128 41 3976576 348332 176001 2.46 47
AB1310

18 | A. baumannii SRR11589142 63 3919473 467072 147232 5.17 54
AB1293

19 | A. baumannii SRR11589147 48 3889876 359216 164214 8.79 55
AB1284

20 | A. baumannii SRR11589155 62 4013254 467470 152728 8.36 51
AB1261

21 | A. baumannii SRR11589164 79 3990914 308778 114376 8.07 44
AB1239
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22 | A. baumannii SRR11589165 78 3994228 308280 125843 4.07 44
AB1238

23 | A. baumannii SRR11589264 70 4053731 354039 105572 0.00 46
AB1357

24 | A. baumannii SRR11589283 56 3965001 354067 167296 247 45
AB1336

25 | A. baumannii 21-12 | SRR23029141 71 3905162 364124 147184 6.51 52

26 | A. baumannii 20- SRR23029147 101 3941737 275914 85468 11.10 34
2386

27 | A. baumannii20- | SRR23029158 79 3890961 364614 138054 7.27 46

2073

28 | A. baumannii 20- SRR23029169 63 3997679 364986 147129 6.65 50
1884

29 | A. baumannii 20- SRR23029180 7 50356 16172 9048 0.00 1
1863

30 | A. baumannii 20- SRR23029191 3 18675 10012 10012 0.00 0
1742

31 | A. baumannii 20- | SRR23029202 64 4026470 381995 165634 8.12 49
997

32 | A. baumannii 21- SRR23029207 0 0 653 653 0.00 0
841

33 | A. baumannii 21- SRR23029208 0 0 822 822 0.00 0
671

34 | A. baumannii 20- SRR23029209 215 4217274 258126 73164 8.28 37
1836

35 | A. baumannii 21- SRR23029210 0 0 593 593 0.00 0

668
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36 | A. baumannii 21- SRR23029211 0 0 593 593 0.00 0
621

37 | A. baumannii 21- SRR23029212 77 3864144 262025 105574 5.68 47
329

38 | A. baumannii 20- SRR23029213 56 3989621 364614 150413 8.69 54
912

39 | A. baumannii 20- SRR23029214 75 3887640 364777 128041 1.87 47
511

CEPAS SECUENCIADAS
# | Nombre Cepa Codigo # Contigs >= Longitud total Contig mas N50 #N's por #misassemblies Comentarios
1000 bp >=1000 bp largo 100 kbp

40 | A. baumannii 4361 43 3731107 364777 104957 4.07 48
ACI005

41 | A. baumannii 4376 69 3731581 364614 104957 7.05 49
ACI006

42 | A. baumannii 5661 12 3747392 974962 631790 4.00 52
ACI024

43 | A. baumannii 7106 21 3888595 961486 473431 3.81 44
ACI040

44 | A. baumannii 7724 63 3860246 466969 104957 8.73 47
ACI051

45 | A. baumannii 8012 74 3896952 315714 105039 6.67 45
ACI052

46 | A. baumannii 8075 69 3893524 456681 104954 6.63 48
ACI053

47 | A. baumannii 9060 67 3814076 467056 107144 11.72 50
ACI056

48 | A. baumannii 9252 63 3890513 467059 104957 10.15 50
ACIO75

49 | A. baumannii 632-23 65 3728192 365239 104957 1.56 49
ACIO77
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Tabla Suplementaria 2. Relacién de anotacion del genoma mediante RAST.

Nombre
NCBI

Codigo de
Ensamblado

PROYECTO

#Subsistemas

#Secuencias
codificantes

RNAs

Comentarios

A. baumannii
9102
SAMNO07520232

GCA_003522845.1

1336742

307

3898

91

A. baumannii
10042
SAMNO07520233

GCA_003522785.1

1336744

303

4008

91

A. baumannii
10324
SAMNO07520237

GCA_003522705.1

1336745

306

3733

89

A. baumannii
9201
SAMNO07520236

GCA_003522665.1

1336746

306

4069

91

A. baumannii
7847
SAMNO07284119

GCA_003516005.1

1336747

305

3900

91

A. baumannii
7804
SAMNO07289440

GCA_003431385.1

1336748

318

4264

93

A. baumannii
810CP
SAMNO07559626

GCA_003345235.1

1336749

309

3987

85

A. baumannii
11510
SAMNO06093832

GCA_001922425 1

1336750

310

4042

91

A. baumannii
3207
SAMNO04485290

GCA_001636235.1

1336751

311

4005

92

10

A. baumannii
AF-401
SAMNO06077191

GCA_001896005.1

1336753

311

4153

91
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11

A. baumannii
MEX11594
SAMNO04407353

GCA_001549575.1

1336754

302

3522

61

12

A. baumannii
5845
SAMNO07520231

GCA_003522885.1

1337054

301

3795

92

13

A. baumannii
19Aba78
SAMNO05734421

SRR4191393

1337055

283

3371

57

14

A. baumannii
MEX11594
SAMNO04407353

SRR3100687

1337056

115

1071

22

15

A. baumannii 20-
511
SAMN32646362

SRR23029214

1337058

266

3240

54

16

A. baumannii 20-
912
SAMN32646363

SRR23029213

1337063

239

3110

46

17

A. baumannii 21-
329
SAMN32646372

SRR23029212

1337064

219

2684

50

18

A.
baumannii 21-
621

SRR23029211

NO PROCESADA

19

A. baumannii 21-
668
SAMN32646374

SRR23029210

NO PROCESADA

20

A. baumannii 20-
1836
SAMN32646375

SRR23029209

1337066

303

3611

61
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21

A. baumannii 21-
671
SAMN32646376

SRR23029208

NO PROCESADA

22

A. baumannii 20-
997
SAMN32646364

SRR23029202

1337067

266

3436

53

23

A. baumannii 21-
841
SAMN32646377

SRR23029207

NO PROCESADA

24

A. baumannii 20-
1742
SAMN32646365

SRR23029191

1337069

PROBABLE
ELIMINACION
POR TAMANO Y
GENES

25

A. baumannii 20-
1863
SAMN32646366

SRR23029180

1337070

35

PROBABLE
ELIMINACION
POR TAMANO Y
GENES

26

A. baumannii 20-
1884
SAMN32646367

SRR23029169

1337071

235

2965

42

27

A. baumannii 20-
2073
SAMN32646368

SRR23029158

1337073

240

2929

58

28

A. baumannii 20-
2386
SAMN32646369

SRR23029147

1337074

305

3640

63

29

A. baumannii 21-
12

SRR23029141

1337075

231

2675

49

75



SAMN32646370

30

A. baumannii
AB1336
SAMN14669856

SRR11589283

1337077

270

3168

60

31

A. baumannii
AB1357
SAMN14669872

SRR11589264

1337079

206

2465

40

32

A. baumannii
AB1238
SAMN14669806

SRR11589165

1337082

259

3149

38

33

A. baumannii
AB1239
SAMN14669807

SRR11589164

1337083

271

3356

44

34

A. baumannii
AB1261
SAMN14669815

SRR11589155

1337084

225

2672

33

35

A. baumannii
AB1284
SAMN14669823

SRR11589147

1337086

250

3172

33

36

A. baumannii
AB1293
SAMN14669827

SRR11589142

1337087

231

2675

49

37

A. baumannii
AB1310
SAMN14669840

SRR11589128

1337088

270

3168

60
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38

A. baumannii
AB1332
SAMN14669854

SRR11589112

1337089

206

2465

40

39

A. baumannii
XDR-P001
SAMN13192356

SRR10413451

1337095

282

3585

57

40

A. baumannii
XDR-P003
SAMN13192357

SRR10413450

1337097

262

3355

57

41

A. baumannii
XDR-P004
SAMN13192358

SRR10413449

1337098

271

3244

67

42

A. baumannii
XDR-P006
SAMN13192359

SRR10413448

1337100

273

3356

57

43

A. baumannii
XDR-P007
SAMN13192360

SRR10413447

1337101

261

3316

58

44

A. baumannii
XDR-P008
SAMN13192361

SRR10413446

1337102

292

3527

68

45

A. baumannii
XDR-P009
SAMN13192362

SRR10413445

1337104

254

3166

55

46

A. baumannii
XDR-P010
SAMN13192363

SRR10413444

1337106

277

3428

65
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47 | A. baumannii SRR10413443 1337107 269 3365 53
XDR-P011
SAMN13192364
48 | A. baumannii SRR10413442 1337109 281 3559 54
XDR-P012
SAMN13192365
49 | A. baumannii ERR4436654 1337110 262 3190 53
1527972
SAMEA7171713
50 | A. baumannii ERR4436648 1337112 302 3470 66
1527963
SAMEA7171708
51 | A. baumannii ERR4436641 1337114 273 3356 57
1527722
SAMEA7171701
CEPAS SECUENCIADAS
# Nombre Folio PROYECTO | #Subsistemas #Secuencias RNAs Comentarios
codificantes
52 ACI005 4361 1369211 300 3587 67
53 ACI006 4376 1369193 299 3589 66
54 ACIl024 5661 1369515 302 3483 68
55 ACI040 7106 1369195 313 3675 70
56 ACI051 7724 1369445 300 3660 66
57 ACI052 8012 1369198 302 3732 66
58 ACI053 8075 1369477 302 3733 67
59 ACI056 9060 1369522 302 3630 70
60 ACIO075 9252 1369202 302 3730 64
61 ACI077 632-23 1369204 300 3577 68
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Tabla Suplementaria 3. MLST de Acinetobacter baumannii mediante esquema Pasteur y Oxford

DATOS DEL AISLAMIENTO MLST (OXFORD) MLST (PASTEUR)
AISLAMIENTO REG'ON FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
A. baumannii 13-01- Fluido
10324 Acapulco, 2022 bronquial 1 81 233 12 4 16 2 1 3 2 1 4 4 4 10
Guerrero
GCA_003522705.
1
EAB_AG22
A. baumannii 19-03-
7847 Monterrey, 2020 Sangre 1 3 3,189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 129 2 1544
GCA_003516005. Nuevo
1 Ledn
EAB_MNL20
A. baumannii 07-02- Lavado
7804 Monterrey, 2021 bronquio 1 3 3,189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 129 2 1544
GCA_003431385. Nuevo alveolar
1 Ledn
EAB_MNL21
A. baumannii 09-01-
10042 Torredn, 2020 Secrecio 1 3 3,189 2 2 99 3 2 2 2 2 2 2 2 2
GCA_003522785. Coahuila n
1
EAB_TC20
A. baumannii Monterrey, 27-07-
3207 Nuevo 2016 Liquido 1 44 8 10 28 54 32 1321 26 72 2 2 29 4 5 422
GCA_001636235. Leodn bronquial
1
EAB_MNL16
A. baumannii 19-03-
9201 Guadalajar 2020 Sangre 1 17 8 10 28 94 32 934 26 72 2 2 29 4 5 422
GCA_003522665. a,
1 Jalisco
EAB_GJ20
A. baumannii 13-01-
5845 San Luis 2022 Herida 1 17 3, 189 2 2 110 3 2 2 2 2 2 2 2 2
GCA_003522885. Potosi
1
EAB_SLP22
A. baumannii 09-03-
AF-401 México 2017 Intestino 1 17 8 10 28 110 32 1942 26 2 2 2 29 4 5 79
GCA_001896005. delgado
1
EAB_1MEX17
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9 A. baumannii 23-03-
11510 México 2017 Bronquial 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
GCA_001922425.
1
EAB_2MEX17
A. baumannii
810CP CdMx 09-01- Heces 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
10 | GCA_003345235. 2020
1
EAB_CdMX20
11 A. baumannii
MEX11594 CdMx 15-06- Fluido 10 12 4,182 1 4 98 5 1 1 1 1 5 1 1 1
GCA_001549575. 2016 pleural
1
EAB_CdMX16
12 A. baumannii
9102 Baja, 07-07- Secrecio 10 12 4,182 1 4 98 5 1 1 1 1 5 1 1 1
GCA_003522845. California 2020 n
1 bronquial
EAB_BC20
NCBI
DATOS DEL AISLAMIENTO MLST (OXFORD) MLST (PASTEUR)
# AISLAMIENTO REG'ON FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
13 A. baumannii
21-12 Guadalajar | 23-03- Origen 1 3 3, 189 2 2 16 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029141 a, Jalisco 21 clinico
GAB_GJ21
A. baumannii 21-
671 Aguascali 28-08- Sangre
SRR23029208 entes, 21
GAB_1AA21 Aguascali
entes
A. baumannii 21-
273 Tlalpan, 1-10- Origen Ensamblado de mala calidad
SRR23029140 CdMx 21 clinico
GAB_CdMX21
16 A. baumannii 20-
2386 Morelia, 03- Origen 1 3 8 10 28 97 32 1694 26 72 2 2 29 4 5 422
SRR23029147 Michoacan 2020 clinico
GAB_1MM20
17 A. baumannii 20-
2073 Tlalpan, 03- Origen 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029158 CdMx 2020 clinico
GAB_CdMX20
18 A. baumannii 20-
1884 Hermosillo, 03- Origen 1 3 3, 189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029169 Sonora 2020 clinico
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GAB_1HS20

19 | A. baumannii 20-
1863 Hermosillo 03- Origen
SRR23029180 , Sonora 2020 clinico
GAB_2HS20
20 | A. baumannii 20- Lazaro
1742 Cardenas, 03- Origen
SRR23029191 Estado de 2020 clinico
GAB_EMEX20 México
21 A. baumannii
20-997 Hermosillo, 02- Origen 1 17 8 10 28 99 32 205 26 2 2 2 29 4 4 156
SRR23029202 Sonora 2020 clinico
GAB_3HS20
Y72l A. baumannii 21-
841 Monterrey, 1-09- Aspirad
SRR23029207 Nuevo 2021 o
GAB_MNL21 Leén traqueal
23 A. baumannii 20-
1836 Morelia, 03- Sangre 1 3 8 10 28 97 32 1694 26 72 2 2 29 4 5 422
SRR23029209 Michoacan 2020
GAB_2MM20
yZ3 A. baumannii 21-
668 Ags, Ags 21-08- Sangre
SRR23029210 2021
GAB_2AA21
25 A. baumannii San
21-621 Bartolo, 01-09- Lavado
SRR23029211 Coyotepec 2021 broncoal
GAB_021 , Oaxaca veolar
# AISLAMIENTO REG'ON FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
26 A. baumannii 21-
329 Tapachula, 22-08- Sangre 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029212 Chiapas 2021
GAB_TCH21
27 A. baumannii 20-
912 Hermosillo, 02- Origen 1 3 3, 189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029213 Sonora 2020 clinico
GAB_4HS20
28 A. baumannii 20-
511 Toluca, 01- Origen 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR23029214 Estado de 2020 clinico
GAB_TEMEX20 México
29 A. baumannii
1527972 México 10-08- No 1 3 3,189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 2 2 2
ERR4436654 2020 especific
GAB_1MEX20 a
30 A. baumannii
1527963 México 10-08- 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
ERR4436648 2020

81




GAB_2MEX20 No
especific
a
31 A. baumannii
1527722 México 10-08- No 1 17 8 10 28 259 32 1054 26 2 2 2 29 4 4 156
ERR4436641 2020 especific
GAB_3MEX20 a
A. baumannii
32 AB1332 México 2014 No 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
SRR11589112 especific
GAB_1MEX14 a
A. baumannii
33 AB1310 México 2014 No 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
SRR11589128 especific
GAB_2MEX14 a
A. baumannii
34 AB1293 México 2014 No 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR11589142 especific
GAB_3MEX14 a
# AISLAMIENTO REG'ON FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
A. baumannii
35 AB1284 México 2014 No 1 3 3,189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR11589147 especific
GAB_4MEX14 a
A. baumannii
36 AB1261 México 2014 No 1 3 3,189 2 2 99 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR11589155 especific
GAB_5MEX14 a
37 A. baumannii No 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
AB1239 México 2013 especific
SRR11589164 a
GAB_1MEX13
A. baumannii
38 AB1238 No 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR11589165 México 2013 especific
GAB_2MEX13 a
39 A. baumannii
AB1357 México 2014 No 12 17 12 1 29 99 39 225 6 6 8 2 3 5 5 318
SRR11589264 especific
GAB_6MEX14 a
40 A. baumannii
AB1336 México 2014 No 1 17 8 10 28 106 32 758 26 2 2 2 29 4 4 156
SRR11589283 especific
GAB_7MEX14 a
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41 A. baumannii
XDR-P012 CdMx 11-11- Orina 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413442 2018
GAB_1CdMX18
05-10-
42 A. baumannii CdMx 2018 Aspirado 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
XDR-P011 bronquial
SRR10413443
GAB_2CdMX18
# AISLAMIENTO REG'ON FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
43 A. baumannii
XDR-P010 CdMx 12-09- Sangre 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413444 2018
GAB_3CdMX18
44 A. baumannii
XDR-P009 CdMx 14-08- | Aspirado 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413445 2018 bronquial
GAB_4CdMX18
45 A. baumannii
XDR-P008 CdMx 16-05- Liquido 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413446 2018 pleural
GAB_5CdMX18
46 A. baumannii
XDR-P007 17-05- Orina 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413447 CdMx 2018
GAB_6CdMX18
47 A. baumannii
XDR-P006 CdMx 11-06- Sangre 1 3 3, 189 2 2 97 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413448 2018
GAB_7CdMX18
48 A. baumannii
XDR-P004 CdMx 12-06- Absceso 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413449 2018
GAB_8CdMX18
49 A. baumannii
XDR-P003 CdMx 08-06- | Aspirado 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413450 2018 bronquial
GAB_9CdMX18
50 A. baumannii
XDR-P001 CdMx 12-07- Secrecio 1 3 3, 189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
SRR10413451 2018 n herida
GAB_10CdMX18
51
8 8 8 8 1 17 8 10 28 110 32 1942 26 2 2 2 29 4 5 79
52 A. baumannii
19Aba78 Monterrey, 02- Secrecio 1 15 59 28 4 157 45 734 1 4 2 2 7 1 4 239
SRR4191393 México 2013 n
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GAB_MNL13
53 A. baumannii
MEX11594 CdMx 17-06- Liquido 10 12 4,182 1 4 98 5 1 1 1 1 5 1 1 1
SRR3100687 2011 pleural
GAB_CdMX11
CEPAS SECUENCIADAS
# AISLAMIENTO FOLIO FECH FUENTE Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf Oxf ST Pas Pas Pas Pas Pas Pas Pas ST
A gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD cpn60 | fusA | gItA pyrG recA rplB rpoB
54 ACI005 4361 22-06- Expector 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22 acion
55) ACI006 4376 22-06- Asp. 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22 bronquial
56 ACI024 5661 12-08- Secrecio 23 72 42 10 1 214 26 3 3 18 2 29 4 4
22 n herida
57 ACI040 7106 7-10- Asp. 1 3 6 1 4 102 6 930 1 1 2 2 3 4 4 32
22 bronquial
58 ACI051 7724 26-10- | Hemocult 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22 ivo
59 ACI052 8012 6-11- Hemocult 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22 ivo
60 ACI053 8075 8-11- Hemocult 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22 ivo
61 ACI056 9060 12-12- Biopsia 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22
62 ACI075 9252 20-12- LCR 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
22
63 ACIO77 632-23 23-1- Secrecio 1 3 3,189 2 2 106 3 2 2 2 2 2 2 2 2
23 n
herida
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Tabla Suplementaria 4. Genomas y ensamblados de Acinetobacter baumannii.

INTEGRATED MICROBIAL GENOMES & MICROBIOMES

Nombre de Cepa Fecha Region de NCBI Cédigo de Tipo de Nivel de Sitio ST
aislamiento Biosample Ensamblado secuenciacion | secuenciacion anatémico de PASTEUR
Accession aislamiento
1 A.  baumannii 13-01-2022 Acapulco, SAMNO07520237 | GCA_003522705.1 | lllumina MiSeq, WGS 10
10324 Guerrero PacBio RS Il Fluido bronquial
México
2 A.  baumannii 19-03-2020 Monterrey, SAMNO07284119 | GCA_003516005.1 | lllumina MiSeq, WGS 1544
7847 Nuevo Leodn PacBio RS Il Sangre
México
3 A.  baumannii 07-02-2021 Monterrey, GCA_003431385.1 WGS 1544
7804 Nuevo Ledn SAMNO07289440 PacBio RS II Lavado
México bronquio
alveolar
4 A.  baumannii 09-01-2020 Torredn, SAMNO07520233 | GCA_003522785.1 lllumina MiSeq, WGS 2
10042 Coahuila PacBio RS Il Secrecion
México
5 A.  baumannii 27-07-2016 Monterrey, SAMNO04485290 | GCA_001636235.1 | lllumina MiSeq, WGS 422
3207 Nuevo Leodn, PacBio RS Il Liquido
México bronquial
6 A.  baumannii 19-03-2020 Guadalajara, SAMNO07520236 | GCA_003522665.1 | lllumina MiSeq, WGS 422
9201 México PacBio RS Il Sangre
7 A.  baumannii 13-01-2022 San Luis Potosi, | SAMN07520231 | GCA_003522885.1 PacBio RS II, WGS Herida 2
5845 México lllumina MiSeq
8 A.  baumannii 09-03-2017 México SAMNO06077191 | GCA_001896005.1 PacBio RS WGS Intestino 79
AF-401 delgado
9 A.  baumannii 11510 23-03-2017 México SAMNO06093832 | GCA_001922425.1 PacBio RS WGS Bronquial 156
10 A.  baumannii 810CP 09-01-2020 Ciudad de SAMNO07559626 | GCA_003345235.1 lllumina WGS Heces 156
México NextSeq 500,
PacBio RS II
11 A.  baumannii 15-06-2016 Ciudad de SAMNO04407353 | GCA_001549575.1 lllumina MiSeq WGS Fluido pleural 1
MEX11594 México
12 A.  baumannii 07-07-2020 Baja, California | SAMN07520232 | GCA_003522845.1 | lllumina MiSeq, WGS Secrecion 1
9102 México PacBio RS Il bronquial
| NCBI
13 . baumannii 21-12 23-03-21 Guadalajara, SAMN32646370 SRR23029141 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 2
Jalisco
14 . baumannii 21-671 28-08-21 Aguascalientes, | SAMN32646376 SRR23029208 lllumina MiSeq WGS Sangre
Aguascalientes
15 . baumannii 21-273 1-10-21 Tlalpan, CdMx | SAMN32646371 SRR23029140 lllumina MiSeq WGS Origen clinico
16 . baumannii 20-2386 03-2020 Morelia, SAMN32646369 SRR23029147 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 422
Michoacan
17 . baumannii 20-2073 03-2020 Tlalpan, CdMx | SAMN32646368 SRR23029158 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 2
18 . baumannii 20-1884 03-2020 Hermosillo, SAMN32646367 SRR23029169 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 2
Sonora
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19 . baumannii 20-1863 03-2020 Hermosillo, SAMN32646366 SRR23029180 lllumina MiSeq WGS Origen clinico
Sonora
20 . baumannii 20-1742 03-2020 Lazaro SAMN32646365 SRR23029191 lllumina MiSeq WGS Origen clinico
Cardenas,
Estado de
México
21 . baumannii 20-997 02-2020 Hermosillo, SAMN32646364 SRR23029202 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 156
Sonora
22 . baumannii 21-841 1-09-2021 Monterrey, SAMN32646377 SRR23029207 lllumina MiSeq WGS Aspirado
Nuevo Leodn traqueal
23 . baumannii 20-1836 03-2020 Morelia, SAMN32646375 SRR23029209 lllumina MiSeq WGS Sangre 422
Michoacan
24 . baumannii 21-668 21-08-2021 Aguascalientes, | SAMN32646374 SRR23029210 lllumina MiSeq WGS Sangre
Aguascalientes
25 . baumannii 21-621 01-09-2021 San Bartolo, SAMN32646373 SRR23029211 lllumina MiSeq WGS Lavado
Coyotepec, broncoalveolar
Oaxaca
26 . baumannii 21-329 22-08-2021 Tapachula, SAMN32646372 SRR23029212 lllumina MiSeq WGS Sangre 2
Chiapas
27 . baumannii 20-912 02-2020 Hermosillo, SAMN32646363 SRR23029213 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 2
Sonora
28 . baumannii 20-511 01-2020 Toluca, Estado | SAMN32646362 SRR23029214 lllumina MiSeq WGS Origen clinico 2
de México
29 . baumannii 1527972 10-08-2020 México SAMEA7171713 ERR4436654 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
30 . baumannii 1527963 10-08-2020 México SAMEA7171708 ERR4436648 lllumina MiSeq WGS No especifica 156
31 . baumannii 1527722 10-08-2020 México SAMEA7171701 ERR4436641 lllumina MiSeq WGS No especifica 156
32 . baumannii AB1332 2014 México SAMN14669854 SRR11589112 lllumina MiSeq WGS No especifica 156
33 . baumannii AB1310 2014 México SAMN14669840 SRR11589128 lllumina MiSeq WGS No especifica 156
34 . baumannii AB1293 2014 México SAMN14669827 SRR11589142 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
35 . baumannii AB1284 2014 México SAMN14669823 SRR11589147 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
36 . baumannii AB1261 2013 México SAMN14669815 SRR11589155 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
37 . baumannii AB1239 2013 México SAMN14669807 SRR11589164 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
38 . baumannii AB1238 2013 México SAMN14669806 SRR11589165 lllumina MiSeq WGS No especifica 2
39 . baumannii AB1357 2014 México SAMN14669872 SRR11589264 lllumina MiSeq WGS No especifica 318
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40 . baumannii AB1336 2014 México SAMN14669856 SRR11589283 lllumina MiSeq WGS No especifica 156
41 . baumannii XDR-P012 11-11-2018 Ciudad de SAMN13192365 SRR10413442 lllumina MiSeq WGS Orina 2
México
42 . baumannii XDR-P011 05-10-2018 Ciudad de SAMN13192364 SRR10413443 lllumina MiSeq WGS Aspirado 2
México bronquial
43 . baumannii XDR-P010 12-09-2018 Ciudad de SAMN13192363 SRR10413444 lllumina MiSeq WGS Sangre 2
México
44 . baumannii XDR-P009 14-08-2018 Ciudad de SAMN13192362 SRR10413445 lllumina MiSeq WGS Aspirado 2
México bronquial
45 . baumannii XDR-P008 16-05-2018 Ciudad de SAMN13192361 SRR10413446 lllumina MiSeq WGS Liquido pleural 2
México
46 . baumannii XDR-P007 17-05-2018 Ciudad de SAMN13192360 lllumina MiSeq WGS Orina 2
México SRR10413447
47 . baumannii XDR-P006 11-06-2018 Ciudad de SAMN13192359 SRR10413448 lllumina MiSeq WGS Sangre 2
México
48 . baumannii XDR-P004 12-06-2018 Ciudad de SAMN13192358 SRR10413449 lllumina MiSeq WGS Absceso 2
México
49 . baumannii XDR-P003 08-06-2018 Ciudad de SAMN13192357 SRR10413450 lllumina MiSeq WGS Aspirado 2
México bronquial
50 . baumannii XDR-P001 12-07-2018 Ciudad de SAMN13192356 SRR10413451 lllumina MiSeq WGS Secrecion de 2
México herida
51 8 8 8 8 8 8 8 8 79
52 . baumannii 19Aba78 02-2013 Monterrey, SAMNO05734421 SRR4191393 lllumina MiSeq WGS Secrecion 239
México
53 . baumannii MEX11594 17-06-2011 Ciudad de SAMNO04407353 SRR3100687 lllumina MiSeq WGS Liquido pleural 1
México
Tabla Suplementaria 5. Determinantes genéticos de resistencia y elementos genéticos moéviles de A. baumannii
IDENTIFICACION . RESISTENCIA
# AISLAMIENTO REGION FECHA FUENTE EGM RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA
B-LACTAMICOS AMINOGLUCOSIDOS TETRACICLINAS QUINOLONAS OTROS
1 A. baumannii 13-01- Fluido 12: ISAba26 blaADC-25 tet(B) sul2
2022 bronquial
10324 Acapulco, 2:1817 blaOXA-68 -
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GCA_003522705. | Guerrero 1:1SAba34
1EAB_AG22
1:ISAba1
Tn6180 blaOXA-58 aph(3”)-Ib tet(B)
A. baumannii Monterrey, 19-03- Sangre 1S26 blaOXA-66 aph(6)-Id -
Nuevo Ledn 2020
7847 Tn6022 blaADC-25 aph(3’)-la
GCA_003516005. 22:1SAba1 aph(3°)-VI
1
3:1526 aph(3’)-Vla
EAB_MNL20
ISVsa3
ISAba26
11:1SAba125
Transposones
compuestos:
cn_2071_1S26...
A. baumannii 07-02- Lavado 6:I1SAba1 blaOXA-64 aph(6)-Id tet(B) sul2
2021 bronquio
alveolar

88




7804 Monterrey, 8:ISAba125 blaADC-25 aph(3”)-Ib
Nuevo Leodn
GCA_003431385. 11:1S17 bla-OXA58
1
ISAba27
EAB_MNL21
ISAba11
2:1S1008
ISAba37
2:1S1007
Transposones
compuestos:
cn_2071_1S26...
AISLAMIENTO REGION FECHA | FUENTE EGM RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA
B-LACTAMICOS AMINOGLUCOSIDOS | TETRACICLINAS QUINOLONAS OTROS
A. baumannii Tn6207 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) aac(6")-Ib-cr catB8
10042 Torredn, 09-01- Secrecion | Tn6179 blaADC-25 aph(6)-Id (fluoroquinolonas, (cloramfenicol)
Coahuila 2020 amikacina)
GCA_003522785. 2:1526 aadA1 gacE (Bromuro de
1 etidio, clorhexidina,
19-1SAba1 aac(6'}-b3 cloruro benzalconio)
EAB_TC20 (amikacina)

sul1
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ISAba26 aph(3’)-la
2:1SAba125 armA (amikacina,
gentamicina,
tobramicina)
Transposones
compuestos:
cn_5208_1S26...
ISVsa3 aph(3')-Vla sul2
ISAba1 blaOXA-65 (Gentamicina, -
amikacina)
A. baumannii 27-07- Liquido ISPst2 blaADC-25
2016 bronquial aph(3)-VI
3207 Monterrey, 17:1SAba125 blaOXA-58
Nuevo Leodn (amikacina)
GCA_001636235. 11:1SAba13
1
4:1SAba825
EAB_MNL16
ISAba31
Transposones
compuestos:
cn_7107_ISVsa3..
A. baumannii 19-03- ISVsa3 blaOXA-65 tet(G) sul1
2020
9201 Guadalajara, Sangre 2:1526 blaADC-25 ant(2”’)-la sul2
GCA_003522665. | Jalisco Tn6022 blaTEM-1B aadAb5 gacE
1
2:ISAba1 blaOXA-2

EAB_GJ20
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ISPst2

1S26

11:1SAba125

12:1SAba13

4:1SAba825

ISAba31

Transposones
compuestos:

cn_13151_1S26

A. baumannii 13-01- ISAba24 blaTEM1D aph(6)-Id tet(B) gacE
2022
5845 San Luis Herida Tn6020 blaOXA-66 aph(3”)-Ib catB8
Potosi
GCA_003522885. Tn6022 bla-ADC25 aadA1 mph(E) Eritromicina
1
17:1SAba1 bla-OXA72 aac(6")-lb-cr sul1
EAB_SLP22
ISVba26 aac(6')-Ib3 msr(E) Azitromicina,
1S26 armA eritromicina
Transposones (Amikacina,
compuestos: tobramicina,
gentamicina)
cn_44970_ISAba1...
A. baumannii 09-03- blaOXA-65 aph(3”)-Ib - sul2
2017
México Intestino
delgado
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AF-401 2:1S1006 blaADC-25 aph(6)-Id
GCA_001896005. 10:1SAba1 blaOXA-235
1
Tn6252 (imipenem,
EAB_1MEX17
1S26 meropenem)
2:1SAba125
2:1SAba31
8:1SAba27
Transposones
compuestos:
10:cn_9937_1S1006...
A. baumannii 23-03- 2:1S1006 blaOXA-65 aph(3”)-Ib sul2
2017
11510 México Bronquial 5:1SAba1 blaADC-25 aph(6)-Id
GCA_001922425. 2:Tn2008
1
1S17
EAB_2MEX17
11:1SAba27
1S26

cn_4650_1S1006

cn_24343_ISAba27

92




cn_29369_ISAba27

A. baumannii 2:1S1006 blaOXA-65 aph(3”)-Ib sul2
810CP CdMx 09-01- Heces 5:1SAba1 blaADC-25 aph(6)-Id
2020
10 | GCA_003345235. Tn2008
1
1S17
EAB_CdMX20
16:1SAba27
1S26
cn_4650_1S1006
cn_37420_ISAba1
cn_38050_ISAba27
cn_5706_ISAba27
cn_1831_ISAba27
11 A. baumannii blaOXA-65 - -
MEX11594 CdMx 15-06- Fluido - blaADC-25
2016 pleural
GCA_001549575.
1
EAB_CdMX16
12 | A. baumannii 7:1SAba1 blaOXA-69 - -
9102 Baja, 07-07- Secrecion 5:Tn6252 blaADC-25
California 2020 bronquial
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GCA_003522845. 20:1SAba125
1
15 transposones
EAB_BC20 compuestos
13 | A. baumannii ISVsa3 - aph(3”)-Ib tet(B) -
21-12 Guadalajara, 23-03- Origen ISAba26 aph(6)-Id
Jalisco 21 clinico
SRR23029141 1S26
GAB_GJ21
14 | A. baumannii 21-
671
Aguascaliente | 28-08- Sangre NO SE PUDO PROCESAR
SRR23029208 S, 21
Aguascaliente
GAB_1AA21 s
15 | A. baumannii 21- NO SE PUDO PROCESAR
273
Tlalpan, CdMx | 1-10-21 Origen
SRR23029140 clinico
GAB_CdMX21
16 A. baumannii 20- ISVsa3 blaOXA-65 =
2386
Morelia, 03-2020 | Origen Tn6022 blaADC-25 tet(G) sul2
SRR23029147 Michoacan clinico
ISAba31
GAB_1MM20
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17 | A. baumannii 20- Tn6207 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
2073
Tlalpan, CdMx | 03-2020 | Origen aph(6)-Id
SRR23029158 clinico
GAB_CdMX20
18 | A. baumannii 20- Tn6207 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
1884
Hermosillo, 03-2020 | Origen blaADC-25 aph(6)-Id
SRR23029169 Sonora clinico
GAB_1HS20
19 | A. baumannii 20- ISAba1 - - - -
1863
Hermosillo, 03-2020 Origen
SRR23029180 Sonora clinico
GAB_2HS20
20 A. baumannii 20- Lazaro ISAba1 - - - -
1742 Cardenas,
,'\EAS;;?:‘(’) de 03-2020 | Origen
SRR23029191 clinico
GAB_EMEX20
21 A. baumannii 1S17 blaOXA-65 - - -
20-997 Hermosillo, 02-2020 | Origen 1S26 blaOXA-239
Sonora clinico
SRR23029202 blaADC-25
GAB_3HS20
22 A. baumannii 21-
841
Monterrey, 1-09- Aspirado NO SE PUDO PROCESAR
SRR23029207 Nuevo Leon 2021 traqueal
GAB_MNL21
23 | A. baumannii 20- ISVsa3 blaOXA-65 - tet(G)
1836
03-2020 | Sangre blaADC-25 sul2
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SRR23029209 Morelia, ISPst2
Michoacan
GAB_2MM20 ISAba31
24 | A. baumannii 21-
668
Ags, Ags 21-08- Sangre NO SE PUDO PROCESAR
SRR23029210 2021
GAB_2AA21
25 | A. baumannii San Bartolo, NO SE PUDO PROCESAR
Coyotepec,
21-621 Oaxaca 01-09- | Lavado
2021 broncoalv
SRR23029211
GAB_021
26 | A. baumannii 21- Tn6022 - aph(3”)-Ib tet(B) -
329
Tapachula, 22-08- Sangre ISVsa3 aph(6)-Id
SRR23029212 Chiapas 2021
GAB_TCH21
blaADC-24 aph(3”)-Ib tet(B) -
A. baumannii 20- Hermosillo, 02-2020 | Origen Tn6207 blaOXA-66 aph(6)-Id
912 Sonora clinico
27 blaADC-25
SRR23029213
GAB_4HS20
28 | A. baumannii 20- ISVsa3 blaOXA-66 aph(37)-b tet(B) -
511
01-2020 aph(6)-Id
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SRR23029214 Toluca, Origen
Estado de clinico
GAB TEMEx2g | México
29 | A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B)
1527972
México 10-08- No blaADC-25 aph(6)-Id
ERR4436654 2020 especifica
GAB_1MEX20
30 | A. baumannii 1S26 blaOXA-65
1527963
México 10-08- No blaOXA-239 - -
ERR4436648 2020 especifica
blaADC-25
GAB_2MEX20
31 | A. baumannii Tn6022 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
1527722
México 10-08- No ISVsa3 aph(6)-Id
ERR4436641 2020 especifica
ISAba26
GAB_3MEX20
A. baumannii 1S26 blaOXA-65 - - -
AB1332
32 México 2014 No blaOXA-239
SRR11589112 especifica
GAB_1MEX14
A. baumannii - blaOXA-65 - = =
AB1310
33 México 2014 No blaOXA-239
SRR11589128 especifica
GAB_2MEX14
A. baumannii ISVsa3 = aph(3”)-Ib tet(B) =
AB1293
34 México 2014 No aph(6)-Id
SRR11589142 especifica
GAB_3MEX14
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A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
AB1284
35 México 2014 No aph(6)-Id
SRR11589147 especifica
GAB_4MEX14
A. baumannii ISVsa3 = aph(3”)-Ib tet(B) =
AB1261
36 México 2014 No aph(6)-Id
SRR11589155 especifica
GAB_5MEX14
ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
37 | A. baumannii No aph(6)-Id
AB1239 especifica
México 2013
SRR11589164
GAB_1MEX13
A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
AB1238
38 No aph(6)-Id
SRR11589165 especifica
México 2013
GAB_2MEX13
39 | A. baumannii - blaOXA-219 = = =
AB1357
México 2014 No blaADC-25
SRR11589264 especifica
GAB_6MEX14
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40 | A. baumannii 1S26 blaOXA-65 = = =
AB1336
México 2014 No blaOXA-239
SRR11589283 especifica
GAB_7MEX14
41 | A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
XDR-P012
CdMx 11-11- Orina ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413442 2018
GAB_1CdMX18
ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”')-Ib tet(B) -
A. baumannii 05-10- ISAba26 aph(6)-Id
XDR-P011 2018
42 CdMx Aspirado
SRR10413443 bronquial
GAB_2CdMX18
43 | A. baumannii ISVsa3 - aph(3”')-Ib tet(B) -
XDR-P010
CdMx 12-09- Sangre ISAba26
SRR10413444 2018
GAB_3CdMX18
44 | A. baumannii ISVsa3 blaADC-25 aph(3”)-Ib tet(B) -
XDR-P009
CdMx 14-08- Aspirado ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413445 2018 bronquial
GAB_4CdMX18
45 | A. baumannii ISAba26 blaADC-25 = = =
XDR-P008
CdMx 16-05- Liquido blaOXA-66
2018 pleural
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SRR10413446

GAB_5CdMX18

46 | A. baumannii ISVsa3 - aph(3”')-Ib tet(B) -
XDR-P007
17-05- Orina ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413447 2018
CdMx
GAB_6CdMX18
47 | A. baumannii Tn6022 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
XDR-P006
CdMx 11-06- Sangre ISVsa3 aph(6)-Id
SRR10413448 2018
ISAba26
GAB_7CdMX18
48 | A. baumannii ISVsa3 - aph(3”')-Ib tet(B) -
XDR-P004
CdMx 12-06- Absceso ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413449 2018
GAB_8CdMX18
49 | A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
XDR-P003
CdMx 08-06- Aspirado ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413450 2018 bronquial
GAB_9CdMX18
50 | A. baumannii ISVsa3 blaOXA-66 aph(3”)-Ib tet(B) -
XDR-P001
CdMx 12-07- Secrecion | ISAba26 aph(6)-Id
SRR10413451 2018 herida
GAB_10CdMX18
51
8
52 | A. baumannii ISaba45 blaADC-25 = = =
19Aba78
Monterrey, 02-2013 | Secrecion blaOXA-51
México
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SRR4191393 (imipenem)
GAB_MNL13
53 | A. baumannii - - - - - -
MEX11594
CdMx 17-06- Liquido
SRR3100687 2011 pleural
GAB_CdMX11
# AISLAMIENTO REGION FECHA | FUENTE EGM RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA
B-LACTAMICOS AMINOGLUCOSIDOS | TETRACICLINAS QUINOLONAS OTROS
54 | A. baumannii. 22-06- Expectora | cn_24774_ISAbaf, aph(6)-Id tet(B) - -
22 cion ISVsa3, ISAbat
ACI005-XDR Morelia blaOXA-66 aph(3")-Ib
4361
S: Meropenem
55 | A. baumannii. Asp. cn_24774_ISAbat, aph(6)-Id tet(B) = -
bronquial ISVsa3, ISAba1
ACI006-PDR Morelia 22-06- blaOXA-66 aph(3")-Ib
22
43765
56 | A. baumannii. IS17 - - - - -
ACI024-S Morelia 12-VIII- Secrecion
22
5661 herida
57 | A. baumannii. IS17 - - - - -
ACI040-S Morelia 7-X-22 Asp.
bronquial
7106
58 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, aph(6)-Id tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
Morelia 26-X-22 blaADC-25 aph(3")-Ib
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ACI051-XDR

7724

S: Tigeciclina

Hemoculti
VO

59 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, blaADC-25 aph(6)-1d tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
ACI052-PDR Morelia 6-X1-22 Hemoculti blaOXA-66 aph(3")-Ib
)
8012
60 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, aph(6)-1d tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
ACI053-PDR Morelia 8-X1-22 Hemoculti blaADC-25 aph(3")-Ib
)
8075
61 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, aph(6)-1d tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
ACI056-PDR Morelia 12-XI1- Hemoculti - aph(3")-1b
22 Vo
9060
62 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, aph(6)-1d tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
ACI075-XDR Morelia 20-XI1- LCR blaADC-25 aph(3")-Ib
22
9252
63 | A. baumannii. cn_24774_ISAbat, aph(6)-ld tet(B) - -
ISVsa3, ISAbat
ACI077-PDR Morelia 23-1-23 Sec. blaOXA-66 aph(3")-Ib
632-23 herida
S: Tigeciclina
CONCENTRADO EGM RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA RESISTENCIA
57 Genomas analizados B-LACTAMICOS AMINOGLUCOSIDOS | TETRACICLINAS QUINOLONAS OTROS
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Secuencias Inserciéon:50
(87.7%)

ISAba1: 21

ISAba26:15

ISVsa3:32

Transposones:15

(26.3%)

Tn6022:7

Transposones
compuestos: 18

(31.5%)

Total:44 (77.19%)

blaADC-25: 26

(59%)

blaOXA: 51

blaOXA-66: 22

(50%)

blaOXA-65: 13

(29.5%)

blaOXA-239: 5

(11.36%)

blaOXA-68: 1

(2.27%)

blaTEM: 2

(2.27%)

blaOXA: 90.9%

blaADC-25:59%

blaTEM: 4.5%.

Resistencia total: 39

aph(3”")-Ib: 37

aph(6)-Id: 36

armA: 2

Resistencia total:
68.4%

aph(3"")-Ib: 94.87%

aph(6)-d: 92.3%

armA: 5.12%

Resistencia total: 38

tet(B): 35

tet(G): 3

Resistencia:

66.66%

tet(B): 92.10%

tet(G): 7.8%

Resistencia: 1

aac(6°)-lb-cr

Resistencia:

1.75%

Sulfas:11

(19.29%)

sull: 3

(27.2%)

sul2: 9

(81.8%)

macrélidos: 1

Resistencia sulfas:

19.29%
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