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RESUMEN

Introduccion: Dentro del género Acinetobacter, las especies pertenecientes al complejo
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii son las que se asocian
principalmente como causantes de infecciones hospitalarias y de la comunidad, donde A.
baumannii es la especie mds estudiada. Estos microorganismos pueden desarrollar
resistencia a los antimicrobianos debido a mecanismos intrinsecos o por la adquisicién de
ellos, lo cual ha disminuido las alternativas de tratamiento y dificultado la recuperacion
del paciente, al igual que les ha permitido adaptarse y sobrevivir en el ambiente
hospitalario, lo que dificulta su erradicacién en este entorno.

Objetivo: Determinar algunos mecanismos de resistencia a los antibidticos en especies de
Acinetobacter spp. causantes de infecciones en el Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla.
Material y métodos: Se recolectaron cepas de pacientes hospitalizados y ambulatorios
durante el periodo 2015-2019. Fueron identificadas por el sistema Vitek® 2 y algunas
cepas fueron tipificadas por la secuenciacion parcial del gen rpoB. Se realizaron pruebas
de susceptibilidad antibidtica (método Kirby-Balier) y concentracién minima inhibitoria
(CMI) en presencia y ausencia de dos inhibidores de bombas de expulsién. Se determind la
relacion clonal por electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE). Por PCR y
secuenciacion se determinaron genes de resistencia. Se realizd extraccién plasmidica y se
secuencid el genoma completo de una cepa portadora de carbapenemasas.

Resultados: Se trabajé con 49 cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. Puebla. Un 25%
fueron aisladas de lavados broncoalveolares, 14% de expectoraciones, 14% de urocultivos,
10% de secreciones de heridas, entre otros. Provinieron de los servicios de medicina
interna y la unidad de cuidados intensivos principalmente. 36 cepas fueron identificadas
como pertenecientes al complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii
por el sistema Vitek® 2, mientras que 13 se trataron de cepas consideradas especies
ambientales: 7 A. haemolyticus, 3 A. Iwoffii, 2 A. ursingii y 1 Acinetobacter spp. Sélo 13
cepas fueron tipificadas por la secuenciacién parcial del gen rpoB: 7 A. baumannii, 1 A.
pittii, 3 A. haemolyticus, 1 A. ursingii y 1 A. schindleri. De acuerdo con el perfil de
susceptibilidad antibiodtica fueron seleccionadas 25 cepas A. baumannii multidrogo-
resistentes (MDR) y resistentes a carbapenémicos. Las 25 cepas A. baumannii MDR no
formaron parte de un brote y se distribuyeron en 7 pulsotipos diferentes, fueron
portadoras de las betalactamasas OXA-66 (100%), OXA-72 (100%), OXA-23-like (12%),
NDM-like (36%) e IMP-like (4%). Se localizaron los arreglos ISAba48 rio arriba de OXA-72
en 21 cepas, y el arreglo ISAbal25 rio arriba de NDM-like en 9 cepas. Se observaron 4
perfiles de bandas plasmidicas diferentes en las 25 cepas A. baumannii MDR. Se evidencid
la participacion de bombas de expulsion de familias diferentes en la resistencia a
carbapenémicos, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas. La cepa A. baumannii AE38 porta
diversos determinantes de resistencia, asi como un plasmido que alberga a OXA-72
(pAbaAE38) y se logro localizar a ISAba48 rio arriba conformando un segundo promotor a
la betalactamasa. En la misma cepa fueron localizados multiples sistemas de expulsion de
diferentes familias, incluyendo los 3 principales de la familia RND (resistance-nodulation-
division family). No se encontré al sistema regulador AdeRS del sistema AdeABC, se

xiii



encontraron cambios aminoacidicos en los componentes AdeB y Adel, asi como en el
regulador AdeN del sistema AdelJK.

Conclusion: Se mostro la presencia de aislados A. baumannii MDR causantes de
infecciones en este hospital. Se encontraron aislados portadores de carbapenemasas tipo
OXA, NDM-like, e IMP-like. Se mostré que las bombas de expulsidon juegan un papel
importante en la resistencia a los antibidticos. Estos mecanismos contribuyen a la
adaptacion de A. baumannii en al ambiente hospitalario.

Palabras clave: Acinetobacter spp., mecanismos de resistencia, plasmidos,

bombas de expulsion.
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1. INTRODUCCION
1.1 Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud y agentes causales

Las Infecciones Asociadas a la Atenciéon en Salud (IAAS) son un importante
problema de salud publica que contribuye sustancialmente a un incremento del
tiempo de hospitalizacion, costos de atencion, asi como a la morbilidad y
mortalidad causando un gran impacto socioeconémico (Hopmans et al., 2020;
Sosa-Hernandez et. al., 2019). Las IAAS se presentan principalmente en unidades
de cuidados intensivos (UCI), no obstante, también pueden presentarse en
pacientes ambulatorios, esto debido a diversas patologias de base y asociadas a
multiples tratamientos que incluyen antibioticos, los cuales propician un ambiente
hostil y al cual los microorganismos deben adaptarse para sobrevivir en él
(Salmanov et al., 2019).

Dentro de los microorganismos causantes de estas infecciones, el grupo ESCAPE
(conformado por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium
difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacterias) ha
adquirido mayor relevancia debido a que los géneros bacterianos que lo
constituyen tienen la habilidad de “escapar’” de la accidn biocida de los
antibioticos, y estan causando dificultades en el tratamiento y recuperacion de los
pacientes (Peterson, 2009; Mulani et al., 2019). Sin embargo, aunque en la
actualidad, este grupo de bacterias es mas frecuentemente aislado, no se debe
dejar de lado a otros microorganismos importantes causantes de infecciones como

lo son Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia (RHOVE, 2015).
1.2 Taxonomia del género Acinetobacter

Exactamente no se conoce cuando se realiz6 el primer aislamiento de alguna
especie del género, pero se estima que durante 1914 se aislaron a los primeros
cocobacilos Gramnegativos que probablemente se trataban de Acinetobacter spp.

(Wong et al., 2017). A la fecha, los nombres de las diferentes especies han sufrido
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cambios taxondmicos a lo largo de los afios, se les llegé a nombrar como Mima
polymorphia (ahora Acinetobacter Iwoffii), Herellea vaginicola (ahora Acinetobacter
baumannii o Acinetobacter calcoaceticus), Bacterium anitratum y Moraxella Iwoffi;
sin embargo, la clasificacion taxondémica actual del género Acinetobacter
pertenece al dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria,
orden Pseudomonadales y familia Moraxellaceae (Almasaudi et al., 2018; Wong et
al., 2017). De acuerdo con la clasificacion de Alexandr Nemec, el género consiste
en 63 especies distintas con nombres validados, 10 nuevas especies putativas,
pero no véalidamente nombradas, y 17 cepas en un estado taxonOmico aun

desconocido (https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, la Ultima actualizacion

se realizo en enero del 2020).
1.3 Caracteristicas del género

El género Acinetobacter consta de cocobacilos Gramnegativos, no maviles, no
esporulados, catalasa positivos y oxidasa negativos, la mayoria de los
aislamientos no fermentan la glucosa y su genoma tiene un contenido G+C del
39% (Lee et al., 2017). A pesar de ser inmoviles se ha reportado que en medios
semisolidos llegan a presentar un movimiento tipo twitching mediado por pili tipo 1V
(Doughari et al., 2009).

Acinetobacter spp. se encuentra ampliamente distribuido en diferentes ambientes
incluyendo suelo, agua, vegetales y piel de animales y humanos. En el humano ha
sido aislado de diferentes sitios anatdmicos como nariz, oidos, garganta, frente,
traquea, conjuntiva, vagina, axila y manos (Maravic et al., 2016). De igual manera
puede sobrevivir durante periodos de tiempo pronlongados en superficies y

objetos inanimados y ademas de ser resistente a la desecacion (Asif et al., 2018).
1.4 Importancia del género Acinetobacter

Dentro de las especies conformantes de este género, las especies A.
calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii (especie gendémica 3), A. nosocomialis
(especie gendémica 13TU), A. seifertii y A. dijkshoorniae en conjunto forman el
complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) (Nemec et
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al., 2011; Nemec et al., 2015; Cosgaya et al., 2016). Por el alto grado de similitud
entre estas especies, el término complejo Acb fue acufiado para incluirlas (Gerner-
Smidt et al., 1991; Nemec et al., 2011; Cosgaya et al., 2016; Nemec et al., 2019).

El complejo Acb es el principal causante de multiples infecciones en el tracto
respiratorio, tracto urinario, torrente sanguineo, piel, tejidos blandos, entre otros
méas (Facciola et al., 2019). A. baumannii es la especie méas frecuentemente
aislada como causante de infecciones nosocomiales y adquiridas en la
comunidad, seguido de A. pittii y A. nosocomialis. Estos microorganismos tienen la
capacidad de colonizar piel y superficies inertes, y actualmente presentan
resistencia a gran variedad de antibidticos, lo que en conjunto les permite
sobrevivir en el ambiente hospitalario (Bello-Lopez et al., 2019; Villal6n et al.,
2019; Gaiarsa et al., 2019).

1.5 Identificacién del género Acinetobacter

Las especies del complejo Acb pueden crecer adecuadamente entre 35-37°C,
mientras que A. baumannii es la Unica especie del género que puede crecer a
44°C. Puede aislarse en medios de cultivo rutinarios de laboratorio como agar
sangre, agar chocolate y agar MacConkey. En este ultimo se producen colonias
incoloras indicando la incapacidad para fermentar lactosa, mientras que en el agar
selectivo Leeds (Jawad et al., 1994), Acinetobacter muestran colonias color rosado
(Muhammad et al., 2018). Entre las pruebas fenotipicas que se utilizan para la
identificacion del género se encuentran pruebas bioquimicas como catalasa,
oxidasa, produccion de indol, prueba de movilidad, oxidacion de glucosa,
crecimiento a 44°C, hidrolisis de gelatina y asimilacion de multiples fuentes de
carbono (Peleg et al., 2008). En los hospitales se emplean sistemas
semiautomatizados como API® 20NE, VITEK® 2 y Microscan®, que se basan en

el metabolismo bacteriano para la diferenciacion de especies de este género.

Si bien, se han utilizado diferentes métodos fenotipicos y genotipicos para la
identificacion de especies del género Acinetobacter, el problema radica en que

incluye un gran namero de especies nombradas, pero no hay una técnica simple
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para su adecuada identificacion (Mateo-Estrada et al., 2019). Se han desarrollado
diferentes metodologias moleculares para la identificacion a nivel especie, donde
la espectrofotometria de masas MALDI-TOF es recientemente el método de
eleccion para la identificacién rapida de especies bacterianas. Sin embargo, no
puede diferenciar de manera confiable entre algunas especies estrechamente
relacionadas como las pertenecientes al complejo Acb (Sedo et al., 2013;
Fernadez-Orth et al., 2017). Otras técnicas empleadas son hibridacion ADN-ADN,
y el uso de diferentes marcadores filogenéticos como el 16S rRNA, recA
(Krawczyk et al., 2002), gyrB (Teixeira et al., 2017) y rpoB. La amplificacién de una
region especifica (=350 pb) del gen rpoB (que codifica para la subunidad B de la
RNA polimerasa bacteriana) es la técnica mas utilizada para la tipificacion de
aislados de Acinetobacter spp. (La Scola et al., 2006). Y actualmente es mas
comun la utilizacion de la secuenciacion masiva del genoma completo en conjunto
con la metodologia de identidad de nucleotidos promedio (ANI) (Nemec et al.,
2018; Hu et al., 2019).

1.6 Patogenicidad del género Acinetobacter

Las especies del género Acinetobacter son consideradas como patdégenos
oportunistas (Lee et al., 2017). Recientes estudios han identificado pocos factores
de virulencia en comparaciéon con otros patdégenos Gramnegativos (McConell et
al., 2013). Dentro los factores de virulencia que han sido estudiados en A.
baumannii se encuentran la produccién de proteinas de membrana externa como
OmpA y Omp33-36 que juegan un papel importante en la adherencia e invasion
celular (Smani et al, 2013; Smani et al.,, 2014); la sintesis de céapsula
lipopolisacarida que incrementa la resistencia al complemento (Geisinger et al.,
2015); la producciébn de sistemas de captacion de metales como las
acinetobactinas que contribuyen a la patogenicidad de A. baumannii en
infecciones (McConell et al.,, 2013); asi como la expresidon de sistemas de
secrecion tipo Il, V y VI que participan en el transporte e inyeccién de proteinas

efectoras y en la formacion de biopelicula (Weber et al., 2016).



1.7 Tratamiento, control y prevencion de infecciones causadas por

Acinetobacter spp

Dependiendo de la resistencia a los antibiéticos que presentan los aislados de
Acinetobacter spp., se clasifican en: cepas multidrogo-resistentes (MDR) cuando
no son susceptibles a uno o mas antibidticos en tres categorias antibitticas
diferentes, extremadamente resistentes (XDR) cuando no presentan
susceptibilidad a uno o mas antibiéticos en todas las categorias, excepto en dos o
menos categorias antibioticas diferentes. Y, por dltimo, pandrogo-resistentes
(PDR) cuando no presentan susceptibilidad a ninguno de los antibioticos

empleados (Magiorakos et al., 2012).

El tratamiento empirico inadecuado de las infecciones graves causadas por A.
baumannii se asocia con un aumento en la mortalidad. Por lo tanto, es crucial
conocer las opciones terapéuticas disponibles, asi como el perfil de susceptibilidad
de cada caso en particular (Garnacho et al., 2019). Si bien, los carbapenémicos
siguen siendo el tratamiento de eleccion para cepas de Acinetobacter MDR,
actualmente el reporte de Acinetobacter resistentes a carbapenémicos ha ido en
aumento a nivel mundial (Akrami et al., 2019). Es por ello, que se buscan otras
opciones terapéuticas como el empleo de la combinacion ampicilina/sulbactam la
cual ha sido efectiva en el tratamiento de algunos casos de infecciones por
Acinetobacter resistentes a carbapenémicos. Para infecciones causadas por
cepas PDR se opta por utilizar combinaciones de antibiéticos como
colistina/carbapenémicos, colistina/tigeciclina o colistina/aminoglucésido, pero
desafortunadamente, la toxicidad de estas opciones ha hecho que sean de Ultima

opcion (Garnacho et al., 2019).

Una caracteristica importante de A. baumannii es su habilidad para causar brotes
y volverse endémico, es necesaria la implementaciéon de estrategias de control y
prevencion de infecciones, tales como el aislamiento del paciente, la limpieza y
cuidado de dispositivos invasivos, la higiene tanto del personal sanitario como de

las instalaciones hospitalarias, y por dltimo, y mas importante, el constante y



adecuado lavado de manos antes, durante y después de tratar al paciente
(Garnacho et al., 2015).

1.8 Mecanismos de resistencia a los antibioticos

Acinetobacter baumannii se ha convertido en uno de los patégenos con mayor
interés médico y de investigacion debido a su asombrosa capacidad para persistir
y adaptarse a diferentes ambientes (Lin et al., 2014). En los 1970’s las infecciones
por Acinetobacter podrian tratarse eficazmente con antibiéticos de primera linea
como penicilinas, sin embargo, se comenzé a observar un incremento en la
ineficacia de este grupo y otros mas para tratar dichas infecciones (Gonzalez-
Villoria et al., 2016). Aunque este microorganismo posee en su genoma central
resistencia innata hacia algunos grupos de antibioticos, también facilmente puede
adquirir nuevos determinantes de resistencia, los cuales al acumularse han
disminuido gradualmente las opciones terapéuticas disponibles para tratar las
infecciones en la practica clinica (Lee et al., 2017; Garnacho et al., 2019).

Dentro de los mecanismos de resistencia a los antibiéticos que han sido descritos
y estudiados estan la inactivacion o modificacion del antibiético, participacion de
sistemas de bombas de eflujo que expulsan al antibiético, reduccion en la
permeabilidad de la membrana celular y alteracion o proteccion de los sitios
blanco sobre los que acttan los antibidticos. Estas son diferentes estrategias que
han sido adquiridas por Acinetobacter para evadir la accion de estos agentes
antimicrobianos (Mulani et al., 2019).

1.8.1 Inactivacion o modificacién del antibidtico

La inactivacion enziméatica por betalactamasas es el mecanismo mas importante y
ampliamente distribuido en Acinetobacter spp. De acuerdo con la homologia en las
secuencias aminoacidicas de estas enzimas, se pueden agrupar en diferentes
clases, A, B, C y D (Bush et al.,, 2020). En A. baumannii las 4 clases de
betalactamasas han sido identificadas y estudiadas (Kaur et al., 2018).



Betalactamasas de clase A como TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, SCO y CARB
han sido identificadas en A. baumannii, cabe mencionar que esta clase de
betalactamasas hidrolizan eficazmente penicilinas y cefalosporinas, ademas de
que pueden ser inhibidas empleando acido clavulanico. Dentro de este mismo
grupo algunas variantes de GES y KPC con actividad carbapenemasa han sido

detectadas en aislados de A. baumannii (Lee et al., 2017).

A diferencia de betalactamasas de clase A, C y D cuya actividad enzimética
depende de residuos de serina, las de clase B o también denominadas metalo-
betalactamasas emplean Zinc para su actividad catalitica (Jeon et al., 2015). Esta
clase de enzimas confieren resistencia a todos los antibidticos betalactamicos,
incluyendo carbapenémicos, con excepcién de monobactadmicos (Ramirez et al.,
2020). En A. baumannii se han identificado la metalo-betalactamasa NDM vy sus
variantes NDM-1, NDM-2, NDM-3, NDM-5 y NDM-7 (Wu et al., 2019; Khalid et al.,
2020; Singh et al., 2020); del grupo VIM las variantes VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-6,
VIM-11 y VIM-25 (Ramirez et al., 2020); y del grupo IMP las variantes IMP-1, IMP-
2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8, IMP-11, IMP-14, IMP-19, IMP-24 e IMP-55 han

sido reportadas en este microorganismo (Lee et al., 2017; Ramirez et al., 2020).

Acinetobacter spp. acarrea una betalactamasa de clase C intrinseca derivada de
AmpC, la cual es denominada como ADC (Acinetobacter derived
cephalosporinase) (Périchon et al., 2014). Esta enzima puede conferir resistencia
a cefamicinas, penicilinas, cefalosporinas e inhibidores de betalactamasas (Karah
et al., 2017).

Dentro de este género, las betalactamasas de clase D o también denominadas
oxacilinasas (OXA), por su capacidad de hidrolizar més rapidamente oxacilina que
bencilpenicilinas, se encuentran ampliamente distribuidas en las diferentes
especies de Acinetobacter (Jeon et al., 2015). Esta clase de enzimas pueden
dividirse en diferentes familias o subgrupos de acuerdo con su secuencia
aminoacidica, donde las que tienen mayor relevancia en A. baumannii son
aguellas familias que presentan actividad carbapenemasa como OXA-51-like,
OXA-23-like, OXA24/40 like y OXA-58-like (Evans et al., 2014).



Otras enzimas importantes son las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos
responsables, en parte, de la resistencia de A. baumannii hacia aminoglucosidos
como acetiltransferasas (AACC1, AACC2 y AACAA4), adeniltransferasas (ANT(3”)-
la) y fosfotransferasas (APHAL1 y APH(3”)). Los genes que codifican para estas
enzimas son comunmente encontrados en elementos genéticos movilizables como
integrones (In) y transposones (Tn) los cuales a su vez pueden localizarse en
plasmidos o en el cromosoma de la bacteria formando parte o no de islas

gendmicas de resistencia (Lee et al., 2017).
1.8.2 Bombas de expulsion

En diferentes bacterias Gramnegativas los sistemas de eflujo juegan un papel muy
importante en el surgimiento de cepas MDR. Seis familias de bombas de expulsion
han sido descritas en A. baumannii: ATP binding cassette (ABC) transporters,
major facilitation super family (MFS), multidrug toxic composite extrusion (MATE)
transporters, small drug resistance (SMR) family, resistance-nodulation-division
(RND) family y la mas recientemente descrita proteobacterial antimicrobial
composite efflux (PACE) family (Temgoua et al., 2018). Particularmente la
sobreexpresion de sistemas de eflujo de la familia RND, como AdeABC, AdeFGH
y AdelJK se han asociado con heteroresistencia en A. baumannii esto debido al
amplio espectro de grupos de antibiéticos que pueden expulsar (Leus et al., 2018).

La sobreexpresion del sistema AdeABC puede conferirle resistencia a la mayoria
de los antibidticos que se emplean como tratamiento en las infecciones causadas
por este microorganismo como lo son Dbetalactamicos, incluyendo
carbapenémicos, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrélidos,
tigeciclina, cloranfenicol y trimetoprim. De igual manera, en el caso de AdelJK se
asocia con resistencia a betalactdmicos, incluyendo carbapenémicos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrélidos, trimetoprim, cloranfenicol vy
sulfonamidas. Mientras que la sobreexpresion de AdeFGH se asocia
principalmente con la expulsion de aminoglucosidos, fluoroquinolonas vy
cloranfenicol (Mullie et al., 2016; Leus et al., 2018; Xu et al., 2019). Asimismo, la

sobreexpresion de otros sistemas de la familia RND como AdeDE y AdeXYZ han
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sido reportados e involucrados en la resistencia a carbapenémicos en A. pitti y A.

nosocomialis (Singkham et al., 2018).

Para combatir la resistencia antibiotica dada por estas bombas podrian emplearse
inhibidores de bombas de eflujo, los cuales pueden restaurar la accion biocida del
antibiotico. Los mecanismos especificos implicados en la inhibicibn ain no son
comprendidos en su totalidad, no obstante, las bombas de eflujo pueden ser
inhibidas a nivel de su actividad, de su expresion o de su ensamblaje (Blanco et al,
2018). La Fenilalanina-Arginina-Beta-Naftilamida (PABN) es un inhibidor
competitivo para los sistemas de eflujo de la familia RND, el cual se une al sitio de
reconocimiento del antibiético en la bomba de eflujo y de esta manera favorece la
acumulacion y accién del agente antimicrobiano (Mullie et al., 2016; Lamut et al.,
2019). Mientras que otros inhibidores, como el Carbonil Cianuro 3-
Clorofenilhidrazona (CCCP), actua inhibiendo el gradiente de protones de la
bomba de eflujo; y no solamente inhibe a sistemas de la familia RND sino también
a otras familias que emplean la misma fuente energética como son MATE, SMR y
MFS (Reza et al., 2019).

1.8.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana celular

En A. baumannii las porinas forman canales que permiten el transporte de
moléculas a través de la membrana externa y es por lo mismo que estas
estructuras pueden jugar un papel importante en la resistencia antibiotica.
Interrupciones o deleciones en la porina CarO o por presencia de secuencias de
insercibon como ISAbal, ISAbalO, ISAba825 O ISAbal5 se asocian con un
aumento en los valores de concentracibn minima inhibitoria (CMI) para
carbapenémicos (Mirshekar et al., 2018). No obstante, otras porinas como OmpA,
Omp22-33, Omp33-36, Omp37, Omp43, Ompd4d y Omp47 podrian estar
participando en la resistencia a antibéticos, debido a una interaccion entre estas
estructuras y carbapenemasas como OXA-23 (Fonseca et al., 2013; Smani et al.,
2014; Lee et al., 2017).

1.8.4 Alteracidon o modificacién de sitios blanco



El principal mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas es mediado por
mutaciones en GyrA (Ser83Leu, Gly81Val, Ala84Pro y Gly81Asp) y ParC
(Ser80Leu, Glu84Lys, Gly78Cys), subunidades de la DNA girasa y topoisomerasa
IV respectivamente (Yoon et al., 2013; Ugolotti et al., 2016).

Por otro lado, también han sido identificados en A. baumannii determinantes de
resistencia a quinolonas codificadas en plasmidos como son gnrA, gnrB y gnrS
(Yang et al.,, 2016). Otros mecanismos son la sobreexpresion de proteinas de
union a penicilina (PBP) alteradas y con baja afinidad a imipenem las cuales estan
involucradas con la resistencia a este antibidtico (Lee et al., 2017). También esta
la metilacién de la subunidad 16S de rRNA por armA y proteccion ribosomal por
tetM que son responsables de resistencia a aminoglucésidos vy tetraciclinas en A.
baumannii (Hasani et al., 2016; Lee et al., 2017).

1.9 Elementos genéticos movilizables

En la actualidad existe un incremento en los reportes de cepas MDR, XDR y PDR
en especies de Acinetobacter (Garza-Gonzalez et al., 2019; Lépez-Duran et al.,
2020). El desarrollo de estos fenotipos de resistencia, frecuentemente, se deben a
eventos de transferencia horizontal de genes de resistencia entre especies de este
u otros géneros bacterianos (Pagano et al.,, 2016). Estos genes de resistencia
pueden localizarse dentro de elementos genéticos movilizables como lo son
integrones, transposones o0 secuencias de insercion (ISAba), que a su vez pueden
encontrarse integrados en material genético extracromosomal denominados
plasmidos (Brovedan et al., 2020). Actualmente existe un esquema de tipificacion
de pladsmidos de Acinetobacter basado en su replicon (Bertini et al., 2010); sin
embargo, no todos los plasmidos que portan las especies de este género pueden
ser clasificados por esta metodologia, por o que es necesario estudiar mas los
plasmidos en este género bacteriano, para poder establecer alguna herramienta

de clasificacion.
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2. ANTECEDENTES

Las IAAS vy la resistencia a los antibiéticos se han convertido en amenazas en
crecimiento para la salud publica en todo el mundo (Tacconelli et al.,2018). En
Europa estas problematicas son vigiladas por el Centro Europeo de Control de
Enfermedades (ECDC) en conjunto con la Red Europea de Vigilancia de la
Resistencia Antimicrobiana (EARS). En su reporte anual epidemioldgico en 2017,
reportaron que un 64% de los aislados de A. baumannii presentaron resistencia a
antibioticos carbapenémicos. Por el contrario, en Estados Unidos el Centro de
Control de Enfermedades (CDC) en el mismo periodo reportdé una disminucién en
los casos de IAAS por A. baumannii resistente a carbapenémicos (de 11,700
casos en 2013 contra 8,500 casos en 2017), no obstante, la produccion de
carbapenemasas en esta bacteria sigue siendo motivo de preocupacion para las
autoridades sanitarias debido a una posible diseminacibn a otros géneros
bacterianos y en consecuencia un incremento en el problema de la resistencia
antimicrobiana (CDC 2019). En Meéxico la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiolégica en su informe anual de 2015 reporté a Acinetobacter baumannii

como principal agente causal aislado en brotes de IAAS.

En México, son pocos los grupos de trabajo que han realizado estudios sobre
mecanismos de resistencia en Acinetobacter spp., los cuales han sido focalizados
s6lo en ciertos lugares de nuestro pais. Estos estudios se han centrado
principalmente en la especie A. baumannii y busqueda de carbapenemasas,
encontrando la prevalencia de genes de betalactamasas tipo OXA como blaoxa-es,
blaoxar2, blaoxazss, blaoxass, ¥ metallo-betalactamasas como blaww: y blavw-
(Gonzélez-Villoria et al., 2016; Tamayo-Legorreta et al., 2016; Bello-Lopez et al.,
2019; Grafia-Miraglia et al., 2020; Loépez-Duran et al., 2020). De igual manera, sélo
un estudio ha reportado la participacion de bombas de expulsidén en la resistencia
a antibidticos carbapenémicos empleando el inhibidor de bombas de eflujo
carbonil cianuro-3-clorofenilhidrazona (CCCP) (Alcantara-Curiel et al., 2014).

En el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, Bello-Lopez
realizo un estudio en cepas de Acinetobacter spp. provenientes del Hospital Para
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el Nifio Poblano. Dentro de ese trabajo encontraron a la especie A. haemolyticus
como principal causante de IAAS a diferencia de lo reportado a nivel nacional e
internacional. De igual manera, reporto la presencia de cepas A. haemolyticus
resistentes a carbapenémicos y portadoras de un plasmido acarreando blanow-:
(Bello-Lépez et al., 2019). Por otro lado, encontraron cepas de A. baumannii MDR
incluyendo la resistencia a carbapenémicos, aisladas de la unidad de quemados
de dicho hospital; estas cepas fueron portadoras de un plasmido acarreando a
blaoxa7. y flanqueada por secuencias de inserciéon XerC/XerD (Bello-L6pez et al.,
2020). Estos reportes sugieren que es importante realizar este tipo de estudios
para conocer las cepas circulantes en diferentes hospitales de nuestro pais, y mas
importante aun en el estado de Puebla, asi como entender los mecanismos de
resistencia que prevalecen y poder tomar acciones para controlar y contener la

diseminacién de la resistencia antibiética en los hospitales.

3. JUSTIFICACION

Actualmente tanto en México como en otros paises se ha visto un incremento en
la tasa de infecciones nosocomiales y de la comunidad causadas por las especies
del género Acinetobacter, ya no solamente por el complejo Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, sino también por especies que antes no
se les consideraba como patdégenas. Es por ello la importancia de realizar este tipo
de estudios que generen informacion para conocer la epidemiologia de cepas de
Acinetobacter spp. circulantes en diferentes hospitales de Puebla, asi como su

perfil de resistencia a diversos antibiéticos.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar algunos mecanismos de resistencia a los antibiéticos en especies de
Acinetobacter spp. causantes de infecciones en el Hospital Regional 1.S.S.S.T.E.,

Puebla.
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4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Corroborar la identificacion de especies del género Acinetobacter del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla.

Determinar perfil de susceptibilidad a los antibidticos.

3. Genotipificar algunas cepas de interés mediante la secuenciacion parcial

del gen rpoB.

Identificar genes involucrados en la resistencia a betalactamicos.

5. Identificar secuencias de insercion tipo ISAba en cepas portadoras de OXA

© © N o

con actividad carbapenemasa y metalo-betalactamasas.

Determinar la relacion clonal por electroforesis en gel de campos pulsados.
Determinar el perfil de plasmidos de cepas multidrogoresistentes.
Determinar la participacion de bombas de expulsion en la resistencia.

Secuenciar el genoma completo de una cepa de interés.

5. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cepas de estudio

Se estudiaron 49 cepas de Acinetobacter spp., aisladas a partir de diferentes sitios
anatomicos de pacientes hospitalizados y ambulatorios en el Hospital Regional
I.S.S.S.T.E. de la ciudad de Puebla durante el periodo de junio de 2015 a octubre
de 2019. Las cepas fueron previamente identificadas con el sistema automatizado
Vitek® 2 (bioMérieux).

En el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) fueron
identificadas con un numero secuencial de acuerdo con el cepario interno, se
sembraron en placas de agar TSA (BD Bioxon®) y se incubaron 24 horas a 37°C.
Posteriormente se tomo una colonia aislada y se sembré nuevamente en placa de
agar Mac Conkey (BD Bioxon®) para observar la morfologia, se verifico el
crecimiento hasta las 48h de incubacion. Con el objetivo de confirmar su pureza,
se les realizé pruebas bioquimicas como TSI, Citrato de Simmons, MIO y O/F, y se

realizo tincién de Gram (Mac Faddin, 2003).

Finalmente, las cepas puras se preservaron en crioviales con caldo BHI/Glicerol
(30% v/v) (BIOXON ®) a -70°C.

6.1.1 Declaracion ética

El protocolo del presente estudio fue revisado y aprobado por el comité de bioética
del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla quedando registrado como Proyecto
NUum. 188.2018. La informacién de los pacientes se manejé de manera anénima.
Las muestras fueron recolectadas durante procedimientos de rutina para el

aislamiento bacteriano y no representaron riesgos adicionales para los pacientes.

Las cepas fueron transportadas bajo cadena de custodia, y una vez preservadas,
fueron desechadas en apego a las normas: WHO/HSE/GCR/2012.12, NOM-051-
SCT2/201, NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 y NOM-052SEMARNAT-2005.
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6.1.2 Cepas control.

Se usaron distintas cepas como control positivo para la amplificacion de los

diferentes genes de resistencia (Tabla 1). Los genes que portan dichas cepas

control estan secuenciados y plenamente identificados.

Tabla 1. Cepas control.

Numero de cepa Microorganismo Genes que portan Donada por
PE21 P. aeruginosa blaces-32, blajmp-s2 LMHyC
VIM-2 P. aeruginosa blaviv-2 Dr. Jesus Silva Sdnchez
bIGNDM,]_, bIGOXAfzss, aac-(6’)-lg, ISAbal25-
AN54 A. haemolyticus blanom-1.  Cepa control para plasmidos LMHyC
(45.46 kb, 12.8 kb, 11.4 kb y 4.7 kb).
Ab23 A. baumannii blaoxas1 Y blaoxa-23, control para PFGE. Dr. Jesus Silva Sanchez
Ab24 A. baumannii blaoxa-s1Y blaoxa-24 Dr. Jesus Silva Sanchez
Ps52 P. aeruginosa aac(6’)-1b LMHyC
. blasuv-1, blacrx-w, blatem-1, aac(3)-lla, aac(6’)- M.C. Gabriel Abraham
SA42 K. pneumoniae i
Ib Gonzalez
blaoxa-21a, control para PFGE y plasmidos .
Al11616 A. haemolyticus Dr. Miguel Angel Cevallos
Y (7.5 kb, 6.5 kb, 5.1 kb, 3.3 kb). guelAng
. Cepa de referencia con 4 plasmidos .
NCTC50192 E. coli Dr. Ulises Garza Ramos
154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb
AN71 A. baumannii blaoxa-72, ISAba48, 1ISAba48-blaoxa-72. LMHyC

6.2 Tipificacion molecular por rpoB

Debido a que entre especies del género Acinetobacter presentan caracteristicas

fenotipicas similares en pruebas bioquimicas, y el sistema Vitek® 2 no identifica

algunas especies diferentes a A. baumannii con alta sensibilidad, se realiz6 la

tipificacion molecular de algunas cepas empleando la amplificacion por PCR y

secuenciacion parcial del gen rpoB (La Scola et al.,, 2006). Ademas, se tomo la

presencia de genes tipo blaoxa cromosémica de algunas especies, como una

caracteristica mas para corroborar la identificacion.
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Para el analisis se emplearon las secuencias nucleotidicas de rpoB de las 63
especies de Acinetobacter encontradas en la base de datos List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature (bacterio.net), se alinearon con Clustal
Omega y el dendograma se construyé con MEGA7 por el método UPGMA, con

100 repeticiones.

Los oligonucle6tidos que se emplearon se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Oligonucle6tidos usados para la tipificacion molecular de cepas de Acinetobacter

Spp.

= Tamaiio del Condiciones de
Nombre  Tamaiio del Nombre del . . L, .
Secuencia (5' - 3') amplificado Reaccion Referencia
del gen gen (pb) cebador
(pb)
94°C/2 min
Ac696-F TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 94°C/30 seg
56°C/30seg 35 ciclos La Scola et
rpoB 4074 397 )
72°C/1 min al., 2006
Ac1093-R CMACACCYTTGTTMCCRTGA 72°C/7 min
10°C/eo

6.3 Métodos de sensibilidad a antibidticos
6.3.1 Perfil de susceptibilidad por el método Kirby-Bater

El perfil de susceptibilidad se realizé por el método de difusién con disco en agar
(Kirby-Bater), se probaron 17 antibiéticos. Se partié de un cultivo puro de 24 horas
que fue sembrado en placas de agar soya tripticasa (TSA), se preparé una
suspension bacteriana en solucion salina isotonica (SSI) al 0.85% y se ajusté a
una turbidez igual al tubo 0.5 de McFarland, se inoculé homogéneamente con un
hisopo estéril en una placa de agar Mueller-Hinton (MH) (BD Bioxon®), y
enseguida se colocaron los discos de antibiéticos (BD BBL®). Las placas se
incubaron a 37°C durante 18-24 horas y posteriormente se midieron los halos de
inhibicion clasificando a las cepas de acuerdo con los puntos de corte propuestos
por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en
inglés) version 2020 (Tabla 3).
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Tabla 3. Puntos de corte del CLSI 2020 para Acinetobacter spp.

Familia quimica . . Concentracion
. Antibidtico Abreviatura R | S
de antibidtico (ug)

L . - PIP 100 <17 18-20 221
Penicilinas Piperacilina

SAM 10/10 <11 12-14 =15

Combinacién B- Ampicilina/Sulbactam

lactamicos/Inhibidores . o TZP 100/10 <17 18-20 221
Piperacilina/Tazobactam

de
B-lactamasas Ticarcilina/Ac. Clavuldnico UL 75/10 S a5ty 2
Ceftazidima CAZ 30 <14 15-17 218
Cefems Cefepime FEP 30 <14 15-17 218
(Incluyendo P
Cefalosporinas de |, II, lll Cefotaxima CTX 30 <14 15-22 >23
yiv)

Ceftriaxona CRO 30 <13 14-20 221
Imipenem IPM 10 <18 19-21 222

Carbapenems
Meropenem MEM 10 <14 15-17 218
Gentamicina GM 10 <12 13-14 215
Aminoglucésidos Amikacina AN 30 <14 15-16 >17
Trobamicina NN 10 <12 13-14 215
Tetraciclinas Tetraciclina TE 30 <11 12-14 215
Ciprofloxacino CIP 5 <15 16-20 221

Fluoroquinolonas
Levofloxacino LVX 5 <13 14-16 217
Otros . .

Trimetoprim/Sulfametoxazol SXT 1.25/23.75 <10 11-15 >16

6.3.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de

microdilucion en agar
Se partié de un cultivo puro de 18-24 h de crecimiento en placas de TSA de las
cepas a evaluar, el cual se resuspendié en un tubo con 2 mL de solucién salina
isotdnica (SSI) al 0.85 %, para ajustar la turbidez con un estandar igual al tubo 0.5
de la escala de turbidez de McFarland, que equivale a 1.5 x 108 UFC/mL.
Posteriormente se hizo una dilucién 1:10 con SSI (siendo el inéculo de 1.5 x 107
UFC/mL) depositando por triplicado 2 UL de ésta suspension en placas de agar
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MH suplementadas con los antibidticos a evaluar y a las diferentes
concentraciones (de 2 a 512 pg/mL) (Tabla 4), el inéculo final fue de 1.5 x 10*
UFC/mL. Una vez inoculadas las placas se esperé a que secara el inéculo y se
incubaron de 18 a 24 horas a 37°C. Finalmente se buscé la concentracion a la
cual ya no hubiera crecimiento de colonias; los puntos de corte se determinaron
con base en el CLSI, 2020.

Tabla 4. Puntos de corte del CLSI 2020 para CMI en Acinetobacter spp.

Punto de corte CMI (pug/mL)

Antibidtico
Resistente Intermedio Sensible

Ceftazidima (CAZ) >32 16 <8
Cefepime (FEP) >32 16 <8
Meropenem (MEM) >8 4 <2
Imipenem (IPM) >8 4 <2
Ciprofloxacino (CIP) >4 2 <1
Amikacina (AN) > 64 32 <16

6.4 Determinacion de la participacion de bombas de expulsion en la
presencia de los inhibidores de bombas de expulsion L-Fenilalanina-
Arginina-B-Naftilamida (PABN) y Carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona
(CCCP)

Para determinar la participacion de bombas de eflujo de la familia RND
(resistance-nodulation-division family) en la resistencia a los antibiéticos, se realizé
CMI para imipenem, meropenem, amikacina y ciprofloxacino por el método de
microdilucién en agar Muieller-Hinton en la ausencia y presencia de L-Fenilalanina-
Arginina-B-Naftilamida  (PABN, Sigma-Aldrich) y carbonil cianuro  3-
clorofenilhidrazona (CCCP, Sigma-Aldrich) a 25 mg/L. Previamente se verificd que
los inhibidores de bombas de eflujo no fueran téxicos para las cepas realizando
una prueba de crecimiento en agar Mieller-Hinton con cada inhibidor a 25 mg/L.
Se compararon los puntos de corte de las CMI en presencia y en ausencia del

inhibidor de bombas de expulsion (EPI), y una disminucion de 2 veces o mas y 4
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veces 0 mas en el valor de la CMI en la presencia de PABN y CCCP
respectivamente, fue considerado positivo para la participacion de bombas de
expulsion de la familia RND en la resistencia a los antibidticos. Este experimento
se realiz6 por triplicado (Kumita et al., 2009; Alcantara-Curiel et al., 2014). Se
utilizaron a las cepas PE21 (Pseudomonas aeruginosa) y AN54 (Acinetobacter
haemolyticus) como controles positivos, y la cepa PAO1 (Pseudomonas

aeruginosa) como control negativo.

6.5 Relacion clonal por Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE)

La relacion clonal de los aislados fue determinada mediante la técnica de PFGE
reportada por Durmaz et al. (2009), pero con una modificacién en el tiempo de
corrimiento de 21 horas y ademas las cepas no fueron sembradas en agar sangre
de carnero sino en agar TSA. A continuacion, se describe la técnica usada en este

trabajo:

e Preparacién de la suspension bacteriana.
De un cultivo puro en placa con agar TSA se tom0 una asada y se suspendié en 1
ml del buffer (CSB; 100 mM Tris-HCI, (pH 8.0), 10 mM EDTA). Se ajust6 al tubo 4
de turbidez de McFarland (1.2x10° UFC/mL). Se mantuvo la suspension
bacteriana a temperatura ambiente antes de ser mezclada con agarosa de bajo

punto de fusion (no esperar mas de 5 minutos).

e Preparacién de insertos.

Se prepard agarosa de bajo punto de fusion al 2% con buffer CSB, se mantuvo a
45-50°C, se le agrego el SDS con una concentracion final del 1%. Posteriormente
se hicieron alicuotas de 200 pL en tubos de 1.5 mL (mantener los tubos a 45°C).
Se tomd un volumen igual de la suspension bacteriana (200 pL) y se mezclaron
suavemente pipeteando 2 a 3 veces. Se depositaron cerca de 100 pL de esta
mezcla en los moldes (10mm x 5mm x 1.5 mm) y se guardaron a 4°C por 10

minutos en el refrigerador.
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e Lisis de la bacteria in situ.
Para este paso se tomaron 500 pL de la solucién de lisis 1 [CLS-1; 50 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, lisozima (2.5 mg/mL), proteinasa K (1.5 mg/mL), pH 8)] y se
colocaron en un tubo Eppendorff estéril. El inserto se transfirio a la solucion de lisis
1y se incub6 a 37°C por 1 hora en bafio maria con agitacion. Los insertos se
transfirieron a otro tubo conteniendo 500 pL de la solucién de lisis 2 [(CLS-2; 0.5 M
EDTA (pH 8), sarcosil 1% y proteinasa K (400 pg/ mL)] y se incubaron a 55°C por

2 horas en bafio maria con agitacion.

e Lavado deinsertos.
La solucion de lisis se removio con cuidado y los insertos se lavaron 3 veces con
agua ultrapura y 3 veces con 4 mL de buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA,
PH 7.6). Cada uno de estos lavados se realizd6 a 50°C por 15 minutos en bafio
maria con agitacion, después del ultimo lavado se les agregaron 5 mL de buffer

TE fresco y se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

e Digestion de DNA bacteriano con enzima Apal.
Se cort6 la mitad del inserto y se colocé en un tubo de 1.5 mL conteniendo 100 pL
del buffer de restriccion (1X) con BSA (100 pg/mL) y se realizé una primera
incubacion a 37°C por 10 minutos a bafio maria, después se descart6 el buffer y
adicionaron 100 pL de buffer de restriccion fresco junto con 30 U de la enzima

Apal (10 u/pL) y se incubaron a 37°C por 2 horas a bafio maria.

e Electroforesis en gel de agarosa.
La cubeta de electroforesis se llend con 2 L de buffer TBE 0.5X frio y este se dej6
circular a 14°C, posteriormente se prepar6 un gel de agarosa al 1% con 100 mL de
TBE 0.5X (44 mM Tris base, 44.5 mM de acido boricoy 1 mM de EDTA, PH 8.0),
se mantuvo el volumen restante de agarosa a 45- 50°C para sellar el gel. Se
procedié a cargar los insertos y finalmente se adiciono la agarosa lentamente sin
que se formaran burbujas y dejo solidificar, el gel se colocé en la camara y se

programo el equipo para el corrimiento con las siguientes condiciones.

e Condiciones de electroforesis.
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Pulso inicial de 5 segundos vy final de 30 segundos 6 V/cm durante 21 horas. Una
vez finalizada la electroforesis se saco el gel y se tifid con bromuro de etidio (BET)
al 2% durante 10 minutos en agitacion, después de destifié con agua tridestilada y

se tomaron fotografias cada 30 minutos durante 4 horas.

6.6 Extraccién del templado de ADN por el método de lisis por calor

Consiste en romper la célula sometiéndola a ebullicion permitiendo la salida del
material genético al medio acuoso. De una colonia aislada de Acinetobacter spp.
se sembré masivamente en placa de TSA (BD Bioxon®), se incub6 a 37°C durante
18-24 horas. Del cultivo anterior se recogieron dos asadas y se depositaron en un
tubo eppendorf que contenia 800 pL de solucion salina isotonica estéril, esta
mezcla se homogenizo6 en vortex a alta velocidad y posteriormente se centrifugo a
13,000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se decantd y la pastilla
bacteriana se lavd 3 veces mas siguiendo el procedimiento anterior. Al finalizar los
lavados se deseché el sobrenadante y la pastilla se resuspendié con 800 uL de
agua inyectable estéril y se someti6 a hervido en bafio de agua durante 10
minutos. Transcurrido este tiempo se saco el tubo y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente, después se centrifugdé a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, y el

sobrenadante se separé en un tubo Eppendorf estéril.

6.7 Cuantificaciéon de ADN

A todos los lisados se les realizd la cuantificacion de ADN utilizando el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y usando la aplicacion del instrumento,
seleccionando la opcién de Acidos Nucleicos. Inicialmente el equipo realiza una
verificacion automatica; se limpié el lector del equipo con papel absorbente y se
procedié a hacer un blanco con 2 puL de agua inyectable estéril, una vez que se
activo la casilla (Measure), se procedio a la medicion de los templados, se fue
limpiando el lector Optico entre muestras para evitar contaminaciones. Los lisados
gue resultaron muy concentrados se diluyeron con agua inyectable estéril hasta

ajustarlos a una concentracion final de 200 ng/uL.
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6.8 Amplificacion de genes de resistencia y secuencias de insercion por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de genes se us6 la enzima Maxima Hot Start Taq DNA
Polymerase (ThermoScientific) con sus respectivos componentes que se enlistan

en la tabla 5.

Tabla 5. Componentes de mezcla para la reaccion de PCR con la enzima Maxima Hot Start
Taq DNA Polymerase (ThermoScientific) para la amplificacion de genes de resistenciay

secuencias de insercion

Componentes Comfe!'lt.racién Volumen aiadido por Concentraciér.l'final dela
inicial tubo (pL) reaccion

Maxima Hot Start

Taq DNA Polymerase 5U/uL 0.08 0.04U

(Thermo Scientific)

Buffer de reaccion 10X 1 1X
MgCl, 25mM 1 2.5mM
dNTPs 10mM 0.3 0.3mM

Primer Forward 25uM 0.3 0.75mM
Primer Reverse 25uM 0.3 0.75mM
DNA 250 ng/uL 1 25ng
Agua libre de nucleasas Hasta 10pL
Volumen final -—- 10pL -

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los diversos genes de

resistencia y secuencias de insercion (ISAba) se encuentran en el Anexo 1.

En cada reaccion de PCR se coloco un blanco y un control positivo. El blanco
consistié en la misma mezcla de reaccion, pero en lugar de ADN se coloco el
correspondiente volumen de agua inyectable estéril y como control positivo se
utilizé el ADN proveniente del lisado bacteriano de las cepas control, cuyo gen de
interés se encuentra secuenciado (Tabla 1).

6.9 Visualizacion de productos de PCR

Los productos de PCR se visualizaron tras realizar electroforesis en geles de

agarosa al 1 o 2%, dependiendo del tamafo del producto, a 100 V por 45 min. Se
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utilizé un marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Los geles fueron tefiidos con BET (0.5 g/L) durante 1 minuto y
lavados por 15 minutos en agua destilada; para visualizar los fragmentos de ADN,
los geles se fotografiaron en un digitalizador de imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen
System.

6.10 Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos amplificados se purificaron a partir del gel de agarosa con ayuda del
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante, y
se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Servicios Gendmicos LANGEBIO en

Irapuato, Guanajuato, México.
6.11 Andlisis de las secuencias de productos de PCR

Las secuencias se visualizaron en el programa Flinch Tv version 1.4.0 Geospiza.
Para editar las secuencias se utiliz6 el programa Nucleic Acid Sequence

Massanger (http://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm).

El andlisis comparativo de las secuencias se realizo con el programa Web BLAST
del National Center for Biotechnology Information site  (NCBI)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y posteriormente para la construccion de

los dendogramas se usé MEGA v7.0.21.

La conversiébn de la secuencia de nucledtidos a aminoacidos se realiz6 en

ExPASy-Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.html).

6.12 Extraccién de plasmidos por el método de Kieser (1984)

Se partié de un cultivo masivo, crecido en una placa de agar BHI al 2% de 18-24
hrs. El crecimiento de la bacteria se recolecto y se agregé con un asa
bacteriologica a un tubo Eppendorff de 1.5 mL conteniendo 1 mL de solucion

salina isotonica estéril. Utilizando vortex se homogeneizo, se centrifugo a 12,000
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rom durante 5 minutos y después con la ayuda de una pipeta de 1000 pL se
elimind el exopolisacarido. El lavado anterior de realiz6 dos veces. Al paquete
celular se le adicion6é 500 uL de solucion 1 (Sacarosa 0.3 M, Tris-HCI 25 mM
pH=8, EDTA 25 mM pH=8) y se resuspendi6é con una pipeta. Posteriormente, se le
adicionaron 100 pL de lisozima (10 mg/mL) y se invirtié el tubo suavemente. Esta
mezcla se incubd a 4°C durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se le
adicionaron 300 uL de solucion 2 (NaOH 5 M, SDS 10%), se homogeneiz0 y se
incubd a 55°C en bafio maria durante 30 minutos. Se dejo enfriar en agua por 5
minutos. Se agregaron 100 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y
se homogeneizé con vortex hasta que torné una coloracién blanca uniforme.
Después, se centrifugé a 13,000 r.p.m. durante 20 minutos y del sobrenadante se
recuperaron 400 pL. El sobrenadante se guarddé a -20°C. De los 400 pL se
tomaron 8 pL para cargarlos en un gel de agarosa al 0.8% y se corri6 una

electroforesis horizontal durante 1 hora y media a 100 V con buffer TAE 1X.
6.13 Secuenciacion masiva de genoma

Se realiz6 la secuenciacidon masiva del genoma de la cepa A. baumannii AE38
resistente a carbapenémicos, la cepa provieno de una muestra de expectoracion

de un paciente del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla.

La cepa fue inoculada en 5 mL de caldo LB durante 24 horas a 37°C y
posteriormente se realiz6 la extraccidbn de ADN. Se sigui6 el protocolo del Kit de
purificacion Wizard Genomic ADN Purification Kit, Promega Corporation. Ma, USA.
Posteriormente se determind la concentracion y calidad del ADN con el NanoDrop
2000® (Thermo Scientific), y finalmente enviada al lugar a donde fue secuenciada.
La secuenciacion se llevé a cabo por la tecnologia MiSeq Illumina 2x300 con 5
millones de lecturas pareadas, ésta se realizé en la Unidad de Secuenciaciéon

Masiva y Bioinforméatica, IBT, UNAM, Cuernavaca, Moleros, México.

Una vez recibidas las lecturas de las cepa, se realizaron una serie de pasos para

su analisis en el servidor del LMHyC.
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Pasos para el andlisis:
1. Lacalidad de las lecturas se corroboro con el programa FastQC.
2. Los ensambles se realizaron correspondientes con los ensambladores:
Velveth v1.2.10 (PLACNETw), SPAdesv. 3.9.0, SPAdes v. 3.11.1.
3. La calidad de los ensambles se verifico con el programa Quast.
4. Los genomas se anotaron con RAST (Rapid Annotation using Subsystem

Technology) v.2.0 (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cqi).

5. Los genes de resistencia se buscaron con la base de datos ResFinder v.3.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), The Comprehensive Antibiotic

Resistance Database CARD https://card.mcmaster.ca/

6. Se realizo la tipificacion multilocus de secuencias (en inglés Multilocus

sequence typing, MLST) (https://pubmlst.org/abaumannii/).

7. Se buscaron e identificaron integrones en la pagina Integrall
(http://integrall.bio.ua.pt/), y para las Secuencias de Insercién en ISFinder
(https://isfinder.biotoul.fr/).

8. Se utilizaron las bases de datos de referencia para Betalactamasas:
http://www.bldb.eu/

7. RESULTADOS
7.1 Procedencia de las cepas

Durante el periodo junio del 2015 a octubre del 2019 se recolectaron 49 cepas de
Acinetobacter spp., a las cuales se les corroboré su pureza y fueron
criopreservadas en el cepario del LMHyC a -70°C.

Las 49 cepas provinieron de 44 pacientes diferentes (32 mujeres y 17 hombres),
de las cuales 45 cepas fueron recolectadas de pacientes que se encontraban
hospitalizados en el momento de la toma de muestra y 4 cepas fueron
recolectadas de pacientes ambulatorios. Las cepas fueron aisladas de muestras
de lavados broncoalveolares (25%), expectoracion (14%), urocultivos (14%),
secreciones de heridas (10%), heridas (6%), liquidos pleurales (6%), hemocultivos
(6%), entre otros (19%). Los pacientes se encontraban internados en los servicios
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de medicina interna (36%), unidad de cuidados intensivos (UCI) (16%), unidad de
medicina familiar (7%), cirugia (7%), entre otros (34%). (Graficos 1y 2).

Otros
19% LBA

Hemocultivo
6% \

Liquido Pleural —
6%
)
Expectoracion
Herida 14%
6%

Secrecion de
herida Urocultivo
10% 14%

Grafico 1. Porcentaje de cepas de Acinetobacter spp. por origen de muestra (n=49). Los
origenes de muestra de corresponden a Otros incluyen: exudado faringeo, exudado nasal,
exudado vaginal, aspirado traqueal, liquido de didlisis peritoneal, catéter venoso central y secrecion
de sitio de salida de catéter. Abreviaturas: LBA: Lavado broncoalveolar.

Porcentaje de pacientes por servicio hospitalario (n=44)

Cirugia uact
7% 16%

Grafico 2. Porcentaje de pacientes por servicio hospitalario (n=44). Los servicios hospitalarios que
corresponden a Otros incluyen: Pediatria, didlisis peritoneal continua ambulatoria, nefrologia,
unidad de cuidados intensivos neonatales, ginecologia, ortopedia, otorrinolaringologia, urologia,
reumatologia, hemodialisis. Abreviaturas: MIH: Medicina interna. UCl: Unidad de cuidados
intensivos. UMF: Unidad de medicina familiar.

7.2 ldentificacion por el sistema Vitek® 2

Los 49 aislados fueron identificados por el sistema Vitek® 2 como especies que

pertenecieron al complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii
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(Acb) (37), pero también otras especies como lo son A. haemolyticus (7), A. Iwoffii
(3), A. ursingii (1) y Acinetobacter spp. (1) (Grafico 3). Una vez resguardadas las
cepas, en el LMHyC corroboramos el género bacteriano empleando pruebas

bioguimicas.

Grafico 3. Porcentaje de especies identificadas por el sistema Vitek2 de las cepas de
Acinetobacter spp. (n=49). Abreviaturas: Acb: Complejo Acinetobacter calcoaceticus-

Acinetobacter baumannii.

7.3 Amplificacién de marcadores moleculares en cepas de Acinetobacter
spp.

En nuestro estudio, ademas de emplear la identificacién previa realizada por el
sistema Vitek® 2 en el hospital, decidimos amplificar el gen blaoxas.ie €n aquellos
aislados reportados como especies pertenecientes al complejo Acb, y la
amplificacion del gen blaox-uie €n aquellos aislados reportados como A.
haemolyticus, ya que estos genes se encuentran de manera constitutiva en el
cromosoma de las especies A. baumannii y A. haemolyticus respectivamente. De
36 cepas reportadas como del complejo Acb, sélo a 28 cepas se les amplifico el

gen blaoxasiie, Y Observamos que 27 de ellas amplificaron de manera positiva y
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sélo en 1 cepa no amplificé. De la misma manera, de 7 cepas reportadas como A.

haemolyticus, todas amplificaron para blaoxa-zi4ie.
7.4 Tipificacion molecular por rpoB de algunas cepas aisladas

Posteriormente decidimos tipificar molecularmente mediante la secuenciacion
parcial del gen rpoB a 13 cepas representativas de cada una de las especies
reportadas por el sistema Vitek® 2. Se incluyeron 8 cepas identificadas como
pertenecientes al complejo Acb, donde la cepa que no amplificdO para blaoxasiie
estaba incluida, 3 cepas identificadas como A. haemolyticus, 1 cepa de A. lwoffii y

1 cepa de A. ursingii.

Del andlisis de los 13 alineamientos de las secuencias del gen rpoB se generd un
dendograma, cuyos resultados mostraron que la cepa identificada por Vitek® 2
como A. lwoffii fue clasificada como A. schindleri, mientras que 3 cepas de A.
haemolyticus si correspondieron a la especie, y de las 8 cepas clasificadas como
del complejo Acb, 7 fueron identificadas como A. baumannii y la cepa identificada
como del complejo Acb y que no amplificé para blaoxaswie, fue clasificada como A.

pittii, la cual es una especie que se encuentra dentro del complejo Acb (Figura 1).
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Figura 1. Dendograma que representa la relacion filogenética de 13 cepas de Acinetobacter
spp. del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla, derivada de la secuencia parcial del gen rpoB
(=350 pb). Método UPGMA p-distance 100 repeticiones con MEGA7 software. Los circulos verdes
son especies del complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii; cuadrados azules
son Acinetobacter haemolyticus; triangulos rojos son Acinetobacter schindleri y rombos rosa son
Acinetobacter ursingii. Kp: Klebsiella pneumoniae, Aalb: A. albensis, Aa: A. apis, Ab: A.
baumannii, Aby: A. baylyi, Abj: A. beijerinckii, Abe: A. bereziniae, Aboh: A. bohemicus, Aboi: A.
boissieri, Abou: A. bouvetii, Abri: A. brisouii, Ac: A. calcoaceticus, Acel: A. celticus, Ach: A.
chinensis, Acol: A. colistiniresistens, Acou: A. courvalinii, Acum: A. cumulans, Adef: A. defluvi,
Adis: A. dispersus, Alac: A. lactucae, Aeq: A. equi, Agan: A. gandensis, Ager: A. gerneri, Agri: A.
grimontii, Aguan: A. guangdongensis, Agui: A. guillouiae, Agyl: A. gyllenbergii, Ah: A.
haemolyticus, Ahal: A. halotolerans, Ahar: A. harbinensis, Aind: A. indicus, Ajoh: A. johnsonii,
Ajun: A. junii, Ak: A. kookii, Alar: A. larvae, Alw: A. lwoffii, Amod: A. modestus, Anec: A. nectaris,
An: A. nosocomialis, Apak: A. pakistanensis, Apar: A. parvus, Apis: A. piscicola, Ap: A. pittii,
Apop: A. populi, Apra: A. pragensis, Apro: A. proteolyticus, Aps: A. pseudolwoffii, Apuy: A.
puyangensis, Agin: A. gingfengensis, Ar: A. radioresistens, Arud: A. rudis, Asc: A. schindleri, As:
A. seiferttii, Asi: A. sichuanensis, Asol: A. soli, Atan: A. tandoii, Atj: A. tjernbergiae, Atow: A.
towneri, Au: A. ursingii, Avar: A. variabilis, Ave: A. venetianus, Avi: vivianii, Aw: A. wuhouensis.
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7.5 Fenotipo de susceptibilidad antibiética de las cepas de Acinetobacter
spp.

Para conocer el fenotipo de sensibilidad a los antibiéticos de las 49 cepas, el
estudio se dividié en dos: El fenotipo de sensibilidad de las 37 cepas del complejo

Acb y el fenotipo de las 12 especies no pertenecientes al complejo Acb.

De las 37 cepas del complejo Acb 70% fueron resistentes a penicilinas
(piperacilina), 54% a las combinaciones betalactamicos/inhibidores de
betalactamasas (ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam Yy ticarcilina/acido
clavulanico), 68% a cefalosporinas (ceftazidima, cefepima, cefotaxima vy
ceftriaxona), 69% a carbapenémicos (imipenem y meropenem), 70% a
aminoglucésidos (gentamicina, amikacina y tobramicina), 61% a tetraciclinas, 69%
a fluoroquinolonas (ciprofloxacina y levofloxacina) y 64% a sulfonamidas

(sulfametoxazol/trimetoprim) (Grafico 4).

Grafico 4. Perfil de resistencia a antibiéticos de cepas del complejo Acb obtenido por el
método de Kirby-Bauer (n=37). El nimero sobre las barras representan el nimero de cepas que
fueron sensibles, intermedias o resistentes respectivamente. Abreviaturas: PIP: Piperacilina,
SAM: Ampicilina-Sulbactam, TZP: Piperacilina-Tazobactam, TIM: Ticarcilina-Acido clavulanico,
CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, IPM: Imipenem, MEM:
Meropenem, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NN: Trobamicina, TET: Tetraciclina, CIP:
Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, SXT: Sulfametoxazol-Trimetoprim.
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Cabe mencionar que casi todas las cepas clasificadas como especies no
pertenecientes al complejo Acb fueron sensibles a todos los antibiéticos probados,
con excepcion de 1 cepa A. haemolyticus y 1 cepa Acinetobacter spp. que fueron
resistentes a piperacilina y amikacina; y piperacilina, ciprofloxacina, levofloxacina y

sulfametoxazol/trimetoprim respectivamente (Gréfico 5).

Grafico 5. Perfil de resistencia a antibiéticos de cepas ambientales obtenidos por método
Kirby-Balier (n=12). El numero sobre las barras representan el numero de cepas que fueron
sensibles, intermedias o resistentes respectivamente. Abreviaturas: PIP: Piperacilina, SAM:
Ampicilina-Sulbactam, TZP: Piperacilina-Tazobactam, TIM: Ticarcilina-Acido clavulanico, CAZ:
Ceftazidima, FEP: Cefepime, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, IPM: Imipenem, MEM:
Meropenem, GM: Gentamicina, AN: Amikacina, NN: Trobamicina, TET: Tetraciclina, CIP:
Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, SXT: Sulfametoxazol-Trimetoprim.

Para continuar con el estudio se seleccion6 un grupo de 25 cepas pertenecientes
al complejo Acb las cuales por la presencia de blaoxasi.ie Y €n algunos casos
(AE12, AE14, AE15, AE16, AE19, AE34 y AE38) corroborado por tipificacién

molecular se determiné que pertenecian a la especie A. baumannii.

De acuerdo con los criterios establecidos por Magiorakos et. al. (2012) estas 25
cepas de A. baumannii se definieron como multidrogo-resistentes (MDR), vy
presentaron resistencia a carbapenémicos (RC). Las 25 cepas provenian de 22
pacientes hospitalizados y de 2 pacientes ambulatorios. Cabe mencionar que las
cepas AE30A y AE30B fueron aisladas del mismo paciente en diferentes tomas de

muestra.
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Al grupo de 25 cepas de A. baumannii se les determind la CMI de algunos
antibioticos, esto con el fin de conocer el comportamiento de las cepas hacia estos
antibioticos. Con esta metodologia se observé que las cepas presentaron valores
de 128 hasta 2512 pg/mL para ceftazidima, cefepime e imipenem, mientras que
para meropenem variaron de 32 hasta 512 ug/mL. Para el caso de amikacina las
cepas presentaron valores entre 128 y 2512 ug/mL, y por ultimo para
ciprofloxacino los valores que presentaron las cepas fueron entre 264 hasta 512

pg/mL con excepcion de una cepa que fue 4 pg/mL (Grafico 6).

Gréfica 6. Concentracién Minima Inhibitoria de cepas A. baumannii MDR (n=25). El numero
sobre las barras representan el nimero de cepas. Abreviaturas: CMI: Concentracion Minima
Inhibitoria, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, AN: Amikacina,

CIP: Ciprofloxacino.

7.6 Genotipo de resistencia a los antibidticos de 25 cepas A. baumannii MDR

De acuerdo al fenotipo de susceptibilidad antibiética que presentaron las cepas, se
decidio determinar el genotipo de resistencia a los antibiéticos que portaban las 25
cepas A. baumannii MDR, mediante PCR y secuenciacién, encontrando que de las
25 cepas el 100% (25) fueron portadoras de blaoxasiie Y blaoxazsie que al mandarlas

a secuenciar correspondieron a las variantes blaoxaes Y blaoxa., respectivamente;
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12% (3) fueron portadoras de blaoxazsike, 36% (9) de blanomie, y 4% (1) de blawe.ike
(Grafico 7).
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Porcentaje de cepas
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Genotipo de resistencia

Grafico 7. Porcentaje de cepas A. baumannii MDR portadoras de genes de betalactamasas
determinado por PCR y secuenciacion (n=25).

7.7 Entornos genéticos de las betalactamasas presentes en cepas A.

baumannii MDR

Con la finalidad de conocer el entorno genético de betalactamasas con actividad
carbapenemasas nos dimos a la tarea de buscar a las secuencias de insercidn
ISAbal, ISAbal25 e ISAba48 en diferentes arreglos con blaoxass, blaoxa2, blaoxa2s-ie
y blanow-ie por PCR y secuenciacion.

Obtuvimos que en 21 cepas se encontrd al arreglo ISAba48 rio arriba de blaoxaz, ¥
en 1 cepa (AE34) no se encontr6 el mismo arreglo, sin embargo, la cepa si se
encontré la secuencia de insercion ISAba48. En 3 cepas (AE14, AE16 y AE19) no
se encontro6 el arreglo ni a la secuencia de insercion. De igual manera en todos los
aislados que fueron portadores de blawow.ie, S€ €ncontré el arreglo de 1ISAbal25 rio
arriba del gen (Figura 3).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. A) Arreglo de ISAba48
rio arriba de blaox. B) Arreglo de ISAbal25 rio arriba de blaowie.

7.8 Relacién clonal de las 25 cepas A. baumannii MDR

Para conocer si las cepas circulantes en el hospital de estudio se encontraban
relacionadas genéticamente se realizé PFGE. Dentro del dendograma generado a
partir del PFGE-Apal de 24 cepas A. baumannii MDR se detectaron 7 pulsotipos o
patrones de bandas diferentes con un coeficiente DICE =0.85 por lo que estas
cepas se encuentran genéticamente relacionadas (Figura 2). Cabe mencionar que
la cepa AE34 fue no tipificable bajo las mismas condiciones de PFGE. De manera
general, se pueden observar dos grupos de cepas, que a su vez se dividen en 7
subgrupos o pulsotipos diferentes (A al G). El pulsotipo A correspondié a la cepa
AE14 proveniente del servicio de nefrologia, esta cepa presento relacion genética
con dos subtipos: Al correspondiente a la cepa AE16 y A2 a la cepa AEL9, las
cuales fueron aisladas del servicio de cirugia y de la unidad de medicina familiar
respectivamente. El pulsotipo B esta conformado por las cepas AE22 y AE23
aisladas de la UCI; y una cepa subtipo B1 (AE25) proveniente del servicio de
medicina interna. El pulsotipo C estd conformado por las cepas AE26, AE28,
AE29, AE30A y AE30B aisladas de los servicios de medicina interna y ortopedia,
ademas de dos cepas subtipos C1 (AE32) y C2 (AE27) provenientes también de la
unidad de medicina interna. El pulsotipo D lo integra la cepa AE31 procedente de
la unidad de medicina interna. El pulsotipo E esta constituido por las cepas AE45

aislada en la unidad de medicina interna y la cepa AE47 procedente de un
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paciente no hospitalizado (consulta externa), ademas de contar con 5 subtipos E1
(AE44), E2 (AE41), E3 (AE40), E4 (AE38) y E5 (AE37) provenientes de distintos
servicios hospitalarios. El pulsotipo F comprendie a la cepa AE50 y subtipo F1
(AE51) provenientes de la UCI y medicina interna respectivamente. El pulsotipo G
consté en la cepa AE48 procedente de la UCI del hospital.

Figura 3. Dendograma por PFGE-Apal de 24 cepas A. baumannii MDR, aisladas de pacientes
del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla México. Las 24 cepas fueron agrupadas en 7 PFGE
tipos diferentes de acuerdo con su patron de bandas y el coeficiente DICE =0.85. MIH: Medicina
interna. UCI: Unidad de cuidados intensivos.

7.9 Perfil plasmidico de 25 cepas A. baumannii MDR

A. baumannii es particularmente capaz deadquirir y expresar nuevos mecanismos
de resistencia en respuesta a la presién ejercida por antibiéticos. Dentro de estos
mecanismos, es comun la adquisicion de carbapenemasas codificadas por
plasmidos, especificamente las de tipo blaoxa. Por lo que se investigo si las cepas
en estudio portaban plasmidos, y si el perfil plasmidico era similar entre ellas. Los

resultados mostraron 4 perfiles de bandas plasmidicas diferentes: un perfil A
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conformado por 3 cepas (AE14, AE16 y AE19) y que mostraron 4 bandas
plasmidicas. El perfil B conformado por 9 cepas (AE22, AE25, AE26, AE28, AE29,
AE32, AE37, AE40 y AE41) que mostraron una Unica banda plasmidica. Un perfil
C conformado por 6 cepas (AE23, AE27, AE30A, AE30B, AE31 y AE37) que
también presentd una Unica banda plasmidica, pero con una menor distancia de
migracion a la banda plasmidica del grupo anterior. Y un perfil D que consta de 5
cepas (AE45, AE47, AE48, AES0 y AE51) que mostraron dos bandas plasmidicas
(Figura 4). En las cepas AE34 y AE44 no se logré una buena extraccion
plasmidica bajo las mismas condiciones

ensayadas.

154kb >
66kb —» -

Gensmico —» TN

38kb >

7kb >

Figura 4. Extraccion pasmidica por el método modificado de Kieser de 25 cepas de A.
baumannii MDR aisladas de pacientes del Hospital Regional 1.5.S.S.T.E, Puebla México.
Linea 1: E. coli NCTC 50192 con 4 plasmidos: 154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb. Linea 2: A.
haemolyticus 11616 con 4 plasmidos: 7.5 kb, 6.5 kb, 5.1 kb y 3.3 kb. Linea 3: Acinetobacter
haemolyticus AN54 con 4 plasmidos: 45.46 kb, 12.8 kb, 11.4 kb y 4.7 kb.

7.10 Participacion de bombas de expulsion en la resistencia a imipenem,

meropenem, amikacinay ciprofloxacino en 25 cepas A. baumannii MDR

Para determinar el papel de las bombas de expulsion en la resistencia a algunos
antibioticos, se determin6é la CMI en presencia y ausencia de dos inhibidores
diferentes: Fenilalanina-Arginina-B-Naftilamida (PABN) y Carbonil-Cianuro-3-
Clorofenilhidrazona (CCCP) a 25 mg/L. Se considero una disminucion de 2 o mas
veces en el valor de la CMI como fenotipo positivo para la participacion de bombas

de expulsion empleando el inhibidor PABN (Kumita et al., 2009), mientras que una
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disminucién de 4 o mas veces en el valor de la CMI en presencia del inhibidor
CCCP se consider6 como fenotipo positivo a la participacion de bombas de

expulsion (Alcantara-Curiel et al., 2014).

En presencia del primer inhibidor PABN, en la CMI para imipenem se observo que
12 cepas (AE22, AE23, AE25, AE26, AE27, AE28, AE29, AE38, AE41, AE45,
AE47 y AE48) mostraron una disminucion de 2 veces en el valor de la CMI (de 512
a 256 y de 256 a 128 pg/mL); mientras que 3 cepas (AE31, AE32 y AE40)
mostraron una disminucion de hasta 4 veces el valor (de 512 a 128 pg/mL). En el
caso de meropenem, se observo en 10 cepas (AE14, AE19, AE22, AE23, AE26,
AE27, AE28, AE30B, AE31 y AE45) una disminucién de 2 veces en su valor de la
CMI (de 512 a 256, de 256 a 128, de 64 a 32 y de 32 a 16 pg/mL), demostrando la
participacion de las bombas de expulsion en la resistencia a carbapenémicos
(Tabla 6).

Adicionalmente, observamos que en presencia del inhibidor CCCP en la CMI para
carbapenémicos no se observd disminucion alguna en el valor de la CMI, y en el
caso particular de meropenem, 6 cepas (AE22, AE23, AE26, AE27, AE28 y AE31)
mostraron en lugar de una disminucion, un aumento en el valor de la CMI (de 256
a 512 yde 512 a >512 pg/mL) (Tabla 6).

Por otro lado, en presencia del inhibidor PABN en la CMI para amikacina, se
observé que en 3 cepas (AE25, AE26 y AE50) disminuy6 2 veces el valor de la
CMI (de 512 a 256 pg/mL), en 2 cepas (AE16 y AE19) disminuyé 4 veces (de 512
a 128 y de 128 a 32 ug/mL) y en 1 cepa (AE14) disminuy6 hasta 8 veces en el
mismo valor (de 512 a 64 pg/mL) (Tabla 6).

En presencia de CCCP, la CMI para amikacina mostré en 2 cepas (AE14 y AE19)
una disminucion de 4 a 8 veces en el valor de la CMI (de 512 a 64 y de 128 a 32
pg/mL), mientras que en la cepa AE16 se observd una disminucién de hasta 16

veces en el mismo valor (de 512 a 32 pg/mL) (Tabla 6).

Por ultimo, en 8 cepas (AE14, AE16, AE22, AE25, AE26, AE29, AE40 y AE48) en
presencia de PABN, el valor de CMI para ciprofloxacino mostré disminuciones de 2
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veces en la CMI (de 512 a 256, de 256 a 128 y de 128 a 64 pg/mL); y en presencia
de CCCP se observdo que 3 cepas (AE14, AE22 y AE29) presentaron una
disminucién de 4 veces en el valor de la CMI para este antibidtico (de 512 a 128 y
de 256 a 64 pg/mL) y la cepa AE16 disminuyo hasta 8 veces (de 512 a 64 pug/mL),
(Tabla 6).

Es importante destacar que tuvimos cepas que para ambos antibioticos (amikacina
y ciprofloxacino), en presencia del inhibidor CCCP, presentaron una disminucion
en el valor de la CMI, pero no lo suficiente para considerarse como fenotipo

positivo (marcadas en azul) (Tabla 6).

Tabla 6. Participacién de bombas de expulsién en 25 cepas
A. baumannii MDR.
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Concentracion minima inhibitoria en presencia y ausencia de dos inhibidores de bombas de expulsion
diferentes. Marcadas en color rojo corresponden aquellas cepas que disminuyeron las veces necesarias el
valor de la CMI para considerarse como fenotipo positivo. Marcadas en color azul corresponden aquellas
cepas que no disminuyeron las veces necesarias el valor de la CMI para considerarse como fenotipo positivo.
Abreviaturas. CMI: Concentracion minima inhibitoria. IPM: Imipenem. MEM: Meropenem. AN: Amikacina.
CIP:  Ciprofloxacino. PABN: Fenilalanina-Arginina-B-Naftilamida. =~ CCCP:  Carbonil  Cianuro  3-
Clorofenilhidrazona. ND: No determinado.

7.11 Secuenciacion masiva del genoma de la cepa A. baumannii AE38

Se secuenci6 la cepa de A. baumannii AE38, MDR y resistente a carbapenémicos
que se aislé de una muestra de expectoracién de un paciente masculino de 62

afos y que fue ingresado al servicio de cirugia del hospital.

La cepa presentO resistencia a todos los antibioticos probados, y mostré CMis
altas a carbapenémicos, cefalosporinas, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas. En
cuanto al genotipo de resistencia, se detecté por PCR la presencia de blaoxaes,
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blaoxar Y blanowie. ASiMismo, se observd participacion de bombas de expulsiéon en
la resistencia solo hacia imipenem disminuyendo 2 veces el valor de la CMI para
este antibiético en presencia del inhibidor PABN. Cabe mencionar que aun no se
prob6 el inhibidor CCCP con meropenem, amikacina y ciprofloxacino, pero

posteriormente se evaluara.

Luego de obtener las secuencias se verificd la calidad de las lecturas mediante el
programa FastQC. Los ensambles de novo obtenidos fueron evaluados y
comparados entre si mediante la herramienta QUAST y fue seleccionado el

ensamble con SPAdes y sin trimming (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de ensambles con y sin trimming utilizando la herramienta QUAST.

Ensamble Trimming | Ensamblador | Contings Conting N50 (pb) Total (pb)
mas largo
AES38s No SPAdes 115 367525 107996 3838803
AE38st Si SPAdes 112 364581 110396 3837731
AE38v No Velvet 177 187218 54990 52731
AE38vt Si Velvet 177 187254 3797314 3800403

Nota: Los datos de los genomas secuenciados fueron obtenidos al realizar el analisis de los diferentes
ensambles por programa Quast. El mejor ensamble y que fue seleccionado estd resaltado en letras negritas.

7.11.1 Tipificacién multilocus

La tipificacion multilocus de secuencias (MLST) mostré que la cepa AE38 es A.
baumannii y pertenece a la secuencia tipo (ST) 2 del esquema Pasteur y al ST 369

del esquema Oxford.

7.11.2 Andlisis del resistoma y elementos genéticos movilizables
asociados con la resistencia a antibioticos en la cepa A. baumannii
AE38

El andlisis de la secuenciacién del genoma completo revelé que la cepa AE38
posee un cromosoma con un tamafio aproximado de 3.8 Mb. Por la anotacion del
ensamble del genoma se localizaron en el cromosoma de la cepa genes que

codifican para betalactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucosidos
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(Tabla 8). Cabe mencionar que no se logré localizar al gen blanowie Ni €l arreglo
ISAbal25-blawowie que previamente habia sido identificado mediante PCR en esta

cepa.

De igual manera, se encontraron genes que codifican para diferentes sistemas de
bombas de expulsion: adeA, adeB, adeC, adeF, adeG, adeH, adel, adeJ, adekK,
abeS, abaQ, amvA, macA, macB, ermA, ermB y tolC (Tabla 8). No se localizaron
las secuencias nucleotidicas de los genes reguladores adeS y adeR del sistema
AdeABC. La proteina AdeA presentdé una delecion de 154 aminoacidos en su
extremo amino terminal (Anexo 3). Todos los genes localizados que codifican
para las subunidades de diferentes sistemas de expulsion, asi como reguladores,
presentaron un 100% de cobertura e identidad con las secuencias nucleotidicas
de la cepa A. baumannii ACICU (GenBank: NZ_CP031380.1), mientras que con la
cepa A. baumannii AYE (GenBank: NC_010410.1) presentaron 100% de cobertura
y 98% de identidad, con excepcion del gen regulador AdeN que presentd 96% de
cobertura y 100% de identidad.

De las proteinas reguladoras de los 3 principales sistemas de expulsion de la
familia RND solo la proteina reguladora AdeN del sistema AdelJK presentd 5
cambios aminoacidicos (Leu211Phe, Lys212Ser, Gly213Val, His215Asp vy
Val217Asn). Por otro lado, las proteinas que codifican para la unidad de
reconocimiento de los sustratos: AdeB tuvo 6 cambios aminoacidicos (Gly306Val,
Asnd27Ser, Ala552Thr, Ala643Asp, Thr646Ser y Leu731Phe), mientras que AdeG
y AdeJ presentaron un soélo cambio aminoacidico Val514Leu y Lys847Glu
respectivamente. Todos los cambios aminoacidicos fueron detectados al comparar
las secuencias con las de la cepa de referencia ATCC 17978 (GenBank:
NZ_CP053098.1) sensible a los antibiéticos (Anexos 5, 9, 11, 13y 20).

Tabla 8. Datos de la cepa A. baumannii AE38 MDR y resistente a carbapenémicos.
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CMI (ng/mL) Bombas

. . MEM MEM IPM IPM AN AN aer  ae ST . de
Cepa Servicio Sitio de Genotipo .
aislamiento |MEM  + + | IPM o+ + AN + + cP + + | caz FEP expulsion
PABN cCcCP PABN CCCP PABN _CCCP PABN _CcCP

adeB
adeC
adeF
adeG
blaoxa-s6 adeH

blaoxa-72 adel

2 blaapc-73 adel
(Pasteur) armA adek
AE38 Cirugia Expectoracién| 256 256 ND |512 256 512 (512 512 ND | 128 128 ND | 256 512 aadA adel

369

168 deN
(oxford)  ° ade

sull abeS
aph(3’)-la  abaQ
aph(6)-id amvA
aac(6’)-lb  macA
Car03 macB
ermA
ermB
tolC
tet(b)
tetR

Marcado en color rojo se muestra el fenotipo positivo para la participacion de bombas de expulsion.
Abreviaturas. MEM: Meropenem. IPM: Imipenem. AN: Amikacina. CIP: Ciprofloxacino. CAZ: Ceftazidima.
FEP: Cefepima. PABN: Fenilalanina-Arginina-Beta-Naftilamida. CCCP: Carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona.
ND: No determinado.

La proteina GyrA de la cepa AE38 tuvo un 100 % de cobertura e identidad con las
cepas A. baumannii ACICU (GenBank: NZ_CP031380.1) y A. baumannii AYE
(GenBank: NC_010410.1). Se encontrd el cambio aminoacidico Ser83Leu en la
region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR por sus siglas en inglés)
gue han sido reportados en A. baumannii (GenBank: X95819.1) (Anexo 18). Para
el caso de ParC se observd un 100% de cobertura y 98% de identidad con
respecto a las cepas A. baumannii ACICU (GenBank: NZ_CP031380.1) y A.
baumannii AYE (GenBank: NC_010410.1); y se encontrd la mutacion Ser80Leu

reportada en A. baumannii (GenBank: X95819.1) (Anexo 19).

La cepa posee un integrén de clase 1 semejante al reportado en la base de datos
Integrall, llamado In439, con extremos 5 y 3’ conservados y que en la region
variable incluye genes que codifican para dos enzimas modificadoras de

aminoglucésidos y uno para una enzima cloranfenicol acetiltransferasa.
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Figura 5. Representacion del integron que porta la cepa AE38.

7.11.3 Estudio del plasmido portador de blaoxa-72 en la cepa AE38

Utilizando la plataforma PLACNETw se logré obtener la secuencia de un pladsmido
contenido en un contig en el ensamble con SPAdes. El plasmido se nombré
pAbaAE38, y tiene una longitud aproximada de 10017 pb, un contenido del 35%
de G+C y 13 marcos de lecturas abiertos. En su estructura se identificaron genes
de movilizacién y replicacion (mobA/mobL y repA), ademéas de genes accesorios
que codifican para proteinas unidoras de ADN (DNA-binding protein y Arc) y una
proteina con dominio helix-turn-helix, ademas de 5 genes que codifican para
proteinas hipotéticas de funcién desconocida. Ademas de manera interesante se
encontré a la secuencia de insercion 1ISAba48 rio arriba del gen de resistencia
blaoxa72, Y empleando el algoritmo predictivo de BPROM se encontré que la
secuencia invertida repetida derecha (IRR) de ISAba48 se insertd y sobrepuso en
una secuencia promotora (Figura 6). Asimismo, se encontraron los sitios de

recombinacién XerC/XerD flaqueando la regién comprendida de Arc y blaoxar.

43



ISAba48

AGAAAGCCTGATATTGTGATGCTATTTTCTGGGCTATAGGTTAAAGCAAGGCTTACTCAGTTCTTATATGCG

S 17 1. S > e RR -
AGAACAACTCAGAAAGCCTGATATTGTGATGCTATTTTCTGGGCTATAGTGCATTATTTTTTTACTTTTATGC
-35 -10

GTAAGTCCTAAGGTCACTTTTTTATTGTTCCAAATCCTCTTTACAGTTTTTTITGTTCTCTACTTTACAATTGACT

TGGGAAATTATCCCGATGTTTGTCCGCAGGAAATGGGGATAAAAGTGGGTTATTGGAGCATTGAGAAATCA

GGAAAAATTAAATTTTTGAGTATTTTTTAATCGATTTTGTTGGCTAAAAGTGACAAAGTTGCTTAAAAAGCAT

-35 -10
CCGACTTGTTTCCAAGTCGGCTTTTCACCTATTTTTTAGTCATGACTIAATTCTATAAATAATTAAAAAATIAATA
blaoxa-72

ACTTTTCATAATTTATTTCGCATAACGCCCATTATGTTAAATTAAAAGAGTTTTAACTTTTTTAATAAAAGTAT

blaoxa-72
TATACTCTAAGCCCCAAAATTTCCCCTAACATGAATTTGTAATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC

Figura 6. Representacién gréfica de localizacién de secuencias promotoras para la
expresion del gen blacxs. €n la cepa A. baumannii AE38. En negritas y subrayado se encuentra
el codon de inicio del gen blaoxa7.. Las secuencias promotoras correspondientes a las cajas -10 y -
35 se encuentran encerradas en rectangulos. La zona sombreada en gris corresponde a la
secuencia invertida repetida derecha (IRR) de la secuencia de insercién ISAba48.

El plasmido pAbaAE38 tuvo 100% de identidad y 100% de cobertura con el
plasmido pAbal0042a (10062 pb) [GenBank: NZ_CP023027.1], 99.98% de
identidad y 100% de cobertura con el plasmido pAba5845a (9935 pb) [GenBank:
NZ_CP023035.1], 99.93% de identidad y 90% de cobertura con el plasmido
pAba920la (9024 pb) [GenBank: NZ_ CP023021.1] de cepas clinicas de A.

baumannii aisladas de otros estados en México.

En la Figura 7 se muestra la representacion del arreglo de genes del plasmido
pAbaAE38 comparandolo con otros plasmidos incluyendo el plasmido pAbaAN71
reportado por Bello-Lépez de un aislado de A. baumannii proveniente de otro

hospital poblano. Se pudd observar que la region flanqueada por las secuencias
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de insercion XerC/XerD, que comprende del gen blaoxar. hasta Arc, se encuentra
en sentido inverso en el plasmido pAbaAN71, pero se mantiene insertado en el

mismo sentido en los plasmidos pAbal0042a y pAba5845a.
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Figura 7. Representacion de la secuencia del plasmido pAbaAE38 y la comparacion con los
plasmidos pAbaAN71, pAba5845ay pAbal0042a portadores de blaox.. En verde se resaltan a
los genes involucrados en la movilizacién y replicacion, en azul al gen blaoxa72, en morado a la
secuencia de insercion ISAba48, en rosa al gen Arc, en gris a las proteinas putativas y en

rectdngulos amarillos a las secuencias de insercién XerC/XerD.

8. DISCUSION

Las infecciones causadas por especies del complejo Acb han ido en aumento en
los ultimos afios, convirtiéendose en un problema de salud publica alrededor del
mundo, y México no estd exento de ello. A. baumannii es la especie mas
frecuentemente aislada como causante de infecciones nosocomiales y adquiridas
en la comunidad, seguido de A. pittii y A. nosocomialis. Estos microorganismos

tienen la capacidad de colonizar piel y superficies inertes, y actualmente presentan
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resistencia a los antibiéticos, lo que en conjunto les permite sobrevivir en el
ambiente hospitalario (Bello-Lopez et al., 2019; Villalén et al., 2019; Gaiarsa et al.,
2019).

En este trabajo se estudiaron cepas clinicas de Acinetobacter spp. del Hospital
Regional 1.S.S.S.T.E. Puebla, de los cuales 39% fueron aisladas de secreciones
respiratorias (lavados broncoalveolares y expectoraciones), 14% de urocultivos,
10% de secreciones de herida, entre otros (37%), y provenian principalmente del
servicio de medicina interna (MIH) (43%) y unidad de cuidados intensivos (UCI)
(14%). Estos datos concuerdan con lo reportado por Alcantara-Curiel et. al.,
(2019), donde el primer sitio de aislamiento fueron secreciones respiratorias
(42%), seguido de secreciones de herida (23%) y provenian principalmente de los
servicios de medicina interna y la UCI.

Debido a la creciente importancia que ha adquirido el género Acinetobacter como
causante de infecciones nosocomiales y de la comunidad, la identificacion precisa
de la especie es importante a la hora de la toma de decisiones, particularmente
cuando se tratan de aislados con resistencia a multiples antibiéticos. Diversos
estudios han sefialado que los métodos bioquimicos tradicionales son insuficientes
para una adecuada discriminacion entre especies, por lo que se requieren técnicas
moleculares para lograr con certeza la identificacion (Lee et al.,, 2017).
Desafortunadamente no todos los laboratorios de diagndéstico de rutina en los
hospitales mexicanos tienen acceso a técnicas moleculares para la identificacion
de especies de este género, por loque se emplean sistemas con métodos basados
en el metabolismo bacteriano como lo son Vitek® 2 y API® 20NE que no siempre

son especificos.

Al igual que en otros estudios realizados en diferentes lugares de la republica
mexicana, nosotros reportamos una alta prevalencia (74%) de aislados de
especies pertenecientes al complejo Acb causantes de infecciones. Cabe
mencionar que estos estudios emplearon metodologias basadas en el
metabolismo bacteriano como lo son el sistema Vitek® 2 y API® 20NE para la

identificacion de especies en sus aislados, ademas de la amplificacion de blaoxas:-
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ke que se trata de un gen constitutivo en el cromosoma de las especies A.
baumannii (Alcantara-Curiel et al., 2014; Alcantara-Curiel et al., 2019; Lopez-
Duran et al., 2020). En nuestro estudio obtuvimos un 92% de correspondencia
entre la identificacion por el sistema Vitek® 2, amplificacion de blaoxasiike Y blaoxa 21
ike, Y FPOB, 1o cual coincide con lo reportado por Lee et al. (2015) y Lukovic et al.
(2020) los cuales reportan un 90% y 84.6%, respectivamente, de correspondencia
con la identificacion de especies entre metodologias diferentes: amplificacion de
blacsiie, POB, MALDI-TOF MS y Vitek® 2.

El analisis de los perfiles de susceptibilidad de las 49 cepas provenientes de este
hospital muestra que la resistencia a los antibioticos probados proviene de cepas
clasificadas como pertenecientes al complejo Acb, mientras que las especies fuera
de este complejo o también denominadas ambientales fueron sensibles, lo que es
congruente con lo reportado a nivel mundial donde asocian al complejo Acb como
principal causante de infecciones y que presentan resistencia a multiples
antibioticos (Facciola et al., 2019; Villalén et al., 2019; Gaiarsa et al., 2019). De
acuerdo con el perfil de susceptibilidad, 25 cepas del complejo Acb fueron
clasificadas como MDR, ya que presentaron resistencia a 1 o mas agentes en 3 0

mas categorias antibiéticas (Magiorakos et al., 2012).

El tratamiento de las infecciones por A. baumannii a menudo representa un
desafio para el médico, debido a la falta o escasez de antibibticos eficaces; este
fenbmeno se ve reflejado en 25 cepas ensayadas de A. baumannii, ya que
presentaron valores altos de CMI (entre 128 y 2512 ug/mL) para antibiéticos de
primera eleccién como son cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion (ceftazidima y
cefepime), aminoglucdsidos y fluoroquinolonas. Y aln mas preocupante, porque
presentaron valores de hasta 512 pg/mL para imipenem y meropenem gue son
tratamientos de Ultima opcion para infecciones por cepas MDR (Garnacho et al.,
2019).

En A. baumannii se han reportado multiples mecanismos de resistencia a los
antibioticos los cuales pueden ser constitutivos o adquiridos. Dichos mecanismos

incluyen la modificacion enziméatica del antibidtico, cambios en la permeabilidad de
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la membrana, sistemas de expulsion y modificaciones en los sitios blancos (Lee et
al., 2017). Uno de los mecanismos mas comunmente reportado en A. baumannii
es la produccion de betalactamasas, de las cuales las de tipo OXA son las mas
reportadas en este género bacteriano (Poirel et al., 2010). Dentro de este grupo de
betalactamasas, se encontr6 prevalente en todos los aislados a blaoxss que
pertenece a la familia blaoxasiie Y CUyo gen codificante se encuentra localizado en
el cromosoma de las especies A. baumannii (June et. al., 2016). Esta variante es
una de las mas predominantes de esta familia y su presencia se ha asociado con
la clona internacional 2 (IC2), la cual es la clona de A. baumannii mas prevalente
en el mundo (Aly et al., 2014; Opazo-Capurro et al., 2019; Villalén et al., 2019; Al-
Hassan et al., 2020). Esta enzima esta asociada con baja actividad hacia
carbapenémicos, aunque se ha observado que la presencia de ISAbal rio arriba
puede aumentar la actividad hidrolitica de esta enzima, no obstante este arreglo
genético no fue encontrado en nuestras cepas en estudio (Zander et al., 2013;
Mitchell et al., 2014; Ewers et al., 2017; Saranathan et al., 2017).

En este estudio, encontramos tres aislados (AE14, AE16 y AE19) portadores del
gen blaoxazsike, €l cual puede localizarse en el cromosoma o en plasmidos. Esta
betalactamasa se ha asociado con diferentes entornos genéticos como son
transposones (Tn2006, Tn2007 y Tn2008) y secuencias de insercién (ISAbal,
ISAba4 e ISAbal0), los cuales pueden participar en la movilizacion y
sobreexpresion de esta carbapenemasa (Ewers et al., 2016; Pagano et al., 2016).
Si bien, la familia blaoxa2s1ke, €S la carbapenemasa mas prevalente en A. baumannii
en todo el mundo (Lv et al., 2019), en México Unicamente la variante blaoxazss
perteneciente a esta familia, ha sido reportada en algunos aislados clinicos
(Gonzaélez-Villoria et al., 2016; Grafa-Miraglia et al., 2020), lo cual sugiere verificar

gue las cepas ensayadas en este estudio porten esta variante.

Otra oxacilinasa que encontramos en este estudio fue blaoxar. perteneciente a la
familia blaoxa2440 Y que fue identificada por primera vez en 2004 en un aislado de A.
baumannii en Tailandia (Chanawong et al.,, 2004) (Genbank Accesion No.

AY739646). Actualmente, cepas de A. baumannii acarreadoras de esta
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betalactamasa han sido reportadas en varios paises de Asia, Europa y América
(Tamayo-Legorreta et al., 2016; Brasiliense et al., 2018; Chen et al., 2018). Cabe
mencionar que alrededor del mundo Dblaoxazsie €S la carbapenemasa mas
reportada en aislados clinicos de A. baumannii, no obstante, en nuestro caso
blaoxar fue la carbapenemasa prevalente en las 25 cepas ensayadas, lo cual es
consistente con lo reportado en diferentes estudios realizados en México
(Alcantara-Curiel et al., 2014; Bocanegras-lbarias et al., 2015; Tamayo-Legorreta
et al., 2016; Gonzalez-Villoria et al., 2016; Mancilla-Rojano et al., 2019).

Por otro lado, también se han encontrado secuencias de insercion en aislados de
Acinetobacter spp., las cuales le brindan una variabilidad gendémica y en
consecuencia les permite una mayor adaptacion a nuevos nichos ecoldgicos
(Gaiarsa et al.,, 2019). Ademas, estas secuencias de insercibn pueden
desempeniar un papel importante en la sobreexpresion de genes de resistencia, tal
es el caso con el hallazgo de ISAba48 rio arriba de blaoxa72 €n nuestros aislados.
Este arreglo de genes podria estar influyendo en la transcripcion de esta
betalactamasa, lo que en consecuencia podria provocar un aumento en el nivel de
resistencia hacia carbapenémicos y que coincidiria con los elevados valores de
CMI que presentan las cepas de estudio (hasta 512 ug/mL) (Bahador et al., 2015;
Wong et al., 2019; Yazdansetad et al., 2019). No obstante, mas estudios son

necesarios para corroborar este fenémeno.

Otra clase de betalactamasas que han adquirido mayor relevancia en la actualidad
por su amplio espectro de hidrélisis son las metalo-betalactamasas. Dentro de
este grupo, NDM fue reportada por primera vez en 2008 en India, y fue identificada
en un aislado de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapénemicos (Yong et al.,
2009). Esta enzima confiere resistencia a todos los betalactamicos con excepcién
de monobactams. Se ha reportado su movilizaciébn en plasmidos, los cuales
ademas de portar a esta enzima, son acarreadoras de otros determinantes de
resistencia hacia otras familias de antibidticos, lo que en conjunto complica los
tratamientos y recuperaciéon de los pacientes (Ramirez et al., 2020). Soélo las
variantes NDM-1, NDM-2, NDM-3, NDM-5 y NDM-7 han sido reportadas en
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aislados clinicos de A. baumannii en el mundo (Wu et al., 2019; Khalid et al., 2020;
Singh et al., 2020). Interesantemente, en nuestro estudio encontramos a 9 cepas
(AE22, AE23, AE27, AE29, AE30A, AE30B, AE38, AE44 y AE45) portando a esta
betalactamasa en combinacién con otras dos tipo OXA. A pesar de que en
América Latina son escasos los reportes de esta betalactamasa en A. baumannii
(Rodriguez et al., 2017), en México existen dos reportes: uno en un aislado de A.
baumannii y el otro en un aislado A. haemolyticus (Duran-Bedolla et al., 2019;
Bello-Lopez et al.,, 2019). Asimismo, en las 9 cepas portadoras de blanpwm-ike S€
encontrd a la secuencia de insercion ISAbal25 flanqueando a esta betalactamasa
lo cual coincide con otros reportes donde éstas secuencias de insercion pueden
conformar un transposén llamado Tnl125, el cual moviliza a esta metalo-
betalactamasa en diferentes géneros y especies bacterianas (Marquez-Ortiz et al.,
2017). No obstante, no fue posible enviar a secuenciar la betalactamasa ni el
arreglo con ISAbal25 debido al paro de actividades derivado de la contingencia

sanitaria por SARS-Cov-2 que atraviesa nuestro pais y el resto del mundo.

De igual manera encontramos en una cepa (AE19) acarreando al gen blaive.ike, €l
primer reporte de esta metalo-betalactamasa fue en una cepa de P. aeruginosa
resistente a imipenem aislada en Japén (Watanabe et al., 1991), y es comun
encontrar a este gen dentro de un integrén de clase 1 el cual puede movilizarse
por conjugacion plasmidica (Ramirez et al., 2020). Ademas, puede coexistir con
otros genes de resistencia, como blaoxs, resultando en un incremento en la
resistencia antibiotica (Zhao et al., 2011; Jiang et. al., 2019; Chen et al., 2018;
Alcantar-Curiel et al., 2019). En América Latina son pocos los reportes de esta
carbapenemasa en A. baumannii, s6lo ha sido reportada esporadicamente en
algunos aislados clinicos en Brasil, mientras que en México su presencia en
Acinetobacter spp. no ha sido confirmada hasta el momento (Rodriguez et al.,
2018). Curiosamente, en el mismo hospital de nuestro estudio se ha reportado la
presencia de esta carbapenemasa en plasmidos de P. aeruginosa (Lopez-Garcia

et al., 2018), lo cual podria facilitar la adquisicion de este gen en algun aislado de
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Acinetobacter spp. Sin embargo, es necesario mandar a secuenciar este gen para

verificar si se trata de la misma variante circulando en este hospital.

Si bien los campos pulsados nos mostraron que no se trataba de un brote en el
hospital, pudimos observar pequefios grupos o clusters de cepas que presentaron
relacion genética entre si, y que a pesar de que se encontraban distribuidas en 7
pulsotipos diferentes, sus fenotipos de resistencia no presentaron gran variabilidad
entre ellas (Anexo 1). Numerosos estudios han demostrado que genes como
blaoxa-2sike, Dlaoxar2, blame y blanom S€ pueden movilizar por plasmidos en diferentes
especies y géneros bacterianos por eventos de transferencia horizontal de genes
(Da Silva et al.,, 2016; Leungtongkam et al.,, 2018). Curiosamente 20 cepas
portadoras de blaoxar, presentaron una unica banda plasmidica, lo cual podria
sugerirnos la diseminacién de esta carbapenemasa por medio de plasmidos en
diferentes cepas en este hospital. Asimismo, pudimos observar que 9 cepas
ademas de estar acarreando blaoxa también fueron portadoras de blaowie [0 que
hasta el momento no ha sido reportado en Acinetobacter y que podria representar
un riesgo para los pacientes de este hospital.

Otro mecanismo de resistencia no enzimatico es la participaciéon de bombas de
eflujo. De las 6 familias de bombas descritas en A. baumannii la mas importante y
estudiada es la familia RND, debido a su amplio espectro de antibiéticos que
pueden expulsar (Leus et al.,, 2018). Dentro de esta familia los sistemas mas
importantes descritos en A. baumannii son los sistemas de AdeABC, AdeFGH y
AdelJK (Temgoua et al., 2019). La sobreexpresién de uno o varios sistemas puede
disminuir la susceptibilidad hacia varios grupos de antibiéticos, esto mediante
mutaciones puntuales, deleciones o0 por secuencias de insercion en los

componentes de regulacion de cada sistema (Chen et al., 2019).

En México sélo en un estudio realizado por Alcantara-Curiel et al. (2014) se ha
reportado la participacién de bombas en la resistencia de A. baumanii empleando
un inhibidor (CCCP). Ellos reportaron un 14.5y 31.6% de participacion de bombas
en la resistencia a meropenem e imipenem, respectivamente; mientras que en

nuestro estudio empleando dos inhibidores reportamos una mayor actividad de
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bombas de eflujo: 40% hacia meropenem y 60% hacia imipenem. Ademas,
determinamos la participacion de bombas de eflujo en la resistencia hacia
aminoglucésidos y fluoroquinolonas, encontrando un 24% de participacion de
bombas para amikacina y 32% para ciprofloxacino. Cabe mencionar que de la
familia RND solo los sistemas AdeABC y AdelJK se han asociado con resistencia
a carbapenémicos, mientras que AdeABC y AdeFGH se asocian con la expulsion
de aminoglucosidos, y para el caso de fluoroquinolonas los 3 sistemas se han

asociado con su expulsién (Mullie et al., 2016; Leus et al., 2018; Xu et al., 2019).

Debido a que los dos inhibidores empleados tienen mecanismos de accion
diferentes y pueden actuar sobre distintos sistemas de eflujo, se nos permite
sugerir si una familia en especifico como RND (al utilizar PABN), o que diferentes
familias como RND, MATE, SMR y MFS, en conjunto (al utilizar CCCP) podrian

estar involucradas en la resistencia hacia cierto antibiético.

Por consiguiente, en la cepa AE16 pudimos observar que en presencia de CCCP
el valor de la CMI para amikacina disminuyé hasta 16 veces, mientras que con
PABN disminuyé sélo 4 veces, este resultado nos estd indicando que
probablemente no solamente bombas de la familia RND podrian estar
involucradas en la resistencia hacia este antibiético, sino que sistemas de otras
familias, en conjunto, podrian estar jugando un papel muy importante en la
resistencia hacia amikacina para esta cepa. De igual manera tuvimos 3 cepas
(AE14, AE19 y AE50) que en presencia de CCCP hubo una disminucién en el
valor de la CMI, pero no mayor a lo reportado empleando a PABN como inhibidor,
este dato nos permite inferir que probablemente s6lo bombas de la familia RND
participan en la resistencia hacia amikacina en este grupo de cepas. Sin embargo,

se necesitan mas estudios para corroborar este dato.

Para el caso de ciprofloxacino observamos que en 4 cepas (AE14, AE16, AE22 y
AE29) en presencia de CCCP disminuyé de 4 a 8 veces el valor de la CMI,
mientras que con PABN disminuyo solo 2 veces. Este dato nos sugiere que al igual
qgue en el caso anterior, bombas de eflujo diferentes a las de la familia RND como

los sistemas AbeS (SMR), AbeM (MATE) y AbaQ (MFS) podrian estar
52



participando en la expulsion de este antibidtico en este grupo de cepas (Pérez et
al., 2018; Temgoua et al., 2019). Al igual que en el caso con amikacina, las cepas
AE25 y AE40 mostraron una disminucién en el valor de la CMI empleando CCCP,
pero no mayor a la observado con PABN, lo cual nos permite inferir que
probablemente sdlo sistemas de la familia RND podrian estar involucrados en la

resistencia hacia ciprofloxacino en estas cepas.

Curiosamente para el caso de carbapenémicos al emplear PABN como inhibidor
pudimos observar una disminucion de hasta 4 veces en el valor de la CMI, lo cual
indica que sistemas de la familia RND podrian participar en la resistencia hacia
este grupo de antibidticos. Sin embargo, al emplear CCCP como inhibidor no
pudimos observar disminucion alguna en el valor de la CMI, esto probablemente
debido a la actividad de otros sistemas de eflujo de la familia RND que no se ven
afectadas por este ultimo inhibidor, pero que son capaces de expulsar estos
antibioticos o que la concentracion del inhibidor empleada no fue la suficiente para
inhibir la actividad de las bombas y tendrian que hacerse estudios posteriores con
mayor concentracion como las reportadas anteriormente (Alcantara-Curiel et al.,
2014). De igual manera, también observamos que en 6 de nuestras cepas ademas
de no disminuir el valor de la CMI para meropenem, lo incrementé. Este fenbmeno
ya ha sido observado en cepas de K. pneumoniae y se ha asociado con la
reduccion en la expresion de proteinas de membrana externa las cuales podrian
estar influyendo en la resistencia hacia este grupo de antibidticos (Vera et al.,
2018); sin embargo, este estudio en A. baumannii es el primer reporte y se sugiere

realizar mas estudios para tratar de entender este fenébmeno.

De manera general, las 25 cepas A. baumannii MDR presentaron un perfil de
resistencia muy similar entre ellas (Anexo 1), mientras que el genotipo nos mostro
3 grupos de cepas diferentes, un grupo portador de 3 blaoxa diferentes (AE14,
AE16 y AE19), otro grupo portador de blaoxar2y blanowie (AE22, AE23, AE27, AE29,
AE30A, AE30B, AE38, AE44 y AE45) y un tercer grupo portador sélo de blaoxar
(AE25, AE26, AE28, AE31, AE32, AE34, AE37, AE40, AE41, AEA7, AE48, AE50 y

AE51) lo que ayuda a explicar los diferentes pulsotipos encontrados por campos
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pulsados. De igual manera, al encontrar el arreglo ISAbal25-blanowie €n cepas de
diferentes pulsotipos nos permite inferir que posiblemente esta betalactamasa
podria estar movilizandose por medio de un transposén Tnl25 o Tn125-like en
diferentes cepas circulantes en el hospital. Ademas, el hallazgo de 1SAba48 rio
arriba de blaoxar2 y €l haber localizado un segundo promotor proporcionado por la
misma secuencia de insercién nos ayuda a entender un poco por qué estas cepas
presentan valores de CMI tan elevados hacia carbapenémicos. No obstante, es
necesario corroborar que ISAba48 realmente esté influyendo en la expresion de
esta betalactamasa. Por ultimo, pudimos observar como las bombas de expulsion
juegan un papel muy importante en la adaptacion de A. baumannii en diferentes
nichos, por un lado, tuvimos cepas en las cuales las bombas de expulsion son
importantes en la resistencia hacia ciertos grupos de antibiéticos (como las cepas
AE14, AE16, AE19, AE22, AE29, AE31, AE32 y AE40) mientras que en otras
cepas no lo son (AE37), asi como tuvimos cepas en las cuales las bombas de
expulsion son importantes en el desarrollo del fenotipo MDR (AE14 y AE25).
Asimismo, pudimos observar que, a pesar de tener multiples sistemas de bombas
de expulsién, no necesariamente todos van a participar en la resistencia
antibidtica.

Con el surgimiento de las tecnologias de secuenciacion masiva de nueva
generacion (NGS) se han reducido los costos y tiempo para obtener la secuencia

del genoma completo de un microorganismo de interés (Aguilar-Bullet et al., 2015).

En este trabajo se consiguié secuenciar el genoma completo de la cepa A.
baumannii AE38 resistente a todos los antibiéticos probados. En el cromosoma de
la cepa se localizaron genes de resistencia como blaoxass ¥ blassc7s que confieren
resistencia a penicilinas y cefalosporinas de hasta tercera generacion,
respectivamente (Evans et al., 2014; Karah et al., 2017). Cabe mencionar que
blaxcc.7s puede conferir niveles de resistencia 2256 pg/mL a cefalosporinas lo que

coincide con lo observado en esta cepa (Tsai et al., 2020).

Por otro lado, se sabe que el mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas se

debe principalmente a mutaciones en la regién determinante de la resistencia a
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guinolonas (QRDR) en los genes gyrA y parC en cepas de A. baumanni y
miembros del complejo Acb (Gu et al., 2015; Liu et al., 2012; Sun et al., 2016).
Asimismo, se ha reportado que sélo la mutacion Ser83Leu en GyrA o la mutacion
Ser80Leu en ParC confieren niveles bajos de resistencia, mientras que en
conjunto pueden conferir valores de CMI de hasta 256 pg/mL para este grupo de
antibioticos (Tsai et al., 2020) que coincide con los valores elevados de CMI que

presentd esta cepa.

Esta cepa también fue portadora de un integrén similar a In439 reportado en el
cromosoma de especies A. baumannii y se conforma de los casetes de genes
aac(6’)-lb y aadAl en conjunto de catB8 que confieren resistencia a gentamicina,
amikacina, kanamicina, estreptomicina, espectinomicina, Yy cloranfenicol
respectivamente (Gordon et al., 2010; Khurshid et al., 2019). Ademas, contiene al
gen armA que puede conferir niveles de resistencia de hasta 256 pg/mL para
todos los aminoglucésidos con excepcion de estreptomicina y espectinomicina

(Tsai et al., 2020), lo cual coicide con lo encontrado en la CMI de esta cepa.

Asimismo, encontramos a blaoxa72 €n un plasmido que tiene una estructura similar
a otros plasmidos encontrados en cepas clinicas de A. baumannii en diferentes
lugares del pais. Esta enzima fue la carbapenemasa prevalente en todos los
aislados de nuestro estudio y se asocid con siete pulsotipos diferentes con perfiles
de resistencia muy similares entre si. En el plasmido encontrado en esta cepa y
los otros 3 con los que comparamos, muestran una region flanqueada por
secuencias de insercién homologas a las recombinasas XerC/XerD (Figura 6). Se
ha sugerido que la presencia de sitios de reconocimiento a recombinasas
XerC/XerD, flanqueando a esta betalactamasa, podrian estar participando en la
movilizacion de blaoxar. €ntre especies del género Acinetobacter (Povilonis et al.,
2012; Fonseca et al., 2020). Y por otro lado, debido a eventos de recombinacién
genética mediados por sitios homologos a proteinas Xer, podria ser que diferentes
plasmidos se encuentren compartiendo regiones o estructuras genéticas que

abarcan a esta betalactamasa (Kuo et al., 2013).
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Dentro de la misma region flanqueada por XerC/XerD en el plasmido de nuestra
cepa pudimos localizar a la secuencia de insercion ISAba48 rio arriba de blaoxa.
Varios reportes han demostrado que las secuencias de insercion pueden jugar un
papel muy importante en la resistencia a los antibioticos ya que pueden proveer de
promotores fuertes al insertarse y en consecuencia aumentar el nivel de expresion
de la betalactamasa (Pagano et al., 2016). No obstante, a diferencia de otros
estudios que reportan un promotor -10 extendido debido a la insercién de ISAbal
(Segal et al., 2007; Corvec et al., 2007; Kuo et al., 2014), en nuestra cepa
encontramos que ISAba48 en lugar de extender el promotor -10 de la
betalactamasa dispuso de un segundo promotor rio arriba del primero (Figura 6),
lo cual podria estar favoreciendo en un aumento de la expresion de la
betalactamasa y en consecuencia un aumento en el nivel de resistencia que
correlaciona con los elevados valores de CMI’s hacia antibidticos carbapenémicos

que presenta esta cepa.

Por otro lado, esta cepa habia sido identificada como portadora de blaxowie, NO
obstante, no fue posible encontrarla en la secuenciacion masiva del genoma, por
lo que se piensa que posiblemente estén coexistiendo dos poblaciones de A.
baumannii y la que se logré secuenciar fue aquella no portadora de esta metalo-
betalactamasa, por lo que seria adecuado volver a mandar a secuenciar

obteniendo la cepa a partir de un cultivo con antibiéticos carbapenémicos.

Al igual que en otras bacterias Gramnegativas, el desarrollo de multidrogo-
resistencia en A. baumannii involucra la sobreexpresion de sistemas de bombas
de eflujo, especialmente aquellas pertenecientes a la familia RND (Lee et
al.,2017). Generalmente, estos sistemas se encuentran en operones, donde el
primer gen corresponde a una proteina de fusion de membrana (AdeA, AdeF y
Adel) la cual permite la interaccion entre los otros dos componentes, el segundo
codifica para el transportador RND (AdeB, AdeG y AdeJ) el cual se encarga del
transporte y reconocimiento del sustrato, y por ultimo el tercer gen se trata de un
factor de membrana externa (AdeC, AdeH y AdeK) que constituira un canal para el

cruce del sustrato hacia el exterior celular (Leus et al.,, 2018). En nuestra cepa
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pudimos encontrar homdlogos a componentes de los 3 principales sistemas
(AdeABC, AdeFGH y AdelJK) y sus reguladores. Algunos estudios han mostrado
que sustituciones aminoacidicas, insercion de secuencias como ISAbal o la
delecion de estos reguladores en aislados clinicos resultan en una sobreexpresion
de estos sistemas (Xu et al., 2019). La proteina AdeL se encarga de regular al
sistema AdeFGH, en el articulo de Coyne et. al. en 2011 reportaron que la
delecion de 11 residuos aminoacidicos en el C-terminal o las sustituciones
Thr319Lys y Vall39Gly en el dominio de reconocimiento pueden conferir un
incremento en la expresion de adeG; sin embargo, en nuestra cepa no se
encontraron estas modificaciones (Anexo 7) lo que pone en duda la participacion

de este sistema en la resistencia.

AdelJK es otro sistema de la familia RND que ha sido encontrado tanto en cepas
A. baumannii sensibles como resistentes, su expresion se encuentra regulada por
el regulador transcripcional AdeN de la familia TetR, y esta bomba puede conferir
resistencia intrinseca hacia diferentes antibidticos como betalactamicos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, entre otros mas (Xu et al., 2019). Algunos estudios
han demostrado que la delecion parcial o total de AdeN debido a un codon de paro
prematuro incrementa la expresion de adeJ (Rosenfeld et al., 2012; Tsai et al.,
2020), en el caso de nuestra cepa no se localizd ninglin codén de paro prematuro,
pero si sustituciones aminocidicas (Val217Asn, His215Asp, Gly213Val, Lys212Ser
y Leu211Phe) debido la insercion de ISAbal (Anexo 11). Hasta el momento no
existen reportes de mutaciones en AdeN asociadas con la sobreexpresion de
AdelJK, por lo que no se puede descartar que estos cambios aminoacidicos

podrian estar involucrados en una sobreexpresion de la bomba de expulsion.

De los 3 sistemas principales de la familia RND en A. baumannii, el sistema
AdeABC ha sido el mas estudiado debido al amplio espectro de antibiéticos que
puede expulsar (Abdi et al., 2020). En nuestra cepa pudimos encontrar los
homologos a sus componentes, con excepcion del sistema regulador AdeRS.
Diferentes mutaciones en estos reguladores se han asociado con una

sobreexpresion de adeB (Salehi et al., 2020), en cambio la delecion o pérdida de
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este sistema regulador ha mostrado un incremento en la susceptibilidad antibittica
(Sun et al., 2017). Por otro lado, Ming Feng et al., mostr6 que otros sistemas
reguladores, como BaeSR, también pueden regular la expresion de esta bomba de
expulsion, por lo que es necesario mas investigacion para explorar el mecanismo
de regulacion de AdeABC, asi como mas evidencia directa de su papel en la
resistencia antibiotica en aislados clinicos de A. baumannii. Por otro lado,
encontramos varios cambios aminoacidicos (Gly306Val, Asn427Ser, Ala552Thr,
Ala643Asp, Thr646Ser y Leu731Phe) en adeB de nuestra cepa con respecto a la
cepa A. baumannii ATCC 17978 sensible a los antibidticos (Anexo 5). Hasta el
momento ningun estudio ha investigado si estos cambios aminoacidicos en el
transportador RND (adeB) podrian estar relacionados con un incremento en el
reconocimiento de sustratos y una mayor afinidad por ellos, lo que en
consecuencia podria asociarse con el fenotipo MDR y los altos valores de CMI de

la cepa.

Si bien, nosotros esperabamos que estos sistemas de la familia RND estuvieran
involucrados en la resistencia en la cepa AE38, al realizar la inhibicion con PABN
s6lo pudimos observar un fenotipo positivo para el antibiético imipenem. Por lo que
este dato nos sugiere que estos sistemas podrian no verse involucrados en la
resistencia a los antibiéticos evaluados (meropenem, amikacina y ciprofloxacino) o
que la concentracién empleada del inhibidor no fue la suficiente para inhibir a
estos sistemas de eflujo, por lo cual es necesario evaluar concentraciones
mayores del inhibidor, asi como emplear otras metodologias (RT-gPCR) para
corroborar o descartar la participacion de estas bombas en la resistencia en esta

cepa.

Cabe resaltar que también fueron localizadas otras bombas de familias diferentes
como AbeS de la familia SMR y AbeM de la familia MATE que pueden expulsar
antibidticos betalactamicos y fluoroquinolonas; AbaQ, AmvA y Tet(b) de la familia
MFS que estan involucrados en la expulsién de fluoroguinolonas, cloranfenicol y
tetraciclinas respectivamente (Mullie et al., 2016). Sin embargo, no nos fue posible

evaluar la participacion o no de estos sistemas en la resistencia empleando el
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inhibidor CCCP. De igual manera, se logro localizar al sistema EmrAB-TolC de la
familia MFS que esta asociado con la resistencia a carbapenémicos vy
aminoglucésidos (Nowak et al., 2016), y es importante mencionar que no se ve
afectado por ninguno de los dos inhibidores empleados en este estudio, lo que
sugiere otro factor a considerar en la resistencia antibiotica en esta cepa (Greene
et al., 2018).

9. CONCLUSIONES

Este estudio mostré que la resistencia a los antibiéticos en aislados clinicos de A.
baumannii en este hospital se encuentra mediada por varios mecanismos de
resistencia. La resistencia a antibiéticos carbapenémicos en los aislados del
Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. Puebla, no fue debida so6lo a la produccién de
diferentes carbapenemasas, sino que otros mecanismos como las bombas de
expulsion, probablemente no s6lo de una familia en particular, pueden ser
responsables de la resistencia y del fenotipo MDR; lo cual le proporciona a este
patbgeno una estrategia exitosa para su adaptacién y supervivencia en el
ambiente hospitalario complicando los tratamientos en los pacientes.

10. PERSPECTIVAS

1. Continuar con el monitoreo epidemiolégico y molecular en los hospitales de
Puebla para vigilar el surgimiento de especies baumannii y no-baumannii
causantes de infecciones que puedan diseminar genes de resistencia a los

antibioticos.
2. Amplificar el gen blaoxa-s1-ike @ las 9 cepas del complejo Acb faltantes.

3. Secuenciar los genes Dblanom-ike, blaoxa-2zike, blamvp-iike y el arreglo

ISAbal25-blanom-ike que portan las cepas.
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4. Determinar los entornos genéticos de las betalactamasas encontradas y
compararlos con otros entornos de cepas de la misma especie aisladas de

diferentes ambientes.

5. Investigar si la segunda secuencia promotora proporcionada por ISAba48
rio arriba de blaoxa-72 influye en la expresion de esta betalactamasa
incrementando los niveles de resistencia hacia  antibi6ticos

carbapenémicos.

6. Probar diferentes concentraciones de ambos inhibidores de bombas de
expulsiobn para corroborar o descartar la participacion de éstas en la
resistencia a los antibiéticos.

7. Investigar si los sistemas adeABC, adelJK, abeM y ermAB-tolC participan

en la resistencia a antibidticos carbapenémicos.

8. Investigar si la delecién y/o mutaciones en los reguladores adeRS, adelL y
adeN reportados en este estudio pudieran estar participando en la

sobreexpresion de bombas de expulsion.

9. Investigar si los cambios aminoacidicos encontrados en el transportador
RND adeB participan en el reconocimiento y en la resistencia a los
antibioticos.

10.Caracterizar los plasmidos que portan el resto de las cepas A. baumannii
MDR de este estudio.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas generales de 24 cepas A. baumannii MDR.

Genotipo de resistencia Participacién de bombas de | Extraccion

PFGE expulsion (PABN/CCCP) de

AbE ' " R L blaOXA l blamBL l ISAba48 [ ISAba125 1PM l MEM l AN [ e
[AE‘A A o A TE 66,23,72 . B . B VAN a
AES 0 e e A1 SAM y TE 66,23,72 - - - ND /ND 4+ 4+ a
ihm I bisemene A2 SAM 66, 23,72 imp - - JND 4/~ 4/+ -/ND a
] N7BUNRRRE B Ninguno 66,72 ndm + + +/- 4~ </JND  +/+ 1
| 53 T B Ninguno 66,72 ndm + + +-  +-  JND -/ND »

—
15 0 v Bl Ninguno 66,72 - + . W ND i
A5 04— C Ninguno 66,72 - + - +/- 4 -/ND 4/ 1
AES B e C Ninguno 66,72 - + . +- 4 -ND -/ND 1
10 B0 C Ninguno 66,72 ndm + + - </ND  /ND [+ 1
AEA C Ninguno 66,72 ndm + + </ND -/ND -/ND -/ND 1
JE3E 0 C Ninguno 66,72 ndm + + JND 4~  -/ND -/ND 0
A 0 e C1 Ninguno 66,72 - + - +-  -/ND  -/ND -/ND 1
AT s 2 SAM 66,72 ndm + + VA +/-  -/ND »
AE3l ) wme—— D Ninguno 66,72 - + - +- 4/~ -/ND -/ND 1
A7 | —— £S5 Ninguno 66,72 - + - S 1
—:ABS [ICOREE s E4 Ninguno 66,72 ndm + + +-  -/ND  -/ND -/ND U
) 1 s E3 Ninguno 66,72 - + - +- </ND /ND  +/-* 1
4)

AEAL 0 e E2 SAM 66,72 - + - 4 -/ND  /ND -/ND 1

AELL 1 - E1 Ninguno 66,72 ndm + + </ND -/ND  -/ND -/ND
AFLS 1 E Ninguno 66,72 ndm + + +-  +-  -/ND -/ND 2
LT e e 3 Ninguno 66,72 - + - +-  -/ND  -/ND -/ND 2
) 1 —— E sam 66,72 . + - ND  -/ND  +/-* -/ND 2
Ly 0 oot n Ninguno 66,72 - + - JND -/ND -/ND -/ND 2
A - G SaM 66,72 - + - +-  -/ND  /ND  +/- 2

LA B B e |

Cefio

Anexo 2. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adeA de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeA de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

TTAGAACGTTATGAGCAGCTATTACCAAGTAATGCGATTAGTAAGCAAGAAGTAAGTAAT

—————————————————————————————————————————— ATGAAAGCATTGCTGGCC
GCTCAAGCTCAGTATCGTCAGGCTCTAGCCGATGTCGCTCAAATGAAAGCATTGCTGGCC

KAk AAkKAkKAkAk Ak KAA AKX Ak Kk K* Kk

AGACAAAACTTGAATCTGCAATATGCAACAGTTCGAGCGCCTATTTCTGGGCGTATTGGG
AGACAAAACTTGAATCTGCAATATGCAACAGTTCGAGCGCCTATTTCTGGGCGTATTGGG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A KRRk kK

CAATCTTTTGTCACTGAAGGTGCATTGGTCGGTCAGGGCGATACCAATACGATGGCAACC
CAATCTTTTGTCACTGAAGGTGCATTGGTCGGTCAGGGCGATACCAATACGATGGCAACT

KA A K AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR AR A A A A A A AR A AR Ak kKK

ATTCAACAGATTGATAAAGTCTATGTTGATGTAAAGCAATCGGTTAGTGAGTATGAACGC
ATTCAACAGATTGATAAAGTCTATGTTGATGTTAAGCAATCAGTTAGTGAGTATGAACGC

KAKXKAKRKAAKAAXAKAAKRAAKAAAA XK AR AR AA XA A, *hkA XA hh, Kk rAkhrhkk hkkhkhkhAkkhkrkk k)%

CTACAGGCTGCGCTACAAAGCGGCGAATTATCAGCAAATAGTGACAAAACCGTTCGTATT
CTACAAGCTGCGCTACAAAGCGGTGAATTATCAGCAAATAGTGACAAAACCGTTCGTATT

KAKKAKh KAAKAAKAKAAKRAAKAAAAXAK A KA AAAA AR A IA A A A A AR A AR A A A AR A A AR AKX Ak kK

ACCAATAGCCACGGACAGCCCTATAACGTCACAGCAAAAATGTTGTTTGAAGATATTAAT
ACCAATAGCCACGGGCAACCTTATAACGTCACAGCAAAAATGTTGTTTGAAGATATTAAT

hhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdx K,k Kk hrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhkxkxx

GTTGACCCGGAAACAGGCGATGTCACATTCCGTATTGAAGTTAATAACACTGAACGAAAA
GTTGACCCGGAAACGGGCGATGTCACATTCCGTATTGAAGTTAATAACACTGAACGAAAA

AARAKRAKRAKRAKRAKAAKN A AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR Ak ko k

TTACTTCCGGGCATGTATGTGCGTGTCAATATTGATCGTGCTTCTATTCCTCAAGCGCTA
TTACTTCCGGGCATGTATGTGCGTGTCAATATTGATCGTGCTTCTATTCCTCAAGCGCTA

ok rhkhkhkhhkhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhhkrhhkrhkhkrkhkxkxx

60

120

180

240

300

360

420

18
480

78
540

138
600

198
660

258
720

318
780

378
840

438
900
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

TTGGTTCCGGCGCAAGCGATCCAACGTAATATCAGTGGCGAGCCTCAGGTATATGTCATT
TTGGTTCCTGCGCAAGCGATCCAACGTAATATCAGTGGCGAGCCTCAGGTATATGTCATC

hhkhkhkhkhkkhk kA hkkrhhkrhhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhhhkxkhkkxkkx

AACGCCCAAGGGACAGCGGAAATTCGTCCTATCGAAATTGGACAGCAATATGAGCAGTTC
AATGCCCAAGGTACAGCGGAAATTCGTCCTATCGAAATTGGACAGCAATATGAGCAGTTC

khk hkkkkhkhkhkkhk kA hkhkrhkhkhhhkhhkhkhhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkrhkkhkkhhkrkxk

TATATCGCTAACAAAGGCTTGAAAGTCGGTGACAGAGTCGTTGTTGAAGGTATTGAACGT
TATATCGCTAACAAAGGCTTGAAAGTCGGTGACAAAGTCGTTGTTGAAGGTATTGAACGT

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhhkhkrhkhkrhkhh drhkhhkhkhkhhkkrhkkhkrhkrkhkkkkhkrkxk

ATTAAGCCAAATCAAAAATTGGCATTGGCAGCATGGAAAGCACCAGCCGTCGCGAATCAT
ATTAAGCCAAATCAAAAATTGGCATTGGCAGCATGGAAAGCACCAGCCGTGGCAAATCAT

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkrhkkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhk *x H*hkkk*xxk

GCTTCAAGTGTAGAAACCAAAACTTCTATAGCTGAAGGGGC-————————— 719
GCTTCAAGTGTAGAAACCAAAACTTCTATAACTGAGGGGGCGCAACCATGA 1191

khkrkhkhkhkhhkhkkhkhhkkhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkhkrkhk kxkk *kxk%k

498
960

558
1020

618
1080

678
1140

Anexo 3. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adeA de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeA de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AETRPQVGGIIEKVLFKQGSEVRAGQALYKINSETFEADVNSNRASLNKAEAEVARLKVQ

—————————————————————————————————— MKALLARONLNLQYATVRAPISGRIG
LERYEQLLPSNAISKQEVSNAQAQYRQALADVAQMKALLARONLNLOYATVRAPISGRIG

KRk AAkKAkKAA XK A AAXAAA A A XA KA AKX kK%

QSFVTEGALVGQGDTNTMATIQQIDKVYVDVKQSVSEYERLOAALQSGELSANSDKTVRI
QOSFVTEGALVGQGDTNTMATIQQIDKVYVDVKQSVSEYERLQAALQOSGELSANSDKTVRI

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A A A ARk k%

TNSHGQPYNVTAKMLFEDINVDPETGDVTFRIEVNNTERKLLPGMYVRVNIDRASIPQAL
TNSHGQPYNVTAKMLFEDINVDPETGDVTFRIEVNNTERKLLPGMYVRVNIDRASIPQAL

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Ak kK

LVPAQAIQRNISGEPQVYVINAQGTAEIRPIEIGOQYEQFYIANKGLKVGDRVVVEGIER
LVPAQATIQRNISGEPQVYVINAQGTAEIRPIEIGOQYEQFYIANKGLKVGDKVVVEGIER

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR Ak e kA XA Ak kK

IKPNQKLALAAWKAPAVANHASSVETKTSIAEGAQP 242
IKPNQKLALAAWKAPAVANHASSVETKTSITEGAQP 396

R R R R b b b I b b b b b b b b b b b b b E b b b b IR b O i

60

120

26
180

86
240

146
300

206
360

Anexo 4. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adeB de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeB de la cepa A. baumannii ATCC 17978.
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CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

ATGATGTCACAATTTTTTATTCGTCGTCCCGTTTTTGCTTGGGTTATTGCGATCTTCATT
ATGATGTCACAATTTTTTATTCGTCGTCCCGTTTTTGCTTGGGTTATCGCGATCTTTATT

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhhrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhk *khkrkhkkhkhkx **x%

ATTATATTTGGATTGCTGAGCATTCCTAAACTGCCAATTGCACGTTTTCCAAGTGTGGCC
ATTATATTTGGATTGCTGAGTATTCCTAAACTGCCAATTGCACGTTTTCCAAGTGTAGCC

kA hkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhhkhkrhhkh dhhkhhkhkhhkhkhrhkhhhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkkhkhkx **x%

CCGCCACAGGTGAATATTAGTGCGACTTATCCTGGTGCTACAGCTAAAACCATTAACGAT
CCGCCACAGGTGAATATTAGTGCGACTTATCCTGGTGCTACAGCTAAAACCATCAACGAT

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhrhkhkrhkkhkrhkkhkrkhkkx *hkxk*xx*

AGCGTTGTAACCTTAATTGAGCGCGAATTATCGGGTGTAAAAAATCTACTCTACTATAGT
AGCGTTGTAACCTTAATTGAGCGCGAATTATCGGGTGTAAAAAATCTACTCTACTATAGT

Ak hkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkrhkhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhhhkxk

GCGACAACAGATACCTCCGGTACAGCAGAGATTACGGCTACGTTTAAACCAGGCACAGAT
GCGACAACAGATACCTCCGGTACAGCAGAGATTACCGCTACATTTAAACCGGGCACAGAT

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhkkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkh *khkhkkhkhk *khkrkhkkhkrkhkx khxkkhhxkxx

GTGGAAATGGCTCAGGTTGACGTTCAAAATAAAATCAAGGCTGTAGAAGCTCGCTTACCG
GTGGAAATGGCTCAGGTGGACGTTCAAAATAAAATCAAGGCTGTAGAAGCTCGCTTACCG

KAKXKAKRKAXAKAAKAAAKNAXAKA KA AKA KR A I AA AR AR AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AR A K kK

CAAGTTGTACGTCAGCAAGGTTTACAGGTTGAGGCTTCATCGTCCGGATTTTTAATGCTG
CAAGTTGTACGTCAGCAAGGTTTACAGGTTGAGGCTTCATCGTCCGGATTTTTAATGCTG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR AR Ak kK

GTCGGGATTAACTCTCCAAATAATCAATATTCCGAAGTTGATTTGAGTGATTATTTGGTT
GTCGGGATTAACTCTCCAAATAATCAATATTCCGAAGTTGATTTGAGTGATTATTTGGTT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR Ak kK

CGAAATGTTGTAGAAGAGCTAAAACGTGTCGAAGGTGTAGGGAAGGTTCAATCTTTCGGT
CGAAATGTTGTAGAAGAGCTAAAACGTGTCGAAGGTGTAGGGAAGGTTCAATCTTTCGGT

KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR AR A AR AR Ak kK

GCCGAGAAAGCTATGCGTATTTGGGTCGACCCGAATAAGCTTGTTTCTTACGGTTTATCG
GCCGAGAAAGCTATGCGTATTTGGGTCGACCCAAATAAGCTTGTTTCTTACGGTTTATCG

KAKAKAKRKAAKAAAKAAKRA AR A AR AR AR A IAAA A A A, A A A AR AR AR A AR A AR A A A AR ARk Rk kK

ATTAGTGATGTGAATAATGCCATTCGTGAAAATAATGTCGAAATTGCACCCGGCCGACTT
ATTAGTGATGTGAATAATGCCATTCGTGAAAATAATGTCGAAATTGCACCCGGCCGACTT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR A A A AR A AR A A A AR AR AR A A A A A A AR A ARk kK

GGTGATTTACCAGCTGAAAAAGGCCAGCTCATTACTATTCCATTGTCTGCTCAAGGGCAA
GGTGATTTACCAGCTGAAAAAGGCCAGCTCATTACTATTCCGTTGTCTGCTCAAGGGCAA

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhrhkkhkrhkhkhkhhkrkhkhhkh hkhkrhkhkrhhkrkhkhhkhkhhkxk

TTGTCTAGTCTCGAGCAATTTAAAAATATTAGCTTAAAAAGTAAAACTAACGGTAGCGTA
TTGTCTAGTCTCGAGCAATTTAAAAATATCAGCTTAAAAAGTAAAACTAACGGTAGCGTA

hhkrhkhkhkhkhkhkhkhhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhrkh *hhkhkhhkrkhkhhhrhkhkrhkhkrhhkrkhkhhdhkxk

ATTAAGTTATCTGATGTTGCCAATGTAGAAATAGGCTCACAGGCATATAACTTTGCCATT
ATTAAGTTATCTGATGTTGCCAATGTAGAAATAGGTTCACAAGCATATAACTTTGCCATT

hhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkh *khkhkhkdk *khkrhkhkrhhkrkhkrhkhhkxx

TTGGAAAATGGTAAGCCTGCTACCGCGGCAGCAATTCAATTAAGCCCGGGTGCTAACGCC
TTGGAAAATGGTAAGCCTGCTACCGCGGCTGCAATTCAATTAAGCCCGGGTGCTAACGCC

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

KA A A A Ak h kA h A A hhkhhdh A hhhkhhkdhhrkhd dhdhhhrkhhhkkhhhxhrkhkhkhkhhkhhkrkhkrkhxkx%

GTGAAAACTGCCGAAGTTGTTCGAGCAAAAATTGAAGAGTTGAAGCTAAATTTACCGGAA
GTGAAAACTGCCGAAGGTGTTCGAGCAAAAATTGAAGAATTGAAGCTAAATTTACCGGAA

hhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhk hhkhkkhhkhkhkhkhkkhrhkhkrhkkhkhkhkhkrkhk *hhkhkkhkhhkkhkrhkkhkrhkkhhkrxkxx

GGCATGGAGTTTAGTATTCCTTACGACACCGCGCCGTTTGTCAAAATTTCAATTGAAAAG
GGCATGGAATTTAGTATTCCTTACGACACAGCGCCGTTTGTCAAAATTTCAATTGAAAAG

kA hkhkhkhkkhk hhkhkkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhhkhhhhkh dhkhkhkhhkrhkhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkrhkkrkhkrxkhxx

GTAATTCATACATTACTTGAAGCCATGGTTCTGGTTTTCATTGTGATGTATCTATTTTTA
GTAATTCATACATTACTTGAAGCCATGGTTCTGGTTTTTATTGTGATGTATCTATTTTTA

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhkhkhhhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkhhhkrkhk hhhdhkkhkrhkkhkrhkhkrkhkhkhkkhkrkxk

CATAATGTCCGCTATACGCTTATTCCAGCGATTGTGGCGCCTATTGCCTTACTCGGTACT
CATAATGTCCGCTATACGCTTATTCCAGCGATTGTGGCGCCTATTGCCTTACTCGGTACT

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrhkkhkkhhrkxk

TTTACCGTGATGTTGCTTGCCGGCTTTTCAATTAACGTACTCACCATGTTCGGTATGGTG
TTTACCGTGATGTTGCTTGCCGGCTTTTCAATTAACGTACTCACCATGTTTGGTATGGTA

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkkrhkkhkrhkhkrhkhhkkhdx *xkkxkkxx*x

CTTGCCATCGGGATTATTGTCGACGATGCCATTGTCGTGGTTGAAAACGTCGAAAGGATT
CTTGCCATCGGGATTATTGTCGACGATGCAATTGTTGTCGTTGAAAACGTCGAAAGGATT

KAKXKAKRKAXAKAA KNI AKRAXAKAIAAA AR A XA RAA AKX *hkkhhk * Kk *NA*AhkkhkhAkhArhkA khAkhkhk Ak khAkrAkkxkk%

ATGGCGACAGAAGGATTATCGCCTAAAGATGCAACCTCTAAAGCAATGAAAGAGATTACC
ATGGCGACTGAAGGATTAAATCCTAAAGATGCAACCTCTAAAGCAATGAAAGAGATTACC

KAk kkhkhkk Kk Kkhkkhkkkkkhkkk*k AKAI KA A KA KR AR AA AR AR A AR A A A A NI AR A A A AR A Ak kKK

AGCCCGATTATTGGTATTACGCTGGTATTGGCGGCAGTATTTTTACCTATGGCATTTGCG
AGCCCGATTATTGGTATTACGCTGGTATTGGCGGCAGTATTTTTACCTATGGCATTTGCG

KA AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR Ak kK

AGTGGTTCTGTAGGGGTAATCTATAAACAGTTTACCTTGACCATGTCGGTATCTATTTTA
AGTGGTTCTGTAGGGGTAATCTATAAACAGTTTACCTTGACCATGTCGGTATCTATTTTA

KA AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR AR A A A A A A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR ARk kK

TTTTCAGCGCTATTGGCACTTATTTTAACACCGGCACTTTGTGCCACGATTTTAAAACCA
TTTTCAGCGCTATTGGCACTCATTTTAACACCGGCACTTTGTGCCACAATTTTAAAGCCA

KAKXKAKRKAKAKAAAAAKRAAKAAAA KA KRAIAAAXAAA KA XA AXAA A KA A XA A A A AKX *hkkxhkhAkkhh )k **k%

ATCGATGGGCATCACCAGAAGAAGGGCTTCTTTGCATGGTTTGACCGTAGTTTCGATAAA
ATCGATGGGCATCATCAGAAGAAGGGCTTCTTTGCATGGTTTGACCGTAGTTTCGATAAA

KAKXKAKRKAIAKAAKREAAKN A A A AKA AR A A A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKXk kK

GTCACTAAAAAGTATGAATTGATGCTGCTTAAAATCATCAAACATACAGTTCCAATGATG
GTCACTAAAAAGTATGAATTGATGCTGCTTAAAATCATCAAACATACAGTTCCAATGATG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A AR Ak Ak kK

GTGATCTTTTTAGTAATTACCGGTATTACCTTTACCGGAATGAAATATTGGCCAACAGCA
GTGATCTTTTTAGTAATTACCGGTATTACCTTTGCCGGAATGAAATATTGGCCAACAGCA

hhkhhkhkhkhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhhhkhkhkhkhhrhkkhrkhk hhkrkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkrkhhkhhxhkxk

TTTATGCCAGAGGAAGATCAAGGTTGGTTCATGACTTCGTTCCAGCTACCTTCAGATGCA
TTTATGCCAGAGGAAGATCAAGGCTGGTTCATGACTTCGTTCCAGCTACCTTCAGATGCA

hhkrhkhkhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkhkkhhkdx dhkhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrhkhhkhkdhkxx

ACCGCTGAGCGTACTCGGAATGTAGTCAATCAATTTGAAAATAATTTGAAAGACAATCCC
ACCGCAGAGCGTACTCGGAATGTAGTCAATCAATTTGAAAATAATTTGAAAGATAATCCC

hhkhhkk hhkhkhhhkrhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkkx *hkrkxx

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140

1200
1200

1260
1260

1320
1320

1380
1380

1440
1440

1500
1500

1560
1560

1620
1620

1680
1680

1740
1740

1800
1800

77



AE38
ATCC17978

AE38
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AE38
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

GATGTAAAAAGTAATACCACCATTTTGGGATGGGGTTTTAGTGGCGCAGGACAAAATGTA
GATGTAAAAAGTAATACCACCATTTTGGGATGGGGTTTTAGTGGCGCAGGACAAAACGTA

Ak hkhkhkhkhhkhh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkdhkkhkrhkdkrhkkhkhkx **x%

GCTGTGGCTTTTACGACACTTAAAGACTTCAAAGAGCGGACTAGCTCTGCATCTAAGATG

GCTGTGGCTTTTACGACACTTAAAGATTTCAAAGAGCGGACTAGCTCTGCATCTAAGATG
ok ok ok ok kK k kK ok kK k ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok Kk ok ok K

ACAAGCGACGTTAATTCTTCTATGGCGAACAGTACGGAAGGCGAGACTATGGCCGTATTA
ACAAGCGCCGTTAATACTTCTATGGCGAACAGTACGGAAGGTGAGACCATGGCCGTATTA

khkhkhkhkhkkhk hhkhkhkkhkhkkhk Ahhkhkkhhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkhkhkhkrkhkhhkkh *khkrkhk hhkrkhkhkhkkhhkrkxxk

CCACCCGCTATTGATGAGTTAGGTACTTTTTCAGGTTTCAGTTTACGTTTACAAGACCGC

CCACCCGCTATTGATGAGTTAGGTACTTTTTCAGGTTTCAGTTTACGTTTACAAGACCGC
ok K ok ok kK k kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok Kk kK ok ok ok ok k kK

GCTAACTTAGGTATGCCTGCTTTACTGGCTGCTCAAGATGAACTTATGGCAATGGCAGCC

GCTAACTTAGGTATGCCTGCTTTACTGGCTGCTCAAGATGAACTTATGGCAATGGCAGCC
ok K ok ok kK k kK ok kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok Kk kK ok ok ok ok k kK

AAGAATAAAAAGTTCTATATGGTTTGGAATGAAGGGTTGCCACAAGGTGACAATATTTCT

AAGAATAAAAAGTTCTATATGGTTTGGAATGAAGGGTTGCCACAAGGTGACAATATTTCT
ok K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok k ko kK ok ok ok ok kK ok ok K ok ok ok k kK ok ok K ok ok ok ok k kK

TTAAAAATTGACCGTGAAAAGCTTAGTGCATTTGGTGTTAAGTTTTCTGATGTTTCAGAC
TTAAAAATTGACCGTGAAAAGCTTAGTGCACTTGGTGTTAAGTTTTCTGATGTTTCAGAC

KAKXKAKRKAXAKAAKAAAKRAXAKAAAAAKRA KA IAAXAA A A I A A A A AR AR A A A A AR A A AR A AR Ak kK

ATCATTTCTACATCAATGGGTTCAATGTATATCAATGACTTCCCTAATCAAGGACGTATG
ATCATCTCTACATCAATGGGTTCAATGTATATCAATGACTTCCCTAATCAAGGACGTATG

KAKKAKR AR KA AR A AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A A A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR Ak kK

CAACAAGTCATTGTACAAGTTGAGGCTAAATCACGTATGCAATTGAAAGATATCTTGAAT
CAACAAGTCATTGTACAAGTTGAGGCTAAATCACGTATGCAATTGAAAGATATCTTGAAT

KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A A A A KR KA A KR A AR AR A AR A A A A A A AR A AR A KA XK KK

CTGAAAGTCATGGGTTCAAGCGGTCAATTAGTCTCGTTATCAGAAGTTGTAACGCCACAA
CTGAAAGTCATGGGTTCAAGCGGTCAATTAGTCTCGTTATCAGAAGTTGTAACGCCACAA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR AR A AR AR XKk K

TGGAATAAGGCACCACAACAATATAATCGTTATAACGGACGACCATCTTTGAGTATTGCT
TGGAATAAGGCACCGCAACAATATAATCGTTATAACGGACGACCATCTTTGAGTATTGCT

KAKXKAKNKAXAKAAKAEAAKN A A A AKAAKRA A A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A Ak h kKK

GGTATTCCTAACTTCGATACGTCATCGGGTGAAGCAATGCGTGAAATGGAACAACTGATT
GGTATTCCTAACTTCGATACGTCATCGGGTGAAGCAATGCGTGAAATGGAACAACTGATT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Ak kK

GCGAAATTACCGAAAGGTATTGGCTACGAGTGGACAGGTATTTCCTTACAGGAAAAGCAG

GCGAAATTACCGAAAGGTATTGGCTACGAGTGGACAGGTATTTCCTTACAGGAAAAGCAG
ok K ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok ko ok K ok ok ok ok ok ko ok K ok ok ok k kK ok kK ok ok ok Kk kK

TCTGAATCACAAATGGCCTTTTTACTTGGTTTATCCATGTTAGTTGTCTTCCTTGTCTTG
TCTGAATCACAAATGGCCTTTTTACTTGGTTTATCCATGTTAGTGGTTTTCCTTGTCTTG

hhkrhhkhkhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhhhkrkhkhhhkrhkhk *k *hkrkhhhkhrrkxk

GCTGCACTCTATGAAAGCTGGGCAATTCCACTTTCTGTGATGCTAGTTGTGCCACTCGGT
GCTGCACTCTATGAAAGCTGGGCAATTCCACTTTCTGTGATGCTGGTTGTGCCACTCGGT

KA AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A hA Ak kA hkrAhkrhkrhkrkhxkxk

ATTTTTGGAGCAATCATTGCCATTATGTCTAGGGGGTTAATGAATGATGTGTTCTTCAAA
ATTTTTGGAGCAATCATTGCCATTATGTCTAGAGGGTTAATGAATGATGTGTTCTTCAAA

1860
1860

1920
1920

1980
1980

2040
2040

2100
2100

2160
2160

2220
2220

2280
2280

2340
2340

2400
2400

2460
2460

2520
2520

2580
2580

2640
2640

2700
2700

2760
2760
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

KA KA Ak hhhAh A A kA dhhk kA dA Ak hAhhhkhAhkhhhh *hkhrkhkhhkhhh kA khkhkhkhhkdhk Ak khrk,kxk%

ATCGGGCTAATTACCATTATTGGTCTATCGGCAAAGAATGCGATTTTGATTGTTGAATTT
ATCGGGCTAATTACCATTATTGGTCTATCGGCAAAGAATGCAATTTTGATTGTTGAATTT

kA hkhkhkhkhhkhkkh A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhkhhkh *hkrhkkhkrhkhrhkkrkhkrxkxx

GCGAAAATGCTGAAAGAAGAAGGCATGAGTTTGATTGAAGCCACTGTTGCCGCAGCCAAA
GCGAAAATGCTGAAAGAAGAAGGCATGAGTTTGATTGAAGCCACTGTTGCTGCAGCCAAA

Ak hkhkhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrkhk hhkkhhkrkxk

CTTCGCTTACGGCCAATTCTGATGACATCACTTGCATTTACGTGTGGTGTAATTCCTTTG
CTTCGCTTACGGCCAATCCTGATGACATCACTTGCATTTACCTGTGGTGTAATTCCTTTG

kA hkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkkhdx dhhkhhkhkhkhkhkhrhkhkrhkkhkhhkhkrkhkhhkh *hkrhkkhkrhkhkrkhkkhkkhkrkxk

GTGATTGCCTCAGGTGCAAGTTCAGAAACTCAACATGCTTTAGGCACAGGGGTTTTTGGC
GTGATTGCCTCAGGTGCAAGTTCAGAAACTCAACATGCTTTAGGCACAGGGGTTTTTGGT

hhkhkhkhkhkhhkhkkh A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhhkxkhkkxkkx

GGCATGATTTCAGCCACCATTCTGGCTATTTTCTTTGTTCCCGTGTTTTTTATCTTCATT
GGCATGATTTCAGCCACTATTCTGGCTATTTTCTTTGTTCCCGTGTTTTTTATCTTCATT

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkrhkhkdx dhhkhhkhkhhhhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkdhkxk

TTGGGTGCAGTAGAAAAGCTATTTTCCTCTAAGAAAAAAATCTCATCTTAA 3111
CTGGGTGCAGTAGAAAAGCTATTTTCCTCTAAGAAAAAAATCTCATCTTAA 3111

KA A AR A A KR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR AR A AR A K kK

2820
2820

2880
2880

2940
2940

3000
3000

3060
3060

Anexo 5. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adeB de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeB de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978

MMSQFFIRRPVFAWVIAIFIIIFGLLSIPKLPIARFPSVAPPQVNISATYPGATAKTIND
MMSQFFIRRPVFAWVIAIFIIIFGLLSIPKLPIARFPSVAPPQVNISATYPGATAKTIND

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR A AR A AR Ak kK

SVVTLIERELSGVKNLLYYSATTDTSGTAEITATFKPGTDVEMAQVDVONKIKAVEARLP
SVVTLIERELSGVKNLLYYSATTDTSGTAEITATFKPGTDVEMAQVDVONKIKAVEARLP

KA AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR A AR AR A AR Ak kK

QVVROOGLQVEASSSGFLMLVGINSPNNQYSEVDLSDYLVRNVVEELKRVEGVGKVQSFG
QVVRQOOGLOVEASSSGFLMLVGINSPNNQYSEVDLSDYLVRNVVEELKRVEGVGKVQSFG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A A KRRk kK

AEKAMRIWVDPNKLVSYGLSISDVNNAIRENNVEIAPGRLGDLPAEKGQLITIPLSAQGQ
AEKAMRIWVDPNKLVSYGLSISDVNNAIRENNVEIAPGRLGDLPAEKGQLITIPLSAQGQ

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR A AR AR A KKK

LSSLEQFKNISLKSKTNGSVIKLSDVANVEIGSQAYNFATILENGKPATAAATIQLSPGANA
LSSLEQFKNISLKSKTNGSVIKLSDVANVEIGSQAYNFAILENGKPATAAAIQLSPGANA

KA AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AKX Ak kK

VKTAEGVRAKIEELKLNLPEGMEFSIPYDTAPFVKISIEKVIHTLLEAMVLVFIVMYLFL
VKTAEVVRAKIEELKLNLPEGMEFSIPYDTAPFVKISIEKVIHTLLEAMVLVFIVMYLFL

KAKA KR AAAA A A IR AR A IR A A I A AR AR A A I A A NI A A A A A A AR A A I A Ak ARk A A h Ak kKK

HNVRYTLIPAIVAPIALLGTFTVMLLAGFSINVLTMFGMVLAIGIIVDDAIVVVENVERI
HNVRYTLIPAIVAPIALLGTFTVMLLAGEFSINVLTMFGMVLAIGIIVDDAIVVVENVERI

KA KA AR AR A A A A I A AR AR A A I A AR AR A A A A NI A A A A A AR AR A A A Ak A kA Ak ko h Kk

MATEGLNPKDATSKAMKEITSPIIGITLVLAAVFLPMAFASGSVGVIYKQFTLTMSVSIL
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AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

ATCC17978
AE38

MATEGLSPKDATSKAMKEITSPIIGITLVLAAVFLPMAFASGSVGVIYKQFTLTMSVSIL

KAKKAAKN KA A A A AR A KRR A A A A A A KA A A A A A KNI A A A A A AN AR AR A AR A A AR A A XA,k kK

FSALLALILTPALCATILKPIDGHHOQKKGFFAWFDRSEFDKVTKKYELMLLKIIKHTVPMM
FSALLALILTPALCATILKPIDGHHQKKGFFAWFDRSEFDKVTKKYELMLLKIIKHTVPMM

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A KNI A A A A A AR AR AR A A IR A AR A AR ARk kK

VIFLVITGITFAGMKYWPTAFMPEEDQGWEFMTSFQLPSDATAERTRNVVNQFENNLKDNP
VIFLVITGITFTGMKYWPTAFMPEEDQGWEMTSFQLPSDATAERTRNVVNQFENNLKDNP

KA KK AKRKIAKAKAAK o A A A A A A A A A KA AR A I A A AR A KNI A A AR A A A A AR R A AR AR AR A A KA XK KK

DVKSNTTILGWGEFSGAGONVAVAFTTLKDFKERTSSASKMTSAVNTSMANSTEGETMAVL
DVKSNTTILGWGEFSGAGONVAVAFTTLKDFKERTSSASKMTSDVNSSMANSTEGETMAVL

KA KK AR A A A A A A AR AAAAAA AR AKRAIRAA AR A A A AR A AR I A AKX Ak e kA hA A A XA A XA XK KK

PPAIDELGTEFSGEFSLRLODRANLGMPALLAAQDELMAMAAKNKKEFYMVWNEGLPQGDNIS
PPAIDELGTFSGFSLRLODRANLGMPALLAAQDELMAMAAKNKKEFYMVWNEGLPQGDNIS

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A AR A A A A A A AN AR AR A A IR A A A A A A KA Rk KK

LKIDREKLSALGVKFSDVSDIISTSMGSMYINDFPNQGRMQQVIVQVEAKSRMQLKDILN
LKIDREKLSAFGVKESDVSDIISTSMGSMYINDEFPNQGRMQOVIVQVEAKSRMOLKDILN

KAKAKAKRAKAAK o« KA KA A KA A A A KA KR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A A AR A A AR A K kK

LKVMGSSGQLVSLSEVVTPOQWNKAPQQYNRYNGRPSLSIAGIPNEFDTSSGEAMREMEQLI
LKVMGSSGQLVSLSEVVTPQWNKAPQQYNRYNGRPSLSIAGIPNFDTSSGEAMREMEQLT

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

AKLPKGIGYEWTGISLQEKQSESQMAFLLGLSMLVVFLVLAALYESWAIPLSVMLVVPLG
AKLPKGIGYEWTGISLQEKQSESQMAFLLGLSMLVVFLVLAALYESWAIPLSVMLVVPLG

Ak hkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

IFGAIIAIMSRGLMNDVFFKIGLITIIGLSAKNAILIVEFAKMLKEEGMSLIEATVAAAK
IFGAIIAIMSRGLMNDVFFKIGLITIIGLSAKNAILIVEFAKMLKEEGMSLIEATVAAAK

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hhkhhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

LRLRPILMTSLAFTCGVIPLVIASGASSETQHALGTGVFGGMISATILAIFFVPVFFIFI
LRLRPILMTSLAFTCGVIPLVIASGASSETQHALGTGVEGGMISATILAIFFVPVEFEIFI

hhkhhkhkhkhhkhkkhkhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhrhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkhrhhkrhhkrhkhkhkhkxkxx

LGAVEKLFEFSSKKKISS 1036
LGAVEKLFSSKKKISS 1036

Kk k ok ok ok ok kokkkkkkxkk
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Anexo 6. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adelL de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adelL de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38

GTGGATCTATTTCATGCCATGAGAGTATTCAACAAAGTTGTTGAAACAAATAGTTTCAGT
GTGGATCTATTTCATGCCATGAGAGTATTCAACAAAGTTGTTGAAACAAATAGTTTCAGT

hhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

TTAGCAGCTGATAGTTTGGGTCTACCGCGTGCTTCTGTGACCACAACCATTCAGGCTTTA
TTAGCAGCTGATAGTTTGGGTTTACCGCGTGCTTCTGTGACTACAACCATTCAGGCTTTA

hhkrhhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkrhhhkh dhkhhkhkrhkhkrhkhkrhkhkrkhhkhkh *khkhhkhkrhkhkrkhkhkrhkrxkxx

GAGAAGCATTTGCAAGTTCGATTGCTTAATCGGACAACACGAAAAATTAGTCTCACACCG

60
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120
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ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

GAGAAGCATTTACAAGTTCGATTGCTTAATCGGACAACACGAAAAATTAGTCTCACACCG

R R R R R R b R I b b b b I b b R I R R R b R I R b R I b I b I b b b b b b R R I b b R R R R

GATGGCGCCGTATATTATGATCGGACAGCCCGTATTTTAGCGGATGTTGCCGATATTGAA
GATGGCGCCGTATATTATGATCGGACAGCCCGTATTTTAGCGGATGTTGCCGATATTGAA

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A KNI A A A A A AR AR AR A A IR A AR A AR ARk kK

TCTTCTTTTCATGATGCAGAGCGGGGGCCAAGAGGTCAGCTTCGTATTGATGTGCCTGTA
TCTTCTTTTCATGATGCAGAGCGGGGGCCAAGAGGTCAGCTTCGTATTGATGTGCCTGTA

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AN AR AR A A IR A A AR A A ARk kK

TCGATTGGACGTTTAATTTTAATTCCAAGGCTCCGCGATTTTCATGCACGCTATCCTGAT
TCGATTGGACGTTTAATTTTAATTCCAAGGCTCCGCGATTTTCATGCACGCTATCCTGAT

KA A A AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A A KNI A A A A A AN A R AR A A IR A AR A A ARk kK

ATTGATTTAGTAATTGGTCTGAACGACCGACCTGTAGATTTGGTTGGAGAAGCTGTTGAT
ATTGATTTAGTAATTGGTCTGAACGACCGACCTGTAGATTTGGTTGGAGAAGCTGTTGAT

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AN A R AR A A IR A AR A A A,k kK

TGTGCAATTCGGGTGGGTGAATTAAAAGATTCAAGCTTAATTGCGCGTCGTATCGGAACT
TGTGCAATTCGGGTGGGTGAATTAAAAGATTCAAGCTTAATTGCGCGTCGTATCGGAACT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR AR A AR Ak kK

TTCCAGTGTGCAACCGCTGCTTCACCGATTTATTTAGAAAAATATGGCGAACCTACCTCA
TTCCAGTGTGCAACCGCTGCTTCACCGATTTATTTAGAAAAATATGGCGAACCTACCTCA

hhkhkhkhkhkhhkhkhk A hhkhhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkhkrhkkhkhkxkxx

ATTGAAGATTTGCAAAAAAATCATAAAGCGATTCATTTCTTTTCAAGCCGTACCGGACGC
ATTGAAGATTTGCAAAAAAATCATAAAGCGATTCATTTCTTTTCAAGCCGTACCGGACGC

Ak rhkhkhkhhkhhk A hhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkrhhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhrhkkhhkxkxx

AACTTCGATTGGGACTTTGTGGTTGATGATTTAATTAAAAGTGTGTCAGTACGTGGACGT
AACTTCGATTGGGACTTTGTGGTTGATGATTTAATTAAAAGTGTGTCAGTACGTGGACGT

hhkhkhkhkhkhhkhk A hhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkrhhkrkkrkhkrxkxx

GTTTCGGTAAATGACGGTGATGCTTATATCGACTTGGCTTTGCAAGGTTTTGGTATAATT
GTTTCGGTAAATGACGGTGATGCTTATATCGACTTGGCTTTGCAAGGTTTTGGTATAATT

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkhxhkxk

CAAGGCCCACGTTATATGCTCACCAACCATTTAGAATCAGGTTTGTTAAAAGAGGTATTG
CAAGGCCCACGTTATATGCTCACCAACCATTTAGAATCAGGTTTGTTAAAAGAGGTATTG

hhkhhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkhhxhkxk

CCTCAGTGGACGCCAGCACCGATGCCGATTTCAGCAGTTTATCTTCAAAATCGTCATTTA
CCTCAGTGGACGCCAGCACCGATGCCGATTTCAGCAGTTTATCTTCAAAATCGTCATTTA

hhkhhkhkhkhhkhkkhhhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrhkhhkhkhxhkxk

TCGCTTAAAGTAAAAGTGTTTGTTGATTGGGTCGCTGAACTTTTTGCAGGCTGTCCATTA
TCGCTTAAAGTAAAAGTGTTTGTTGATTGGGTCGCTGAACTTTTTGCAGGCTGTCCATTA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A A AR AR A AR AR A AR A A AR A A AR AR A AR A A A Rk kK

CTTGGCGGTACAGCTTTACCTTTCGACCAGAAATGTGAATTTGCCTGTGATAAAGAAACT
CTTGGCGGTACAGCTTTACCTTTCGACCAGAAATGTGAATTTGCCTGTGATAAAGAAACT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A KKK

GGTCATGAATATACAATTCGTACTTTGGTCGAGCAGCATAATATTGCTGAAGCTTATACG
GGTCATGAATATACAATTCGTACTTTGGTCGAGCAGCATAATATTGCTGAAGCTTATACG

R R I b b b b b 2h S b b Sb b I 2R S S S Sb e I b I Sh b S b 2 Sb b b SE S S b b b 2R e S b b Sb b S b b 2b db S b 2

CTCAAAACTTAA
CTCAAAACTTAA

KkAhkkkKhkkkhkhkkk kK

1032
1032
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Anexo 7. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adelL de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adelL de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

MDLFHAMRVENKVVETNSFSLAADSLGLPRASVTTTIQALEKHLQVRLLNRTTRKISLTP
MDLFHAMRVENKVVETNSFSLAADSLGLPRASVTTTIQALEKHLQVRLLNRTTRKISLTP

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR AR AR A AR AR A A A A KA XK KK

DGAVYYDRTARILADVADIESSFHDAERGPRGQLRIDVPVSIGRLILIPRLRDFHARYPD
DGAVYYDRTARILADVADIESSFHDAERGPRGQLRIDVPVSIGRLILIPRLRDFHARYPD

KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A I AA A A AR A A A A A A AN A R AR A A IR A AR A A ARk kK

IDLVIGLNDRPVDLVGEAVDCAIRVGELKDSSLIARRIGTFQCATAASPIYLEKYGEPTS
IDLVIGLNDRPVDLVGEAVDCAIRVGELKDSSLIARRIGTFQCATAASPIYLEKYGEPTS

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR A X kK

IEDLOKNHKAIHFFSSRTGRNFDWDEVVDDLIKSVSVRGRVSVNDGDAYIDLALQGEFGII
IEDLOKNHKAIHFFSSRTGRNEFDWDEFVVDDLIKSVSVRGRVSVNDGDAYIDLALQGFGII

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

QGPRYMLTNHLESGLLKEVLPQWTPAPMPISAVYLONRHLSLKVKVEVDWVAELFAGCPL
QGPRYMLTNHLESGLLKEVLPQWTPAPMPISAVYLONRHLSLKVKVEFVDWVAELFAGCPL

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AR Ak kK

LGGTALPFDQKCEFACDKETGHEYTIRTLVEQHNIAEAYTLKT 343
LGGTALPFDQKCEFACDKETGHEYTIRTLVEQHNIAEAYTLKT 343

KA KK AR KA AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR AR A AR A A AR A AR Xk K
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Anexo 8. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adeG de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeG de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38

ATGAATATTTCTAAATTTTTTATTGATCGGCCGATCTTTGCTGGTGTGCTATCAGTCTTG
ATGAATATTTCTAAGTTTTTTATTGATCGGCCGATCTTTGCTGGTGTTTTATCAGTATTG

KAKXKAAKRKAAKAAAKAA*KX *AAIAKAAXAAAKAA AR A A A AR AR A AR AR A AR XK, K kkkhkKkkhkkk KKk

ATTTTACTCGCCGGTCTCCTTTCGGTATTTCAGTTACCGATTTCTGAATATCCCGAGGTT
ATTTTACTCGCCGGTCTGCTTTCGGTATTCCAATTACCGATTTCTGAATATCCCGAGGTT

KAKRKAKNKAAKAAAAAKAAAKX KA XAKAAAAhAA KX K,k *AhAAAAAAAAAAAA XA A A A XA AKX XK KK

GTTCCACCATCTGTGGTGGTACGTGCCCAATATCCGGGTGCAAACCCAAAAGTGATTGCT
GTTCCACCATCTGTGGTGGTACGCGCCCAATATCCGGGTGCAAACCCAAAAGTGATTGCT

R R R R E b b b b b b b b b b b b b b b SR b b b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b

GAAACGGTTGCTTCTCCGCTCGAAGAGTCAATCAACGGCGTCGAAGACATGCTGTATATG
GAAACGGTTGCATCTCCGCTCGAAGAGTCAATCAACGGCGTCGAAGACATGCTGTATATG

KAKAAKAKAKXKXN dAA A A A I AA I A AR AR A A A AN AR A A A A A AR AR A AR A A A AR A A Ak ko kK

CAATCTCAAGCAAACAGCGACGGTAATTTAACCATTACGGTGAACTTTAAACTCGGTATC

60
60

120
120

180
180

240
240

300
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AE38
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ATCC17978
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AE38
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ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

CAATCTCAAGCAAACAGCGACGGTAACCTAACCATTACGGTGAACTTTAAGCTCGGTATC

KAkKAKhkhkAhA ARk A A hk A Ak Ak A Ak Xk, hkk KAkKAAkKAkAIAARk A AR KA A ARA AKXk KAk XA kAKX k kK

GACCCAGACAAAGCCCAACAATTGGTTCAAAACCGTGTGTCTCAGGCCATGCCCCGTTTA
GACCCAGATAAAGCCCAACAATTGGTTCAAAACCGTGTGTCTCAGGCCATGCCCCGTTTA

KAKXKAAKNAKXN A A KA AR A A A A A A AR A KA I AA A A AR A A A A A A AN AR AR A A AR A AR A A XA,k kK

CCTGAAGATGTACAGCGCTTAGGTGTAACCACACTAAAAAGCTCACCTACTTTAACTATG
CCTGAAGATGTACAGCGCTTAGGTGTAACCACACTAAAAAGCTCACCTACTCTAACTATG

KA KK AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A KNI A A A A A AN AR AR A AR AR, kA A Rk kK

GTAGTGCATCTGACCTCACCAGATAATCGCTATGACATGACCTACTTACGTAACTATGCG
GTAGTGCATCTGACCTCACCAGATAATCGCTATGACATGACCTACTTACGTAACTATGCG

KA A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A A AR A A A A AR AN AN AR A A A A A AR A A ARk KK

GTGCTCAACGTAAAAGACCGTTTGGCACGTTTACAAGGTGTAGGTGAAGTCGGTTTATTT
GTGCTCAACGTGAAAGACCGTTTAGCGCGTTTACAAGGGGTTGGTGAAGTCGGATTATTT

KAkKKAAkKAkAhAK K, *hAAhAkAhkhAAhhkk K Kk (kA *hkk kA khk k% K kA kkhkhkk khkk A,k *kk*k*x%

GGATCTGGTGACTACGCGATGCGCGTATGGCTCGACCCGCAAAAAGTAGCGCAGCGTAAC
GGTTCTGGTGACTACGCGATGCGTGTATGGCTTGACCCGCAAAAAGTAGCACAGCGTAAC

KKk KAKRKAXAAAAAAKARAXAKAIAAAXAK A KAhAAdAhAk K,k *AhAAkXAAAhAAAAhkhAAhhkk k *hkk Ak kkhkk%

CTCACCGCGACCGAAATTGTGAATGCAATCCGTGAACAAAACATTCAGGTTGCAGCAGGT
CTTACAGCCACTGAAATTGTGAATGCAATCCGTGAACAAAACATTCAGGTTGCAGCGGGT

kkhk kk kk kk khkkkhhkhkhkhkhkhkhkhk kA hkhkrhkkhkhkhhkrhkhkhkhkrkhkkhkrhkhkrhkhkrkhkkhkkhkx **xx*

ACAATCGGTGCATCACCAAGTAATTCACCTTTGCAACTTTCAGTGAATGCTCAAGGTCGT
ACAATCGGTGCATCACCAAGTAATTCACCTTTACAGCTTTCGGTCAATGCTCAAGGTCGT

Ak hkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkrkh *k *khkhkkhkk *k hhkrkhkhkrkhkkhkkhkhrkxx

TTAACCACTGAGCAAGAATTTGCCGATATCATTTTAAAAACTGCCCCTGATGGCGCGGTT
TTAACCACTGAGCAAGAATTTGCCGATATCATTTTAAAAACTGCTCCCGACGGTGCAGTC

hhkrkhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhkkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrkhkx **x **x **x **x *x%

ACCCGATTGGGTGATGTTGCACGTGTTGAACTCGCAGCCTCTCAATACGGCTTACGTTCA
ACCCGATTGGGTGATGTTGCACGTGTTGAACTCGCAGCTTCACAATATGGCTTACGTTCA

hhkhkhkhkhkkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkhk *k *khkhrkhk *hkrxkhkhkhhrxkxx

TTACTTGATAATAAACAAGCGGTCGCGATTCCAATTTTCCAAGCACCAGGTGCGAATGCT
TTGCTTGATAATAAACAAGCTGTCGCAATTCCAATTTTCCAAGCTCCGGGTGCGAATGCT

hhk hkkkkhkhkhkkhkhkhkkhkrhkkhkrhkkhkk khhkhhkh dhhkhkhhkhkrhkhkrkhkhkhkhhkhk *k hhkrkhkrkhkrxkxx

TTACAAGTTTCCGATCAAGTGCGTAGCACAATGAAGGAGCTTTCAAAAGATTTTCCATCT
TTACAAGTTTCCGATCAAGTGCGTAGCACAATGAAGGAGCTTTCAAAAGATTTTCCATCT

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

TCAATTAAATACGACATTGTTTATGACCCGACTCAATTCGTACGGGCCAGTATTAAAGCG
TCAATTAAATACGACATTGTTTATGACCCGACTCAGTTCGTACGGGCCAGTATTAAAGCC

KA XK AKRKAIAKAAAKA AR AAAAAA AR AR A A AR AR AR A A, A A Ak hA Ak A A A A A A A A A ARk A AKXk kK

GTCGTTCATACCTTACTTGAAGCAATTGCACTGGTTGTTGTGGTTGTTATTTTATTTTTA
GTCGTTCATACCTTACTTGAAGCAATTGCACTGGTTGTTGTGGTTGTTATTTTATTCTTA

KA A K AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A A kA A* Kk kK

CAAACATGGCGTGCCTCAATCATTCCATTGCTTGCCGTACCAGTTTCAATTATTGGTACA
CAAACATGGCGCGCCTCAATCATTCCATTGCTTGCCGTACCGGTTTCAATTATTGGTACA

KAKRKAA Ak kA , hh A AhAA A A A d kA A A A hA Ak h kA hrkdhhk K kA khkhhkkhhkhkhkrkhkrkkhk*x%

TTCGCACTCATGCTCGCTTTTGGTTACTCAATCAATGCGCTATCACTGTTCGGGATGGTA
TTCGCGCTCATGCTCGCTTTTGGTTACTCAATCAATGCGCTATCACTGTTCGGGATGGTG

KAkKAKh KA A AAA AR A AR A A A AR A A A A A A A A AR I A A A A A A Ak kA A kA A Ak Ak Ak Ak Ak k k%
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AE38
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38

CTTGCCATCGGTATTGTCGTCGATGACGCGATTGTGGTCGTCGAAAATGTCGAGAGGAAT
CTTGCCATCGGCATTGTCGTCGATGACGCGATTGTGGTCGTCGAAAATGTCGAGAGGAAT

KAKXKAAKNIAKAAAKXN A A A A A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AN AR A A A A IR A AR A A ARk kK

ATTGAAGCAGGCTTAAACCCAAGGGAGGCGACTTACCGTGCCATGCGAGAAGTCAGTGGA
ATTGAAGCAGGCTTAAACCCAAGGGAGGCGACTTACCGTGCCATGCGAGAAGTCAGTGGA

KA AR AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A A AR A A A AN A AN A AR A A A IR A A AR A A AR KKK

CCGATTATTGCCATTGCTTTAACACTTGTTGCAGTATTCGTACCTCTTGCCTTTATGACA
CCGATTATTGCCATTGCTTTAACACTTGTTGCAGTATTCGTACCTCTTGCCTTTATGACA

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR A A AN AR A A A A AR A A ARk kK

GGCTTAACAGGGCAATTCTATAAACAATTTGCCATGACTATTGCCATTTCAACGGTTATT
GGCTTAACAGGGCAATTCTATAAACAATTTGCCATGACCATTGCCATTTCAACGGTTATT

KA KK AKRA AR A A A AKRAAAAAAIAKRAKRAIAAAA AR A AAA N A kA AR A A A A A A XA AR ARk kK

TCGGCATTTAACTCGCTTACCCTATCTCCTGCTTTGGCAGCGCTGTTACTGAAAGGACAT
TCGGCTTTTAACTCACTCACCCTATCTCCAGCTTTGGCAGCGCTGTTACTTAAAGGACAC

KAk kk KAhkAkAkAkEAA Kk *k KAAIAKAAAAhAk K, *AhkhhAAdAAAhkdhkhkkdkhrkhkkhhk *x *kA k), *x%k

GATGCTAAACCGGATGCCTTAACACGTATTATGAATCGTTTATTCGGTCGTTTCTTTGCA

GATGCTAAACCTGATGCCTTAACACGTATTATGAATCGTGTATTCGGTCGTTTCTTTGCA
Kok kok ok ok ok ok ok ok ok Kok ok ok ok ok ok ok k ok Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok kK ok ok Kk ok ok ok k kK

CTGTTTAACCGTGTGTTTTCACGTGCTTCAGATCGTTATAGTCAAGGTGTCAGCCGTGTC
CTGTTTAACCGTGTGTTTTCACGTGCTTCAGACCGTTATAGTCAAGGCGTCAGCCGTGTC

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhkhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhhhkrhkhkrkh *hhkrkhkhkhkkhkrhkhkrkhk hhkrkhkhkhkkhkhkxkxx

ATTTCCCATAAAGCTTCGGCAATGGGTGTCTATGCAGCACTTCTAGGTTTAACCGTTGGT
ATTTCCCATAAAGCTTCGGCAATGGGTGTCTATGCAGCACTTCTAGGTTTAACCGTTGGT

Ak hkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkrhkhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhhhkxk

ATTTCCTATATTGTTCCAGGTGGTTTCGTTCCTGCGCAGGACAAACAATATTTAATTAGC
ATTTCCTATATTGTTCCGGGCGGTTTCGTTCCTGCGCAGGACAAACAATATTTAATTAGC

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkkhkhkhkhdx , Kk d(hkhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhhkhhkhhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

TTTGCGCAGCTACCAAACGGCGCGTCATTAGATCGTACCGAAGCGGTCATTCGTAAAATG
TTTGCGCAGCTACCAAACGGCGCATCATTAGATCGTACCGAAGCAGTCATTCGTAAAATG

hhkhkhkhkhkhhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkhkhhkdx *hkhkrhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhhhkh *khkrhkhkrkhkhkhhkrxkxx

AGTGACACTGCGCTTAAACAACCTGGTGTAGAAAGTGCGGTTGCCTTTCCCGGCCTATCA
AGTGACACTGCACTTAAACAGCCTGGTGTAGAAAGTGCTGTTGCCTTCCCTGGCCTCTCA

hhkrkhkkhkhkkhkhkhkhkkx Khrhkkhkrkhhkh dhhkhkhhkhkrhkhkrhkhkrkkhhkrkhk *khkrhkhkrkhk *k *hkkxkh*x **xx*

ATTAACGGTTTCACCAATAGCTCGAGTGCCGGTATTGTCTTTGTGACCTTAAAGCCATTC
ATTAATGGTTTCACCAATAGCTCTAGCGCTGGTATTGTCTTTGTGACTTTAAAGCCATTT

hhkhkhkk hhkhkkhhkkhkrhkkhkrhkhkhkkhhkdx *k *k dhkhkhkkhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrkhkkx (hkrkhkrxkhkhkxkhkkx

GATGAACGTAAGGCTAAAGACTTATCTGCAAATGCTATTGCAGGTGCACTCAACCAGAAA
GATGAACGTAAGGCAAAAGACTTATCTGCAAATGCAATTGCAGGTGCGCTCAACCAGAAA

KAKXKAKNAXAAAAAAKN *AAIAAAIAKA KA IAAAAAA KK hK, XAk hhkk A hAkhkkhhkh* *hkkkhhAkkhkrkk k)%

TATTCAGCTATTCAAGATGCTTATATCGCTGTTTTCCCACCACCACCAGTGATGGGCTTA
TATTCAGCTATTCAAGATGCCTATATCGCGGTTTTCCCACCACCACCAGTGATGGGCTTA

KAKRKAA KAk KA A A AAhkAAhhAhhAhhk KAk hhhkhd dhdhhhkhrkdhhkkhhkhhrkhkrkhrkhhkhhkrkhkrkkhx,%

GGCACGATGGGCGGCTTTAAACTGCAACTTGAAGACCGAGGTGCCTTAGGCTATTCAGCC
GGTACTATGGGCGGCTTTAAACTGCAACTTGAAGACCGAGGTGCCTTAGGCTATTCAGCC

Kk Ak AA A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A hA A A A A A Ak hk kA Ak Ak hAk Ak hk kA kA kh k)%

TTGAACGATGCTGCTCAAAACTTTATGAAAGCAGCACAATCAGCCCCTGAACTGGGTCCA
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TTGAACGATGCTGCTCAAAACTTTATGAAGGCAGCACAATCAGCCCCTGAACTTGGTCCA

KAKKAAKNAKAAXAAAIAKAAXAARAAA XA A KA R A AKX Ak A I AA A AA A A AR A A I A Ak Ak h *hk K hk%

ATGTTCTCAAGTTATCAAATTAACGTACCTCAACTCAACGTAGATCTGGACCGTGTAAAA
ATGTTCTCAAGTTATCAAATTAACGTGCCTCAACTCAATGTAGATCTGGACCGTGTAAAA

KAKXKAKRAXAAKNAIAKAAXAAAAAXAKAAKNAKXN A*AAAAAXAAAAA KA XA AR AA I A A A AR A A XA XK kK

GCTAAACAGCAAGGCGTTGCTGTTACAGATGTTTTCAACACTATGCAGATTTATTTAGGT
GCTAAACAGCAAGGCGTTGCTGTGACAGATGTTTTCAACACTATGCAGATTTATTTAGGT

KAKXKAKNAAAAKAAXAKAAXAAIAAA XA KX A XAAA KA AR A AAA AN A AR A A AR A AR A A A A A A XA XK KK

TCTCAGTACGTTAACGACTTTAACCGCTTTGGACGTGTTTATCAGGTTCGTGCACAAGCC
TCTCAGTACGTTAACGACTTTAACCGTTTTGGACGTGTTTATCAGGTCCGTGCACAAGCC

KAKKAKNKAAAAAAIAKAAXAAIAAA XK AN AR AKX A A KA XAAAAAIAAAA XA AKX * Ak A XA Ak XA Xk k%

GATGCGCCTTTCCGTGCTAACCCTGAAGATATTTTGCAGCTTAAAACCCGTAATAGTGCC
GATGCGCCTTTCCGTGCTAACCCTGAAGATATTTTGCAGCTTAAAACCCGTAATAGTGCC

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A AR A I A A A A AN A R AR A A IR A A A A ARk KK

GGACAAATGGTGCCATTATCTTCATTGGTGAATGTAACTCAAACCTATGGTCCTGAAATG
GGACAAATGGTGCCATTATCTTCATTGGTGAATGTAACTCAAACCTATGGTCCTGAAATG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR AR A AR Ak kK

GTCGTTCGTTATAACGGTTACACATCAGCAGATATTAACGGCGGCCCTGCCCCAGGTTAT
GTCGTTCGTTATAACGGTTACACATCAGCAGATATTAACGGCGGCCCTGCCCCAGGTTAT

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

TCATCTAGCCAAGCAGAAGCTGCGGTTGAACGTATTGCTGCACAAACTCTACCGCGTGGT
TCATCTAGCCAAGCAGAAGCTGCGGTTGAACGTATTGCTGCACAAACTCTACCGCGTGGT

Ak hkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

ATCAAGTTTGAATGGACAGATTTAACTTACCAAAAAATCTTGGCTGGTAATGCTGGACTT
ATCAAGTTTGAATGGACAGATTTAACTTACCAAAAAATCTTGGCTGGTAATGCTGGACTT

Ak hhkhkhkhhkhkkh Ak kb hhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkkrhhkrhkhkhkhkxkxx

TGGGTATTCCCTATTAGCGTATTACTCGTGTTCTTAGTATTAGCTGCTCAGTATGAAAGC
TGGGTATTCCCTATTAGCGTATTACTCGTGTTCTTAGTATTAGCTGCTCAGTATGAAAGC

hhkhhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkhrhhkrhkhkrhkkhhkxkxx

TTAACCCTACCATTAGCAGTTATCTTAATTGTACCAATGGGAATCTTAGCGGCTCTGACA
TTAACCCTACCATTAGCAGTTATCTTAATTGTACCAATGGGAATCTTAGCGGCTCTGACA

hhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhrhkhkrhhkrhhkrhkhkhkhkxkxx

GGTGTCTGGTTGACAGCTGGAGATAACAACATCTTTACTCAAATCGGTCTAATGGTACTG
GGTGTCTGGTTGACAGCTGGAGATAACAACATCTTTACCCAAATCGGTCTAATGGTACTG

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkrhhkrhhkhhhkhkhkhhhrhkhkrhkkhkhkhhkrkhk dkhrhkhkrhkhkrhhkrkhkhhkhkdxhkxk

GTCGGGCTAGCCTGTAAAAATGCCATCTTAATTGTTGAATTTGCGCGGGAACTTGAAATG
GTGGGGCTAGCCTGTAAAAATGCTATTTTGATTGTCGAATTTGCGCGGGAACTTGAAATG

Kk KA KRkAAAAAAAKAAAAAAAXK K Kk ,*k K hkkhkhk *AAkhkAhAkhkkhkhAkhArkhkkhkhAkkhkhkhAkkhkrkkhk)k%

CAAGGTGCGACTGCCTTTAAAGCAGCTGTTGAAGCAAGTCGTCTACGTTTACGCCCAATT
CAAGGTGCGACTGCCTTTAAAGCAGCCGTTGAAGCAAGTCGTCTACGTTTACGCCCAATT

KAKXKAKRKAAKAAAKAAKRA A KA A AA IR AR A, A A KA AR A A A A A A AR A AR A AR AR A AR A A AR Ak kK

TTAATGACCTCTATTGCATTTATTATGGGTGTAGTGCCACTGGTTACTTCAACTGGCGCA
TTAATGACCTCTATTGCATTTATTATGGGTGTAGTGCCACTGGTTACTTCAACTGGCGCA

R R I b b b b b 2h S b b Sb b I 2R S S S b e S b I Sh b b Sb  Sb b b SE S S b b b b 2R e S b b Sb b b b b 2h db S b b S

GGTTCTGAAATGCGACATGCGATGGGTGTTGCCGTATTCTTCGGCATGATCGGTGTAACA
GGTTCTGAAATGCGACATGCGATGGGTGTTGCCGTATTCTTCGGTATGATCGGTGTAACA

KA KRKA AR A AR A A A AR A AR A AR AR AR AR A A A A AR A AR A A A AR h Ak h A Ak h Ak Ak kA khk k%
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TTCTTTGGTTTATTCCTCACCCCGGCCTTTTACGTTCTGATTCGTACCCTCAACAGCAAA
TTCTTTGGTTTATTCCTCACCCCGGCCTTTTACGTTCTGATTCGTACCCTCAACAGCAAA

KA A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A A KNI A A AR AN A AR R A A A A AR A A ARk kK

CATAAACTGCATTCTGCGGCAGTTCATGAAGCGCCGTTAGCTAGCCCACACGATCATTAA
CATAAACTACATTCTGCGGCAGTTCATGAAGCGCCGTTAGCTAGCCCACACGATCATTAA

KAKKAKNFAKXN A A A AR A AR A A A AR A KR A A A A AR AR A A A AR A A A A AR A AR A AR AR A XA Rk KK

3120
3120

3180
3180

Anexo 9. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adeG de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeG de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

MNISKFFIDRPIFAGVLSVLILLAGLLSVEFQLPISEYPEVVPPSVVVRAQYPGANPKVIA
MNISKFFIDRPIFAGVLSVLILLAGLLSVFQLPISEYPEVVPPSVVVRAQYPGANPKVIA

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR A X kK

ETVASPLEESINGVEDMLYMQSQANSDGNLTITVNFKLGIDPDKAQQLVONRVSQAMPRL
ETVASPLEESINGVEDMLYMQSQANSDGNLTITVNFKLGIDPDKAQQLVONRVSQAMPRL

KA AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A A A A AR A KNI AR A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR A KKK

PEDVQRLGVTTLKSSPTLTMVVHLTSPDNRYDMTYLRNYAVLNVKDRLARLQGVGEVGLE
PEDVQRLGVTTLKSSPTLTMVVHLTSPDNRYDMTYLRNYAVLNVKDRLARLQGVGEVGLF

KA AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A KR A AR A A A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR AR AR AR KK

GSGDYAMRVWLDPOQKVAQRNLTATEIVNAIREQNIQVAAGTIGASPSNSPLOLSVNAQGR
GSGDYAMRVWLDPQKVAQRNLTATEIVNAIREQNIQVAAGTIGASPSNSPLOLSVNAQGR

KA A K AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A I A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A A A A A XA A ARk kK

LTTEQEFADIILKTAPDGAVTRLGDVARVELAASQYGLRSLLDNKQAVAIPIFQAPGANA
LTTEQEFADITILKTAPDGAVTRLGDVARVELAASQYGLRSLLDNKQAVAIPIFQAPGANA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR A AR A A A AKX Ak kK

LOVSDQVRSTMKELSKDFPSSIKYDIVYDPTQFVRASIKAVVHTLLEATIALVVVVVILFL
LOVSDQVRSTMKELSKDEFPSSIKYDIVYDPTQFVRASIKAVVHTLLEATALVVVVVILEFL

hhkhkhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkhkrhkhkrkhhkhkhxhkxk

OTWRASIIPLLAVPVSIIGTFALMLAFGYSINALSLFGMVLAIGIVVDDAIVVVENVERN
QTWRASITIPLLAVPVSIIGTFALMLAFGYSINALSLFGMVLAIGIVVDDAIVVVENVERN

hhkhhkhkhkhhkhkkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhrhhkrhkkhkrhkhkrkhhkhkhxhkxk

IEAGLNPREATYRAMREVSGPITIATIALTLVAVEVPLAFMTGLTGQFYKQFAMTIAISTVI
IEAGLNPREATYRAMREVSGPITIATIALTLVAVEVPLAFMTGLTGQFYKQFAMTIAISTVI

hhkhkhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkhxhkxk

SAFNSLTLSPALAALLLKGHDAKPDALTRIMNRLFGREFFALFNRVESRASDRYSQGVSRV
SAFNSLTLSPALAALLLKGHDAKPDALTRIMNRVEFGREFFALFNRVESRASDRYSQGVSRV

KA KA AR AR A A KA A I A AR AR A A I A AR AR A A I A A I K e kA A A A AR A A A Ak AR A AR Ak kKK

ISHKASAMGVYAALLGLTVGISYIVPGGFVPAQDKQYLISFAQLPNGASLDRTEAVIRKM
ISHKASAMGVYAALLGLTVGISYIVPGGEFVPAQDKQYLISFAQLPNGASLDRTEAVIRKM

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk A kA kA Ak Ak Ak kkxk

SDTALKQPGVESAVAFPGLSINGFTNSSSAGIVFVTLKPFDERKAKDLSANAIAGALNQK
SDTALKQPGVESAVAFPGLSINGFTNSSSAGIVFVTLKPFDERKAKDLSANAIAGALNQK

hhkrhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkrkhkxkxx

60
60
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120

180
180

240
240

300
300

360
360
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480
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540
540

600
600

660
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AE38
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AE38
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AE38
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AE38
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YSAIQDAYTIAVFPPPPVMGLGTMGGFKLOQLEDRGALGY SALNDAAQNFMKAAQSAPELGP
YSAIQDAYIAVFPPPPVMGLGTMGGFKLOQLEDRGALGY SALNDAAQNFMKAAQSAPELGP

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A I AA A A AR A A A A A A AN A R AR A A IR A A XA A AR hk KK

MESSYQINVPQLNVDLDRVKAKQQGVAVTDVENTMQIYLGSQYVNDENREGRVYQVRAQA
MESSYQINVPQLNVDLDRVKAKQQOGVAVTDVENTMQIYLGSQYVNDENREGRVYQVRAQA

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A I AA A A AR A A A A A A AN A R A A A A AR A AR A AR ARk kK

DAPFRANPEDILQLKTRNSAGOMVPLSSLVNVTQTYGPEMVVRYNGYTSADINGGPAPGY
DAPFRANPEDILQLKTRNSAGOMVPLSSLVNVTQTYGPEMVVRYNGYTSADINGGPAPGY

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR AR AA A A AR A A A A A A AN AR AR A A IR A AR A A ARk kK

SSSQAEAAVERIAAQTLPRGIKFEWTDLTYQKILAGNAGLWVFPISVLLVEFLVLAAQYES
SSSQAEAAVERIAAQTLPRGIKFEWTDLTYQOKILAGNAGLWVFPISVLLVFLVLAAQYES

KA AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AN AR AR A AR A A AR A A ARk kK

LTLPLAVILIVPMGILAALTGVWLTAGDNNIFTQIGLMVLVGLACKNAILIVEFARELEM
LTLPLAVILIVPMGILAALTGVWLTAGDNNIFTQIGLMVLVGLACKNAILIVEFARELEM

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A A A AR A KNI AR A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR Ak kK

QGATAFKAAVEASRLRLRPILMTSIAFIMGVVPLVTSTGAGSEMRHAMGVAVEEFGMIGVT

QGATAFKAAVEASRLRLRPILMTSIAFIMGVVPLVTSTGAGSEMRHAMGVAVEFEFGMIGVT
ok K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok ok ok k kK ok ok Kk ok kK

FFGLFLTPAFYVLIRTLNSKHKLHSAAVHEAPLASPHDH 1059
FEFGLFLTPAFYVLIRTLNSKHKLHSAAVHEAPLASPHDH 1059

hhkrkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkrhkhkhkhkhhkhkrxkhkxkkxkxk

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

Anexo 10. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adeN de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeN de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

ATGCATGATCCAGTCCTTGAGTCACATCATCTCGTATGTGAAAAACCCCAAACACGCCGC
ATGCATGATCCAGTCCTTGAGTCACATCATCTCGTATGTGAAAAACCCCAAACACGCCGC

hhkhhkhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrkhkhkrhkkrhkxkxx

GGTATAGAACGTCGTTTAGCTCTATTGCTAAGCGCAACCGAGCTGTTTTTGGAAAAAGGA
GGTATAGAACGTCGTTTAGCTCTATTGCTAAGCGCAACCGAGCTGTTTTTGGAAAAAGGA

hhkhhkhkhkhhkhkkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhrhhkrhkkhkrhkhkrkhhkhkhxhkxk

TATGATGCTGTCTCTCTTGACGACATCGTCAATCATGCTGGTGGTTCAAAAACCTCTATT
TATGATGCTGTCTCTCTTGACGACATCGTTAATCATGCTGGTGGTTCAAAAACCTCTATT

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhkhrkh *hhkhhhkrkhkhhkhkrhhkrhkhkrhhkrkhhkhkdxhkxk

TATAAATACTTCGGTAATAAAGATGGCTTATTTACTGCAATCTGCGATTATCGCCGTGAA
TATAAATACTTCGGTAATAAAGATGGCTTATTTACTGCAATCTGCGATTATCGCCGTGAA

KA KA A AR AR A A A A I A AR A IR A A I A AR AR A A A A AN A A A A A A AR AR A A A Ak A A Ak kA ko kKK

ATGTTTTTTAAAGATATCTGCATTGCATTTCAACCAGAGCAAACTTCTTTAAAAGATTAT
ATGTTTTTTAAAGATATCTGCATTGCATTTCAACCAGAGCAAACTTCTTTAAAAGATTAT

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A kA kA kA Ak Ak Ak hk kK

TTAATCCAAACTCTCATCCGTTTTTATAAACACATTATTCAACCTGAACACATTGCCTTT
TTAATCCAAACTCTCATCCGTTTTTATAAGCACATTATTCAACCTGAACACATTGCCTTT

hhkrhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhhhkhkhkhkhkhrkh *hhhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkrkhkxkxx

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360
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AE38 TTACGTTTGGTTATTGAACAAACTCAATGTAATGCAACTTTGAGCCAATACTTATATGAA 420

ATCC17978 TTACGTTTGGTTATTGAACAAACTCAATGTAATGCAACTTTGAGCCAATACTTATATGAA 420
e ok ok kK K K K ok ok ok ok ok kK K ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok K K ko ok ok ok ok kK K Kk ok ok Rk
AE38 AAATGTGCTCTGGATGTCCAAAATACAATTGCTCAAGCCTTACTCATATCTCATCAATCA 480
ATCC17978 AAATGTGCTCTGGATGTCCAAAATACAATTGCTCAAGCCTTACTCATATCTCATCAATCA 480
ok kK K K K K ok ok ok ok ok kK K Kk o ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok K K ok ok ok ok ok kK K Kk ok ok
AE38 GGTGAAATTACCTGTACATCTCCTGATCATTCCTCTCTTATGTATTTTGGAATTTTACGT 540
ATCC17978 GGTGAAATTACCTGTACATCTCCTGATCATTCCTCTCTTATGTATTTTGGAATTTTACGT 540
ok ok kK K K K ko ok ok ok kK K Kk o ok ok ok ok kK ok ok ok kK kK ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok kK K Kk ok kK Kk
AE38 GATATTGAATGGCGAATGATTATGGGAATGCCTCTTCCACCCAATGAGACAGAAGTTATT 600
ATCC17978 GATATTGAATGGCGAATGATTATGGGAATGCCTCTCCCACCCAATGAGACAGAAGTTATT 600
ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok Kk kR ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok kK K K K ok kK Kk
AE38 GATTATATTAACTATTGTGTTGATATTTTCTTCTCTGTACACGATAAAAATAGATAA 657
ATCC17978 GATTATATTAATTATTGTGTTGATATTTTCTTAAAGGGGCATCATAAAGTCTAA-—— 654
Kok ok kK Kk k ok ok Kok kK Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk kK Kk Kk kk kkokokok *

Anexo 11. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adeN de la
cepa AE38 con la secuencia del gen adeN de la cepa A. baumannii ATCC
17978.

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38 MHDPVLESHHLVCEKPQTRRGIERRLALLLSATELFLEKGYDAVSLDDIVNHAGGSKTSI 60
ATCC17978 MHDPVLESHHLVCEKPQTRRGIERRLALLLSATELFLEKGYDAVSLDDIVNHAGGSKTSI 60
ok ok kK K K Kk ok ok kK k kK kK ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok kK kK K Kk kK ok
AE38 YKYFGNKDGLFTAICDYRREMFFKDICIAFQPEQTSLKDYLIQTLIRFYKHIIQPEHIAF 120
ATCC17978 YKYFGNKDGLFTAICDYRREMFFKDICIAFQPEQTSLKDYLIQTLIRFYKHITIQPEHIAF 120
e ok ok kK Kk kK ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok K kK ok ok Kk
AE38 LRLVIEQTQCNATLSQYLYEKCALDVONTIAQALLISHQSGEITCTSPDHSSILMYFGILR 180
ATCC17978 LRLVIEQTQCNATLSQYLYEKCALDVONTIAQALLISHQSGEITCTSPDHSSLMYFGILR 180
e ok ok kK Kk kR kK ok ko ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok K ko ok ok ok kK kK Kk Kk
AE38 DIEWRMIMGMPLPPNETEVIDYINYCVDIFEFSVHDKNR 218
ATCC17978 DIEWRMIMGMPLPPNETEVIDYINYCVDIFLKGHHKV- 217

KAKRKA AR A A A A AA XA KA KNI I AA XA AR AR AR KK o * K

Anexo 12. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen adeJ de la cepa
AE38 con la secuencia del gen adeJ de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38 ATGGCACAATTTTTTATTCATCGCCCCATATTTGCGTGGGTGATTGCATTAGTCATTATG 60
ATCC17978 ATGGCACAATTTTTTATTCATCGCCCCATATTTGCGTGGGTGATTGCATTAGTCATTATG 60
KA A KA AR A A A A A AR A AR A AR AR AR AR A AR A AR A AR AR A AR A A A Ak A A Ak A A Ak A A Ak k k%
AE38 TTGGCGGGTATTCTTACGCTAACAAAAATGCCTATTGCACAATATCCAACGATTGCACCA 120
ATCC17978 TTGGCGGGTATTCTTACGCTAACAAAAATGCCTATTGCACAATATCCAACGATTGCACCA 120

KA A A AR A A A A A A AR A AR A AR AR AR AR A A A A AR A AR A A A AR A A A kA A Ak A A A A A Ak kK%
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

CCAACCGTAACGATTGCTGCGACTTATCCTGGTGCATCGGCTGAAACAGTTGAAAATACT
CCAACCGTAACGATTGCTGCGACTTATCCTGGTGCATCGGCTGAAACAGTTGAAAATACT

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhdhkxk

GTAACCCAGATCATTGAACAACAAATGAATGGTCTTGATGGCTTACGTTATATTTCATCT
GTAACCCAGATCATTGAACAACAAATGAATGGTCTTGATGGCTTACGTTATATTTCATCT

hhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhkhkxk

AACAGTGCTGGTAATGGTCAGGCATCTATTCAATTAAACTTTGAACAAGGTGTTGACCCT
AACAGTGCTGGTAATGGTCAGGCATCTATTCAATTAAACTTTGAACAAGGTGTTGACCCT

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkrkxk

GATATTGCACAGGTTCAAGTTCAAAACAAATTGCAATCTGCAACTGCGCTTTTACCTGAA
GATATTGCACAGGTTCAAGTTCAAAACAAATTGCAATCTGCAACTGCGCTTTTACCTGAA

Ak hkhkhkhkhhkhkhk Ak hhkhhk A hkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

GATGTACAACGTCAAGGTGTAACAGTTACTAAATCTGGTGCGAGCTTCTTGCAAGTTATT
GATGTACAACGTCAAGGTGTAACAGTTACTAAATCTGGTGCGAGCTTCTTGCAAGTTATT

hhkhkhkhkhkhhkhkh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhk A hhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkdhkhkrhkhrhkkhhkxkxx*

GCATTCTATTCACCAGATAACAACCTGTCAGACTCTGACATTAAAGACTACGTAAACTCG
GCATTCTATTCACCAGATAACAACCTGTCAGACTCTGACATTAAAGACTACGTAAACTCG

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkrhhkrhkrkhkrxkxx

TCAATTAAAGAACCGCTTAGCCGTGTTGCCGGTGTTGGTGAGGTACAGGTCTTCGGTGGC
TCAATTAAAGAACCGCTTAGCCGTGTTGCCGGTGTTGGTGAGGTACAGGTCTTCGGTGGC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

TCATACGCAATGCGTATCTGGCTTGATCCAGCTAAATTAACAAGCTATCAACTTACTCCT
TCATACGCAATGCGTATCTGGCTTGATCCAGCTAAATTAACAAGCTACCAACTTACTCCT

KA KA K AR A AR A AR AR A AR A AR AR AKRA IR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A’ Ak h Ak Ak kA h k%

AGTGATATTGCAACTGCCTTACAAGCGCAGAACTCGCAAGTTGCCGTAGGTCAGTTAGGT
AGTGATATTGCAACTGCCTTACAAGCGCAGAACTCGCAAGTTGCTGTAGGTCAGTTAGGT

KA KA K AR A AR A A A AR A AR A A A AR A KNI IR A AR AR A AR A AR AR AR, K, Ak A hA kA XAk hh kK

GGTGCTCCGGCTGTACAAGGTCAAGTTCTTAACGCAACAGTAAATGCACAAAGCTTATTG
GGTGCTCCGGCTGTACAAGGTCAAGTTCTTAACGCAACAGTAAATGCACAAAGCTTATTG

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A IR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR Ak kK

CAGACTCCTGAACAGTTTAAAAATATCTTCTTAAAGAACACAGCATCAGGTGCTGAGGTT
CAGACTCCTGAACAGTTTAAAAATATCTTCTTAAAGAACACAGCATCAGGTGCTGAGGTT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AKX Ak kK

CGATTAAAAGATGTTGCTCGCGTAGAATTAGGTTCGGATAACTATCAATTCGACTCGAAG
CGATTAAAAGATGTTGCTCGCGTAGAATTAGGTTCGGATAACTATCAATTTGACTCGAAG

KA A KA KR AR KA A A A AR A AR A A A AR AKRAAAA AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR Ak Ak Ak hk kA k k%

TTTAACGGTAAACCGGCAGCTGGTCTTGCAATTAAAATTGCAACAGGTGCTAACGCACTC
TTTAACGGTAAACCGGCAGCTGGTCTTGCAATTAAAATTGCAACAGGTGCTAACGCACTC

hhkhhkhkhkhhkhkhhhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkhrhhkrhkhkrhkkhhkxkxx

GACACAGCCGAAGCAGTTGAACAACGTTTATCTGAACTACGTAAGAACTATCCAACAGGT
GACACAGCCGAAGCAGTTGAACAACGTTTATCTGAACTACGTAAGAACTATCCAACAGGT

ok rhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkrxhkhkxkxx

CTTGCAGATAAACTGGCTTATGACACGACTCCATTTATCCGTCTTTCAATTGAAAGTGTA
CTTGCAGATAAACTGGCTTATGACACGACTCCATTTATCCGTCTTTCAATTGAAAGTGTA

ok rhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhhkrhkhkrhhkrkhkhkhkdhkxk

GTACACACATTAATTGAAGCCGTGATTTTGGTATTCATTGTCATGTTCCTATTCTTACAA
GTACACACATTAATTGAAGCCGTGATTTTGGTATTCATTGTCATGTTCCTATTCTTACAA

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

R R I b b b b b 2h S b b Sb b S SR e S S S S e S b I Sh b S Sb b Sb b b Sh S db b b b b 2R e S b b Sb b S b e 2h b S b b S

AACTGGCGTGCAACGATTATTCCAACGCTTGCAGTTCCAGTAGTTGTATTAGGTACATTT
AACTGGCGTGCAACGATTATTCCAACGCTTGCAGTTCCAGTAGTTGTATTAGGTACATTT

Ak hkhkhkhkhhkhkkh A hkhkhhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkhdrkxk

GCGGTCATTAATATCTTTGGCTTCTCAATTAACACCTTAACCATGTTCGCTATGGTATTG
GCGGTCATTAATATCTTTGGCTTCTCAATTAACACCTTAACCATGTTCGCTATGGTATTG

Ak hkhkhkhkhhkhh Ak hkhkhhk A hhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

GCAATCGGTCTTCTGGTCGACGACGCCATTGTTGTAGTCGAAAACGTTGAACGTGTGATG
GCAATCGGTCTTCTGGTCGACGACGCCATTGTTGTAGTCGAAAACGTTGAACGTGTGATG

hhkhkhkhkhkhhkhhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhhk A hhkrhhkrhkdkhkhhkhkhkhAhkhkrhkhrhkkhhkxkxx*

AGTGAAGACCATACCGATCCGGTTACGGCCACTTCTCGCTCAATGCAGCAGATTTCTGGT
AGTGAAGACCATACCGATCCGGTTACCGCCACTTCTCGCTCAATGCAGCAGATTTCTGGT

hhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhhkh *hkkrhkkhkhhhkrhkhkhkhhrhkhkrhkkhkrhkhrhkkrkhkxkhxx

GCGTTAGTAGGTATTACCAGCGTATTGACAGCGGTATTCGTACCAATGGCTTTCTTTGGT
GCGTTAGTAGGTATTACCAGCGTATTGACAGCGGTATTCGTACCAATGGCTTTCTTTGGT

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkhxxkxk

GGTACAACAGGTGTAATTTACCGCCAGTTCTCGATTACCCTTGTAACTGCAATGGTTCTG
GGTACAACAGGTGTAATTTACCGCCAGTTCTCGATTACCCTTGTAACTGCAATGGTTCTG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

TCGTTAATTGTAGCGTTGACGTTCACACCGGCACTTTGTGCAACTATCTTGAAACAGCAT
TCGTTAATTGTAGCGTTGACGTTCACACCGGCACTTTGTGCAACTATCTTGAAACAGCAT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR AR Ak kK

GATCCTAATAAAGAACCAAGCAATAATATCTTTGCGCGTTTCTTTAGAAGCTTTAACAAT
GATCCTAATAAAGAACCAAGCAATAATATCTTTGCGCGTTTCTTTAGAAGCTTTAACAAT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR Ak kK

GGTTTTGACCGCATGTCGCATAGCTACCAAAATGGTGTTAGCCGCATGCTTAAAGGCAAA
GGTTTTGACCGCATGTCGCATAGCTACCAAAATGGTGTTAGCCGCATGCTTAAAGGCAAA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AR Ak kK

ATCTTCTCTGGCGTGCTCTATGCTGTTGTAGTTGCCCTTTTAGTCTTCTTGTTCCAAAAA
ATCTTCTCTGGCGTGCTCTATGCTGTTGTAGTTGCCCTTTTAGTCTTCTTGTTCCAAAAA

KA AR AR A AR AR A AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Ak kK

CTCCCGTCTTCATTCTTACCAGAAGAAGATCAGGGTGTGGTCATGACACTTGTACAATTA
CTCCCGTCTTCATTCTTACCAGAAGAAGATCAGGGTGTGGTCATGACACTTGTACAATTA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak Ak kK

CCACCAAATGCAACGCTTGACCGTACCGGTAAAGTGATTGATACCATGACTAACTTCTTT
CCACCAAATGCAACGCTTGACCGTACCGGTAAAGTGATTGACACCATGACTAACTTCTTT

KA KA K AR AR KA AAAAKRA AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A AR A, K, A kA A A dA A hA A AR A XAk Rk kK

ATGAATGAAAAAGATACCGTGGAATCTATTTTCACTGTTTCTGGTTTCTCATTCACAGGT
ATGAATGAAAAAGACACCGTGGAATCTATTTTCACTGTTTCTGGTTTCTCATTCACAGGT

hhkrkhkhkhkhhkhkhkhhkhkdx Khrxhhhhhkhkhkhhhrhkkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkrxkhkxkxx

GTTGGTCAAAACGCGGGTATTGGCTTCGTTAAGTTGAAAGACTGGAGCAAACGTACGACA
GTTGGTCAAAACGCTGGTATTGGCTTCGTTAAGTTGAAAGACTGGAGCAAACGTACGACA

R R R R E b b b b b b SIS b b b b b b b b R b b b b b b b R b b b b IE b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b

CCAGAAACTCAAATTGGTTCATTGATTCAGCGTGGTATGGCATTAAATATGATCATTAAA
CCAGAAACTCAAATTGGTTCATTGATTCAGCGTGGTATGGCATTAAATATGATCATTAAA

ok rhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhhkrhkhkrhhkrkhkhkhkdhkxk

1140
1140

1200
1200

1260
1260

1320
1320

1380
1380

1440
1440

1500
1500

1560
1560

1620
1620

1680
1680

1740
1740

1800
1800

1860
1860

1920
1920

1980
1980
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

GATGCATCATACGTTATGCCGTTACAGCTTCCAGCAATGCCTGAACTTGGTGTAACTGCC
GATGCATCATATGTTATGCCGTTACAGCTTCCAGCAATGCCTGAACTTGGTGTAACTGCC

kA hkhkhkhkhhkhkkhdx Fhhhkrhhkhhhkhhkhkhkhrhkhkrhkkhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkrkxk

GGATTTAACTTGCAGCTTAAAGATTCAAGTGGTCAAGGCCATGAGAAACTGATTGCAGCT
GGATTTAACTTGCAGCTTAAAGATTCAAGTGGTCAAGGCCATGAGAAACTGATCGCAGCT

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hhkhhk A hhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrkhkkx H*hkxk*xx*

CGTAACACGATTTTAGGTTTGGCATCACAAGATAAACGTCTTGTAGGTGTGCGTCCAAAT
CGTAACACGATTTTAGGTTTGGCATCACAAGATAAACGTCTTGTAGGTGTGCGTCCAAAT

hhkhkhkhkhkhhkhhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhhkhk A hkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkdrhkkhkhkxkxx

GGTCAGGAAGATACTCCTCAGTATCAAATTAATGTAGATCAGGCTCAAGCTGGTGCTATG
GGTCAGGAAGATACTCCTCAATATCAAATTAATGTAGATCAGGCTCAAGCTGGTGCTATG

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkrhhkh dhhkhhkhhhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhrhkhkrhkhkrhkhkrhkkhhkxkxx

GGCGTTAGTATTGCCGAAATCAACAATACAATGCGTATTGCATGGGGTGGCTCATACATT
GGCGTTAGTATTGCCGAAATCAACAATACAATGCGTATTGCATGGGGTGGCTCATACATT

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhrhdhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhdrkxk

AACGATTTCGTTGACCGTGGTCGTGTGAAAAAAGTTTATGTTCAAGGTGATGCGGGCAGC
AACGATTTCGTTGACCGTGGTCGTGTGAAAAAAGTTTATGTTCAAGGTGATGCGGGCAGC

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkhhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkhkhxkxk

CGTATGATGCCTGAAGACTTAAACAAATGGTATGTACGTAATAACAAAGGTGAGATGGTT
CGTATGATGCCTGAAGACTTAAACAAATGGTATGTACGTAATAACAAAGGTGAGATGGTT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

CCATTCTCGGCATTTGCTACAGGCGAATGGACGTATGGTTCTCCACGTCTCGAACGTTAT
CCATTCTCGGCGTTTGCTACAGGCGAATGGACGTATGGTTCTCCACGTCTCGAACGTTAT

KAKXKAKRKIAIAKAAKXN A A A A KA A A A AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR AR AR A K kK

AACGGCGTGTCATCGGTTAACATTCAAGGTACACCTGCACCTGGCGTGAGCTCTGGTGAT
AACGGTGTGTCATCAGTTAACATTCAAGGTACACCTGCACCTGGCGTGAGCTCTGGTGAT

KAKKAK, KAAAAKAEAAKN A A A AAAKRA KA IR A AR AR A A A A A A AR AR AR A AR A AR IR A AR Ak kK

GCCATGAAAGCAATGGAAGAAATTATTGGTAAGTTACCATCTATGGGCTTACAAGGTTTC
GCCATGAAAGCAATGGAAAAAATTATTGGTAAGTTGCCTTCTATGGGCTTACAAGGTTTC

KAXKAKRAXAKAAKAAXAKAA A’ AAKXAAAIAAAXAAAKAAXKX *k KA XAhkAkAhhA kA hk Ak Ak hkhk k%

GACTATGAGTGGACAGGCTTATCACTTGAAGAACGTGAGTCTGGTGCTCAAGCGCCGTTC
GACTATGAATGGACAGGCTTATCACTTGAAGAACGTGAGTCTGGTGCTCAAGCGCCGTTC

KAKXKAKRAKR A A KA KR A AR AR A AR AR A A A A A A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR A A Ak kK

TTATACGCACTTTCATTGTTAATCGTATTCCTTTGCTTGGCTGCACTATATGAAAGCTGG
TTATACGCACTTTCATTGTTAATCGTATTCCTTTGCTTGGCTGCACTATATGAAAGCTGG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR Rk kK

TCAATTCCGTTCTCGGTTTTACTTGTGGTACCACTTGGTGTCATTGGTGCAATCGTATTG
TCAATTCCGTTCTCGGTTTTACTTGTGGTACCACTTGGTGTCATTGGTGCAATCGTATTG

hhkhhkhkhkhhkhkhk Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrhkrhkxkxx

ACCTACTTGGGCATGATTATTAAAGGAGATCCAAATCTCTCAAATAACATTTACTTCCAG
ACCTACTTGGGCATGATTATTAAAGGAGATCCAAATCTCTCAAATAACATTTACTTCCAA

hhkrxhkhkhk kA hkhkhhkhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhkhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhdkhkxhkhkxkkxx*

GTAGCGATTATTGCGGTTATCGGTCTTTCTGCAAAAAATGCGATCTTGATTGTTGAATTC
GTAGCGATTATTGCGGTTATCGGTCTTTCTGCAAAAAATGCGATCTTGATTGTTGAATTC

ok rhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhhkrhkhkrhhkrkhkhkhkdhkxk

GCAAAAGAATTGCAGGAAAAAGGTGAAGATCTACTTGATGCAACCTTACATGCTGCAAAA
GCAAAAGAATTGCAGGAAAAAGGTGAAGATCTACTTGATGCAACCTTACATGCTGCAAAA

2040
2040

2100
2100

2160
2160

2220
2220

2280
2280

2340
2340

2400
2400

2460
2460

2520
2520

2580
2580

2640
2640

2700
2700

2760
2760

2820
2820

2880
2880

2940
2940
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

R R I b b b b b 2h S b b Sb b S SR e S S S S e S b I Sh b S Sb b Sb b b Sh S db b b b b 2R e S b b Sb b S b e 2h b S b b S

ATGCGTTTACGTCCAATTATCATGACCACCCTTGCCTTCGGTTTCGGTGTACTTCCACTT
ATGCGTTTACGTCCAATTATCATGACCACCCTTGCCTTCGGTTTCGGTGTACTTCCACTT

Ak hkhkhkhkhhkhhk Ak hhkhhk A hkhhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

GCACTTTCAACAGGTGCCGGTGCAGGAAGTCAGCACTCTGTAGGCTTTGGTGTACTTGGT
GCACTTTCAACAGGTGCCGGTGCAGGAAGTCAGCACTCTGTAGGCTTTGGTGTACTTGGT

Ak hkhkhkhkhhkhh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkhAhhk A hhkrhhkrhkhkhkhhkhkhdhkhkrhkhkrhkkhhkxkxx*

GGCGTACTCAGCGCGACGTTCTTAGGAATCTTCTTTATCCCTGTATTCTATGTGTGGATT
GGCGTACTCAGCGCGACGTTCTTAGGTATCTTCTTTATCCCTGTATTCTATGTGTGGATT

Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhkhkhkhhkh dhkkrhkhkhhhkrhkhkhkhkhrhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhhkrxkxx

CGTAGTATCTTTAAGTACAAACCAAAAACCATAAACACTCAGGAGCATAAATCGTGA
CGTAGTATCTTTAAGTACAAACCAAAAACCATAAACACTCAGGAGCATAAATCGTGA

hhkhkhkkhkhhkhkkh A hhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhrhkhkrhkhhkhhkkxkhkkxk

3000
3000

3060
3060

3120
3120

3177
3177

Anexo 13. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen adeJ de la
cepa AE38 con la secuencia del gen adeJ de la cepa A. baumannii ATCC

17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

MAQFFIHRPIFAWVIALVIMLAGILTLTKMPIAQYPTIAPPTVTIAATYPGASAETVENT
MAQFFIHRPIFAWVIALVIMLAGILTLTKMPIAQYPTIAPPTVTIAATYPGASAETVENT

KA AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR AR A ARk kK

VIQITEQQOMNGLDGLRYISSNSAGNGQASIQLNFEQGVDPDIAQVQVONKLOSATALLPE

VTQIIEQOMNGLDGLRYISSNSAGNGOASIQLNFEQGVDPDIAQVOVONKLQOSATALLPE
Ak hkhkhk kA hkhhhkhkhk ok hkhkrhkhhkhk ko hkhk kA hkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkrhhkkhkhkhkhkhkkhkhkhxhkkkxxkx*

DVQRQGVTVTKSGASFLQVIAFYSPDNNLSDSDIKDYVNSSIKEPLSRVAGVGEVQVEGG
DVQRQGVTVTKSGASFLQVIAFYSPDNNLSDSDIKDYVNSSIKEPLSRVAGVGEVQVEGG

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkhrhhkrhkhkrhkkrhkxkxx

SYAMRIWLDPAKLTSYQLTPSDIATALQAQNSQVAVGQLGGAPAVQGOVLNATVNAQSLL
SYAMRIWLDPAKLTSYQLTPSDIATALQAQNSQVAVGQLGGAPAVQGQVLNATVNAQSLL

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkhkhdhkxk

QTPEQFKNIFLKNTASGAEVRLKDVARVELGSDNYQFDSKEFNGKPAAGLAIKIATGANAL
QTPEQFKNIFLKNTASGAEVRLKDVARVELGSDNYQFDSKFNGKPAAGLAIKIATGANAL

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkhkhdhkxk

DTAEAVEQRLSELRKNYPTGLADKLAYDTTPFIRLSIESVVHTLIEAVILVFIVMFLELQ
DTAEAVEQRLSELRKNYPTGLADKLAYDTTPFIRLSIESVVHTLIEAVILVEIVMFLELQ

hhkhhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkrhkhhkhkkhkxk

NWRATIIPTLAVPVVVLGTFAVINIFGFSINTLTMFAMVLAIGLLVDDAIVVVENVERVM
NWRATITIPTLAVPVVVLGTFAVINIFGFSINTLTMFAMVLAIGLLVDDAIVVVENVERVM

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk A Ak A kA Ak Ak Ak hkxk

SEDHTDPVTATSRSMQQISGALVGITSVLTAVFVPMAFFGGTTGVIYRQFSITLVTAMVL
SEDHTDPVTATSRSMQQISGALVGITSVLTAVEFVPMAFEFGGTTGVIYRQFSITLVTAMVL

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk ko k

SLIVALTFTPALCATILKQHDPNKEPSNNIFARFFRSENNGEDRMSHSYQNGVSRMLKGK
SLIVALTFTPALCATILKQHDPNKEPSNNIFARFFRSENNGEFDRMSHSYQONGVSRMLKGK
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

R R I b S b b 2h S b b S S SR S S S b e S b E Sh b S Sb e Sb b b Sh S db b b b b 2R S b b Sb I Sh b S b b S b 2

IFSGVLYAVVVALLVFLFQKLPSSFLPEEDQGVVMTLVQLPPNATLDRTGKVIDTMTNEEF
IFSGVLYAVVVALLVFLFQKLPSSFLPEEDQGVVMTLVQLPPNATLDRTGKVIDTMTNEF

Ak hkhkhkhkhhkhkkh A hkhkhhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkhdrkxk

MNEKDTVESIFTVSGFSFTGVGONAGIGFVKLKDWSKRTTPETQIGSLIQRGMALNMIIK
MNEKDTVESIFTVSGESFTGVGONAGIGEFVKLKDWSKRTTPETQIGSLIQRGMALNMIIK

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhrhdkhhkhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhhrhkkhkkhdrkxk

DASYVMPLQLPAMPELGVTAGEFNLQLKDSSGQGHEKLIAARNTILGLASQDKRLVGVRPN
DASYVMPLQLPAMPELGVTAGENLQLKDSSGQGHEKLIAARNTILGLASQDKRLVGVRPN

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhdkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkhkxk

GQEDTPQYQINVDQAQAGAMGVSIAEINNTMRIAWGGSY INDEVDRGRVKKVYVQGDAGS
GQEDTPQYQINVDQAQAGAMGVSIAEINNTMRIAWGGSY INDEVDRGRVKKVYVQGDAGS

Ak hkhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrhkkhkkhhrkxk

RMMPEDLNKWYVRNNKGEMVPFSAFATGEWTYGSPRLERYNGVSSVNIQGTPAPGVSSGD
RMMPEDLNKWYVRNNKGEMVPEFSAFATGEWTYGSPRLERYNGVSSVNIQGTPAPGVSSGD

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkhxxkxk

AMKAMEEIIGKLPSMGLOQGFDYEWTGLSLEERESGAQAPFLYALSLLIVFLCLAALYESW
AMKAMEKIIGKLPSMGLOQGFDYEWTGLSLEERESGAQAPFLYALSLLIVFLCLAALYESW

KAKKAK o A A A A KA AR A A A A AR AR AR A A A A AR A KNI AR A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR AR kK

SIPFSVLLVVPLGVIGAIVLTYLGMIIKGDPNLSNNIYFQVAIIAVIGLSAKNAILIVEF
SIPFSVLLVVPLGVIGAIVLTYLGMIIKGDPNLSNNIYFQVAIIAVIGLSAKNAILIVEF

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A KR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR AR AR XK KK

AKELQEKGEDLLDATLHAAKMRLRPIIMTTLAFGFGVLPLALSTGAGAGSQHSVGFGVLG
AKELQEKGEDLLDATLHAAKMRLRPIIMTTLAFGFGVLPLALSTGAGAGSQHSVGFEFGVLG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR AR A AR AR ARk kK

GVLSATFLGIFFIPVEYVWIRSIFKYKPKTINTQEHKS 1058
GVLSATFLGIFFIPVEYVWIRSIFKYKPKTINTQEHKS 1058

KA KRKAAKRAAKAAAA AR AR A AR A XA AR A XA A A A AR A XKk k K
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660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

Anexo 14. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen abeM de la cepa
AE38 con la secuencia del gen abeM de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

GTGTCGAATGTCACGTCGTTTCGGTCTGAATTAAAACAACTCTTCCATTTAATGTTACCT
GTGTCGAATGTCACGTCGTTTCGGTCTGAATTAAAACAACTCTTCCATTTAATGTTACCT

hhkhhkhkhkhhkhkkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkrhkhhkhkkhkxk

ATTTTAATTACGCAGTTTGCTCAAGCAGGGTTCGGGTTAATTGATACCATTATGGCTGGG
ATTTTAATTACGCAGTTTGCTCAAGCAGGGTTTGGGTTAATTGATACCATTATGGCTGGG

KAKAAKRAKRAXA A AR KA A KA ARAA I A A KA RAA XA XK AhA kA hhkdA Ak A A kA xA kA kA Ak hkkhkk

CATTTATCTGCTGCAGACTTAGCCGCGATTGCGGTAGGTGTAGGCTTATGGATTCCAGTC
CATTTATCTGCCGCAGACTTAGCCGCTATTGCGGTAGGTGTAGGCTTATGGATTCCAGTC

KARAKRAKRAKRAKRK AKX AKRAKRAKRAKRARAK*N KA RARA R AhAA kA kA kA hkrA kA kA kA kA kxkxk

ATGCTCTTGTTCAGTGGTATCATGATTGCAACCACACCATTAGTGGCTGAAGCAAAAGGC
ATGCTCTTGTTCAGTGGCATAATGATTGCAACCACACCATTAGTTGCCGAAGCAAAAGGC

60
60

120
120

180
180

240
240
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

KAk AkAhkhkkhhkhkhkrkhkhkhkkhhk Kk *Ahhkkhhkhkkhhhkhhkhhkhkhrkhhkhkhhhxk **k *(hkkkhkrk rkkhkx*%

GCTAGAAATACAGAACAAATTCCAGTGATTGTCCGCCAATCATTATGGGTTGCAGTAATT
GCTAGAAATACAGAGCAAATTCCAGTGATTGTCCGCCAATCATTATGGGTTGCAGTAATT

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhdx Fhrhhkkhkhhhkhhkhkhhhhkhkrhhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhrhkkhhkrxkxx

CTAGGGGTATTGGCAATGCTCATTTTGCAGCTTATGCCATTTTTCTTACATGTGTTTGGC
CTAGGGGTATTGGCAATGCTCATTTTGCAGCTTATGCCATTTTTCTTACATGTGTTTGGC

Ak hkhkhkhkhhkhkh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GTACCAGAAAGTTTACAACCTAAAGCCAGTTTATTCTTACATGCAATTGGTTTGGGTATG
GTACCAGAAAGTTTACAACCTAAAGCCAGTTTATTCTTACATGCAATTGGTTTGGGTATG

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhdkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkhkxk

CCCGCTGTAACCATGTATGCAGCGCTCCGAGGCTATTCCGAAGCATTAGGCCATCCCCGC
CCCGCTGTAACCATGTATGCAGCGCTCCGAGGCTATTCCGAAGCATTAGGCCATCCCCGT

hhkhkhkhkhkhhkhkkh A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhhkxkhkkxkkx

CCTGTCACGGTCATTAGCTTACTAGCCTTAGTGGTTTTAATCCCGCTTAACATGATTTTT
CCTGTCACGGTCATTAGCTTACTAGCCTTAGTGGTTTTAATCCCGCTTAACATGATTTTT

Ak hhkhkhkhhkhhkhAhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

ATGTATGGCTTAGGACCAATACCTGCTTTGGGTAGCGCAGGCTGTGGTTTTGCAACATCT
ATGTATGGCTTAGGACCAATACCTGCTTTGGGTAGCGCAGGCTGTGGTTTTGCAACATCC

KA AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AN A AR A A A AR A A AR A A AR Rk K

ATTTTACAGTGGCTGATGCTCATTACGTTAGCAGGCTATATTTATAAGGCTTCGGCTTAT
ATTTTACAGTGGCTGATGCTCATTACGTTAGCAGGCTATATTTATAAGGCTTCGGCTTAT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A I KA A AR AR A A A A AR AR AR AR A AR A A AR A KA XK KK

CGAAACACATCTATTTTTAGCAGATTCGATAAAATTAACCTGACTTGGGTTAAAAGAATT
CGAAACACATCTATTTTTAGCAGATTCGATAAAATTAATCTGACTTGGGTTAAAAGAATT

KA KK AKRKA KA KAA A A AKRA AR A AR AKRAKRAIAAA AR AR A AR XA kAR A hA A A AR A A AR A AKX Ak kK

TTACAGCTTGGCCTGCCAATTGGTTTAGCTGTGTTTTTTGAAGTGAGTATTTTTAGTACA
TTACAGCTCGGTCTGCCAATTGGTTTAGCTGTGTTTTTTGAAGTGAGTATTTTTAGTACA

KAKRKAAKRKAKX *hk FAAAAKAAAA AR A KR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A AR A A XAk Ak kK

GGGGCATTGGTCCTTAGCCCTCTAGGAGAAGTCTTTATTGCCGCACACCAAGTAGCGATT
GGGGCATTGGTCCTTAGCCCTCTAGGGGAAGTCTTTATTGCCGCACACCAAGTAGCGATT

KAKXKAKRKAKAKAAAKAAKRAAKAAAA IR AR A, A A A AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AKX Ak kK

TCAGTCACTTCGGTATTATTTATGATTCCACTTTCTCTTGCCATTGCTTTAACTATTCGC
TCAGTCACTTCGGTACTGTTTATGATTCCACTTTCTCTTGCCATTGCTTTAACCATTCGC

KAKRKAKRKAIAKAAKAARAKAA K§ KAAXAKAKAAIAAAXAKAA NI A AA XA A AR A A A A A A AN A A A h X XAk h k)%

GTGGGGACGTATTATGGTGAAAAGAACTGGGCTTCCATGTACCAAGTACAAAAAATTGGT
GTGGGGACGTATTATGGCGAAAAGAACTGGGCTTCCATGTATCAAGTACAAAAAATTGGT

KAKXKAKRKAIAKAAAAAKAAAKX AAXAKAKRAIAAAXAKAA KNI A AAXAA AN, KAk AhA A A A Ahk A A XAk Ak kK

CTAAGCACAGCAGTATTTTTTGCTCTATTGACCATGTCTTTTATTGCTCTAGGCCGTGAA
CTAAGCACAGCAGTATTTTTTGCTCTATTGACCATGTCTTTTATTGCTTTAGGCCGTGAA

hhkrhkhkhkhhkhhkhhhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkx ,rxkhkhkhhkrxkxx

CAAATTGTCTCGGTTTATACTCAAGATATAAATGTTGTGCCGGTTGCCATGTATTTGCTC
CAAATTGTCTCGGTTTATACTCAAGATATAAATGTTGTGCCGGTTGCCATGTATTTGCTC

ok rkhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkh kb hhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkrhkxkxx

TGGTTTGCAATGGCATATCAATTAATGGATGCCCTACAAGTTAGCGCTGCCGGCTGTTTA
TGGTTTGCAATGGCATATCAATTAATGGATGCTCTACAAGTCAGCGCTGCCGGCTGTTTA

hhkrkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrkh *hhkrkhkhhkh *khkhhkhkrhkhkrkhhkrhkrxkxx

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AGAGGTATGCAAGATACTCAGGCACCGATGTGGATCACTTTAATGGCATATTGGGTAATT
AGAGGTATGCAAGATACTCAGGCACCGATGTGGATCACCTTAATGGCGTATTGGGTAATT

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhhkhhkhkrhdhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhhhkrkhk hhhhkkhkrkhk hhkrkhkkkhkrxkxx

GCTTTTCCAATCGGTCTTTATTTAGCGCGTTATACCGATTGGGGCGTAGCTGGTGTGTGG
GCTTTTCCAATCGGTCTTTATTTAGCGCGTTATACCGATTGGGGCGTAGCTGGTGTGTGG

hhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhkhkxk

TTAGGTTTAATTATTGGTTTAAGTATTGCCTGTGTTTTATTGCTCTCACGACTCTATTTG
TTAGGTTTAATTATTGGTTTAAGTATTGCCTGTGTTTTATTGCTCTCACGACTCTATTTG

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkrkxk

AATACCAAACGTTTAAGTCAAACCTAA 1347
AATACCAAACGTTTAAGTCAAACCTAA 1347

khkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkkhkkhkkkhkkrxkxk

1200
1200

1260
1260

1320
1320

Anexo 15. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen abeM de la
cepa AE38 con la secuencia del gen abeM de la cepa A. baumannii ATCC

17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

MSNVTSFRSELKQLFHLMLPILITQFAQAGEFGLIDTIMAGHLSAADLAAIAVGVGLWIPV
MSNVTSFRSELKQLFHLMLPILITQFAQAGFGLIDTIMAGHLSAADLAATAVGVGLWIPV

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A KR A I KA A A A AR A AR AR A AR A R AR A AR AR AR A KRRk KK

MLLEFSGIMIATTPLVAEAKGARNTEQIPVIVRQSLWVAVILGVLAMLILQLMPFFLHVEG
MLLEFSGIMIATTPLVAEAKGARNTEQIPVIVRQSLWVAVILGVLAMLILQLMPFFLHVEG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A A AR AR ARk KK

VPESLQPKASLFLHAIGLGMPAVTMYAALRGYSEALGHPRPVTVISLLALVVLIPLNMIF
VPESLQPKASLFLHAIGLGMPAVTMYAALRGYSEALGHPRPVTVISLLALVVLIPLNMIF

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A A A A A A AR Ak kK

MYGLGPIPALGSAGCGFATSILOWLMLITLAGYIYKASAYRNTSIFSREFDKINLTWVKRI
MYGLGPIPALGSAGCGFATSILOWLMLITLAGYIYKASAYRNTSIFSREDKINLTWVKRI

hhkhhkhkhkhhkhkh Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhhkhkkhkxk

LOLGLPIGLAVFFEVSIFSTGALVLSPLGEVFIAAHQVAISVTSVLFMIPLSLATALTIR
LOLGLPIGLAVFFEVSIFSTGALVLSPLGEVFIAAHQVAISVTSVLEMIPLSLATIALTIR

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhhxhkxk

VGTYYGEKNWASMYQVQOKIGLSTAVFFALLTMSFIALGREQIVSVYTQODINVVPVAMYLL
VGTYYGEKNWASMYQVQKIGLSTAVFFALLTMSFIALGREQIVSVYTQDINVVPVAMYLL

hhkhhkkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkrhkkrhhkrkkhkhkxkxx

WEFAMAYQLMDALQVSAAGCLRGMODTQAPMWITLMAYWVIAFPIGLYLARYTDWGVAGVW
WEAMAYQLMDALQVSAAGCLRGMODTQAPMWITLMAYWVIAFPIGLYLARYTDWGVAGVW

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR Ak ko k

LGLIIGLSIACVLLLSRLYLNTKRLSQT 448
LGLIIGLSIACVLLLSRLYLNTKRLSQT 448

KAkKAkdk kA A Ak A kA d kA kA hAk kA x kA khxk
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Anexo 16. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen emrB de la cepa
AE38 con la secuencia del gen emrB de la cepa A. baumannii ATCC 17978.

CLUSTAL 0(1.2.4)

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

multiple sequence alignment

ATGAAAACGCAAACACCTTTTGCCGAGTTAAGCGGTGGCCGTTTACTACTGGCAGCGTTT
ATGAAAACGCAAACACCTTTTGCCGAGTTAAGCGGTGGCCGTTTACTACTGGCAGCGTTT

hhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhdhkxk

GTTATTGCCTTGTCGAACTTTATGGTCGTACTTGATACGACCATTGCCAACGTCTCTGTA

GTTATTGCCTTGTCGAACTTTATGGTCGTACTCGATACGACCATTGCCAACGTCTCTGTA
ok Kok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok ok Kk ok ok ok k kK

CCGCATATTACCGGTAACCTTGCTGTTTCAAGCACACAAGGCACATGGGTCGTTACTTCA

CCGCATATTACCGGTAACCTTGCTGTTTCAAGCACACAAGGCACATGGGTCGTTACTTCA
ok K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok k kK ok kK ok ok ko ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK

TATGCAGTTGCAGAAGCGATTTGTGTACCTTTAACAGGTTGGCTGGCAGGCCGCTTTGGA
TATGCAGTTGCAGAAGCGATTTGTGTACCTTTAACGGGTTGGCTGGCAGGCCGCTTTGGT

Ak rkhkhkhk kA hkhkrhkhkrhhhkrhkhkhhhhkkhkrhkhkhhhkrkhkhhkh *khkrhkhkrhkhkrhkhkhhkhhkkhkrxkhkxkkx

ACGGTGCGGGTCTTTATCTTTGGTTTAATTGGCTTTACGGTCTTTTCTTTCCTATGCGGT

ACGGTGCGGGTCTTTATCTTTGGTTTAATTGGCTTTACGGTCTTTTCTTTCCTATGCGGT
ok K ok ok kK ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k ok kK ok ok ok ok kK ok ok K ok ok ok k kK ok kK ok ok Kk ok ok K

TTGGCAACATCGTTAGAAATGTTGGTGTTTTTCCGTATTGGGCAGGGCCTTTGTGGTGGT
TTGGCAACATCGTTAGAAATGTTGGTATTTTTCCGTATTGGGCAGGGTCTTTGTGGTGGT

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkkhkrhhkhkhhkhkhhkh *hkhkrhhkhhhkrkhkhkhkkhkrhkhkrkhk hhkrkhkhkhkkhkhxxkxk

CCACTTATGCCACTTAGCCAAACCTTGCTTATGCGTATTTTCCCTCAAGAAAAGCATGCG
CCACTTATGCCACTCAGCCAAACCTTGCTTATGCGTATTTTCCCTCAAGAAAAGCATGCG

KAKXKAKRAIAAAKNEAAKN A A IA A A AR A KA I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR A AR A K,k

CAGGCAATGGGCCTATGGGCAATGACCACAGTCGTTGGACCAATTCTAGGACCAATTTTG
CAGGCAATGGGCCTATGGGCAATGACCACAGTCGTCGGGCCAATTTTAGGACCAATTTTG

KAKXKAKRKAXAKAAXAKAAKRAAKAAAA AR AR A IAAAXAA AR AKX, *k Kk khhkk kx *hkk khkkhkkhkhAkk krkk k)%

GGTGGTCTGATTAGTGATAACCTGTCTTGGCACTGGATCTTCTTTATTAACTTACCGGTT
GGTGGTCTGATTAGTGATAACCTGTCTTGGCACTGGATCTTCTTTATTAACTTACCGGTT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AKX Ak kK

GGTATTGTCTGTGTATTAGCAGCAATGCGCTTGTTAAGAGTAGCTGAAACAGAAACCATT
GGTATTGTCTGTGTATTAGCAGCAATGCGCTTGTTAAGAGTAGCCGAAACAGAAACCATT

KA A K AR AR KA AR KA AR A AR AKAA AR AKRAAAA R A AR A AR AR A AR AR A, Ak hA kA hk Ak Ak hAkhk k%

TCTTTAAGAATCGACACTGTTGGTTTAGGTCTATTAATTCTGTGGATTGGTGCATTACAG
TCTTTAAGAATCGACACTGTTGGTTTAGGTCTGTTAATTCTGTGGATTGGTGCGCTACAG

KAKXKAKRKAIAKAAKNKAAKRAXAKAAAA AR AAAIAAA XK AKX *AAA A A A A A XA A A XA A AN A XKk, K * Kk ok kK

CTTATGCTCGACTTGGGGCATGAACGCGACTGGTTTAACAGCACCAGCATTGTGGTTTTA
CTTATGCTCGACTTGGGGCATGAACGCGACTGGTTTAATAGCACCAGTATTGTGATTTTA

KA KA A KR AR A A AA AR A AR I A A AR AR A A A AR AR A A A A A,k Kk h Ak dhkhk K, hhkk hhxk |, K**x*k%

GCTTTAACTGCCGCCATTGGCTTTGTGGTGTTCCTGATATGGGAACTCACCGATAAGCAC
GCTTTAACTGCCGCCATTGGCTTTGTGGTGTTCCTGATATGGGAGCTGACCGACAAACAC

KAk AAkA Ak A Rk ARk A kA hkAhkhAhkrAkhkrkhkhhkrkhkrkhkrhkrkhkrkhkrkhkrkhkrhkrhkrkx **x *hAkkx*x*x **x **x%

CCCGTGGTGGATGTCAAAGTCTTTAGGCATAGGGGCTTTGCCATTTCGGTACTGGCCTTG
CCCGTGGTAGATGTCAAAGTCTTTAGGCATAGGGGCTTTGCCATATCGGTACTGGCCTTG

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840
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AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

KAk Akkhhkkhk hhkAhhkhhhhhhdAhhhhhrdhhhhdhhkhrhrhhkhhhhkh *hhkhhkhhkrkhrhxkhk,xk

TCGCTCGGCTTTGGTGCATTCTTTGGCAGTATTGTACTGATACCGCAGTGGCTGCAAATG
TCGCTCGGCTTTGGCGCATTCTTTGGCAGTATTGTACTGATTCCGCAGTGGCTGCAAATG

kA hkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhdx Khrhkkhkhhhkhkhkhkhkhrhkhkrhkhhhhkrkhkhkhkh *hkrhkkhkrhkhkrkhkkhkkhkrkxx

AACCTTTCCTATACCGCGACGTGGGCCGGATATTTAACTGCAACCATGGGCTTTGGTAGT
AACCTTTCCTATACCGCGACGTGGGCCGGATATTTAACTGCAACGATGGGCTTTGGTAGT

kA hkhkhkhkhhkhhkhkhhhkhhrhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhhkhkrhkhkhkhhhkh *khkrhkkhkrkhkkhkkhkrxkxx

TTGACCATGTCACCGATTGTGGCAAAACTTTCGACCAAACATGACCCGCGTGCGCTGGCG
TTGACCATGTCACCGATTGTGGCAAAACTTTCGACCAAACATGACCCGCGTGCGCTGGCG

Ak hkhkhkhkhhkhh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhk A hhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkdhkhkrhkhkrhkkhhkxkxx

AGCTTTGGTTTAATTTTGCTGGGTATTGTGACCTTAATGCGGGCATTCTGGACCACAGAT
AGCTTTGGTTTAATTTTGCTGGGTATTGTGACCTTAATGCGGGCATTCTGGACCACAGAT

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkdhkhkrhkhrhkkhhkxkxx*

GCCGACTTTATGGCACTGGCTTGGCCGCAAATCCTGCAAGGTTTTGCAGTACCGTTCTTC
GCCGACTTTATGGCACTGGCTTGGCCGCAAATCCTGCAAGGTTTTGCAGTACCGTTCTTC

Ak hkhkhkhkhhkhk A hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkdxxkxx

TTTATCCCACTGTCTAACATTGCACTGGGTTCGGTGTTGCAGCAAGAAATTGCATCTGCT
TTTATTCCACTGTCTAACATTGCACTTGGTTCGGTGTTGCAGCAAGAAATTGCATCTGCT

KAKKAK, KAAKAAKAAAKRAXAKAIAAA AKX AN A, A A KA AR A A AAXAA AR AR A A AR AR AR AR A A AR A K,k

GCGGGCCTCATGAACTTCTTAAGAACCATGGCAGGGGCGATTGGCGCTTCAATTGCGGTG
GCGGGCCTCATGAACTTCTTAAGAACCATGGCAGGGGCGATTGGCGCTTCAATTGCAGTG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A AR A Xk kK

ACCGTGTGGGACGACCACGCCAAAGTTGCCCGTAGTGAAATGGTGTCAAACCTACATACC
ACCGTGTGGGACGACCACGCCAAAGTTGCCCGTAGTGAAATGGTGTCAAACCTACATACC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR Ak kK

ACTGAAGTACAAAACACACTTTTGCAAAATGGTTTTACGGCTGACTCGACTTTAGGCATT
ACTGAAGTACAAAACACACTTTTGCAAAATGGTTTTACGGCTGACTCGACGCTTGGAATT

KA KA K AR AR KA A AR AR AR A I AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A AR A AR Ak, Kk *x kK kKK

ATTTCAAACCTTGTCGATAAAGAAGCCATTACCATGTCGGCAAACCATGTGTTTTTACTG
ATTTCAAACCTTGTCGATAAAGAAGCCATTACCATGTCGGCAAACCATGTGTTTTTACTG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR AKX Ak kK

TTTGCGATCGTGTTTGTCTTTGCGGGGCTGGTCATTTGGCTGTGTCCAAAACCAAAACAG
TTTGCGATCGTGTTTGTCTTTGCAGGGCTGGTGATTTGGCTGTGTCCAAAACCCAAACAG

KAKXKAKRKAKAKAAKAAIAKRAAKAAAA XK K’ KAhAAAKAA K,k *AAAAKAhhAkAdrAhAkhkhAkkhkhkhkk hkkhkh*x *kk kx*k%

GTTAGCGGTATGCCTTCTCACTAA 1524
GTTAGCGGTATGCCTTCTCACTAA 1524

kAR KAAk KAk A A Ahk A A XAk Ak kA A X kKK

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080

1140
1140

1200
1200

1260
1260

1320
1320

1380
1380

1440
1440

1500
1500

Anexo 17. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen emrB de la
cepa AE38 con la secuencia del gen emrB de la cepa A. baumannii ATCC

17978.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AE38

MKTQTPFAELSGGRLLLAAFVIALSNFMVVLDTTIANVSVPHITGNLAVSSTQGTWVVTS
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ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

AE38
ATCC17978

MKTQTPFAELSGGRLLLAAFVIALSNFMVVLDTTIANVSVPHITGNLAVSSTQGTWVVTS

KA AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A KA A A A A A KNI I A A A A AR A R AR A AR A A AR A A XA,k kK

YAVAEAICVPLTGWLAGREFGTVRVEIFGLIGFTVESFLCGLATSLEMLVFFRIGQGLCGG
YAVAEAICVPLTGWLAGRFGTVRVEFIFGLIGFTVEFSFLCGLATSLEMLVFFRIGQGLCGG

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A KNI A A A A A AR AR AR A A IR A AR A AR ARk kK

PLMPLSQTLLMRIFPQEKHAQAMGLWAMTTVVGPILGPILGGLISDNLSWHWIFFINLPV
PLMPLSQTLLMRIFPQEKHAQAMGLWAMTTVVGPILGPILGGLISDNLSWHWIFFINLPV

KA A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR A AR A A A AN A A A A AR A A A IR A AR IR A AR KKK

GIVCVLAAMRLLRVAETETISLRIDTVGLGLLILWIGALQLMLDLGHERDWENSTSIVVL
GIVCVLAAMRLLRVAETETISLRIDTVGLGLLILWIGALQLMLDLGHERDWENSTSIVIL

KA AR AR A A A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A AR A AR A AN A A A A AR A A A IR A A A A AR AR, o %

ALTAAIGEFVVFLIWELTDKHPVVDVKVFRHRGFAISVLALSLGFGAFFGSIVLIPQWLOM
ALTAAIGFVVFLIWELTDKHPVVDVKVFRHRGFAISVLALSLGFGAFFGSIVLIPQWLOM

KA AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR A A A I A A A A A AR A A A AN A AR AN AR A AR AR A AR A A KA XK KK

NLSYTATWAGYLTATMGFGSLTMSPIVAKLSTKHDPRALASFGLILLGIVTLMRAFWTTD
NLSYTATWAGYLTATMGFGSLTMSPIVAKLSTKHDPRALASFGLILLGIVTLMRAFWTTD

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KR A I A A AR AR A AR A AR AR AR A A A AR AR A AR AR ARk kK

ADFMALAWPQILQGFAVPFFFIPLSNIALGSVLQQEIASAAGLMNEFLRTMAGAIGASIAV
ADFMALAWPQILQGFAVPFFFIPLSNIALGSVLQQEIASAAGLMNFLRTMAGAIGASIAV

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

TVWDDHAKVARSEMVSNLHTTEVONTLLONGFTADSTLGIISNLVDKEAITMSANHVELL
TVWDDHAKVARSEMVSNLHTTEVONTLLONGFTADSTLGIISNLVDKEAITMSANHVELL

Ak hkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhhhkxk

FAIVFVFAGLVIWLCPKPKQVSGMPSH 507
FAIVEVFAGLVIWLCPKPKQVSGMPSH 507

khkkhkkhkhkhkhkkkhkkhkhkkhkkhkhkkkhkkhkkkhkkxkxk
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Anexo 18. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen gyrA de la
cepa AE38 con la secuencia del gen gyrA de las cepas A. baumannii ATCC
17978, A. baumannii ACICU y A. baumannii AYE.

CLUSTAL 0(1.2.4)

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

multiple sequence alignment

MSVSEIRPIAIEDELKHSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMHELGNDYNKA
MSVSEIRPIAIEDELKHSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMHELGNDYNKA
MSVSEIRPIAIEDELKHSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMHELGNDYNKA
MSVSEIRPIAIEDELKHSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMHELGNDYNKA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A AR Ak Ak kK

YKKSARVVGDVIGKYHPHGDLAVYETIVRMAQDEFSLRYLLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRY
YKKSARVVGDVIGKYHPHGDLAVYETIVRMAQDEFSLRYLLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRY
YKKSARVVGDVIGKYHPHGDLAVYETIVRMAQDEFSLRYLLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRY
YKKSARVVGDVIGKYHPHGDSAVYETIVRMAQDEFSLRYLLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRY

R R I S b b b 2h S b b Sb b S 2b I S S Sb b Sb b E Sh b b Sb b Sb b I SE S db b b I 2R e S b b Sb b S b I 2h db S b b S

TEVRMTKLAHELLADLEKDTVDWEDNYDGSERIPEVLPTRVPNLLINGAAGIAVGMATNM
TEVRMTKLAHELLADLEKDTVDWEDNYDGSERIPEVLPTRVPNLLINGAAGIAVGMATNM
TEVRMTKLAHELLADLEKDTVDWEDNYDGSERIPEVLPTRVPNLLINGAAGIAVGMATNM
TEVRMTKLAHELLADLEKDTVDWEDNYDGSERIPEVLPTRVPNLLINGAAGIAVGMATNM

60
60
60
60

120
120
120
120

180
180
180
180
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AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

AYE

AE38
ACICU
ATCC17978

R R I b b b b b 2h S b b Sb b S SR e S S S S e S b I Sh b S Sb b Sb b b Sh S db b b b b 2R e S b b Sb b S b e 2h b S b b S

APHNMTEVVNACLAYADNPNISIEGLMEYITGPDFPTGGIIYGKSGIVDAYRTGKGRLHI
APHNMTEVVNACLAYADNPNISIEGLMEYITGPDFPTGGIIYGKSGIVDAYRTGKGRLHI
APHNMTEVVNACLAYADNPNISIEGLMEYITGPDFPTGGIIYGKSGIVDAYRTGKGRLHI
APHNMTEVVNACLAYADNPNISIEGLMEYITGPDFPTGGIIYGKSGIVDAYRTGKGRLHI

hhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhkhkxk

RGKYHFEEDEKTGRTTIVFTEIPYQVNKARVIERIAELVKEKKLEGISELRDESDKEGMR
RGKYHFEEDEKTGRTTIVFTEIPYQVNKARVIERIAELVKEKKLEGISELRDESDKEGMR
RGKYHFEEDEKTGRTTIVFTEIPYQVNKARVIERIAELVKEKKLEGISELRDESDKEGMR
RGKYHFEEDEKTGRTTIVFTEIPYQVNKARVIERIAELVKEKKLEGISELRDESDKEGMR

kA hkhkhkhkhhkhkkh Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhrhkkrkhkkxkxx

IATIDLKRGENAEVVVNNLFLNTQLENSEFSINMVCLDNGQPKLMNLKDIIAAFIRHRQEVV
IAIDLKRGENAEVVVNNLFLNTQLENSFSINMVCLDNGQPKLMNLKDITIAAFIRHRQEVV
IATDLKRGENAEVVVNNLFLNTQLENSEFSINMVCLDNGQPKLMNLKDIIAAFIRHRQEVV
IAIDLKRGENAEVVVNNLFLNTQLENSFSINMVCLDNGQPKLMNLKDITIAAFIRHRQEVV

Ak hkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhhkhkhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrkhhkrhkkrkhkxkxx*

TRRTMFELRKARERGHILEGLTVALANIDEITIETIKTSANPAEARERLLAGEWAGGGVVA
TRRTMFELRKARERGHILEGLTVALANIDEITIETIKTSANPAEARERLLAGEWAGGGVVA
TRRTMFELRKARERGHILEGLTVALANIDEITIETIKTSANPAEARERLLAGEWAGGGVVA
TRRTMFELRKARERGHILEGLTVALANIDEITIETIKTSANPAEARERLLAGEWAGGGVVA

KA AR AR A AR AR A AR A A A A A A AR AR A AR A AR A KNI AR A AR AR AR AR A A AR A AR AR AR A KKK

LLEKAGAISVRPDEIEGEDPNRPFGLSDSEFYRLSPTQVGAILELRLHRLTGLEQDKLHAE
LLEKAGAISVRPDEIEGEDPNRPFGLSDSIYRLSPTQVGAILELRLHRLTGLEQDKLHAE
LLEKAGAISVRPDEIEGEDPNRPFGLSDSIYRLSPTQVGAILELRLHRLTGLEQDKLHAE
LLEKAGAISVRPDEIEGEDPNRPFGLSDSIYRLSPTQVGAILELRLHRLTGLEQDKLHAE

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AKRAIA AR e AR A AR AR A AR A XA A AR AR AR AR A XA AR KK

YTEILGQIAELTAILNDENLLMGVIREELAQVLOQYGDARRTEIVESRVDFCREDLIPEE
YTEILGOIAELTAILNDENLLMGVIREELAQVLQQYGDARRTEIVESRVDFCREDLIPEE
YTEILGQIAELTAILNDENLLMGVIREELAQVLOQYGDARRTEIVESRVDFCREDLIPEE
YTEILGOIAELTAILNDENLLMGVIREELAQVLQQYGDARRTEIVESRVDFCREDLIPEE

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A AR Ak kK

QVVLTVSQTGYAKTQPLSDYQAQRRGGRGKSATSMKDDDFIQHLIVASNHATVLCEFTNVG
QVVLTVSQTGYAKTQPLSDYQAQRRGGRGKSATSMKDDDFIQHLIVASNHATVLCEFTNVG
QVVLTVSQTGYAKTQPLSDYQAQRRGGRGKSATSMKDDDFIQHLIVASNHATVLCEFTNVG
QVVLTVSQTGYAKTQPLSDYQAQRRGGRGKSATSMKDDDFIQHLIVASNHATVLCEFTNVG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AKX Ak kK

KVYRLKVFEVPQASRGAKGRPIVNLLPLDATETVTAILPLTEFPENHYVFMATASGTVKR
KVYRLKVFEVPQASRGAKGRPIVNLLPLDATETVTAILPLTEFPENHYVFMATASGTVKR
KVYRLKVFEVPQASRGAKGRPIVNLLPLDATETVTAILPLTEFPENHYVFMATASGTVKR
KVYRLKVFEVPQASRGAKGRPIVNLLPLDATETVTAILPLTEFPENHYVFMATASGTVKR

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A AR Ak Ak kK

VELEQFANIRSNGLRAIELNEEDTLIGVAITDGNQQIMLFSNEGKAIRFAETDVRAMGRT
VELEQFANIRSNGLRAIELNEEDTLIGVAITDGNQQIMLESNEGKAIRFAETDVRAMGRT
VELEQFANIRSNGLRAIELNEEDTLIGVAITDGNQQIMLEFSNEGKAIRFAETDVRAMGRT
VELEQFANIRSNGLRAIELNEEDTLIGVAITDGNQQIMLESNEGKAIRFAETDVRAMGRT

ok rhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhdhkxk

AKGVRGMRVSFASSTLSEEDADVENDDSDDNDDSTDSSLVSRIVSLVVVPETGEVLCASA
AKGVRGMRVSFASSTLSEEDADVENDDSDDNDDSADSSLVSRIVSLVVVPETGEVLCASA
AKGVRGMRVSFASSTLSEEDADVENDDSDDNDDSADSSLVSRIVSLVVVPETGEVLCASA
AKGVRGMRVSFASSTLSEEDADVENDDSDDNDDSADSSLVSRIVSLVVVPETGEVLCASA

R AR R R R R b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b I IR b b b b b b b b R b b b b b b b b b b b b b b b

240
240
240
240

300
300
300
300

360
360
360
360

420
420
420
420

480
480
480
480

540
540
540
540

600
600
600
600

660
660
660
660

720
720
720
720

780
780
780
780
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AYE NGYGKRTPVNDFPTKKRGGKGVIAIKTSERNGELVGAVSIDETKELLLISDGGTLVRTRA 840

AE38 NGYGKRTPVNDFPTKKRGGKGVIAIKTSERNGELVGAVSIDETKELLLISDGGTLVRTRA 840
ACICU NGYGKRTPVNDFPTKKRGGKGVIAIKTSERNGELVGAVSIDETKELLLISDGGTLVRTRA 840
ATCC17978 NGYGKRTPVNDFPTKKRGGKGVIAIKTSERNGELVGAVSIDETKELLLISDGGTLVRTRA 840

Ak hkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkrkhkxkxx

AYE AEVAMTGRNAQGVRLIRLSEEETLVGVVSIEAVEDEEELLEGEVDTTETDSEEAVSNNED 900
AE38 AEVAMTGRNAQGVRLIRLSEEETLVGVVSIEAVEDEEELLEGEVDTTETDSEEAVSNNED 900
ACICU AEVAMTGRNAQGVRLIRLSEEETLVGVVSIEAVEDEEELLEGEVDTTETDSEEAVSNNED 900
ATCC17978 AEVAMTGRNAQGVRLIRLSEEETLVGVVSIEAVEDEEELLEGEVDTTETDSEEAVSNNED 900

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhkrkxk

AYE TSEE 904
AE38 TSEE 904
ACICU TSEE 904
ATCC17978 TSEE 904

* Kk k

Anexo 19. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen parC de la
cepa AE38 con la secuencia del gen parC de las cepas A. baumannii ATCC
17978, A. baumannii ACICU y A. baumannii AYE.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

ACICU MTSLAHHATENRSVAEFTEQAYLNYAMYVIMDRALPHISDGLKPVQRRIVYAMSELGLKS 60
ATCC17978 MTSLAHHATENRSVAEFTEQAYLNYAMYVIMDRALPHISDGLKPVQRRIVYAMSELGLKS 60
AE38 MTSLAHHATENRSVAEFTEQAYLNYAMYVIMDRALPHISDGLKPVQRRIVYAMSELGLKS 60
AYE MTSLAHHATENRSVAEFTEQAYLNYAMYVIMDRALPHISDGLKPVQRRIVYAMSELGLKS 60
KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR A AR A A AR Ak kK
ACICU SGKPKKSARTVGDVLGKYHPHGDSACYEAMVLMAQPFSYRYPLIEGQGNWGSPDDPKSFA 120
ATCC17978 SGKPKKSARTVGDVLGKYHPHGDSACYEAMVLMAQPFSYRYPLIEGQGNWGSPDDPKSFA 120
AE38 SGKPKKSARTVGDVLGKYHPHGDLACYEAMVLMAQPFSYRYPLIEGQGNWGSPDDPKSFA 120
AYE SGKPKKSARTVGDVLGKYHPHGDLACYEAMVLMAQPFSYRYPLIEGQGNWGSPDDPKSFA 120

hhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkrhhkhkhhkd dhkhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkhrhkhkrhkhkrhhkrxhkrxkxx

ACICU AMRYTEAKLSAYSELLLSELGQGTSEWQDNFDGSLKEPITLPARVPNILLNGTTGIAVGM 180
ATCC17978 AMRYTEAKLSAYSELLLSELGQGTSEWQDNEFDGSLKEPITLPARVPNILLNGTTGIAVGM 180
AE38 AMRYTEAKLSAYSELLLSELGQGTSEWQDNFDGSLKEPITLPARVPNILLNGTTGIAVGM 180
AYE AMRYTEAKLSAYSELLLSELGQGTSEWQDNEFDGSLKEPITLPARVPNILLNGTTGIAVGM 180

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkdxhkxk

ACICU ATDIPPHNLREVVKGTIALIRNPQTSDGKLAEYIPAPDLPTKAEIITPPEELLKIQTTGR 240
ATCC17978 ATDIPPHNLREVVKGTIALIRNPQTSDEKLAEYIPAPDLPTKAEIITPPEELLKIQTTGR 240
AE38 ATDIPPHNLREVVKGTIALIRNPQTSDEKLAEYIPAPDLPTKAEIITPPEELLKIQTTGR 240
AYE ATDIPPHNLREVVKGTIALIRNPQTSDEKLAEYIPAPDLPTKAEIITPPEELLKIQTTGR 240

hhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhhkrhkhkhkhhkrkhkhkhkh hkhkhhkhkrhkhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhhkrxkxx

ACICU GSYRMRAVYTIEKNEIVITELPYQVSGSKVITQIADOMOAKKLPLVVDVRDESDHENPTR 300
ATCC17978 GSYRMRAVYTIEKNEIVITELPYQVSGSKVITQIADOMQAKKLPLVVDVRDESDHENPTR 300
AE38 GSYRMRAVYTIEKNEIVITELPYQVSGSKVITQIADOMOAKKLPLVVDVRDESDHENPTR 300
AYE GSYRMRAVYTIEKNEIVITELPYQVSGSKVITQIADOMQAKKLPLVVDVRDESDHENPTR 300
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR Ak k Kk
ACICU LVIVLRSNRIDAEAVMSHLFATTDLESSYRVNLNMIGEDGRPQVKSIRRILLEWIEIRKK 360
ATCC17978 LVIVLRSNRIDAEAVMSHLFATTDLESSYRVNLNMIGEDGRPQVKSIRRILLEWIEIRKK 360
AE38 LVIVLRSNRIDAEAVMSHLFATTDLESSYRVNLNMIGEDGRPQVKSIRRILLEWIEIRKK 360
AYE LVIVLRSNRIDAEAVMSHLFATTDLESSYRVNLNMIGEDGRPQVKSIRRILLEWIEIRKK 360
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ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

ACICU
ATCC17978
AE38

AYE

R R I b I b b b Ih S b b b S b I Sh S S S Sb R b Sh S b Sb b S Sb S b b b b S 2R b Sh b b Sb b S b b 2h b S b b S 4

TVTRRLOQYHLNRIEKRLHILAGLLIAYLDIDTVIRIIREEDQPKPVLMEHFNIDEIQAEA
TVTRRLOYHLNRIEKRLHILAGLLIAYLDIDTVIRIIREEDQPKPVLMEHFNIDEIQAEA
TVTRRLOQYHLNRIEKRLHILAGLLIAYLDIDTVIRIIREEDQPKPVLMEHFNIDEIQAEA
TVTRRLOYHLNRIEKRLHILAGLLIAYLDIDTVIRIIREEDQPKPVLMEHEFNIDEIQAEA

Ak hkhkhkhkhhkhhhkhhhkhhrhhhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkrhkkhkhkxkxx

ILELKLRHLAKLEEMEIRHEQDELSAKAAITIREQLENPESLKNLIIGELKEDAKKFGDER
ILELKLRHLAKLEEMEIRHEQDELSAKAAITIREQLENPESLKNLIIGELKEDAKKFGDER
ILELKLRHLAKLEEMEIRHEQDELSAKAAIIREQLENPESLKNLIIGELKEDAKKFGDER
ILELKLRHLAKLEEMEIRHEQDELSAKAAITIREQLENPESLKNLIISELKEDAKKFGDER

Ak hkhkhkhkhhkhkkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkhkhkkhrkhk *hkkhkrkhkkkkhhkrkxk

RSPIVARAEAVQIKEQDLMPAETVTVVLSEAGWVRAAKGADVDAENLNYRAGDQYLSHAV
RSPIVARAEAVQIKEQDLMPAETVIVVLSEAGWVRAAKGADVDAENLNYRAGDQYLSHAV
RSPIVARAEAVQIKEQDLMPAETVTVVLSEAGWVRAAKGADVDAENLNYRAGDQYLSHAV
RSPIVARAEAVQIKEQDLMPAETVIVVLSEAGWVRAAKGADVDAENLNYRAGDQYLSHAV

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhrhdhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkkhdrkxk

GKTNQRVYFLDETGRSYALPISNLPSARGLGDPLSSKLSPASGVSFIQVYLDDDESELIA
GKTNQRVYFLDETGRSYALPISNLPSARGLGDPLSSKLSPASGVSFIQVYLDDDESELIA
GKTNQRVYFLDETGRSYALPISNLPSARGLGDPLSSKLSPASGVSFIQVYLDDDESELIA
GKTNQRVYFLDETGRSYALPISNLPSARGLGDPLSSKLSPASGVSFIQVYLDDDESELIA

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

ASSAGYGFKTQTKQLDTNAKAGKTFLTVPDKAKALPLISAQNMTHLAVLSSAGRLLILDL
ASSAGYGFKTQTKQLDTNAKAGKTFLTVPDKAKALPLISAQNMTHLAVLSSAGRLLILDL
ASSAGYGFKTQTKQLDTNAKAGKTFLTVPDKAKALPLISAQNMTHLAVLSSAGRLLILDL
ASSAGYGFKTQTKQLDTNAKAGKTFLTVPDKAKALPLISAQNMTHLAVLSSAGRLLILDL

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A I KA A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A ARk kK

VELPNLNKGKGNKLIQLEGKEQILSMTTLNLDEITIQVVAGQQHLKLKGDDLOKYMGKRAS
AELPNLNKGKGNKLIQLEGKEQILSMTTLNLDEIIQVVAGQQHLKLKGDDLOKYMGKRAS
AELPNLNKGKGNKLIQLEGKEQILSMTTLNLDEITIQVVAGQQHLKLKGDDLOKYMGKRAS
AELPNLNKGKGNKLIQLEGKEQILSMTTLNLDEIIQVVAGQQHLKLKGDDLOKYMGKRAS

KA A AR AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR AR AR AR A A A A A A AR A AR Ak h Kk

KGOLLPRGYQKANKLLIQR 739
KGOLLPRGYQKANKLLIQR 739
KGOLLPRGYQKANKLLIQR 739
KGOLLPRGYQKANKLLIQR 739

R R I R b b I db S b Sb 2b I db

420
420
420
420

480
480
480
480

540
540
540
540

600
600
600
600

660
660
660
660

720
720
720
720
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Anexo 20. Tabla comparativa de cambios y/o mutaciones en sistemas
reguladores y subunidades de bombas de expulsién reportados en A.
baumannii y en la cepa AE38.

Cambios/deleciones reportados

Cambios/deleciones en cepa AE38

AdelL

AdeG
AdeN

Ade)

AdeR

AdeS

AdeB

Thr319Lys, Val139Gly, GIn263Arg,
GIn262Arg.

Delecion de 11 residuos aminoacidicos
en el C-terminal.

No hay reportes.

Delecion parcial o total por codén de
paro prematuro.

No hay reportes.

Asp20Asn, Ala91Val, Prol16Leu,
Val120lle, Asn134Leu,
Alal36Val,His158Leu, His195GIn,
Glu219Ala, Pro241Leu, Val243lle.
Gly30Asp, Ala94Val, Gly103Asp,
Argl152Lys, Thr153Met, Leul72Pro,
Gly186Val, Asn268His, Ser280Ala,
GIn281Asp, Tyr303Phe, Ser345Pro.
No hay reportes.

Adel

AdeG
AdeN

Adel

AdeR

AdeS

AdeB

Ninguno

Val514Leu

Val217Asn, His215Asp, Gly213Val,
Lys212Ser y Leu211Phe

Lys847Glu

Delecion total

Delecion total

Gly306Val, Asn427Ser, Ala552Thr,
Alab43Asp, Thre46Ser y Leu731Phe
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