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I. Resumen  
Una de las mayores amenazas para la salud humana radica en el hecho de que las bacterias 
patógenas oportunistas están adquiriendo una creciente resistencia a los agentes antibióticos. 
Durante muchos años, la resistencia bacteriana a los antibióticos se ha estudiado con un fuerte 
sesgo clínico. Sin embargo, recientemente la investigación en los ambientes naturales ha tomado 
relevancia. Por un lado, está claro que el resistoma ambiental es el principal reservorio de nuevos 
genes de resistencia. Por otro lado, se ha postulado que la liberación masiva de poblaciones de 
bacterias asociadas al tracto digestivo de humanos y animales, y su diseminación a través de las 
aguas residuales, puede promover el intercambio de determinantes de resistencia entre las 
bacterias transitorias y exógenas, provenientes de los desechos, y las bacterias nativas.  

En este contexto, postulamos la hipótesis de que las comunidades nativas de proteobacterias 
que habitan lugares con fuerte contaminación residual estarán enriquecidas en determinantes 
de resistencia. Adquirirían estos determinantes por transferencia horizontal de diversos 
elementos genéticos móviles donados por bacterias fecales. 

Para validar la hipótesis, comparamos la diversidad y perfiles de resistencia de una amplia 
colección de proteobacterias recuperadas a lo largo de tres años en el Estado de Morelos. Los 
especímenes se recuperaron a partir de sedimentos y columna de agua de ríos y arroyos con 
niveles contrastantes de contaminación.  

Para hacer un análisis comparativo relevante, decidimos que era crítico identificar al menos dos 
géneros bacterianos, que pudiéramos recuperar de todas las muestras ambientales, de alta 
prevalencia como agentes causales de infecciones oportunistas nosocomiales. Además, para 
poder hacer una asociación precisa entre los fenotipos y los genotipos bacterianos, fue esencial 
realizar una delimitación precisa y fidedigna de las especies bacterianas. Esto lo logramos 
mediante análisis multilocus de secuencias (MLSA) con métodos filogenéticos y de genética de 
poblaciones avanzados. De entre todas las especies que recuperamos, nos enfocamos en las de 
los géneros Stenotrophomonas y Acinetobacter, ya que identificamos medios de cultivo que nos 
permitieron recuperarlas consistentemente de sedimentos y columna de agua de sitios limpios y 
contaminados. Además, ciertas especies de estos géneros cuentan entre las más prevalentes y 
peligrosas como patógenos oportunistas, y estas resultaron ser las que presentaron mayor 
resistencia a antibióticos. 

Recuperamos una amplia diversidad de bacterias del género Stenotrophomonas,  y descubrimos 
varias cosas: i) Existen muchos problemas taxonómicos en la literatura y bases de datos de 
secuencia; ii) los linajes basales son poco resistentes, mientras que algunos del S. maltophilia 
complex (Smc) son mucho más resistentes; iii) el Smc comprende al menos cinco linajes, que 
definimos así: cuatro genoespecies nuevas, de resistencia intermedia y S. maltophilia sensu lato 
(Smsl), que comprende un grupo de especies con fenotipo de multirresistencia a los antibióticos 
y expresión de metalo-β-lactamasas, incluyendo a S. maltophilia sensu stricto. De los 108 
aislamientos analizados de este género, la mayoría correspondía al Smc, y dentro de este 
predominaban los aislamientos clasificados como Smsl. Identificamos otras especies (S. 
acidaminiphila, S. humi y S. terrae), correspondientes a los linajes basales, que resultaron ser muy 
susceptibles a los antibióticos. Estos resultados conforman la publicación Ochoa-Sánchez y 
Vinuesa, (2017). 

Mediante un análisis filogenómico, pudimos validar la clasificación basada en el MLSA. 
Adicionalmente, el análisis de secuencias genómicas reveló que las cepas de S. acidaminiphila 
recuperadas de sedimentos contaminados portan genes de resistencia novedosos, ligados a 
elementos genéticos móviles (EGM) cromosomales, como islas genómicas y un nuevo integrón 
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de clase I, portador de casettes de resistencia similares a los de bacterias entéricas y 
Pseudomonas hospitalarias. Cabe resaltar que no se detectaron plásmidos en los aislamientos ni 
en las secuencias genómicas, lo cual demuestra el impacto de los EGM cromosomales en la 
transferencia de resistencias (resistencia adquirida).  

En cuanto al género Acinetobacter, desarrollamos un esquema de MLSA basado en seis loci del 
genoma core amplificados con oligonucleótidos degenerados. El análisis de 37 aislamientos 
ambientales con este esquema permitió identificar 11 especies conocidas (A. tandoii, A. 
schindleri, A. johnsonii, A. bereziniae, A. soli, A. baumannii, A. pittii, A. oleivorans, A. junii, A. 
beijerinckii y A. lactucae) y tres posibles nuevas especies, a las cuales denominamos: A. sp1, A. 
sp2 y A. sp3. Estos aislamientos abarcan buena parte del espectro de diversidad filogenética del 
género, lo cual demuestra la utilidad y robustez del esquema. Generamos las secuencias 
genómicas para 14 de estos aislamientos, y un análisis filogenómico de las mismas mostró que la 
clasificación por MLSA era totalmente congruente con la filogenia del core genómico, lo cual 
demostró su utilidad para delimitar especies en el género. Descubrimos varias cosas: i) Nuestros 
aislamientos ambientales de A. baumannii y A. bereziniae son pan-resistentes; ii) los aislamientos 
recuperados de sitios contaminados portan un número mucho mayor de plásmidos y son más 
resistentes que los obtenidos de sitios limpios; iii) reportamos también dos nuevos integrones de 
clase I para A. baumannii y A. bereziniae. 

Después de haber analizado los aislamientos de Stenotrophomonas, carente de plásmidos, y 
Acinetobacter, con número variable de plásmidos, pudimos concluir que la contaminación 
antropogénica juega un papel determinante en el moldeado del resistoma de las especies de 
proteobacterias nativas estudiadas. En particular, un ambiente contaminado promueve la 
adquisición, vía transferencia horizontal, de EGM, tanto cromosomales como plasmídicos, 
portadores de determinantes de resistencia a una amplia gama de antibióticos de todas las 
familias de relevancia clínica. 
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II. Abstract 
 

One of the main threats for human health lies in the fact that opportunistic pathogenic bacteria 
are increasingly becoming resistant to antibiotic agents. For many years, bacterial antibiotic 
resistance has been studied with a strong clinical bias. Recently, gowever, investigation in natural 
environments has become relevant. On the one hand, it is clear that the environmental resistome 
is the main reservoir of antibiotic resistance genes. On the other, it has been posed that the 
massive liberation of bacterial populations associated to the digestive tract of humans and 
animals, as well as their spread through residual waters, can promote the interchange of 
resistance determinants among transitory and exogenous bacteria, coming from waste, and 
native bacteria.  

In this context, we pose the hypothesis that the resistance determinants of native communities 
of proteobacteria living in places with strong residual pollution will be enriched. They would 
acquire these determinants through the horizontal transference of several mobile genetic 
elements granted by fecal bacteria.  

To validate our hypothesis, we compared the diversity and the resistance profiles of a large 
collection of proteobacteria. The specimens were retrieved during three years in the state of 
Morelos from the sediment and water column of rivers with different levels of pollution.   

To carry out a relevant comparative analysis, we decided that it was critical to identify at least 
two bacterial genus, which could be retrieved from the environmental samples, with high 
prevalence as causative agents of opportunistic, nosocomial infections. Moreover, in order to 
make a precise association between bacterial phenotypes and genotypes, it was essential to carry 
out a precise and reliable delimitation of the bacterial species. This was achieved through 
multilocus sequence analyses (MLSA) with advanced phylogenetic and population genetics 
approaches.  Among all the species we retrieved, we focused on the genus Stenotrophomonas 
and Acinetobacter, because we identified culture mediums that allowed us to retrieve them 
consistently from the sediment and water column of rivers from clean and polluted sites. 
Moreover, some of the species belonging to these genus are among the most prevalent and 
dangerous as opportunistic pathogens, and they turned out to be the ones with the highest 
antibiotic resistance.  

We retrieved a large diversity from the genus Stenotrophomonas, and we found several things: 
i) There are many taxonomical problems in the existing literature and sequence databases; ii) the 
basal lineages are not very resistant, whereas some belonging to the S. maltophilia complex 
(Smc) are much more resistant; iii) the Smc comprises at least five lineages. We defined these 
lineages as follows: Four new genospecies with intermediate resistance and S. maltophilia sensu 
lato (Smsl), which comprises a group of species with a multiple drug resistant phenotype and 
expression of metallo-β-lactamases, including S. maltophilia sensu stricto. Out of the 108 
Stenotrophomonas isolates, most corresponded to the Smc; among them, the most predominant 
were classified as Smsl. We also identified other species (S. acidaminiphila, S. humi and S. terrae), 
corresponding to the basal lineages, which turned out to be very susceptible to antibiotics. These 
results make up the paper by Ochoa-Sánchez and Vinuesa (2017). 

By means of a phylogenetic analysis, we were able to validate the MLSA-based classification. 
Furthermore, the genomic sequences analysis revealed that the S. acidaminiphila strains 
retrieved from polluted sediments carry novel resistance genes, linked to chromosomal mobile 
genetic elements (MGEs), such as genomic islands and a new class I integron that carries 
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resistance cassettes similar to those carried by enteric bacteria and nosocomial Pseudomonas. It 
is worth noting that no plasmids were detected in the isolates nor in the genomic sequences. 
This confirms the impact of chromosomal MGEs in the transference of resistance (acquired 
resistance).  

With respect to the Acinetobacter genus, we developed a MLSA scheme based on six loci from 
the core genome amplified with degenerate oligonucleotides. The analysis of 37 environmental 
isolates with this scheme allowed us to identify 11 known species (A. tandoii, A. schindleri, A. 
johnsonii, A. bereziniae, A. soli, A. baumannii, A. pittii, A. oleivorans, A. junii, A. beijerinckii and A. 
lactucae) and three possible new species, which we called: A. sp1, A. sp2 and A. sp3. These 
isolates comprise a good deal of the phylogenetic spectrum of the genus, which points to the 
usefulness and robustness of the scheme. We generated the genomic sequences for 14 of these 
isolates and carried out a phylogenomic analysis with the results. This showed that the MLSA-
based classification was completely congruent with genomic core phylogeny, which points to its 
usefulness when delimitating the species of the genus. We found out several things: i) Our A. 
baumannii and A. bereziniae environmental isolates are pan-resistant; ii) isolates retrieved from 
polluted sites carry a much higher number of plasmids and more resistant than those retrieved 
from clean sites; iii) we reported two new class I integrons for A. baumannii and A. bereziniae. 

After having analyzed the Stenotrophomonas isolates, with no plasmids, and the Acinetobacter 
isolates, with a variable number of plasmids, we were able to conclude that anthropogenic 
pollution plays a determinant role in modeling the resistome of the native proteobacteria 
studied. More specifically, a polluted environment promotes the acquisition, via horizontal 
transference, of MGES, both chromosomal and plasmidic, carriers of resistance determinants to 
a wide range of antibiotics from all the families with clinical relevance.  
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1. Esquema general y motivación de la tesis 
El presente trabajo surge debido a la inquietud por aportar información relevante que contribuya 

a caracterizar y entender mejor la dimensión ambiental de la creciente problemática de 

resistencia antimicrobiana en diferentes especies de bacterias. Nuestra investigación se centró 

en el ambiente natural, ya que la mayoría de los estudios en este campo se han enfocado al 

entorno clínico.  En México son muy escasos los estudios enfocados al análisis comparativo del 

resistoma de comunidades y poblaciones ambientes de bacterias.  

Este trabajo está conformado por tres capítulos y una introducción general: 

La primera parte es una introducción, que aborda los siguientes puntos: Los antecedentes 

generales, el planteamiento del problema, las preguntas de investigación, la hipótesis, las 

predicciones de la hipótesis, los objetivos (general y particulares), los requisitos para el 

cumplimiento de los objetivos. El capítulo uno reporta los resultados de la fase prospectiva del 

proyecto: análisis de la diversidad y de los perfiles de resistencia de las proteobacterias 

ambientales). 

El segundo capítulo está dedicado al género Stenotrophomonas y aborda los siguientes 

puntos: Los antecedentes generales, los objetivos particulares, los resultados, la discusión, la 

conclusión y las perspectivas futuras. Fue a partir de este capítulo que se obtuvieron tres 

publicaciones, incluyendo la requerida para la obtención del grado.  Las tres se anexan al final. 

El tercer capítulo está dedicado al género Acinetobacter y aborda los siguientes puntos: 

Los antecedentes generales, los objetivos particulares, los resultados, la discusión, la conclusión 

y las perspectivas futuras. Datos no publicados. 

Al final, aparecen dos secciones adicionales, que son comunes para los tres capítulos 

anteriores: Las conclusiones generales de la investigación, por un lado, y los materiales y métodos 

utilizados, por el otro.  

Además, se incluye una serie de Anexos con información detallada de algunos de los 

temas abordados en los capítulos. 
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2. Introducción y antecedentes generales 
Diferentes organizaciones, como los Centros de Control y Prevención de Enfermedades (CDC), el 

Centro Europeo para el Control y Prevención de Enfermedades (ECDC) y la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), consideran que las infecciones causadas por bacterias resistentes a múltiples 

drogas (MDR) son una emergencia global y constituyen un grave problema de salud pública (Roca 

et al. 2015). Las infecciones causadas por estos microorganismos se han vuelto difíciles e incluso 

imposibles de tratar con los antibióticos actuales, lo cual ha redundado en una alta morbilidad y 

mortalidad en la población y, además, en altos costos para la sociedad (Carlet et al. 2011). 

A nivel mundial, el incremento de la resistencia bacteriana a los antibióticos involucra 

muchos patógenos. Entre ellos, destaca un grupo de bacterias multirresistentes (resistentes a 

más de tres familias de antibióticos) y panresistentes (resistentes a todos los antibióticos excepto 

a dos familias) (Magiorakos et al. 2012), cuya prevalencia en los hospitales es alta. Este grupo se 

ha denominado ESKAPE, según  la primera letra de cada especie que lo integra (Boucher et al. 

2009): E, Enterococcus faecium; S, Staphylococcus aureus; K, Klebsiella pneumoniae;  A, 

Acinetobacter baumannii; P, Pseudomonas aeruginosa; E, Enterobacteriaceae, como Eschericia 

coli y Enterobacter cloacae.  

En México, se llevó a cabo un estudio en todos los hospitales pertenecientes al Instituto 

Mexicano del Seguro Social que reveló que los microorganismos aislados con mayor frecuencia 

en infecciones nosocomiales son: Escherichia coli (16.4%), Staphylococcus coagulasa-negativa 

(14.7%), Pseudomonas aeruginosa (11.1 %), Klebsiella pneumoniae (6.7%), y Acinetobacter spp. 

(3.5%) (Arias-Flores et al. 2016).  También existe una alerta con respecto a bacterias emergentes, 

como Ochrobactrum anthropi (Romano et al. 2009); (Shrishrimal 2012) y reemergentes, como 

Stenotrophomonas maltophilia (Brooke 2012, 2014; Ryan et al. 2009). Es muy importante señalar 

que estas y otras especies relacionadas de proteobacterias se encuentran también en ambientes 

extrahospitalarios, como los cuerpos de agua, los suelos y las plantas (Perry and Wright 2013).  

 La investigación de los ecosistemas no clínicos ha cobrado relevancia en este siglo, pues 

se les considera determinantes para entender la evolución de la resistencia a los antibióticos 

entre las bacterias (Alonso, Sánchez et al. 2000; Timothy R. Walsh & Mark A. Toleman 2005; 

Aminov 2009, Martínez JL, 2018). Puesto que las bacterias (nativas y exógenas) están 

intercambiando continuamente material genético, incluyendo los genes de resistencia 

antimicrobiana (Sánchez, Hernández et al. 2008; Sánchez, Hernández et al., 2009), es 
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indispensable encontrar formas para contribuir a la solución del problema de la resistencia 

considerando su dimensión ambiental. 

En lo que respecta a los ambientes acuáticos, es importante resaltar que las bacterias 

presentes en el agua pueden ser nativas (bacterias residentes del sitio, como las presentes en los 

sedimentos), exógenas (bacterias que se incorporan al pasar el agua y quedan en la superficie de 

los sedimentos) o transitorias (bacterias que meramente pasan por el sitio arrastradas por la 

columna de agua). Las bacterias llegan a estos ambientes principalmente de dos maneras: de 

forma natural, a través de los desechos de los vegetales y los animales silvestres y a través de los 

residuos de suelo; y de forma antropogénica, a través de los desechos provenientes de los 

hospitales, las granjas de animales, las industrias y los hogares. Esta última modalidad contribuye 

de manera determinante al proceso de contaminación, en el cual las aguas residuales juegan un 

papel medular (Martínez 2018)(Baquero, Martínez, and Cantón 2008). Esto se ha demostrado en 

estudios realizados en ambientes acuáticos marinos que han reportado que más del 90% de las 

cepas bacterianas encontradas en el mar son resistentes a más de un antibiótico y el 20%, al 

menos a cinco (Baquero, Martínez, and Cantón 2008). 

De especial relevancia para nuestra investigación, es el hecho de que el agua no solo 

representa una vía de diseminación de organismos resistentes a antibióticos entre poblaciones 

humanas y animales, sino que también es una ruta por la cual los genes que confieren resistencia 

a los antibióticos —provenientes principalmente de los residuos humanos antes mencionados— 

están introduciéndose en las comunidades bacterianas nativas. Ahí, se lleva a cabo un proceso 

de intercambio y adquisición de material genético, incluyendo los genes de resistencia, punto 

focal de nuestro estudio. Posteriormente, estas bacterias o sus genes de resistencia pueden 

retransmitirse, directa o indirectamente, de vuelta a los ambientes humanos (Zhan et al. 2008).  

El impacto de la actividad humana se ha observado incluso en las bacterias de lugares 

remotos, como la Antártida, que muestran varios grados de resistencia a antibióticos (De Souza 

et al. 2006).  A pesar de las barreras geográficas, los genes de resistencia se han transmitido a las 

poblaciones humanas más aisladas, donde existen aún en ausencia de una evidente presión de 

selección. Un ejemplo de ello se encuentra en la selva amazónica peruana, donde se han 

detectado niveles altos de resistencia a los antibióticos más antiguos en las E. coli comensales de 

los habitantes de la zona, que nunca han sido tratados con estos agentes  (Bartoloni et al. 2009, 

2008). Se puede suponer que la exposición se dio a través del agua, que acarrea también residuos 

de fármacos (Ezzariai et al. 2018) 
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El uso excesivo de antibióticos ha provocado que estos compuestos se acumulen en el 

ambiente.  El impacto de esta acumulación en la emergencia de la resistencia antimicrobiana no 

debe subestimarse (Roca et al. 2015).  Algunos de los antibióticos utilizados para el tratamiento 

de patógenos humanos también se han usado para tratar enfermedades en animales y también 

como agentes profilácticos y promotores del crecimiento (Coenen et al. 2013). Todo esto ha 

promovido la utilización indebida de estos fármacos, favorecido por las pobres políticas para regir 

su uso. 

Por ejemplo, la filosofía y la legislación de la administración de antibióticos en la 

agricultura varía entre países. Suecia promulgó la Ley de Comestibles que prohíbe la 

administración de antibióticos al ganado (Hughes 2004). Sin embargo, otros países, como el 

Reino Unido, los Estados Unidos, Noruega, México, la India e Indonesia aprueban el uso de 

oxitetraciclina en acuacultura. Destaca el hecho de que solo México e Indonesia permite el uso 

de enrofloxacin (Serrano 2013). 

La conjunción de todas estas circunstancias ha desembocado en el gravísimo problema 

de salud pública que mencionamos al inicio de este trabajo: la diseminación de la 

multirresistencia antimicrobiana entre las bacterias, tanto en ambientes naturales como clínicos. 

El estudio de la evolución y la ecología de la resistencia antimicrobiana es esencial para 

entender el problema y poder combatirlo (F. Walsh 2013). Una de las bases para poder llevar 

esto a cabo es la identificación y la delimitación de las especies microbianas, tanto en los 

ambientes clínicos como en los extrahospitalarios (agricultura, bioterrorismo, industria y medio 

ambiente) (Vinuesa et al. 2008). El concepto de especie en estos microorganismos se ha debatido 

durante varias décadas y sigue siendo un tema controversial.  Los retos para definir una especie 

bacteriana incluyen su diversidad genética, su reproducción asexual y su capacidad para 

transferir genes horizontalmente (Shapiro, Leducq, and Mallet 2016). De acuerdo a las teorías 

actuales, para delimitar las especies es esencial identificar sus atributos fenotípicos específicos, 

relevantes en su nicho ecológico (Cordero and Polz 2014); (Cadillo-Quiroz et al. 2012; Shapiro 

2014). Una delimitación correcta es crítica para entender la ecología y evolución de la resistencia 

a los antibióticos. Esto es así porque permite hacer asociaciones precisas entre fenotipos y 

genotipos y determinar cuáles son las bacterias verdaderamente resistentes, identificando su 

resistoma.  

El resistoma antibiótico es la colección de todos los genes que directa o indirectamente 

contribuyen a la resistencia frente a estos agentes, tanto en el ámbito clínico como en el 
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ambiental o en el espacio de interacción entre ambos (Perry and Wright 2013). Este resistoma 

comprende todos los genes o las vías metabólicas capaces de conferir resistencia cuando se 

expresan en un hospedero específico (Dantas and Sommer 2012). El resistoma puede 

identificarse en diferentes niveles de complejidad: desde los genes de resistencia específicos 

hasta un plásmido, una cepa (Poirel, Bonnin, and Nordmann 2011), una comunidad microbiana 

definida (Sommer, Dantas, and Church 2009; Riesenfeld, Goodman, and Handelsman 2004) o un 

nicho ambiental. 

La tecnología que está revolucionando la identificación bacteriana es la secuenciación de 

genomas completos de última generación. En conjunto con análisis filogenéticos, esta estrategia 

permite entender la historia evolutiva y la diversidad genómica de las especies bacterianas.  

Ilumina es el nombre de la tecnología que domina el mercado actualmente. Se caracteriza por su 

capacidad para secuenciar millones de pequeños fragmentos de ADN en paralelo. Ilumina 

permite generar la secuencia genómica completa, aunque fragmentada. Una solución para este 

problema es la secuenciación de tercera generación, que ofrece lecturas largas. PacBio y Oxford 

Nanopore destacan como las plataformas líderes en el mercado (Goodwin, McPherson, and 

McCombie 2016).  

Estos análisis pueden abarcar el genoma en su totalidad o diferentes porciones del 

mismo. Se utiliza el término pangenoma (propuesto por (Tettelin et al. 2005) para referirnos a la 

totalidad de genes de una especie. El pangenoma , a su vez, comprende a: 1) genoma core, que 

abarca todos los genes cuyas funciones están relacionadas con las funciones básicas de la especie 

y que comparten las cepas de un estudio; 2) genoma accesorio, también conocido como cepa 

específica o prescindible, que contiene información genética presente en una o más cepas, es 

donde se encuentran los genes de resistencia antimicrobiana, y permite la adaptación a 

diferentes nichos, y 3)  genes únicos, que son aquellos presentes en un solo genoma.  El 

pangenoma de una especie puede ser abierto, cuando va creciendo cada vez que se adicionan 

cepas al estudio, o cerrado, cuando el genoma de un número reducido de cepas es suficiente 

para definir la especie (Medini et al. 2005). 

El uso de esta nueva tecnología ha promovido la formulación de nuevos puntos de corte 

para delimitar especies. El más utilizado es la identidad nucleotídica promedio (ANI, por sus 

siglas en inglés). ANI representa un valor de identidad y similitud entre regiones homólogas 

compartidas por genomas y se ha definido con base en el punto de corte de la hibridación ADN-
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ADN, donde el 70% de la hibridación equivale al 95% del valor ANI (Richter and Rossello-Mora 

2009). 

3. Planteamiento del problema 
Entre las limitaciones principales de las investigaciones llevadas a cabo en este campo, se 

encuentran, por un lado, el escaso conocimiento de los ambientes naturales y, por el otro, las 

deficiencias en los métodos para lograr una clasificación correcta de las especies bacterianas.  

No se ha prestado suficiente atención a la dimensión ambiental del problema de la 

resistencia esto se debe a que los estudios se han basado primordialmente en los ambientes 

clínicos, con la idea de que la selección de bacterias resistentes solo ocurre en estos entornos. 

Nosotros proponemos que la contaminación antropogénica, en especial las aguas residuales con 

contaminación fecal, que llevan bacterias enriquecidas en determinantes de resistencia, al ser 

liberadas y mezclarse en los ambientes naturales con las bacterias nativas propician su 

diseminación fuera de los hospitales. 

La clasificación incorrecta de especies se debe, en parte, al sesgo derivado del uso de 

equipos automatizados que carecen de la resolución adecuada para diferenciarlas, a que los 

estudios suelen basarse en una sola cepa, al uso de marcadores no adecuados o el uso de uno o 

pocos marcadores, así como la utilización de metodología de análisis de secuencias multilocus 

(MLSA, por sus siglas en inglés) no adecuada.   

El problema que encaramos en este trabajo, por lo tanto, tiene dos vertientes: En primer 

lugar, el impacto que tiene la liberación de bacterias, antibióticos y genes de resistencia en el 

ambiente, principalmente a través de las aguas residuales, que contribuye al intercambio 

genético y la selección de cepas multirresistentes. En segundo lugar, el impacto de la incorrecta 

delimitación de las especies bacterianas, que impide establecer las asociaciones pertinentes 

entre fenotipos y especies bacterianas para poder encontrar aquellas que verdaderamente sean 

resistentes o sensibles y ubicarlas en un hábitat determinado.  Delimitaciones robustas, 

fidedignas de las especies y un conocimiento profundo de sus fenotipos es clave para su uso 

potencial en agricultura, y biotecnología, en particular de aquellas cepas que suponen la 

liberación al ambiente.  

Con base en lo anterior, el punto de partida de nuestra investigación fueron estas preguntas: 
1. ¿Existen diferencias entre los resistomas de las proteobacterias de un mismo género o 

especie asociadas a ríos limpios y de aquellas provenientes de ríos contaminados? 



7 

2. ¿El número de resistencias y de elementos genéticos móviles de las poblaciones de 

bacterias recuperadas de ríos contaminados es mayor al de aquellas que provienen de 

ríos limpios? 

3. ¿Existe una relación entre el flujo de genes de resistencia a antibióticos entre especies y 

la calidad ambiental de su hábitat? 

4. Hipótesis 
La liberación al ambiente de aguas residuales con cepas bacterianas altamente enriquecidas en 

determinantes de resistencia propiciará la transferencia de los mismos a las bacterias nativas de 

los hábitats naturales y moldeando sus resistomas en tres niveles: comunidad, especie e 

individuo.  

4.1 Predicciones de la hipótesis  

1. Las comunidades bacterianas con mayor cantidad de resistencias a los antibióticos se 

recuperarán de sitios con alto grado de contaminación.  

2. Se encontrará una mayor cantidad de elementos genéticos móviles en las comunidades 

provenientes de sitios con alto grado de contaminación. 

3. A nivel de especie, habrá cepas con mayor cantidad de resistencias a antibióticos en 

lugares contaminados.  

5. Objetivo general 
Caracterizar fenotípicamente el resistoma de cepas de proteobacterias recuperadas de ríos de 

Morelos con grado contrastante de contaminación antropogénica y delimitar especies mediante 

métodos filogenéticos avanzados para determinar asociaciones con sus perfiles de resistencia a 

múltiples antibióticos.  

5.1 Objetivos particulares 

1. Hacer prospecciones de campo para localizar sitios adecuados de muestreo (limpios y 

contaminados) 

2. Generar colecciones amplias de proteobacterias prevenientes de cuerpos de agua con 

grado contrastante de contaminación y determinar su fenotipo de resistencia 

3. Clasificar las bacterias recuperadas a nivel de género mediante secuenciación de 16S 

ribosomales  
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4. Con base en los primeros objetivos, seleccionar dos géneros con amplia distribución 

ambiental y relevancia clínica para estudios detallados 

5. Caracterizar la diversidad y la estructura genética de las poblaciones mediante análisis 

multilocus de secuencias 

6. Delimitar las especies bacterianas de interés mediante métodos filogenéticos y de 

genética de poblaciones 

7. Asociar los perfiles de resistencia antimicrobiana con las especies de interés mediante 

análisis estadístico multivariado 

8. Caracterizar los elementos genéticos móviles de las especies de interés  

9. Secuenciar los genomas completos de algunas cepas selectas de interés 

10. Evaluar críticamente el status de la clasificación de la sistemática y taxonomía de los 

géneros focales de este trabajo 

6. Diseño experimental 
Para cumplir con los objetivos del estudio se propuso el siguiente diseño general:  

1. Elección de los sitios de muestreo con el fin de identificar sitios con un grado de 
contaminación contrastante y acceso adecuado para la toma de muestras (Figura 1A y 
1B). 

2. Muestreo de comunidades bacterianas en dos sitios de tres ríos con grado contrastante 
de contaminación antropogénica, tanto en columna de agua como de sedimentos (Figura 
1A y 1B). 

3. Identificación empírica de medios de cultivo adecuados para recuperar las 
proteobacterias de interés para el estudio. 

4. Generación de la colección de poblaciones bacterianas y determinación del género 
bacteriano mediante la amplificación del gen 16s. 

5. Determinación de los perfiles de resistencia antimicrobiana correspondientes a 15 
antibióticos de 5 familias y evaluación de metalo-β-lactamasas (MBL) y β-lactamasas 
(BLEE) mediante sinergismo de doble disco. 

6. Selección de dos géneros de interés debido a su presencia cosmopolita (sitio y hábitat), 
su perfil de multirresistencia y su relevancia clínica (Stenotrophomonas y Acinetobacter). 

7. Generación de datos multilocus de secuencia.  
8. Análisis filogenético y de genética de poblaciones de los datos obtenidos mediante MLSA. 
9. Validación y refinamiento de la delimitación de las especies bacterianas de cada población 

mediante aproximaciones filogenómicas. 
10. Evaluación estadística de asociaciones entre fenotipos de resistencias y los linajes.  
11. Análisis de las propiedades fenotípicas y ecológicas de los linajes identificados en las dos 

poblaciones. 
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Capítulo 1. Prospección de la diversidad y de los perfiles 
de resistencia de las proteobacterias ambientales 

Con el fin de poder responder nuestras preguntas de investigación y de lograr que nuestro 

estudio tuviera una representatividad estadística sólida, que sustente nuestros resultados, 

llevamos a cabo tres muestreos durante la misma estación en tres años diferentes en dos tipos 

de sitios (contaminados y limpios) y seis puntos de muestreo (Tabla 1). 

El primer paso del estudio consistió en la toma de muestras de columna de agua y 

sedimentos de los ríos contaminados y limpios de Morelos Figura 1A, 1B y 1C. Los sitios de 

muestreo se clasificaron en tres niveles de contaminación, de acuerdo al conteo de coliformes 

fecales termotolerantes y de E. coli: contaminación baja (Sauces y Estacas), contaminación 

intermedia (Yautepec) y contaminación alta (Temixco y Zacatepec) (Tabla 1). 

Figura 1A. Sitios de muestreo del estudio 
Ubicación del estado de Morelos donde se recolectaron las muestras de columna de agua y de sedimento.  
Figura 1B. Localización de los cinco puntos de muestreo 
Estacas (EST), Sauces (SAU), Yautepec (YAU), Zacatepec (ZAC) y Temixco (TEX). Rojo = contaminación alta. Blanco = 
contaminación intermedia. Azul = contaminación baja. 
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Figura 1C. Aspecto de los cinco puntos de muestreo 
 
Tabla 1. Clasificación  de  los  sitios  de  muestreo  basada  en  los  niveles  de  conteo  de  coliformes  fecales 
termotolerantes  (TTFCs)  y  E. coli  termotolerante  (TTEc)  unidades  formadoras  de  colonia  (cfu/100ml),  medidas 
en  la  columna  de  agua  

 

Puesto que nuestro interés en este trabajo era hacer asociaciones de fenotipo con 

genotipo, fue indispensable contar con bacterias cultivables. Para ello utilizamos diferentes 

medios de cultivo, con y sin antibióticos. 
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Para identificar medios adecuados de cultivo, se evaluaron dos tipos de medios: 

oligotróficos, o mínimos con respecto a la concentración de nutrientes, y ricos en nutrientes. Los 

dos medios oligotróficos que elegimos fueron los siguientes: R2A (Ultee et al. 2004) y NAA (Aagot 

et al. 2001).  Los medios ricos que usamos incluyeron medios específicos, entre los que se 

cuentan los medios tradicionales para el conteo de coliformes fecales: mFC (Oxoid) y m-TEC 

(USEPA, 2002); el medio selectivo para recuperar Acinetobacter (Leeds modificado), el medio 

para microorganismos Gram negativos y entéricos (MacConkey) y el medio PCA. Los medios se 

suplementaron con antibióticos. Recetas de medios de cultivo implementados en este estudio y 

las combinaciones con antibióticos se pueden ver en el Anexo 13.  Los géneros que se 

recuperaron con mayor eficiencia en los diferentes medios son: Pseudomonas, 

Stenotrophomonas, Aeromonas, Ochrobactrum y Acinetobacter. Cabe destacar que el género 

Ensifer se recuperó con mayor eficiencia en medios suplementados con ceftazidima (Figura 2). 
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Figura 2. Porcentaje de eficiencia de los medios utilizados en este estudio para recuperar diferentes géneros 
Medios de cultivo: NA= NAA, MK=MacConkey, LE= Leed. Antibióticos: TMCB= trimetoprim + carbenicilina, 
IMI=imipenem, CIP= ciprofloxacino, CAZ=ceftazidima, CTX=cefotaxima.   
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Así, recuperamos una amplia colección de aislamientos (n = 800), que se clasificaron a 

nivel de género mediante análisis filogenético de secuencias parciales de 16S rRNA, usando como 

secuencias de referencia las cepas tipo de la base de datos RDP-II. Los géneros más abundantes 

fueron los siguientes: Pseudomonas (n = 239, 34.3%) y Stenotrophomonas (n = 154, 22.1%), 

seguidos por Aeromonas (n = 135,19.4%), Ochrobactrum (n = 74, 10.6%) y Acinetobacter (n = 39, 

5.6%) (Figura 3).  

Figura 3. Desglose taxonómico a nivel de género de 800 secuencias de 16S RNA  
Filogenia de máxima verosimilitud (GTR + G) para clasificar a nivel de género las 800 secuencias de 16S rRNA 
generadas en este trabajo a partir de aislados ambientales de ríos de Morelos. 
 

Mediante el análisis estadístico, pudimos observar la eficiencia relativa de los diferentes 

medios microbiológicos probados y de los antibióticos con los que se suplementaron para 

recuperar diferentes géneros de proteobacterias. Encontramos que Stenotrophomonas 

ambientales pueden recuperarse eficientemente en el medio oligotrófico NAA suplementado 

con imipenem (8μg/ml; > 90% eficiencia) y en el medio rico McConkey suplementado con 

imipenem (4μg/ml). Cuando se seleccionaron las colonias no fermentadoras (blancas), el 

segundo medio de cultivo tuvo un éxito del 60% para Stenotrophomonas para las cuales, hasta 

el momento, no se había identificado un medio específico de aislamiento. En este trabajo 
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logramos, por primera vez, recuperar con eficiencia una cantidad considerable (n = 154) de 

aislamientos de Stenotrophomonas ambientales. 

Para cerciorarnos de que verdaderamente estábamos recuperando bacterias 

multirresistentes, los microrganismos se picaron en cajas suplementadas con doce antibióticos 

diferentes, correspondientes a cinco familias (fenoles, betalactámicos, aminoglucósidos, 

fluoroquinolonas y tetraciclinas) y 3 combinaciones de antibióticos: Mix1 (tetraciclina 16ug, 

gentamicina 6μg,  trimetroprim 30 μg, ceftazidima 1μg, ciprofloxacino 4μg), Mix2 (gentamicina 

6μg y ácido nalidíxico) y TmCb (trimetroprim + carbenicilina 30/100 μg). Mediante un análisis de 

clustering jerárquico de los perfiles de resistencia, pudimos observar diferencias en dos niveles: 

Primero, con respecto al hábitat, advertimos que las bacterias provenientes de los sedimentos 

(nativas) se agrupaban debido a que tenían la mayor cantidad de resistencias, mientras que 

aquellas provenientes de columna de agua (transitorias) se agrupaban debido a que tenían la 

menor cantidad de resistencias. Segundo, con respecto al género bacteriano, notamos que las 

bacterias multirresistentes de los sedimentos correspondían a los géneros Stenotrophomonas, 

Ochrobactrum, y Acinetobacter, mientras que las bacterias acuáticas con menor cantidad de 

resistencias correspondían al género Pseudomonas y a los géneros clasificados como 

Enterobacterias (ver Figura 4). 
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Figura 4. Análisis de clustering jerárquico de perfiles de resistencia a antibióticos correspondientes a los 
aislamientos de agua y sedimentos el río Apatlaco (Temixco; muestreo realizado en mayo de 2013) 
Grupo I. Enterobacterias acuáticas Pseudomonas; poco resistentes. Grupo II. Bacterias entéricas, Ochrobactrum y 
Acinetobacter: resistentes y multirresistentes. Grupo III. Stenotrophomonas, Ochrobactrum y Acinetobacter: 
multirresistentes y panresistentes. Antibióticos: MIX 1. Combinación de cinco antibióticos, (tetraciclina 16ug, 
gentamicina 6μg,  trimetroprim 30 μg, ceftazidima 1μg, ciprofloxacino 4μg), IMI4: imipenem 4μg, IMI1: imipenem 
1μg, CIP4: ciprofloxacino 4μg, CIP1: ciprofloxacino 1μg, CTX4: cefotaxima 4μg, CTX1: cefotaxima 1μg, CAZ16: 
ceftazidima 16 μg, CAZ1: ceftazidima 1μg, MIX2: gentamicina 6μg y ácido nalidíxico 30 TET: tetraciclina 16 μg, NAL: 
Ácido nalidixico 30μg, P.T. Piperacilina+ tazobactam 128/4μg, KA: kanamicina 16μg, GM: gentamicina 16μg, SM: 
estreptomicina 30μg, CL: cloranfenicol 16μg, Tm.Cb: trimetroprim + carbenicilina 30/100 μg. Los círculos azules 
corresponden a las bacterias que se recuperaron de columna de agua (predominantes en el Grupo I).  
 

Con base en la información obtenida y tomando en cuenta nuestro interés por los 

microorganismos de amplia distribución ambiental, multirresistentes y de interés clínico, 

elegimos los géneros Stenotrophomonas y Acinetobacter para estudiarlos en detalle (capítulos 2 

y 3, respectivamente). En conclusión, el diseño experimental que propusimos nos permitió 

generar colecciones con una amplia diversidad de géneros de proteobacterias.  Esta diversidad 

nos permitió hacer asociaciones entre los géneros y su perfil de resistencia. Además, como suele 

suceder en la mayoría de las exploraciones ambientales (Vásquez-Ponce et al. 2018; Schmidt et 

al. 2018; Arocha-Garza et al. 2017), descubrimos nuevos linajes bacterianos, a los cuales nos 

referiremos más adelante 
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Capítulo 2. Stenotrophomonas 
Este es el capítulo principal de la tesis y corresponde a la publicación de Ochoa-Sánchez LE & 

Vinuesa P., 2017. Además, se incluye información adicional: los resultados de un análisis de 

filogenia genómica (Vinuesa et al., 2018), la caracterización de elementos genéticos móviles, y la 

identificación automatizada de especies del género.  

2.1 Antecedentes: Microbiología, epidemiología y taxonomía del género 

 Uno de los géneros bacterianos emergentes más multifacéticos son las Stenotrophomonas (de 

stenus = limitado, trophus = nutrición, monas = unidad). En un principio, se consideró que 

pertenecían al género Pseudomonas (Stanier R. et al., 1966). Luego fueron clasificadas como 

Xanthomonas y posteriormente con base en análisis filogenéticos de secuencias 16S rRNA, se 

reveló que tenían características diferentes y constituían un género hermano de Xanthomonas. 

 Tabla 2. Taxonomía del género Stenotrophomonas 
Dominio Bacteria (Woese, Kandler, and Wheelis 1990) 
Filo Proteobacteria (Garrity and Lilburn 2005) 
Clase Gammaproteobacteria (Garrity and Lilburn 2005) 
Orden Xanthomonas (Saddler & Bradbury 2005) 
Familia Xanthomonadaceae (Saddler & Bradbury 2005) 
Género Stenotrophomonas (Palleroni and Bradbury 1993) 
Especie principal Stenotrophomonas maltophilia (Palleroni and Bradbury 1993)  

 

En la actualidad se han descrito 16 especies 

(http://www.bacterio.net/stenotrophomonas.html) válidas del género Stenotrophomonas. Se 

han aislado 11 especies diferentes a partir de diversas fuentes ambientales y una, de muestras 

clínicas humanas (Anexo 6). 

Las bacterias del género Stenotrophomonas se han detectado en un amplio rango de 

ecosistemas. Tienen una capacidad de degradación importante, así como potencial para 

aplicaciones biotecnológicas (biorremediación, promoción de crecimiento, biocontrol y actividad 

antimicrobiana) (Ryan et al. 2009; Berg and Martinez 2015). Se caracterizan por ser bacilos Gram 

negativo, aerobios, no esporuladores, de entre 0.5 y 1.5 μm, mótiles (con varios flagelos polares), 

capaces de producir fimbrias y de persistir en ambientes acuosos pobres en nutrientes (Brooke, 

2012, 2017) (Hugh and Leifson 1963). Las colonias son lisas, brillantes, con márgenes enteros, y 

de color blanco, gris, o amarillo pálido. Su espectro nutricional es limitado: De 145 compuestos 

orgánicos probados como fuentes de carbono y energía, solo 23 fueron utilizados por bacterias 

del género para su crecimiento (Stanier R. et al., 1966). 
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Estudios fenotípicos y genotípicos, además de análisis de diversidad ecológica y metabólica, 

han mostrado que existe una diferenciación a nivel de especie (Denton and Kerr 1998a).  Si bien 

Stenotrophomonas spp. son microorganismos ubicuos en el ambiente, S. maltophilia es el 

miembro dominante de esta comunidad microbiana y sobre el cual se han realizado diversos 

estudios. Con respecto a la taxonomía del género, se han utilizado diferentes metodologías y 

análisis (ver Anexo 7), a través de los cuales no se ha logrado una delimitación de especies 

satisfactoria. Ello se refleja en el hecho de que Stenotrophomonas maltophilia se considere como 

un complejo de especies con características fenotípicas (resistencia a los antibióticos) muy 

variables (Deredjian et al. 2016).  

Los estudios genómicos del género se han basado principalmente en cepas con fenotipo de 

multirresistencia a antibióticos, como S. maltophilia K279 aislada a partir de una muestra de 

sangre de un paciente con cáncer. Esta multirresistencia se explica por la presencia de dos 

factores principales: 1) los genes de resistencia a diferentes familias de antibióticos 

(aminoglucósidos, espectinomicina, cloranfenicol y β-lactámicos) y 2) las bombas de eflujo,* de 

las cuales la familia RND solo se encuentra en bacterias Gram-negativas. En S. maltophilia destaca 

la bomba tripartita SmeDEF (Sánchez, Morelo et al., 2005). Otras cepas importantes para los 

estudios genómicos han sido S. maltophilia R551-3, aislada a partir del álamo Populus 

trichocarpa, y S. rhizophila DSM14405, aislada de la rizosfera del nabo en Alemania (Wolf et al. 

2002) (Anexo 8). 

La especie de mayor relevancia clínica es Stenotrophomonas maltophilia. Ello se debe a que 

es un patógeno oportunista emergente y resistente a múltiples antibióticos. Es la única especie 

del género reportada como causa de infecciones en humanos. Se caracteriza  por ser un 

microorganismo cosmopolita y se ha  recuperado de  ambientes clínicos y no clínicos, como agua, 

suelo y plantas (Brooke 2012). 

Las  infecciones más comunes  asociadas con S. maltophilia incluyen: neumonía en 

personas con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (Nseir, Di Pompeo et al. 2006); sepsis 

biliar (Papadakis et al. 1995);  infecciones de huesos, del tracto urinario, de los tejidos suaves 

(Papadakis et al. 1995) (Sakhnini, Weissmann et al. 2002; Landrum, Conger et al. 2005; Bin 

Abdulhak, Zimmerman et al. 2009),  de los ojos  (Lin, Ma et al.; Mauger, Kuennen et al.); 

                                                      
* De acuerdo a su composición, al número de regiones transmembrana y a las fuentes de energía y sustratos, 

las bombas de eflujo se clasifican en cinco familias: MFS (major facilitator superfamily), ABC (adenosine-trifosphate-
binding cassette superfamily), SMR (small multidru-resistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion), y 
RND (resistance nodulation cell division) (Piddock 2006; Pole 2007).   
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endocarditis  (Katayama, Tsuruya et al. ; Gutierrez Rodero, Masia et al. 1996; Aydin, Koksal et al. 

2000),  y meningitis  (Nguyen and Muder 1994; Rojas, Garcia et al. 2009, Book et al., 2017). 

El factor principal  que determina que  S. maltophilia sea  patógena  es su notable habilidad 

para producir un amplio rango de enzimas extracelulares, tales como lipasas, fibrolisinas y 

proteasas, potencialmente involucradas en los procesos de colonización (Denton and Kerr 

1998b).  S. maltophilia es un patógeno de baja virulencia. Ha emergido en ambientes 

nosocomiales, asociado con tasas de mortalidad bruta de entre 14% y 69% en pacientes con 

bacteremia, debido principalmente a su multirresistencia a los antibióticos. 

S. maltophilia codifica intrínsecamente dos β-lactamasas: L1, β-lactamasa clase B (metalo-

β-lactamasa) (T. R. Walsh, MacGowan, and Bennett 1997) y L2, una β-lactamasa clase A 

(cefalosporinasa sensible a ácido clavulánico) (T. R. Walsh, MacGowan, and Bennett 1997). La 

metalo-β-lactamasa L1 producida por S. maltophilia hidroliza predominantemente las penicilinas 

y los carbapenémicos (T. R. Walsh, MacGowan, and Bennett 1997). Esta enzima es resistente a 

los inhibidores comerciales de β-lactamasas y susceptible a la inhibición ocasionada por agentes 

quelantes. Un estudio de 17 aislamientos clínicos y nueve aislamientos ambientales de S. 

maltophilia ha sugerido que la exposición a antibióticos carbapenémicos es un factor de selección 

para la sobreexpresión de L1 (Denton and Kerr 1998b). También se ha propuesto que S. 

maltophilia tiene la habilidad de mantener la producción de β-lactamasa incluso en ambientes 

con cambio de pH, lo cual se correlaciona con los diversos lugares de donde se ha aislado. La 

cefalosporinasa L2 producida por S. maltophilia hidroliza predominantemente cefalosporinas y 

aztreonam (T. R. Walsh, MacGowan, and Bennett 1997) y su sitio activo es una serina. L2 puede 

ser inhibida por ácido clavulánico, tazobactam y sulbactam.  

Afortunadamente los genes que codifican L1 y L2 no son fácilmente transferibles (T. R. 

Walsh, MacGowan, and Bennett 1997). Sin embargo, se ha identificado que los elementos que 

movilizan el resistoma de Stenotrophomonas son los elementos integrativos conjugativos (ICE, 

por sus siglas en inglés), los integrones. Estos juegan un papel importante debido a que se 

desplazan entre el ambiente hospitalario y el extrahospitalario, diseminando los genes de 

resistencia. 

Los ICE son conocidos como portadores de genes de resistencia a antibióticos. El primer 

ICE que se describió fue Tn916, que confiere resistencia a tetraciclina (Franke and Clewell 1981) 

y tiene un rango amplio de hospedero.  
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Los integrones se definen como plataformas de ensamble, o sea, elementos de DNA que 

pueden adquirir marcos de lectura abiertos, insertar casetes de genes exógenos y convertirlos en 

genes funcionales asegurando su correcta expresión (Cambray, Guerout, and Mazel 2010). En 

este género, solo se han detectado integrones en S. maltophilia. En un estudio, su prevalencia 

fue del 60% en aislamientos hospitalarios (en los que se observó que las cepas que los contenían 

eran significativamente más resistentes a antibióticos) y ninguno estaba contenido en plásmidos 

(Liaw, Lee, and Hsueh 2010). En cambio, en otro estudio su prevalencia fue del 22% y fue 

interesante observar que dos aislamientos contenían integrones vacíos y, además, un integrón 

estaba contenido en un plásmido (Chang et al. 2004). En contraste con ambos, en Argentina se 

han reportado integrones en S. maltophilia con una prevalencia del 1% (Barbolla R, Catalano M, 

Orman BE, Famiglietti A, Vay C, Smayevsky J 2004). 

Aunque hay autores que proponen que, dado que los integrones tienen una prevalencia 

baja en el género Stenotrophomonas, son los plásmidos y los ICE los que juegan un papel 

importante en la transferencia horizontal (Thomas and Nielsen 2005). Sin embargo, es 

importante enfatizar que son muy pocos los estudios que identifican plásmidos en el género y 

ningún genoma completo de las bases de datos muestran plásmidos.  

2.2 Objetivos 

I. Delimitar especies en la colección de aislamientos ambientales de 

Stenotrophomonas mediante el uso de métodos filogenéticos y de genética de 

poblaciones usando datos multilocus 

II. Realizar una filogenia genómica a partir de cepas selectas de Stenotrophomonas 

ambientales 

III. Analizar si los linajes muestran propiedades fenotípicas y ecológicas distintivas 

IV. Analizar cepas de Stenotrophomonas pertenecientes a la colección del estudio, 

secuenciadas mediante métodos comerciales de identificación 

2.3 Resultados 

Los resultados presentados en esta sección corresponden, en su mayoría, a los publicados por 

Ochoa-Sánchez LE & Vinuesa P. 2017 en Frontiers in Microbiology. Esta sección solo es un 

resumen de los datos publicados. En el artículo se exponen los detalles metodológicos (Ver 

Anexo 1). 
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2.3.1 Delimitación de especies de la colección de aislamientos ambientales de 
Stenotrophomonas 

2.3.1.1 Estructura filogenética del género Stenotrophomonas: Identificación de ocho 
especies, entre las cuales destaca S. maltophilia, y definición de hipótesis de bordes 
de especies  
Se utilizó un método de máxima verosimilitud (ML) para buscar los árboles filogenéticos y 

obtener la hipótesis global de la estructura filogenética del género con base en 194 multilocus 

STs no redundantes (Figura 5). En el presente trabajo se generaron las secuencias para los siete 

loci del esquema de MLST para S. maltophilia disponible en pubmlst.org de los 108 aislamientos 

de Stenotrophomonas ambientales, que comprenden 63 haplotipos. La mejor hipótesis, 

resultante de 1,001 búsquedas de árboles independientes, se presenta en la Figura 5A. 

Encontramos una cepa relacionada con Stenotrophomonas humi, tres de Stenotrophomonas 

acidaminiphila (se cuenta con la secuencia del genoma completo de una de ellas: 

ZAC14D2_NAIMI4_2 (Vinuesa and Ochoa-Sánchez 2015) y siete cepas cercanas a 

Stenotrophomonas terrae. El clado Smc (complejo de S. maltophilia) aparece en forma colapsada.  

El árbol se enraizó usando Xanthomonas como grupo externo.   

En la Figura 5B, aparece el complejo Stenotrophomonas maltophilia (Smc) con sus grupos 

filogenéticos delimitados. La mayor parte de nuestros aislamientos se agrupan en este complejo, 

que comprende a S. maltophilia sensu lato (Smsl) y a otros cuatro clados que denominamos 

(Smc1, Smc2, Smc3, Smc4). Nuestros análisis sugieren fuertemente que estos últimos cuatro 

corresponden a especies crípticas pertenecientes a este complejo.  
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Figura 5. Filogenia de máxima verosimilitud (ML) de las secuencias de multilocus de las especies del género 
Stenotrophomonas 
Según modelo GTR+G y usando el alineamiento concatenado (7 loci) de 194 ST no redundantes. Los clados están 
etiquetados utilizando los códigos de la A a la E de Kaiser et al., 2009 y del #1 al #10 de Hauben et al., 1999, para una 
referencia cruzada fácil. A. Árbol de las especies no maltophilia. El clado I incluye nuestras cepas, correspondientes 
a la especie S. humi, al complejo S. terrae, y a la especie S. acidaminiphila. El clado incluye dos especies muy 
significativas del género (S. chelatiphaga y S. rhizophila). El clado IIb corresponde al complejo S. maltophilia (Smc) y 
aparece colapsado. Las cepas tipo aparecen en negritas. El genotipo #10 representa una especie no descrita, que no 
debería fusionarse con el clado de S. rhizophila #8. B. Clado abierto del complejo S. maltophilia (Smc), que incluye S. 
maltophilia sensu lato (Smsl), Smc1, Smc2, Smc3, Smc4. Las áreas sombreadas indican la asignación de especie según 
la hipótesis de nuestro trabajo, bajo el modelo coalescente multiespecies, utilizando el factor de Bayes y un análisis 
de genética de poblaciones.  
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2.3.1.2 Delimitación de especies en el complejo S. maltophilia (S. maltophilia sensu 
stricto y cuatro nuevas especies) mediante la delimitación bayesiana basada en el 
coalescente multiespecies y análisis de factores de Bayes 
La evidencia de este análisis filogenético se usó para definir diversas hipótesis de límites de 

especies, las cuales se evaluaron formalmente en un marco bayesiano, bajo el modelo de 

coalescencia multiespecies (MSC) (Ranala y Yang, 2003, Edwards et al., 2007; Degnan y 

Rosenberg, 2009).  Además, las hipótesis   a análisis de factor de Bayes (BF) (Kass y Raftery, 1995).  

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evalúa la utilidad de este marco 

estadístico bayesiano para la delimitación de especies bacterianas. Este método se está 

perfilando como una estrategia exitosa y prometedora para la delimitación de especies en 

plantas y animales (Fujita et al., 2012; Aydin et al., 2014; Grummer et al., 2014).  

El modelo MSC es independiente de la concatenación de genes y reconoce el hecho de 

que los árboles de genes tienen historias evolutivas separadas pero integradas dentro de un árbol 

de especies compartido (Degnan y Rosenberg, 2006; Rosenberg, 2013). El modelo básico de MSC 

asume que la discordancia de los árboles genéticos es únicamente el resultado de la coalescencia 

estocástica de los linajes genéticos dentro de la filogenia de una especie. Las poblaciones, más 

que los alelos individuales, constituyen las unidades para inferir la filogenia en el marco del MSC. 

Este modelo conecta eficazmente la inferencia filogenética tradicional con la genética de 

poblaciones, y proporciona estimaciones de topología, tiempos de divergencia y tamaños de 

población (Rannala y Yang, 2003; Edwards et al., 2007; Heled and Drummond, 2010). 

El análisis del factor de Bayes respalda fuertemente la hipótesis de delimitación de 

especies presentada en la Figura 5B. Utilizamos divisiones conservadoras dentro del complejo S. 

maltophilia (Tabla 2). Smc1 y Smc2 corresponden a Stenotrophomonas ambientales de México 

recuperadas solo en este estudio. 
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Tabla 3. Análisis de factor de Bayes para la hipótesis de delimitación de cinco especies dentro del complejo S. 
maltophilia, más los genogrupos #8 y #10, basados en las probabilidades marginales calculadas para cada hipótesis 
por nuestra vía de muestreo 

a El mejor modelo (split1) supone que el genogrupo #10 es un clado hermano de S. rhizophila (Figura 5A) y divide el 
Smc en S. matophilia (Smal) y cuatro clados de especies adicionales (Smc1-Smc4) de acuerdo a la Figura 5B. Los 
siguientes modelos agrupan consecutivamente el clado S. maltophilia con los clados Smc1-Smc4, con 
lump_Smal+Smc1234 que representa todo el complejo de S. maltophilia como una sola especie. El InL marginal para 
el modelo lump_clades_ # 8 + # 10es -31465.00904, lo que resulta en un In-BF = 5.462508 cuando se compara con 
el modelo Split 1 (mejor). b Los factores In-Bayes están calculados en función de las estimaciones de verosimilitud 
marginal In-BF = log(2(M0-M1)), donde M0 es el mejor modelo (modelo 1), que se compara con cada uno de los 
siguientes. * Indica soporte positivo [In (BF) es n el rango de 1.1-3]; indica un soporte fuerte [In (BF) es n el rango de 
3-5]; *** indica apoyo fuerte [In (BF) es n el rango de 5]. c Los factores de Bayes se calculan como se describió 
anteriormente, pero implican a M0 como el modelo anterior al modelo M1 de la lista de modelos clasificados. NA=no 
aplica.  

2.3.1.3 Análisis de la estructura genética de las poblaciones ambientales del 
complejo S. maltophilia  
Con un valor conservador de K = 4, nuestro análisis muestra evidencia de una subestructura que 

aparece entre S. maltophilia sensu lato y los clados Smc1, Smc2 y Smc4 (Figura 6).  Los linajes 

Smc1, Smc2 y Smsl están genéticamente diferenciados entre sí (rango 9 - 45) y la divergencia de 

las poblaciones (Dxy) es superior al 4.5% (Tabla 3).  El alto índice de fijación (rango 0.43 - 0.59) 

denota una diferenciación marcada entre las poblaciones. Esto es consistente con los números 

bajos de migrantes efectivos (rango 0.34 - 0.66) que se estimaron en la generación. Esto indica 

un flujo genético limitado entre estos linajes. Asimismo, los índices G y NI indican diferencias de 

fijación entre las especies, debidas a diferencias no-sinónimas. Esto sugiere que la selección 

positiva puede estar conduciendo a la divergencia de especies.  

Tabla 4. Pruebas de neutralidad McDonald-Kreitman (MK), diferenciación genética y estimaciones de flujo 
genético entre aislamientos ambientales de los linajes Smc1, Smc2 y S. maltophilia recuperados de ríos Mexicanos 
basado en el conjunto de datos concatenado (3591 sitios) 

Dxy es la distancia genética interpoblacional. K*ST es el índice de Hudson de diferenciación genética de la población. 
FST es el índice de fijación. Nm representa el número de migrantes por generación. NI es el índice de neutralidad y 
G es la razón de verosimilitud o prueba G de independencia. a El significado de la estadística estimada se calculó 
usando la prueba de permutación con 10000 iteraciones. Valores de bp para la prueba G. * Valor p<0.05; ** valor 
p< 0.01; *** valor de p < 0.001. 
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Figura 6. Análisis de la estructura poblacional de nuestras cepas, correspondientes al complejo S. maltophilia a 
Smc1, a Smc2 y a Smc4 
Las barras se alinearon óptimamente mediante el programa STRUCTURE para los valores indicados de K. Se muestran 
las proporciones de ancestría de cada individuo. 

 

2.3.1.4 Determinación de los polimorfismos de ADN y las tasas de recombinación en 
poblaciones ambientales Smc y Sterr  
De acuerdo con el análisis estadístico descriptivo básico de polimorfismos de ADN, se evaluaron 

las hipótesis de neutralidad y el crecimiento poblacional para los linajes de las poblaciones 

mexicanas con 10 aislamientos o más (Smc1, Smc2, Smsl y Sterr). Los valores se determinaron en 

función de la diversidad nucleotídica promedio por sitio (π) de las cepas. Los linajes se clasificaron 

en el siguiente orden decreciente de π: Smsl > Smc1 > Sterr > Smc2 (Tabla 4). 

Tabla 5. Estadística descriptiva de polimorfismos de DNA, pruebas de crecimientos de población y neutralidad para 
los aislamientos ambientales de Smc1, Smc2, S. maltophilia (Smal) y S. terrae (S. terr) linajes recuperados de ríos 
mexicanos con base en el conjunto de datos concatenados (3591 sitios) 
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Para conocer el impacto de la recombinación vs. la mutación en la generación de 

polimorfismos, se estimó el valor R/theta. La relación entre el número medio de eventos de 

recombinación y los eventos de mutaciones fue mayor a 1, en Smls. En cambio, para S. terra y 

Smc2 esta relación fue de casi 2 y de casi 3, respectivamente.  Esto indica que los eventos de 

recombinación homóloga introducen significativamente más polimorfismos dentro de los 

genomas de Stenotrophomonas que mutaciones puntuales (Tabla 5). 

Tabla 6. Estimaciones de recombinación para aislamientos 
ambientales de Smc1, Smc2, S. maltophilia (Smal) y S. terrae (Sterr) 

 

 
 
 
 
 

Para cada linaje, se indica la media posterior y su varianza aparece entre 
paréntesis. 

 

2.3.2 Filogenia genómica del género Stenotrophomonas  

2.3.2.1 Validación y refinamiento de la delimitación de especies realizada con MLSA 
mediante aproximaciones filogenómicas 
Desde una perspectiva genómica, y poniendo particular atención en la estructura taxonómica de 

S. maltophilia sensu lato, se secuenciaron cinco cepas de las genoespecies definidas como Smc1 

y cinco de las definidas como Smc2. Implementando la tubería de GET_PHYLOMARKERS 

(diseñada por los autores de (Vinuesa, Ochoa-Sánchez, and Contreras-Moreira 2018), estas cepas 

se compararon con todas las secuencias de genomas disponibles para el género 

Stenotrophomonas hasta agosto de 2017. Los resultados fueron consistentes con la hipótesis de 

bordes de especie mencionada anteriormente. (Ver artículo completo en el Anexo 4.) En 

conclusión, en este trabajo se identificaron 10 especies. Los aislamientos del complejo S. 

maltophilia (Smc) fueron dominantes y se pudieron separar de manera consistente por lo menos 

cinco linajes principales: Smc1, Smc2, Smc3 y Smc4 y S. maltophilia sensu lato. Este último 

muestra una marcada estructura (heterogeneidad) genética interna, lo cual sugiere que contiene 

múltiples especies crípticas adicionales. 

2.3.3 Análisis de asociación de las propiedades fenotípicas y ecológicas de los linajes: 
S. maltophilia como única productora de metalo-β-lactamasas 

2.3.3.1 Análisis de correspondencia múltiple (MCA) 
Se llevó a cabo un análisis de correspondencia múltiple para visualizar la asociación entre los 

perfiles de resistencia a los antibióticos, los fenotipos de producción de β-lactamasas y la 
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asignación de especies. Se incluyeron solo las especies con más de 10 aislamientos (Smsl, Smc1, 

Smc2 y S. terrae) para los análisis estadísticos. S. maltophilia forma una nube compacta y 

perfectamente independiente, caracterizada por una fuerte asociación con su perfil 

multirresistente y su condición de productora de metalo- β-lactamasas. Este grupo muestra una 

preferencia por los sedimentos de sitios contaminados.  Por otro lado, encontramos que los 

linajes Smc1 y Smc2 están más asociados con el perfil de no multirresistencia y muestran 

preferencia por la columna de agua de sitios limpios o moderadamente contaminados (Figura 7). 

Figura 7. Análisis de correspondencia múltiple 
Asociación entre perfiles de resistencia, fenotipos de producción de β-lactamasas y asignación de especie. Las 17 
variable activas (IMP, imipenem; MER, meropenem; CAZ, ceftazidima; CAZ.CLA, ceftazidima con ácido clavulánico; 
FEP, cefepime; ATM, aztreonam, b. lactamase, species; TmCb, trimetroprim + carbenicilina; CL, cloranfenicol; SM, 
streptomicina; GM, gentamicina; KA, kanamicina; P.T, piperacilina/tazobactam; NAL, ácido nalidixico; CIP4, 
ciprofloxacino; TET, tetraciclina; b.lactamasa; especies)  y las  cuatro variables categóricas suplementarias [Habitat, 
Env_Qual (environmental quality -calidad ambiental), Isol_Med (isolation médium – medio de aislamiento), MDR 
(multi-drug resistance – multirresistencia)] se muestran ordenadas a lo largo de las dos primeras dimensiones que, 
en conjunto, explican el 45.3% de la varianza total. Se excluyeron algunas variables como CTX4 (cefotaxima), debido 
a la falta de variabilidad en los estados observados. Abreviaturas: malta=S. maltophilia; Sm1=Smc1; Sm2=Smc2; terr= 
S. terrae.  
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2.3.3.2 Análisis de la varianza 
También se llevó a cabo un análisis ANOVA robusta (con medias recortadas) de una vía para 

determinar, por un lado, si había diferencias significativas entre el número de resistencias a los 

antibióticos individuales y el número de resistencias a las familias de antibióticos en Smsl, Smc1, 

Smc2 y, por otro lado, si los aislamientos de Smsl recuperados de sitios con nivel de 

contaminación alto y bajo presentaban el mismo número de resistencias individuales y por 

familias.  Concluimos que las cepas de Smsl expresan una cantidad de resistencias 

significativamente mayor a los antibióticos individuales (12.63) y a las familias de antibióticos 

(4.66) que Smc1 y Smc2. Solo Smsl resultó ser multirresistente (Figura 8). Finalmente, 

observamos que hay mayor cantidad de resistencias en cepas de Smsl provenientes de sitios con 

un nivel de contaminación alto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. ANOVA de una vía muestra a S. maltophilia como MDR, donde los aislamientos de sitios contaminados 
presentan mayor número de resistencias a antibióticos 
Se muestran gráficos de violín y diagramas de caja para los datos de número de resistencias a antimicrobianos 
individuales (NumR) y familias distintas de fármacos (NumFam) para aislamientos ambientales mexicanos. El punto 
blanco muestra la mediana y el azul, la media de la distribución de observaciones individuales, representadas como 
pequeños círculos abiertos. Los puntos amarillos indican puntos de datos atípicos. Los paneles de la fila superior 
corresponden a los análisis de los aislamientos mexicanos clasificados en las cuatro especies / linajes indicados en 
los ejes X. Los paneles inferiores corresponden a aislamientos mexicanos de S. maltophilia recuperados de sitios de 
alta y baja contaminación, según los criterios indicados en la Tabla 1. Se excluyeron los 4 aislamientos de S. 
maltophilia recuperados de sitos con nivel de contaminación intermedio, que ya que solo se tomaron en cuenta las 
poblaciones de organismos con > 10. Abreviaturas: Env. Qual = calidad ambiental, H = high (alto), L = low (bajo), malt 
= S. maltophilia, terr = S. terrae. 
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En conclusión, estos datos confirman que solo el linaje del complejo S. maltophilia (Smc), 

definido como S. maltophilia sensu lato (Smsl), es multidrogorresistente. Además, los 

aislamientos de este linaje provenientes de sitios contaminados son más resistentes. 

 

2.3.3.3 Gráficas de asociación de la expresión de fenotipos de β-lactamasas 
Se realizaron dos gráficas de asociación con base en los resultados de expresión de fenotipos de 

β-lactamasas. Encontramos una asociación significativa entre las especies y el tipo de β-

lactamasas que expresan (Figura 9) y entre las especies y la calidad ambiental de su hábitat. La 

expresión de metalo-β-lactamasas estuvo asociada significativa y exclusivamente con los 

aislamientos de Smsl. Los linajes Smc1 y Smc no expresaron ningún tipo de β-lactamasas y los 

aislamientos de S. terrae no mostraron expresión de ningún tipo de estas enzimas (Figura 9).  

Figura 9. Gráfico de asociación bidireccional de las especies de Stenotrophomonas con > 10 aislamientos 
ambientales mexicanos y su fenotipo de producción de β-lactamasas  
Las barras representan los residuos de Pearson. El código de color y la altura de las barras indican el nivel de 
significancia y la magnitud de los residuos. Los anchos de las barras son proporcionales al tamaño de la muestra. Los 
códigos de β-lactamasa son los siguientes: 0= no se detectó actividad de β-lactamasa; CI=cefalosporinasa de clase A 
o clase C (AmpC) inducible por clavulanato; CL_M= cefalosporinasa inducible por clavulanato más metalo-β-
lactamasa (MBL); E = β-lactamasa de espectro extendido (ESBL); E_M = ESBL más MBL; M = MBL.  



29 

2.3.3.4 Asociación de especies de Stenotrophomonas y hábitat de aislamiento  
Se realizó un análisis estadístico de asociación multivía para determinar si la prevalencia de 

especies de Stenotrophomonas es independiente de su hábitat de aislamiento (sedimento vs. 

columna de agua), del nivel de contaminación del hábitat, y del medio de aislamiento. El valor de 

p resultó ser menor a 0.00001 (p < 0.00001), lo cual rechaza con fuerza la hipótesis nula de no 

asociación entre especies y hábitats, es decir, el hábitat de aislamiento no determinó la presencia 

de Stenotrophomonas. Observamos que S. maltophilia se recuperó mayormente en medio 

MacConkey y estuvo significativamente asociada con sedimentos contaminados.  El linaje Smc1 

mostró una asociación moderada con la columna de agua limpia, aunque algunos aislamientos 

también se recuperaron en medio NAA de sedimentos contaminados. En contraste, los 

aislamientos del linaje Smc2 estuvieron significativamente sobrerrepresentados en la columna 

de agua limpia y subrepresentados en los sedimentos. Estos resultados sugieren que existe un 

alto nivel de especialización ecológica. Cabe señalar que los aislamientos de S. terrae se 

recuperaron principalmente en medio NAA de sedimentos de sitios limpios (Figura 10).  
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Figura 10. Gráfico de asociación de cuatro vías con los resultados del análisis de χ2 multivía de las especies de 
Stenotrophomonas con respecto al hábitat, el medio de aislamiento y el nivel de contaminación del sitio de 
aislamiento 
Hábitat (W = columna de agua, S = suelo inundado, D = Sedimento), medio de aislamiento (N = NAA; MK = medio 
MacConkey; LE = medio Leed) y nivel de contaminación (H=alto; L=bajo; M=intermedio, con base en el recuento de 
coliformes termotolerantes y E. coli, como se define en la Tabla 1). La barra de la gráfica representa los residuos de 
Pearson. El código de color y la altura de las barras indican el nivel de significancia y la magnitud de los residuos. El 
ancho de las barras indica la proporción del tamaño de muestra.  

 

2.3.4 Métodos comerciales demuestran poca sensibilidad para la identificación de 
especies Stenotrophomonas no maltophilia 
Se analizaron 31 cepas (previamente secuenciadas) de las diferentes especies identificadas del 

género en este estudio usando galerías API y 13 cepas, clasificadas en 5 especies por los análisis 

filogenéticos, con el método automatizado sensititre para medir su sensibilidad y especificidad y 

detectar las especies del complejo maltophilia con los métodos más comúnmente utilizados en 
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los hospitales* Tabla 6. Los métodos resultaron ser 100% sensibles, sin embargo, fueron poco 

específicos 23-30%. Estos valores sugieren que este tipo de pruebas para identificación de 

especies del género Stenotrophomonas no son adecuadas. Esta situación fomenta el uso 

innecesario de antibióticos y, en consecuencia, promueve la selección de bacterias 

multirresistentes. Además, eleva los costos del tratamiento y puede llevar incluso a la muerte del 

paciente por falla terapéutica. (Esta sección está basada en datos no publicados). 

Tabla 7. Clasificación de especies de Stenotrophomonas con base en diferentes metodologías 
Cepa Genoma API Sensititre

ESTM1A_MKCAZ1_5 S. maltophilia S. maltophilia NA
ESTM1A_MKCTX4_10a S. maltophilia S. maltophilia S. maltophilia
ESTM1A_MKCTX4_10b S. maltophilia S. maltophilia NA
ESTM1A_MKIMI1_9 S. humi Sphingomonas paucimobilis S. maltophilia
ESTM1D_MKCIP4_1 sm1 S. maltophilia NA
TEXM2A_MKIMI4_3 S. maltophilia No válida S. maltophilia
TEXM2D_MKIMI4_3 S. acidaminiphila S. maltophilia NA
TEXM3A_NACIP1_4 S. maltophilia S. maltophilia NA
TEXM3D_MKCAZ8_7 S. maltophilia S. maltophilia S. maltophilia
TEXM3D_NACIP1_4 S. maltophilia S. maltophilia NA
SAU14A_NAIMI4_2 S. terrae S. maltophilia Chryseobacterium indologenes
SAU14A_NAIMI4_3 sm1 S. maltophilia S. maltophilia
SAU14A_NAIMI4_5 sm1 S. maltophilia NA
SAU14Dr_NAIMI4_11 S. maltophilia S. maltophilia NA
EST14D2_NAIMI4_8 S. terrae S. maltophilia Shewanella putrefaciens
YAU14A_MKIMI4_1 sm2 No válida NA
YAU14A_NACAZ8_1 S. maltophilia S. maltophilia S. maltophilia
YAU14D1_LEIMI4_1 sm2 S. maltophilia NA
ZAC14A_NAIMI4_1 sm1 S. maltophilia S. maltophilia
ZAC14D1_NAIMI4_6 sm1 S. maltophilia NA
ZAC14D1_NAIMI4_9 sm2 S. maltophilia S. maltophilia
ZAC14D2_NAIMI4_1 S. maltophilia S. maltophilia NA
ZAC14D2_NAIMI4_2 S. acidaminiphila No válida NA
ZAC14D2_NAIMI4_6 sm2 S. maltophilia NA
ZAC14D2_NAIMI4_7 sm2 S. maltophilia NA
ZAC14D1_MKIMI4_8 S. maltophilia S. maltophilia NA
ZAC14D2_LEIMI4_13 sm2 No válida S. maltophilia
SAU14A_NAIMI4_8 sm2 S. maltophilia NA
EST14A_MKIMI4_1 sm1 S. maltophilia S. maltophilia
ZAC14D1_NAIMI4_1 sm1 S. maltophilia NA
ESTM1A_MKIMI1_9 S. humi S. maltophilia NA
ESTM1A_MKIMI4_2 sm2 NA S. maltophilia

NA= No aplica 

                                                      
* Para ello se utilizaron las siguientes fórmulas:  

X 100         

donde VP  = verdaderos positivos, FN = falsos negativos, VN = verdaderos negativos y FP = falsos positivos. 
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2.3.5 Pruebas de susceptibilidad para Stenotrophomonas frente a antibióticos de 
elección (CLSI, EUKAST): Levofloxacino como una opción para el tratamiento de 
infecciones ocasionadas por S. maltophilia  
Se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad (datos no publicados) para Stenotrophomonas 

frente a antibióticos de elección (trimethoprim-sulfametoxazol y levofloxacino) (CLSI, 2017) y 

antibióticos de última generación (colistina y tigeciclina) para el tratamiento de enfermedades 

ocasionadas por S. maltophilia. Puesto que este microorganismo es productor intrínseco de β-

lactamasas, también incluimos en los análisis agentes antibióticos con inhibidores de estas 

enzimas (ampicilina-sulbactam, amoxicilina-ácido clavulánico y ticarcilina-ácido clavulánico). 

Además, se incluyeron en el perfil de antibióticos otras especies del género de las cuales 

contábamos con más de 10 individuos (Sm1, Sm2 y S. terrae), puesto que aún no se han realizado 

estudios sobre su susceptibilidad. 

S. maltophilia resultó ser la especie con mayor número de resistencias a los antibióticos. 

Fue resistente a la mayoría de los antibióticos probados. De especial cuidado deben ser 

trimethoprim-sulfametoxazol y colistina, ya que se han empezado a observar resistencias 

considerables de la especie ante estos agentes. Observamos que levofloxacino es un antibiótico 

prometedor para el tratamiento de infecciones ocasionadas por este patógeno. 

Sm1 presentó altas resistencias ante cefoxitín y amoxicilina-ácido clavulánico. Cabe 

señalar que la mitad de las cepas probadas resultaron ser resistentes a trimethoprim-

sulfametoxazol y ampicilina-sulbactam. Sm2 y S. terrae mostraron resistencias principalmente a 

los antibióticos en combinación con inhibidores de β-lactamasas y a cefoxitín (Figura 11 y 12). 
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Figura 11. Análisis de red de la susceptibilidad de Stenotrophomonas frente a antibióticos de elección, antibióticos 
de última generación e inhibidores de β-lactamasas  
La red representa el número de individuos que se incluyeron de cada especie para el análisis. El color azul 
corresponde a las cepas resistentes de S. maltophilia a cada uno de los antibióticos probados. El color rosa 
corresponde a las cepas resistentes de Sm1. El color violeta corresponde a las cepas resistentes de Sm2. El color 
amarillo corresponde a las cepas resistentes de S. terrae. Los rectángulos rojos corresponden a los antibióticos ante 
los cuales se observa mayor resistencia de las cepas. Los rectángulos anaranjados corresponden a los antibióticos 
ante los que la mitad de las cepas muestran resistencia y, por lo tanto, deben utilizarse con precaución. El rectángulo 
verde corresponde a levofloxacino, el único antibiótico ante el cual la mayoría de las cepas fue sensible. 
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Figura 12. Diagramas de caja para el número individual de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos 
ambientales mexicanos de Stenotrophomonas 
El color azul corresponde a S. maltophilia. El color rosa corresponde a Sm1. El color violeta corresponde a Sm2. El 
color amarillo corresponde a S. terrae. La línea negra gruesa en cada caja corresponde a la mediana de la muestra. 
Las líneas que sobresalen de las cajas corresponden al valor mínimo (la inferior) y al valor máximo (la superior) de 
los datos. Los círculos pequeños representan los valores extremos.  

 

2.3.6 Ejemplos puntuales del impacto de la contaminación antropogénica sobre los 
elementos genéticos móviles de Stenotrophomonas acidaminiphila 
De nuestra colección de Stenotrophomonas, se seleccionaron 60 aislamientos —con base en su 

posición filogenética, sus perfiles de resistencia, y la presencia o ausencia de elementos genéticos 

móviles— para llevar a cabo la secuenciación de su genoma completo. De este grupo, se 

identificaron tres cepas de S. acidaminiphila (Figura 5A) provenientes de ambientes con alto 

grado de contaminación fecal: ZAC14D2_NAIMI4_2, TEXM2D_MKIMI4_3 y 

TEXM2D_MKIMI4_19.  

Las cepas TEXM2D_MKIMI4_3 y TEXM2D_MKIMI4_19 que están relacionadas 

filogenéticamente se observan en el árbol conformando un clado muy diferenciado, con escasa 

distancia evolutiva entre ellas. Estas cepas presentaron perfiles de susceptibilidad muy 

diferentes. La cepa TEXM2D_MKIMI4_3 presentó resistencia a 12 antibióticos pertenecientes a 
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cinco familias de antibióticos, mientras que la cepa TEXM2D_MKIMI4_19, solo a cuatro 

antibióticos que corresponden a dos familias. Esto se debió a la presencia de un integrón de clase 

1, que contiene los genes de resistencia blaOXA-2 y aac(6)´-Ib, precedidos por la intregrasa IntlA 

Figura 13A. El alelo de blaOXA-2 es idéntico a uno de Enterobacter cloacae, (filogenia presentada 

en la Figura 13B) sugiriendo transferencia desde una Enterobacteriaceae. Esta región esta 

flanqueada por transposasas (STAC3_32580 y tnpA), que posiblemente estuvieron involucradas 

en la movilización del integrón. Nótese que hay un gap en el ensamble río abajo de STAC3_32580 

(Figura 13A). Al ordenar los contigs de TEXM2D_MKIMI4_3 con el genoma completo de 

referencia S. acidaminiphila ZAC14D2_NAIMI4_2 (Vinuesa and Ochoa-Sánchez 2015), sugiere 

que el integrón va ligado a una región de resistencia a cobre (operón cop completo) y otros 

metales. Los genes STAC3_32490 y STAC3_32500 forman un sistema de dos componentes 

probablemente involucrados en la regulación del mismo dado su alto parecido al sistema de dos 

componentes IrlS e IrlR de Burkholdria pseudomallei.  Involucrado en el control de la homeóstasis 

de metales pesado (A. L. Jones, DeShazer, and Woods 1997); (Van Der Lelie et al. 1997). Estos 

genes tienen 100% de similitud y 100% de cobertura con CusS y CusR de múltiples especies y 

géneros de beta proteobacterias. A unas pocas kilobases río arriba del operón cop se encuentra 

otras transposasa, por lo que esta región tiene una historia compleja de movilización y ensamble 

por transferencia horizontal.  

En resumen, esta es la primera vez que se identifica un integrón de clase 1 en 

Stenotrophomonas acidaminiphila. Pudimos observar dos fenómenos de interés: 1) todas las 

cepas recuperadas de esta especie son sensibles a la mayoría de los antimicrobianos probados 

en este estudio, excepto la cepa TEXM2D_MKIMI4_3 que presenta el integrón, y 2) todas las 

cepas de la especie se recuperaron de ambientes con alto grado de contaminación.  

Por otro lado, en la cepa de referencia S. acidaminiphila ZAC14D2_NAIMI4_2  (Vinuesa 

and Ochoa-Sánchez 2015) localizamos una isla genómica (GEI_Stac2, 10.2Kb, G+C=0.63%) que 

porta un gen que anotamos como una nueva cloranfenicol O-acetil transfersa de tipo B (catB), 

no descrita en Gamma proteobacteria, y distantemente relacionada con homólogos en 

Bacteroidetes y Cyannobacteria, como muestra la filogenia presentada en la (Figura 14). Este gen 

fue amplificado mediante PCR, clonado en el vector TOPO2 PCR, y transformado en E. coli DH5α, 

demostrando que confiere resistencia a cloranfenicol 50mg/L y que por lo tanto es un novedoso 

gen tipo catB. 
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Estos resultados nos sugieren que la contaminación antropogénica es determinante en la 

adquisición de elementos genéticos móviles responsables de la transferencia horizontal de 

resistencia a antimicrobianos, tal y como postulamos en nuestra hipótesis. 

Figura 13A. Resistencia adquirida en S acidaminiphila (TEXM2D_MKIMI4_3) debido a que codifica un integrón de 
clase 1 que contiene bla-OXA-2 una β-lactamasa de clase D que no se ha reportado previamente en 
Stenotrophomonas 

Figura 13B. Filogenia de máxima verosimilitud de la β-lactamasa de clase D bla-OXA-2 con los 30 blastp hits 
Sugiere que bla-OXA-2 del integrón de clase 1 de la cepa de S. acidaminiphila (ZAC14D2_NAIMI4_2) está involucrada 
en transferencia horizontal con Enterobacter 
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Figura 14. Filogenia de máxima verosimilitud de la cepa ZAC14D2_NAIMI4_2 de la proteína AOT14_04360 que 
codifica a una nueva cloranfenicol O-acetiltransferasa, con 50 blastp hits 

 

2.4 Discusión  

La delimitación de las especies del género Stenotrophomonas que realizamos con los aislados de 

nuestra colección usando una combinación de métodos filogenéticos y de genética de 

poblaciones reveló una amplia diversidad de especies de Stenotrophomonas en los ambientales 

muestreados. De manera conservadora, identificamos al menos seis especies, dos de ellas 

claramente nuevas (Smc1 y Smc2).  Este es el primer estudio donde el modelo coalescente 

multiespecies —utilizado para delimitar especies de mamíferos (Rannala and Yang 2003; 

Edwards, Liu, and Pearl 2007; Degnan and Rosenberg 2009)— acoplado con análisis de factor de 

Bayes (Factors, Kass, and Raftery 1995) se usa para la delimitación de especies microbianas. En 

nuestro análisis, la topología de la filogenia de máxima verosimilitud inferida a partir del conjunto 

de datos concatenado es congruente con el árbol inferido a partir del modelo coalescente 

multiespecies. La diferencia más notable entre ambos se observa en dos linajes (Smc1 y Smc2) 

en relación con Smsl. En el árbol de máxima verosimilitud, las ramas ordenan a los clados 

hermanos de la siguiente manera: Smc2-Smc1-Smcl, donde Smc2 es el clado basal y Smsl es el 

linaje más derivado. Por otra parte, en el árbol de especies bayesiano, Smsl es el clado basal con 

respecto a Smc1 y Smc2. Esta diferencia puede deberse a un artefacto derivado de la 

concatenación de loci usada para estimar el árbol de máxima verosimilitud. Una ventaja del 

modelo coalescente es que no requiere la concatenación. No obstante, la diferencia topológica 
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puede deberse también a que el árbol coalescente refleja la heterogeneidad genética de las 

cepas agrupadas en el linaje Smsl, que probablemente incluye múltiples especies crípticas 

adicionales, como sugiere la alta diversidad y la marcada estructura interna del clado, reveladas 

por el análisis de estructura. Además, estos resultados apoyan nuestros análisis 

genotaxonómicos (Vinuesa, Ochoa-Sánchez, and Contreras-Moreira 2018). Por ello, la rama 

correspondiente al Smsl se bifurca antes en el árbol de especies, al corresponderse con un 

tamaño poblacional ancestral mucho mayor.  

A pesar de las decisiones conservadoras tomadas en este estudio, el análisis de factor de 

Bayes, proporciona un soporte estadístico fuerte a favor de separar el complejo S. maltophilia en 

cinco linajes evolutivos: S. maltophilia sensu lato (Smsl) y las genoespecies crípticas Smc1, Smc2, 

Smc3 y Smc4. Identificamos también tres aislados de S. acidaminiphila, una población de aislados 

cercanos a S. terrae y un aislado similar a S. humi.  El análisis también muestra que el genogrupo 

8, hermano de S. rhizophila, es S. bentonitica y constituye un linaje independiente, (Vinuesa, 

Ochoa-Sánchez, and Contreras-Moreira 2018), lo cual podría tener implicaciones importantes en 

el área de la biotecnología, ya que esta especie puede promover el crecimiento de plantas y llevar 

a cabo funciones de biocontrol (Vasileuskaya-Schulz et al. 2011). S. rhizophila es una especie 

segura ya que es sensible a la mayoría de los antibióticos y no presenta enzimas de resistencia; 

además es fácil de separar de S. maltophilia, especie ampliamente descrita como patógena (Berg 

and Martinez 2015).  La consistencia que encontramos entre todas las estrategias usadas, 

incluido el análisis de pangenoma (Vinuesa, Ochoa-Sánchez, and Contreras-Moreira 2018) 

apoyan fuertemente la delimitación que proponemos. 

Existen modelos de especiación bacteriana que sugieren que las especies con una relación 

cercana exhiben cierto grado de particionado o uso diferencial de recursos y, consecuentemente, 

ocupan diferentes nichos. Así, las especies pueden beneficiarse o verse afectadas por la ganancia 

de un gen a través de transferencia horizontal o de alguna mutación adaptativa. A partir de estos 

modelos, se ha propuesto que los linajes cercanos de especies bacterianas se identifiquen con 

base en el  flujo reducido de genes entre ellos, mientras que las especies del mismo linaje 

presentarán una alta recombinación genética (Shapiro 2014); (Cadillo-Quiroz et al. 2012).   En 

este trabajo, nosotros mostramos que los linajes mexicanos Smsl, Smc1, y Smc2 encajan bien en 

este modelo.  

De acuerdo con la prueba estadística KST (Hudson, Boos, and Kaplan 1992), con base en los 

polimorfismos de ADN se observa una diferenciación genética significativa entre todos los linajes 
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simpátricos. Esta prueba es consistente con los resultados obtenidos mediante el análisis de 

STRUCTURE. Por otro lado, el número de migrantes entre estos linajes fue insignificante, lo cual 

muestra niveles bajos de flujo de genes entre ellos. Sin embargo, las estimaciones de Rho/theta 

obtenidas (1.11 para Smc1 y casi 3 para Smsl), nos señalan que la recombinación es una fuerza 

importante de cohesión génica en estos linajes. Los altos niveles de recombinación en el linaje 

Smsl sugieren que en este grupo la especiación se encuentra en curso, lo cual se aprecia en los  

bordes vagos entre los sublinajes (Shapiro, Leducq, and Mallet 2016; Hanage, Fraser, and Spratt 

2005). Esta situación también puede observarse en los resultados del análisis STRUCTURE y los 

análisis filogenéticos, a partir del poder resolutivo provisto por el esquema de siete genes de 

MLST.  Es por esto que nosotros nos referimos a este linaje de forma conservadora como S. 

maltophilia sensu lato (Smsl).  Con el análisis pangenómico, pudimos confirmar que Smc contiene 

las genoespecies Smc1, Smc2, Smc3 y Smc4. Además, en el clado de S. maltophilia sensu lato se 

proponen, conservadoramente, ocho linajes nuevos con base a la evidencia consistente derivada 

del análisis filogenómico del core, pan-genoma y agrupamiento de valores de diversidad 

nucleotídica promedio entre genomas (ANIb)  (Vinuesa, Ochoa-Sánchez, and Contreras-Moreira 

2018). 

Como lo predicen los modelos de especiación desarrollados recientemente para bacterias 

(Koeppel et al. 2008; Vos 2011; Shapiro and Polz 2015),  la marcada diferenciación genética 

detectada entre las poblaciones ambientales simpátricas de Smsl, Smc1 y Smc2 apunta a su 

asociación  significativa con las preferencias de hábitat, a partir de  sus perfiles de susceptibilidad 

a antibióticos y a sus fenotipos de expresión de β-lactamasas. Estos atributos sugieren 

fuertemente que los linajes tienen fenotipos y, por lo tanto, nichos ecológicos diferenciados.  Las 

preferencias de hábitat pueden proveer una separación microgeográfica entre las poblaciones 

que coexisten en el mismo río. Esto podría explicar, en parte, el reducido flujo genético entre 

ellas, a pesar de ser linajes hermanos. Esto contribuye a su diferenciación genética. Estas 

características también  se han observado en otros microorganismos acuáticos como 

Desulfolobus (Oakley et al. 2010), Exiguobacterium  (Rebollar et al. 2012) y Vibrio (Shapiro 2014) 

(Friedman, Alm, and Shapiro 2013). Nuestros resultados apoyan la creciente evidencia que señala 

que la partición de nicho es un factor principal que promueve la divergencia evolutiva entre 

poblaciones procariotas simpátricas estrechamente relacionadas, incluso cuando presentan altos 

niveles de recombinación (Shapiro and Polz 2015).  
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En cuanto a los atributos fenotípicos del género, la resistencia a los antibióticos se discute 

frecuentemente en la literatura. En general, se ha argumentado que existe una alta variación de 

fenotipos de resistencia antimicrobiana en S. maltophilia (Deredjian et al. 2016). Sin embargo, 

nuestro argumento es que esta variación reportada en la literatura se debe a una delimitación 

inapropiada de las especies, debida al uso de métodos pobres de tipificación, que no pueden 

discriminar linajes dentro del complejo S. maltophilia.  

La mala identificación de Stenotrophomonas tiene repercusiones en diferentes niveles. Por 

un lado, podría afectar la aplicación de las cepas seguras en agricultura y biotecnología. Por otro 

lado, puede haber consecuencias graves derivadas de la pobre especificidad de los métodos 

utilizados regularmente para a identificación bacteriana en la clínica: elevación de los costos del 

tratamiento, posible aparición de efectos secundarios adversos, fomento de la multirresistencia, 

e incluso la muerte de los pacientes. 

Esta situación se ha desencadenado de estudios que han identificado a todo el género 

Stenotrophomonas como intrínsecamente resistente a múltiples fármacos (Brooke 2012; Berg 

and Martinez 2015). En contraste, nuestro estudio revela una asociación muy significativa entre 

el linaje Smsl y la producción de metalo-β-lactamasas, que no detectamos en los linajes Smc1 y 

Smc2.  Por lo tanto, la resistencia intrínseca a los antibióticos solo se debe asumir para cepas 

Smsl, tanto de origen clínico como ambiental, pero no para los linajes que quedan fuera de este. 

Finalmente, es relevante volver a mencionar el hecho de haber encontrado elementos 

genéticos móviles portadores de determinantes de resistencia en cepas de S. acidaminiphila 

susceptibles a antibióticos en ambientes con alta contaminación antropogénica. Esto sugiere que 

tal contaminación puede ser un importante factor que promueve la transferencia y selección de 

determinantes de resistencia antimicrobiana entre bacterias de dichos hábitats, incluso cuando 

estas carecen de plásmidos. 

2.5 Conclusión 

Los resultados a los que llegamos a través del uso de métodos de genética de poblaciones y de 

filogenética muestran que es posible llevar a cabo una delimitación robusta de los bordes de 

especies naturales en poblaciones de Stenotrophomonas. Los análisis genómicos presentados 

para 10 cepas de los linajes simpátricos Smc1 y Smc2 apoyan plenamente su estado de especies 

separadas. Gracias a esta delimitación evolutiva de especies, pudieron encontrarse asociaciones 

estadísticamente significativas entre los diversos linajes detectados con perfiles de resistencia 
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diferenciados, así como preferencias de hábitat contrastantes. Solo el linaje aquí definido como 

S. maltophilia sensu lato (Smsl) es multidrogo-resistente y productor de metalo-β-lactamasas. 

Smsl presenta en promedio resistencia a 12 de los 15 combinaciones y antibióticos analizados 

siendo por lo tanto pan-resistentes. Cabe señalar que de los antibióticos recomendados por el 

(CLSI 2017) entre los que tenemos a ticarcilina-ácido clavulánico, ceftazidima, levofloxacino, 

trimetoprima con sulfametoxazol y cloranfenicol, solo levofloxacino parece ser una buena opción 

para el tratamiento ocasionado por estos macroorganismos. Debido a que es el antibiótico en el 

que se observó mayor susceptibilidad. Es necesario estar en alerta con trimetoprim- 

sulfametoxazol (antibiótico de elección) ya que la mitad de nuestros alimentos ya presentan 

resistencia a este agente. 

2.6 Perspectivas 

� Realizar análisis de genómica comparativa y de poblaciones para resolver el estado de 

especiación de los sublinajes dentro de Smsl 

� Estudiar la ecología y la evolución tanto de la resistencia intrínseca como de la adquirida  

� Realizar análisis de patogénesis y virulencia dentro de los diferentes sublinajes 

� Llevar a cabo los análisis antes propuestos acompañados de cepas del género aisladas de 

ambientes clínicos para realizar comparaciones integrativas 

� Realizar propuestas de esquemas antibióticos para el tratamiento de enfermedades 

causadas por especies del género Stenotrophomonas, con base en análisis genómicos y 

fenotípicos 
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Capítulo 3. Acinetobacter 

3.1 Antecedentes: Microbiología, epidemiología y taxonomía del género 

En la actualidad, Acinetobacter es uno de los géneros con más relevancia en el área clínica debido 

a su multirresistencia a antibióticos. Beijerink et al. (1911) aislaron cepas de una especie de este 

género a partir de un medio mínimo con acetato de calcio, pero la incluyeron en otro género 

denominándola Micrococus calcoaceticus. Posteriormente, Brisou y Prévot (1954) la 

caracterizaron y propusieron la existencia de un género distinto al que llamaron Acinetobacter. 

Años después (Baumann 1968) continuaron la caracterización de este género. 

Tabla 8. Taxonomía del género Acinetobacter 
Dominio Bacteria (Woese, Kandler, and Wheelis 1990) 
Filo Proteobacteria (Garrity and Lilburn 2005) 
Clase Gammaproteobacteria (Garrity and Lilburn 2005)  
Orden Pseudomonadales (Orla-Jensen, 1921) 
Familia Moraxellaceae (S. Il Kim, Yoo, and Kahng 2001) (Lwoff, 1939) 
Género Acinetobacter (Brisou and Prevot 1954) 
Especie principal Acinetobacter baumannii  (Brisou and Prevot 1954) 

 

Microbiológicamente, las bacterias de este género se caracterizan por ser no mótiles; 

negativas a Gram, oxidasa, nitrato e indol; positivas a catalasa, y estrictamente aerobias. No 

presentan pigmentación, con óptimos de crecimiento a temperaturas de entre 33⁰ y 37⁰ C 

(Vallenet et al. 2008) y en ambientes con pH y niveles de nutrientes variables. Son 

microorganismos altamente adaptados a vivir en ambientes diversos, tanto naturales como 

antropogénicos (Vila, Martí, and Sánchez-Céspedes 2007). Aunque  prevalecen en ambientes 

naturales, como suelos, ríos, océanos (Kostka et al. 2011; Mahjoubi et al. 2013), sedimentos en 

manglares, sedimentos marinos en la Antártida, ambientes vírgenes (Kuhn, Bellicanta, and 

Pellizari 2009; Rocha et al. 2013), han sido recuperados también de aguas negras, lodos activados 

(Doughari et al. 2011) y sitios contaminados por hidrocarburos (Kostka et al. 2011; Mahjoubi et 

al. 2013).  Esta diversidad ecológica también es indicativa de su diversidad genética, lo cual 

implica un reto para su correcta clasificación. Este género incluye tanto especies patógenas como 

no patógenas (de Berardinis et al. 2009). 

Hasta ahora no ha sido posible delimitar adecuadamente las especies conforman el 

género. Es por ello que se han propuesto técnicas moleculares de identificación, que, con el paso 

del tiempo, han mejorado considerablemente el proceso. Entre estas técnicas destacan la 

secuenciación de genes individuales  (16S rRNA, rpoB, gyrB);  la hibridación DNA-DNA, y la 

secuenciación de genomas completos, que suministran buena información para los estudios 
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taxonómicos del género (Rafei et al. 2014; Jung and Park 2015) (Anexo 10). Actualmente, el 

género contiene 62 especies (validadas y no validadas –

http://www.bacterio.net/acinetobacter.html 2018). 

A pesar de los esfuerzos realizados y del uso de técnicas de frontera, sigue habiendo 

problemas para delimitar las especies. Un ejemplo de esto es lo que sucede con el complejo 

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (Acb), que consiste en cinco especies patogénicas (A. 

baumannii, A.nosocomialis, A. pittii, A. seifertii y A. dijkshoorniae) y una especie no patogénica 

(A. calcoaceticus) (Bouvet and Grimont 1986; Nemec et al. 2010; Cosgaya et al. 2016; Gerner-

Smidt, Tjernberg, and Ursing 1991).  La escasa habilidad para distinguir las especies del complejo 

y para determinar su reservorio impide analizar con especificidad la susceptibilidad de las cepas. 

Esto redunda en un tratamiento incorrecto de los pacientes infectados. Además, existe un sesgo 

fuerte en la información, ya que los cinco miembros del complejo suelen identificarse como A. 

baumannii, es decir, se utiliza la designación A. baumannii para todos (Harding, Hennon, and 

Feldman 2018).  Por todo esto, se encuentran secuencias mal clasificadas en los repositorios 

genómicos. El problema con una mala clasificación es que se hereda a futuras publicaciones y, 

por lo tanto, será difícil identificar con certeza la especie de la cual se habla. Por otro lado, solo 

con la correcta delimitación de especies podremos aprovechar las cepas del género en procesos 

de biorremediación o como blanco para el uso de nuevos fármacos (Tacconelli et al. 2017).  

Acinetobacter spp. incluye especies que suelen aislarse de infecciones nosocomiales 

(Peleg, Seifert, and Paterson 2008), cuya prevalencia se ha reportado entre el  30% y el  70%. La 

más importante en clínica es Acinetobacter baumannii (Houang et al. 2001). 

A. baumannii es un cocobacilo (Med et al. 1999) no fermentativo, comúnmente 

encontrado en agua y suelo.  A. baumannii es famosa por su persistencia ambiental: puede 

sobrevivir hasta por cinco meses en superficies inanimadas (Kramer, Schwebke, and Kampf 

2006). Se ha identificado que es más resistente a condiciones secas, pues ensancha su espacio 

periplásmico y por consiguiente, engruesa su pared celular (Houang et al. 2001). Es la especie 

con mayor prevalencia en infecciones hospitalarias, debido principalmente a su multirresistencia 

a los antimicrobianos. La Organización Mundial de la Salud colocó a Acinetobacter baumannii 

resistente a carbapenémicos en la posición número uno (prioridad crítica) de los patógenos que 

se deben estudiar prioritariamente y para los cuales se necesitan urgentemente nuevos fármacos 

(WHO, 2017). A. baumannii tiene, además, un lugar entre los microorganismos patogénicos más 

peligrosos agrupados por la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) como 
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patógenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.) (Pendleton, Gorman, 

and Gilmore 2013; Rice 2008; Bush and Jacoby 2010). Estas bacterias son las causantes más 

comunes de infecciones nosocomiales, que amenazan la vida de enfermos críticos y de individuos 

inmunocomprometidos (Rice 2008). Son capaces de eludir la acción biocida de los antibióticos y 

colectivamente representan nuevos paradigmas en cuanto a patogénesis, transmisión y 

resistencia. El estudio de los ESKAPE es esencial para el trabajo en la investigación sobre 

quimioterapia antimicrobiana (Rice 2008).  

 A. baumannii tiene la tasa de mortalidad e incidencia más alta de todas las especies 

bacterianas como agente de infecciones nosocomiales oportunistas (Clark, Zhanel, and Lynch 

2016). A. baumannii tiene una prevalencia superior al 75% en África, Asia y América Latina y 

alcanza el 90% en algunas partes de Europa y el Medio Oriente. Esta discrepancia apunta muy 

probablemente a la falta de estudios en los países en vías de desarrollo.  

A. baumannii es un patógeno oportunista, que se puede encontrar en unidades de 

cuidados intensivos y salas de cirugía donde el uso intensivo de antibióticos ha promovido la 

selección de resistencia contra los antimicrobianos (Vila, Martí, and Sánchez-Céspedes 2007; 

Med et al. 1999). Puede ocasionar septicemia, neumonía e incluso la muerte (J. M. Cisneros et 

al. 1996; José M. Cisneros et al. 2005; McQueary et al. 2012). Se ha aislado en hospitales 

alrededor del mundo (Tognim et al. 2004; Lolans et al. 2006; Perez et al. 2007), así como en 

soldados estadunidenses y canadiense heridos en Iraq (Yun et al. 2006; Schafer et al. 2007; Scott 

et al. 2007) y Afganistán (Tien et al. 2007; Centers for Disease Control and Prevention 2004). 

Aunque la mayoría de las infecciones nosocomiales está asociada a A. baumanni (H 

Seifert, Schulze, and Baginski 1994), otras especies del género también se han asociado con 

infecciones nosocomiales (Nemec et al. 2001). Hay un incremento en reportes de infecciones 

comunitarias y nosocomiales causadas por especies de Acinetobacter no-baumannii (Espinal, 

Roca, and Vila 2011). Ello se debe al desarrollo y uso de nuevas tecnologías para la identificación 

basadas en secuencias moleculares. No obstante, aún hay deficiencias para delimitar las especies 

del género.  

Entre las especies no-baumannii aisladas en la clínica, se han reportado las siguientes:  

Acinetobacter haemolyticus, que es  un agente causal de la endocarditis  (Castellanos M.E et 

al.1995); A. johnsonii, que está asociada con infecciones del torrente sanguíneo relacionado con 

el uso del  catéter (H Seifert, Schulze, and Baginski 1994); A. pitti, A. nosocomialis (Fitzpatrick, 
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Ozer, and Hauser 2016) (Karah et al. 2011; Kouyama et al. 2012) y A. calcoaceticus, que se han 

asociado a varios casos de neumonía y bacteremia (Mostachio et al. 2012). También se han 

encontrado otras especies como A. Iwoffi y A. junii asociadas a este tipo de infecciones 

(Rathinavelu, Zavros, and Merchant 2003; Karah et al. 2011).  

La multirresistencia a los antibióticos que caracteriza a todo el género Acinetobacter se 

debe principalmente a la interacción de sus tres componentes: impermeabilidad de la 

membrana, expresión de bombas de eflujo y expresión de enzimas.  Los antibióticos 

carbapenémicos son la opción de última elección para tatar infecciones causadas por bacterias 

multirresistentes como estas. 

Una de las características clave de A.  baumannii es su pangenoma abierto, que contiene 

una variedad de elementos genéticos móviles, entre los que destacan los integrones y los 

transposones (ubicados en islas genómicas, algunas de las cuales se conocen como islas de 

resistencia debido a la presencia de múltiples genes de resistencia) y los plásmidos (Figueiredo 

et al. 2012). El mecanismo de multirresistencia antimicrobiana está asociado con estos 

elementos. (Fournier et al. 2006;  Cooper, Tsimring, and Hasty 2017) Anexo 11. 

Varios estudios han mostrado la alta prevalencia de integrones clase 1 entre las bacterias. 

El mayor número de genes de resistencia MBL adquiridos en A. baumannii se han encontrado en 

integrones clase 1, que con frecuencia contienen una variedad de  casetes génicos de resistencia 

(Peleg, Seifert, and Paterson 2008; Potron, Poirel, and Nordmann 2015). 

A pesar de los reportes existentes sobre la alta prevalencia de integrones clase 1 en A. 

baumannii, estudios realizados en países de Latino América, como Chile, Argentina y Brasil, han 

demostrado también una amplia distribución de integrones clase 2 en esta especie (M. Pagano 

et al. 2013; Fonseca et al. 2011). Se ha demostrado que los integrones clase 2 obtenidos de 

aislamientos en Brasil están insertados en el transposon Tn7, que tiene casetes génicos con genes 

dfrA1 (resistencia a trimetroprim), sat2 (resistencia a estreptomicina) y aadA1 (resistencia a 

espectinomicina y estreptomicina) (Fonseca et al. 2011). Más de 130 casetes génicos, con genes 

de resistencia, se han identificado en los integrones (Fournier et al. 2006). 

Pagano et al., 2015 han investigado la asociación entre los integrones clase 1 y 2 y los 

casetes génicos (CC109/1 y CC113/79) de los linajes clonales de A. baumannii. Estos autores han 

planteado la hipótesis de que la cantidad elevada de integrones clase 2 predominantes en 

América Latina se debe a la alta prevalencia del clon tipo CC113/79. En este mismo estudio, una 

prevalencia similar se observó en A. nosocomialis (Mariana Pagano, Martins, and Barth 2016). 
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Los genes de resistencia también se transmiten a través de plásmidos. En A. baumannii, 

el tamaño de los plásmidos oscila entre 2 kb y 100 kb (Hamidian, Ambrose, and Hall 2016; 

Gallagher et al. 2015). Los plásmidos grandes de A. baumannii son a menudo el foco de análisis, 

principalmente debido a la presencia de múltiples genes de resistencia a antibióticos y a su 

naturaleza autotransmisible (Hamidian and Hall 2014; Dougan et al. 2016; Hamidian, Ambrose, 

and Hall 2016).  

Resulta sorprendente que, a pesar de la importancia de los plásmidos en la transmisión 

potencial de genes de resistencia y virulencia en A. baumannii, se ha realizado muy poco trabajo 

experimental sobre la biología básica de estos plásmidos. Hasta ahora, los plásmidos en A. 

baumannii se han clasificado en 19 grupos homólogos (GR1-GR19) y hay un solo esquema de 

tipificación de acuerdo con sus proteínas replicasas (Rep) (Bertini et al. 2010). 

En los últimos años,  ha incrementado notablemente la cantidad y diversidad taxonómica 

de genomas completos secuenciados, así como de genomas draft del género (Touchon et al. 

2014a) (Nasser et al. 2018). Ello proporciona datos sobre la resistencia, la virulencia y la 

filogenética, además de información útil de tipificación para la investigación de brotes (ECDC 

2016).  

Los estudios genómicos han mostrado que el género Acinetobacter están asociados con 

un pangenoma abierto muy grande. Esto se debe a la transferencia y adquisición de elementos 

genéticos móviles. También existen procesos de recombinación homóloga del genoma completo 

(ECDC, 2016). 

Al igual que en otros géneros bacterianos, Acinetobacter tiene un pangenoma con una 

gran cantidad de genes cuya función desconocemos.  En el caso de A. baumannii, se ha reportado 

que un poco más de un tercio del pangenoma (40%) es específico para cada cepa, lo cual confirma 

que la especie tiene un pangenoma  grande (Touchon et al. 2014a). 

Con respecto al genoma core de Acinetobacter, se han identificado una gran cantidad de 

factores de virulencia (Antunes et al. 2011).  Además, se ha descrito que el genoma core contiene 

950 familias de proteínas ortólogas y, al menos, 1,590 proteínas ortólogas que corresponden al 

44% del tamaño del proteoma más pequeño de la especie (Touchon et al. 2014a).   

En la última década, los investigadores que se dedican al estudio de Acinetobacter se han 

enfocado en secuenciar genomas completos y genomas draft de cepas del complejo 

Acinetobacter-baumannii-calcoaceticus, predominantemente hospitalarias y provenientes de la 
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misma región. Son pocos los estudios que abarcan otras especies del género, lo cual ha tenido 

como resultado que los esquemas de MLST del género Acinetobacter estén limitados en cuanto 

a las cepas y su origen. Aunque se ha informado que las cepas de brotes particulares están 

geográficamente extendidas, se sabe poco sobre la diversidad, la relación filogenética y los 

grupos clonales de los microorganismos de este género, incluida A. baumannii que es la más 

estudiada. 

Para entender la emergencia evolutiva de patógenos en el género Acinetobacter, es 

importante conocer bien su filogenia. Por lo tanto, el objetivo principal de este capítulo fue 

diseñar e implementar un esquema de análisis multilocus (MLSA, por sus siglas en inglés) a nivel 

de género. Esto fue posible gracias a la aportación de investigadores franceses (Touchon et al. 

2014a), quienes secuenciaron 120 genomas de alta calidad de cepas de referencia de 

Acinetobacter. Estas se seleccionaron según su prevalencia, su genotipo y fenotipo, así como su 

origen (ambiental o clínico). Por lo tanto, este estudio tiene el conjunto más completo y diverso 

de genomas de alta calidad del género.  

Nosotros aprovechamos estos datos para generar un MLSA a nivel de género, ya que 

hasta el momento existía un esquema de MLST solo para la especie A. baumannii. Nuestro MLSA 

se implementó con éxito en un grupo de 37 cepas provenientes de aislamientos ambientales 

recuperados de columna de agua y sedimentos de ríos de Morelos con nivel de contaminación 

contrastante. Esta colección es de sumo interés debido a la escasa información disponible sobre 

aislamientos de Acinetobacter de ambientes naturales. 

3.2 Objetivos  

I. Desarrollar e implementar un esquema de MLSA a nivel de género para Acinetobacter 

II. Analizar si existen asociaciones significativas entre los linajes, los fenotipos de resistencia 

y los niveles de contaminación 

III. Llevar a cabo un análisis genómico para identificar determinantes de resistencia a 

antibióticos y de virulencia 

IV. Visualizar el perfil de plásmidos del género Acinetobacter 
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3.3 Métodos 

3.3.1 Desarrollo e implementación de un esquema de MSLA 
Para desarrollar el esquema de análisis de secuencias multilocus (MLSA) se identificaron genes 

ortólogos del genoma core de todas las secuencias de los genomas de alta calidad de las cepas 

de referencia de origen ambiental y clínico (Touchon et al. 2014a) mediante el paquete 

GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira and Vinuesa 2013). Utilizando el servidor 

Primers4clades (Contreras-Moreira et al. 2009), se eligieron y diseñaron oligonucleótidos 

degenerados con base en los alineamientos múltiples de las secuencias de los siguientes genes: 

atpD, fusA, gyrB, infB, recA y rpoB  de distribución universal en proteobacterias (Figura 15)  

(Vinuesa et al., 2010). Primers4clades es una herramienta para el diseño de oligonucleótidos 

degenerados derivados de motivos conservados de secuencias de alineamientos múltiples de 

proteínas usando el algoritmo CODEHOP (Consensus Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer). 

El servidor fue alimentado con las secuencias no redundantes (cd-hit 95%) de los loci atpD, fusA, 

gyrB, infB, recA y rpoB. El servidor nos mostró un conjunto no redundante de formulaciones de 

pares de oligonucleótidos clasificados de acuerdo a sus propiedades termodinámicas. El servidor 

revisa que los amplicones no se superpongan más del 80% (Figura 15) indicando, además la 

degeneración de los oligonucleótidos y el nivel de resolución filogenético para cada amplicon. De 

estos datos se seleccionaron los oligonucleótidos con atributos óptimos (quality = 100%).  

Figura 15. Mapa de distribución de los amplicones del gen rpoB del género Acinetobacter 
Los valores fueron calculados con base a las propiedades termodinámicas del par de oligonucleótidos. El gradiente 
de color verde indica la calidad del oligonucleótido (entre más intenso el color el porcentaje es mayor).  
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3.4 Resultados  

3.4.1 Propuesta de un nuevo esquema de MLSA a nivel de género para 
Acinetobacter y formulación de los oligonucleótidos 

Se analizaron las distribuciones de longitud de rama y soporte de biparticiones de los 

árboles de máxima verosimilitud inferidos para cada amplicon. Ello reveló que los seis amplicones 

generan árboles con un buen soporte de rama y solo la filogenia de gyrB produce algunas ramas 

muy largas, como revela el test kde (Tabla 9, Figura 16 y 17).  

 

Figura 16. Distribución de longitud de rama de los seis oligonucleótidos seleccionados 

 

Figura 17. Valores de soporte de ramas para los seis oligonucleótidos propuestos en nuestro esquema 
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Tabla 9. Valores de kde obtenidos para los genes propuestos en nuestro esquema de MLST 

Gen kde topología kde longitud de rama 

atpD NS 0.057703881 

fusA NS 0.058270213 

gyrB NS 0.044970234* 

infB NS 0.058145861 

recA NS 0.065666232 

rpoB NS 0.094711583 

NS = no significativo *Valor significativo 

3.4.2 Diversidad genética de Acinetobacter analizado con el nuevo esquema de 
MLSA: Identificación de nueve especies y tres posibles nuevas especies recuperadas 
de ríos de Morelos  
Se recuperaron 37 aislamientos del género Acinetobacter, identificados inicialmente como tales 

en base a secuencias parciales del gen 16S rRNA. Estas cepas fueron sometidas a MLSA, con el 

nuevo esquema aquí desarrollado, pudiéndose identificar nueve especies conocidas (Anexo 9) y 

tres posibles especies nuevas, con base en la filogenia de máxima verosimilitud (ML) y las cepas 

de referencia ya mencionadas (Touchon et al. 2014a) sumando un total de 122 secuencias:  A. 

tandoii, A. schindleri, A. johnsonii, A. bereziniae, A. soli, A. baumannii, A. pittii, A. oleivorans, A. 

junii, A. beijerinckii, A. sp1, A. sp2, A. sp3. (Figura 18). La filogenia multilocus de especies que 

estimamos resultó ser altamente congruente con la filogenia genómica realizada por los 

investigadores franceses (Touchon et al. 2014a) y con la filogenia genómica que realizamos 

(Figura 25). 
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Figura 18. Filogenia  de  Máxima  Verosimilitud  (ML)  con  seis  genes  de  MLSA  diseñado  para  el  género 
Acinetobacter 
La filogenia muestra el desglose taxonómico de nuestros aislamientos (n=37) y 85 cepas de referencia de  (Touchon 
et al. 2014b).  
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3.4.3 Asociación entre Acinetobacter y el hábitat de aislamiento  
Para determinar la asociación entre cada especie de Acinetobacter y su hábitat de aislamiento, 

se llevó a cabo un análisis de chi2 multivía (Figura 19), partiendo del supuesto (hipótesis nula) de 

que la prevalencia de Acinetobacter spp. es independiente del hábitat de aislamiento (columna 

de agua o sedimento) y del nivel de contaminación (bajo, intermedio o alto). El valor de p resultó 

ser 2.26-3, rechazando por tanto la hipótesis nula de no asociación de las especies con el hábitat 

y el nivel de contaminación. El análisis mostró que A. johnsonii y A. oleivorans están 

significativamente asociadas con sedimentos altamente contaminados; A. pittii, con columna de 

agua de sitios levemente contaminados y A. schindleri, con columna de agua medianamente 

contaminada. Cabe señalar que el número de individuos por especie fue bajo y, por lo tanto, se 

trata de un análisis preliminar.  

Figura 19. Gráfico  de  asociación  de  tres vías  muestra  los  resultados  del  análisis  χ2  de  las  especies  de 
Acinetobacter  con  respecto  al  hábitat  y  la  calidad  ambiental  del  sitio  de  donde  fueron aisladas  
Hábitat (W=columna de agua, D= sedimentos); Nivel de contaminación (Env_Qual) (H=alto; L=bajo; I=Intermedio 
basados en el recuento de coliformes termotolerantes y E. coli, como se define en la Tabla 1). La barra de la gráfica 
representa los residuos de Pearson, el código de color y la altura de las barras indican el nivel de significancia y la 
magnitud de los residuos, el ancho muestra la proporción del tamaño de muestra.  

 

3.4.4 Resistencia de Acinetobacter a antimicrobianos: A. baumannii y A. bereziniae 
son panresistentes 
Se observó que los aislamientos correspondientes a las especies A. oleivorans, A. schindleri y A. 

pitti son susceptibles a la mayoría de los antimicrobianos probados. En contraste, las especies de 

A. tandoii, A. soli, A. johnsonnii, A. sp1, A. sp2 y A. sp3 son multirresistentes, mientras que A. 

baumannii y A. bereziniae son panresistentes. Estas resistencias se pueden observar en la Figura 

4.  
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Además, se realizó un tamizado fenotípico para identificar la presencia de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) y de metalo-β-lactamasas (MBL), así como para hacer asociaciones de 

fenotipo-genotipo. Se identificó que A. schindleri, A. johnsonii, A. bereziniae y A. sp3 expresan 

BLEE (Figura 20).  

Figura 20. Diversidad de los fenotipos de susceptibilidad, resistencia y expresión de ß-lactamasas detectadas entre 
los aislamientos de Acinetobacter (A-F) ambientales mexicanos 
IMI: Imipenem, CAZ: Ceftazidima, CAZ/CLA: Ceftazidima-ácido clavulánico, ETP: Ertapenem, FEP: Cefepime, ATM: 
Aztreonam, MEM: Meropenem A) Se muestra una cepa de  A. shindleri susceptible a todos los antibióticos probados 
en el ensayo B) La imagen muestra a Acinetobacter sp. expresando una ß-lactamasa C) A. bereziniae expresando una 
ß-lactamasa D) A. oleivorans expresa una ß-lactamasa resistente a inhibidores E) A. johnsonii muestra resistencia a 
cefalosporinas (CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime) y carbapenémicos (ETP: Ertapenem y MEM: Meropenem) y 
susceptibilidad a Imipenem (IMP) F) A. baumanii expresa resistencias a todos los antibióticos probados en el ensayo. 

 

 

Para confirmar esto a nivel de genotipo, se llevó a cabo una amplificación por PCR de los 

genes de las familias más comunes de BLEE y MBL (bla-KPC, bla-GES, bla-CTX, bla-SHV, bla-TEM, bla-NDM 

y bla-VIM) usando los primers descritos en el (Anexo 13). Sin embargo, no se identificaron 

amplicones en ninguna de las especies. Este dato sugiere que nuestros aislamientos con fenotipo 

positivo a BLEE, pueden corresponder a una variante nueva o poco usual.   
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3.4.5 Filogenia genómica y análisis genómico de 14 cepas ambientales mexicanas de 
Acinetobacter 
Adicionalmente, se llevó a cabo un análisis genómico y filogenia genómica de 14 cepas de nuestra 

colección (Figura 21, 26, Tabla 10 y 11), abarcando 10 especies, que amplió y confirmó la 

información obtenida mediante los métodos anteriores. Por un lado, se identificó un gran 

número de genes relacionados con bombas de eflujo, lo que significa que nuestras cepas tienen 

más de un mecanismo de resistencia. Por otro lado, confirmamos que no hay una familia de BLEE 

o MBL conocida que coincida con el fenotipo encontrado en las cepas de TEXM2A_MKCTX4_14a, 

SAU14A_NA_8, TEXM3A_SCIMI4_1. Estas dos últimas cepas corresponden a A. bereziniae. Estos 

datos nos sugieren que estamos ante una BLEE nueva, de baja prevalencia o modificada.  

La filogenia genómica de las 14 cepas de Acinetobacter ambientales es consistente con 

nuestra filogenia realizada a partir del esquema de MSLA aquí propuesto (Figura 18) y con la de 

(Touchon et al., 2014ª). Nuestra filogenia (Figura 21 y 22) muestra implicaciones taxonómicas 

relevantes y especies mal clasificadas del género. La implicación más relevante es que el 

complejo Acb de Acinetobacter propuesto por varios autores (Bouvet and Grimont 1986; Nemec 

et al. 2010; Cosgaya et al. 2016; Gerner-Smidt, Tjernberg, and Ursing 1991), no solo contiene 5 

especies. El complejo también contiene a A. oleivorans y A. lactucae.  En la filogenia también se 

puede observar que las genoespecies 2 y 3 corresponden a lo que denominamos complejo A. 

tandoii.   
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Tabla 10. Características de las secuencias de genomas de cepas ambientales del género Acinetobacter 
 

Gapped_chr: cromosoma con gaps. Nt genoma: tamaño del genoma en nucleótidos, CDS: secuencias codificantes, Sign pep: péptidos señal. 
 

Especie Estado 
Genoma 

Tecnología 
secuencia 

Num 
contigs 

Num 
Plámidos 

Nt 
Genoma 

rRNA 
genes tRNA tmRNA Genes CDS Sign 

pep CRISPR 

A. baumannii 
TEXM2A_MKIMI4_16 Completo MiSeq+MinION 3 2 4166409 18 75 1 4087 3993 322 none 

A. beijerinckii 
SAU14A_LE_13 Completo MiSeq+MinION 1 0 3449386 19 74 1 3274 3180 308 2 

A. bereziniae 
TEXM3A_SCIMI4_2 Completo MiSeq+MinION 4 1 4989262 21 80 1 4805 4703 520 4 

A. genosp2 
SAU14Da_LE_1 Completo MiSeq+MinION 1 0 3536848 21 81 1 3366 3263 310 none 

A. genosp3 
EST14A_LE_9 gapped_chr MiSeq 2 0 3683970 5 66 1 3499 3427 330 none 

A. genosp3 
ZAC14D2_NA_3 Completo MiSeq 4 3 3789052 21 80 1 3766 3664 331 none 

A. johnsonii 
TEXM2D_MKCAZ1_11 gapped_chr MiSeq 4 0 3403478 3 77 1 3339 3258 310 none 

A. johnsonii 
ZAC14D2_NA_2 Completo_nonCirc MiSeq+MinION 6 5 3646670 21 85 1 3621 3514 292 none 

A. juni 
YAU14D1_NA_1 Completo MiSeq+MinION 4 3 3358694 18 74 1 3155 3062 307 2 

A. oleivorans 
TEXM2D_MKCTX4_5 Completo MiSeq+MinION 2 1 3956642 18 73 1 3740 3648 353 none 

A. lactucae 
EST14D2_LE_11 gapped_chr MiSeq 1 0 3893979 5 63 1 3644 3575 328 2 

A. pittii 
SAU14A_LE_11 Completo MiSeq+MinION 4 3 3963425 18 73 1 3932 3840 328 none 

A. schindleri 
ZAC14D2_MF_3 gapped_chr MiSeq 9 4 3213851 5 73 1 3110 3031 251 none 

A. schindleri 
ZAC14D2_NA_8 Completo MiSeq+MinION 3 2 3365928 21 86 1 3250 3142 288 none 
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Figura 21. Filogenia de máxima verosimilitud del genoma core del género Acinetobacter a partir de la supermatriz 
obtenida por la concatenación de 834 alineamientos seleccionados con GET_PHYLOMARKERS 
Los círculos de colores al inicio de las ramas denotan el nivel de soporte de las mismas (probabilidad posterior 
bayesiana/Bootstrap).  Las flechas negras indican nuestras cepas. Los rectángulos de diferentes colores indican los 
clados donde se encuentran las especies de nuestra colección. La filogenia fue enraizada con Acinetobacter nectaris. 
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3.4.6 Elementos genéticos móviles en Acinetobacter 
Se determinaron los perfiles de los plásmidos de las cepas encontradas. Se observó que las cepas 

A. sp2 y A. sp3 no contienen plásmidos, mientras que algunas especies, como A. pittii, contienen 

dos plásmidos. Por otro lado, las especies que presentan la mayor cantidad de plásmidos (de 5 a 

8) son A. schindleri y A. johnsonii. Cabe señalar que el número de plásmidos fue 

significativamente mayor en los aislamientos recuperados de sitios contaminados (Figura 22). 

También se identificaron tres cepas con integrones: una mediante amplificación del gen Intl1 

(TEXM2A_MKCTX4_14a) y dos mediante amplificación de la región 5’- 3’ con los oligonucleótidos 

de (Anexo 13) (A. bereziniae TEXM3A_SCIMI4_2, y A. baumannii TEXM2A_MKIMI4_16). 

Mediante análisis genómicos se confirmó la presencia de integrón en dos de las cepas (A. 

bereziniae TEXM3A_SCIMI4_2, y A. baumannii TEXM2A_MKIMI4_16) (Figuras 23 y 24).  El 

integrón de A. baumannii TEXM2A_MKIMI4_16 contiene los genes de resistencia rmtB 

(aminoglucósidos), folP-2 (sulfonamidas), antl1 (estreptomicina), cat-2 (cloranfenicol), aacA4 

(aminoglucósidos), neo-2 (neomicina), emrE (aminoglucósidos) (Figura 23). El integrón de A. 

bereziniae TEXM3A_SCIMI4_2 contiene los genes de resistencia folP-2 (sulfonamidas), antl1 

(estreptomicina), ccrA gen que codifica una metalo-β-lactamasa (cefalosporinas y 

carbapenémicos), emrE-2 (aminoglucósidos) precedidos por el gen de la integrasa de tipo 1 

(Figura 24).  

Figura 22. Perfil de plásmidos de asilamientos ambientes de especies pertenecientes al género Acinetobacter 
mediante la técnica (Kieser et al., 1984) 
La foto del gel de electroforesis (izquierda) muestra los perfiles de plásmidos de cepas provenientes de sitios limpios. 
En el gel (derecho), los aislamientos pertenecen a muestras provenientes de ríos alta e intermediamente 
contaminados. Como un referente del peso molecular se utilizó a la cepa E. coli NCTC 50192 que contiene cuatro 
plásmidos que van de 7 a 154Kb.  
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Figura 23. Integrón de clase I de Acinetobacter_baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 
 
 

Figura 24. Integrón de clase I de Acinetobacter_bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 
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Figura 25. Genes de resistencia a antibióticos identificados en aislamientos ambientales mexicanos del género Acinetobacter contra la base de dados CARD 
Los cuadros rojos indican la presencia de algún gen de resistencia a antibióticos. 
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Tabla 11. Funciones y mecanismos  de  acción  identificados  en  genes  de  resistencia  a  antibióticos  de  nuestros  aislamientos  ambientales mexicanos de Acinetobacter 
que  cuentan  con  secuencia  de  su  genoma  completo  (n=14)  

Especie Gen Función Mecanismo de resistencia Resistencia 

A. johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11 bla-OXA211 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 

A. beijerinckii_SAU14A_LE_13 aac6p 
Acetilación del antibiótico 
aminoglucósido en el grupo 
amino en la posición 6 ' 

Inactivación del antibiótico Aminoglucósidos 

A. shindleri_ZAC14D2_MF_3 bla-OXA360 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 bla-IMP18 Carbapenemasa Inactivación del antibiótico Cefalosporinas y 
carbapenémicos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 aph3p.Via Aminoglucósido acetil 
transferasa Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 bla-OXA228 Oxacilinasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 cmlB1 Fosfotransferasa Sistema de expulsión de tipo 
MFS Macrólidos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, tetX Monooxigenasa Monooxigensasa dependiente 
de flavina Tetraciclina 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2 mdsB Proteína de membrana interna Sistema de expulsión de tipo 
RND (MdsABC) 

Fenicol, carbapenem, 
cefalosporinas 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, mexl Proteína de membrana interna Sistema de expulsión de tipo 
RND (MexGHI-OpmD) 

Fluoroquinolonas, 
tetraciclinas 

A. pittii_EST14D2_LE_11, A. pittii_SAU14A_LE_11 bla-OXA421 Oxacilinasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. pittii_SAU14A_LE_11 bla-ADC15 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Cefalosporinas 
A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5 bla-OXA357 Oxacilinasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. 
pittii_SAU14A_LE_11 bla-ADC16 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Cefalosporinas 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 sul1 Dehidropteroato sintasa Alteración del sitio blanco Sulfonas y sulfonamidas 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 aadA Aminoglicosido 
nucleotidyltrnasferasa Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 

A. juni_YAU14D1_NA_1, A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 adeS Sensor quinasa Sistema de expulsión de tipo RND 
(AdeABCRS) Tetraciclina, glicilciclina 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 aph3p.la Aminoglucósido 
fosfotransferasa Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 bla-ADC82 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Cefalosporinas 
A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 bla-OXA66 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 bla-OXA72 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 bla-TEM12 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Cefalosporinas 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 adeA Proteína de fusión de 
membrana 

Proteína de fusión de 
membrana Tetraciclina, glicilciclina 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 armA Metiltransferasa 16S rRNA Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 
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Tabla 11. Funciones y mecanismos de acción identificados en genes de resistencia a antibióticos de nuestros aislamientos ambientales mexicanos de Acinetobacter que cuentan 
con secuencia de su genoma completo (n=14) 

Especie Gen Función Mecanismo de resistencia Resistencia 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 catB8 Cloranfenicol acetiltransferasa Inactivación del antibiótico Fenicoles 
A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
juni_YAU14D1_NA_1, A. pittii_SAU14A_LE_11 adeR Regulador positivo del sistema 

AdeABC 
Subunidad del complejo de 
expulsión AdeABC Tetraciclina, glicilciclina 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, adeC Proteína de factor de membrano 
externa 

Sistema de expulsión de tipo 
RND (AdeABCRS) Tetraciclina, glicilciclina 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 aph3pp.lb Fosfotransferasa y platicamos Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 
A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 aac3.Ila Aminoglucósido acetil transferasa Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 
A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 aph6.Id Aminoglucósido acetil transferasa Alteración del sitio blanco Aminoglucósidos 
A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 sul2 Dehidropteroato sintasa Alteración del sitio blanco Sulfonamidas 
A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 bla-OXA363 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2,  A. shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. 
baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16 msrE ATPasa de tipo ABC Bomba de expulsión de tipo 

ABC Macrólidos 

A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8 mphD Fosfotransferasa Fosfotransferasa de 
macrólidos (MPH) Macrólidos 

A.shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. johnsonii_ZAC14D2_NA_2 tet39 Bomba de eflujo Sistema de expulsión tipo MFS Tetraciclinas 
A. johnsonii_ZAC14D2_NA_2 bla-OXA212 β-lactamasa Inactivación del antibiótico Betalactámicos 
A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE _11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. beijerinckii_SAU14A_LE_13, 

adeG Proteína de membrana interna Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeFGH) Tetraciclina, glicilciclina 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE _11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. beijerinckii_SAU14A_LE_13, 

adeF Proteína de fusión de membrana Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeFGH) 

Tetraciclina, 
fluoroquinolonas 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. beijerinckii_SAU14A_LE_13, A. 
sp3_ZAC14D2_NA_3, A. johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11, 

adeL Regulador del sistema RND 
(AdeFGH) 

Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeFGH) 

Tetraciclina, 
fluoroquinolonas 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5 

adeN Represor del sistema AdeIJK Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeIJK) 

Macrólidos, efalosporinas, 
carbapenémicos, 
tetraciclina, 
fluoroquinolonas, fenicoles 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5 

adeH Proteína de membrana externa Sistema de expulsión de tipo 
RND (AdeFGH) 

Tetraciclina, 
fluoroquinolonas 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. 
oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5 

adeI Proteína de fusión de membrana Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeIJK) 

Macrólidos, cefalosporinas, 
carbapenémicos, 
tetraciclina, 
fluoroquinolonas, fenicoles 
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Tabla 11. Funciones y mecanismos de acción identificados en genes de resistencia a antibióticos de nuestros aislamientos ambientales mexicanos de Acinetobacter que cuentan con 
secuencia de su genoma completo (n=14) 

Especie Gen Función Mecanismo de resistencia Resistencia 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A. 
pittii_SAU14A_LE_11, A. pittii_EST14D2_LE_11, A. juni_YAU14D1_NA_1, A. 
johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11, 

adeB Subunidad del complejo de 
expulsión AdeABC 

Sistema de expulsión de tipo 
RND (AdeABCRS) Tetraciclina, glicilciclina 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. 
pittii_EST14D2_LE_11, A. pittii_SAU14A_LE_11, A. 
bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A.shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. 
beijerinckii_SAU14A_LE_13, A. johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11, A. 
johnsonii_ZAC14D2_NA_2, A. juni_YAU14D1_NA_1, A.shindleri_ZAC14D2_MF_3, 
A. sp3_ZAC14D2_NA_3, A. sp2_SAU14Da_LE_1, A. sp3_EST14A_LE_9 

adeK Proteína de membrana externa Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeIJK) 

Macrólidos, cefalosporinas, 
carbapenémicos, 
tetraciclina, 
fluoroquinolonas, fenicoles 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. 
pittii_EST14D2_LE_11, A. pittii_SAU14A_LE_11, A. 
bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A.shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. 
beijerinckii_SAU14A_LE_13, A. johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11, A. 
johnsonii_ZAC14D2_NA_2, A. juni_YAU14D1_NA_1, A.shindleri_ZAC14D2_MF_3, 
A. sp3_ZAC14D2_NA_3, A. sp2_SAU14Da_LE_1, A. sp3_EST14A_LE_9 

adeJ Proteína de membrana interna Sistema de explulsión de tipo 
RND (AdeIJK) 

Macrólidos, cefalosporinas, 
carbapenémicos, 
tetraciclina, 
fluoroquinolonas, fenicoles 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. 
pittii_EST14D2_LE_11, A. pittii_SAU14A_LE_11, A. shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. 
beijerinckii_SAU14A_LE_13, A. johnsonii_TEXM2D_MKCAZ1_11, A. 
johnsonii_ZAC14D2_NA_2,  A. sp3_ZAC14D2_NA_3, A. sp2_SAU14Da_LE_1, A. 
sp3_EST14A_LE_9 

abeS Proteína de expulsión Sistema de expulsión de tipo 
SMR Macrólidos 

A. baumannii_TEXM2A_MKIMI4_16, A. oleivorans_TEXM2D_MKCTX4_5, A. 
pittii_EST14D2_LE_11, A. pittii_SAU14A_LE_11, A. 
bereziniae_TEXM3A_SCIMI4_2, A.shindleri_ZAC14D2_NA_8, A. 
beijerinckii_SAU14A_LE_13, A.shindleri_ZAC14D2_MF_3, A. 
sp3_ZAC14D2_NA_3, A. sp2_SAU14Da_LE_1, A. sp3_EST14A_LE_9 

abeM Proteína de expulsión Sistema de expulsión tipo 
MATE Fluoroquinolonas, triclosan 

(Jia et al. 2017) 
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3.4.7 Asociación de las características ambientales y genéticas de 14 cepas de 
Acinetobacter mexicanas 
La filogenia genómica de las 14 cepas de Acinetobacter ambientales muestra una diversidad 

importante de especies del género. Podemos observar al menos tres aspectos importantes: i) La 

característica de panresistente no está asociada exclusivamente en el complejo Acinetobacter 

calcoaceticus-baumannii. Este atributo lo podemos observar muy marcado en A. johnsonii, A. 

bereziniae y A. junii especies que en los últimos años se han descrito como relevantes en la clínica 

(Regeen et al. 2014; (Feng et al. 2016); Brovedan et al. 2016; Chagas et al. 2015) ii) A. baumanni 

y A. bereziniae especies con fenotipo panresistente son las únicas que tienen integrones de clase 

1 y fueron aisladas de sitios altamente contaminados iii) Las especies con mayor número de 

plásmidos fueron recuperadas de sitios altamente contaminados (Figura 26). 

 

Figura 26. Filogenia genómica de 14 cepas selectas de Acinetobacter ambientales mexicanas 
Filogenia de máxima verosimilud del genoma core de Acinetobacter encontrada en la búsqueda de IQ-TREE basada 
en la supermatriz obtenida por concatenación de 834 alineamientos. Los círculos de colores al inicio de las ramas 
denotan el nivel de soporte de las ramas. El rectángulo de color morado enmarca las especies que forman el 
complejo de Acinetobacter. Las columnas de lado derecho de la filogenia muestran un resumen con las 
características de cada cepa. La primera columna Grado Cont= Grado de contaminación fecal del río, Hábitat de 
donde se obtuvo la cepa, Núm Plas = número de plásmidos identificados en cada cepa. Int = Presencia o ausencia 
del gen de la integrasa tipo 1. BLEE = presencia o ausencia del fenotipo de β-lactamasa de espectro extendido, Núm 
Atb = es el número de antibióticos individuales a los que mostró resistencia cada aislamiento probado, Núm Fam = 
es el número de familias de antibióticos a los que fueron resistentes cada uno de los aislamientos probados. 
Finalmente hacemos énfasis de su nivel de resistencia.  
 

El esquema de MLSA que desarrollamos en este trabajo puede ser de gran utilidad en 

diferentes áreas, como la industria, la biorremediación y la clínica. En esta última podría 

implementarse para elegir adecuadamente la terapia de los pacientes para llevar una vigilancia 

epidemiológica certera. La diversidad de cepas que aislamos en este trabajo es relevante porque 

hay muy pocos estudios sobre las especies no-baumannii del género Acinetobacter. 
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 A continuación, describiremos los detalles de su aislamiento y su participación en las 

diferentes áreas antes mencionadas. 

 Acinetobacter tandoii se obtuvo de la columna de agua de un sitio limpio. Esta especie 

se ha estudiado por su potencial para la biorremediación dada su capacidad para degradar 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (J. Li et al. 2017). En nuestra filogenia también se observan 

dos posibles nuevas especias del género, las cuales designamos como genoespecies dos y tres.  

De la genoespecie dos, se obtuvieron tres aislamientos provenientes de sedimentos limpios y 

columna de agua medianamente contaminada.  Y de la genoespecie tres, se obtuvieron tres 

aislamientos provenientes de columna de agua limpia y sedimentos contaminados. El análisis del 

genoma core de las cepas y la incorporación de nuevas cepas de referencia nos permitió 

identificar que las cepas que denominamos genoespecie 2 y 3 realmente corresponde a lo que 

nosotros denominamos Acintetobacter tandoii complex resaltado en el rectángulo color verde 

de la Figura 21. 

 Tres de nuestros aislamientos correspondieron a Acinetobacter schindleri y están 

asociados a sedimentos contaminados y agua medianamente contaminada.  Esta especie está 

relacionada con infecciones en humanos. Aunque su prevalencia es baja, es importante destacar 

que puede contener genes de multirresistencia a antibióticos, como bla-NDM-1  (Montaña et al. 

2018). 

Recuperamos tres aislamientos de Acinetobacter johsonnii a partir de columna de agua 

y de sedimento en los tres ambientes (limpio, medianamente contaminado y altamente 

contaminado), sugiriendo que tiene una amplia distribución en ambientes acuáticos.  Se ha 

observado que esta especie también es un buen candidato para su uso en biorremediación (Jiang, 

Qi, and Zhang 2018). Es la especie donde identificamos un mayor número de plásmidos (5). Se 

ha identificado una cepa de A. jonhsonnii con nueve plásmidos conteniendo diversas 

carbapenemasas (NDM-1, OXA-58 y PER-1), es por ello que lo han propuesto como una especie 

que puede generar varias plataformas para mediar la resistencia antimicrobiana (Feng et al. 

2016). Dentro de nuestros aislamientos identificamos la genoespecie 1 que por la filogenia de 

MLSA (Figura 21) está relacionada con A. jonhsonnii y presenta dos plásmidos.  

 Dos aislamientos correspondieron a Acinetobacter bereziniae y se aislaron de columna 

de agua altamente contaminada. Esta especie se aisló por primera vez de muestras clínicas de 

humanos (Nemec et al., 2010). Principalmente en aislamientos de América Latina, se ha 
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reportado que algunas cepas tienen carbapenemasas tipo OXA  (Zander et al. 2014)  y MBL como 

bla- NDM-1, ambas identificadas en plásmidos (Brovedan et al. 2016; Chagas et al. 2015).  

Acinetobacter soli es otra de las especies identificadas en este estudio. Se recuperó de un 

aislamiento de columna de agua altamente contaminada.  La especie fue aislada por primera vez 

del suelo de un bosque de Corea (D. Kim et al. 2008) y también se ha identificado en piojos de 

animales domésticos (Kumsa et al. 2012). A pesar de que los primeros reportes indicaron que el 

microorganismo provenía de fuentes ambientales, ya existen reportes de la especie en 

ambientes clínicos. Se documentó un brote causado por A. soli en una unidad de cuidados 

intensivos de neonatos (Pellegrino et al. 2011) y en China, la bacteria  infectó a un paciente que 

murió luego de 65 días en tratamiento. Esta cepa era multirresistente y contenía las β-lactamasas 

bla-OXA-58, bla-IMP-1, bla-NDM-1, bla-TMB-2 (Cao et al. 2015). 

Dos de nuestros aislamientos fueron clasificados como A. baumannii y pertenecen a la 

clona II (de las más prevalentes a nivel mundial).  Se aislaron de columna de agua del río Apatlaco 

en Temixco. Esta es la especie de mayor relevancia clínica en el género debido a su 

multirresistencia y su incidencia en los nosocomios. Son muy pocos los reportes de la especie en 

el medio ambiente extrahospitalarios. Se ha aislado de muestras de agua del río Sena en París 

(Girlich, Poirel, and Nordmann 2010), de aguas residuales en Brasil (Ferreira et al. 2011) y en 

China (Zhang 2013), así como de plantas de tratamiento de aguas residuales en Croacia (Hrenovic 

et al. 2016).  Por lo tanto, es muy poco lo que se sabe de la especie en ambientes naturales. 

Además, estos estudios han trabajado con una sola cepa, pues no se han encontrado poblaciones 

de la bacteria. Tampoco se ha reportado su presencia en ambientes naturales limpios, lo cual 

sugiere que su reservorio no está en ambientes naturales.  

También aislamos cuatro cepas de Acinetobacter pittii, pertenecientes exclusivamente a 

sitios limpios, tanto de columna de agua como de sedimento. Sin embargo, A. pittii ha sido aislada 

de aguas residuales y es un degradador eficiente de indol y sus derivados y, por lo tanto, un 

excelente candidato para ser usada en biorremediación (Z. Yang et al. 2017).  

Una de nuestras cepas corresponde a A. lactucae. Esta especie fue aislada por primera 

vez de una muestra de lechuga de un supermercado (Rooney, Dunlap, and Flor-Weiler 2016). La 

cepa EST14D2_LE_11 primeramente fue identificada como A. pittii en la filogenia de MLST (Figura 

18). Sin embargo, en la filogenia genómica (Figura 21), se identifica como A. lactucae especie 

hermana de A. pittii y por lo tanto está formando parte del complejo Acb.  
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Por otro lado, A. oleivorans se asiló solo de los sedimentos de ríos altamente 

contaminados. También se ha encontrado en arrozales en Corea del Sur y se ha observado que 

es capaz de crecer en diésel y petróleo y adherirse a ellos, lo cual la podría hacer útil en procesos 

de biorremediación (Jung et al. 2011). 

De A. junnii solo se obtuvo un aislamiento proveniente de sedimentos medianamente 

contaminados.   Es un patógeno oportunista que se ha reportado en hospitales como causante 

de infecciones en humanos. Además tiene genes de resistencia a antibióticos como bla-NDM-1 y 

bla-OXA-58 (Regeen et al. 2014). En estudios retrospectivos del género, se ha observado que 

coexiste con otra especie del mismo género, lo cual ha llevado a sugerir la transferencia de genes 

entre ambas especies (Baron, Dubourg, and Rolain 2018).  

Una de nuestras cepas se clasificó como Acinetobacter beijerinckii y se aisló de columna 

de agua limpia. Esta especie se ha encontrado también en muestras clínicas humanas, así como 

en algunos animales, suelo y agua (Nemec et al. 2009). También se ha estudiado su potencial 

como agente de biorremediación de ambientes marinos, debido a su capacidad de degradación 

de petróleo crudo (Zhao et al. 2016).  

3.5 Discusión 

Un aspecto importante de nuestro trabajo fue el estudio de los elementos genéticos móviles 

(plásmidos e integrones) de las especies que aislamos. Nuestra metodología, a saber, el muestreo 

en sitios con grados contrastantes de contaminación, permitió comparar las especies bacterianas 

de origen diverso. Pudimos observar que las bacterias provenientes de los ambientes más 

contaminados contienen una cantidad de plásmidos mucho mayor que aquellas provenientes de 

ambientes más limpios. Esto es debido a que identificamos una distribución diferencial de 

especies de Acinetobacter en los diferentes sitios de muestreo.  

 El estudio de plásmidos en el género es limitado y está enfocado principalmente a la 

especie A. baumannii aislada de ambientes clínicos.  En estos estudios es relevante destacar que 

se trata de plásmidos movilizables a altas frecuencias y con genes que codifican carbapenemasas 

(enzimas que hidrolizan antibióticos carbapenémicos) y metales como mercurio (Hamidian, 

Ambrose, and Hall 2016). Las carbapenemasas son de suma relevancia para los servicios de salud 

ya que representa una carga económica fuerte debido a las limitaciones del tratamiento y su 

rápida propagación. Esta es una de las razones por la cual es muy importante conocer la evolución 

y diseminación de plásmidos en el género. Además, existen autores que proponen a 
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Acinetobacter spp. como el reservorio y origen de la carbapenemasa NDM-1 debido a su 

capacidad de transferir esta enzima a otras enterobacteria (Toleman et al. 2012). Esta idea ha 

sido sustentada con datos in vitro de un de un estudio realizado con cepas de Acinetobacter spp. 

del Sur de Corea sobre la transferencia de plásmidos y la estabilidad donde sugieren que estos 

plásmidos podrían haber contribuido a la propagación de bla-NDM1 en Enterobacteriacea (Sung 

et al. 2014).  Otros autores sustentan esta idea ya que han caracterizado plásmidos transferibles 

conteniendo la carbapenemasa NDM-1 en A. soli y A. pittii e identificado su movilidad entre el 

género (Huang et al. 2015).  De igual forma a A. pittii conteniendo plásmidos con grupos de 

incompatibilidad nuevos, carbapenemasas tipo OXA  y con la capacidad de transferirse con otras 

especies del género (Silva et al. 2018).   

Investigadores en América Latina también han estudiado la transmisión de plásmidos 

conteniendo carbapenemasas entre A. baumannii y otras enterobacterias, sin embargo, los datos 

respecto a los plásmidos caracterizados por los autores sugieren que los plásmidos de 

Acinetobacter spp.  no tienen una buena adecuación en enterobacterias (Marquez-Ortiz et al. 

2017).   

En otro análisis de genómica comparada con cepas de Acinetobacter spp. clínicas y 

ambientales (agua y suelo), se sugiere que plásmidos de tipo Rep_3 se pueden transferir entre 

Acinetobacter spp. de diferentes ambientes, así como replicarse en bacterias de otros géneros 

incluso phyla. De igual forma, en el análisis se identificaron nuevos plásmidos (Salto et al. 2018).   

Estos trabajos sustentan por un lado la importancia de estudiar especies no-baumannii y por otro 

lado el estudiar cepas ambientales.  

Con respecto a los integrones, en este estudio pudimos observar que las cepas que los 

contienen (A. baumannii y A. bereziniae) son resistentes a las cinco familias de antibióticos 

probadas (β-lactámicos, aminoglucósidos, fenoles, tetraciclina y fluoroquinolona).   Los 

integrones codifican para determinantes de resistencia de al menos 5 familias de antibióticos 

(estreptomicina, cloranfenicol, aminoglucósidos, β-lactámicos y sulfonamidas). De igual forma se 

trata de integrones con una estructura poco convencional lo que nos sugiere que estos 

integrones pueden estar subestimados en el género.  Otros estudios han identificado una 

prevalencia del 89.3% de integrones de clase I en 56 aislamientos de Acinetobacter spp (A. 

baumannii (n=30), A. bereziniae (n=4), A. nosocomilis (n=5) y A. pittii (n=17) de India y Pakistan. 

Estos integrones contienen genes de resistencia a cloranfenicol, aminoglucósidos y β-lactámicos) 

(L. S. Jones et al. 2015).  En China se han reportado una prevalencia de integrones del 69.9% de 
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un total de 425 aislamientos clínicos de A. baumannii. Los arreglos de los integrones muestran 

genes que codifican resistencia a cloranfenicol, aminoglucósidos, y trimetoprim (Jing Chen et al. 

2015).  Son pocos los estudios respecto a integrones en especies no- baumannii del género y no 

se conoce mucho de estas plataformas en aislamientos ambientales. Un dato importante a 

señalar es que nuestro integrón de A. bereziniae y otros reportados por (L. S. Jones et al. 2015)  

contienen carbapenemasas. Es por ello de suma importancia seguir estudiando este tipo de 

plataformas y entender su diseminación entre especies del género Acinetobacter y 

Enterobacteriaceae.  

Es necesario destacar que los estudios que se llevan a cabo sobre este género suelen 

centrarse en A. baumannii por su atributo de multirresistencia y alta prevalencia en los 

nosocomios. Sin embargo, aquí demostramos que hay otras especies con el mismo atributo (A. 

bereziniae, A. johnsonni y A. soli). Aunque nosotros no las hayamos aislado de muestras humanas, 

otros estudios ya han demostrado su capacidad de provocar infecciones en humanos (L. S. Jones 

et al. 2015; Feng et al. 2016).  En nuestro estudio, las cepas de estas tres especies se recuperaron 

de ambientes altamente contaminados. Esto sugiere que la contaminación antropogénica está 

determinando la selección de bacterias con multirresistencia adquirida, independientemente de 

su resistencia intrínseca.  

Respecto a los genes de resistencia identificados en los genomas del estudio se observa 

una alta prevalencia de determinantes de resistencia a aminoglucósidos, seguida por genes que 

codifican a enzimas que hidrolizan antibióticos β-lactámicos. Estas prevalencias se han descrito 

en otros trabajos (Espinal, Roca, and Vila 2011).  

Finalmente, es pertinente enfatizar la importancia de llevar a cabo estudios en las 

especies no-baumanni de este género, ya que A. baumannii no es la única multirresistente a 

antimicrobianos y capaz de provocar infecciones en humanos. Este tipo de estudios solo será 

posible si la delimitación de especies se hace correctamente. En este sentido, el MLSA que 

nosotros propusimos resulta ser una herramienta muy eficiente para lograrlo. 

3.6 Conclusión 

El esquema de MLSA que estamos proponiendo aquí permite la correcta clasificación de las 

especies del género Acinetobacter. El hecho más relevante a partir de la aplicación de este 

esquema es que A. baumanni no es la única especie multirresistente y no constituye, en realidad, 

un complejo, ya que pudimos distinguir claramente las diferentes especies del género con un 



69 

soporte de rama significativo y formando clados muy bien separados unos de otros por ramas 

profundas.  Además, la correcta delimitación de las especies sienta las bases para futuros 

estudios en el área de la clínica (tratamientos correctos) y la industria (biorremediación). 

3.7 Perspectivas 

� Implementar el esquema de MLSA utilizando cepas de otras especies del género con 

fenotipos diversos y provenientes de otros sitios de aislamiento  

� Análisis de genómica comparada de cepas selectas  

� Llevar a cabo análisis de virulencia en el hospedero alternativo Galleria mellonela 

� Analizar y caracterizar los elementos genéticos móviles (plásmidos e integrones) 

� Analizar la capacidad de transferencia de los elementos genéticos móviles 

� Identificar y caracterizar los determinantes genéticos de fenotipos de producción de BLEE 

y MBL 
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7. Conclusiones generales 
A partir de muestras ambientales, recolectadas en ríos del estado de Morelos, generamos una 

colección muy diversa de aislados bacterianos de los géneros Stenotrophomonas y Acinetobacter. 

Mediante estrategias de genética de poblaciones y de filogenética, pudimos delimitar 

robustamente las especies de estos géneros. Esta delimitación de especies nos permitió, a su vez, 

hacer asociaciones de genotipo con fenotipos de resistencia a antibióticos. Así, pudimos 

reconocer las especies verdaderamente multirresistentes. Esto tiene implicaciones importantes 

en diferentes áreas. En la clínica, permite la elección de los tratamientos más indicados y apoya 

el uso correcto de los antimicrobianos. En la industria, permite identificar las cepas que podrían 

usarse en procesos de biorremediación, en la generación de antibióticos y metabolitos 

secundarios, en las intervenciones de biocontrol y en la agricultura, como factores de crecimiento 

vegetal.  

Nuestro estudio también nos permitió evaluar el impacto que tiene la contaminación 

antropogénica en la multirresistencia a los antimicrobianos. Observamos que las cepas 

multirresistentes están asociadas a ambientes altamente contaminados y tienen una mayor 

cantidad de elementos genéticos móviles, responsables de la multirresistencia. 

Por todo lo anterior, nuestra investigación proporciona evidencia que puede servir como 

base para el desarrollo de políticas en diversas áreas del quehacer humano. Tanto en el ámbito 

de la salud como en la agricultura y la ganadería, se podrá reducir la selección de cepas 

multirresistentes mediante el uso adecuado de los antibióticos, por un lado, y de las aguas 

residuales, por otro. 
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8. Materiales y métodos 

8.1 Sitios de muestreo   

Los sitios se clasificaron en tres categorías de contaminación: baja (Sauces y Estacas), intermedia 

(Yautepec) y alta (Temixco y Zacatepec) (Tabla 1). 

Los microorganismos fueron recuperados de sedimentos y columnas de agua de seis sitios 

correspondientes a cuatro ríos y dos arroyos con diferentes niveles de contaminación 

antropogénica del estado de Morelos (Tabla 1: Artículo 1 Stenotrophomonas). Los cuerpos de 

agua se clasificaron en tres según su nivel de contaminación fecal: 1) bajo  (L), intermedio (I), alto 

(H).  Esto se determinó con base en cuentas por triplicado de coliformes termotolerantes (TTCs) 

en mFC agar (Oxoid) y E. coli termotolerantes (TTEc) en agar m-TEC modificado (USEPA, 2002). 

Las muestras de agua se tomaron en recipientes estériles de 1 litro. Las muestras de sedimento 

(dos de cada sitio) se tomaron con “core” a profundidad   de entre 2 y 20cm.  El primer paso fue 

la filtración por membrana (0.45 μm) mediante método APHA (2005).   

Se midieron 6 parámetros físico-químicos (pH, salinidad, temperatura, total de solutos 

disueltos, óxido-reducción y oxígeno disuelto) de la columna de agua utilizando un instrumento 

multiparamétrico HANNA H19828 en modo de medida continua durante 1 minuto a lo largo de 

un transepto de 10 metros (Fig. S2: Artículo Stenotrophomonas). 

Se tomaron 3 muestras de sedimento (3 por sitio, a lo largo de 3 metros lineales), fueron 

tomadas de los mismos sitios en cores de plástico estériles con una profundidad de 3 a 5cm. Las 

muestras fueron mantenidas en hielo hasta su procesamiento en un lapso de 4 a 8hrs (APHA, 

2005).   

El muestro se realizó al final de la estación seca (abril-mayo), entre 2012 y 2014. 

8.2 Aislamiento de microorganismos ambientales 

Para el aislamiento de las bacterias se utilizaron medios oligotróficos: [ Agar NAA (Aagot et al., 

20001), R2A (Ultee et al. 2004), MacConkey y Led´s], suplementados o no con antibióticos 

[Trimetroprim 30 + carbenicilina 100, ciprofloxacino 4, ceftazidima 8, cefotaxima 4, imipenem 4 

(μg/ml)], se plaquearon 100μl de diluciones seriadas (1 a 10-4) en triplicado para cada muestra, 

posteriormente se incubaron a 30º C por un máximo de 24 horas. Colonias aisladas fueron 

estriadas repetidamente en el mismo medio de aislamiento para la purificación de la cepa. 
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Los aislamientos fueron rutinariamente crecidos en medio LB suplementado con glicerol 

al 20% y congelados a -80º. 

8.3 Determinación de perfiles de resistencia  

Un total de 19 antibióticos pertenecientes a seis familias y cinco combinaciones de inhibidores 

de β-lactamasas, fueron utilizados para determinar los perfiles de resistencia de cada cepa.  

Se determinaron los perfiles de resistencia de cada cepa picándolas en paralelo en cajas 

de agar suplementadas con antibióticos y mediante discos (BIOSEDNA). Siguiendo los puntos de 

corte recomendados por el (Clinical and Laboratory Standards Institute 2016) los cuales se 

muestran en la TS1 y TS2.  

De los aislamientos representativos de los géneros de interés se realizó la identificación 

fenotípica de genes de resistencia que codifican para β-lactamasas, carbapenemasas de clase A, 

metallo- β-lactamasas y AmpC, (CLSI, 2013) (Figura 26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Ejemplo de la disposición de los sensidisco en la técnica de sinergismo de doble disco (SDD) realizado 
en una cepa control productora de MBL y ESBL 
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8.4 Amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

de secuencias de 16S rDNA y su análisis filogenético  

Todas las cepas fueron clasificadas a nivel de género mediante análisis filogenético de 16S rRNA 

gen (rrs) (Vinuesa et al. 2005), las secuencias fueron amplificadas con oligonucleótidos 

universales fD1/rD1 (Weisburg et al. 1991).  

Solo la cadena forward fue secuenciada para cada amplicon con el primer fD1, utilizando 

la secuenciación-Sanger realizada comercialmente por Macrogen (South Korea). Las lecturas 

crudas fueron recortadas basadas en valores Phred utilizando phred (Ewing et al. 1998) y 

clasificados a nivel de género utilizando una tubería programada en Perl donde cada secuencia 

fue comparada vía blastn (Camacho et al., 20009) contra un caso local de alta calidad con una 

longitud completa de secuencias bacterianas rrs de cepas tipo descargadas en el servidor RDP-II 

(Cole et al. 2007), recuperando los 5 mejores hits. Las secuencias pre-alineadas se utilizaron para 

generar alineamientos de secuencia múltiples para ello se utilizó clustalw2 (Larkin et al. 2007). El 

resultado del alineamiento fue sometido a un análisis filogenético de maximun-likelihood con 

phyml3 (Guindon et al. 2010), bajo el mejor modelo de sustitución seleccionado por jModelTest2 

(Darriba et al. 2012). 

8.5 Identificación fenotípica de BLEEs y MBLs 

Se realizó mediante sinergismo de doble disco (DDST) modificada (Clinical and Laboratory 

Standards Institute 2013) , se utilizaron discos de imipenem (10μg), meropenem (10μg), utilizado 

EDTA (0.5M) como agente quelante, adicionalmente se agregaron disco de ertapenem (10μg), 

aztreonam (30 μg) para confirmar la no degradación del antibiótico, característica típica de la 

presencia de una metalo-betalactamasa además ceftazidima y ceftazidima con ácido clavulánico 

para comprobar la presencia de β-lactamasas de espectro extendido, así como un disco de 

cefoxitin (10μg),  el cual indica la posible presencia de AmpC. Los discos se colocaron a una 

distancia de 2cm de centro a centro en medio de cultivo Mueller-Hilton.  En la prueba, una 

deformación del halo entre el EDTA y alguno de los discos conteniendo impienem, meropenem, 

se considera como positiva para la producción de la metaloenzima. Si la diferencia es mayor o 

igual a 5mm entre ceftazidima y ceftazidima clavulánico es indicativo de una β-lactamasa. 

Finalmente, la resistencia de cefoxitin es indicativo de la posible presencia de AmpC. 
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8.6 Secuenciación de genomas completos de cepas selectas  

Se seleccionaron cepas representativas de cada grupo de estudio para secuenciación de su 

genoma para lo cual se utilizó tecnología MiSeq (2x300bp) contratando el servicio provisto por la 

Universidad del Estado de Arizona (DNASU). La extracción de DNA total se realizó utilizando el kit 

comercial de QUIAGEN (DNeasy Blood & Tissue Kit 250). 

8.7 Metodología capítulo 1: Stenotrophomonas 

La metodología empleada para el capítulo 1 de Stenotrophomonas se menciona en el artículo 

Anexo 1. 

8.8 Metodología empleada en el capítulo 3: Acinetobacter  

8.8.1 Amplificación de PCR y análisis filogenético de máxima verosimilitud de 
secuencias de multilocus  
Para el análisis de secuencias multilocus (MLSA) de aislamientos ambientales de Acinetobacter 

se identificaron genes ortólogos del genoma núcleo de todas las secuencias de genomas 

completas del género Acinetobacter mediante el paquete GET_HOMOLOGUES (Contreras-

Moreira and Vinuesa 2013). Seis loci fueron seleccionados para el diseño de  oligonucleótidos 

utilizando el servidor Primers4clades (Contreras-Moreira et al. 2009). Los amplicones fueron 

purificados y secuenciados comercialmente por las dos cadenas en Macrogen (Corea del Sur). 

Alineamientos de genes individuales fueron concatenados y la matriz resultante fue sujeta a una 

selección de modelo con jModelTest2 (Darriba et al. 2012), para su análisis filogenético bajo 

máximum likelihood (ML) criterio con PhyML3 (Guindon et al. 2010).  

8.8.2 Perfil de plásmidos 
El contenido plasmídico fue analizado por el método descrito por Kieser (1984). Anexo 15. 

8.8.3 Secuenciación, ensamble, anotación y análisis de genomas  
Se secuenciaron 14 cepas pertenecientes al género Acinetobacter. Mediante tecnología Ilúmina 

MiSeq (2x300bp) contratando el servicio provisto por la Universidad del Estado de Arizona 

(DNASU). Diez de las cepas fueron además secuenciadas con la tecnología de tercera generación 

Oxford nanopore con el equipo MinION contratando el servicio del Instituto de Biotecnología-

UNAM. Se generaron ensambles híbridos (10) con unicycler (Wick et al. 2017). Se utilizo el 

programa SPAdes (Bankevich et al. 2012) para los ensambles obtenidos con ilumina. La anotación 

de los genomas se realizó con prokka (Seemann 2014). La extracción de DNA total se realizó 

utilizando el kit comercial de QUIAGEN (DNeasy Blood & Tissue Kit 250). El análisis filogenómico 



75 

del pagenoma del género Acinetobacter se realizó utilizando el paquete GET_HOMOLOGUES 

(Contretras-Moreira B & Vinuesa P. et al. 2013) y para estimar la matriz del pangenoma y 

construir el árbol de especies se utilizó el paquete GET_PHYLOMARKERS (Vinuesa P. et al., 2018). 

En primer lugar, se filtraron las secuencias para evitar alineaciones recombinantes. Se estimó un 

árbol de especies de máxima verosimilitud a partir del conjunto concatenado de alineamientos 

de alto nivel de ADN utilizando IQ-TREE (Figura 21). 
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9. Anexos 
Anexo 1. Artículo 1: Evolutionary Genetic Anlysis Uncovers Multiple Species 

with Distinct habitat preferences and Antibiotic Resistance Phenotypes in the 
Stenotrophomonas maltophlia complex 

Anexo 2. Material suplementario del artículo 1. Evolutionary genetic analysis 
uncovers multiple species with distinct habitat preferences and antibiotic resistance 
phenotypes in the Stenotrophomonas maltophilia complex 

Anexo 3. Genome  announcements: Complete Genome Sequencing of 
Stenotrophomonas acidaminiphila  ZAC14D2_NAIMI4_2, a Multidrug-Resistant Strain 
Isolated from Sediments of a Polluted River in Mexico, Uncovers New Antibiotic 
Resistance Genes and a Novel Cass-II Lasso Peptide Biosynthesis Gene Cluster 

Anexo 4. Artículo GET_PHYLOMARKERS, a Software Package to Select Optimal 
Orthologous Clusters for Phylogenomics and Inferring Pan-Genome Phylogenies, Used 
for a Critical Geno-Taxonomic Revision of the Genus Stenotrophomonas 

Anexo 5. Material suplementario del artículo GET_PHYLOMARKERS, a 
Software Package to Select Optimal Orthologous Clusters for Phylogenomics and 
Inferring Pan-Genome Phylogenies, Used for a Critical Geno-Taxonomic Revision of 
the Genus Stenotrophomonas 

Anexo 6. Lista de especies pertenecientes al género Stenotrophomonas 

Anexo 7. Métodos de tipificación epidemiológica molecular utilizados en 
Stenotrophomonas 

Anexo 8. Genómica comparada del género Stenotrophomonas 

Anexo 9. Lista de especies de Acinetobacter que han sido reportadas y fueron 
identificadas en nuestro estudio. 

Anexo 10. Métodos de tipificación epidemiológica molecular que se han 
utilizado en Acinetobacter. 

Anexo 11. Genómica comparado del género Acinetobacter 

Anexo 12. Oligonucleótidos utilizados en este estudio  

Anexo 13. Recetas de medios utilizados en este estudio 

Anexo 14. Metodología de extracción de plásmidos (Kiesser et al., 1984) 
 

 

 

 

 

 

 



77 

Anexo 1. Artículo 1: Evolutionary Genetic Anlysis Uncovers Multiple Species with Distinct habitat preferences and 

Antibiotic Resistance Phenotypes in the Stenotrophomonas maltophlia complex
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Anexo 2. Material suplementario del artículo 1. Evolutionary genetic analysis uncovers multiple species with 

distinct habitat preferences and antibiotic resistance phenotypes in the Stenotrophomonas maltophilia complex
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Figure S5. Results of the maximum-likelihood tree search. A) Sorted log-likelihood profile for the 

10001 tree searches conducted under the maximum-likelihood criterion, starting from 1000 random 

trees and 1 BioNJ tree. The top-scoring phylogeny of this search is presented in Figures 1A and 1B in 

the main text. The lnL range = (-47512,-47403). The search started from the BioNJ tree reached a score 

of -47478.6287. B) The same tree as shown in Fig. 1B of the main text, but without collapsing the 

terminal clades containing only reference strains.
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Figure S7. Parallel boxplots summarizing the results of the stepping-stone sampling analyses based on 

10 replicate runs for each partitioning scheme, as detailed in methods. The graphs clearly show that the 

pF6p proposed by PartitionFinder (see previous section) is the best-fitting partitioning scheme of the 

four ones tested.
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Figure S8. Consensus post-burnin (50%) Bayesian species tree from 3 replicate *BEAST runs. Most 

bipartitions have a significant (>0.95) posterior probability (color-coded circles at nodes), indicating 

that the data strongly support the topology. The exceptions are the splits subtending the Smc3 (Sm2) 

and S. maltophilia (Smalt) branches, which is most likely due to the very large population size 

estimated for the latter (indicated on the branches), suggesting that Smalt may contain further cryptic 

species. Species name abbreviations are as follows: Shum = S. humi; Sterr = S. terrae; Snitr = S. 

nitrireducens; Sacida = S. acidaminiphila; Sdaej = S. daejeonesis; Skor = S. koreensis; Sgin = S. 

ginsengisoli; Sche = S. chelatiphaga; Srhiz(ab) = S. rhizophila; Smalt = S. maltophilia; Sm1 = Smc1; 

Sm2 = Smc2; Sm2 = Smc3; Sm4 = Smc4; Xaxo = Xanthomonas axonopodis; Xcamp = X. campestris; 

Span = S. panacihumi.
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Figure S9. DensiTree (see methods) representation of the merged (3 replicate runs) post-burnin (50%) 

samples of *BEAST runs for the same best hypothesis shown in Fig. S8, which reveals that the source 

trees clearly support the separation of each species lineage, with uncertainty increasing towards the 

root, as expected. This tree represents the best-fitting species-delimitation hypothesis of those tested 

(see Figs 1A and 1B as well as Table 2 in the main text), which favors splitting the S. maltophilia
complex into 5 species, as shown in Fig. 1B of the main text), and considering the lineages #8 and #10 

as separate species (Fig. 1A). 
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Figure S10. Cleveland dot-chart showing the absolute frequencies of the novel sequence types (STs) 

detected in the collection of Mexican S. maltophilia complex isolates. These rang from ST178 to 

ST233, as listed in Table S4.
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Fig. S12. Individuals-Factor biplot map resulting from the multiple correspondence analysis (MCA) of 

17 active variables (red-coloured), four supplementary categorical variables (habitat, isolation medium, 

environmental quality and MDR status). The ellipses enclose individuals assigned to the four most 

abundant species (> 10 isolates) recovered from Mexican rivers, at the 95% confidence interval. 

Species name abbreviations are as follows: malt = S. maltophilia; Sm1 = Smc1; Sm2 = Smc2; terr = S. 

terrae.
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Figure S14. The Variable-categories plot, showing their contributions coded as indicated on the color 

scale. 
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Phred scores using phred (Ewing et al., 1998) and classified at the genus level using an in-house 

pipeline programmed in Perl that queries each sequence via blastn (Camacho et al., 2009) against a 

local instance of high quality, nearly full-length rrs sequences of bacterial type strains downloaded 

from the RDP-II server (Cole et al., 2007), retrieving the five closest hits. A local instance of pre-

aligned sequences for this same rrs dataset downloaded from the RDP-II server was used to generate 

multiple sequence alignments of the newly generated sequences and selected blastn hits using the 

sequence to profile alignment function implemented in clustalw2 (Larkin et al., 2007). The resulting 

alignment was subjected to maximum-likelihood phylogenetic analysis with phyml 3 (Guindon et al., 

2010), under best-fitting substitution models selected by jModelTest2 (Darriba et al., 2012).

Table S3. Summary of allele and ST assignations for Mexican isolates in the Stenotrophomonas 

maltophilia complex (Smc1=11, Smc2=15, S. maltophilia = 52), based on the ST profiles availabe at 

http://pubmlst.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?

db=pubmlst_smaltophilia_seqdef&page=downloadProfiles&scheme_id=1, and downloaded on Nov. 

18th, 2016.

gene Number of New alleles New allele numbers
atpD 24 87 to 110

gapA 27 95 to 121

guaA 38 124 to 161

mutM 43 81to 123

nuoD 29 89 to 117

ppsA 42 107 to148

recA 29 87 to115
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ESTM1D_MKCAZ16_6 3 4 110 46 6 38 58 139

ESTM1D_MKCTX4_11 102 112 149 106 107 132 107 210

SAU14A_NAIMI4_1 66 68 128 107 108 133 60 211

SAU14Da_NACAZ8_10 103 113 150 108 109 134 108 212

SAU14Da_NAIMI4_8 104 114 151 109 110 135 109 213

SAU14Dr_NACAZ8_5 43 13 52 27 111 136 17 214

SAU14Dr_NAIMI4_11 104 114 151 109 110 135 109 213

TEXM2A_MKIMI4_10 105 115 152 110 4 137 110 215

TEXM2A_MKIMI4_3 105 115 152 111 4 138 110 216

TEXM3A_MKIMI4_1 106 116 153 112 112 139 111 217

TEXM3A_NACIP1_4 102 112 154 106 107 140 107 218

TEXM3D_MKCAZ8_3 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_MKCAZ8_7 102 112 154 106 107 140 107 218

TEXM3D_MKIMI4_2 102 112 154 113 107 141 107 220

TEXM3D_MKIMI4_3 102 112 154 114 107 141 107 221

TEXM3D_MKIMI4_4 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_MKIMI4_5 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_MKIMI4_6 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_MKIMI4_7 102 112 154 106 113 141 107 222

TEXM3D_MKIMI4_8 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_NACAZ8_1 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_NACAZ8_2 102 112 154 115 107 141 107 223

TEXM3D_NACIP1_1 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_NACIP1_2 102 112 154 116 107 141 107 224

TEXM3D_NACIP1_3 102 112 154 106 107 140 107 218

TEXM3D_NACIP1_4 102 112 154 106 107 140 107 218

TEXM3D_NACIP1_6 102 112 154 106 107 141 107 219

TEXM3D_NA_2 102 112 154 106 107 141 107 219

YAU14A_NACAZ8_1 106 117 155 117 114 142 112 225

YAU14A_NACAZ8_6 106 117 155 118 114 142 112 226

YAU14D1_LEIMI4_7 3 4 110 46 6 38 58 139

ZAC14D1_MKIMI4_10 81 118 156 119 72 143 113 227

ZAC14D1_MKIMI4_6 81 118 156 119 72 143 113 227

ZAC14D1_MKIMI4_8 81 118 157 119 72 143 79 228

ZAC14D1_NAIMI4_10 81 118 156 119 72 143 113 227

ZAC14D1_NAIMI4_5 81 118 156 119 72 143 113 227

ZAC14D1_NA_5 81 118 156 119 72 143 113 227

ZAC14D2_MKIMI4_1 107 119 158 120 115 144 114 229

ZAC14D2_MKIMI4_2 108 90 159 121 6 145 80 230

ZAC14D2_MKIMI4_9 109 120 158 122 116 146 115 231

ZAC14D2_NAIMI4_1 110 8 160 33 4 147 110 232

ZAC14D2_NAIMI4_3 13 121 161 123 117 148 22 233
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Table S5.  D'Agostino's test of skewness for the species-specific NumR and NumFam data.

data skew z p-value
dfr.smalt$NumR -0.57897, -1.80020, 0.07184

dfr.smalt$NumFam -0.88607, -2.60780, 0.009112**

dfr.sm1$NumR 0.43513, 0.79391, 0.4272

dfr.sm1$NumFam 0.38420, 0.70233, 0.4825

dfr.sm2$NumR -0.071881, -0.152440, 0.8788

dfr.sm2$NumFam 0.57799, 1.19320, 0.2328

dfr.terr$NumR -0.54765, -1.04280, 0.2971

dfr.terr$NumFam -0.74793, -1.40340, 0.1605

Table S6. Shapiro test of normality for the total and species-specific NumR and NumFam data.

data W p-value
dfr.total.clean$NumR 0.89383 0.000001557***

dfr.total.clean$NumFam 0.86688 0.0000001215***

dfr.smalt$NumR 0.93796 0.009261**

dfr.smalt$NumFam 0.70152 0.00000000555***

dfr.smc1$NumR 0.8155 0.01505*

dfr.smc1$NumFam 0.87859 0.09985

dfr.smc2$NumR 0.94551 0.3895

dfr.smc2$NumFam 0.8386 0.007222**

dfr.terr$NumR 0.90913 0.1784

dfr.terr$NumFam 0.75584 0.002134**
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The following tables summarize the results of Wilcox's robust 1-way ANOVA with trimmed means (tr

= .2) and bootstrap-estimated (nboot = 2000) sampling distribution for the trimmed means of the 

number of antibiotic resistances (NumR) and number of resistance families (NumFam).

Table S7. Wilcox's post-hoc analysis for the analysis of NumR by t1waybt (tr =.2; boot=2000). Test 

statistic: 149.9521, p-value: 0. Variance explained 0.652. Effect size 0.808

comparisons psihat ci.lower ci.upper p-value
malt-Sm2 7.48214 5.76339 9.00000 0.0000

malt-Sm1 8.26136 7.17330 9.39773 0.0000

malt-terr 8.95833 8.27431 9.72222 0.0000

Sm2-Sm1 0.77922 -1.01299 2.72727 0.5210

Sm2-terr 1.47619 -0.07937 3.30159 0.1150

Sm1-terr 0.69697 -0.43434 1.88889 0.3055

Table S8.  Wilcox's post-hoc analysis for the analysis of NumFam by t1waybt (tr =.2; boot=2000) for 

NumFam. Test statistic: 51.1979; p-value: 0. Variance explained 0.723. Effect size 0.85 

comparisons psihat ci.lower ci.upper p-value
malt-Sm2 2.37054 1.70536 2.89286 0.0000

malt-Sm1 2.65625 1.96307 3.10795 0.0000

malt-terr 2.10069 1.67708 2.63889 0.0000

Sm2-Sm1 0.28571 -0.49351 1.02597 0.6460

Sm2-terr -0.26984 -0.87302 0.55556 0.6165

Sm1-terr -0.55556 -1.07071 0.24242 0.2625
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Anexo 3. Genome announcements: Complete Genome Sequencing of Stenotrophomonas acidaminiphila  

ZAC14D2_NAIMI4_2, a Multidrug-Resistant Strain Isolated from Sediments of a Polluted River in Mexico, 

Uncovers New Antibiotic Resistance Genes and a Novel Cass-II Lasso Peptide Biosynthesis Gene Cluster 
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Anexo 4. Artículo GET_PHYLOMARKERS, a Software Package to Select Optimal Orthologous Clusters for 

Phylogenomics and Inferring Pan-Genome Phylogenies, Used for a Critical Geno-Taxonomic Revision of the Genus 

Stenotrophomonas 
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Anexo 5. Material suplementario del artículo GET_PHYLOMARKERS, a Software Package to Select Optimal 

Orthologous Clusters for Phylogenomics and Inferring Pan-Genome Phylogenies, Used for a Critical Geno-

Taxonomic Revision of the Genus Stenotrophomonas

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00771/full#supplementary-material
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*Correspondence: Pablo Vinuesa, vinuesa[at]ccg.unam.mx

Pablo Vinuesa's ORCID: http://orcid.org/0000-0001-6119-2956
Bruno Contrera-Moreira's ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5462-907X

Running title: Estimating genome phylogenies with GET_PHYLOMARKERS

The code described in this work is written in Bash, Perl and R for Linux/Unix/MacOS 
servers, and is freely available at https://github.com/vinuesa/get_phylomarkers under the
GNU GPLv3 license. A docker image bundling it with GET_HOMOLOGUES is also 
available at https://hub.docker.com/r/csicunam/get_homologues/, which can be run on 
Windows machines. 

Contents:

1. Supplementary figures S1-S6
2. Supplementary tables S1 and S2
3. Supplementary code snippets, as examples on how to run a selection of the 

auxiliary scripts distributed in the GET_PHYLOMARKERS package
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Anexo 6. Lista de especies pertenecientes al género Stenotrophomonas 

*S. africana  se reclasifico como S.  maltophilia 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

EEspecie de 
SStenotrophomonas  FFuente Cita 

S. maltophilia Humano 
(Palleroni and Bradbury 1993)  (Denton and 
Kerr 1998b) 

S. africana* 
Humano (líquido 
cefalorraquídeo) 

(DRANCOURT, BOLLET, and RAOULT 1997) 

S. nitritireducens Biofiltros de aguas residuales (Finkmann, Altendorf, and Stackebrandt 
2000) 

S. acidaminiphila Lodo de reactor anaeróbico (Assih et al. 2002) 
S. rhizophila Rizosfera de papa (Wolf et al. 2002) 

S. koreensis 
Composta de estiércol de vaca y 
paja de arroz. 

(H. C. Yang et al. 2006) 

S. dokdonensis Suelo (Yoon et al. 2006) 
S. humi Lodo de aguas residuales (Heylen et al. 2007) 
S. terrae Lodo de aguas residuales (Heylen et al. 2007) 
S. chelatiphaga Lodo de aguas residuales (Kaparullina et al. 2009) 
S. ginsengisoli Suelo de cultivo de ginseng (H. Bin Kim et al. 2010) 
S. daejeonensis Aguas residuales (M. Lee et al. 2011) 
S. pavannii  Tallos de caña de azúcar (Ramos et al. 2011) 
S. tumulicola Pinturas de murales antiguos Handa et al. 2016  
S. bentonitica Bentonita (Sánchez-Castro et al. 2017) 
S. pictorum Suelo Ouattara et al. 2017 
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Anexo 7. Métodos de tipificación epidemiológica molecular utilizados en Stenotrophomonas 

Técnica Elemento genético Aplicación Cita 
Métodos basados en fragmentos 

McRAPD Todo el genoma 

Moderado poder de 
discriminación y buen nivel de 

tipificación epidemiológica a nivel 
local. 

(Nemec et al. 2011) 

Rep-PCR (ERIC-
PCR, BOX-PCR y 

REP-PCR) 

Todo el genoma, 
especialmente en 

secuencias localizadas 
entre secuencias 

repetidas. 

Identificación a nivel local y global 
de clonas y estudios de estructura 

de la población. 

(Lin et al. 2008) 
(Gülmez and Hasçelik 2005) 

PFGE Todo el genoma 

Excelente poder de discriminación 
y tipificación que es utilizada en 

investigación a escala local y 
global. 

(Al-Jasser 2006) 
(Pompilio et al. 2011) 

 

AFLP Todo el genoma Identificación de especies de 
Stenotrophomonas 

(Hauben et al. 1999) 
 

MLVA Polimorfismo genético 
dentro de loci VNTR 

Buen nivel de tipificación y 
moderado poder discriminatorio. (Roscetto et al. 2008) 

Métodos basados en secuenciación 

MLST Polimorfismo en siete 
genes housekeeping 

Excelente poder de discriminación 
y tipificación utilizado en 

investigación a nivel global y de 
estructura de la población. 

(Kaiser, Biehler, and Jonas 
2009) 

RFLP y 
secuenciación de 

gyrB 

Polimorfismo en un 
gen housekeeping 

Buen poder discriminatorio y 
tipificación a nivel de especie. 

(Svensson-Stadler, 
Mihaylova, and Moore 

2012) 
(Coenye et al. 2004) 

AFLP: Polimorfismo de longitud de fragmento amplificado; MLST: tipificación de secuencia de multilocus; MLVA: 
Análisis multi-locus de número variable de repeticiones en tándem; PFGE: electroforesis en gel de campo pulsado; 
McRAPD: curva de fusión de amplificación aleatoria de ADN; Rep-PCR: PCR basada en secuencias repetitivas; RFLP: 
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción. 
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Anexo 8. Genómica comparada del género Stenotrophomonas 

Actividad Compuesto o actividad Gene, locus tag, proteína o 
compuesto Cepa Origen Referencia 

Degradación de 
xenobióticos 

17β-estradiol  ND S. maltophilia ZL1 Lodo activo (Z. Li et al. 2012) 
Endosulfan ND S. maltophilia Suelo contaminado (K. Kumar et al. 2007) 

DDT ND S. maltophilia Rizosfera (Barragán-Huerta et al. 
2007) 

DDT ND Stenotrophomonas sp. Suelo contaminado con pesticida (Mwangi et al. 2010) 
Tricloroetileno tce300 y tce350 S. maltophilia PM102 Suelo industrial (Mukherjee and Roy 2013) 

Clorpirifos Mpd S. maltophilia MHF ENV20 Rizosfera (Dubey y Fulekar, 2012) 

Colorantes Copa S. maltophilia AAP56 Suelo (Galai, Limam, and Marzouki 
2009) 

Fenantreno ND S. maltophilia C-6 Suelo contaminado (Gao et al. 2013) 

Queratina Serina proteasa y disulfuro 
reductasa Stenotrophomonas sp D-1 Piel de venado (Yamamura et al. 2002) 

RDX ND S. maltophilia PB1 Suelo contaminado (Binks, Nicklin, and Bruce 
1995) 

Geosmina ND Stenotrophomonas sp. Carbono biológicamente activo (Zhou et al., 2011) 

Atrazina atzA, atzB, atzC y trzD S. maltophilia Suelo de cultivos (Rousseaux, Hartmann, and 
Soulas 2001) 

p-nitrofenol ND Stenotrophomonas sp LZ-1 Lodo activado (Edwards, Liu, and Pearl 
2007) 

Hidrocarburos monocíclicos Dioxigenasa S. maltophilia KB2 Lodo activado (Urszula et al. 2009) 

Biorremediación 
de metales 

pesados 

Cr Stemr_2019 S. maltophilia R551-3 Rizosfera (Ryan et al. 2009) 
Cu ND S. maltophilia PD2 Suelo contaminado (Ghosh and Saha 2013) 
Cu Stemr_3152-54 S. maltophilia R551-3 Rizosfera (Ryan et al., 2009) 
Ar Stmr_2020-2024 S. maltophilia R551-3 Rizosfera (Ryan et al., 2009) 
Te Stmr_2893-94 S. maltophilia R551-3 Rizosfera (Ryan et al., 2009) 
Se Glutatión reductasa S. maltophilia SeITE02 Suelo contaminado (Antonioli et al. 2007) 

Pb, Zn y Ni ND S. maltophilia Planta de tratamiento de aguas 
residuales (Wierzba 2015) 
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Anexo 8. Genómica comparada del género Stenotrophomonas 

Actividad Compuesto o 
actividad 

Gene, locus tag, proteína o 
compuesto 

Cepa Origen Referencia 

Biocontrol 

Larvicida Biosurfactante S. maltophilia Suelo contaminado (Deepali, Sneha, and Sucheta 2014) 
Antifúngico Quitinasa, proteasa S. maltophilia PB3533 Rizosfera (Messiha et al. 2007) 
Antifúngico Quitinasa, proteasa S. maltophilia W81 Rizosfera (Dunne et al. 2017) 

Antifúngico Xhantobaccina A, B y C Stenotrophomonas sp. SB-
K88 Rizosfera (Nakayama et al. 1999) 

Antifúngico ND S. maltophilia Raíz (Kwok et al. 1987) 
Antifúngico ND S. maltophilia Rizosfera (Lambert et al. 1987) 
Antifúngico Maltopilina S. maltophilia R3089 Rizosfera (Jakobi et al. 1996) 
Antifúngico Enzimas líticas S. maltophilia Rizosfera (Berg, Marten, and Ballin 1996) 

Antifúngico Quitinasa S. maltophilia MUJ Rizosfera (Jankiewicz, Brzezinska, and Saks 
2012) 

Antimicrobiano ND Stenotrophomonas sp. Esponja y erizo de mar (Romanenko et al. 2008) 

Promoción del 
crecimiento de 
plantas 

Fitohormona IAA S. maltophilia AVP27 Rizosfera (N. P. Kumar and Audipudi 2015) 

Fitohormona IAA, ácido giberélico, ácido 
abscísico S. maltophilia SSA Raíz (Naz and Bano 2012) 

Antioxidante Flavonoides y Isoflavonoides S. maltophilia N5.18 Rizosfera (Algar et al. 2013) 

Catálisis 

Hidrólisis de zeína Serina proteasa alcalina S. maltophilia S-1 Suelo (Miyaji et al. 2005) 
Sustratos con 
hidroxiprolina Dipeptidil aminopeptidasa IV S. maltophilia DPIV ND (Nakajima et al. 2008) 

Monooxigenasa Flavoproteína clase B S. maltophilia PML169 Mar (Willetts et al. 2012) 

Resistencia a 
antibióticos 

 
 

Estreptomicina Smlt2336 S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al. 2009) 
Espectinomicina Smlt2125 S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 

Aminoglucósidos 

Smlt0191 
Smlt1669 
Smlt2120 
Smlt2336 
Smlt3615 

S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 

Cloranfenicol cat S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 
Fluoroquinolona qnrB S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 

Macrólidos 
Smlt0032 

Smlt1537-9 
Smlt2642-3 

S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 

�-lactamicos blaL1-blaL2 S. maltophilia K279a Humano (Ryan et al., 2009) 
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Anexo 9. Lista de especies de Acinetobacter que han sido reportadas y fueron identificadas en nuestro estudio 

Especie de Acinetobacter Fuente ambiental Cita 
A. tandoii   Lodo activado (Carr et al. 2003) 
A. schindleri Humano  (Nemec et al. 2001) 
A. johnsonii Humano, gallina, agua y ratón (Bouvet and Grimont 1986) 
A. bereziniae Humano, conejo (Nemec et al. 2010)  
A. soli Suelo forestal (D. Kim et al. 2008) 
A. baumannii Humano (Bouvet and Grimont 1986) 
A. pittii Humano (Nemec et al. 2011) 
A. oleivorans Suelo de arroz (Kang et al. 2011)  
A. junii Humano (Bouvet and Grimont 1986) 
A. beijerinckii Humano (Nemec et al. 2009) 
A. lactucae Lechuga  (Rooney, Dunlap, and Flor-Weiler 2016) 
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Anexo 10. Métodos de tipificación epidemiológica molecular que se han utilizado en Acinetobacter 

3-LST: tipificación de secuencia de 3 locus; AFLP: Polimorfismo en la longitud del fragmento amplificado; MLST: tipificación de secuencia de 
multilocus; MLVA: Análisis multi-locus de número variable de repeticiones en tándem; PCR / ESI-MS: espectrometría de masas por ionización por 
electropulverización / PCR Multilocus; PFGE: electroforesis en gel de campo pulsado; RAPD: amplificacion aleatoria de ADN; Rep-PCR: PCR basada 
en secuencias repetitivas; SLST: mecanografía basada en secuencias de un solo locus; VNTR: repetición en tándem de número variable. 

 

TTécnica EElemento genético AAplicación CCita 
MMétodos basados en fragmentos  

Esquema de 
tipificación de 
replicones por 

PCR 

Plásmido 
Determinación del pan plasmidoma de 
Acinetobacter, plásmidos circulantes y 
evolución de los genes de resistencia. 

(Bertini et al. 
2010) 

RAPD Todo el genoma Identificación epidemiológica a nivel 
local. 

(Grundmann et 
al. 1997) 

Rep-PCR 

Todo el genoma, 
especialmente en 

secuencias localizadas entre 
secuencias repetidas. 

Identificación a nivel local y global de la 
clona y estudios de estructura de la 

población. 

(Reboli et al. 
1994) 

(Higgins et al. 
2009) 

Ribotyping rDNA y región flanqueante 
Identificación del complejo A. baumannii, 
clona y en menor medida a nivel de cepa 

epidémica. 

(Nemec et al. 
2004)  

(Dijkshoorn et 
al. 1996) 

PFGE Todo el genoma Investigación a escala local y global. 
(Harald Seifert 

et al. 2005) 

AFLP Todo el genoma 
Identificación de especies de 

Acinetobacter, epidemiologia a nivel 
molecular 

(Nemec et al. 
2004) 

MLVA Polimorfismo genético 
dentro de loci VNTR 

Tipificación epidemiológica a nivel de 
cepas estrechamente relacionadas 

(Pourcel et al. 
2011) 

(Turton et al. 
2009) 

(Hauck et al. 
2012) 

(Hu et al. 2013) 
MMétodos basados en secuenciación  

SLST 

Polimorfismo en la 
secuencia de un locus 

(adeB, rpoB, recA, blaOXA-51-

like) 

Tipificación preliminar y asignación de 
aislados a clonas establecidas 

internacionalmente. 

(Villalón et al. 
2011) 
(Huys, 

Cnockaert, 
Nemec, et al. 

2005) 
(Scola et al. 

2006) 
(Turton et al. 

2007) 

3-LSD 
Polimorfismo en tres loci 

(ompA, csuE, blaOXA-51) 
Estudios de estructura de la población  

MLST 
Polimorfismo en siete genes 

housekeeping 
Estructura de la población 

(Diancourt et al. 
2010) 

(Bartual et al. 
2005) 

PCR-ESI/MS 
Polimorfismo en nueve 

fragmentos internos de seis 
genes housekeeping 

Identificación y genotipificación a nivel de 
clona y en menor medida a nivel de cepa, 
estudios de estructura de la población y 

determinación de resistencia a 
antibióticos. 

(Ecker et al. 
2006) 
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Anexo 11. Genómica comparado del género Acinetobacter 

FFunción  CCompuesto o actividad  GGene o proteína  CCepa  OOrigen  RReferencia  

DDegradación 
dde 

xenobióticos  

Poliacrilamida ND Acinetobacter sp. 11 Suelo (Matsuoka et al. 2002) 
QACs ND Acinetobacter spp. Aguas residuales (Al-Ahmad et al. 2000) 
Fenol ND Acinetobacter sp. W-17 Aguas residuales (Beshay et al. 2002) 

Ketoadipato pcaH Acinetobacter sp Marisma (Buchan, Neidle, and Moran 2001) 

Tolueno ND 
Acinetobacter calcuaceticus 

RAG-1 
Suelo (Chamanrokh et al. 2008) 

Diesel ND Acinetobacter sp. Suelo (Gallego et al. 2001) 

Colorantes Lignina 
peroxidasa 

Acinetobacter calcoaceticus 
NCIM 

NCIM (Ghodake et al. 2009) 

Hexadecano ND Acinetobacter sp Suelo (Gomez et al. 2011) 
Anilina catRBCAD Acinetobacter iwoffii K24 Suelo (S. Il Kim, Yoo, and Kahng 2001) 

Aceite mineral ND 
Acinetobacter calcuaceticus 

TM-31 
Agua 

(Pleshakova, Muratova, and Turkovskaya 
2001) 

Benceno Alcalin lipasa Acinetobacter baylyi Lodo (Uttatree, Winayanuwattikun, and 
Charoenpanich 2010) 

Fenol mphKLMNOP 
Acinetobacter calcuaceticus 

PHEA-2 
Agua (Xu et al. 2003) 

Benzoato benMABCDEKP 
Acinetobacter calcuaceticus 

PHEA-2 
Suelo (Zhan et al. 2008) 

Resistencia a 
metales 
pesados 

Co, Cu, Hg, Zn, Cd, Cr, Bi, Ag, As, Sb, Mo, 
Se, W, Sn, Ni, Li, Al. 

ND Acinetobacter genoespecie3 Suelo (Dhakephalkar and Chopade 1994) 

Ag 
Lignina 

peroxidasa 
Acinetobacter sp MCC 3391 Rizosfera (Singh et al. 2017) 

Promoción del 
ccrecimiento de 

plantas  

IAA ND Acinetobacter spp Suelo (Kuklinsky-Sobral et al. 2004) 

Aumento de biomasa ND Acinetobacter baumannii CD-1 Suelo (Dursun, EkIncI, and Dönmez 2010) 

 

 

 

 

 

 

Anexo 11. Genómica comparado del género Acinetobacter 
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FFunción  CCompuuesto o actividad  GGene o proteína  CCepa  OOrigen  RReferencia  

CCatálisis 

Ethapolan ND Acinetobacter sp IMV B-7005 Suelo 
(Pirog, Vysyatetskaya, and Korzh 

2007) 
Ethapolan ND Acinetobacter sp 12S Suelo (Pirog, Kovalenko, and Kuz 2002) 

Cianoficina CphA Acinetobacter sp ADPI DSMZ 
(Krehenbrink, Oppermann-Sanio, 

and Steinbüchel 2002) 

Microdiesesl Acetiltranferasa Acinetobacte baylyi ADPI Suelo 
(Kalscheuer, Stölting, and 

Steinbüchel 2006) 

Emulsan ND Acinetobacter calcoaceticus 
RAG-1 

Suelo (Johri, Blank, and Kaplan 2002) 
(Chamanrokh et al. 2008) 

Lipasa Alcalin lipasa Acinetobacter radioresistens Lodo de aguas residuales (C. Y. Li et al. 2005) 
Lipasa Alcalin lipasa Acinetobacter sp ES-1 Lodo activo (K. W. Lee et al. 2006) 
Lipasa Alcalin lipasa Acinetobacter hemolyticus Suelo (Jagtap et al. 2010) 
Lipasa Alcalin lipasa Acinetobacter radioresistens Lodo de aguas residuales (Chen, Cheng, and Chen 1998) 

Biosurfactante ND Acinetobacter spp Mar (Satpute et al. 2008) 
Biosurfactante ND Acinetobacter johnsonii O2F Pez (Floris et al. 2018) 

Resistencia a 
aantibióticos 

 

Penicilina, Ampicilina, Carbemicilina, 
Cloxacilina, Amoxicilina, Cefaloridina, 

Cefazolina, Estreptomicina, Kananicina, 
Gentamicina, Cloranfenicol. 

ND Acinetobacter genoespecie3 Suelo (Dhakephalkar and Chopade 1994) 

Meropenem blaoxa-40 
Acinetobacter baumannii 

ACB20 Humano (Lolans et al. 2006) 

Oxitetraciclina tet(39) Acinetobacter spp Sedimentos de agua (Agersø and Petersen 2007) 
Sulfametoxazol sull, sulll Acinetobacter spp Estiércol de pollo (Agersø and Petersen 2007) 

Ceftazidima ampC Acinetobacter baumannii* Humano (Corvec et al. 2003) 
Ciprofloxacino, Cefepime, Imipenem, 

Meropenem, Cefoperazona/sulbactam, 
Netelmicina. 

ND Acinetobacter baumannii* Humano (Dizbay et al. 2008) 

Oxitetraciclina, Cloranfenicol, 
Sulfametoxazol, Gentamicina, 

Ciprofloxacino, Amoxicilina 
ND Acinetobacter spp Agua 

(Luca Guardabassi, Petersen, and 
Olsen 1998) 

Tetraciclina tetA, tetB Acinetobacter baumannii* Humano (L. Guardabassi et al. 2000) 

Tetraciclina tetA, tetB, tetM Acinetobacter baumannii* Humano (Huys, Cnockaert, Vaneechoutte, et 
al. 2005) 

Anexo 11. Genómica comparado del género Acinetobacter 

Función  Compuesto o actividad  Gene o proteína  Cepa  Origen  Referencia  
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RResistencia a 
aantibióticos  

 

Carbapenemicos blaOXA-40 Acinetobacter baumannii* Humano (Lolans et al. 2006) 
Penicilina, Ampicilina, Carbenicilina, 

Cloxacilina, Amoxicilina, Cefaloridina, 
Cefazolina, Estreptomicina, Kanamicina, 

Gentamicina, Cloranfenicol. 

ND Acinetobacter genoespecie3 Suelo (Dhakephalkar and Chopade 1994) 

Trimetoprim dfrA7 Acinetobacter baumannii* Humano (Segal, Thomas, and Elisha 2003) 
Aminoglucósidos aaC(3)-IIa Acinetobacter baumannii* Humano (Segal, Thomas, and Elisha 2003) 

Amoxicilina, Gentamicina, Ciprofloxacina, 
Ticarcilina, Cefalotina. ND Acinetobacter calcoaceticus Agua (Tahrani et al. 2018) 

� Varios aislados; Ag: Plata; Al: Aluminio; As; Arsénico; B: Boro; Bi: Bismuto; Cd: Cadmio; Cr: Cromo; Co, Cobalto; Cu: Cobre; DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; Hg: Mercurio; IAA: Ácido 
indolacetico Li: Litio; Mo: Molibdeno; NCIM: National Collection of Industrial Microorganisms ND: no definido; Ni: Níquel; QACs: compuestos cuaternarios de amonio; Sb: Antimonio; Se: Selenio; Sn: Estaño; W: Volfrabio y Zn: 
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Anexo 12. Oligonucleótidos utilizados en este estudio  

Stenotrophomonas     
Oligonucleótido Secuencia TM (ºC)  Referencia 

atpD Fw 5´-ATGAGTCAGGGCAAGATCGTTC-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
atpD Rv 5´-TCCTGCAGGACGCCCATTTC-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
gapA Fw 5´-TGGCAATCAAGGTTGGTATCAAC-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
gapA Rv 5´-TTCGCTCTGTGCCTTCACTTC-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
ppsA Fw 5´-CAAGGCGATCCGCATGGTGTATTC-3´ 62 Kaiser S. et al., 2009. 
ppsA Rv 5´-CCTTCGTAGATGAARCCGGTRTC-3´ 62 Kaiser S. et al., 2009. 
recA Fw 5´-ATGGACGAGAACAAGAAGCGC-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
recA Rv 5´-GGTGATGACCTGCTTGAACGG-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 

guaA Fw 5´-AACGAAGAAAAGCGCTGGTA-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
guaA Rv 5´-ACGGATGGCGGTAGACCAT-3´ 56 Kaiser S. et al., 2009. 
nuoD Fw 5´-TTCGACACTACACCATGAAC-3´ 48 Kaiser S. et al., 2009. 
nuoD Rv 5´-CAGCGCGACTCCTTGTACTT-3´ 48 Kaiser S. et al., 2009. 

mutM Fw 5´-YTDCCCGAAGTMGAAACYAC-3´ 56 En este estudio  
mutM Rv 5´-GCAGYTCCTGYTCGAARTARCC-3´ 56 En este estudio  

Acinetobacter    
Oligonucleótido Secuencia TM (º C) Referencia 

atpD Fw 5´-ACTCGTGAAGGTAAYGAYTTCTA-3´ 55 En este estudio  
atpD Rv 5´-GACCTTTAAAGCACAGRATNGT-3´ 55 En este estudio 
fusA Fw 5´-TTTAGAACGTATGGAATTCCCDGA-3´ 55 En este estudio 
fusA Rv 5´-TTTAGAACGTATGGAATTCCCDGA-3´ 55 En este estudio 
infB Fw 5´-TTGAAGAAATGGGNCAYMAYCC-3´ 55 En este estudio 
infB Rv 5´-TCACCACCCCAYTSYTCWGC-3´ 55 En este estudio 
recA Fw 5´-ATGTCAAATTGAAAARCARTTYGG-3´ 55 En este estudio 
recA Rv 5´-AATTTTCATACGAATYTGGTTRAT-3´ 55 En este estudio 
gyrB Fw 5´-TTGGTCGTCAAGARTAYAAYCC-3´ 50 En este estudio 
gyrB Rv 5´-CATCATCACCCATBARRCA-3´ 50 En este estudio 
rpoC Fw 5´-GCAGCAATTAAAGARTTYTTTGG-3´ 55 En este estudio 
rpoC Rv 5´-GTTATAACCATTCCANGTCATRA-3´ 55 En este estudio 
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Anexo 12. Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

Gen blanco o región Oligos (5'-3') Producto de PCR 
esperado (bp) Referencia 

bla-VIM 
VIM-F- GTGTTTGGTCGCATATCGC 

380 
(Garza-Ramos et al. 

2009) 
VIM-R-CGAGCACCAGGATAGAAG  

bla-GIM 
GIM-F-TGTAGCGTTGCCAGCTTTAG 

633 
(Garza-Ramos et al. 

2009) 
GIM-R-TTCCAACTTTGCCATGCCCC  

bla-IMP 
IMP-F-GGAATAGAGTGGCTTAATTC 

271 
(Garza-Ramos et al. 

2009) 
IMP-R-GCCAAGCTTCTATATTTGCG  

bla-SPM 
SPM-F-AACTCACCTAAATCGAGAGGC 

818 
(Garza-Ramos et al. 

2009) 
SPM-R-TACAGTTCTATTTCCCAAC  

bla-KPC 
KPC-F-CTGTCTTGTCTCTCATGGCC 

796 
(Naas et al. 2008) 

KPC-R-CCTCGCTGTGCTTGTCATCC  

bla-GES 
GES-F-CTTCATTCACGCACTATTAC 

827 
(Wachino et al. 2004) 

GES-R-TAACTTGACCGACAGAGG  

5CS' 5CS-GGCATCCAAGCAGCAAG  (Levesque et al. 1995) 

3CS' 3CS-AAGCAGACTTGACCTGA  (Levesque et al. 1995) 

Intl1/HS463a CTGGATTTCGATCACGGCACG  (Stokes et al. 2006) 

Intl1/HS464 ACATGCGTGTAAATCATCGTCG  (Stokes et al. 2006) 
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Anexo 13. Recetas de medios utilizados en este estudio 

Medio NAA Pseudomonas 

Solución Winogradsky  (3 soluciones) (1L) 

1) K2HPO4      0.8 g 
2) MgSO4   0.26 g 
3) MnSO4  3.04 mg 
4) NH4NO3 1 g          1g 

 

Medio base   (1 L) 

1) N-lauroyl sarcosine sodium salt  1.2 g 
2) Agar noble    18 g 
3) Casaminoácidos    5 g 
4) H2O destilada     550 ml 

 

*Mezclar las soluciones con medio base a temperaturas bajas (puede causar precipitaciones a temperaturas 

altas). 

Adicionar 150 ml de cada solución para 1L de medio. 

Medio Simmons-Citrato    

1 K2HPO4                        1 g 
2 NaCl   5 g 
3 Na3C6H5O7   2 g 
4 MgSO4                  0.2 g 
5 Azul bromotimol  0.08 g 
6 Inositol                  1.5 % 
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Anexo 14. Metodología de extracción de plásmidos (Kiesser et al., 1984) 

Solución I 
Sacarosa 1M 15ml 
Tris-HCL 1M pH 8 1.25ml 
EDTA 0.5M pH8 2.5ml 
H2O 31.25ml 
Volumen final 50ml 

 

 

 

 

 

1.- Cultivar en overnight a 37ºC medio LB 

2.- Alicuotar centrifugando a 14, 000rpm por 3minutos 

3.- Adicionar 400ul de Solución I. Mezclar en vortex 

4.- Adicionar 100ul de lisozima preparada (10mg/ml). Mezclar muy suavemente por inmersión 

5.-Incubar 30 minutos en hielo 

6.- Adicionar 250u de solución II. Mezclar suavemente por inmersión 

7.- Incubar 30 minutos a 55ºC, posteriormente enfriar en agua  

8.- Agregar 80ul de fenol-cloroformo. Mezclar con vortex  

9.- Centrifugar a 14, 000rpm a 4ºC por 20 minutos. Guardar 450ml de sobrenadante 

10.-Cargar en agarosa 0.7% Buffer TBE 1X, 6 horas (80V) 

  

Solución II 
NaOH 5M 300ul 
SDS 10% 1.0ml 

H2O 3.7ml 
Volumen final 5ml 
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