
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

ALTERACIONES GENOTÍPICAS Y FENOTÍPICAS DE ACINETOBACTER
BAUMANNII EN PRESENCIA DE OXACILINA INDUCTORA DE 

BETALACTAMASAS OXA 

POR 

LIC. FRIDA GUERRERO LÓPEZ 

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRÍA EN CIENCIAS CON ORIENTACIÓN EN MICROBIOLOGÍA 

202



i 

ALTERACIONES GENOTÍPICAS Y FENOTÍPICAS DE Acinetobacter

baumannii INDUCTORAS DE BETALACTAMASAS OXA EN 

PRESENCIA DE OXACILINA 

Comité de Tesis  

_____________________________________________

Dra. Norma Laura Heredia Rojas 

PRESIDENTE 

_____________________________________________

Dr. José Ángel Merino Mascorro  

SECRETARIO 

_____________________________________________

Dr. José Santos García Alvarado  

1er VOCAL 

_____________________________________________

Dra. Yaraymi Ortiz Reyes  

2do VOCAL 

_____________________________________________

Dr. Eduardo Franco Frías  

3er VOCAL 

_____________________________________________ 

Dra. 

Subdirección de Posgrado  



ii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DERECHOS RESERVADOS© 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 

 

Todo el material contenido en esta Tesis está protegido, el uso de imágenes, 

fragmentos de videos, y demás material contenido que sea objeto de 

protección de los derechos de autor, será exclusivamente para fines 

educativos e informativos y deberá citar la fuente donde se obtuvo 

mencionando al autor o autores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



iii 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Bioquímica y

Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

U.A.N.L. bajo la dirección de la Dra. Norma Heredia Rojas. Este trabajo fue

financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología de México. 



iv 

AGRADECIMIENTOS 

Gracias de corazón: 

A mi familia por el apoyo que siempre me han dado y creer en mí. 

A mi Fer por darme felicidad, cariño y ser un pilar en cada etapa de nuestra vida. 

A la Dra. Yaraymi, por ser una guía paciente en toda esta etapa. 

A la Dra. Norma y el Dr. Santos por recibirme en su laboratorio y haberme dado la 
oportunidad de trabajar de mano a su guía. 

A mi amore que me dio siempre un lugar para apoyarme y ser sincera con la vida.  

A la 



v 
 

DEDICATORIA 

 
 

A mi familia por creer y apoyar mi crecimiento. 

 

A mi Esposo que me ayudo en más de un sentido para llegar hasta el final. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



vi 
 

 

ÍNDICE  

AGRADECIMIENTOS ................................................................................................... iii 

DEDICATORIA ................................................................................................................ v 

ÍNDICE vi 

ÍNDICE DE TABLAS ...................................................................................................... ix 

ÍNDICE DE FIGURAS ...................................................................................................... x 

LISTA DE SÍMBOLOS Y ABREVIATURAS. ............................................................. xii 

1. RESUMEN ..................................................................................................................... 1 

1. ASBTRACT ................................................................................................................... 2 

2. INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 3 

3. ANTECEDENTES ......................................................................................................... 5 

3.1. Generalidades del género Acinetobacter ................................................................. 5 

3.2. Perspectiva histórica ................................................................................................ 5 

3.3. Epidemiología ......................................................................................................... 6 

3.4. Patogenia ................................................................................................................. 8 

3.5. Factores de virulencia .............................................................................................. 9 

3.6. Formación de biopelículas ..................................................................................... 10 

3.7. Producción de exopolisácaridos ............................................................................ 11 

3.8. Movilidad .............................................................................................................. 12 

3.9. Capacidad de transformación ................................................................................ 12 

3.10. Resistencia a antibióticos .................................................................................... 13 

3.11. Interacción de proteínas in silico: resistencia a antimicrobianos y factores de 

virulencia ...................................................................................................................... 16 

3.12. Antibióticos utilizados para evaluar virulencia bacteriana .................................. 17 



vii 
 

4. JUSTIFICACIÓN ........................................................................................................ 19 

5. HIPÓTESIS .................................................................................................................. 20 

6. OBJETIVOS ................................................................................................................ 21 

6.1. Objetivo General. .................................................................................................. 21 

6.2. Objetivos específicos. ............................................................................................ 21 

7. MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................................................... 22 

7.1. Antimicrobiano ...................................................................................................... 22 

7.2. Concentración mínima bactericida (CMB) ........................................................... 23 

7.3. Determinación de la viabilidad .............................................................................. 23 

7.4. Ensayos de motilidad ............................................................................................. 23 

7.4.1. Ensayo de movilidad de tipo Twitching ............................................................. 23 

7.4.2. Ensayo de motilidad tipo Swarming .................................................................. 24 

7.5. Cuantificación de exopolisácaridos ....................................................................... 24 

7.6. Determinación del índice de formación de biopelícula (del inglés BFI)............... 24 

7.7. Evaluación de la capacidad de transformación ..................................................... 25 

7.7.1. Extracción de plásmidos pTargetF ..................................................................... 25 

7.7.2. Amplificación de las secuencias esp de los plásmidos ....................................... 26 

7.7.3. Ensayo de transformación .................................................................................. 27 

7.8. Análisis de expresión génica ................................................................................. 27 

7.9. Análisis estadístico ................................................................................................ 29 

8. RESULTADOS ............................................................................................................ 30 

8.1. Concentración mínima bactericida ........................................................................ 30 

8.2. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre el crecimiento de 

las cepas de A. baumannii ............................................................................................ 30 

8.3. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre la motilidad tipo 

twitching y swarming de las cepas de A. baumannii .................................................... 31 



viii 
 

8.4. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre la producción total 

de exopolisácaridos de las cepas de A. baumannii ....................................................... 32 

8.5. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre el índice de 

formación de biopelícula de las cepas de A. baumannii ............................................... 33 

8.6. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre los ensayos de 

transformación de las cepas de A. baumannii .............................................................. 36 

8.7. Análisis genético de A. baumannii con concentración sub-inhibitoria de oxacilina

 ...................................................................................................................................... 41 

8.7.1. Expresión de genes relacionados a la motilidad ................................................. 41 

8.7.2. Expresión de genes relacionados al índice de formación de biopelícula ........... 42 

9. DISCUSIÓN ................................................................................................................ 46 

10. CONCLUSIONES ..................................................................................................... 50 

11. BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................... 51 

 

  



ix 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla Titulo Página  
1 Mecanismos de resistencia a antibióticos por A. baumannii. 14 

2 
Interpretación de formación de biopelícula (García-Heredia et al., 

2013). 
25 

3 
Cebadores para la amplificación de secuencias de plásmidos de 

resistencia a antibióticos 
26 

4 
Cebadores para el análisis de expresión génica relacionada a los 

ensayos. 
29 

5 CMB de cepas de A. baumannii en presencia de oxacilina 30 

6 Viabilidad de A. baumannii en presencia de oxacilina 31 

7 Motilidad tipo twitching y swarming de la cepa ATCC BAA 2093 32 

8 
Cuantificación de producción total de exopolisácaridos de la cepa de A. 

baumannii ATCC 19606. Y ATCC BAA 2093 
33 

9 IFB de la cepa de A. baumannii ATCC 19606 Y ATCC BAA 2093 34 

10 

Eficiencia de transformación de A. baumannii ATCC 19606 Y ATCC 

BAA 2093 en relación a la viabilidad bacteriana en el periodo de 

tiempo de preexposición de las diferentes concentraciones de oxacilina 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Tabla Titulo Página  

1 

Factores de virulencia asociados a la supervivencia de las bacterias: 

proteínas Omp (proteínas de membrana externa: formación de 

biopelículas), OMV (vesículas portadoras de genes de resistencia), 

CPS y LPS (integridad de la membrana, endotoxina), T6SS 

(competencia intraespecies), sideróforos (proteínas para la adquisición 

de metales, fuente de la imagen: Fei.Ju et al., 2018) 

9 

2 
Representación esquemática del desarrollo de biopelículas sobre una 

superficie sólida (Fuente de la imagen: Moura et al., 2017) 
10 

3 
Asociaciones de proteínas en relación a blaOXA-69 en A. baumannii 

(Fuente de la imagen: string-db.org) 
17 

4 

Efecto de la pre-exposición a concentraciones sub-inhibitorias de 

oxacilina sobre la motilidad tipo twitching por 1 h y swarming por 2 h 

de la cepa A. baumanni ATCC BAA2093, donde se muestran la mayor 

diferencias 

35 

5 

Eficiencia de transformación con secuencia de ADN o plásmido en 

relación a la viabilidad bacteriana en el periodo de tiempo de 

preexposición de las diferentes concentraciones de oxacilina A) A. 

baumanni ATCC 19606 transformadas acorde a la viabilidad de las 

células B) A. baumanni ATCC BAA 2093 transformadas acorde a la 

viabilidad de las células 

36 

6 

Expresión de los genes relacionados a la motilidad tipo twitching (pilA 

y tonB) de A. baumannii ATCC BAA 2093 por preexposición a 

oxacilina, A) 1 h de preexposición, B) 2h de preexposición. El gen 

constitutivo fue el 16S. 

41 

7 

Expresión de los genes relacionados a la motilidad tipo swarming (ddc 

y dat) de A. baumannii ATCC BAA 2093 en relación al tiempo de 

preexposición a los tratamientos con oxacilina, A) 1 h de 

preexposición, B) 2 h de preexposición. El gen constitutivo fue el 16S. 

42 



xi 
 

8 

Expresión de los genes relacionados a IFB (oxa y csuE) de A. 

baumannii ATCC 19606 en relación al tiempo de preexposición de 

oxacilina y exposición en el ensayo de IFB, A) 2 h, con el ensayo a 

nula concentración, B) 2 h, con el ensayo a igual concentración, C) 6 h, 

con el ensayo a nula concentración, D) 6 h, con el ensayo a igual 

concentración 

44 

9 

Expresión de los genes relacionados a IFB (oxa y csuE) de A. 

baumannii ATCC BAA 2093 en relación al tiempo de preexposición 

de oxacilina y exposición en el ensayo de IFB, A) 2 h, con el ensayo a 

nula concentración, B) 2 h, con el ensayo a igual concentración, C) 6 h, 

con el ensayo a nula concentración, D) 6 h, con el ensayo a igual 

concentración 

45 

  



xii 
 

LISTA DE SÍMBOLOS Y ABREVIATURAS. 

°C Grados Celsius 
µg  Microgramo  
AFLP            del inglés Polimorfismo de longitud de fragmento amplificado 
ADN              Ácido desoxirribonucleico 
ADNc              Ácido desoxirribonucleico complementario 
ARDRA        Análisis de restricción de ADN ribosómico amplificado 
ARN             Ácido ribonucleico 
ARNt            Ácido ribonucleico de transferencia 
ATCC        del inglés American Type Culture Collection 
bla-OXA  Enzima oxacilinasa, protección contra antibióticos β-lactámicos 
CMB    Concentración mínima Bactericida 
EPS Exopolisácaridos 
esp  Espectinomicina 
h Hora 
ICC   Infusión cerebro corazón 
Kb Kilobase 
LB Luria bertani 
LBNS Luria Bertani sin sales 
M Molar 
mg  Miligramo 
min Minutos  
ml  Mililitro 
mM Milimolar 
nm  Nanómetros 
pb Pares de bases 
PBS del inglés Buffer fosfato salino 
PCR  del inglés Reacción en Cadena de la Polimerasa 
rpm Revoluciones por minuto 
RT-PCR del inglés Transcripción inversa de la reacción en cadena de la polimerasa 
s Segundos 
sub-CMB Por debajo de la Concentración Mínima Bactericida  
TBS del inglés medio de digerido de soja y caseína 
UFC Unidad formadora de colonia 
V Voltios  
 



1 
 

1. RESUMEN 

En las últimas décadas se ha observado un incremento significativo en la 

diseminación de genes de resistencia a antibióticos. Los genes son útiles para los 

microorganismos para evadir y/o contrarrestar la acción de los antimicrobianos. En ese 

sentido, la producción de variantes de β-lactamasas bacterianas, para inhibir la actividad 

de los β-lactámicos, constituye una problemática para la salud pública. Existen estudios 

que demuestran una alteración en la expresión de los factores de virulencia, donde se ha 

reportado una exacerbación en la producción de biopelícula, en motilidad de las bacterias 

y capacidad de transformación al estar expuestos a concentraciones subletales de 

antibióticos. Por esa razón, en el presente trabajo se utilizó el modelo de A. baumannii 

oxacilina (OXA) resistente en medio TBS con ensayos donde se retaron a las cepas en 

concentraciones de 0.25, 0.5 y 1.0 mg/ml de OXA por diferentes periodos de tiempo 

dependiendo del ensayo para determinar 1) viabilidad por método de cuenta en placa; 2) 

movilidad twitching y swarming en agar LB sin sal y agar suave respectivamente; 3)  

cuantificación química de producción total de exopolisácaridos; 4) índice de formación 

de biopelículas en placas de 96 pozos; 5) capacidad de transformación a ADN exógeno en 

forma de plásmidos y secuencias con resistencia antimicrobiana a espectinomicina; 6) 

análisis de la expresión de genes relacionados a los anteriores factores de virulencia.  Al 

exponer las cepas a las diferentes concentraciones de OXA se vio afectada la viabilidad, 

motilidad, producción de exopolisácaridos, el índice de formación de biopelícula, la 

capacidad de transformación y la expresión de genes relacionados. Nuestros resultados 

indican que las concentraciones sub-inhibitorias de OXA pudieron influir en la respuesta 

fenotípica y genotípica de las cepas, además de demostrar que las cepas respondieron de 

manera diferente a los ensayos.  
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1. ASBTRACT 

In recent decades, a significant increase in the dissemination of antibiotic 

resistance genes has occurred. These genes are useful for microorganisms to evade and/or 

counteract the action of antimicrobials. In this sense, the production of bacterial β-

lactamase variants to inhibit the activity of β-lactams constitutes a public health problem. 

Studies have shown an alteration in the expression of virulence factors, where an 

exacerbation in biofilm production, bacterial motility, and transformation capacity has 

been reported when exposed to sublethal concentrations of antibiotics. For this reason, in 

the present study, the model of A. baumanniii oxacillin (OXA)-resistant in TBS medium 

was used with assays that challenged the strains at concentrations of 0.25, 0.5, and 1.0 

mg/ml of OXA for different periods of time depending on the assay to determine 1) 

viability by plate count method; 2) twitching and swarming motility in LB without salt 

and soft agar, respectively; 3) chemical quantification of total exopolysaccharide 

production; 4) biofilm formation index in 96-well plates; 5) transformation capacity to 

exogenous DNA in the form of plasmids and sequences with spectinomycin antimicrobial 

resistance; 6) analysis of gene expression related to the aforementioned virulence factors. 

Exposure of the strains to different OXA concentrations affected viability, motility, 

exopolysaccharide production, biofilm formation index, transformation capacity, and 

related gene expression. Our results indicate that sub-inhibitory concentrations of OXA 

could influence the phenotypic and genotypic response of the strains, in addition to 

demonstrating that the strains responded differently to the assays.  
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2. INTRODUCCIÓN 

Acinetobacter es un patógeno bacteriano ubicuo en el medio ambiente, sin 

embargo, su capacidad de infectar a huéspedes sanos y la propensión que tiene a 

desarrollar resistencia a los antibióticos es preocupante. Amorim y Nascimento, (2017) 

han reportado un aumento de la mortalidad y la tasa de infección causada por A. baumannii 

multirresistente. La OMS desde 1998 declaró a A. baumannii como un problema a la salud 

pública y actualmente se encuentra clasificada en el nivel máximo de peligro (Prioridad 

1: crítica) en infecciones humanas por los pocos tratamientos disponibles. 

En las últimas décadas Acinetobacter se ha aislado de diversas fuentes de 

alimentos humanos, tanto en materia vegetal como animal, los que podrían considerarse 

como reservorios para la infección (Carvalheira et al., 2017; Carvalheira et al. 2020; 

Elbehiry et al., 2021; Rooney et al., 2016). Su potencial patogénico es alto, puede 

colonizar, adherirse y formar biopelículas en distintos ambientes, poseer alta resistencia a 

los antimicrobianos, plasticidad génica y la capacidad de adquirir material genético de 

géneros no relacionados, haciéndola como consecuencia una bacteria difícil de controlar 

(Tavakol et al., 2018). 

Estudios previos indican que la exposición de E. coli O104:H4 a concentraciones 

subinhibitorias de rifaximina, alteraron la expresión fenotípica de factores de virulencia 

como movilidad tipo swarming, producción de Shiga toxina 2a, formación de biopelículas 

y expresión de genes relacionados (Benisty et al, 2015; García-Heredia et al., 2016; 

Kaplan, 2011). Los resultados motivaron a estudiar el comportamiento virulento de E. coli 

O104:H4, cuando es expuesto a concentraciones subletales de antibióticos a los cuales es 

resistente. En este contexto se utilizó la ampicilina para demostrar que en dosis bajas 

puede inducir la producción de β-lactamasas, las cuales, a su vez interactúan con rutas 

metabólica relacionadas a virulencia, apareciendo como incógnita entonces ¿Puede A. 

baumannii productor β-lactamasas OXA, alterar su fenotipo y genotipo, por la presencia 

de concentraciones no letales de OXA?  

La situación propuesta en este trabajo es un escenario real en la actualidad, dado 

por el uso indiscriminado de los antibióticos, en el ser humano y en los animales dirigidos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7783781/#b0020
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al consumo. Se conoce que Acinetobacter ha mostrado un aumento en los mecanismos de 

resistencia en cepas ambientales (Al Atrouni et al., 2016), sin embargo, aún no conocemos 

con exactitud ¿dónde? ¿cuándo? y ¿a qué concentración? pueda estar expuesto y si esto 

presenta un riesgo en la salud pública o la seguridad alimentaria. Con la intención de 

responder algunas de estas incógnitas, nos hemos propuesto como objetivo en la presente 

investigación, caracterizar los cambios fenotípicos y genotípicos en A. baumannii 

resistente a OXA expuesto a concentraciones del mismo antibiótico inductoras de β-

lactamasas OXA. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1. Generalidades del género Acinetobacter  

Es un género compuesto por bacilos o cocobacilos no pigmentados, Gram 

negativos del filo proteobacteria. Son bacterias aerobias estrictas, no móviles, oxidasa-

negativa, indol-negativo, catalasa-positivo, no fermentadoras, no forman esporas, y con 

un porcentaje de G+C que va del 38 al 47% (Brady et al., 2021; Chapartegui-González et 

al., 2018; Rada Cuentas, 2016). La morfología variada del género se ve asociada a su fase 

de crecimiento; el tipo bacilo (1.5 y 2.5 μm) se encuentra predominantemente en la fase 

logarítmica, y en la fase estacionaria se vuelven más cortos teniendo una morfología de 

cocobacilos (1 y 1.5 μm). Además, pueden variar en el tamaño y disposición ya que se 

han llegado a observar agrupados de manera diploide o en cadena (Bergogne-Bérézin & 

Towner, 1996; Salazar & Nieves, 2005). 

La mayoría de las especies pertenecientes a Acinetobacter crecen de 20-44°C 

aunque el rango de temperatura de crecimiento descrito para la especie varía de 30-42°C. 

Las bacterias de este género crecen en medios comunes, sin requerimientos nutricionales 

especiales y con una única fuente de carbono (acetato, lactato o piruvato), además pueden 

crecer con amoniaco como única fuente de nitrógeno, aunque son incapaces de 

desnitrificar (Nemec et al., 2010; Peleg et al., 2008; Vanegas-Múnera et al., 2014). El 

potencial de este microorganismo de aprovechar distintas fuentes de carbono y su 

capacidad para formar biopelículas en superficies bióticas y abióticas, lo ayuda a tener 

una supervivencia alta en distintas condiciones medioambientales estresantes (Bergogne-

Bérézin & Towner, 1996; Jawad et al., 1996; Rodríguez et al., 2016). En comparación 

con otras bacterias Gram negativas, Acinetobacter puede sobrevivir en un ambiente de 

desecación y en condiciones abióticas, donde la producción de xilanasas para degradar 

sustancias complejas como la hemicelulosa son un factor clave (Al Atrouni et al., 2016). 

3.2. Perspectiva histórica  

El género Acinetobacter ha tenido una historia de varios cambios taxonómicos y 

por lo menos le fueron asignados 15 nombres distintos (López & López-Brea, 2000); 
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Beijerinck, (1911) describió por primera vez un microorganismo y lo llamó Micrococcus 

calcoaceticus ya que lo observó en un mineral en el que predominaba el acetato de calcio, 

Brisou y Prévot fueron quienes identificaron el género Acinetobacter (del griego 

ακινετοσ=inmóvil) en 1954. En 1971 se limitó al género Acinetobacter por el subcomité 

sobre taxonomía de Moraxella y bacterias relacionadas a bacterias Gram negativas, 

inmóviles, oxidasa negativas. Fue hasta 1974 que se publicó en el Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology el género Acinetobacter, aunque con una sola especie descrita 

Acinetobacter calcoaceticus (Baumann, 1968; Hernández, et al., 2010; Lautrop, 1974; 

Peleg, et al.,2008). Bouvet y Grimont en 1986, con base en estudios de hibridación de 

ADN-ADN pudieron distinguir 12 genoespecies de Acinetobacter.  

Con el avance de las técnicas de hibridación de ADN y análisis como: restricción 

génica 16S rARN amplificado (ARDRA), alta resolución por polimorfismo de longitud 

de fragmento amplificado (AFLP), ribotyping, huellas dactilares del espaciador de ARNt, 

análisis de secuencia de la región espaciadora del gen ARNr 16S–23S y secuenciación del 

gen rpoB y sus espaciadores flanqueantes- (Howard et al., 2012) se observó que algunas 

de las genoespecies resultaron ser sinónimas. En ese sentido, se permitió extender en 2008 

el género a 31 especies genómicas válidas (EGV, 17 con nombre válido y el resto con 

número asignado). En julio de 2021 según la compilación del Dr. Alexander Nemec, se 

declaró que este género tiene 64 EGV (https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf) 

aisladas de diferentes sitios. Cabe mencionar que el término EGV, es para las especies que 

se encuentran publicadas en International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology, la revista oficial del International Committee on Systematics of 

Prokaryotes (Bouvet & Grimont, 1986; Peleg, et al., 2008). 

3.3. Epidemiología  

El género Acinetobacter se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, por 

ello se considera ubicuo (Baumann, 1968), de hecho, Cray et al. (2013) lo consideraron 

como “maleza microbiana”. Estas bacterias oportunistas llegan a formar parte de la 

microbiota dérmica humana, en especial en las regiones donde esta se mantiene más 

húmeda (axila, ingle, dedos, frente y orejas, Martínez-Pellús et al., 2002; Seifert et al., 

1997).  Entre las décadas de 1960 y 1970 se vieron en incremento las infecciones por 
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Acinetobacter spp. Especialmente en pacientes en cuidados intensivos, aunque al principio 

estas infecciones contaban con una baja virulencia, está fue aumentando y agravando las 

mismas infecciones (Aguilera-Calzadilla et al., 2019; Zarrilli et al., 2021). Actualmente 

Acinetobacter se reconoce como una “superbacteria” resistente a antibióticos (Tavakol et 

al., 2018). Las bacterias de este género se han recuperado de suelo, agua, e incluso 7 

especies (A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii y A. 

gerneri) fueron descubiertas en aguas residuales de una planta de lodos activados en 

Australia (Carr et al., 2003). De igual manera se han aislado en humanos las especies A. 

parvus, A. schindleri, A. ursingii, A. beijerinckii y A. gyllenbergii (Nemec et al., 2001; 

Nemec et al., 2009).  

Un estudio realizado por el Centro Médico Naval Nacional de Estados Unidos 

(2007-2008), donde se aislaron microorganismos procedentes de biopsias de tejidos 

blandos de individuos que formaban parte de las tropas en Afganistán e Irak, se determinó 

que de los aislados, el 63% correspondió a A. baumannii. Además, se observó que esta 

bacteria infectaba a las personas más heridas o con alguna comorbilidad, así mismo se 

asociaron los contagios al uso de equipo médico contaminado (Sheppard et al., 2010). 

Aunque es difícil atribuirle una mortalidad directa, al 2021 la CDC presentó un informe 

donde A. baumannii estuvo involucrada en 7300 casos de infección y aproximadamente 

500 decesos (Elbehiry et al., 2021). Los pacientes con sintomatología de infección por 

Acinetobacter son pocos, y es probable que los datos estén subestimados. Por ello cuando 

se observa un brote, es probable que la colonización de la bacteria se haya extendido a un 

gran número de individuos como reservorios de la bacteria (Joly-Guillou, 2005). Tan solo 

en el 2007 Young et al., reportaron costos de entre $5,600-30,000 dólares por caso 

registrado, siendo un impacto económico significativo para el paciente o los sistemas de 

salud. 

La red nacional de seguridad de la atención médica en los Estados Unidos, reportó 

de 2009-2010 que Acinetobacter spp. fue el causante del 1.8% de las infecciones asociadas 

a la atención médica, lo que concuerda con datos de Europa y Latinoamérica, mientras 

que, en China, Tailandia, Taiwán, Vietnam y algunos países de América del Sur, se 

observó una proporción mayor de infecciones nosocomiales (Wong et al., 2017). 
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 Estas bacterias pueden encontrarse como reservorios en varios tipos de alimentos 

(Amorim & Nascimiento, 2017), como lechuga (Rooney et al., 2016), manzana, melón, 

frijol, repollo, coliflor, zanahoria, papa, rábano, pepino, pimiento, hongos, maíz dulce, 

melocotón, pera y fresa (Berlau, et al., 1999; Ruimy et al., 2010), carne cruda de res, 

cerdo, pollo, pavo, oveja y camello (Carvalheira et al., 2017;  Carvalheira et al. 2020; 

Elbehiry et al., 2021; Elnar et al., 2020; Han et al., 2020; Jiayuan et al., 2021), verduras 

locales en Hong Kong, pescado (Houang, et al., 2001, Brahmi et al., 2016), arroz 

(Chaudhary, et al. 2012), pez globo (Das et al. 2021), piscifactorías (Wong et al., 2017) 

leche cruda (Nemec, et al., 2010; Vaz-Moreira et al., 2014) queso fresco (Amorim & 

Nascimento, 2017) y ensaladas de vegetales (Hamilton-Miller & Shah, 2001); sin 

embargo, aún no está claro si estos aislados hacen referencia a un reservorio natural o si 

bien es un reflejo del contacto humano y/o animales infectados (Hernández et al., 2010).  

3.4. Patogenia  

En humanos las infecciones por Acinetobacter incluyen neumonía, endocarditis, 

meningitis, infecciones en la piel y heridas, infección de vías urinarias (IVU) y 

bacteriemia (Tavakol et al., 2018). La tasa de mortalidad es muy variada, Joly-Guillou 

(2005) reportó que era entre 20 y 60% debido a que la mayoría de los individuos que 

adquieren una infección por Acinetobacter cuenta ya con alguna enfermedad subyacente 

o con comorbilidades. El paciente, aunque se encuentre inmunocomprometido será 

expuesto a la presión de colonización, tratamientos con antibióticos de amplio espectro (o 

de manera empírica), ruptura de barreras epiteliales, que de igual manera pueden 

comprometer al individuo a la colonización por Acinetobacter spp. (Maragakis & Perl, 

2008). 

La mayoría de las “oportunidades” de Acinetobacter se dan por la alteración 

normal de la microbiota del individuo y/o defensas anatómicas (Wong et al., 2017); las 

cepas de A. baumannii son las que se han encontrado mayormente como causantes de 

infección en humanos, y pueden llegar a cualquier sistema del organismo (Gordon & 

Wareham, 2010). Pueden causar algunas patologías graves como 1) neumonía adquirida 

en el hospital y 2) neumonía adquirida en la comunidad (Howard et al., 2012), 3) 

bacteremia (Vanegas-Múnera et al., 2014; Wisplinghoff et al., 2004), 4) afecciones en 
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vías urinarias (Pedraza et al., 1993; Rada Cuentas, 2016), 5) meningitis (Howard et al., 

2012; Metan et al., 2007), 6) endocarditis (Rizos et al., 2007; Starakis et al., 2006) y 7) 

infecciones dérmicas y de tejidos blandos (Bang et al., 2000). 

3.5. Factores de virulencia 

Los factores de virulencia son mecanismos adaptativos para responder y adaptarse 

al medio, permitiendo e incluso aumentar la capacidad de supervivencia (Cárdenas-Perea 

et al., 2014); incluyen proteínas secretadas, como toxinas y enzimas; estructuras de la 

superficie celular, como polisacáridos capsulares, lipopolisacáridos y proteínas de la 

membrana externa; muchos genes codifican para factores de virulencia, como 

mecanismos de secreción, sideróforos, catalasas, reguladores, etc. (Chen, 2004). 

Acinetobacter cuenta con distintos factores de supervivencia (Figura 1), tanto en 

el huésped como en el medio ambiente entre los que se conocen: la formación de 

biopelículas, movimiento tipo swarming y de tipo twitching y capacidad de 

transformación. 

 

Figura 1. Factores de virulencia asociados a la supervivencia de las bacterias: proteínas Omp (proteínas de 

membrana externa: formación de biopelículas), OMV (vesículas portadoras de genes de resistencia), CPS 

y LPS (integridad de la membrana, endotoxina), T6SS (competencia intraespecies), sideróforos (proteínas 

para la adquisición de metales, fuente de la imagen: Fei.Ju et al., 2018). 
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3.6. Formación de biopelículas 

Las biopelículas son comunidades de microorganismos con una arquitectura 

altamente estructurada; se compone en su mayor parte por matriz extracelular, 

exopolisacáridos como la celulosa, proteínas, enzimas, lípidos y DNA, que se depositan 

en las superficies permitiendo la unión bacteriana (Chenoweth & Saint, 2016). 

Típicamente, las biopelículas se componen de una sola especie de microorganismos, 

aunque biopelículas multiespecie también son posibles (Chenoweth & Saint, 2016). La 

formación de la biopelícula según Moura et al. (2017) inicia con la adherencia reversible 

de bacterias planctónicas en una superficie acondicionada, que representa un ambiente 

rico en nutrientes que estimula la congregación celular (Fig. 2A). Posteriormente se 

desarrolla la fijación irreversible de células, producción de exopolisacáridos y formación 

de microcolonias (B), seguido de una biopelícula madura con un aumento de la densidad 

y complejidad general (C). La última etapa se caracteriza por el desprendimiento de 

células planctónicas y agregados de biopelícula, que son capaces de colonizar otras áreas 

(D). 

 

Figura 2. Representación esquemática del desarrollo de biopelículas sobre una superficie sólida (Fuente de 
la imagen: Moura et al., 2017). 
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La capacidad de producción de biopelícula por Acinetobacter es uno de los 

principales factores de virulencia, para la persistencia en los diferentes ambientes, que 

además le confiere una cierta “resistencia” antibiótica. Este mecanismo tiene su acción al 

bloquear el paso de los antimicrobianos y se ha visto que puede actuar como sistema de 

comunicación para el control de expresión génica y fluctuaciones en la densidad 

poblacional (Ávila-Novoa et al., 2019; Burmølle et a.l, 2006; Du et al., 2014; Espinal et 

al., 2012).  

La construcción de las biopelículas emplea muchos factores (adhesión, agregación, 

captación de hierro). Se ha reportado que el gen bap juega un papel muy importante en la 

acumulación de células y el establecimiento de la biopelícula y codifica para una proteína 

de superficie bacteriana que puede funcionar como adhesina para apoyar en la estructura 

de la biopelícula madura (Fattahian et al., 2011; Loehfelm et al., 2008). De manera similar 

la proteína A de membrana externa (OmpA) ayuda en la formación de una biopelícula más 

robusta (Gaddy et al., 2009; Loehfelm et al., 2008). El componente proteico principal son 

las proteínas curli, la subunidad principal es CsgA y se ha sugerido que tiene un papel 

importante en las etapas iniciales del desarrollo y fijación de la biopelícula (Barnhart & 

Chapman, 2006). 

3.7. Producción de exopolisácaridos 

Dentro de los factores de virulencia que se activan para que las bacterias como A. 

baumannii puedan tener una agregación y formar una biopelícula para la supervivencia a 

diferentes factores ambientales, se encuentran los expolisácaridos (EPS; Yan, & Bassler, 

2019). Los EPS primeramente ayudan a la adhesión entre las células bacterianas y a la 

superficie donde se establecerá la biopelícula, posteriormente llega a actuar como una 

barrera al ambiente directamente o a diferentes moléculas que causan estrés como los 

antibióticos (Joo, & Otto, 2012; Singh et al., 2017). Cabe mencionar que los componentes 

de estos EPS se encuentran influenciados por las diferentes condiciones ambientales 

(Sugano et al., 2016), algunos de los EPS (celulosa, el alginato, la poli-N-

acetilglucosamina (PNAG) y el polisacárido Pel) se han relacionado a la patogenicidad y 

virulencia (Poulin, & Kuperman, 2021). 



12 
 

3.8. Movilidad 

La movilidad bacteriana se asocia directamente con la virulencia (Mattick, 2002) 

y se ha visto que muchos aislados son móviles (Biswas et al., 2019). La movilidad que 

muestra Acinetobacter in vivo es de tipo twitching y similar a swarming. La motilidad de 

tipo twitching se da por la extensión del pili retráctil tipo IV, dando un punto de anclaje y 

posteriormente la retracción del pili, provocando un movimiento de translocación, es 

comparable a un gancho de agarre. Los genes asociados a la formación del pili se 

encuentran en el operón csu, y codifica el sistema de ensamblaje de pili chaperone-usher 

(Biswas et al., 2019; Murray & Kazmierczak, 2008; Tomaras et al., 2003; Yang et al., 

2019); por su parte, la motilidad de tipo swarming no se conoce del todo en Acinetobacter, 

ya que comúnmente este tipo de motilidad se caracteriza por el uso de flagelos de manera 

coordinada multicelular a través de una superficie semisólida (Biswas et al., 2019; Murray 

& Kazmierczak, 2008). Se ha estudiado la motilidad “similar” swarming de A. baumannii 

y se ha visto que al compararse con lo que ocurre en P. aeruginosa, es un proceso bastante 

complejo que involucra la síntesis de 1,3-diaminopropano, detección de quórum, 

concentración de hierro, composición de lipopolisacárido y sensibilidad a la luz azul 

(Harding et al., 2013; Skiebe et al., 2012). 

Los pili de tipo IV se ven involucrados en varios procesos, desde la adhesión hasta 

la motilidad (Fei.Ju et al., 2018). En P. aeruginosa se reportó que la adhesión pili tipo IV 

desencadena una cascada de señalización aguas abajo, mejorando posteriormente la 

virulencia bacteriana (Persat et al., 2015) 

3.9. Capacidad de transformación 

La transformación de manera natural de un microorganismo al adquirir ADN 

exógeno de manera horizontal es un proceso complejo. La transformación natural implica 

la absorción de ADN, su procesamiento y posteriormente la recombinación (Chen & 

Dubnau, 2004). Claramente, A. baumannii tiene una capacidad incomparable para 

cambiar, reorganizar y adquirir elementos genéticos, lo que lo hace altamente adaptable a 

su entorno y causa variación entre las cepas (Averhoff y Friedrich, 2003).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R3
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En específico,  A. baumannii es naturalmente transformable a través de la 

absorción de ADN exógeno mediado por Pili tipo IV y la incorporación al genoma a través 

de la recombinación homóloga (Harding et al., 2013; Metzgar et al., 2004; Ramírez et al., 

2010). Esto explica la gran variabilidad de la cepa y el rápido desarrollo de la resistencia 

a los antibióticos. 

3.10. Resistencia a antibióticos 

Primero es importante definir que significa que una bacteria es resistente 

clínicamente. Esto se refiere a que puede ser inhibida por cualquier antibiótico en 

concentraciones muy altas, pero dichas concentraciones resultan tóxicas para el individuo. 

Además, una bacteria se puede clasificar como multirresistente al ser resistente a dos o 

más de los grupos de antibióticos. y panresistente al sobrevivir a cualquiera de los 

antibióticos actuales (Hernandez et al., 2010; Joly-Guillou, 2005; Peleg et al., 2008). 

La resistencia antimicrobiana de las especies de Acinetobacter ha aumentado 

dramáticamente, algunas han pasado de ser multirresistente a panrresistente (Eliopoulos 

et al., 2008; Joly-Guillou, 2005; McConnell et al., 2013; Tavakol et al., 2018). En 1977 

se reportó una tasa de mortalidad de 14% en casos de neumonía asociada a uso de 

ventiladores mecánicos causadas por Acinetobacter sensible al tratamiento con 

antibióticos, en comparación al 82% cuando era resistente al tratamiento (Glew et al., 

1977). De igual modo que en cepas de importancia clínica, se ha observado el aumento en 

los mecanismos de resistencia en cepas ambientales (localizadas en agua, agua residual, 

ambientes húmedos, suelo, lodo, plantas de tratamiento para el agua, etc.), las que actúan 

como reservorios ambientales para la transmisión de los genes que dan pauta para los 

mecanismos de resistencia (Al Atrouni et al., 2016; Baumann, 1968; Zarrilli et al., 2021). 

Los principales mecanismos de resistencia de Acinetobacter spp. se pueden 

clasificar en tres categorías 1) inactivación por enzimas o enzimas inactivadoras, 2) acceso 

reducido a objetivos y 3) mutaciones que cambian objetivos y/o funciones celulares (Rice, 

2006) (Ver Tabla 1). La inactivación por enzimas es el método más comúnmente 

observado en las bacterias Gram negativas, las enzimas se modifican de manera covalente 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R79
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R79
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4617346/#R79
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o hidrolizan los medicamentos volviéndolos incapaces de interactuar con su sitio objetivo 

(Abarca & Herrera, 2001; Egorov et al., 2018). 

Tabla 1. Mecanismos de resistencia a antibióticos por A. baumannii. 

Clase de fármaco Mecanismo de 
resistencia 

Variantes Referencias 

β-lactámicos 

Inactivación por enzimas 

Clase A: TEM-1, TEM-2 
TEM-92, TEM-116, SHV-5, 
SHV-12, CTX-M-2, CTX-

M-43, VEB-1, PER-1, PER-
2. 

Clase B (Métalo-
lactamasas): IMP-1, IMP-2, 

IMP-4, IMP-5, VIM-1, 
VIM-2, SPM, NDM, SIM. 

Clase C (Cefalosporinasas): 
AmpC 

Clase D (Oxacilinasas): 
OXA-23, OXA-24, OXA-25, 
OXA-26, OXA-27, OXA-40, 
OXA-49, OXA-51, OXA-64, 
OXA-65, OXA-66, OXA-68, 
OXA-69, OXA-70, OXA-71, 
OXA-78, OXA-79, OXA-80, 

OXA-82, OXA-89. 

(McConnell et al., 2013; 
Rodríguez, et al., 2016; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 
 

Disminución de la 
expresión de proteínas de 

la membrana externa 

CarO, Omp 33–36 kDa 
protein, OprD-like protein (McConnell et al., 2013) 

Expresión alterada de la 
proteína de unión a la 

penicilina 
PBP2 (McConnell et al., 2013) 

Bombas Efflux AdeABC (McConnell et al., 2013) 

Fluoroquinolonas 

Modificación del 
objetivo Mutaciones en gyrA y parC (McConnell et al., 2013) 

Bombas Efflux AdeABC, AdeM (McConnell et al., 2013) 

Aminoglucósidos Enzimas modificadoras 
de aminoglucósidos AAC, ANT, APH 

(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 
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Bombas Efflux AdeABC, AdeM 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Metilación 16S ARN ArmA 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Quinolonas 

Mutación génica gyrA, parC 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Bombas Efflux AdeABC, AdeM 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Tetraciclinas y 
Glicilciclinas 

Bombas Efflux TetA, TetB, AdeABC 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Protección ribosomas TetM, TetO 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Polimixinas 
(colistina) 

Modificación de lípido A pmrA, pmrB 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Pérdida del LPS LpxABC (Vanegas-Múnera et al., 
2014) 

Modificación de porinas OmpW 
(McConnell et al., 2013; 
Vanegas-Múnera et al., 

2014) 

Trimetoprim, 
sulfonamidas y 
cloranfenicol 

Modificación del blanco sul, dnfr (Vanegas-Múnera et al., 
2014) 

Bombas Efflux CraA, AdeABC (Vanegas-Múnera et al., 
2014) 

Las enzimas β-lactamasas son el mecanismo principal para la resistencia a los 

antibióticos β-lactámicos. Su mecanismo de acción consiste en hidrolizar el anillo β-

lactámico del antibiótico, actividad común para los antimicrobianos de este grupo entre 

los que se conocen: penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Se han llegado a 

reportar hasta 2,800 β-lactamasas únicas (Abarca & Herrera, 2001; Bush, 2018). La 

clasificación clásica de estas enzimas se lleva a cabo sobre la similitud en la secuencia de 

sus aminoácidos, clasificándolas en las clases A, B, C y D (Bush, 2018; Pandey et al., 
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2021). Las enzimas de clase A, C y D son serina de sitio activo β-lactamasas, mientras 

que las enzimas de Clase B son metalo-β-lactamasas (Pandey et al., 2021).   

En los últimos años las β-lactamasas de clase A y D han presentado una mayor 

capacidad para hidrolizar; dado el enfoque de nuestra investigación, nos centraremos en 

las β-lactamasas de la clase D conocidas como oxacilinasas u OXA. Estas son intrínsecas 

de muchas bacterias Gram negativas como Acinetobacter spp., sin embargo, en los últimos 

años han tenido una gran expansión entre las bacterias, por lo que se han encontrado tanto 

en cromosomas bacterianos como plásmidos. Esto es de gran preocupación ya que las 

oximino-cefalosporinas se utilizan como último recurso para el tratamiento de infecciones 

(Pandey et al., 2021).   

3.11. Interacción de proteínas in silico: resistencia a antimicrobianos y factores de 

virulencia 

Las exposiciones de bacterias a concentraciones subinhibitorias de cualquier 

antimicrobiano puede provocar cambios fisiológicos exacerbados (Ranieri et al., 2018). 

En la literatura no se encontraron referencias directas con la oxacilinasa-89 que es uno de 

los objetos de estudio, sin embargo, Fernández et al. (2012) mostraron que la 

sobreexpresión de OXA-10-like y OXA-24 alteraron la formación de biopelículas 

mientras que no hubo cambio en la morfología y la tasa de crecimiento en E. coli; en A. 

baumannii Colquhoun et al. (2021), reportaron que con la sobreexpresión de OXA-23 se 

observaron alteraciones en la estructura de peptidoglucanos.  

 

En la base de datos STRING se ha reportado interacción entre proteínas para la 

recombinación homóloga (recA), para la modulación de la topología del ADN (gyrB), para 

condensación de moléculas en rutas energéticas (gltA) y otros tipos de β-lactamasas 

(IX87_12750, IX87_16465, AIL79169.1) con la proteína bla-OXA-69 (Figura 3), dando 

pauta a las posibles interacciones en las rutas metabólicas de la expresión de los factores 

de virulencia en el modelo que proponemos. 
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Figura 3.Asociaciones de proteínas en relación a blaOXA-69 en A. baumannii (Fuente de la imagen: 

string-db.org). 

3.12. Antibióticos utilizados para evaluar virulencia bacteriana 

Existen diversos reportes donde la formación de biopelícula y otros factores de virulencia 

(movilidad, adhesión, expresión de toxinas, etc.) se ve alterada a concentraciones 

subinhibitorias de antibióticos como: S. epidermidis con cefamandole, novobicina, 

vancomicina, azitromicina, quinupristina-dalfopristina y tetraciclinas (Kaplan et al., 

2011); Staphylococcus aureus con oxacilina, cefalexina, cefalotina, vancomicina, y 

linezolid (Frank et al., 2007; Mirani, & Jamil, 2011; Subrt et al., 2011); P. aeruginosa con 

gentamicina, tobramicina, imipenem, ciprofloxacina, claritromicina y tetraciclinas 

(Alhajlan et al., 2013: Elliott et al., 2010; Hoffman et al., 2007; Linares et al., 2006); E. 

coli con varios tipos de aminoglucósidos, de β-lactamicos, de fluoroquinolonas y 

cloranfenicol, macrólidos, rifampicina y tetraciclinas (Boehm et al., 2009; Hoffman et al., 

2007; García-Heredia et al., 2016) y Listeria monocytogenes con triclosán (Christensen et 

al., 2011). 

Existen pocos reportes sobre cambios en los factores de virulencia de 

Acinetobacter; sin embargo, en A. baumannii, Prieto Martin Gil et al., (2021) reportaron 

que a concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos (etanol, clorhexidina y 

rifampicina) afectaron la expresión de tres bombas de flujo y su sistema regulador. Así 

mismo, Nucleo et al. (2009), reportaron la inducción de formación de biopelícula en 
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aislados de A. baumannii al ser expuestos a concentraciones subinhibitorias de imipenem. 

Por ser un nicho desconocido, es importante estudiar como impactarán concentraciones 

subletales de antibiótico en una cepa resistente directamente al mismo antibiótico. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

A. baumannii es un patógeno multirresistente asociado a infecciones con alta 

mortalidad, representando un serio problema de salud pública. Los aislados de las 

diferentes especies de Acinetobacter, en específico A. baumannii se han localizado en 

agua, suelo, área pecuaria, agricultura, industria alimentaria y tratamientos de aguas 

residuales, sin embargo, la ubicuidad de la bacteria hace que sea difícil ubicar los 

reservorios naturales puntualmente.  

Sumado a ello, las terapias inadecuadas, así como el uso de antimicrobianos como 

promotores del crecimiento o profilácticos en el área pecuaria y las limitadas referencias 

sobre residuos de antibióticos en alimentos, nos hace reflexionar sobre: ¿Cuál será el 

impacto de bajas dosis o residuos de antibióticos en bacterias resistentes a los mismos? 

En especial, cuando se tienen antecedentes en nuestro laboratorio que demuestran 

alteraciones fenotípicas en otra especie bacteriana bajo similar condición. 

La presión selectiva que ocurre de modo natural en cepas como Acinetobacter, que 

adquieren usualmente genes de resistencia o virulencia, por su elevada frecuencia de 

transformación, necesitan ser investigada a profundidad. Además, estudios como el que 

proponemos realizar nos lleva a reflexionar sobre la liberación de moléculas antibióticas 

al medio ambiente, lo cual puede empeorar la situación ya existente.  
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5. HIPÓTESIS 

A. baumannii resistente a OXA expuesta a este mismo antibiótico, mostrará 

cambios fenotípicos y genotípicos debido a interacciones en las rutas metabólicas 

relacionadas con la virulencia. 
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6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo General. 

Caracterizar cambios fenotípicos y genotípicos en A. baumannii resistente a OXA 

expuesto a concentraciones de este antibiótico que inducen β-lactamasas OXA. 

6.2. Objetivos específicos. 

1. Determinar la concentración mínima bactericida de A. baumannii en presencia 

de oxacilina, seguido de ensayo de viabilidad para definir concentraciones 

subinhibitorias inductoras de β-lactamasas OXA no tóxicas. 

2. Determinar cambios en la movilidad tipo Twitching y tipo Swarming en A. 

baumannii en presencia de oxacilina. 

3. Cuantificar la producción de biopelícula y exopolisácaridos formada por A. 

baumannii en presencia de oxacilina. 

4. Evaluar la capacidad de transformación de A. baumannii en presencia de ADN 

exógeno (plásmidos o secuencias amplificadas de ADN de resistencia a 

espectinomicina) después de la exposición a oxacilina.  

5. Analizar el impacto de las betalactamasas OXA en el comportamiento genotípico 

de A. baumannii. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

La presente investigación se desarrolló en el Laboratorio de Bioquímica y Genética 

de Microorganismos.  Se utilizaron las cepas de A. baumannii ATCC BAA-2093 OXA-

89, que fue adquirida comercialmente de American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, EUA) y proviene de un cultivo de sangre en Buenos Aires, Argentina y A. 

baumannii ATCC 19606 OXA-133, que fue adquirida comercialmente de ATCC y 

proviene de un cultivo de orina. 

Además, se utilizó la cepa de E. coli DH5α que tiene el plásmido pTargetF 

resistente a espectinomicina, fue adquirida de Addgene (Watertown, Massachusetts, 

EUA) para la obtención se plásmidos y secuencias de resistencia al antibiótico 

mencionado.  

Las cepas se han conservado en caldo Infusión Cerebro Corazón (ICC) a -80°C 

con una solución al 20% de glicerol (Sigma-Aldrich). El cultivo de A. baumannii se 

reactivó en caldo Soya Tripticaseína (del inglés, TSB, marca) y se incubó a 37°C/24 h. 

Después se sembró en agar TSB, a 37°C /24 h y se aisló una colonia para sembrar en tubos 

conteniendo 16 ml de agar TSB, este se incubó a 37°C/24 h para ser conservado a 4°C por 

no más de 4 semanas. Para los ensayos se tomó una asada del tubo en refrigeración y se 

colocó en un tubo con 5 ml de caldo TSB para incubar durante la noche a 37°C. En 

contraste, las cepas de E. coli se activaron directo en placas de agar Luria Bertani (LB) 

con 50 µg/ml de espectinomicina, para los plásmidos pTargetF respectivamente. Una 

colonia aislada se inoculó en caldo LB, conteniendo el antibiótico correspondiente y se 

incubaron a 37°C/24 h para proceder a la extracción alcalina de los plásmidos. 

7.1. Antimicrobiano  

Se utilizó como antimicrobiano la sal de oxacilina (sodium salt; Bio basic, 

Markham, Ontario, Canadá). Se realizó una solución madre de 50 mg/ml (disolviéndose 

en agua destilada), de la cual se partió para realizar las diferentes diluciones a utilizar en 

los ensayos. Se almacenará a 4°C en frascos estériles y protegidos de la luz. 
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7.2. Concentración mínima bactericida (CMB) 

La determinación de la concentración mínima bactericida se realizó en base al 

procedimiento de microdilución en placa reportado por García-Heredia et al.  (2016). Se 

utilizaron placas de 96 pocillos, en cada uno se añadieron 100 μl de caldo TBS 2X, 20 μl 

de cultivo A. baumannii ajustado a A600nm: 0.5 (2 x108 UFC/ml) y 80 μl de oxacilina con 

las diferentes concentraciones a estudiar [v/v] y se incubó a 37°C/24 h. Como control 

positivo se tomó un pocillo con caldo TBS 2X y cultivo de A. baumannii y como control 

negativo solamente se colocó el caldo TBS. La CMB fue la concentración mínima en la 

cual no se observó crecimiento. 

7.3. Determinación de la viabilidad  

Se realizó una curva de crecimiento de A. baumannii a concentraciones sub-CMB 

para conocer el efecto de la oxacilina en su cinética. El cultivo crecido durante la noche 

(ver punto 7.2) se ajustó a una A600nm de 0.5 (2 x108 UFC/ml) y se inocularon 2 ml en 

matraces conteniendo 18 ml caldo TBS, más las concentraciones subinhibitorias a evaluar 

(0.25, 0.5 y 1.0 mg/ml) con un volumen total 20 ml. Durante la incubación a 37°C /24 

h/150 rpm se tomaron muestras cada 2 h entre las horas 0 y 10 y a la hora 24. Las muestras 

de 200 µl de cultivo se tomaron para realizar diluciones decimales (de 10-1 hasta 10-8) con 

solución de NaCl al 0.85%. Una alícuota de 100 µl se sembró en agar TBS para su 

posterior cuantificación.  Como control negativo se tomó medio sin inocular, con la 

concentración sub-CMB y como control positivo se tomó medio inoculado sin antibiótico, 

ambos estuvieron en las mismas condiciones que el cultivo a probar (Ortiz et al., 2021). 

7.4. Ensayos de motilidad   

7.4.1. Ensayo de movilidad de tipo Twitching 

En cajas Petri con 25 ml de medio LBNS (medio LB sin sales) con una punta de 

micropipeta de 1000 μl se realizó un pequeño pozo en el centro del agar y se colocaron 10 

μl de células previamente ajustadas a una A600nm de 0.5 (2 x108 UFC/ml) y pre-expuestas 

por 1h y 2h a concentraciones subinhibitorias de oxacilina. Se incubaron a 37°C/ 24 h. La 

motilidad se observó quitando el medio y tiñendo con 4 ml de cristal violeta al 0.1% y 
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lavando con PBS a 1 M y se registró la motilidad, además de tomar evidencias fotográficas 

(Biswas et al., 2019). 

7.4.2. Ensayo de motilidad tipo Swarming 

Para preparar el medio, se utilizó por cada litro de medio NB (caldo nutritivo) 3.5 

g de agar bacteriológico (0.35%), y 500 μl de Rezarzurina al 10%. Con una punta de 

micropipeta de 10 μl se realizó un pequeño pozo en el centro del agar y se colocaron 10 

μl de células suspendidas (como se realizó en el paso anterior). Se incubaron a 37°C y se 

monitoreo durante 23 h sin demasiada exposición a la luz. Se registró la motilidad, además 

de tomar evidencias fotográficas (Biswas et al., 2019). 

7.5. Cuantificación de exopolisácaridos 

La cuantificación de la producción total de exopolisácaridos se realizó mediante el 

cultivo de las cepas de A. baumannii en medio TBS con concentraciones subinhibitorias 

de oxacilina (0.25, 0.5 y 1 mg/ml) por un periodo de 4 y 6 h. Posteriormente se tomó 1 ml 

del cultivo y se centrifugó a 10,000 rpm por 10 min y se decantó. El pellet obtenido se 

resuspendió con 1 ml de solución salina estéril al 0.85% para posteriormente adicionar un 

volumen igual de fenol al 5%, y cinco volúmenes de H2SO4. Por último se incubo a 

temperatura ambiente y en oscuridad por 1 h y se midió A490 nm. Como control se colocó 

la solución salina, el fenol y el ácido (Abirami et al., 2021). 

7.6. Determinación del índice de formación de biopelícula (del inglés BFI) 

Se realizó en placas de 96 pozos con 100 μl de caldo TBS 2X, 80 μl de la solución 

de oxacilina a las diferentes concentraciones en estudio seleccionadas y 20 μl del inóculo 

(previamente expuesto a Oxacilina por 4 y 6 h), para un total de 200 μl. Después de incubar 

a 37°C/24 h, se realizaron lecturas a A630 nm. Posteriormente, se retiró el medio líquido de 

todos los pozos y se hizo un lavado con agua destilada estéril, se dejó secar a temperatura 

ambiente. Se tiñeron con 250 μl de cristal violeta al 0.1% durante 15 min y se realizaron 

3 lavados con agua destilada estéril y se secó de nuevo a temperatura ambiente. Por último, 

se colocaron 250 μl de etanol al 96% por 5 min/37°C para solubilizar el colorante y 
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realizar una lectura a 570 nm. Como controles se colocó medio con la solución del 

antibiótico sin inocular y medio de cultivo con bacterias sin tratamiento. 

La formación de biopelícula se cuantificó con la siguiente formula: 

IFB = (AB – CW) /G 

IFB: Índice de formación de biopelícula.  
AB: A570nm de la matriz y células teñidas. 
CW: A570nm del medio sin inóculo (control teñido). 
G: A630nmde las células que se encontraba en suspensión. 
 

Tabla 2. Interpretación de formación de biopelícula (García-Heredia et al., 2013). 

Clasificación BFI 

No formación de biopelícula <0.35 

Biopelícula débil 0.35-0.69 

Biopelícula moderada 0.70-1.09 

Biopelícula fuerte >1.10 

 

7.7. Evaluación de la capacidad de transformación 

7.7.1. Extracción de plásmidos pTargetF 

La extracción alcalina de los plásmidos partió de una colonia de E. coli DH5α 

crecida en agar LB e inoculada en 15 ml de caldo LB. Los medios debieron contener 

espectinomicina (esp) para pTargetF (50 µg/ml) y se incubaron en agitación (250 rpm) a 

37°C/24 h. La extracción de los plásmidos se realizó de acuerdo con el protocolo de 

Dalaney et al., (2018) modificado. En tubos Eppendorf se colocaron 2 ml del cultivo y se 

centrifugaron a 8,000 rpm/5 min y se decantó. El pellet se resuspendió en 200 µl de 

Solución I por 5 min, después se le añadieron 400 µl de la Solución II y se incubó a 4°C/5 

min. Posteriormente, se neutralizó con 300 µl de acetato de potasio 7.5 M (pH 7.8) a 

4°C/10 min, terminando el tiempo se centrifugó a 14, 000 rpm/10 min. Se recuperó la fase 

acuosa (contiene el plásmido) y se colocó un volumen igual de isopropanol frío por 30 
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min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 14,000 rpm/10 min/4°C. El 

sobrenadante se decantó y se añadieron 500 µl de etanol al 70% y se volvió a centrifugar 

a 14,000 rpm/10 min/4°C. El sobrenadante se decantó y se resuspendió en 30 µl de agua. 

Se visualizaron los plásmidos con electroforesis en gel de agarosa 0.8%, teñido con 

GelRed® (80V/1 h) y un marcador de 1 kb (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). El 

Gel se reveló en el fotodocumentador.  

 Solución I: Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM y EDTA 10 mM, pH 8. 

 Solución II: NaOH 0.2 N, SDS 1% [p/v].  

7.7.2. Amplificación de las secuencias esp de los plásmidos 

Con el templado de los plásmidos se realizó una PCR punto final con los cebadores 

que se encuentran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Cebadores para la amplificación de secuencias de plásmidos de resistencia a antibióticos. 

Plásmido Cebador (5’-3’) 

Tamaño del 
amplicón 

(pb) Referencia 

Flanqueantes 

pTargetF 
F: TCCACCATGATATTCGGCAA 
R: GAAGTGGTGGCCTAACTACG 1,467 

J. Eduardo Palomino 
Reyna 

(Tesis de licenciatura) 

Interior de la secuencia 

pTargetF 
F: CAATTTGGAGAATGGCAGCG 
R: CAAATGCGGGACAACGTAAG 298 

J. Eduardo Palomino 
Reyna 

(Tesis de licenciatura) 

Las condiciones de la PCR se realizaron según el protocolo GoTaq Flexi 

(PROMEGA). Se amplificó el ADN en 50 µl de una mezcla que contenía 10 µl de buffer 

de reacción, 6 µl de MgCl2, 1 µl de cada primer, 1 µl de dNTP´s, 0.25 µl de Taq ADN 

polimerasa, 1 µl de la muestra de ADN y agua (ddH2O c.s.) Las condiciones de 

amplificación utilizadas fueron las siguientes: 1 ciclo de 2 min/95°C para 

desnaturalización inicial, seguido de 35 ciclos de amplificación: 30 s a 94°C, 90 s a 
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57°C(esp) y 30s a 72°C, y una extensión final de 5 min a 72°C.  La electroforesis y 

obtención de imágenes fueron como en el paso anterior. 

7.7.3. Ensayo de transformación 

Se realizó según el método de Traglia et al.  (2016) modificado. Una alícuota (100 

µl) de cepa de A. baumannii fue activada y ajustada por absorbancia (ver punto 7.2) en 

matraces con 10 ml de caldo LB, conteniendo las concentraciones sub-inhibitorias de 

oxacilina seleccionadas. Se tomaron 2 ml de cultivo durante el periodo de incubación de 

6 y 24 h para relacionar la fase de crecimiento (estacionaria y exponencial) con la 

capacidad de transformación.  El cultivo (2 ml), se lavó con PBS y se ajustó con caldo LB 

nuevamente y se pasaron 100 µl a un tubo Eppendorf conteniendo de 600±100 ng de ADN 

exógeno (plásmido: evaluar capacidad de trasformación, secuencia: para evaluar la 

recombinación homóloga) y se incubó a 37°C/1 h. En placas de agar TSB con esp (50 

µg/ml), se inocularon 50 µl de cultivo y sus correspondientes diluciones 1:10 hasta 10-5 y 

se incubaron a 37°C/24 h. Como control se realizó el ensayo con cepas sin la adición de 

antibióticos, pero si ADN. Se calculó la frecuencia de transformación utilizando la 

calculadora on line Gateway disponible en: 

https://www.sciencegateway.org/tools/transform.htm.se y los datos obtenidos fueron 

expresado en UFC/ng de ADN.  Se confirmaron la trasformación con PCR punto final 

(oligonucleótidos en la tabla 3). 

7.8. Análisis de expresión génica 

El análisis de expresión de genes se realizó por PCR Tiempo Real. Para este ensayo 

se realizó la extracción de ARN (posterior a los tratamientos aplicados a A. baumannii) 

siguiendo el protocolo del fabricante del método TRIzol (Bioline London, England). 

Después se realizó la síntesis de ADNc, el cual fue utilizado como templado para la 

cuantificación de la expresión de genes mediante RT-PCR (PikoReal 96, Thermo 

Scientific, Massachusetts, EUA) con Q SYBR Green Supermix y oligonucleótidos que 

permitieron un producto amplificado ≤ 200 pb. Los resultados se normalizaron por 

cuantificación relativa, utilizando un gen constitutivo (16S-ARNr) perteneciente a la 

especie en estudio. Posteriormente se analizó la expresión de genes como número de 
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veces, relacionando la diferencia entre el valor del ciclo umbral de los genes blanco y el 

gen de referencia, este último utilizado como normalizador, representando el valor 1.  

El cálculo de la expresión de los genes se llevó a cabo mediante el método delta Ct, siendo 

las bacterias sin tratamiento las que se utilizaron como controles y línea base en la 

comparación de la expresión génica siguiendo la formula: 

Expresión relativa=
 (Etarget)

∆CPtarget(promedio del control-Promedio de la muestra)

(Eref)
∆CPref(promedio del control-Promedio de la muestra)  

Siendo Etarget la eficiencia de la PCR en tiempo real del amplicón en estudio; Eref, la 

eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de referencia; ∆CPtarget es la desviación en 

Ct del promedio del control menos el promedio de la muestra del gen en estudio; y ∆CPref 

es la desviación en Ct del promedio del control menos el promedio de la muestra del gen 

de referencia.  

En el presente proyecto se propuso estudiar como blanco los genes presentes en A. 

baumannii (Tabla 4):  bla-OXA (enzima oxacilinasa, protección contra antibióticos β-

latamicos), pilA (subunidad del pili tipo IV), tonB (absorción activa de hierro), ddc y dat 

(enzimas para motilidad tipo swarming) y csuE (fimbria chaperona-usher, para unión a 

superficie). 
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Tabla 4. Cebadores para el análisis de expresión génica relacionada a los ensayos. 

Gen Cebador (5’-3’) 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

Ensayo 

bla-OXA F: CTCCTCAGCAAGAGGCACAA 
R: GAGGCTGAACAACCCATCCA 195 Todos los ensayos 

(gen constitutivo y de 

comparación) 16s F: TTTAAGCGAGGAGGAGG 
R: ATTCTACCATCCTCTCCC 242 

pilA F: GGGGTTGCTGTTGCACTTTT 
R: TGCCGTTGCATCACGACTAT 183 

Twitching 
tonB F: TCCTCTGCAATCGCCTCATC 

R: ATGCCAGGAACAGTACGCAA 251 

ddc F: AAAGCCCGGCAGGTTCATTA 
R: AACACCAGCCTGACCAGAAC 86 

Swarming 
dat F: GAAAGCACAAGGTTGCTGGG 

R: GCACCAGAAGGACCACAGAA 258 

csuE F: GGGTTTGTCATGTACGGGTT 
R: TTCTCCGGTCTGAGCATTGG 106 Biopelícula 

 

7.9. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa IBM SPSS Statistics, Windows, 

Versión 20.0 (IBM Corp, Armonk, NY, EUA) y Origin (Windows, Versión 9.0, Texas, 

EUA) para el diseño de gráficos, dónde se observó la variación de medias y prueba de 

Duncan para la comparación con los controles con una confiabilidad del 95%. Cada 

ensayo se realizó por triplicado. 
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8. RESULTADOS 

8.1. Concentración mínima bactericida 

La CMB del antibiótico oxacilina se determinó mediante el método de 

microdilución en placa encontrando concentraciones de hasta 15 mg/ml (Tabla 5; García-

Heredia et al., 2016; Ortiz et al., 2021). Encontrando que la cepa ATCC  19606 tuvo 1.5 

veces más resistencia a la oxacilina que la cepa ATCC BAA-2093. 

Tabla 5. CMB de cepas de A. baumannii en presencia de oxacilina. 

Cepa Concentración (mg/ml) 

ATCC BAA-2093 5 ±0.0 

ATCC-19606 15 ±0.0 

±: Desviación Estándar.  

8.2. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre el crecimiento 

de las cepas de A. baumannii 

Una vez obtenidas las CMB se determinó el efecto las concentraciones 

subinhibitorias (sub-CMB) de oxacilina en el crecimiento de las cepas de A. baumannii 

en estudio mediante el método de cuenta en placa en agar TBS. Las sub-CMB de oxacilina 

mostraron efecto bacteriostático cuando se expuso la bacteria a concentraciones de 0.25, 

0.5 y 1.0 mg/ml en ambas cepas, en especial en la cepa 19606 en la cual la viabilidad se 

afectó hasta 2.5 logaritmos (p ≤ 0.05; Tabla 6). 
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Tabla 6 . Viabilidad de A. baumannii en presencia de oxacilina. 

 

±: Desviación Estándar. Las letras indican diferencias con el grupo control.  
(*) Significancia estadística (P≤0.05).  
 
8.3. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre la motilidad 

tipo twitching y swarming de las cepas de A. baumannii 

Las motilidades de ambas cepas fueron probadas para comprobar primeramente su 

desplazamiento. La cepa ATCC 19606, como ya se encuentra reportado, no tiene 

movilidad (Biswas et al., 2019), por ello fue utilizada como control negativo en los 

ensayos (resultados no mostrados).  

La motilidad twitching y swarming de la cepa ATCC BAA 2093 fue dosis 

dependiente, observándose reducción en la motilidad a medida que aumentaron las sub-

CMB de oxacilina a la cual fue pre-expuesta, exceptuando dos casos; 1) el caso de 

motilidad swarming (tabla 7) 1 h a 0.5 mg/ml (3.8 ±0.3, p ≤ 0.05), siendo  más baja que la 

de 1 mg/ml  (4.3 ±0.4, p ≤ 0.05); 2) en la motilidad tipo twitching en 1 h de pre exposición 

a 0.25 mg/ml (3.1 ±0.1, p ≤ 0.05) y en la motilidad tipo swarming con una pre exposición 

de 2 h a la misma concentración de oxacilina se observó aumento en comparación con el 

control (0.4 y 0.8 cm respectivamente, tabla 7).  

 

 

 

Sub-CMB de  
OXA (mg/ml)  

Viabilidad de A. baumanii (UFC/ml) respecto al tiempo 
0 h 2 h  4 h  6 h  8 h  10 h  24 h  

 A. baumannii ATCC 19606 
0 (Control) 7.3±0.2a 7.7 ±0.1a 9.0 ±0.0a 9.4 ±0.1a 9.3 ±0.2a 9.4 ±0.1a 9.5 ±0.2a 

0.25 7.3 ±0.1a 6.8 ±0.2b* 6.8 ±0.3b* 6.6 ±0.2b* 6.7 ±0.3b* 6.4 ±0.0b* 9.1 ±0.1b* 
0.5 7.4 ±0.1a 6.7 ±0.4b* 6.4 ±0.3c* 5.9 ±0.1d* 5.8 ±0.3d* 6.4 ±0.1b* 8.4 ±0.2c* 
1.0 7.3 ±0.2a 6.5 ±0.2c* 6.4 ±0.2c* 6.2 ±0.4c* 6.0 ±0.0c* 5.7 ±0.1c* 6.2 ±0.02d* 

 A. baumannii ATCC BAA 2093 
0 (Control) 7.5 ±0.1a 8.27±0.1a 9.4 ±0.1a 9.4 ±0.1a 9.4 ±0.1a 9.4 ±0.1a 9.5 ±0.1a 

0.25 7.6 ±0.1a 7.29±0.5b* 7.1 ±0.9b* 7.7 ±0.2b* 8.3 ±0.1b* 7.0 ±0.9b* 7.4 ±0.5b* 
0.5 7.6 ±0.1ab 7.12±0.1bc* 7.1 ±0.5b* 7.4 ±0.1c* 7.4 ±0.3c* 6.7±0.5bc* 7.3 ±0.2b* 
1.0 7.6 ±0.1ab 7.0  ±0.2c* 6.9 ±0.4b* 6.7 ±0.2d* 6.8 ±0.3d* 6.5 ±0.1c* 5.2 ±0.3c* 



32 
 

 

 

 

±: Desviación Estándar. Las letras indican diferencias con el grupo control.  
(*) Significancia estadística (p ≤ 0.05).  
 
 
8.4. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre la producción 

total de exopolisácaridos de las cepas de A. baumannii 

La cuantificación de la producción total de exopolisácaridos (EPS) nos muestra 

que en ambas cepas de A. baumannii aumenta la producción en relación al tiempo del 

ensayo en los grupos controles. El aumento de la concentración de la oxacilina provocó 

Concentración 
(mg/ml)  

Movilidad (cm) respecto al tiempo 

Twitchig Swarming 

1 h 2 h 1 h 2 h 

0 (Control) 2.7 ±0.1b* 3.4 ±0.2c* 5.6 ±0.1a 3.5 ±0.4bc* 
0.25 3.1 ±0.1c* 3.0 ±0.2bc* 4.9 ±0.1b* 4.3 ±0.3c 
0.5 2.8 ±0.1b* 2.5 ±0.4ab* 3.8 ±0.3c* 4 ±0.2bc 
1.0 2.2 ±0.0a 2.2 ±0.2a 4.3 ±0.4c* 2.9  ±0.3a* 

Tabla 7. Motilidad tipo twitching y swarming de la cepa ATCC BAA 2093 con respecto al tiempo.. 

 

Figura 4. Efecto de la pre-exposición a concentraciones sub-inhibitorias de oxacilina sobre la 

motilidad tipo twitching por 1 h y swarming por 2 h de la cepa A. baumanni ATCC BAA2093, 

donde se muestran la mayor diferencias. 
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reducción en la producción de EPS, viéndose más afectada la cepa ATCC 19606. En la 

figura 9 y en la tabla 8, podemos observar un ligero aumento en la producción de EPS en 

la concentración 0.25 mg/ml de oxacilina en 2 h de ensayo en la bacteria ATCC BAA 

2093, sin embargo, no se considera significativa estadísticamente. 
 

Tabla 8. Cuantificación de producción total de exopolisácaridos de la cepa de A. baumannii ATCC 19606. 

Y ATCC BAA 2093. 

 

±: Desviación Estándar. Las letras indican diferencias con el grupo control.  

(*) Significancia estadística (P≤0.05).  
  

8.5. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre el índice de 

formación de biopelícula de las cepas de A. baumannii 

El ensayo de índice de formación de biopelícula (IFB) se realizó en placas de 96 

pozos con caldo TBS al 2X, la bacteria ajustada A600nm:0.5 (108UFC/ml) y la 

concentración de oxacilina respectiva para cada ensayo. La bacteria ajustada que se utilizó 

para el ensayo de IFB se expuso previamente a la concentración correspondiente del 

antibiótico por 2 y 6 h respectivamente. Posteriormente se realizó un lavado de la bacteria 

mediante centrifugación y decantación del medio que contenía el antibiótico, para poder 

resuspenderla en caldo TBS nuevo y ser ajustada. La bacteria finalmente se llevó al ensayo 

de formación de biopelícula donde este se realizó bajo condiciones constantes de 

antibiótico, es decir la misma concentración a la cual previamente se había expuesto el 

cultivo y sin concentración de antibiótico. 

 

 A. baumannii ATCC 19606 A. baumannii ATCC BAA 2093 

 Tiempo (h) 

Concentración 
(mg/ml)  2 h 6 h 2 h 6 h 

0 (Control) 1.2 ±0.1a 2.34 ±0.3a 1.5 ±0.9a 2.6 ±0.3a 
0.25 0.9 ±0.1b* 1.2 ±0.1b* 1.6 ±0.9a 1 ±0.1b* 
0.5 0.9 ±0.2b* 0.9 ±0.1b* 0.7 ±0.1b* 0.8 ±0.2bc* 
1.0 0.9 ±0.1b* 1 ±0.1d* 0.9 ±0.1b* 0.9 ±0.1c* 
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Tabla 9.  Índice de formación de biopelícula de la cepa de A. baumannii ATCC 19606 Y ATCC BAA 

2093. 

 

±: Desviación Estándar. Las letras indican diferencias con el grupo control.  

(*) Significancia estadística (P≤0.05). 

La cepa 19606 pre-expuesta a 0.25 mg/ml por 6 h aumentó la producción de 

biopelículas 0.65 veces (P<0.5) cuando se llevó el ensayo sin antibiótico, y al mantener 

las concentraciones de oxacilina durante la formación de biopelículas no mostró cambios 

en el comportamiento (Tabla 9). Mientras que el cultivo de la cepa ATCC BAA 2093 pre-

expuesto a 0.25 y 0.5 mg/ml que desarrolló la biopelícula en igual (6 h) o sin (2 h) 

antibiótico mostró hasta 0.7 veces (P<0.5) más producción con respecto al control. 

Índice de formación de biopelícula con respecto al tiempo 

 A. baumannii ATCC 19606 A. baumannii ATCC BAA 2093 

Concentración de 
oxacilina en mg/ml (pre-

exposición/ensayo 
formación de biopelícula)  

2 h 6 h 2 h 6 h 

0.00/ 0.00 2 ±0.2a 2 ±0.0b 0.6 ±0.3b 0.6 ±0.2a 
0.25/ 0.00 1.6 ±0.1bc* 3.3 ±1.1c* 0.9 ±0.6b 0.8 ±0.3ab 
0.50/ 0.00 1.6 ±0.5c* 1 ±0.9a* 1 ±0.9c* 0.6 ±0.3a 
1.00/ 0.00 1.5 ±0.5c* 5.1 ±0.1.6c* 0.8 ±0.2b 1 ±0.7b* 
0.25/ 0.25 1.9 ±0.1ab 2 ±0.0b 0.4 ±0.4a* 1 ±0.4b* 
0.50/ 0.50 1.9 ±0.2ab 1 ±0.3a* 0.5 ±0.2a* 1 ±0.2b* 
1.00/ 1.00 2 ±0.1a 2 ±0.3b 0.6 ±0.4b 0.8 ±0.4ab 
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Figura 4. Índice de formación de biopelícula de las cepas de A. baumanniii. A y C) cultivo con exposición 

previa a oxacilina en presencia del antibiótico durante el ensayo de biopelícula, B y D) cultivo con 

exposición previa a la oxacilina sin presencia del antibiótico durante el ensayo de biopelícula. 

 
 

El IFB de la cepa ATCC 19606 se encontró en el grupo de biopelícula fuerte, 

excluyendo los tratamientos con 0.5 mg/ml en igual y sin concentración de oxacilina a las 

6 h cayendo en el grupo de biopelícula moderada. En cambio, la cepa ATCC BAA 2093 

mostró IFBs débiles (0/0, 0.25/0.25, 0.5/0.5, 1/1 mg/ml por 2 h y 0/0, 0.5/0 mg/ml por 6 

h) y moderados (0.25/0, 0.5/0, 1/0 mg/ml por 2 h y 0.25/0, 1/0, 0.25/0.25, 0.5/0.5, 1/1 

mg/ml por 6 h).  
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8.6. Efecto de la concentración sub-inhibitoria de la oxacilina sobre los ensayos de 

transformación de las cepas de A. baumannii 

Para realizar los ensayos de transformación en condiciones de relativa igualdad de 

la viabilidad de las células que se pondrían en incubación con el material genético, se 

decidió que se tomarían en un periodo de preexposición de 8 h con la oxacilina en 

comparación a las 4 h del cultivo control para que las células estuvieran en su fase 

logarítmica (ver relación en tabla 10). Así mismo, la respuesta de la eficiencia de 

transformación se tomó en base a las bacterias viables en el tiempo que respecta a las fases 

logarítmicas correspondientes, tomándolas como una relación de base para realizar la 

eficiencia de transformación contra las bacterias viables y por ello logramos ver resultados 

por arriba del 100%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La elección de la resistencia elegida para estos ensayos fue espectinomicina (esp), 

ya que en no se encontró en la literatura o bases de datos que las cepas retadas tuvieran 

esta resistencia. Además, se realizó un ensayo de PCR punto final para verificar que no 

llevaran la resistencia naturalmente.  

A) 
 

B) 
 

Figura 5. Eficiencia de transformación con secuencia de ADN o plásmido en relación a la viabilidad 
bacteriana en el periodo de tiempo de preexposición de las diferentes concentraciones de oxacilina A) A. 
baumanni ATCC 19606 transformadas acorde a la viabilidad de las células B) A. baumanni ATCC BAA 

2093 transformadas acorde a la viabilidad de las células. 
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La eficiencia de transformación contra las bacterias viables en A. baumannii 

ATCC 19606 con ambos tipos de material genético de resistencia se reportaron por arriba 

del 100% en todos los tratamientos, mientras que en la cepa A. baumannii ATCC BAA 

2093 solo el tratamiento de 0.25 mg/ml estuvo por arriba del 100%. La transformación 

con secuencia como material genético fue más alta que con el plásmido.  

La confirmación de las bacterias transformadas se realizó en diluciones de hasta 

1X108 UFC/ml, tomándose de 10-15 colonias de cada ensayo para proceder con una PCR 

punto final de colonia con los cebadores que se muestran en la tabla 3 para el interior de 

la secuencia de interés (resultados no mostrados). Como requisito las colonias debían tener 

una distancia entre ellas no menos a 5 mm, para evitar las colonias satélites (por ello la 

necesidad de las diluciones tan altas). 
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Tabla 10. Eficiencia de transformación de A. baumannii ATCC 19606 Y ATCC BAA 2093 en relación a la viabilidad bacteriana en el periodo de tiempo de 

preexposición de las diferentes concentraciones de oxacilina.  

  

4 h 8 h 4 h 8 h 

  Concentración de oxacilina  

  A. baumannii ATCC 19606 A. baumannii ATCC BAA 2093 

 

Unidades de 

medida Control 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 1.0 mg/ml Control 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 1.0 mg/ml 

Bacterias viables UFClog10 9.0 7.3 7.1 5.9 9.4 8.3 7.4 6.8 

Eficiencia de transformación con 

secuencia 

UFClog10/ng 

DNA secuencia 9.7 8.4 8.4 8.4 8.9 8.5 5.6 4.7 

Eficiencia de transformación con 

secuencia contra las bacterias viables % 107.7 114.9 118.5 144.0 94.6 102.2 76.1 69.6 

Eficiencia de transformación con 

plásmido 

UFClog10/ng 

DNA plasmídico 7.9 7.3 8.0 6.5 8.0 5.1 5.0 4.4 

Eficiencia de transformación con 

plásmido contra las bacterias viables % 87.9 100.2 113.2 110.4 84.7 61.6 67.1 65.2 
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8.7. Análisis genético de A. baumannii con concentración sub-inhibitoria de 

oxacilina  

Con el objetivo de conocer si los tratamientos con oxacilina afectaron los factores 

de virulencia retados, se procedió a analizar si los cambios podían ser inducidos en la 

expresión de ciertos genes. En todos los factores de virulencia se analizó la enzima oxa 

que es la encargada de la hidrólisis de los antibióticos β-lactámicos y se realizaron los 

ensayos en base a gen 16S que fue tomado como constitutivo para el análisis del protocolo. 

8.7.1. Expresión de genes relacionados a la motilidad  

Como ya se mencionó anteriormente los ensayos de motilidad se hicieron con la 

bacteria A. baumannii ATCC BAA 2093, por ello solo se realizó el análisis genético de la 

misma, ya que al no contar con motilidad la cepa ATCC 19606 no estaba dentro de los 

parámetros de este apartado. 

 

 
Figura 6. Expresión de los genes relacionados a la motilidad tipo twitching (pilA y tonB) de A. baumannii 
ATCC BAA 2093 por preexposición a oxacilina, A) 1 h de preexposición, B) 2h de preexposición. El gen 

constitutivo fue el 16S. 
 

La expresión de los genes pilA y tonB, relacionados con la motilidad tipo twitchig 

de A. baumannii ATCC BAA 2093, se observó suprimida en los tratamientos con 

oxacilina, tanto en 1 h y 2 h de preexposición, exceptuando pilA en 1.0 mg/ml de oxacilina 

A) B) 
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por 2 h. Mientras que en la motilidad tipo swarming se encontró sobreexpresión de los 

genes (ddc y dat) en todos los tratamientos de preexposición por 1 h y 2 h a oxacilina, 

excluyendo 0.25 mg/ml por 1 h por parte de los genes oxa, ddc y dat.  

 
 

Figura 7. Expresión de los genes relacionados a la motilidad tipo swarming (ddc y dat) de A. baumannii 

ATCC BAA 2093 en relación al tiempo de preexposición a los tratamientos con oxacilina, A) 1 h de 

preexposición, B) 2 h de preexposición. El gen constitutivo fue el 16S. 

 

8.7.2. Expresión de genes relacionados al índice de formación de biopelícula  

El gen relacionado al IFB que se analizó fue csuE encargado de la expresión de la 

fimbria chaperona-usher, para la unión inicial de la superficie durante la formación de la 

biopelícula.  

En A. baumannii ATCC 19606 csuE en 2 h se reprimió la expresión en el 

tratamiento con 1 mg/ml, mientras que en 0.25 y 0.5 hubo sobreexpresión tanto en los 

tratamientos sin o con igual concentración de antibiótico. El gen oxa se suprimió en los 

tratamientos 0.25/0, 1.0/0, 0.5/0.5 y 1.0/1.0 mg/ml de oxacilina. En 6 h en el tratamiento 

de igual concentración de oxacilina se vio que los genes se comportaron de igual manera 

(se suprimió 0.5 y 1.0 mg/ml y se sobre expresó 0.25 mg/ml), en cambio cuando se llevó 

sin antibiótico el gen oxa se sobre expresó en todos los tratamientos al igual que csuE 

excepto con 0.5 mg/ml. La cepa A. baumannii BAA ATCC 2093 respondió con 

sobreexpresión en los tratamientos sin antibiótico (en ambos intervalos de tiempo), 

exceptuando 0.25 y 0.5 de ambos genes en 6h. Mientras que a igual concentración se 

A) B)  
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reprimió la expresión en 2h de csuE y 1.0 mg/ml en oxa. Por otra parte, en 6h se 

sobreexpresaron ambos genes en todos los tratamientos.   
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Figura 8. Expresión de los genes relacionados a IFB (oxa y csuE) de A. baumannii ATCC 19606 en relación al tiempo de preexposición de oxacilina y exposición 

en el ensayo de IFB, A) 2 h, con el ensayo a nula concentración, B) 2 h, con el ensayo a igual concentración, C) 6 h, con el ensayo a nula concentración, D) 6 h, 

con el ensayo a igual concentración.  
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Figura 9. Expresión de los genes relacionados a IFB (oxa y csuE) de A. baumannii ATCC BAA 2093 en relación al tiempo de preexposición de oxacilina y 

exposición en el ensayo de IFB, A) 2 h, con el ensayo a nula concentración, B) 2 h, con el ensayo a igual concentración, C) 6 h, con el ensayo a nula 

concentración, D) 6 h, con el ensayo a igual concentración.

A) B) 

C) 
D) 

0 0.25 0.5 1.0 
0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

  oxa 
 csuE 

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
no

rm
al

iz
ad

a 

Concentración de oxacilina mg/ml 
0 0.25 0.5 1.0 

0 

2 

4 

6 

8 

  oxa 
 csuE 

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
no

rm
al

iz
ad

a 

Concentración de oxacilina mg/ml 

0 0.25 0.5 1.0 
0 

1 

2 

3 

4 

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
no

rm
al

iz
ad

a 

Concentración de oxacilina mg/ml 

  oxa 
 csuE 

0 0.25 0.5 1.0 
0 

2 

4 

6 

8 

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
no

rm
al

iz
ad

a 

Concentración de oxacilina mg/ml 

  oxa 
 csuE 



46 
 

9. DISCUSIÓN 

Las enzimas β-lactamasas son el mecanismo principal para la resistencia a los 

antibióticos β-lactámicos. Dentro de la clasificación de las β-lactamasas, encontramos en 

la clase D a las conocidas como oxacilinasas (OXA) que se encuentran ampliamente 

distribuidas en bacterias Gram negativas de manera intrínseca, como lo es el caso de A. 

baumannii (Bush, 2018; Pandey et al., 2021). Las enzimas OXA tienen una amplia 

diversidad genética, y por ello, presenta una amplia heterogeneidad en el espectro de la 

hidrolisis de los antibióticos β-lactámicos (Poirel et al., 2010). El impacto de estas enzimas 

en diferentes rutas metabólicas con relación de la virulencia no se encontró descrito en la 

literatura, siendo actualmente un tema de gran relevancia debido a la cantidad de 

antibióticos residuales y el aumento de genes de resistencia. 

Al conocer que ambas cepas se caracterizan por tener resistencia a la oxacilina la 

determinación de la CMB fue un reto, pues las cepas se comportaron de manera muy 

distinta; obteniendo CMBs en las cepas de A. baumannii ATCC BAA 2093 y ATCC 

19606 a 5±0 y 15±0 mg/ml respectivamente. La cepa ATCC  19606 tuvo 1.5 veces más 

resistencia a la oxacilina que la cepa ATCC BAA-2093. Dentro de la literatura no 

encontramos CMBs de la oxacilina reportadas para las cepas de A. baumannii que 

trabajamos. La diferencia en la concentración de oxacilina que pudieron resistir puede 

deberse al perfil de enzima OXA que tiene cada cepa, siendo que la cepa ATCC BAA 

2093 tiene blaOXA-89, perteneciente a la familia de las OXA-51, mientras que la cepa 

ATCC 19606 tiene blaOXA133, pertenece a la familia de las OXA 23; siendo las β-

lactamasas similares a OXA-51 que tienen un patrón de resistencia naturalmente pequeño, 

mientras que las OXA-23 se han reportado que llegan a tener una actividad carbapenemasa 

importante (Figueiredo et al., 2009). 

Para proceder con la caracterización de los distintos factores de virulencia bajo los 

efectos de la inducción de β-lactamasas OXA, se seleccionaron concentraciones 

subinhibitorias de oxacilina y se probaron para verificar si el impacto en la viabilidad de 

las células era importante. La viabilidad en 0.25, 0.5 y 1.0 mg/ml de oxacilina fue similar, 

sin embargo, se vio afectada hasta en 2.5 logaritmos con respecto al control en el 
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tratamiento más alto (1.0 mg/ml). Hernández-Torres et al. (2012) determinaron CMIs de 

16 mg/ml de imipenem in vitro que no afectaron la viabilidad de A. baumannii aislado de 

pacientes del hospital universitario virgen de la Arrixaca. 

Primero, se evaluó la motilidad de las cepas al estar en un cultivo fresco ajustado 

y expuesto por 1 y 2 h al antibiótico antes del ensayo en placa de agar suave sin antibiótico. 

La cepa ATCC 19606, como ya se había mencionado con anterioridad se encuentra 

reportada en la literatura como no móvil (Biswas et al., 2019). La motilidad twitching y 

swarming de la cepa ATCC BAA 2093 se vio generalmente disminuida a medida que 

aumentó la concentración de oxacilina a la cual fue pre-expuesta. Así como Abirami et 

al., (2021) reportaron que la motilidad twitching de A. baumannii MTCC 9829 disminuyó 

con pyrogallol. En cuanto a la motilidad swarming se encontraron diversos reportes en la 

literatura, pero discrepan ya que las condiciones experimentales difieren y este tipo de 

motilidad es muy sensible en cuanto a la respuesta de la bacteria, como luz, salinidad, 

hierro, lipopolisacáridos y detección de quórum (Abirami et al., 2021; Mea et al.,2021; 

Mussi et al., 2010).  

La producción de exopolisácaridos brinda protección al microorganismo contra 

diferentes tipos de estrés físico, químico y biológico, además de bridar anclaje, soporte e 

inicio de formación de biopelículas e interacciones entre células (Corzo et al.,2015; 

Whitfield et al., 2020). Al cuantificar los EPS en ambas cepas de A. baumannii se encotró 

aumento de producción con el tiempo, sin embargo, también se observó que la cantidad 

disminuyó en relación a la concentración de antibiótico. Choudhary et al., (2022) 

encontraron que se obtuvo una reducción de los EPS con el eugenol y el geraniol sobre 

varias cepas de A. baumannii incluyendo ATCC 19606. 

La biopelícula en A. baumannii es de uno de los factores de virulencia de mayor 

importancia según lo reportado en la literatura, ya que la bacteria mediante esta, logra 

protegerse de los factores ambientales e incluso de antibióticos (Longo et al., 2014).  Al 

realizar los ensayos de biopelículas con diferentes concentraciones de oxacilina, la cepa 

ATCC 19606 produjo biopelícula fuerte (al igual que el control), en tanto que la cepa 

ATCC BAA 2093 produjo biopelícula de débil a moderada (siendo el control productor 

débil, por lo que aumentó la producción en algunos casos). Existen reportes que en 
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aislados clínicos de A. baumannii MDR la azitromicina disminuyó la producción de la 

biopelícula con respecto al control (Camacho-Ortiz et al., 2021).  

La propagación y el aumento de la resistencia de A. baumannii nos llevó a evaluar 

su capacidad de transformación en las diferentes concentraciones de oxacilina. Las células 

se probaron en tiempos en el que las células se encontraran en su fase logarítmica ya que 

durante ella aumenta la eficiencia de transformación (Tsen, et al., 2002). Además, se ha 

demostrado que las bacterias del género Acinetobacter son naturalmente competentes (de 

Vries & Wackernagel, 2002). Se probó la transformación con material genético en 

secuencia de resistencia a esp o plásmido que contenían la misma resistencia. A. 

baumannii ATCC 19606 se transformó por arriba del 100% en las diferentes 

concentraciones de oxacilina, mientras que en A. baumannii ATCC BAA 2093 solo el 

tratamiento de 0.25 mg/ml con la secuencia de resistencia transformó por arriba del 100%. 

Con el material genético de secuencia de resistencia se observó mayor transformación que 

con los plásmidos, esto planteamos que fue favorecido por la interacción entre las 

proteínas implicadas en la recombinación homóloga recA y OXA-69 (también 

perteneciente a la familia de OXA 23), además de tener un menor número de pb. 

Como observamos alteraciones en las expresiones fenotípicas de los factores de 

virulencia retados, procedimos a analizar si los cambios podían ser inducidos en la 

expresión de ciertos genes. Primeramente, se analizó la motilidad twitching; se estudió el 

gen pilA que codifica a una subunidad en la biogénesis del pili tipo IV que coordina el 

movimiento multicelular (Dhabaan et al., 2015). La motilidad de A. baumannii ATCC 

BAA 2093 con los tratamientos de oxacilina en general fue menor que el control, así como 

se suprimió el gen pilA coincidiendo con la respuesta que Corral et al. (2021) encontraron 

en pilE quien, al ser regulado a la baja, afectó la motilidad, así como la relación directa 

que tiene tonB con la motilidad siendo igualmente suprimido en mutantes espontáneos de 

A. baumannii MAR002 resistente a la rifampicina. 

 En cambio, la motilidad tipo swarming se ha reportado que es mediada por la 

síntesis de 1,3-diaminopropano y los genes que contribuyen a la síntesis de este compuesto 

son ddc y dat (Skiebe et al., 2012). Aunque en general encontramos sobreexpresión de los 

genes involucrados en este tipo de motilidad, el fenotipo se encontró con una respuesta 
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por debajo del control (con una excepción), dejándonos sin una respuesta clara de la 

relación de estos genes y la interacción de la oxacilina. Dentro de la literatura no se 

encontró algún ensayo directamente sobre los genes, sin embargo, Abirami et al., (2021) 

reportaron que la motilidad swarming de A. baumannii MTCC 9829 se vió totalmente 

suprimida con pyrogallol.  

Por otra parte, para el análisis de los genes relacionados con la biopelícula, se 

seleccionó al gen CsuE que es parte del sistema de secreción CsuAB-A-B-C-D-E cuyo 

producto forma un haz similar a un pili siendo importante para el anclaje e inicio de la 

construcción de la biopelícula (Tomaras et al., 2008; Yang et al., 2019). La cepa ATCC 

19606 mostró sobrexpresión del gen CsuE en comparación al control en 7 de 12 ensayos, 

mientras que ATCC BAA 2093 en 6 de 12 ensayos (siendo en igualdad de antibiótico  5 

de ellos), asi como se vio que fenotípicamente ATCC 19606 resultó ser formadora de  

biopelícula fuerte; Yang et al., (2019) encontraron que en cepas aisladas de A. baumannii 

que codifican los genes bap, blaPOR, ompA y csuE tienden a formar biopelícula más 

fuerte que los que no los contienen en su genoma, en dicho estudio el gen csuE se encontró 

en el 32.5% de los aislados que producen biopelícula fuerte y en  68.8% de los aislados 

totales.  

Los resultados del análisis de expresión de genes nos dejan con interrogantes, para 

analizar un mayor número de genes relacionados con los factores de virulencia que 

estudiamos, para conocer como el tratamiento con la oxacilina interactúa con las rutas 

metabólicas de los mismos.  
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10. CONCLUSIONES 

1. La CMB de las cepas de A. baumannii ATCC BAA 2093 y ATCC 19606 fue 5±0 

y 15±0 mg/ml respectivamente. 

2. La viabilidad de las cepas de A. baumannii ATCC BAA 2093 y ATCC 19606 se 

vio afectada hasta en 2.5 logaritmos con concentraciones sub-CMB de oxacilina. 

3. La cepa A. baumannii ATCC BAA 2093 indujo la motilidad a 0.25 mg/ml de 

oxacilina. 

4. La producción de exopolisácaridos totales se afectó en todas las concentraciones 

de oxacilina analizadas en ambas cepas de A. baumannii. 

5. La cepa ATCC BAA 2093 pre-expuesta a 0.25 y 0.5 mg/ml en igual (6 h) o sin (2 

h) antibiótico mostró hasta 0.7 veces (P<0.5) más producción de biopelícula con 

respecto al control.  

6. A. baumannii ATCC 19606 transformó en mayor frecuencia al exponerse a 

concentraciones subinhibitorias de oxacilina. 

7. Los genes relacionados a motilidad tipo twitching de A. baumannii ATCC BAA 

2093 fueron suprimidos, mientras que los relacionados a motilidad tipo swarming 

se sobre expresaron al exponerse a concentraciones sub inhibitorias de oxacilina. 

8. Los genes relacionados a la producción de biopelícula se encontraron alterados en 

ambas cepas. 
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