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I. INTRODUCCIÓN 

I. 1. Relevancia clínica del género Acinetobacter 

Las bacterias del género Acinetobacter se encuentran entre los Gram-negativos 

que causan infecciones oportunistas con mayor frecuencia en México y a nivel 

mundial (Boucher et al 2009, Garza-González et al 2010, Luna et al 2014, Morfin-

Otero et al 2012). Principalmente causan infecciones nosocomiales; es decir, que 

los primeros signos y síntomas se presentaron al menos 48 horas después del 

ingreso del paciente al hospital (Inweregbu et al 2005). Estas infecciones se 

encuentran asociadas frecuentemente con la contaminación de superficies como 

catéteres y ventiladores (Munoz-Price y Weinstein 2008, Inweregbu et al 2005). 

Sin embargo, hay algunos reportes de infecciones adquiridas ―en la comunidad‖, 

es decir, fuera del ambiente del hospital (Munoz-Price y Weinstein 2008, Peleg et 

al 2008). Entre las enfermedades que causan los miembros del género 

Acinetobacter se encuentran: la neumonía asociada a ventiladores, la meningitis, 

la endocarditis, y las infecciones de heridas, de ojos y del tracto urinario (Antunes 

et al 2014). Además, son agentes causales de bacteremia (cuando hay bacterias 

en el torrente sanguíneo) y sepsis, una infección que involucra inflamación a nivel 

sistémico, desregulación del sistema inmune y falla orgánica (Antunes et al 2014, 

Pai et al 2015). 

Acinetobacter baumanii es la especie del género más comúnmente aislada en el 

ambiente nosocomial a nivel mundial. Esta especie representa un problema serio 

de salud pública porque está ampliamente diseminada y muchas de sus clonas 

son multi-drogo-resistentes (resistentes a más de 3 clases de antibióticos 

diferentes) o pan-drogo-resistentes, es decir, resistentes a todos los antibióticos 

disponibles en una zona geográfica determinada (Boucher et al 2009, Gundi et al 

2009). Por otra parte, los patógenos emergentes como Acinetobacter haemolyticus 

y otras especies de Acinetobacter se confunden con A. baumanii  en muchos 

hospitales, debido al poder de resolución limitado de las pruebas fenotípicas que 

se llevan a cabo para identificarlas (Gundi et al 2009, Peleg et al 2008), tal como 
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se explicará a detalle en secciones posteriores. Asimismo, es importante 

mencionar que estas especies todavía son sensibles a una amplia gama de 

antibióticos, por lo que todavía no son tan peligrosas como A. baumanii (Peleg et 

al 2008, Tayabali et al 2012). Además, los miembros del complejo A. 

calcoaceticus-baumannii son patógenos emergentes en perros, gatos y caballos 

(Müller et al 2014). 

 

I. 2. El género Acinetobacter 

El género Acinetobacter está compuesto por cocobacilos Gram negativos, 

catalasa-positivos, oxidasa-negativos, no fermentadores, aerobios estrictos 

(Brenner et al 2005, Nemec et al 2000). Estas bacterias pertenecen al Phylum 

Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia 

Moraxellaceae (Peleg et al 2008). Si bien carecen de flagelo, pueden desplazarse 

por medio del nado en enjambre, del inglés swarming y de sacudidas, del inglés 

twitching motility (Eijkelkamp et al 2011).  

 

I. 2. 1. El complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumanii 

El complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumanii está formado por A. baumanii, 

A. calcoaceticus, A. pittiii, A. nosocomialis, A. seiferttii, y la genoespecie ―entre la 3 

y la 13‖ (Nemec et al 2015). Estas especies son muy homogéneas a nivel de 

pruebas fenotípicas y a veces son indistinguibles mediante la secuencia del 16S 

rRNA (Gundi et al 2009). 

 

I. 2. 2. Acinetobacter haemolyticus 

A A. haemolyticus se le llamó inicialmente Achromobacter haemolyticus y después 

genoespecie 4  (Bouvet y Grimont 1986). Los estudios de hibridación de DNA-

DNA junto con las pruebas fenotípicas, ayudaron a delimitar inicialmente a esta 

especie, ya que, por ejemplo, a diferencia de otros Acinetobacter, A. haemolyticus 
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puede hidrolizar gelatina y hacer hemólisis. Sin embargo, cabe destacar que la 

genoespecie 6 también presenta ese fenotipo; pero los resultados de las pruebas 

bioquímicas y de los experimentos de hibridación ADN-ADN evitaron que las 

agruparan con el mismo nombre (Bouvet y Grimont 1986). Además, hay especies 

nuevas descritas recientemente que también tienen capacidad hemolítica, tales 

como A. beijerinckii y A. gyllenbergii (Nemec et al 2009). 

Por otra parte, es importante señalar que A. haemolyticus es la segunda especie 

más frecuente de Acinetobacter en algunos hospitales (Gundi et al 2009). 

Además, se encuentra en aislados ambientales de agua (Akbulut et al 2014, Icgen  

y Yilmaz 2014), de suelo (Mujumdar et al 2014) y de piel humana de individuos 

sanos (Berlau et al 1999, Patil y Chopade 2001, Yavankar et al 2007). Asimismo, 

hay grupos de investigación que han evaluado el potencial biotecnológico y de 

biorremediación de esta especie porque han encontrado cepas capaces de 

degradar aceites (Tayabali et al 2009). 

 

I. 2. 3. Problemas de clasificación taxonómica de Acinetobacter 

Dado que los miembros del complejo A. calcoaceticus-baumanii son muy 

homogéneos a nivel de pruebas fenotípicas, es difícil diferenciarlos por estos 

métodos; así que tanto los esquemas automatizados de pruebas bioquímicas 

como las pruebas no automatizadas reportan con certeza la identidad de los 

aislados clínicos únicamente a nivel de género (Peleg et al 2008). Por otra parte, 

existen todavía muchas cepas que no han sido muy estudiadas a nivel molecular. 

Entre ellas hay aislados clínicos, de personas asintomáticas, de animales y 

ambientales (Müller et al 2014). 

Es importante mencionar que, contrario a otras especies del género, Acinetobacter 

baumanii ha sido ampliamente estudiada a nivel genómico. El genoma core de 

este grupo representa alrededor del 50% del genoma de estas bacterias (Touchon 

et al 2014), y el de las cepas clínicas también incluye factores de virulencia y 

genes de resistencia (Antunes et al 2014). Además, A. baumannii tiene un 



4 

 

pangenoma abierto (Antunes et al 2014), lo cual refleja las consecuencias de que 

la especie sea naturalmente competente; es decir, que sea propensa a adquirir 

genes por transferencia genética horizontal mediante transformación. 

 

II. ANTECEDENTES 

II. 1. Pruebas fenotípicas  

Entre las pruebas fenotípicas más utilizadas para identificar bacterias se 

encuentran la morfología de las colonias en medio sólido, la capacidad de crecer a 

distintas temperaturas, así como la capacidad de metabolizar diferentes sustratos. 

El supuesto de la identificación basada en estas pruebas es que las especies 

consisten en grupos definidos que comparten ciertas características metabólicas. 

 

II. 1. 1. Morfología de colonias 

Las colonias de Acinetobacter son redondas, de bordes definidos, y pueden ser 

mucoides o no mucoides (Brenner et al 2005). Además, en agar McConkey son 

colonias rosadas-violáceas. Esta característica se considera en combinación con 

los perfiles obtenidos por medio de las pruebas bioquímicas o de la espectrometría 

de masas. 

 

II. 1. 2. Aprovechamiento de nutrientes y otras pruebas fisiológicas 

Tanto los esquemas automatizados como los no automatizados han demostrado 

que el género Acinetobacter es capaz de metabolizar una amplia variedad de 

compuestos. Son incluso capaces de degradar compuestos aromáticos (Brenner 

et al 2005). Los esquemas de identificación abarcan 34 pruebas bioquímicas 

(Bouvet y Grimont 1986, Nemec et al 2011), las cuales incluyen el 

aprovechamiento de aminoácidos y la fermentación de azúcares. Estos esquemas, 

principalmente en sus versiones comerciales y automatizadas, se utilizan en los 
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hospitales como método de rutina para la identificación taxonómica de los aislados 

clínicos. Sin embargo, muchas veces dan lugar a una identificación errónea a nivel 

de especie (Park et al 2015, Wang et al 2014).  

 

II. 1. 3. Crecimiento a distintas temperaturas 

Casi todas las especies de Acinetobacter pueden crecer a las mismas 

temperaturas. Si bien aparentemente hay algunas especies que se han podido 

diferenciar por no poder crecer a 37 °C, 41 °C o a 44 °C (Brenner et al 2005, 

Nemec et al 2011), los resultados pueden variar dependiendo de las condiciones 

de cultivo y del crecimiento de las bacterias (Nemec et al 2011). 

 

II. 1. 4. Pruebas de hemólisis y de gelatinasa 

Una forma de separar especies dentro del género Acinetobacter consiste en 

evaluar su capacidad proteolítica, es decir, conocer si pueden hacer hemólisis y 

degradar gelatina. Con base en esto, algunos autores separan a esas cepas de 

las que pertenecen al complejo A. calcoaceticus-baumannii (Nemec et al 2011). 

Entre las cepas que son positivas a esas pruebas, se encuentran Acinetobacter 

haemolyticus, la genoespecie 6, A. beijerinckii y A. gyllenbergii (Bouvet y Grimont 

1986, Nemec et al 2009).  

 

II. 1. 5. Perfiles de espectrometría de masas 

Al someter colonias aisladas a espectrometría de masas con MALDI-TOF (Matrix- 

Asisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight) se obtienen los perfiles de 

proteínas ribosomales, pues son las más abundantes en la célula. Es importante 

resaltar que cuando los aislados en cuestión se encuentran bien representados en 

la base de datos utilizada, o cuando el poder de resolución es menor, por ejemplo, 

al considerar al complejo A. calcoaceticus-baumannii como si fuera una unidad 

taxonómica, hay muy pocos casos de identificación incorrecta (Guo et al 2014). 
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Sin embargo, los casos de identificación incorrecta aumentan cuando se toman en 

cuenta criterios más estrictos. Por ejemplo, al no considerar al complejo A. 

calcoaceticus-baumannii como una unidad taxonómica, A. berenziniae y A. ursingii 

se han  identificado erróneamente como miembros del complejo (Wang et al 

2014); mientras que los verdaderos miembros del complejo no pueden resolverse 

a nivel de especie (Wang et al 2014) o son confundidos entre ellos, como ocurre 

con A. baumannii y A. nosocomialis (Jamal et al 2014).  

Estos problemas de identificación incorrecta demuestran que las pruebas 

fenotípicas tienen un poder de resolución limitado. Además, las especies mejor 

caracterizadas tienen información en las bases de datos de los proveedores de 

pruebas automatizadas de pruebas bioquímicas y de espectrometría de masas, 

mientras que las especies poco estudiadas muy pocas veces pueden ser 

identificadas, pues carecen de información en dichas base de datos. 

 

II. 2. Pruebas de hibridación de DNA-DNA 

Los estudios de hibridación de ácidos nucleicos han sido considerados como el 

estándar de oro para definir especies bacterianas. Esta técnica consiste en 

evaluar la diferencia de dos puntos medios de temperatura (ΔTm): entre la Tm del 

DNA ‗puro‘ (homoduplex) y la Tm de la mezcla de DNA de los dos organismos bajo 

comparación (heteroduplex) (Rosselló-Móra y Amann, 2001). Para considerar a 

dos organismos como miembros de la misma especie, el valor de ΔTm debe ser 

menor o igual a 5 °C (Janda y Abbott 2007, Rosselló-Móra y Amann, 2001). Sin 

embargo, ya casi nadie lleva a cabo estos experimentos porque son muy caros y 

complicados. Por otro lado, estos experimentos presentan el problema de que los 

resultados son comparables únicamente a nivel local.  
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II. 3. ANI  

El valor promedio de identidad nucleotídica (del inglés, ANI) es una aproximación 

bioinformática a los experimentos de hibridación DNA-DNA. El supuesto de esta 

metodología es que si dos especies tienen un valor ANI mayor al 96%, pueden ser 

consideradas como miembros de la misma especie (Richter y Rosselló-Móra 

2009). La ventaja de esta metodología es que es una alternativa a los estudios de 

hibridación de ácidos nucleicos y que los resultados pueden compartirse entre 

laboratorios. Además, permiten aprovechar los datos de genoma completo.  

Hay dos maneras de calcular el valor de ANI. Una de ellas es mediante BLAST y 

otra –la más rápida y más robusta- utiliza MUMMER (Richter y Rosselló-Móra 

2009). Es importante mencionar que los valores de ANI altos -mayores al 95%- 

correlacionan fuertemente con los datos experimentales de hibridación de ácidos 

nucleicos, independientemente de la metodología usada para calcularlo (Richter y 

Rosselló-Móra 2009).  

Para calcular el valor ANI con BLAST, es necesario partir de los genes anotados, 

o fragmentar los genomas en pedazos de 1020 bases antes de buscar los genes 

compartidos (Richter y Rosselló-Móra 2009). La desventaja de esta metodología 

es que requiere tener los genes anotados. En lo que respecta a MUMMER, los 

fragmentos comparados son de 1024 bases con NUCMER (a nivel de nucleótidos) 

o con PROMER (a nivel de proteínas). Esta metodología tiene como ventaja que 

no es necesario anotar los genomas y que es más rápida que ANIb (Richter y 

Rosselló-Móra 2009).  

 

II. 4. Métodos basados en patrones electroforéticos en geles 

En general, estas pruebas consisten en visualizar en geles los patrones de 

digestión de enzimas que cortan pocas veces en el genoma o en delinear el perfil 

electroforético de enzimas de la maquinaria basal. 

 



8 

 

II. 4. 1. AFLP 

La amplificación de fragmentos de longitudes polimórficas (del inglés, Amplified 

Fragment Lenght Polymorfism, AFLP) consiste en primero digerir el DNA 

genómico con enzimas de restricción tales como, HindIII, TaqI, EcoRI y MseI. 

Después, se ponen adaptadores en los fragmentos, y se usa ese DNA como 

templado para la amplificación de manera selectiva. Finalmente, se comparan los 

patrones de las bandas (Dijkshoorn et al 1996, Rafei et al 2014).  

 

II. 4. 2. ARDRA y ribotipificación 

El análisis de restricción de DNA ribosomal amplificado (del inglés, ARDA) se 

basa, tal como su nombre lo indica, en amplificar regiones que codifican para el 

rRNA, someterlo a digestión con enzimas de restricción y observar los perfiles de 

restricción en geles de agarosa (Nemec et al 2000). Una variante es la 

ribotipificación; en dicha técnica la diferencia es que para identificar los alelos se 

hace Southern blot e hibridaciones con sondas específicas (Dijkshoorn et al 1996, 

Rafei et al 2014). 

 

II. 4. 3. MLEE 

El análisis de perfiles electroforéticos de enzimas de la maquinaria basal  (MLEE 

del inglés, Multi Locus Enzyme Electrophoresis) se basa en el supuesto que los 

genes que codifican para las enzimas están sujetos a selección neutral y que los 

cambios observados van a reflejar la historia evolutiva de las bacterias estudiadas. 

Para Acinetobacter, las enzimas estudiadas eran: aconitasa, adenilato cinasa, 

alcohol deshidrogenasa, fosfatasa ácida, fosfatasa alcalina, catalasa, α-naftil-

acetato esterasa, fumarasa, glucosa-6-fosfata deshidrogenasa, ácido glutámico- 

oxaloacético transaminasa, indofenol oxidasa, isocitrato deshidrogenase, lactato 

deshidrogenase, leucina aminopeptidasa, malato deshidrogenasa,  malato 

deshidrogenasa descarboxílica, fosfoglucomutasa, 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa, y fosfoglucosa isomerasa (Seltmann et al 1995).  
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La técnica consiste en separar las muestras en geles de almidón al 10%, y 

posteriormente comparar las proteínas de interés, las cuales son teñidas de 

manera específica por medio de reacciones colorimétricas (Seltmann et al 1995). 

Para clasificar a las cepas dentro del mismo tipo electroforético es necesario que 

no difieran en más de una enzima; para que se encuentren en el mismo subtipo es 

necesario que no difieran en más de tres enzimas (Seltmann et al 1995).  

 

II. 4. 4. PFGE 

Otra técnica basada en geles es la electroforesis en campos pulsados (del inglés, 

Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE), en la cual el DNA total se digiere con 

enzimas de restricción que cortan pocas veces en el genoma. Para el caso de 

Acinetobacter, ApaI es la enzima que más se utiliza. Posteriormente, los 

fragmentos se resuelven mediante electroforesis en campos pulsados y los 

perfiles de restricción se comparan para distinguir cepas a nivel local. Si bien esta 

técnica se ha considerado como el estándar de oro de la tipificación a nivel 

molecular en varias especies de patógenos, presenta el problema de que la 

técnica se limita a estudios a nivel local.  

 

II. 5. Análisis de la secuencia del 16S rRNA 

Dado que el 16S rRNA es esencial y se encuentra en todas las bacterias, se ha 

utilizado ampliamente para estudiar la diversidad bacteriana. Sin embargo, esta 

metodología presenta varios problemas: para comenzar, no hay un consenso 

sobre qué regiones amplificar y hay errores en las secuencias depositadas en las 

bases de datos (Janda y Abbott 2007). Por otra parte, tiene un poder de resolución 

limitado, ya que puede resolver con certeza el estatus taxonómico de las cepas 

únicamente a nivel de género. Por ejemplo, no es posible distinguir a nivel de 

especie a los miembros de complejo A. calcoaceticus-baumannii por medio de la 

secuencia del 16S rRNA (Park et al 2015).  
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II. 6. Análisis de loci únicos 

Una aproximación molecular para evitar el problema de mala identificación por 

16S rRNA ha sido secuenciar la región variable de algún gen de la maquinaria 

basal que sea monocopia. En este caso se han propuesto varios candidatos: gyrB, 

recA y rpoB. 

 

II. 6. 1. gyrB 

El gen gyrB codifica para la subunidad estructural de la DNA girasa, una 

topoisomerasa de tipo II que participa en la replicación del ADN. Hay reportes de 

que los resultados del análisis de un fragmento interno de dicho gen son 

congruentes con los resultados de hibridación de DNA-DNA (Yamamoto et al 

1999) y con la filogenia dada por otros loci tales como rpoB para algunas especies 

del género Acinetobacter (Krizova et al 2014). Sin embargo, ciertas mutaciones en 

este locus son determinantes de la resistencia a los antibióticos de la familia de las 

fluoroquinolonas (Gu et al 2015, Park et al 2011). 

 

II. 6. 2. recA 

Un fragmento variable del gen que codifica para una recombinasa involucrada en 

reparación de daño al DNA (recA) se propuso hace varios años para distinguir 

entre especies cercanas del género Acinetobacter (Nowak y Kur 1995); pero la 

principal aplicación fue para estudiar los perfiles de restricción del fragmento 

amplificado por PCR, y aun así hubo especies que no pudieron separarse por esa 

metodología (Nowak y Kur 1995). Por otro lado, los análisis de la secuencia de 

dichos fragmentos mostraron que la filogenia dada por recA es distinta de la 

reconstruida con gyrB (Krawczyk et al 2002). Esto podría deberse a que, como ya 

se mencionó antes, gyrB puede presentar mutaciones determinantes de 

resistencia a antibióticos, y a que recA –además de una recombinasa- pudiera ser 

un regulador de respuesta general a estrés (Aranda et al 2011), por lo que ambos 

genes están sujetos a presiones selectivas, algunas mediadas por antibióticos.  
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II. 6. 3. rpoB 

Un fragmento variable del gen que codifica para la subunidad beta de la ARN 

polimerasa (rpoB) ha sido un buen marcador filogenético, pues permite distinguir 

entre especies cercanas y la filogenia es congruente con los estudios de 

hibridación de ácidos nucleicos. Cabe destacar que distintos autores han 

propuesto oligonucleótidos diferentes para amplificar distintas zonas informativas 

del gen (Diancourt et al 2010, La Scola et al 2006, Wang et al 2014). Sin embargo, 

la llamada ―Zona-1‖ es de las más utilizadas para clasificación taxonómica en el 

género Acinetobacter (La Scola et al 2006). Por otro lado, a pesar de que en otros 

organismos como los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis hay 

mutaciones en rpoB que confieren resistencia a rifampicina y rifabutina (Berrada et 

al 2016), por el momento no ha habido reportes similares en Acinetobacter. 

 

II. 7. MLST 

El esquema del MLST, del inglés Multi Locus Sequence Typing, se basa en el 

estudio de los perfiles alélicos para las regiones variables de 7 genes de la 

maquinaria basal. El supuesto de la metodología es que los loci bajo estudio se 

encuentran sujetos a evolución neutral y que la cantidad de regiones amortiguará 

los eventos de recombinación que lleguen a afectar a algún locus. La metodología 

consiste en amplificar las regiones conservadas de siete u ocho genes de la 

maquinaria basal, secuenciarlas y estudiarlas con diversas herramientas. Los 

genes elegidos deben estar separados en el genoma para que un solo evento de 

recombinación no afecte a todos los loci al mismo tiempo. Además, deben tener 

una sola copia en el genoma para que los oligonucleótidos sólo amplifiquen una 

región por gen. Esta metodología representa una ventaja respecto a los métodos 

basados en geles porque las secuencias nucleotídicas se pueden compartir entre 

laboratorios por todo el mundo. Gracias a bases de datos dedicadas a esto, como 

PubMLST, esta metodología si es comparable a una escala global. Esta es una de 

las razones por las que el MLST es una herramienta que se utiliza ampliamente en 
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el análisis la diversidad bacteriana, especialmente en las especies patógenas, 

tales como A. baumannii y Staphylococcus aureus. El esquema de MLST se 

propuso inicialmente para Neisseria meningitidis (Maiden et al 1998); sin embargo, 

ha funcionado para varias bacterias patógenas, entre ellas Acinetobacter 

baumannii. Actualmente, para esta última especie, hay dos esquemas, los cuales 

difieren en algunos genes.  

 

II. 7. 1. Oxford 

El esquema de MLST conocido como ―Oxford‖ se desarrolló para estudiar la 

estructura poblacional de aislados clínicos del complejo A. calcoaceticus-

baumannii de hospitales de España y Alemania, así como algunos aislados de las 

clonas internacionales previamente reportadas mediante PFGE y AFLP (Bartual et 

al 2005). El tamaño de las regiones amplificadas varía de 305 a 513 bases. Los 

genes del esquema Oxford son: cpn60 (una chaperonina), gdhB (una glucosa 

deshidrogenasa), gltA (una citrato sintasa), gpi (una glucosa-6-fosfato isomerasa), 

gyrB (la subunidad beta de la DNA girasa), recA (una recombinasa) y rpoD (el 

factor sigma 70 de la RNA polimerasa). Eligieron estos genes porque se 

encuentran separados en el cromosoma de A. baylyi ADP1, la cepa que usaron 

como referencia para mapear los genes. Usando este esquema, los autores 

encontraron que había estructura poblacional en sus aislados, y que los grupos 

observados en el dendrograma calculado con UPGMA eran consistentes con los 

que obtenían con PFGE y AFLP. Además, las especies diferentes se encontraban 

en grupos distintos e independientes (Bartual et al 2005).  

Si bien en el estudio inicial del MLST de Oxford concluyeron que los genes 

elegidos eran adecuados para estudiar diversidad en A. baumannii (Bartual et al 

2005), hay evidencia de que dos de esos genes (gyrB y gpi) están sujetos a 

recombinación (Hamouda et al 2010), pues la topología de los árboles de esos 

genes por separado es inconsistente con la filogenia de especies, lo cual podría 

deberse a transferencia genética horizontal. Además, es posible que gpi no sea un 

buen indicador de diversidad, pues ese locus llega a presentar alrededor del doble 
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de alelos diferentes en comparación con los demás genes (Wang et al 2013). Sin 

embargo, no se sabe qué tanto afecten los eventos de recombinación a la 

resolución del esquema de MLST Oxford, pues a pesar de los problemas de gyrB 

y gpi, varios estudios han demostrado que la estructura poblacional de A. 

baumannii es clonal, y que hay tres clonas predominantes a nivel mundial 

(Antunes et al 2014, Hamouda et al 2010).  

 

II. 7. 2. Pasteur 

El esquema de MLST conocido como ―Pasteur‖ también fue diseñado para evaluar 

estructura poblacional y diversidad dentro de las clonas internacionales del 

complejo A. calcoaceticus-baumannii, identificadas previamente mediante AFLP y 

ribotipificación (Diancourt et al 2010). Los fragmentos amplificados varían de 297 a 

633 bases. Los genes del esquema Pasteur son: cpn60 (una chaperonina), fusA 

(un factor de elongación), gltA (una citrato sintasa), pyrG (una CTP sintasa), recA 

(una recombinasa), rplB (una proteína ribosomal 50S de la subunidad larga L2) y 

rpoB (la subunidad beta de la RNA polimerasa). Los autores del estudio inicial del 

MLST Pasteur no encontraron estructura poblacional dentro de A. baumannii con 

árboles filogenéticos de máxima verosimilitud, pues los aislados no se separaban 

claramente dentro de la especie. Más bien, observaron que los genes del MLST 

permitían la separación de las especies del complejo A. calcoaceticus-baumannii. 

Sin embargo, encontraron que los grupos previamente reportados de las ―clonas 

internacionales‖ de la 1 a la 3 también se separaban dentro de A. baumannii 

cuando los analizaron con árboles de expansión mínima (Diancourt et al 2010). 

Si bien en el estudio inicial del MLST Pasteur se reporta que la topología de los 

árboles con rplB es inconsistente con la filogenia de especies en algunas 

ocasiones (Diancourt et al 2010), otros estudios han demostrado que los aislados 

de A. baumannii se agrupan principalmente en tres clonas internacionales cuando 

usan ese esquema de MLST (Zarrilli et al 2013). Esto último es consistente con lo 

reportado por estudios hechos con el esquema Oxford del MLST, pues además las 

clonas son equivalentes (Zarrilli et al 2013). 
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III. OBJETIVOS 

III. 1. Objetivo general 

Dado que A. haemolyticus es un patógeno emergente, que ha sido poco 

estudiado, y que se confunde frecuentemente con otras especies de Acinetobacter 

en los hospitales, el objetivo del presente trabajo consiste en definir si A. 

haemolyticus es un grupo coherente y definido, independiente de Acinetobacter 

baumannii y de otros miembros del complejo calcoaceticus-baumannii.  

 

III. 2. Objetivos particulares 

Primero, corroborar el estatus taxonómico de un aislado clínico mexicano de 

Acinetobacter para evaluar si realmente podría ser un miembro de la especie de A. 

haemolyticus, un patógeno emergente y oportunista. Después, ensamblar y anotar 

el genoma completo de este aislado para permitir comparaciones con la secuencia 

de varias regiones y a nivel de genoma completo. Finalmente, hacer análisis de 

genómica comparativa entre ese aislado, varios genomas secuenciados 

disponibles en NCBI y la secuencia de otras dos cepas mexicanas que pertenecen 

a la especie A. haemolyticus.  

 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV. 1. Microbiológicos 

IV. 1. 1. Extracción de DNA genómico del aislado clínico 

Estudié un aislado de una paciente de Oncología Médica del Instituto Nacional de 

Cancerología de la Ciudad de México. La fecha del aislado fue del 3 de febrero de 

2012, y la fuente fue un hemocultivo. El hospital indicó que se trataba de 

Acinetobacter baumanii. Resembré tres veces la colonia aislada para asegurar su 

pureza. Cabe destacar que durante ese proceso de purificación no hubo pérdida 
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de plásmidos. Después, mantuve la colonia purificada  en glicerol al 40% a -80 °C. 

De ese stock resembré la cepa cada vez que necesité usarla.  

Para obtener ADN, piqué una colonia aislada para inocular un matraz de 100 mL 

de LB líquido que incubé toda la noche a 37 °C, con agitación constante (250 

rpm). El kit que use para aislar el DNA  dependió del objetivo. Para levantar el 

fragmento variable de rpoB y la secuenciación con Illumina, usé un kit de Thermo 

Scientific (Genomic DNA Purification kit); mientras que para la secuenciación con 

PacBio, usé un kit de Qiagen (Puregene Yeast/Bact Kit B). 

 

IV. 1. 1. 1. Kit de Thermo Scientific 

Para este protocolo utilicé cuatro pastillas de células obtenidas con 3 mL de cultivo 

cada una (4 tubos eppendorf de 1.5 mL 2 veces cada uno) y el Genomic DNA 

Purification kit #K0512 de Thermo Scientific. Seguí las instrucciones del fabricante 

con algunas modificaciones. El protocolo que implementé es el siguiente: 

1. Resuspender pastillas en 200 uL de Tris-EDTA pH8 (10:1). 

2. Añadir 400 uL de solución de lisis del kit. Agitar con fuerza. Nota: el 

contenido del tubo se va a aclarar como indicador de lisis. 

3. Incubar 60 min a 65 °C en el termomixer. 

4. Añadir 600 uL de cloroformo. Mezclar con fuerza por inversión. 

5. Centrifugar 30 min a máxima velocidad o hasta que se separen bien las 

fases. 

6. Tomar la parte superior, sin tocar ni jalar la interfase y poner ese 

sobrenadante en tubos nuevos.  

7. Agregar al sobrenadante ―puro‖ 720 uL de H2O estéril y 80 uL de solución 

de precipitación del kit. Agitar con fuerza hasta que se vean hilillos blancos. 

8. Centrifugar 5 min a máxima velocidad y descartar el sobrenadante. 

9. Resuspender la pastilla en 100 uL de solución de NaCl del kit. 

10.  Agregar 3 uL de RNAseA a 0.4 mg/mL. Incubar 30 min a 37 °C. 

11.  Añadir 300 uL de etanol absoluto frío. Guardar a -20 °C overnight. 
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12. Centrifugar 10 min a máxima velocidad. Descartar el sobrenadante. 

13. Agregar 300 uL de etanol al 70%. 

14.  Centrifugar 5 min a máxima velocidad. Descartar sobrenadante. 

15.  Dejar la pastilla secarse a temperatura ambiente no más de 5 min. 

16.  Disolver en 50 uL de H2O tibia. 

17.  Juntar todo en un solo tubo.  

18. Centrifugar 30 min a máxima velocidad. Pasar el sobrenadante a un nuevo 

tubo. Descartar la pastilla. 

 

IV. 1. 1. 2. Kit de Qiagen 

Para este protocolo utilicé cuatro pastillas de células obtenidas con 1.5 mL de 

cultivo cada una (4 tubos eppendorf de 1.5 mL una vez cada uno) y el kit de 

Qiagen Puregene Yeast/Bact. Kit B con el protocolo Gentra Puregene: Gram 

Negative para extraer gDNA. Seguí las instrucciones del fabricante con algunas 

modificaciones. El protocolo que implementé es el siguiente: 

1. Lavar las pastillas con suero fisiológico estéril (NaCl 0.9%). 

2. Añadir 300 uL de la solución de lisis del kit y mezclar pipeteando con 

cuidado para evitar que se formen burbujas. Incubar 5 min a 80 °C. 

3. Agregar 1.5 uL de la solución de RNaseA del kit o 3 uL de RNAseA a 0.4 

mg/mL. Mezclar 25 veces por inversión. Incubar 1 hora a 37 °C. 

4. Incubar en hielo unos minutos para enfriar rápidamente los tubos. 

5. Añadir 100 uL de la solución de precipitación de proteínas. Vortexear 

vigorosamente 20 seg a alta velocidad. 

6. Centrifugar 30 min a máxima velocidad. 

7. Poner en tubos nuevos 300 uL de isopropanol y agregar el sobrenadante. 

8. Mezclar suavemente por inversión 50 veces. 

9. Centrifugar 10 min a máxima velocidad y descartar el sobrenadante. 

10.  Añadir 300 uL de etanol al 70% y mezclar por inversión. 

11.  Centrifugar 1 min a máxima velocidad. 
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12. Descartar el sobrenadante. Dejar secar la pastilla a temperatura ambiente 

máximo 5 min. 

13.  Resuspender cada una de las pastillas en 100 uL de H2O. Pipetear 

suavemente con una punta cortada. 

14.  Juntar todo en un solo tubo. Incubar overnight a temperatura ambiente. 

15.  Centrifugar 30 min a máxima velocidad. Pasar el sobrenadante a un nuevo 

tubo. Descartar la pastilla. 

 

IV. 1. 2. PCR de rpoB 

Amplifiqué el fragmento variable de rpoB por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa (del inglés, PCR) con los oligonucleótidos que amplifican la ―Zona-1‖ 

(La Scola et al 2006). Los oligos que utilicé fueron:  

Oligo Forward: 5‘-  TAY CGY AAA GAY TTG AAA GAA G 

Oligo Reverse: 5‘- CMA CAC CYT TGT TMC CRT GA 

Ajusté la reacción a un volumen final de 50 uL. Usé una mezcla de dNTPs de 

Thermo Scientific, la ADN polimerasa Taq Platinum y oligonucleótidos a una 

concentración de 5 picomolar/uL. Dicha reacción consistió en: 4 uL DNA, 1 uL 

dNTPs, 5 uL buffer 10x, 2 uL MgSO4 50 mM, 5 uL oligo forward, 5 uL oligo 

reverse, 0.2 uL Taq Platinum y 27.8 uL H2O. 

Las condiciones para PCR fueron: 

Desnaturalización inicial de 94 °C 5 min, 

35 ciclos de: 94 °C 30 seg, 54 °C 30 seg, 72 °C 1 min, 

Extensión final de 72 °C 7 min. 

Verifiqué el tamaño esperado con un gel de agarosa al 1% (5 uL de producto de 

PCR + 5 uL buffer de carga). Después, purifiqué el producto de PCR con el 

GeneJET PCR Purification Kit #K0702 de Thermo Scientific de acuerdo a las 
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instrucciones del fabricante. De esta manera se remueven sales, dNTPs, 

oligonucleótidos y proteínas. 

 

IV. 1. 3. Perfil de plásmidos 

Utilicé la técnica de Eckhardt (Eckhardt 1978) con algunas modificaciones para 

visualizar el perfil de plásmidos de tres cepas cuyos plásmidos fungieron como 

marcadores de peso, y de A. haemolyticus 11616 con el fin de determinar el 

número y tamaño aproximado de los plásmidos que contiene.  

Las cepas y plásmidos marcadores fueron: 

Cepa Tamaño de los  

plásmidos (Kb) 

Referencia 

Rhizobium etli CE3 Δ5 642, 371, 250, 194, 184, 

60.7 

Landeta et al 2011 

Escherichia coli DH5α con 

PSRK TcR  

6.2 Khan et al 2008 

Escherichia coli DH5α con 

pMOB  

1.8 Strathmann et al 1991 

 

El protocolo del gel horizontal para conocer el perfil de plásmidos consistió en: 

1. Poner un cultivo overnight de una colonia aislada en 3 mL de LB líquido. 

2. Preparar un gel horizontal a 0.75% de agarosa TB 1X. 

3. Medir densidad óptica (D.O.) a 620 nm de los. Poner en un tubo eppendorf 

el volumen necesario de cultivo para tener una D.O. de 0.2 en 1 mL; pero 

no hacer la dilución.   

4. Obtener pastilla luego de centrifugar 6-8 minutos a 14 000 rpm. A partir de 

aquí todo se hace en hielo. 
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5. Resuspender la pastilla en 0.5 mL de H2O estéril fría. Disolver pipeteando. 

6. Añadir muy suavemente por la pared del eppendorf 1 mL de solución de 

Sarcosil al 0.3 %. 

7. Centrifugar 6 minutos a 14 000 rpm y descartar el sobrenadante. 

8. Agregar 80 uL de ficoll (20% en TE 10:1). Dejar la muestra en hielo 15 

minutos. 

9. Colocar el gel en la cámara y agregar TB 1X hasta que toque el gel sin 

cubrir los pozos. 

10. Agregar a cada pozo 30 uL de SDS al 10%. 

11. Correr el gel a 100 volts durante 15 minutos con el polo negativo invertido. 

12. En el cuarto frío agregar TB 1X a la cámara hasta cubrir el gel. 

13. Preparar alícuotas de 230 uL de solución de lisis (RNAsa 0.4 mg/mL en TE 

+ 1 mg/mL de azul de bromofenol) y un stock fresco de lisozima (10 mg/mL 

en H2O). Después, añadir 80 uL de la solución de lisozima a las alícuotas 

de solución de lisis. 

14. Resuspender cada muestra en el cuarto frío en 20 uL de la solución de lisis 

con lisozima. Mezclar con cuidado para no formar burbujas y cargar 30 uL 

de cada muestra por pozo en el gel. 

15. Correr el gel a 40 volts por 90 minutos, esta vez con los polos en la 

orientación estándar. Posteriormente correr el gel a 100 volts por 999 

minutos (aproximadamente 17 horas). 

16. Teñir el gel 20 min con 200 uL de bromuro de etidio. Desteñir 20 min con 

agua. Visualizar. 
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IV. 2. Secuenciación 

Antes de mandar a secuenciar, evalué la pureza de los ácidos nucleicos con 

Nanodrop 2000 y su integridad –así como la ausencia de RNA— con geles de 

agarosa al 1% (1 uL de gDNA + 5 uL de buffer de carga, 5 uL de producto de PCR 

+ 5 uL de buffer de carga). Envié a secuenciar el producto de PCR purificado a 

MACROGEN, Corea. Además, mandé a secuenciar, también a MACROGEN, con 

Illumina HiSeq (lecturas pareadas de tamaño 100 pb); obtuve el gDNA con el kit 

de Thermo Scientific. Además, envié a secuenciar el gDNA del kit de Qiagen con 

PacBio. Dos celdas se hicieron en MACROGEN, Corea y otro par de celdas, con 

Yale, USA. Las librerías filtraron para fragmentos de tamaño mayor a 20 kilobases. 

 

IV. 3. Análisis bioinformáticos 

IV. 3. 1. BLAST con rpoB parcial 

Extraje la secuencia consenso de las lecturas de Illumina del fragmento de rpoB 

con CLC Genomics Workbench 8.5.1 (Qiagen Bioinformatics). Posteriormente, usé 

BLASTN (Altschul et al 1990) para verificar el estatus taxonómico de la cepa en 

una primera aproximación. El criterio para filtrar el mejor hit de BLAST fue un 

porcentaje de identidad mayor o igual al 99% y una cobertura mayor o igual al 

70% de la secuencia. 

 

IV. 3. 2. Ensambles 

Ensamblé las lecturas de Illumina con CLC Genomics Workbench 8.5.1 (Qiagen 

Bioinformatics) y parámetros default, mientras que con SPAdes 3.6.0 (Nurk et al 

2013) y Velvet (Zerbino y Birney 2008) probé distintos k-meros. Las lecturas de 

PacBio se ensamblaron de novo con SMRT Analysis 2.3 (Pacific Biosciences) con 

el protocolo HGAP 3.0 (Chin et al 2013) y probé distintos tamaños esperados del 

genoma. Asimismo, llevé a cabo ensambles híbridos con las lecturas de Illumina y 

PacBio con SPAdes (Antipov et al 2015, Nurk et al 2013).  
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Para obtener ensambles de buena calidad usé los siguientes criterios: maximizar 

el N50 y minimizar el número de contigs, que la suma de todos los contigs sea 

similar al tamaño esperado de un Acinetobacter (aproximadamente 4 millones de 

bases), y seleccionar replicones completos (circularizados) del tamaño esperado 

por el gel de perfil de plásmidos. 

 

IV. 3. 3. Anotación del genoma 

Para conocer los genes que tiene la cepa, anoté los contigs circularizados 

inicialmente con el servidor web de RAST, Rapid Annotation using Subsystem 

Technology, (Azik et al 2008) con los siguientes parámetros: sí generar modelo 

metabólico, anotación con el algoritmo de RAST, y sin corrección de frameshifts. 

Para la refinar la anotación de las proteínas predichas por RAST, usé la base de 

datos de COGs (Galperin et al 2015) y el subconjunto de proteínas bacterianas de 

UniProt-SwissProt (The UniProt Consortium 2015) (versión del 4 de diciembre de 

2015). Los criterios para aceptar la anotación fueron: identidad mayor al 30%, 

cobertura mayor al 80% y que se tratara de un bidirectional best hit. 

Posteriormente, para refinar la anotación de los genes de resistencia a 

antibióticos, usé el servidor web de ResFinder (Zankari et al 2012). Finalmente, 

revisé la anotación de las proteínas de inicio de la replicación de manera manual 

con BLASTN y BLASTX (Altschul et al 1990) para cada uno de los contigs que 

posiblemente corresponden a plásmidos. 

 

IV. 3. 4. Cálculo de ANI 

Para comenzar, descargué la secuencia de los genomas elegidos en el sitio FTP 

de NCBI para las bacterias del género Acinetobacter 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/). 

Primero hice un análisis preliminar en el que elegí dos genomas completos al azar 

de cada una de las especies de Acinetobacter disponibles en NCBI, y uno cuando 
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no había más disponibles. Después, tomé dos genomas de cada miembro del 

complejo A. calcoaceticus-baumannii con los siguientes criterios:  

1- Que el genoma estuviera cerrado o fuera el mejor draft.  

2- Que éste representara grupos diferentes de la especie, donde me basé en 

el dendrograma que calcula NCBI con BLAST.  

a. Para el caso de A. baumannii, elegí a un representante del complejo 

clonal 1 y a uno del complejo clonal 2. 

b. Para A. haemolyticus elegí a todas las cepas secuenciadas 

disponibles en NCBI bajo el nombre de esa especie. Además, incluí 

a una A. sp. que en el análisis preliminar se había agrupado con A. 

haemolyticus. Asimismo, incluí el genoma completo de la cepa del 

presente estudio y al genoma de otros dos aislados mexicanos a 

nivel de draft. 

Los números de acceso y los nombres de la cepa se resumen en la siguiente 

tabla. Cabe señalar que las cepas mexicanas no están depositadas en genbank y 

por lo tanto no cuentan con un identificador del ensamble (NA). Además, indico 

con un asterisco los casos  de identificación incorrecta dentro de NCBI, tal como 

se detalla en la sección de Resultados y Discusión. 

Especie indicada  
en genbank 

Cepa Identificador del ensamble 

A. haemolyticus 11616 NA 
A. haemolyticus 10633 NA 
A. haemolyticus INNSZ174 NA 
A. haemolyticus ATCC 19194 GCA_000164055.1 
A. haemolyticus TG21157 GCA_000301715.1 
A. haemolyticus TG19599 GCA_000302315.1 
A. haemolyticus TG19602 GCA_000309035.1 
A. haemolyticus CIP 64.3 GCA_000369065.1 
A. haemolyticus NIPH 261 GCA_000369085.1 
A. haemolyticus MTCC 9819 GCA_000430205.1 
A. haemolyticus NBRC 109758 GCA_000830135.1 
A. sp. * ATCC 27244 GCA_000156555.1 
A. haemolyticus * JKSF06 GCA_001575095.1 
A. baumannii AYE GCA_000069245.1 
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A. baumannii ACICU GCA_000018445.1 
A. nosocomialis 6411 GCA_000814165.3 
A. nosocomialis NIPH 386 GCA_000368605.1 
A. pittii PHEA-2 GCA_000191145.1 
A. pittii AP_882 GCA_001577285.1 
A. seifertii NIPH 973 GCA_000368065.1 
A. calcoaceticus NIPH 13 GCA_000367865.1 
A. calcoaceticus ANC 3680 GCA_000368945.1 
 

Después, con pyani.py (https://github.com/widdowquinn/pyani) calculé los valores 

de ANIm entre todos los genomas en la comparación. Finalmente, grafiqué los 

valores de ANIm en un mapa de calor hecho con la librería ComplexHeatmap de 

R/Bioconductor (Gu 2015). 

 

IV. 3. 5. Filogenias 

Primero busqué la secuencia completa de nucleótidos del gen que codifica para 

rpoB en cada una de las cepas estudiadas con ANIm. Además, obtuve la 

secuencia de proteínas para la que codifica dicho locus. Es importante señalar que 

descarté las cepas con secuencias parciales de rpoB (A. pittii PHEA-2, A. seifertii 

NIPH 13 y A. haemolyticus NBRC 10975). Posteriormente, alineé los nucléotidos 

con base en el alineamiento de proteínas. Este último lo hice con Clustal Omega 

(Sievers et al 2011); y el primero lo realicé con RevTrans 1.4 (Wernersson y 

Pedersen 2003). Por otro lado, obtuve las secuencias de los fragmentos de los 

esquemas de MLST Oxford (Bartual et al 2005) y Pasteur (Diancourt et al 2010) 

por medio del servidor del Center for Genomic Epidemiology (Larsen et al 2012). 

Dado que todas las cepas estudiadas con ANIm contaban con los fragmentos 

enteros, todas fueron incluidas en las filogenias de ambos los esquemas del 

MLST. El alineamiento de las secuencias de nucleótidos de los esquemas del 

MLST lo hice con Clustal Omega (Sievers et al 2011). 

Después, evalué los modelos de evolución con jModelTest (Darriba et al 2012, 

Guindon et al 2003) para cada uno de los alineamientos y reconstruí las filogenias 
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con PhyML (Guindon et al 2010) con el mejor modelo para cada alineamiento. 

Corrí mil pruebas de bootstrap y visualicé los árboles con FigTree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

 

IV. 3. 6. Comparación entre las topologías de los árboles 

Comparé los árboles generados por ambos esquemas de MLST y rpoB. Para esto, 

utilicé varias pruebas disponibles en el programa TreePuzzle (Schmidt et al 2012): 

Kishino-Hasegawa de una sola cola, Shimodaira-Hasegawa y pesos de la 

verosimilitud esperada. 

La hipótesis nula de la prueba de Kishino-Hasegawa (KH) es que los árboles están 

igualmente soportados por los alineamientos, mientras que la hipótesis alternativa 

es que los árboles no están igualmente soportados. Esta prueba hace 

comparaciones pareadas entre los árboles (Schmidt 2009).  

Por otro lado, la prueba de Shimodaira-Hasegawa (SH) evalúa si los árboles 

(incluyendo el de máxima verosimilitud) pueden explicar igualmente bien los 

alineamientos; la hipótesis alternativa es que alguno o ninguno de los árboles son 

igualmente buenas explicaciones de los alineamientos. Esta aproximación provee 

intervalos de confianza más conservadores que la prueba de Kishino-Hasegawa 

(Schmidt 2009, Strimmer y Rambaut 2002).  

Por último, la prueba de pesos de la verosimilitud esperada (ELW, del inglés 

Expected Likelihood Weights) evalúa cuál es el árbol que mejor explica los 

alineamientos. Esta prueba es la más estricta y provee intervalos de confianza 

similares a los de la prueba de Kishino-Hasegawa; además toma en cuenta que es 

posible que el mejor árbol pueda no estar presente entre las topologías evaluadas 

(Strimmer y Rambaut 2002). 

 

 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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IV. 3. 7. Test de recombinación 

La prueba phi (Bruen et al 2006), implementada en SplitsTree (Huson y Bryant 

2006), también se conoce como índice de homoplasias pareadas (del inglés 

Pairwise Homoplasy Index) y es un método comúnmente usado para determinar si 

un gen ha experimentado eventos de recombinación. Dado que una homoplasia 

es un caracter compartido no homólogo, la prueba phi evalúa qué fenómenos 

explican mejor los cambios observados en un alineamiento: eventos de 

recombinación o mutaciones convergentes. La hipótesis nula es que no hay 

recombinación, y la hipótesis alternativa es que sí hay recombinación (Bruen et al 

2006, White et al 2013). 

 

V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El genoma de la cepa estudiada se compone por un cromosoma y seis plásmidos. 

Logré ensamblar y anotar el cromosoma y varios contigs pequeños mediante un 

ensamble híbrido con las 4 celdas de PacBio y las lecturas de Illumina HiSeq; 

mientras que un replicón grande (el plásmido de 80 kilobases) logré ensamblarlo 

únicamente con las 4 celdas de PacBio. Cabe destacar que el ensamble híbrido 

da mayor certitud en las secuencias en comparación con los ensambles de 

Pacbio, pues las lecturas de PacBio brindan una menor cobertura y tienen 

calidades menores que las lecturas de Illumina.  

Si bien el tamaño de los contigs es similar al esperado de acuerdo al perfil de 

plásmidos (Imágenes 1 y 2), no es idéntico. Además, como los tamaños 

observados en las secuencias son muy parecidos en el rango de 5 a 10 kilobases 

y todas tienen proteínas de inicio de la replicación, no hay certeza sobre cuál 

secuencia corresponda a un plásmido pequeño cerrado y cuál a la secuencia 

parcial de un plásmido más grande. Es por eso que habrá que aislar y secuenciar 

por separado cada replicón de esta cepa cuyo tamaño se encuentre en el rango 

de 3 a 20 kilobases.  
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En la Tabla 1 se enlista la cantidad de secuencias que codifican para proteínas 

(CDS), tRNAs y operones ribosomales presentes en cada uno de los contigs. Los 

nombres de los contigs que representan plásmidos (o que pudieran ser el 

fragmento de alguno) respetan la nomenclatura utilizada en otras bacterias Gram 

negativas como Rhizobium. 

El aislado estudiado tiene algunos genes de resistencia a antibióticos y todos ellos 

se encuentran en el cromosoma. Tales genes son: una aminoglucósido acetil-

transferasa, una OXA-214, una beta-lactamasa de clase C, y una cloranfenicol 

acetil-transferasa. En contra parte, ninguno de los contigs que pudieran ser parte 

de plásmidos presenta genes de modificación de antibióticos.  

Cabe destacar que durante el proceso de anotación manual, entre los mejores hits 

de BLASTN contra la nr, encontré de manera repetida algunos fragmentos del 

genoma draft del escarabajo Dendroctonus ponderosae. Esto podría deberse a 

que la secuencia de NCBI del escarabajo en realidad tenga DNA de algún 

Acinetobacter. Evidencia de esto serían algunos trabajos que han demostrado que 

los escarabajos tienen una gran cantidad de bacterias (Morales-Jiménez et al 

2013), y que en el suelo se hayan encontrado bacterias del género Acinetobacter 

(López-López et al 2010, Mujumdar et al 2014). 

Nombre Tamaño 

(kilobases) 

CDS tRNAs Operones 

ribosomales 

cromosoma 3493.5 3373 73 6 

pAhae11616-a 5.02 6 - - 

pAhae11616-b 5.92 4 - - 

pAhae11616-c 6.95 7 - - 

pAhae11616-d 7.75 9 - - 

pAhae11616-e 10.69 13 - - 

pAhae11616-f 86.61 103 - - 

Tabla 1. Contigs con proteínas de inicio de la replicación presentes en A. 

haemolyticus 11616.  
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Por otra parte, confirmé que el aislado clínico estudiado pertenece a la especie A. 

haemolyticus por medio de las filogenias de rpoB, ambos esquemas del MLST y 

con los valores de ANIm (ver imágenes 3 a 6). Es importante notar que encontré 

posibles errores de clasificación dentro de los genomas del género Acinetobacter 

en NCBI. Por ejemplo, la cepa ATCC 27244, a la cual no se le había asignado 

especie, es en realidad una A. haemolyticus de acuerdo a mis análisis; mientras 

que la cepa JKSF06 no es A. haemolyticus, sino que pertenece a la especie A. 

venetianus. Cabe señalar que también hay reportes previos de problemas de 

clasificación taxonómica en NCBI en bacterias marinas del género 

Pseudoalteromonas (Bosi et al 2015). Por lo anterior, resulta importante que los 

proyectos de secuenciación de bacterias verifiquen el estatus taxonómico de la 

cepa bajo estudio antes de subir la secuencia a bases de datos como NCBI, pues 

éstas no verifican la certeza de la asignación de la especie (Bosi et al 2015). Una 

aproximación rápida para lograr lo anterior, en términos de cómputo y esfuerzo, es 

hacer comparaciones a nivel de ANI pues ya existen varias herramientas que 

permiten llevar a cabo dichos análisis, tales como jSpecies (Richter y Rosselló-

Móra 2009) o pyani.py (https://github.com/widdowquinn/pyani).  

Asimismo, se observa que los genomas de A. haemolyticus analizados en el 

presente trabajo forman un grupo definido, pues sus valores de ANIm se 

encuentran entre el 97 y el 99%; por encima del punto de corte para delimitar 

especies que es 95-96% (Richter y Rosselló-Móra 2009). El mismo agrupamiento 

también se observa por medio de los árboles con las secuencias completas del 

gen rpoB (ver figura 2) y con el concatenado de los siete fragmentos de genes en 

ambos esquemas del MLST (ver figuras 3 y 4). Sin embargo, las filogenias con los 

genes de ambos esquemas del MLST tienen un soporte muy pobre para las ramas 

más internas dentro de A. haemolyticus y hay politomías en las ramas más 

internas en la topología dada por rpoB. Las separaciones pobremente soportadas 

a veces ocasionan problemas al comparar las topologías dadas por los esquemas 

del MLST pues, tal como se puede observar en la Tabla 2, generalmente se 

rechaza la hipótesis nula de que las topologías de los MLST sean equivalentes a 
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la topología dada por rpoB cuando α = 0.05; sin embargo, con un punto de corte 

más estricto (α = 0.01) generalmente se acepta la hipótesis nula. 

Alineamiento Árbol KH SH ELW Rechazo H0;  
alfa = 0.01 

Rechazo H0;  
alfa = 0.05 

Oxford MLST     (p < alfa) (p < alfa) 

 Oxford MLST 1 1 0.9818 no no 

 Pasteur MLST 0.013 0.015 0.0182 no sí 

       

Pasteur MLST       

 Oxford MLST 0.027 0.036 0.0236 no sí 

 Pasteur MLST 1 1 0.9764 no no 

Tabla 2. Comparación entre las topologías dadas por los MLST Oxford y Pasteur. 

Por otro lado, generalmente se rechaza la hipótesis nula de que las topologías de 

los MLST sean equivalentes a la topología dada por rpoB, incluso cuando α = 0.01 

(Tabla 3). Esto pudiera explicarse en parte porque el árbol de rpoB presenta 

politomías y que el alineamiento indica que hay señales de recombinación por 

medio de la prueba phi (p = 5.498E-11 en el alineamiento con todas las cepas; p = 

0.03278 cuando consideramos únicamente a A. haemolyticus).  

Alineamiento Árbol KH SH ELW Rechazo H0;  
alfa = 0.01 

Rechazo H0;  
alfa = 0.05 

Oxford MLST     (p < alfa) (p < alfa) 

 Oxford MLST 1 1 0.9847 no no 

 Pasteur MLST 0.012 0.197 0.0153 no KS, ELW 

 rpoB 0 0 0 sí sí 

       

Pasteur MLST       

 Oxford MLST 0.054 0.153 0.03 no ELW 

 Pasteur MLST 1 1 0.97 no no 

 rpoB 0 0.014 0 KS, ELW sí 

       

rpoB Oxford MLST 0 0 0 sí sí 

 Pasteur MLST 0 0.001 0 sí sí 

 rpoB 1 1 1 no no 

Tabla 3. Comparación entre las topologías dadas por el gen rpoB completo y los 

esquemas de MLST Oxford y Pasteur. 
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Asimismo, las regiones de los MLST de A. baumannii no son adecuadas para 

estudiar la diversidad genómica de A. haemolyticus, pues los oligonucleótidos rara 

vez permiten amplificar los fragmentos en A. haemolyticus. Además, ambos 

esquemas fueron diseñados para A. baumannii, una especie separada de A. 

haemolyticus. Por lo anterior, ninguno de los dos esquemas del MLST cuenta con 

perfiles alélicos (ST) de cepas de A. haemolyticus depositados en sus bases de 

datos.  

VI. PERSPECTIVAS 

Dado que A. haemolyticus es un patógeno oportunista emergente que también se 

encuentra en el ambiente y en la piel humana sana, resulta importante estudiar la 

diversidad presente dentro de la especie. De esta manera, se podrá saber si hay 

características que vuelvan patógenas a las cepas ambientales y comensales, tal 

como es el caso de la bacteria comensal N. meningitidis, la cual ocasiona 

meningitis e infecciones respiratorias cuando adquiere determinantes de 

patogenicidad por transferencia genética horizontal o cuando presenta mutaciones 

en genes reguladores dentro del genoma core que modulan la virulencia (Schoen 

et al 2008). Otro escenario posible es que cualquier cepa ambiental sea capaz de 

infectar a las personas inmunocomprometidas, como sucede con Kleibsiella 

pneumoniae, donde la infección depende más de factores que vuelvan propenso 

al hospedero (como ser un paciente inmunocomprometido) que de los 

determinantes de patogenicidad (Holt et al 2015).  

Cabe destacar que la información sobre el tamaño y número esperado de 

plásmidos permite evaluar con mayor certitud la calidad del ensamble en términos 

biológicos, es decir, saber si los contigs en realidad representan a algún plásmido. 

Así que, dado que no hay certeza en los ensambles para los replicones en el 

rango de 3 a 20 kilobases, habrá que secuenciarlos por separado. Para aislar 

cada plásmido utilizaré un sistema de mutagénesis in vivo (Martinez-Garcia et al 

2011, Vosman et al 1991), el cual tenga un transposón que porte un origen de 
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replicación para otro organismo como Escherichia coli y un marcador de 

resistencia a antibióticos para aquellos a los que sea sensible la cepa silvestre de 

A. haemolyticus 11616. Primero, habrá que electroporar a la cepa de 

Acinetobacter, después, con el DNA mutagenizado transformaré a E. coli DH5 α 

en medio con antibiótico. Enviaré a secuenciar por separado las cepas de E. coli 

que tengan únicamente un plásmido de cada tamaño esperado; aunque serán un 

poco más grandes que los replicones silvestres. 

Por otro lado, dado que el gen rpoB tiene señales de recombinación, resulta 

importante identificar en qué regiones se encuentran esas señales, principalmente 

determinar si es dentro o fuera de la región usada para taxonomía. Además, 

resultaría útil saber si los eventos de recombinación han ocurrido únicamente 

entre cepas de la misma especie o si se llevan a cabo entre especies diferentes. 

En caso de que la recombinación se lleve a cabo entre especies distintas y en la 

región usada para taxonomía, habrá que usar otro locus para la asignación inicial 

de especie dentro del género Acinetobacter; de lo contrario, habrá más casos de 

identificación incorrecta.  

Para estudiar la diversidad será necesario desarrollar un esquema de tipificación 

molecular diseñado específicamente para A. haemolyticus. Las regiones elegidas 

para tal propósito deberán ser parte del genoma core de la especie, no estar 

sujetas a recombinación y tener una tasa de cambio media. Además, será 

interesante estudiar a los representantes de cada clado a nivel de genoma 

accesorio y de elementos genéticos móviles. Entre estos últimos se encuentran 

claramente los plásmidos, y resultaría interesante saber si el tener muchos 

plásmidos es una característica propia de la especie A. haemolyticus. Idealmente, 

el conjunto de cepas a estudiar tendrá que abarcar aislados de donde se ha 

reportado presencia de la especie: piel humana sana, agua, suelo, infecciones 

nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad. Por otra parte, los 

aislados también tendrían que provenir de diferentes partes de planeta para tener 

una amplia reperesentación geográfica, así como ser de diferentes años; de tal 

manera, que se pueda obtener un buen estimado espacio-temporal de la 
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diversidad de dicha especie. Por último, y no sólo en A. haemolyticus, sería 

interesante estudiar con mayor precisión el estatus taxonómico de los aislados del 

género Acinetobacter reportados en animales y muestras ambientales. De esta 

manera, se podrá tener un mejor estimado de la verdadera diversidad de especies 

dentro del género Acinetobacter. 
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VII. IMÁGENES 
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