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Resumen 

Introducción: Acinetobacter baumannii es un microorganismo que se asocia a 

infecciones hospitalarias y de la comunidad, ha tomado relevancia en los últimos 

años debido a su creciente resistencia a antibióticos, incluyendo carbapenémicos. 

La resistencia a los antibióticos puede ser adquirida gracias a la transferencia 

horizontal de genes, en la cual los plásmidos juegan un papel importante 

diseminando estos genes entre bacterias, lo cual ha dificultado los tratamientos. 

Objetivos: Determinar y caracterizar parcialmente plásmidos que acarrean 

carbapenemasa en Acinetobacter baumannii.  

Materiales y métodos: Se descargaron del Genbank 35 plásmidos cerrados 

circularizados portadores de blaIMP (1), blaNDM (10), blaOXA-72 (6), y blaOXA-23 (18), de 

cepas clínicas y dos cepas provenientes de hospitales poblanos secuencias por 

illumina. Se realizó un análisis in silico de los plásmidos (PlacnetW, SPAdes, RAST, 

BLAST, RESfinder, easyfig, y MEGA 11). En el laboratorio se trabajaron 24 cepas 

de A. baumannii de pacientes del hospital Regional ISSSTE Puebla previamente 

estudiadas. Se determinó el perfil plasmídico y el peso molecular (PFGE-S1). Se 

determinó la participación de bombas de expulsión en presencia y ausencia del 

inhibidor Carbonil Cianuro 3-Clorofenilhidrazona para los antibióticos imipenem y 

ciprofloxacino. Se realizó la amplificación de carbapenemasas (PCR y 

secuenciación). 

Resultados: El análisis in silico de los plásmidos, mostró que la mayoría de 

plásmidos que comparten la misma carbapenemasa tenían backbones similares. 

Los plásmidos portadores de blaOXA-23 con un tamaño de entre 70 y 100 kb (n=14), 

mostraron un backbone similar con un sistema de secreción tipo IV. Estos plásmidos 

a excepción de uno se clasificaron de acuerdo con su replicasa en GR6 y en GR25. 

De acuerdo con la relaxasa, 2 plásmidos con un tamaño menor a 10 kb 

pertenecieron a MOBQ y 9 plásmidos de 70 a 100 kb a MOBF. Los plásmidos 

portadores de blaNDM tuvieron un tamaño de 39 a 264 kb (n=10). 5 plásmidos de 

tamaño 39 a 64 kb presentaron la maquinaria completa para conjugación, entre ellos 

cuatro plásmidos pertenecían a MOBQ y uno MOBP. Dos plásmidos de 150 kb se 

clasificaron en GR3. En el caso de cinco plásmidos con blaOXA-72 fueron clasificados 

en el grupo GR29, tuvieron un backbone similar, y pertenecían a MOBQ, otros dos 

plásmidos con blaOXA-72 se clasificaron en GR26 y uno más en GR2. De los 

plásmidos con blaOXA-23 (n=18), 13 se clasificaron en el grupo GR6 y uno en GR25, 

a los 4 plásmidos restantes no se les detectó replicasa. Ocho pertenecían a la 

familia MOBF, los plásmidos restantes no se pudieron clasificar mediante estas 

técnicas. 

De 24 cepas de A. baumannii, dos de las cepas portaban blaOXA-239 y una cepa 

portaba blaIMP-5. A 4 cepas se les determinó el perfil y peso molecular plasmídicos ( 

3 plásmidos de 191 kb y uno de 205 kb). Por otro lado, en 2 cepas se observó una 
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participación de bombas de expulsión para imipenem al disminuir la CMI (de 512 a 

128 y de 512 a 32), y en 1 cepa se observó la participación de bombas para 

ciprofloxacino al disminuir la CMI (de 4 a 1).  

Conclusiones: Los plásmidos portando blaOXA-23 y blaOXA-72 presentaron backbones 

similares entre ellos, pudiendo ser catalogados como plásmidos conjugativos los 

portadores de blaOXA-23, y como movilizables los plásmidos portadores de blaOXA-72. 

Los plásmidos con blaNDM tuvieron un backbone diferente, probablemente debido a 

la alta diseminación en diferentes géneros bacterianos. En las cepas de A. 

baumannii procedentes de Puebla las cuales fueron analizadas experimentalmente, 

se observó que fueron portadoras de blaNDM. En las cepas con blaOXA-72 y blaOXA-239 

se observaron plásmidos de tamaño 191 y 205 kb.    

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, plásmidos, carbapenemasas, bombas 

de expulsión.  
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Importancia de la resistencia y su diseminación 

La resistencia de los microorganismos hacia agentes antimicrobianos es un 

problema importante de salud pública. Algunos organismos patógenos como 

bacterias, virus, hongos o parásitos que previamente eran tratados con ciertos 

agentes antimicrobianos han adquirido resistencia a través de diversos 

mecanismos, entre estos se destaca la resistencia presentada por bacterias a 

carbapenémicos y polimixinas (Gontijo et al., 2021). El mal uso de los antibióticos 

ha desencadenado la evolución y diseminación de las bacterias resistentes a los 

antibióticos, los cuales solían ser empleados de manera rutinaria. Por otro lado, la 

composición y estructura de dichas bacterias que al hallarse en interacción con otros 

microorganismos han incrementado esta resistencia a través de mutaciones o la 

transferencia horizontal de genes mediante elementos genéticos móviles y 

movilizables, los cuales pueden ser transferidos entre cepas de la misma especie o 

incluso entre bacterias de diferentes familias (Bottery et al., 2021).  

1.2 Características del género Acinetobacter 

El género Acinetobacter comprende bacterias con morfología cocobacilar, Gram 

negativas, no fermentadoras de glucosa, catalasa positivas, oxidasa negativas. Su 

genoma tiene un contenido G+C del 39% (Lee et al., 2017), y consta de 

aproximadamente 3.61 Mpb (Bello-López et al., 2019). Son portadores de 

plásmidos, los cuales varían en amplios rangos de tamaños que van desde 1,109 

hasta 216,780 pb, y algunos de ellos están involucrados en la adquisición de genes 

de resistencia a antibióticos (Salgado-Camargo et al., 2020). 

Acinetobacter puede sobrevivir por mucho tiempo en superficies abióticas, y es 

resistente a la desecación, se le considera como un patógeno oportunista que afecta 

principalmente a pacientes inmunodeprimidos y representa un riesgo ya que puede 

adquirir resistencia a diversos fármacos (Li et al., 2019).  

 Acinetobacter inicialmente fue llamado Micrococcus calco-aceticus, aislado 

por primera vez en 1911 por un microbiólogo holandés. Pasados 43 años Brisou y 

Prevot propusieron el género Acinetobacter, que proviene del griego “akinetos” cuyo 
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significado es “no móvil” para así diferenciarlos del género móvil Achromobacter 

(Brisou y Prevot 1954).  

En la clasificación taxonómica el género Acinetobacter: pertenece al dominio 

Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales 

y familia Moraxellaceae (Wong et al., 2017). De acuerdo con Alexandr Nemec, el 

género Acinetobacter consiste en 72 especies, de las cuales 63 especies tienen 

nombres válidos (https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, la última 

actualización se realizó en julio del 2021).  

Algunas especies destacan por su capacidad de causar infecciones en humanos, 

como son los integrantes del complejo A. calcoaceticus- A. baumannii (Acb), entre 

los cuales están las especies: A. baumannii, A. calcoaceticus, A. nosocomialis, A. 

seifertii, A. dijkshoorniae y A. pittii (Akrami y Namvar, 2019; Vrancianu et al., 2020; 

Mancilla et al., 2020), las cuales pueden diferenciarse entre sí mediante análisis 

genotípicos, ya que fenotípicamente son idénticas (Vanegas et al., 2014). 

Existen también otras especies de importancia médica que no pertenecen a este 

complejo como A. haemolyticus, A. lwoffii, A. johnsonii, A. radioresistens, y A. junii 

(Atrouni et al., 2016) 

1.3 Importancia clínica 

De acuerdo con la OMS, A. baumannii es uno de los organismos más peligrosos 

que forman parte del grupo de bacterias ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa y especies de Enterobacter) que se caracterizan por evadir fácilmente 

los efectos terapéuticos de los antimicrobianos (Lee et al., 2017). Por otra parte, 

existen diversos casos de especies de Acinetobacter no-baumannii que han 

adquirido multirresistencia como Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis, 

las cuales han sido reportadas como causantes de infecciones en centros de salud 

alrededor del mundo (Atrouni et al., 2016).  

Acinetobacter baumannii es una bacteria que se comporta como patógeno 

oportunista y se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y los ambientes 

https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf
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hospitalarios, cuenta con la capacidad de colonizar la piel humana, el tracto 

respiratorio, la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. Además, es uno de los 

principales patógenos relacionados a infecciones nosocomiales causando 

meningitis, neumonía, bacteremia, infecciones en la piel y tejidos blandos, e 

infecciones del tracto urinario (Zhang et al., 2022). En 2017 la Organización Mundial 

de la Salud catalogó a A. baumannii como un patógeno crítico de prioridad número 

uno para el desarrollo de nuevos antibióticos (Luna et al., 2019). 

La mayoría de los aislados clínicos de Acinetobacter multidrogo-resistente se tratan 

de A. baumannii o especies cercanas a esta como el complejo Acb, que infecta 

principalmente a los tractos urinario y respiratorio, piel, tejidos blandos y sangre, 

entre otros, así como contaminación de dispositivos protésicos y equipo médico. 

Actualmente cuentan con una elevada resistencia a múltiples antibióticos, lo cual 

aumenta su capacidad de supervivencia en ambiente hospitalario (Jeannot et al., 

2014; Bello-López et al., 2019). 

1.4 Tratamiento de infecciones causadas por Acinetobacter 

El tratamiento para Acinetobacter solía darse con antibióticos como ceftriaxona, 

cefotaxima, ciprofloxacino, sulfonamidas, piperacilina y ticarcilina, los cuales 

mostraba efectividad in vitro e in vivo frente a algunos aislamientos clínicos (Vila et 

al., 1993). Actualmente las infecciones causadas por Acinetobacter son 

generalmente tratadas con carbapenémicos debido a su elevada actividad sobre 

este organismo y por su perfil de seguridad favorable (Doi et al., 2015).  

Dependiendo de la resistencia que presentan las cepas de Acinetobacter aislada, 

se clasifican en: cepas multidrogo resistentes (MDR), que son aquellas cepas 

carentes de sensibilidad a uno o más antibióticos dentro de 3 o más categorías 

distintas de antibióticos, extremadamente drogo resistente (XDR) a aquellas cepas 

que no presentaron sensibilidad a uno o más antibióticos en todas las categorías a 

excepción de dos o menos categorías antibióticas diferentes y pandrogo resistentes 

(PDR) a aquellas cepas sin sensibilidad a ninguno de los antibióticos (Magiorakos 

et al., 2012). 



 

4 
 

En los últimos años el surgimiento de cepas multidrogo resistentes tiene como 

consecuencia que la variedad de antibióticos que se pueden emplear sea reducida. 

Actualmente los antibióticos que presentan mayor actividad frente a A. baumannii 

son los carbapenémicos (Peleg et al., 2008). A pesar de esto han surgido cepas 

resistentes a estos compuestos, lo que ha obligado al uso de otros antimicrobianos 

alternativos, actualmente entre las opciones de tratamiento que existen para A. 

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) están: 

Ampicilina-Sulbactam: Aun cuando se han encontrado cepas resistentes a esta 

terapia, como alternativa se puede administrar una dosis elevada de ampicilina-

sulbactam como tratamiento efectivo a través de la saturación de la PBP (penicillin 

binding protein).  

Polimixinas: las polimixinas B y E son usadas, pero debido a su toxicidad es 

recomendable usarlas en combinación con al menos otro agente (ampicilina-

sulbactam) para el tratamiento de CRAB, además de que se ha reportado 

emergencia de resistencia durante la monoterapia con polimixinas (Bartal et al., 

2022). 

Minociclina: se recomienda usarla en combinación con otros antibióticos como 

rifampicina, colistina y carbapenémicos, y a una dosis elevada de 200 mg cada 12h 

(Bartal et al., 2022). 

Tigeciclina: para las infecciones pulmonares, una alta dosis de tigeciclina (200 mg 

vía intravenosa seguida de 100 mg cada 12 horas) podría ser una opción para el 

tratamiento de infecciones pulmonares y sistémicas, teniendo una expectativa 

positiva. A dosis mayores de este agente no se observan diferencias en el 

tratamiento (Bartal et al., 2022). 

Rifamicina: según los datos, la sinergia entre la rifamicina y polimixinas podría 

reducir la emergencia de la resistencia, pero los limitados datos clínicos, la toxicidad 

conocida y las interacciones droga-droga, limitan su uso para infecciones por CRAB 

(Bartal et al., 2022).   
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Fosfomicina: Actualmente ha aumentado el interés en las terapias de combinación 

que incluyen a la fosfomicina intravenosa para tratar a las cepas CRAB, pero no hay 

información suficiente para respaldar el uso de esta droga para el tratamiento de 

infecciones donde se encuentra amenazada la vida del paciente (Bartal et al., 2022).   

1.5 Mecanismos de resistencia a los antibióticos 

Acinetobacter spp. cuenta con un gran número de mecanismos de resistencia 

intrínsecos y adquiridos de los cuales podemos destacar:  

1.5.1 Modificación del sitio diana 

Dentro de este mecanismo se encuentran las mutaciones en los genes que codifican 

para las enzimas topoisomerasas, gyrA y parC, las cuales dan como resultado 

resistencia a quinolonas. (Nowak y Paluchowska, 2016). Otro mecanismo 

importante es el cambio en las PBP (penicillin binding protein), cuya función es la 

síntesis de la pared celular, este mecanismo confiere resistencia a los 

betalactámicos. También se encuentra la resistencia por protección ribosomal 

mediada por la proteína TetM, que confiere resistencia a tetraciclinas (Lee et al., 

2017). 

1.5.2 Bombas de expulsión 

Las bombas de eflujo son proteínas constituyentes de todas las membranas 

plasmáticas de las bacterias, las cuales reconocen y expulsan antibióticos al entorno 

impidiendo que se adhieran al sitio diana, una sobreexpresión de estas resulta en 

un fallo en la terapia antimicrobiana (Spengler et al., 2017)  

Se clasifican en seis super familias, de las cuales las seis están presentes en 

Acinetobacter baumannii: Small Multidrug Resistance (SMR), Resistance 

Nodulation Division (RND), Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC), 

Multidrug y Toxic compound Extrusion (MATE), Major Facilitator Superfamily (MFS) 

y Proteobacterial Antimicrobial Compund Efflux (PACE), de las cuales las del grupo 

RND son las que se han encontrado en mayor medida y que le confieren capacidad 

de resistencia a betalactámicos, aminoglucósidos y a biocidas como la clorhexidina 

(Nowak y Paluchowska, 2016). Las seis familias de bombas poseen fuentes de 

energía que se dividen en dos tipos: las que usan ATP como la superfamilia ABC, y 
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las que emplean un gradiente electroquímico también conocido como fuerza motriz 

de protones, que incluye a las superfamilias PACE, MATE, RND, SMR y MFS (Kapp 

et al., 2018). 

Las bombas de la familia RND se componen por una proteína transportadora 

localizada en la membrana interna, una porina y una proteína de membrana o de 

fusión. Esta familia sobresale del resto debido a su amplia variedad de sustratos, lo 

que otorga resistencia a antibióticos con diversas estructuras, AdeABC es la bomba 

característica de A. baumannii, donde las mutaciones en esta pueden generar 

resistencia a tigeciclina, gentamicina, cefotaxima, kanamicina, eritromicina, 

tetraciclina y cloranfenicol, y el AdeIJK es el segundo sistema encontrado en A. 

baumannii el cual confiere resistencia a betalactámicos, favoreciendo a la 

resistencia intrínseca de la bacteria (Nowak y Paluchowska, 2016). 

1.5.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana celular 

Las alteraciones en la permeabilidad celular se deben a unas proteínas llamadas 

porinas, las cuales forman canales en la membrana externa de las bacterias gram 

negativas, la función principal de las porinas es el transporte de proteínas del medio 

externo al espacio periplásmico a través de los canales que forman. En A. 

baumannii los canales formados por las porinas han reducido su tamaño, impidiendo 

el ingreso de antibióticos, incluyendo carbapenémicos (Singh et al., 2013). Un 

mecanismo de resistencia a carbapenémicos intrínseco de A. baumannii consiste 

en la pérdida de la permeabilidad de la membrana, dada por alteraciones en la 

porina CarO (carbapenem-associated outer membrane protein), la cual es la 

principal porina en esta especie, aunque también intervienen porinas como OmpA, 

OmpF, OprD y HMP-AB (Vila et al., 2007; Novovic et al., 2015). 

1.5.4 Inactivación o modificación del antibiótico 

A. baumannii cuenta con un mecanismo característico que es la producción de beta-

lactamasas, las cuáles actúan hidrolizando compuestos químicos que tienen un 

anillo beta-lactámico (antibióticos beta-lactámicos), teniendo como consecuencia la 

inactivación del compuesto antibacteriano. Las beta-lactamasas han sido 

clasificadas en 4 clases (A, B, C y D). Para las clases A, C y D, el sitio activo contiene 
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un residuo serina, mientras que las beta-lactamasas de la clase B son metalo-

enzimas dependientes de zinc (Vrancianu et al., 2020). 

A) Beta-lactamasas clase A 

Algunas de estas enzimas son inhibidas por ácido clavulánico, y pueden hidrolizar 

penicilinas y cefalosporinas más eficientemente en comparación a los 

carbapenémicos, las beta-lactamasas clase A son la causa más frecuente de 

resistencia a beta-lactámicos. Las beta-lactamasas clase A que han sido 

encontradas en A. baumannii son: TEM, GES, CTX-M, SHV, SCO, PER, CARB, 

VEB y KPC, entre las cuales KPC y GES pueden presentar actividad 

carbapenemasa mediante mutaciones (Vrancianu et al., 2020). 

B) Beta-lactamasas clase B 

Las beta-lactamasas clase B o metalo-beta-lactamasas, tienen la capacidad de 

hidrolizar casi todos los antibióticos beta-lactámicos incluyendo carbapenémicos 

excepto monobactámicos, siendo NDM, IMP y VIM las más frecuentemente 

reportadas en A. baumannii (Vrancianu et al., 2020). 

C) Beta-lactamasas clase C 

Estas beta-lactamasas derivan del gen ampC encontrado en algunas 

enterobacterias, las beta-lactamasas clase C pueden conferir resistencia a 

cefalosporinas, penicilinas o cefamicinas, de las cuales la más prevalente en A. 

baumannii es AmpC no inducible denominada ADC (Acinetobacter-derived 

cephalosporinase) la cual es codificada en el cromosoma (Vrancianu et al., 2020). 

D) Beta-lactamasas clase D 

También llamadas oxacilinasas (OXA) debido a su capacidad de hidrolizar oxacilina, 

poseen serina en su sitio catalítico. Este es el mecanismo de resistencia más 

importante en A. baumannii, los genes que codifican beta-lactamasas tipo OXA han 

sido identificados tanto en el cromosoma como en plásmidos, siendo OXA-51-like 

la beta-lactamasa clase D acarreada en el cromosoma solo en la especie A. 

baumannii. Otras oxacilinasas que también abundan en A. baumannii tanto en 
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cromosoma como plásmido son OXA-23-like y OXA-24/40-like (Vrancianu et al., 

2020).  

1.6 Elementos genéticos móviles/movilizables 

Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosomal que pueden replicarse de 

manera independiente al cromosoma y tienen potencial de ser transferidos entre 

miembros de la misma especie e incluso bacterias distantemente relacionadas. Los 

plásmidos juegan un papel importante en la diseminación de genes de resistencia 

a antibióticos entre géneros bacterianos incluido A. baumannii. Los plásmidos se 

encuentran compuestos por 4 módulos, 3 de ellos forman el backbone plasmídico 

también conocido como la región conservada, la cual se compone por los módulos 

de replicación, movilidad y estabilidad. El módulo restante se conoce como módulo 

accesorio, el cual corresponde a la región variable del plásmido, en el cuál pueden 

encontrarse genes de resistencia, de virulencia o para la producción de compuestos 

tóxicos (Brovedan et al., 2020). 

En la actualidad existe un esquema de tipificación de plásmidos de Acinetobacter 

baumannii basado en el replicón y los plásmidos de A. baumannii pueden 

clasificarse de esta manera (Bertini et al., 2010). Sin embargo, es de utilidad 

emplear un esquema adicional de clasificación mediante las relaxasas MOB 

(Francia et al., 2004).  

Además de los plásmidos, existen otros elementos genéticos movilizables de menor 

tamaño conocidos como secuencias de inserción (IS) y los transposones (Tn), los 

cuales pueden desplazarse de una localización a otra dentro en un mismo replicón 

o entre replicones dentro de la misma célula. Las secuencias de inserción y 

transposones pueden ser transmitidos horizontalmente a otros genomas si se 

encuentran ligados a otros elementos móviles como plásmidos o fagos. Estos 

elementos juegan un papel importante en la plasticidad genómica y expresión 

genética, y son frecuentemente ligados a la movilización, interrupción o 

sobreexpresión de genes de resistencia (Salgado et al., 2020). 
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2 ANTECEDENTES  

La resistencia a antibióticos, incluyendo a los usados de último recurso como son 

los carbapenémicos, glicopéptidos y polimixinas, se ha convertido en un problema 

que involucra principalmente a los organismos patógenos del grupo ESKAPE, los 

cuales fueron designados con un “estatus prioritario”. Las infecciones por A. 

baumannii, ocurren en pacientes con un contacto cercano al sistema de salud y o 

en pacientes hospitalizados. Esta bacteria cuenta con desarrollo de multidrogo-

resistencia y con mecanismos mejorados de persistencia en el ambiente hospitalario 

como la formación de biofilm, la resistencia a desecación mediante polisacáridos 

capsulares y la resistencia a desinfectantes como clorhexidina haciendo uso de la 

proteína de eflujo (AceI) (De Oliveira et al., 2020; Harding et al., 2018). El Centro 

Europeo de Control de Enfermedades (ECDC), reporta que en Europa durante el 

año 2020 se observó que de 7622 aislados de Acinetobacter spp. el 97% 

presentaron resistencia a fluoroquinolonas, el 96% a aminoglucósidos y el 99% a 

carbapenémicos. En Estados Unidos, de acuerdo con el reporte de amenazas de 

resistencia a antibióticos del CDC se observa una disminución en los casos de 

Acinetobacter resistente a carbapenémicos del año 2013 al 2017 (de 11,700 casos 

en 2013 a 8,500 casos en 2017). En México la Red Hospitalaria de Vigilancia 

Epidemiológica (RHOVE) en su informe anual de 2022 reporta a A. baumannii como 

el cuarto microorganismo principal aislado en brotes de IAAS.  

Se han reportado alrededor del mundo diversos estudios sobre resistencia en A. 

baumannii, en el año 2019 en China, se realiza un análisis de 222 cepas colectadas 

en una unidad de cuidados intensivos del año 2010 al 2017, observando un 

incremento de las cepas CRAB del 25% al 92% del año 2010 al 2014. El genotipo 

de los aislados CRAB fue positivo para los genes: blaOXA23, blaOXA51, blaOXA24, blaADC, 

blaTEM, ISAba1, ISA-23, e ISA-ADC. Además, se observó que plásmidos con blaOXA-

51 pueden ser transferidos mediante conjugación a especies no-baumannii (Zhao et 

al., 2019). 
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Respecto a las carbapenemasas que son portadas por plásmidos, se ha visto que 

el gen blaNDM también se puede transferir mediante vesículas de membrana externa 

entre miembros de A. baumannii y entre otras cepas como Escherichia coli de forma 

intacta, sin perder viabilidad y teniendo una alta actividad de transformación 

(Chatterjee et al., 2017). El gen blaOXA-23 en cambio, es transferido más 

frecuentemente por plásmidos conjugativos, ya que al realizar ensayos de 

conjugación las bacterias receptoras resultan positivas para blaOXA-23 mediante el 

análisis de PCR (Hamidian et al., 2014; Liu et al., 2015). El gen blaOXA-72, se ha 

encontrado en plásmidos pequeños de 16 kb o menos los cuales pueden ser 

transferidos vía transformación, además este gen se encuentra flanqueado por 

sitios de recombinación XerC/XerD los cuales regulan su expresión propiciando que 

la bacteria presente altos niveles de resistencia a carbapenémicos (Tamayo-

Legorreta et al., 2016; Narciso et al., 2020). No existen muchos estudios respecto a 

plásmidos portadores de blaIMP, hasta ahora se ha observado en plásmidos de hasta 

200 kb e incluso se reportó en un plásmido de 313 kb. Esta beta-lactamasa por lo 

general se encuentra insertada en integrones (Saranathan et al., 2014; Hendrickx 

et al., 2022) 

En cuanto a los estudios realizados en México, han sido pocos los que han 

abordado la resistencia mediada por plásmidos de A. baumannii. En uno de ellos se 

observaron cepas MDR, incluyendo resistencia a carbapenémicos, con el mismo 

perfil plasmídico, donde se presenta un linaje distribuido en el continente americano 

que produce beta-lactamasas de la familia blaOXA-23-like y la familia blaOXA-40-like 

(Cornejo et al., 2020). En el estudio llevado a cabo por Mancilla-Rojano y 

colaboradores (2020), se observó que cepas del complejo Acb con la misma 

Secuencia Tipo, presentaron el mismo perfil plasmídico y perfil de resistencia. 

En la actualidad, el número de plásmidos descritos en A. baumannii se ha ido 

incrementando, por lo que recientemente se ha propuesto el uso de los módulos de 

los plásmidos como herramienta de clasificación, específicamente la proteína 

llamada replicasa presente en el módulo de replicación, y la relaxasa del módulo de 

movilidad. Gracias a esto se ha observado que los plásmidos de A. baumannii tienen 
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un número restringido de linajes de acuerdo con los grupos de incompatibilidad 

plasmídica, y que algunas secuencias comparten tanto el módulo de replicación 

como el de mantenimiento, este último sirve para mantener un bajo número de 

copias de plásmidos (Salgado et al., 2020).  

En 2017 se analizaron plásmidos de menos de 10 kb, tomando en cuenta su 

diversidad genética y relaciones filogenéticas, encontrando que estos plásmidos 

son comunes en A. baumannii, y usualmente pertenecen a la superfamilia Rep_3, 

la cual se conoce como repB y se encuentra precedida de 3 a 6 directos repetidos 

conocidos como iterones. Estos plásmidos de la superfamilia Rep_3 también suelen 

portar genes para la movilización de plásmidos. Se observa en cambio que los 

plásmidos que pertenecen a la superfamilia Rep_1 cuentan con una replicasa 

sencilla, y de 2 a 5 genes de funciones desconocidas (Lean y Yeo, 2017). 

Un análisis de las replicasas en plásmidos de A. baumannii en 2021, encuentra que 

la mayoría pertenecen a la superfamilia Rep_3. Al realizar dicho análisis se 

proponen 22 grupos nuevos de homología de replicasas para plásmidos de A. 

baumannii además de los 34 previamente establecidos, para así ampliar la 

diversidad de replicasas conocidas en este organismo (Castro-Jaimes et al., 2021).  

En el Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad, Bello-López 

realiza en 2019 estudio cepas de Acinetobacter spp provenientes del Hospital Para 

el Niño Poblano, donde observó a A. haemolyticus como el principal causante de 

infecciones. Detecta una cepa de A. haemolyticus (AN54) con cuatro plásmidos, 

entre ellos uno de 45.46 kb con blaNDM-1 insertada en un transposón compuesto 

similar a Tn125 (Bello-López et al., 2019). Por otra parte, en el mismo hospital en la 

unidad de quemados, se detectan 5 cepas resistentes a carbapenémicos 

pertenecientes al complejo Acb, estas cepas están genéticamente relacionadas y 

poseen cuatro plásmidos, presentando blaOXA-51 y blaOXA-23, (Bello-López et al., 

2020). 

En el Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad, (Verdugo-

Yocupicio, 2020) realiza un estudio en 25 cepas de A. baumannii MDR provenientes 

del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla, colectadas durante el periodo 2015-2019, 
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todas las cepas son portadoras de blaOXA-66 y blaOXA-72, 3 cepas portaron blaOXA-23-

like, 9 cepas portaban blaNDM-like y 1 de ellas blaIMP-like. Se realiza la secuenciación 

completa del genoma de la cepa AE38, donde se determinó la presencia de un 

plásmido y se detecta blaOXA-66 y blaOXA-72 , también se lograron identificar sistemas 

de expulsión de la familia RND (Verdugo-Yocupicio, 2020). Estos dos trabajos 

demuestran que la búsqueda y caracterización de plásmidos portadores de genes 

de resistencia que son portados por cepas hospitalarias es una tarea que debe 

realizarse para vigilar la diseminación de genes de resistencia a antibióticos. 
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3 JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad Acinetobacter baumannii (MDR o resistente a carbapenémicos) es 

responsable del incremento de infecciones que se presentan hospitales de México 

y de diversos países. Por esta razón, es importante determinar el entorno genético 

de las enzimas carbapenemasas que portan las cepas del A. baumannii, las cuales 

fueron estudiadas en trabajos previos en el LMHyC, así como caracterizar 

parcialmente los plásmidos que las portan. Además, de evaluar la participación de 

las bombas de expulsión en sus niveles de resistencia a quinolonas y 

betalactámicos.  
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4 OBJETIVO GENERAL 

Determinar y caracterizar parcialmente plásmidos que acarrean carbapenemasa en 

Acinetobacter baumannii. 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES EXPERIMENTALES 

 

1. Identificar genes (blaNDM, blaoxa, blaIMP) que codifiquen enzimas con actividad 

carbapenemasa en cepas aisladas del hospital ISSSTE, Puebla. 

2. Determinar el perfil plasmídico y peso molecular de los plásmidos. 

3. Determinar la participación de bombas de expulsión en presencia y ausencia 

del inhibidor CCCP ante imipenem y ciprofloxacino. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES BIOINFORMATICOS 

 

1. Descargar plásmidos del genbank portadores de genes que codifiquen 

enzimas con actividad carbapenemasa (blaNDM, blaoxa, blaIMP) 

2. Identificar los módulos del backbone de los plásmidos. 

3. Identificar los entornos genéticos de las genes que codifican para enzimas 

con actividad carbapenemasa (blaNDM, blaoxa, blaIMP) en los plásmidos  

4. Caracterizar los plásmidos con base a su replicasa y relaxasa 
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5 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO EXPERIMENTAL 

 

6 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO BIOINFORMÁTICO 
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7 MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Trabajo experimental 

7.1.1 Cepas de estudio 

Se trabajó con 24 cepas de A. baumannii del Hospital Regional ISSSTE Puebla 

portadoras de carbapenemasa previamente estudiadas por (Verdugo-Yocupicio, 

2020) (Figura 1), las cuales fueron almacenadas a -70ºC.  

 

Figura 1. Características de las cepas reportadas por Verdugo-Yocupicio 
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7.1.2 Declaración ética 

El protocolo del presente estudio fue revisado y aprobado por el comité de bioética 

del Hospital Regional IS.S.S.T.E. Puebla: Proyecto Núm. 188.2018. La 

información de los pacientes se manejó de manera anónima.  

7.1.3 Cepas control 

Se empleó la cepa de E. coli NCTC 50192 como referencia para la realización de 

campos pulsados (PFGE-S1), la cual contiene 4 plásmidos de 154 kb, 66 kb, 38 kb 

y 7 kb.  

Para la determinación de la participación de bombas de expulsión se usó AN54 

(Acinetobacter haemolyticus) como control positivo, y la cepa PAO1 (Pseudomonas 

aeruginosa) como control negativo. 

7.1.4 Extracción de ADN por el método de lisis por calor  

Consistió en romper la célula sometiéndola a ebullición permitiendo la salida del 

material genético al medio acuoso; para lo cual se sembró una colonia aislada de 

cada cepa de A. baumannii en placas de TSA (BD Bioxon®), se incubaron a 37°C 

durante 18-24 horas. Del cultivo anterior se recogieron dos asadas y se depositaron 

en un tubo eppendorf que contenía 800 μL de solución salina isotónica estéril 

(0.85%), esta mezcla se homogenizó en vórtex a alta velocidad y posteriormente se 

centrifugó a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se decantó y la 

pastilla bacteriana se lavó 3 veces más siguiendo el procedimiento anterior. Al 

finalizar los lavados, se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió con 

800 μL de agua inyectable estéril y se sometió a hervido en baño de agua durante 

10 minutos. Transcurrido este tiempo se sacó el tubo y se dejó enfriar a temperatura 

ambiente, después se centrifugó a 13,000 r.p.m. durante 5 minutos, y el 

sobrenadante se separó en un tubo eppendorf estéril. 

7.1.5 Cuantificación de ADN 

A los lisados se les realizó la cuantificación de ADN utilizando el equipo NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific) y usando la aplicación del instrumento, seleccionando la 

opción de ácidos nucleicos. Inicialmente el equipo realiza una verificación 

automática; se limpió el lector del equipo con papel y se procedió a hacer un blanco 
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con 2 μL de agua inyectable estéril, una vez que se activó la casilla (Measure), se 

procedió a la medición de los lisados, se fue limpiando el lector óptico entre 

muestras para evitar contaminaciones. Los lisados que resultaron muy 

concentrados se diluyeron con agua inyectable estéril hasta ajustarlos a una 

concentración final de 200 ng/μL. 

7.1.6 Amplificación de genes por Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) 

Se realizó una amplificación de genes de resistencia mediante PCR, para 

determinar la presencia y las variantes de blaIMP, blaNDM, blaOXA-23 y blaOXA-72, 

presentes en las cepas.  

Se empleó la cepa de A. haemolyticus AN54 como control positivo para blaNDM e   

ISAba125-blaNDM-1. La cepa Ab23 como control positivo para blaOXA-23 y la cepa 

PE21 como control positivo para blaIMP, debido a la falta de tiempo no se pudo 

realizar PCR para las cepas con blaOXA-72. 

Para la amplificación de genes se usó la enzima Maxima Hot Start Taq DNA 

Polymerase (ThermoScientific) con sus respectivos componentes que se enlistan 

en la tabla 1. 

Tabla 1. componentes de mezcla para la reacción de PCR para la amplificación de genes de 

resistencia con la enzima Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (ThermoScientific) 

Componentes Concentración 
inicial 

Volumen añadido 
por tubo (μL) 

Concentración final 
de la reacción 

Maxima Hot Start 
Taq DNA 
Polymerase (Thermo 
Scientific) 

5U/ μL 0.08 0.04U 

Buffer de reacción 10X 1 1X 

MG+Cl2 25mM 1 2.55mM 

dNTPs 10mM 0.3 0.3mM 

Primer Forward 25 μM 0.3 0.75mM 

Primer Reverse 25 μM 0.3 0.75mM 

DNA 250 ng/μL 1 25ng 

Agua libre de 
nucleasas 

--- Hasta 10μL --- 

Volumen final --- 10μL --- 
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Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la Tabla 2, para los oligonucleótidos 

de NDM (variantes) este puede usarse para detectar cualquier variante de blaNDM-

like
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Tabla 2. Oligonucleótidos usados para la detección de carbapenemasas en cepas de A. baumannii 

c. ciclo. 

Nombre del 
gen 

Tamaño del 
gen (pb) 

Nombre del 
cebador 

Secuencia (5' - 3') 
Tamaño del 

amplificado (pb) 
Condiciones de 

Reacción 
Referencia 

bla OXA-40 828 

oxa40Ps- F GGTTAGTTGG+CCCCCTTAAA 

249 

95ºC 5 min. 1c 
94°C 25 seg 

52°C 40 seg 30c 
72°C 50 seg 72°C 6 

min 4°C/ 

Fernández E. et 
al., 2009 

oxa40Ps- R AGTTGAG+CGAAAAGGGGATT 

oxa-24 like 828 

oxa-24like-F 
oxa40Ps- F 

GGTTAGTTGG+CCCCCTTAAA 

256/249 alin 

94ºC 5 min. 1c 
94°C 30 seg 

48°C 30 seg 30c 
72°C 45 seg 

72°C 10 min 1 c 

Novovic, et al., 
2015 oxa-24like-R 

oxa40Ps- R 
AGTTGAG+CGAAAAGGGGATT 

oxa-23 like 822 

oxa-23like-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 

501 

94ºC 5 min. 1c 
94°C 30 seg 

48°C 30 seg 30c 
72°C 45 seg 

72°C 1 min 1 c 

Novovic, et al., 
2015 oxa-23like-R ATTTCTGACCG+CATTTCCAT 

ndm 
(variantes) 

813 

NDMv-F AATATTATG+CACCCGGTCG+CG 

732 

94ºC 5 min. 1c 
94°C 1 min 

54°C 1 min 30c 
72°C 1 min 

72°C 10 min 10°C/ 

Bello-López, 
2015 NDMv-R CATCACGATCATG+CTGG+CCTT 

imp 
(variantes) 

741 

IMPd-F CTRCCG+CAGWAGMGKCTTTG 

515 

94ºC 5 min. 1c 
94°C 1 min 

56°C 1 min 30c 
72°C 1 min 

72°C 10 min 10°C/ 

Bello-López, 
2015 IMPd-R G+CCADG+CTACDANATTTG+CGTC 

ISAba125-
NDM 

901 

IsaBa125-R4 G+CAGTACGATCTTCAAAGT 

901 

95ºC 5 min. 1c 
95°C 1 min 

53°C 1 min 30c 
72°C 1 min 

72°C 10 min 10°C/ 

Bello-López, 
2019 NDMv-R CATCACGATCATG+CTGG+CCTT 
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7.1.7 Electroforesis en gel de agarosa 

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

agarosa al 1%, a 100 V por 45 min. Se utilizó un marcador de peso molecular 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Invitrogen). Los geles fueron teñidos con BET 

(0.5 g/L) durante 10 segundos y lavados por 30 minutos en agua destilada; para 

visualizar los fragmentos de ADN, los geles se fotografiaron en un digitalizador de 

imágenes MiniBIS Pro, Bio Imagen System. 

 

7.1.8 Secuenciación de los productos de PCR 

Los productos amplificados se purificaron a partir del gel de agarosa con ayuda del 

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante, y 

se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Servicios Genómicos LANGEBIO en 

Irapuato, Guanajuato, México. 

7.1.9 Análisis de las secuencias de productos de PCR 

Las secuencias se visualizaron en el programa Finch Tv versión 1.4.0 Geospiza. 

Para editar las secuencias se utilizó el programa Nucleic Acid Sequence Massanger 

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

El análisis comparativo de las secuencias se realizó con el programa Web BLAST 

del National Center for Biotechnology Information site (NCBI) 

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

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

La conversión de la secuencia de nucleótidos a aminoácidos se realizó en ExPASy-

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

7.1.10 Perfil plasmídico mediante electroforesis en gel de campos pulsados 

(PFGE) 

El perfil plasmídico de las cepas fue determinado mediante la técnica de PFGE-S1 

y usando la clasificación recomendada por (Tenover et al., 1995), llevando a cabo 

los siguientes pasos usados en este trabajo: 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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a) Eliminación de exopolisacárido a partir de un cultivo bacteriano  

A partir de un cultivo en placa de agar BHI al 3% (16 a 18 horas a 37ºC), se 

cosecharon todas las células, se colocaron en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, 

que contenía 1 ml de solución estéril de EDTA 0.01 M. Se resuspendieron las 

células con ayuda de vórtex hasta quedar completamente homogéneas. Se 

centrifugó por 5 min a 12,000 rpm, posteriormente con una pipeta se extrajo todo el 

exopolisacárido (moviendo la pipeta en círculos para despegarlo y aspirarlo 

completamente). Las células fueron lavadas con 1 ml de SSI, se resuspendieron 

con vórtex y se centrifugaron por 5 min a 13,000 rpm, se desechó el sobrenadante, 

se añadió 1 ml de SSI, este proceso se repitió 2 veces más, el exceso de SSI se 

eliminó con una punta de micropipeta. 

  

b) Preparación de insertos  

Se hizo un lavado de las células con 1 ml de buffer TE estéril (10 mM Tris-HCl pH=8, 

1 mM EDTA pH=8.0) y se decantó nuevamente, el exceso de sobrenadante se 

eliminó con pipeta, finalmente se hizo una suspensión con buffer TE a una turbidez 

de 2 con el nefelómetro de Mac Farland.  

Se preparó agarosa de bajo punto de fusión, (Pulse Field Certified Low Melt 

Agarose, BioRad) al 2% en buffer TE y se distribuyó en tubos eppendorf estériles 

con 500μL por tubo, se colocaron en baño María a 54º C hasta su uso. Se mezclaron 

250μL de agarosa con 250μL de suspensión bacteriana y se distribuyeron en 

moldes adecuados para hacer los insertos, dejándolos gelificar a 4ºC al menos 

durante 10 min.  

 

c) Lisis bacteriana  

Se preparó una mezcla de la solución de lisis, considerando 1 ml de volumen final 

por reacción, es decir, por cada reacción se tomaron 995 μL de buffer de lisis (50 

mM Tris-HCl pH=8.0, 50 mM EDTA pH=8.0), 1% de sarcosil (0.01g) y 5 μL de 

proteinasa K (0.1 mg/ml). Se pesó el sarcosil en el tubo donde se realizó la mezcla 

agregando el buffer de lisis, se resuspendió por inversión suavemente para evitar la 

formación de burbujas hasta que se disolvió completamente, y finalmente se agregó 
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la proteinasa K, y se mezcló suavemente. Se preparó un volumen de mezcla de lisis 

dependiendo del número de muestras, se repartió 1 ml de la mezcla en tubos 

eppendorf y se colocaron dos insertos por tubo, se dejaron incubar en baño María 

a 54ºC durante 24 h. 

d) Lavado de insertos  

Se eliminó el buffer de lisis sobre una placa petri estéril, se recuperaron los insertos 

y se colocaron en un tubo falcon con 10 ml de agua destilada, se incubó durante 10 

min en baño María a 54ºC; posteriormente se realizaron 3 lavados con 10 ml de 

buffer TE durante 30 min en las mismas condiciones (baño María a 54ºC), en el 

último lavado los insertos se colocaron en un tubo eppendorf estéril con 1 ml de 

buffer TE, estos insertos se guardaron por una noche a 4ºC, para proceder con la 

digestión. 

e) Digestión y electroforesis 

Se preparó una mezcla que contenía por reacción: 79.6 μL de agua, 20 μL del buffer 

de la enzima y 0.4 μL de la nucleasa S1 (8 U por inserto), se distribuyeron en cada 

tubo 100 μL y se agregó un cuarto de inserto, se incubó por 40 min a 37°C. Se 

preparó una mezcla con 150 μL de EDTA 0.5 M, pH 8 y 0.0015 g de sarcosil por 

reacción para parar la reacción. Se adicionó a cada tubo 150 μL de esta mezcla y 

se colocó en hielo durante 10 min. Los insertos digeridos se cargaron en el gel de 

agarosa que fue preparado y colocado en la cubeta de electroforesis con las 

siguientes condiciones: se utilizó una rampa de pulso que varió de 1 a 30 segundos 

durante 22 h a 6 V/cm y a 14°C. Se utilizó una cepa como control positivo con 

plásmidos de tamaño conocido: E. coli NCTC 50192 con cuatro plásmidos (154, 66, 

48 y 7 kb). 

 

7.1.11 Determinación de participación de bombas de expulsión en la 

resistencia a imipenem y ciprofloxacino  

 

Para realizar la determinación de la participación de bombas de eflujo de la familia 

RND (resistance-nodulation-division family) en la resistencia a imipenem y 
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ciprofloxacino, se realizó CMI para imipenem y ciprofloxacino en presencia y 

ausencia de carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP, Sigma-Aldrich) a 25 

mg/L Este experimento se llevó a cabo en las cepas del trabajo de Verdugo-

Yocupicio, 2020, en las cuales no fueron determinados estos valores. Los criterios 

fueron los mismos que el en trabajo previo, los cuales consisten en comparar los 

puntos de corte de las CMI en presencia y en ausencia del inhibidor de bombas de 

expulsión (EPI), y una disminución de 4 veces o más en el valor de la CMI en la 

presencia de CCCP, fue considerado como positivo en la participación de bombas 

de expulsión pertenecientes a la familia RND en la resistencia a los antimicrobianos, 

aunque también inhibe a otras familias como MATE, SMR t MFS. El experimento se 

realizó por triplicado (Kumita et al., 2009; Sánchez-Carbonel et al., 2021). Se utilizó 

la cepa A. haemolyticus AN54 como control positivo, y la cepa P. aeruginosa PAO1 

como control negativo. 

 

7.2 Trabajo bioinformático 

7.2.1 Base de datos de plásmidos 

Se trabajó in silico con 35 plásmidos circularizados de A. baumannii portadores de 

diferentes carbapenemasas que fueron descargados del Genbank: 10 de ellos con 

blaNDM reportados entre 2012 y 2019, 18 portadores de blaOXA-23 de los años 2011 y 

2019, 6 plásmidos con blaOXA-72 de 2009 y 2017, y un solo plásmido con blaIMP 

reportado en 2013. También se incluyeron 2 plásmidos secuenciados en el 

laboratorio; uno de la cepa de A. baumannii AE38 del Hospital regional I.S.S.S.T.E. 

Puebla colectada en marzo de 2018 y el otro de la cepa A. baumannii AN71 

proveniente del Hospital para el Niño Poblano colectada en diciembre del 2016, los 

plásmidos de ambas cepas portaron blaOXA-72. 

 

7.2.2 Análisis bioinformático de plásmidos 

Se utilizaron los siguientes programas para el análisis y comparación de los 

plásmidos: 
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Los ensambles de los genomas para determinar plásmidos se realizaron con los 

ensambladores: Velveth v1.2.10 (PLACNETw 

https://castillo.dicom.unican.es/upload/), SPAdes v. 3.9.0, SPAdes v. 3.11.1. 

Posteriormente los plásmidos se anotaron con RAST (Rapid Annotation using 

Subsystem Technology) v.2.0 (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi). Las proteínas 

hipotéticas se analizaron con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) v 2.13.0 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de determinar si tenían una 

función o estaban identificadas, y para corroborar esta información se empleó pfam 

(http://pfam.xfam.org/) . 

También se realizó una búsqueda de los genes de resistencia con la base de datos 

ResFinder v.3.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) 

Las relaxasas se determinaron mediante MOBscan 

(https://castillo.dicom.unican.es/mobscan/)  

Para realizar la comparación de la estructura de los plásmidos se realizaron los 

dibujos de plásmidos y entornos genéticos mediante el programa Easyfig v2.2.2. El 

porcentaje de identidad de estos se determinó mediante BLAST.  

El alineamiento de replicasas se hizo con Clustal Omega y dendrograma se realizó 

con el programa MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) v11.0.8. 

haciendo uso del esquema empleado por (Bertini et al., 2010) y ampliado por 

(Salgado et al, 2020) 

 

8 RESULTADOS 

Debido a la pandemia por Covid-19, el trabajo se dividió en dos partes: una parte 

experimental realizada entre los meses de enero a julio del 2022, y una in silico 

realizada a partir de agosto de 2020 hasta la conclusión de esta tesis. 

8.1 Trabajo experimental 

8.1.1 Determinación de variantes de carbapenemasas 

Con la finalidad de determinar el tipo de variante de carbapenemasas en 24 cepas 

previamente trabajadas (Verdugo-Yocupicio, 2020), se realizó la amplificación de 

https://castillo.dicom.unican.es/upload/
http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://castillo.dicom.unican.es/mobscan/
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los genes mediante PCR, encontrando que de 9 cepas portadoras de blaNDM, el 

100% mostraron una banda de amplificación, pero no pudieron purificar para 

mandar a secuenciar por falta de tiempo. 

En las cepas AE14 y AE19, se logró amplificar el gen blaOXA-23. El producto se envió 

a secuenciar y el análisis arrojó que se trata de la variante blaOXA-239. Se determinó 

que la cepa AE19 también porta la variante blaIMP-5 (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Corrimiento en agarosa al 1% de los productos de PCR de los genes blaIMP, blaOXA-23 
y blaNDM presentes en A. baumannii.  Línea 1 y 2: Blanco y control positivo blaIMP (505 pb); Línea 
3: cepa AE19 negativa; Línea 4 y 5: Blanco y control positivo de blaOXA-23 (501 pb) ; Línea 6: cepa 
AE19 positiva; Línea 7 y 8: blanco y control positivo de blaNDM ;Línea 9 y 10: cepas positivas; Línea 
11 y 12: blanco y control del arreglo ISAba125-blaNDM (901 pb); Línea 13 y 14 cepas AE29 y AE45 
dudosas. 
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8.1.2 Perfil plasmídico de cepas de A. baumannii  

Acinetobacter baumannii es particularmente capaz de adquirir y expresar nuevos 

mecanismos de resistencia en respuesta a la presión ejercida por los antibióticos. 

Dentro de estos mecanismos, es común la adquisición de carbapenemasas 

mediadas por plásmidos. A las cepas previamente se les determino la presencia de 

bandas plasmídicas por extracción alcalina (Verdugo-Yocupicio, 2020), por lo que 

en este trabajo se determinó el número de bandas plasmídicas y también el peso 

molecular de cada una de ellas por PFGE-S1.  

En las Figuras 3 y 4 se muestra el perfil plasmídico por PFGE-S1 donde se puede 

observar que 4 de las cepas presentan una sola banda plasmídica (AE29, AE41, 

AE44 y AE45) . En la Tabla 3 se muestran Los datos de bandas plasmídicas 

reportadas por Verdugo-Yocupicio en 2020, los plásmidos encontrados por PFGE 

el peso probable en kilopares de bases de los plásmidos basados en la distancia de 

migración de las bandas comparado con las bandas de la cepa control. 
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Figura 3 Visualización plasmídica por el método PFGE-S1 de 13 cepas de A. baumannii MDR 
aisladas de pacientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla México. Línea 1: E. coli NCTC 
50192 con 4 plásmidos: 154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb (control de PM); Líneas 2-10: cepas de A. 
baumannii, Línea 11: vacío; Líneas 12-15: cepas de A. baumannii: 

 

 

Figura 4 Visualización plasmídica por el método PFGE-S1 de 10 cepas de A. baumannii MDR 
aisladas de pacientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla México. Línea 1: E. coli NCTC 
50192 con 4 plásmidos: 154 kb, 66 kb, 38 kb y 7 kb (control de PM); Líneas 2-11: cepas de A. 
baumannii. 

Tabla 3 Características plasmídicas de Acinetobacter baumannii  

Cepa Bandas 

plasmídicas 

previamente 

determinadas* 

Bandas 

plasmídicas 

por PFGE 

Peso 

molecular 

probable del 

plásmido 

(kb) 

Genotipo de resistencia 

AE14 4 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaOXA-23 
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AE16 4 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaOXA-23 

AE19 4 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaOXA-23, blaIMP 

AE22 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE23 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE25 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE26 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE27 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE28 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE29 1 1 205 blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE30-A 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE30-B 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE31 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE32 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE37 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE38 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE40 1 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE41 1 1 191 blaOXA-66, blaOXA-72 

AE44 0 1 191 blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE45 2 1 191 blaOXA-66, blaOXA-72, blaNDM 

AE47 2 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE48 2 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE50 2 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

AE51 2 - - blaOXA-66, blaOXA-72 

* Verdugo-Yocupicio, 2020. En azul el número y peso de los plásmidos determinados en este estudio. 

 

8.1.3 Determinación de bombas 

En un inicio, uno de los objetivos de esta tesis era continuar caracterizando las 

cepas estudiadas por (Verdugo-Yocupicio, 2020), sin embargo, debido a las 

condiciones dadas por la pandemia, esto resultó complicado de cumplir.  Debido al 

tiempo que pude entrar al laboratorio, se determinó el papel de las bombas de 

expulsión en la resistencia a imipenem y ciprofloxacino, para lo cual se determinó la 

CMI en presencia y ausencia del inhibidor Carbonil-Cianuro-3-Clorofenilhidrazona 

(CCCP) a 25 mg/L. Se consideró una disminución de 4 o más veces en el valor de 
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la CMI en presencia del inhibidor CCCP como fenotipo positivo a la participación de 

bombas de expulsión (Sánchez-Carbonel et al., 2021). 

Para el experimento de inhibición de bombas en presencia de imipenem, se 

trabajaron 8 cepas a las cuales no se les había determinado (AE14, AE16, AE19, 

AE30A, AE30B, AE44, AE50 y AE51) para el resto de las 16 cepas esta 

participación fue previamente determinada. Se observó que la cepa AE14 mostró 

una disminución de 4 veces el valor de la CMI (de 512 a 128 μg/ml); y la cepa AE16 

mostró una disminución de 16 veces el valor de la CMI (de 512 a 32 μg/ml). En el 

caso de ciprofloxacino, se analizaron las 16 cepas puesto que estos valores no 

fueron determinados previamente, siendo analizadas las cepas: AE19, AE23, AE27, 

AE28, AE30A, AE30B, AE31, AE32, AE34, AE38, AE44, AE47, AE50 y AE51, en 

este caso se observó que solamente la cepa AE34 tuvo una disminución de 4 veces 

el valor de la CMI (de 4 a 1 μg/ml), lo cual puede considerarse como fenotipo positivo 

para la participación de bombas (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Participación de bombas de expulsión en la resistencia a imipenen y ciprofloxacino 

en cepas de A. baumannii. 

CEPA IPM IPM+CCCP CIP CIP+CCCP 

AE14 512 128 PD PD 

AE16 512 32 PD PD 

AE19 512 256 256 128 

AE23 PD PD 128 64 

AE27 PD PD 128 128 

AE28 PD PD 128 64 

AE30A 512 256 128 64 

AE30B 512 256 128 64 

AE31 PD PD 128 64 

AE32 PD PD 128 64 

AE34 PD PD 4 1 

AE38 PD PD 128 64 

AE44 512 256 128 64 

AE47 PD PD 128 64 

AE50 512 256 256 128 

AE51 512 256 256 128 

 
Concentración mínima inhibitoria (CMI) en presencia y ausencia deCarbonil-Cianuro-3-
Clorofenilhidrazona (CCCP) . El color rojo corresponde a los valores de las cepas que disminuyeron 
4 veces o más el valor de la CMI para considerarse como fenotipo positivo. El color azul corresponde 
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a aquellas cepas que no disminuyeron las veces necesarias el valor de la CMI para considerarse 
como fenotipo positivo. IPM. Imipenem. CIP. Ciprofloxacino. PD. Previamente determinado. 

 

8.2  Trabajo bioinformático. 

Debido a la pandemia por COVID-19, parte de esta investigación se hizo in silico 

mediante análisis bioinformáticos. Realizando la búsqueda de plásmidos de A. 

baumannii portadores de carbapenemasas, se hicieron comparaciones para 

determinar similitudes en el backbone de los plásmidos con otros, determinar los 

entornos de los genes que codifican para carbapenemasas y caracterizarlos de 

acuerdo con su replicasa y su relaxasa. 

8.2.1 Análisis bioinformático de plásmidos portadores de blaOXA-23  

Se trabajaron con 18 secuencias de plásmidos portando blaOXA23 de A. baumannii 

del Genbank, la información de estos plásmidos se muestra en la tabla 5. 

Todos los plásmidos descargados se seleccionaron ya que estaban completos y 

cerrados, descartando así a los plásmidos que no presentaron dichas 

características. El tamaño de los 18 plásmidos oscila entre 8 kb y 215 kb. Los 

plásmidos fueron reportados en cepas aisladas de países distribuidos entre los 

continentes americano, asiático, australiano y africano, y las cepas que los portan 

provenían de distintos sitios anatómicos a partir de muestras clínicas, donde los más 

frecuentes fueron el lavado bronquioalveolar (LAB) (3) y expectoración (5).  

 

Tabla 5. Información de los plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-23 obtenidos de 

la base de datos Genbank. 

Nombre del 

plásmido (número 

de acceso 

Genbank) 

Tamaño 

plásmido 

(pb) 

Contenido 

%G+C 
País 

Origen de la 

muestra 
CDS 

CDS con 

función 

predicha 

pCMCVTAb2-Ab66 

(CP016302) 
73,188 34 USA Sin información 99 42 

pCMCVTAb2-Ab4 

(CP016297) 
74,090 34 USA BAL 100 41 
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pAC29b (CP008851) 74,749 34 Malaysia 
Secreción 

endotraqueal 
97 44 

HRAB-85 plasmid 

(CP018144) 
77,513 34 China Expectoración 99 38 

pAB04-2 

(CP012008) 
87,569 34 Canada Sangre 110 45 

pUSA15_1 

(CP020594) 
98,301 34 

South 

Korea 
Expectoración 116 59 

pA85-3 (CP021787) 86,334 34 Australia expectoración 114 40 

pAbPK1b 

(CP024578) 
79,335 34 Pakistan BAL ovino 104 38 

tig00000059_pilon 

(CP026706) 
72,105 34 

Sin 

información 
Sin información 98 32 

unitig_2_pilon 

(CP026712) 
72,990 34 

Sin 

información 
Sin información 99 32 

AR_0056 plasmid 

unnamed2 

(CP027121) 

72,105 34 
Sin 

información 
Sin información 89 32 

ABUH793 plasmid 

p74.1Kbp 

(CP035047) 

74,091 34 
Sin 

información 
Sin información 100 34 

ABUH763 plasmid 

p74.1Kbp 

(CP035052) 

74,091 34 
Sin 

información 
Sin información 100 36 

pTG22653 

(CP039519) 
127,784 41 

Estados 

Unidos 
BAL 138 56 

pVB82_1 

(CP050386) 
215,278 39 India Sangre 230 128 

pVB2486_1 

(CP050404) 
99,090 35 India Expectoración 118 53 

pAb-D10a-a_3 

(CP051872)  
8,215 38 Ghana 

Líquido 

cefalorraquídeo  
13 8 

pAb-B004d-c_3 

(CP051878) 
8,215 38 Ghana Expectoración 12 8 

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. BAL. Lavado Bronquioalveolar. CDS. Coding sequences 
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Se realizó el análisis de los plásmidos, destacando los módulos de su backbone, en 

la tabla 6 se muestran el tamaño del plásmido y los genes correspondientes a cada 

módulo plasmídico, como son: el módulo de replicación módulos de estabilidad, de 

movilización y el módulo accesorio.  

Se observó que de los 18 plásmidos portadores de blaOXA-23, 14 de ellos poseen 

replicasa en el módulo de replicación, de los cuales 13 de ellos pertenecen al grupo 

GR6, un plásmido pertenece a GR25. En 4 de ellos no se detectó replicasa. 

Respecto al módulo de estabilidad se observó que presentan al menos una toxina, 

siendo la toxina zeta la más prevalente seguida por HigB . Los 14 plásmidos con 

replicasa también presentaron en el módulo de movilización T4SS y T4CP, lo cual 

indica podría tratarse de plásmidos conjugativos. Por otra parte, en 9 de estos 

plásmidos se observó que comparten en común la relaxasa MOBF.  En el módulo 

accesorio, se realizó el análisis del entorno genético de blaOXA-23 mediante RAST y 

BLAST, donde se pudo determinar la presencia de los transposones Tn2008, 

Tn2006 y Tn2007 (Figura 5), donde Tn2008 se encontró en 12 plásmidos, Tn2006 

en 3 de ellos, Tn2007 en los dos plásmidos más pequeños (8 kb), y en uno restante 

no se pudo determinar ya que la carbapenemasa se encontraba en uno de los 

extremos de la secuencia. Por otro lado, también se observó en algunos plásmidos 

la presencia de enzimas modificadoras de aminoglucósidos (7), y en menor 

proporción genes de resistencia a tetraciclinas (2).  

Tabla 6. Características del backbone de plásmidos portadores de blaOXA-23 de A. baumannii 

obtenidos de Genbank. 

Nombre del 

plásmido 

(número de 

acceso 

Genbank) 

Acceso 

Genbank 

Tamaño 

plásmid

o (pb) 

Módulo de 

Replicación 

Módulo de 

Estabilidad 

Módulo de 

Movilización 

Módulo Accesorio 

pCMCVTAb2-

Ab66 

(CP016302) 

CP016302 73,188 GR6 Toxin higB T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn incompleto, 

blaOXA-23 
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pCMCVTAb2-

Ab4 

(CP016297) 

CP016297 74,090 GR6  relE, zeta toxin T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2008, aphA6, 

blaOXA-23 

pAC29b 

(CP008851) 

CP008851 74,749 GR6 zeta toxin, parA T4SS, T4CP Tn2008, tetR, 

blaOXA-23 

HRAB-85 

plasmid 

(CP018144) 

CP018144 77,513 GR25 zeta toxin T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2008, blaOXA-23 

pAB04-2 

(CP012008) 

CP012008 87,569 GR6 Zeta toxin, toxin 

relE, telA 

T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2006, blaOXA-23 

pUSA15_1 

(CP020594) 

CP020594 98,301 GR6 zeta toxin, higB, 

parA, 

parB/repB/ppo0J 

T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2006, aphA-6, 

blaOXA-23 

pA85-3 

(CP021787) 

CP021787 86,334 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2006, aphA-6, 

blaOXA-23 

pAbPK1b 

(CP024578) 

CP024578 79,335 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6, 

blaOXA-23 

tig00000059_

pilon 

(CP026706) 

CP026706 72,105 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2008, blaOXA-23 

unitig_2_pilo

n (CP026712) 

CP026712 72,990 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, blaOXA-23 

AR_0056 

plasmid 

unnamed2 

(CP027121) 

CP027121 72,105 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2008, blaOXA-23 

ABUH793 

plasmid 

p74.1Kbp 

(CP035047) 

CP035047 74,091 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6, 

blaOXA-23 

ABUH763 

plasmid 

p74.1Kbp 

(CP035052) 

CP035052 74,091 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP Tn2008, aphA-6, 

blaOXA-23 

pTG22653 

(CP039519) 

CP039519 127,784 Ausente parB No Tn2008, blaOXA-23 
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pVB82_1 

(CP050386) 

CP050386 215,278 Ausente relE, higA, 

parA/parB 

No Tn2008, aacA, 

aphE, strB, tetB, 

tetR, 

mph(E)/Mph(G), 

blaPER-7, qacE, 

cmlA, aadA, 

blaOXA-23 

pVB2486_1 

(CP050404) 

CP050404 99,090 GR6 zeta toxin, higB T4SS, T4CP, 

MOBF 

Tn2008, blaOXA-23 

pAb-D10a-a_3 

(CP051872)  

CP051872 8,215 Ausente higBA T4CP, 

MobA/MobL 

Tn2007, blaOXA-23 

pAb-B004d-

c_3 

(CP051878) 

CP051878 8,215 Ausente higBA T4CP, 

MobA/MobL 

Tn2007, blaOXA-23 

Se muestra el tamaño del plásmido, grupos de homología por replicasa y módulos de los plásmidos. 
GR6, grupo de homología por replicasa; T4SS, sistema de secreción tipo IV; T4CP, proteína 
acopladora tipo IV. 

 

Al analizar los entornos genéticos de blaOXA-23 mediante RAST, se observaron las 

siguientes estructuras: 

 

 

FIGURA 5. Transposones acarreando blaOXA-23 encontrados en este estudio mediante 
anotaciones de RAST y alineamientos con BLAST. Transposón Tn2006 en pAB04-2, pUSA15_1 
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y pA85-3; Tn2008 en pCMCVTAb2-Ab4, pAC29b, HRAB-85 plasmid, pAbPK1b, tig00000059_pilon, 
unitig_2_pilon, AR_0056 plasmid unnamed2, ABUH793 plasmid p74.1Kbp, ABUH763 plasmid 
p74.1Kbp, pTG22653, pVB82_1, pVB2486_1; Tn2007 en pAb-D10a-a_3 y pAb-B004d-c_3. Imagen 
construida con easyfig. 

 

Para poder observar mejor las similitudes y diferencias de los plásmidos con 

respecto a su backbone, se realizó una comparación de los plásmidos mediante 

alineamientos múltiples con easyfig, tomando grupos de seis plásmidos que 

tuvieran tamaños similares para poder comparar y visualizar mejor las imágenes 

(Figura 6A,6B, 6C y 6D).  

En la Figura 6A se muestra un grupo de 6 plásmidos que tienen un 34% de 

contenido en G+C, un tamaño entre 87 y 71 Kb. Estos plásmidos provienen de 

diferentes continentes, los primeros 4 plásmidos presentaron más de un 98% de 

identidad de acuerdo con BLAST, se encontró la proteína TraD y la relaxasa MOBF. 

En la Figura 6B. los 6 plásmidos presentan más de un 98% de identidad entre ellos 

según BLAST, tanto en su backbone como en el módulo accesorio, cabe destacar 

que todos estos plásmidos tienen un 34% en contenido de G+C, su tamaño se 

encuentra entre las 71 y 87 Kb, y son provenientes de diferentes continentes. 

En la Figura 6C se observan 4 plásmidos que tienen regiones muy pequeñas en 

común como es en el módulo accesorio, donde comparten el transposón que 

flanquea a la blaOXA-23, pero en cuanto a su backbone no hubo similitudes. Su 

contenido de G+C varía entre 34 y 41%, los tamaños van desde 74 Kb hasta los 

215 kb. Los plásmidos son provenientes de América y Asia. Se observa que los 4 

plásmidos no muestran un alto de grado de identidad entre sí. 

En la Figura 6D se observan 2 plásmidos con un 100% de identidad, cuentan con 

el transposón que flanquea a la blaOXA-23. Su contenido de G+C es de 38%, sus 

tamaños son de 8 kb y ambos plásmidos son provenientes del continente africano, 

en un mismo hospital, pero de pacientes diferentes en Ghana. 



 

37 
 

 

Figura 6A. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-23. Alineamiento de plásmidos de tamaño entre 73 y 
98 Kb se compararon por tener un tamaño similar. El contenido de G+C de todos es de 34%, además presentan la maquinaria completa del sistema 
de secreción tipo IV (T4SS) y la proteína acopladora tipo IV (T4CP), también presentan replicasa y sistemas toxina-antitoxina. Los primeros 4 
plásmidos muestran un backbone similar respecto a los otros 2 plásmidos. Los colores representan a cada módulo de los plásmidos como: módulo 
de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), módulo accesorio (morado), blaOXA-23 (rojo), proteínas con 
función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada plásmido son: CP008851, CP012008, CP016297, 
CP016302, CP018144 y CP020594 respectivamente. 
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Figura 6B. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-23.  Los plásmidos se compararon por presentar 
tamaños similares de entre 72 y 86 kb. Todos los plásmidos presentan un 34% en contenido de G+C, tienen el mismo backbone, incluyendo la 
T4SS y la T4CP, tienen una replicasa presente y parte del sistema toxina-antitoxina. Los colores representan a cada módulo de los plásmidos como: 
módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), módulo accesorio (morado), blaOXA-23 (rojo), proteínas 
con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada plásmido son: CP021787, CP024578, CP026706, 
CP026712, CP027121 y CP035047 respectivamente. 
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Figura 6C. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-23. Estos plásmidos se compararon por tener los 
mayores tamaños que van de 74 a 215 kb, estos plásmidos no presentaron similitudes en su backbone. Los colores representan a cada módulo de 
los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), módulo accesorio (morado), 
blaOXA-23 (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada plásmido son: CP035052, 
CP039519, CP050386 y CP050404 respectivamente. 
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Figura 6D. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-23.  Estos plásmidos fueron comparados por tener el 
mismo tamaño. Los plásmidos son idénticos de acuerdo con BLAST, portan el mismo sistema toxina-antitoxina, blaOXA-23, y proteínas del módulo de 
movilización.  Los colores representan a cada módulo de los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), 
módulo accesorio (morado), blaOXA-23 (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los nombres de cada plásmido. 
pAb-D10a-a_3 y pAb-B004d-c_3 respectivamente. 

 

Es importante señalar que todos los plásmidos de entre 70 y 100 kb podrían ser conjugativos de acuerdo con los resultados, 

ya que presentaron todos los genes del sistema de secreción tipo IV y la proteína acopladora tipo IV, además de un gen 

rep en el módulo de replicación, y en el módulo de estabilidad se encontraron parA y la toxina zeta. En los plásmidos de 

mayor tamaño (pTG22653 y pVB82_1) no se aprecian similitudes en el backbone ni proteína Rep, y los plásmidos de 8 kb 

(pAb-D10a-a_3 y pAb-B004d-c_3) fueron idénticos; estos plásmidos junto a blaOXA-23 portaron ISAba4 en lugar de ISAba1 

y como en el resto de los plásmidos, tampoco presentaron Rep. 
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8.2.2 Análisis bioinformático de plásmidos portadores de blaNDM  

Se hizo una búsqueda en Genbank de plásmidos de A. baumannii portadores de 

blaNDM, encontrando 10 secuencias completas de plásmidos portadores de esta 

beta-lactamasa cuya variante corresponde a blaNDM-1, la información básica de los 

plásmidos se observa en la Tabla 7. El tamaño de los plásmidos va desde los 39 kb 

hasta 265 kb, fueron reportados en los continentes americano, africano y asiático. 

Las cepas portadoras de estos plásmidos fueron aisladas de sitios anatómicos como 

el recto, lavado bronquio alveolar, sangre, fluidos corporales, pus, entre otros.  

Tabla 7. Información de plásmidos portadores de blaNDM-1 de A. baumannii obtenidos de 

Genbank. 

Nombre del 

plásmido 

(número de 

acceso 

Genbank) 

Tamaño 

plásmido 

(pb) 

Contenido 

%G+C 
País 

Origen de 

la muestra 
CDS 

CDS con 

función 

predicha 

pNDM-0285 

(CP026127) 
39,359 46 

Estados 

Unidos 

Sin 

información 
46 26 

unnamed2 

(CP027532) 
41,087 38 

Sin 

información 

Sin 

información 
46 32 

p6200-47.274kb 

(CP010399) 
47,274 54 Colombia 

Fluido 

corporal 
54 33 

pAbNDM-1 

(NC_019985) 
48,368 43 

Sin 

información 

Sin 

información 
53 39 

unnamed2 

(CP053220) 
63,650 71 Tanzania 

Muestra 

clínica 
71 61 

pDETAB2 

(CP047975) 
100,072 44 China 

Hisopo 

rectal 
108 88 

pPM193665_1 

(CP050416) 
150,385 40 India Pus 163 81 

pPM194122_1 

(CP050426) 
150,385 40 India BAL 162 83 

pAC1633-1 

(CP059301) 
174,292 38 Malasia Sangre 170 99 
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pABF9692 

(CP048828) 
264,805 39 China 

Tráquea de 

un pato 
251 113 

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. BAL. Lavado Bronquioalveolar. CDS. Coding sequences 

 

Para poder observar mejor las similitudes y diferencias de los plásmidos con 

respecto a su backbone, se realizó una comparación de los plásmidos mediante 

alineamientos múltiples con easyfig, tomando grupos de seis plásmidos que 

tuvieran tamaños similares para poder comparar y visualizar mejor las imágenes 

(Figura 8A y 8B).  

Se realizó el análisis de los plásmidos, destacando las partes del backbone de 

estos, en la tabla 8, se muestran el tamaño del plásmido y los genes 

correspondientes a cada uno de los cuatro módulos plasmídicos: el módulo de 

replicación, los módulos de estabilidad, movilización y el módulo accesorio. Se 

aprecia que solamente 2 plásmidos pudieron clasificarse en base a la replicasa, 

perteneciendo al grupo GR3. En el módulo de estabilidad de los plásmidos 

observamos que 7 de los 10 plásmidos cuentan con alguna parte del sistema toxina-

antitoxina. En el módulo de movilización se pueden apreciar a 5 plásmidos que 

posiblemente sean conjugativos ya que poseen T4SS y T4CP, uno de los plásmidos 

carece de cualquiera de estas proteínas y 4 de ellos presentaron T4SS incompleto, 

entre los plásmidos catalogados como conjugativos, se aprecia que 4 de ellos 

poseen la relaxasa MOBQ, y el plásmido restante posee MOBP, los 5 plásmidos 

restantes no poseen relaxasa. En el módulo accesorio al analizar el entrono 

genético de blaNDM-1 se pudo apreciar que en todos los plásmidos el gen se 

encuentra insertado en el transposón Tn125 (Figura 7) el cuál se caracteriza por 

estar flanqueado por las secuencias de inserción ISAba125, poseen blaNDM-1, un 

gen de resistencia a la bleomicina y las chaperonas GroEl y GroES. Además de 

blaNDM-1, también se observó en todos los plásmidos la presencia de genes de 

resistencia a aminoglucósidos, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas y en los 

plásmidos más grandes se aprecia la presencia de todos los genes de resistencia 

antibiótica mencionados (CP050416 y CP050426) (Tabla 8). 
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Figura 7. Transposón Tn125 encontrado en todos los plásmidos portadores de blaNDM-1. La 

única variante encontrada fue blaNDM-1. groEL, groES, chaperonas; TAT ( twin arginine transporter); 

ble, gen de resistencia a la bleomicina.
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Tabla 8. Características del backbone de plásmidos portadores de blaNDM de A. baumannii obtenidos de Genbank  

Nombre del plásmido 

(número de acceso 

Genbank) 

Acceso 

Genbank 

Tamaño 

plásmido 

(pb) 

Módulo de 

Replicación 

Módulo de 

Estabilidad 

Módulo de 

Movilización 

Módulo Accesorio 

pNDM-0285 

(CP026127) 
CP026127 39359 No zeta toxin 

T4SS, T4CP, 

MOBQ 
Tn125 incompleto, blaNDM-1, ble, aphA-7 

unnamed2 

(CP027532) 
CP027532 41,087 No no 

T4SS, T4CP, 

MOBQ 
Tn125 incompleto, blaNDM-1, ble, aphA-7 

p6200-47.274kb 

(CP010399) 
CP010399 47,274 No zeta toxin 

T4SS, T4CP, 

MOBQ 
Tn125, blaNDM-1, ble, aphA-7 

pAbNDM-1 

(NC_019985) 
NC_019985 48,368 No zeta toxin 

T4SS, T4CP, 

MOBQ 
Tn125, blaNDM-1, ble, aphA-7 

unnamed2 

(CP053220) 
CP053220 63,650 No no 

T4SS, T4CP, 

MOBP 

Tn125 incompleto, blaNDM-1, ble, floR, sul2, 

aac(3)-Iid, blaCARB-15, aphA-7 

pDETAB2 (CP047975) CP047975 100,072 No 

hipA, relE/parE, 

brnA, brnT, 

relB/stbD, relE/stbE. 

no 
Tn125, blaNDM-1, ble, aac(3)-Iid, blaOXA-58, 

sul2, mph(E), tetR/acrR, tet(39) 

pPM193665_1 

(CP050416) 
CP050416 150,385 GR3 abiEii/abiGii 

T4SS 

incompleto 

Tn125, integrón clase 1, blaNDM-1, ble, 

mph€, sul1, qacE delta 1, cmlA5,  ant(3'')-

Ia, sul2, aph(6), aph(3''), tet(B), tetR(B) 

pPM194122_1 

(CP050426) 
CP050426 150,385 GR3 abiEii/abiGii 

T4SS 

incompleto 

Tn125, integrón clase 1, blaNDM-1, ble, 

mph(E), sul1, qacE delta 1, cmlA5, arr-2, 

sul2, aph(6)-Id, aph(3'')-Ib, tetR/acrR, 

tet(B), tetR(B) 



 

45 
 

pAC1633-1 

(CP059301) 
CP059301 174,292 No zeta toxin 

T4SS 

incompleto 

Tn125, blaNDM-1, ble, adeB/adeJ, 

adeC/adeK/oprM, aac(3)-IId", sul2, 

tetR/acrR 

pABF9692 (CP048828) CP048828 264,805 No no 
T4SS 

incompleto 

Tn125, blaNDM-1, ble, tet(M), blaOXA-58, 

aac(3)-Iid, aph(3')-Via, floR 

GR6, grupo de homología por replicasa; T4SS, sistema de secreción tipo IV; T4CP, proteína acopladora tipo IV 
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Para los plásmidos portadores de blaNDM-1 se realizaron alineamientos múltiples en 

2 grupos de 5 plásmidos cada uno seleccionados de acuerdo con su tamaño, el 

primer grupo de plásmidos presenta un tamaño entre 39 Kb hasta 63 Kb (Figura 

8A) y el segundo grupo tiene un tamaño entre 100 Kb hasta 265 Kb (Figura 8B). 

En la Figura 8A, se observa un grupo de 5 plásmidos portadores de blaNDM-1, 2 

plásmidos provenientes del continente americano, 1 del continente africano, y otros 

2 cuya procedencia no se halló en la base de datos. En los alineamientos 4 de los 

5 plásmidos presentaron un 99.99% de identidad de acuerdo con BLAST, donde se 

aprecia que comparten genes del sistema de secreción tipo IV, la toxina zeta, un 

sitio parA, y una enzima modificadora de aminoglucósidos. Estos 4 plásmidos fueron 

los más pequeños en tamaño (39 Kb hasta 49 Kb)  su contenido de G+C 37% hasta 

41%, y el más grande cuyo tamaño es de 63 Kb presentó un contenido de G+C de 

43%, se observa que este plásmido grande presenta más genes en el módulo 

accesorio (morado), y en cuanto a su backbone, este es distinto al resto de 

plásmidos. 

En la Figura 8B, se observan alineamientos múltiples de plásmidos con blaNDM-1 

aislados en el continente asiático como son los países India, 2 del mismo hospital 

(plásmidos pPM193665_1 y pPM194122_1) pero no se sabe si del mismo paciente, 

China de 2 ciudades diferentes y Malasia. Se encontró que los 2 plásmidos 

provenientes de la India (pPM193665_1 y pPM194122_1) presentaron un 100% de 

identidad de acuerdo con el BLAST, destacando que ambos presentaron el mismo 

contenido de G+C (40%), y comparten el mismo contenido de pares de bases 

(150,385), el resto de plásmidos no presentaron características similares en su 

backbone, solamente se asemejan en la región variable donde se encuentra 

insertada blaNDM-1.
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Figura 8A. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaNDM-1. Los plásmidos cuentan con un tamaño que va 
desde las 39 kb hasta las 63 kb, con un contenido G+C de entre 37 y 43%, presentan la maquinaria completa del T4SS y una T4CP, todos carecen 
de replicasa, portan sistemas T-A. Los primeros 4 plásmidos presentaron un backbone similar, mientras que el quinto difirió del resto. Los colores 
representan a cada módulo de los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), 
módulo accesorio (morado), blaNDM (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada 
plásmido son: CP026127. CP027532, CP010399, NC_019985 y CP053220. 
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Figura 8B. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaNDM-1. Los plásmidos tienen un tamaño que va desde las 
100 hasta las 264 kb, con un contenido G+C de entre 38 y 44%, presentan una T4CP. Dos de los 5 plásmidos presentan replicasa, todos contaron 
con sistemas T-A. Solo 2 plásmidos presentan un backbone similar, mientras que el resto son diferentes. Los colores representan a cada módulo 
de los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), módulo accesorio (morado), 
blaNDM (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada plásmido son: CP047975, 
CP050416, CP050426, CP059301 y CP048828.
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En general los plásmidos portadores de blaNDM-1, tienen un backbone similar en 

aquellos plásmidos de tamaños menores a 50 kb y además cuentan con la 

maquinaria completa para la conjugación, los plásmidos de mayor tamaño fueron 

distintos en su backbone, pero en todos se encontró el transposón Tn125. 

 

8.2.3 Análisis bioinformático de plásmidos portadores de blaOXA-72 

Se trabajó con un total de 8 plásmidos portadores de blaOXA-72, de los cuales 6 son 

provenientes del Genbank, y 2 plásmidos fueron proporcionados por el LMHyC, 1 

de ellos de una cepa aislada de líquido sinovial en un paciente del Hospital para el 

Niño Poblano y otra cepa de un paciente del Hospital Regional ISSSTE Puebla, 

tomada de una muestra de expectoración. La información básica de los plásmidos 

se muestra en la tabla 9. 

El tamaño de los plásmidos se encontró entre los 7 y los 10 kb, de los cuales 5 

plásmidos fueron aislados de cepas en México, los cuales contaron con más del 

99.9% de identidad, otro plásmido proviene de Estados Unidos, uno de China y otro 

de Malasia, entre estos 3 últimos hubo un 94% de identidad. Respecto a los sitios 

anatómicos de aislamiento, todos fueron aislados de distintos sitios como sangre, 

expectoración o herida y uno del suelo. No se detectaron otros genes de resistencia 

además de blaOXA-72. Cabe destacar que en el plásmido pAB120 (N° de acceso 

CP031446) se encontraron dos genes de blaOXA-72. 

Tabla 9. Información de los plásmidos portadores de blaOXA-72 de A. baumannii obtenidos de 

Genbank . 

Nombre del 
plásmido 

(número de 
acceso Genbank) 

Tamaño 
plásmido 

(pb) 

Contenido 
%G+C 

País 
Origen de la 

muestra 
CDS 

CDS con 
función 
predicha 

pAbaAE38 (S/N) 10,017 35 México Expectoración 13 6 

pAbaAN71 (S/N) 9,990 35 México líquido sinovial 13 8 

pAba9201a 
(CP023021) 

9,024 35 México sangre 11 6 
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%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. CDS. Coding sequences 

Las secuencias de plásmidos se anotaron con RAST para posteriormente 

determinar los módulos de los plásmidos (tabla 10) y caracterizarlos.  

Se aprecia que los 5 plásmidos originarios de México compartieron el mismo 

backbone, teniendo así la misma replicasa (GR29) y relaxasa (MOBQ). también se 

observa que el tamaño de estos se encuentra entre las 9 y 10 kb, sugiriendo que en 

el país blaOXA-72 se moviliza en plásmidos con la misma estructura, a diferencia de los 

3 plásmidos restantes que provienen de distintos países y no comparten la misma 

estructura. Interesantemente, el plásmido de mayor tamaño (10 kb) cuenta con dos 

copias de blaOXA-72. 

Tabla 10. Características del backbone de plásmidos portadores de blaOXA-72 en A. baumannii 

obtenidos de Genbank  

Nombre del 
plásmido 

(número de 
acceso 

Genbank) 

Tamaño 
plásmido 

(pb) 

Módulo de 
Replicación 

Módulo de 
Estabilidad 

Módulo de 
Movilización 

Módulo 
Accesorio 

pAbaAE38 
(S/N) 

10017 GR29 No MOBQ 
ISAba48, 
blaOXA-72 

pAbaAN71 
(S/N) 

9,990 GR29 No MOBQ 
ISAba48, 
blaOXA-72 

pAba9201a 
(CP023021) 

9,024 GR29 No MOBQ 
ISAba48, 
blaOXA-72 

pAba10042a 
(CP023027) 

10,062 GR29 No MOBQ 
ISAba48, 
blaOXA-72 

pAba5845a 
(CP023035) 

9,935 GR29 No MOBQ 
ISAba48, 
blaOXA-72 

pK09-14 
(CP043954) 

7,791 GR2 higB, higA No 
blaOXA-72 

pAba10042a 
(CP023027) 

10,062 35 México secreción 12 7 

pAba5845a 
(CP023035) 

9,935 35 México herida 13 7 

pK09-14 
(CP043954) 

10,879 34 USA 
Músculo de 

pierna derecha 
13 10 

pA52-OXA-72 
(CP034097) 

7,791 34 Malaysia suelo 11 6 

pAB120 
(CP031446) 

8,493 33 China expectoración 11 7 



 

51 
 

CP043954 
(CP034097) 

8,493 GR7 No No 

blaOXA-72 

pA52-OXA-
72 (pAB120) 

10,879 GR2 
higB, higA, 
brnT, brnA 

No 
Dos copias de 

blaOXA-72 

Grupos de homología en base a la replicasa GR29, GR2 y GR7; relaxasa MOBQ; Toxinas y 
antitoxinas HigB, HigA, BrnT, BrnA. La clasificación se realizó de acuerdo con los genes presentes 
en el backbone del plásmido ya que los tamaños son similares. 

Respecto al entorno genético de blaOXA-72, esta carbapenemasa se encuentra 

flanqueada por sitios XerC/XerD en todos los plásmidos.  

En cuanto a la estructura completa de los plásmidos, se realizó una comparación 

de ellos mediante alineamientos múltiples con easyfig en 2 grupos con 5 y 3 

plásmidos ya que de ese modo se podrían visualizar mejor las imágenes, además 

se eligieron estos grupos por presentar los mismos genes como se observa en las 

imágenes (Figuras 9A y 9B), pero para conocer el porcentaje de identidad de estos 

plásmidos se empleó BLAST.  

En la Figura 9A se observa un grupo de 5 plásmidos portadores de blaOXA-72, todos 

originarios de México, que comparten el mismo backbone como son la relaxasa, la 

replicasa y el oriV, así como el elemento ISAba48 y blaOXA-72 en el módulo accesorio.  

En la Figura 9B se muestran alineamientos múltiples de 3 plásmidos portadores de 

blaOXA-72, los cuales no muestran genes del módulo de movilización, pero sí del 

módulo de estabilidad como lo son los sistemas toxina-antitoxina.
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Figura 9A. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-72. Plásmidos con un tamaño entre 9 y 10 Kb 
seleccionados por su grado de similitud. Los colores representan a cada módulo de los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo 
de replicación (verde), módulo accesorio (morado), blaOXA-72 (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). Los 
números de acceso de los primeros 3 plásmidos son: CP023021, CP023027, y CP023035 respectivamente. Los 2 últimos plásmidos corresponden 
a los proporcionados por el hospital para el niño poblano y el hospital regional ISSSTE Puebla respectivamente.
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Figura 9B. Alineamientos múltiples de plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA-72. Los cuales se seleccionaron por tener un backbone 
distinto al resto de plásmidos y además presentan un sistema toxina-antitoxina a diferencia del resto. Los colores representan a cada módulo de los 
plásmidos como: módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), blaOXA-72 (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas 
hipotéticas (gris). Los números de acceso de cada plásmido son: CP043954, CP034097, y CP031446 respectivamente.
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8.2.4 Análisis bioinformático de plásmidos portadores de blaIMP  

Al realizar la búsqueda de plásmidos portadores de blaIMP en A. baumannii sólo 

pudo hallarse un plásmido completo que presentaba una variante de esta 

carbapenemasa (blaIMP-4), las características del plásmido se muestran en la tabla 

11.  

Se trató de un plásmido cuyo tamaño es de 327 kb, de una cepa australiana de 

origen no documentado. Además de blaIMP-4 el plásmido presentó una gran cantidad 

de genes de resistencia a antibióticos como macrólidos, aminoglucósidos, 

oxacilinas, carbenicilina, sulfonamidas, entre otros.  

Tabla 11. Información del plásmido portador de blaIMP de A. baumannii obtenidos de 

Genbank. 

Nombre del 
plásmido 

(número de 
acceso 

Genbank) 

Tamaño 
plásmido 

(pb) 

Contenido 
%G+C 

País 
Origen de 
la muestra 

CDS 
CDS con 
función 
predicha 

pE47_001 
(CP042557) 

327,867 41 Australia 
Sin 

información 
325 170 

%G+C. Porcentaje de guanina y citosina. CDS. Coding sequences 

 

El contenido G+C del plásmido fue del 41%, con un tamaño de 327,867 pb, se 

trataba de un plásmido no movilizable debido a que no se pudo determinar el oriT o 

alguna relaxasa. Cuenta con varios sistemas toxina-antitoxina, y no se le detectó 

replicasa. 

 

 

 

 

 

 



 

55 
 

 

Tabla 12. Módulos del plásmido de A. baumannii portador de blaIMP-4  

Nombre del 
plásmido 

(número de 
acceso 

Genbank) 

Acceso 
Genbank 

Tamaño 
plásmid
o (pb) 

Módulo de 
Replicación 

Módulo de 
Estabilidad 

Módulo de 
Movilización 

Módulo 
Accesorio 

pE47_001 
(CP042557) 

CP04255
7 

327,867 parB/repB 

brnA, 
relE/parE. 

parA, 
parB/repB. 

virB2, dotL. 

blaIMP-4, blaOXA-

58, mph€, 
aac(3)-Iid, 
cmlA, sul1, 
1acE,catB3, 
aac(6')-Ib4, 

dfrA19, sul1, 
blaCARB-2, 

aph(3')-I, 2 
integrones 

clase 1 

 

 

En cuanto al entorno genético de blaIMP, esta carbapenemasa se encontró insertada 

dentro de un integrón clase 1 (Figura 10)  

 

 

Figura 10. Integrón clase 1 acarreando blaIMP-4. Los colores corresponden a: negro: proteína con 
función; morado: módulo accesorio; rojo: blaIMP. GNAT, G+Cn5-related N-acetyltransferases; sul1, 
gen de resistencia a la sulfonamida, quacE, gen de resistencia a amonios cuaternarios; catB3, 
cloranfenicol acetiltransferasa; aac(6’’)-lb4, aminoglucósido acetiltransferasa; smr, small multidrug 
resistance; intl1, integrasa.  

 

 

Debido a la escasez de plásmidos portadores de blaIMP en la base de datos del 

Genbank, sólo se pudo obtener uno completo, por lo cual no fue posible realizar 

alineamientos con otros plásmidos portadores de blaIMP. En la Figura 11 se observa 

el plásmido portador de blaIMP-4, el cual posee una alta cantidad de genes de 
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resistencia en el módulo accesorio junto con 2 integrones, uno de ellos con blaIMP-4 

(Figura 10), también cuenta con sistemas toxina-antitoxina y de partición en su 

módulo de estabilidad, sólo cuenta con una proteína del sistema de secreción tipo 

IV y una proteína acopladora tipo IV.   
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Figura 11. Plásmido de Acinetobacter baumannii portador de blaIMP-4. Debido a su tamaño, el plásmido fue dividido en 3 partes. Los colores 

representan a cada módulo de los plásmidos como: módulo de movilización (amarillo), módulo de estabilidad (azul), módulo de replicación (verde), 

módulo accesorio (morado y rosa), blaIMP-4 (rojo), proteínas con función determinada (negro) y proteínas hipotéticas (gris). El número de acceso del 

plásmido es CP042557. 
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8.2.5 Clasificación de los plásmidos de A. baumannii portadores de blaOXA23, 

blaNDM-1, blaOXA-72, y blaIMP-4 mediante sus replicasas y relaxasas. 

Se hizo un análisis de las replicasas como método de clasificación de los plásmidos 

y así conocer si los plásmidos que portaban una misma carbapenemasas 

pertenecían a la misma familia de plásmidos con respecto a la replicasa y relaxasas. 

Se usaron como referencia las replicasas de plásmidos de A. baumannii empleadas 

por Salgado et al., 2020, para determinar grupos de homología de replicasas. 

En la Figura 12 se aprecia un dendrograma que muestra los grupos de homología 

en los que se encuentran los plásmidos de acuerdo con la replicasa presente en 

ellos, se puede observar que los plásmidos portadores de las tres carbapenemasas 

se diferenciaron en 6 grupos de homología, 13 de ellos pertenecieron al grupo GR6 

y uno al GR25, los dos plásmidos portadores de blaNDM con replicasa presente 

pertenecieron al GR3, de 8 plásmidos con blaOXA-72 5 de ellos pertenecieron a GR29, 

2 de ellos a GR26, y uno de ellos a GR2.  
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Figura 12. Dendograma de plásmidos de A. baumanii mediante las replicasas repB. El 

dendograma fue realizado mediante MEGA11  

En cuanto a estos resultados, se compararon nuevamente los grupos de plásmidos 

usando su relaxasa, encontrando que en los plásmidos con blaOXA-23 de los 13 

plásmidos del GR6 solo a 7 de ellos se les detectó la relaxasa MOBF y el plásmido 

del GR25 también presentó MOBF, adicionalmente, los dos plásmidos más 

pequeños de 8 kb carentes de replicasa presentaron la relaxasa MOBQ. En los 

plásmidos con blaNDM-1 no se pudo ver relación entre replicasas y relaxasas. Los 5 

plásmidos con blaOXA-72 pertenecientes al GR29 presentaron la relaxasa MOBQ, 

determinando así una posible relación entre plásmidos de tamaños entre 7 y 11 kb 

y la relaxasa MOBQ.A los plásmidos de blaOXA-72 restantes pertenecientes a GR2 y 
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GR26 no se les detectó relaxasa. En cuanto al plásmido con blaIMP no se pudo 

realizar este análisis debido a que no se detectaron dichas proteínas.  
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9 DISCUSIÓN 

El incremento en la resistencia a antimicrobianos está a punto de convertirse en una 

crisis mundial, el conocimiento sobre los mejores tratamientos debe basarse en 

revisiones de literatura y conocimiento local sobre la resistencia y sus mecanismos 

de transferencia, bajo criterios rigurosos y constantemente se debe actualizar. 

Acinetobacter baumannii se encuentra asociado a una alta mortalidad en pacientes 

internados en unidades de cuidados intensivos debido a su extraordinaria capacidad 

de sobrevivir a la desecación y a la presencia de resistencia a los antibióticos, dando 

como resultado baja efectividad en los tratamientos (Tamma et al., 2022; Han et al., 

2022). 

 Actualmente existe un aumento en la incidencia de A. baumannii resistente a 

carbapenémicos, a causa de una diseminación de estas cepas intra e inter-

hospitalaria, así como la aparición de cepas resistentes a colistina en unidades de 

cuidados intensivos. El control de la transmisión de cepas tanto MDR como XDR es 

una de las prioridades principales en los hospitales ya que los tratamientos se 

vuelven muy limitados, por lo que se requiere ampliar la información y los datos 

acerca del control de estas cepas. La limpieza del entorno es una estrategia 

adecuada para controlar las infecciones asociadas al cuidado de la salud, 

principalmente en las UCI donde se encuentran pacientes comprometidos (Liu et 

al., 2020) 

En el Laboratorio de microbiología hospitalaria y de la comunidad, se inició el 

análisis de cepas de A. baumannii portadoras de carbapenemasa provenientes del 

Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Puebla para determinar sus mecanismos de 

resistencia (Verdugo-Yocupicio, 2020), Por lo que en esta tesis se decidió darle 

continuidad a dicho estudio realizando la búsqueda de genes de resistencia a 

carbapenémicos en las cepas donde este genotipo fue reportado. Para esto se 

analizaron 9 cepas mediante PCR para blaNDM, donde se mostró que todas las 

cepas presentaron una banda, pero esta no pudo ser purificada y mandada a 

secuenciar, por lo que es necesario repetir este experimento con diferentes 

condiciones en futuros trabajos. 
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Entre las 24 cepas analizadas portadoras de carbapenemasa, 3 de ellas eran 

portadoras de blaOXA-23 según su genotipo de resistencia, por lo que se decidió 

amplificar dicho gen en las cepas AE14 y AE19 y mandarlo a secuenciar. Luego de 

analizar las secuencias, se observó que la variante de blaOXA-23 a la que corresponde 

en ambas cepas fue blaOXA-239, lo cual coincide con investigaciones previas donde 

se señala que se trata de una variante que sólo ha sido descrita en México (Graña-

Miraglia et al., 2020; Tamayo-Legorreta et al., 2014). La cepa AE19 también fue 

portadora de blaIMP, la cual al ser secuenciada y analizada correspondió a la variante 

de blaIMP-5, esta variante fue descrita por primera vez en Portugal, la cual se 

encontró insertada en un casete genético dentro de un integrón clase 1 llamado In76 

(Da Silva et al., 2002). 

Por otro lado, a las cepas se les realizó previamente la extracción plasmídica por el 

método de lisis alcalina (Kieser, 1984). En el presente trabajo a las mismas cepas 

se realizó una electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE-S1) para conocer 

el perfil y peso molecular de los plásmidos. Al observar los resultados, se pudo 

apreciar que sólo 4 cepas de las 23 cepas presentaron 1 banda plasmídica donde 

el tamaño aproximado de 3 de ellas (AE41, AE44 y AE45) fue de 192 kb y la restante 

(AE23) es de 205 kb, lo cual respecto al número de plásmidos coincide parcialmente 

con lo reportado por (Verdugo-Yocupicio, 2020), y en cuanto a la cepa AE44 no se 

obtuvo una buena extracción en el trabajo previo, pero en el presente trabajo con la 

PFGE se logra observar una banda de 192 kb aprox. Respecto a la cepa AE45, se 

habían reportado en ella dos bandas plasmídicas, pero solamente se encontró una, 

esto puede deberse a que las técnicas empleadas para determinar el perfil 

plasmídico fueron distintas, lo cual se sugiere que podría tratarse de las bandas o 

isoformas que pueden aparecer al correr el plásmido cerrado (Kieser, 1984). En 

cuanto al resto de cepas no se apreciaron bandas plasmídicas, a diferencia de lo 

reportado anteriormente donde a la mayoría de las cepas se les había reportado por 

lo menos una banda . Esto indica que las cepas pudieron haber perdido los 

plásmidos con el tiempo, aunque también se debe repetir el ensayo con otro lote de 

cepas guardadas y estandarizar la técnica para estas cepas. 
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Como se ha reportado además de la resistencia mediada por enzimas 

modificadoras de antibióticos, otro mecanismo de resistencia son las bombas de 

eflujo, las cuales son responsables de la resistencia en A. baumannii. Las bombas 

de eflujo se encuentran más ampliamente distribuidas y tienen un perfil de sustrato 

más amplio, lo que le da resistencia a una mayor variedad de drogas.  Las bombas 

constan de tres partes: una proteína de fusión de membrana (AdeA), el multidrogo-

transportador (AdeB) y una proteína de membrana externa (AdeC). El sistema 

AdeABC, es uno de los más predominantes, el cual pertenece a la superfamilia 

RND, estas superfamilias se agrupan de acuerdo con la homología en la secuencia 

de aminoácidos. La superfamilia RND de bombas de eflujo incluye a las bombas 

AdeABC, AdeDE, AdeFGH, AdeIJK y AdeXYZ, que son las más estudiadas en A. 

baumannii (Xu et al., 2019). 

 

Nuestros resultados mostraron que solamente las cepas AE14 y AE16 presentaron 

una disminución del valor de la CMI a IMP de 4 y 16 veces respectivamente en 

presencia del inhibidor CCCP, lo cual podría indicar una expresión activa de bombas 

como mecanismo de resistencia (Sánchez-Carbonel et al., 2021). En cuanto a las 

otras seis se observó una disminución en 2 veces el valor de la CMI (AE19, AE30A, 

AE30B, AE44, AE50 y AE51) pero esto no se puede considerar como fenotipo 

positivo para bombas de expulsión (Sánchez-Carbonel et al., 2021) de acuerdo con 

la definición de la participación de la bomba. Además la concentración usada del 

inhibidor fue menor a la usada en otros estudios, por lo que se sugiere se realice 

con diferentes concentraciones del inhibidor para corroborar este comportamiento, 

por lo tanto podría considerarse que existen otros mecanismos además de las 

bombas que sean los que le confieren la resistencia a estas cepas, como son la 

producción de beta-lactamasas tipo OXA y metalo-betalactamasas, que de acuerdo 

a lo que se observó en el genotipo de resistencia también pueden contribuir en 

supervivencia de las cepas. Finalmente, en cuanto a las cepas en presencia de 

ciprofloxacina, únicamente la cepa AE34 mostró una disminución en 4 veces el valor 

de la CMI, el resto mostró una disminución en 2 el valor de la CMI, por lo que puede 
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tratarse de otro mecanismos de resistencia a ciprofloxacino (Verdugo-Yocupicio, 

2020). 

Así mismo, se realizó un análisis bioinformático de plásmidos portadores de 

carbapenemasas descargados del Genbank, los cuales estaban completos y 

cerrados, para así poder conocer las características del backbone de plásmidos 

portadores de carbapenemasas y poderlos comparar con los plásmidos de cepas 

poblanas. Los plásmidos de A. baumannii cuentan con un backbone que 

corresponde a los módulos de replicación, estabilidad y transferencia, este 

backbone generalmente está acompañado por un módulo accesorio que provee 

funciones adaptativas de acuerdo con el contexto selectivo (Brovedan et al., 2019). 

Los módulos de replicación (Rep) y movilización (MOB) son empleados para la 

clasificación de plásmidos (Lean y Yeo, 2017).  

En el presente trabajo, en la parte bioinformática, se analizaron 37 plásmidos de A. 

baumannii portadores de carbapenemasas de los cuales 35 fueron descargados del 

Genbank, un plásmido proviene de una cepa aislada en el Hospital para el Niño 

Poblano (AN71) y otro proviene de una cepa del Hospital Regional ISSSTE Puebla 

(AE38). 18 de los plásmidos son portadores de blaOXA-23, 10 plásmidos portan 

blaNDM-1, 6 plásmidos portan blaOXA-72 al igual que los 2 plásmidos provenientes de 

las cepas hospitalarias de Puebla, y un plásmido portador de blaIMP. 

Al realizar el análisis de los 18 plásmidos portadores de blaOXA-23, en 13 de ellos se 

determinó un contenido de G+C del 34% y un tamaño entre los 70 y 100 kb, ya que 

los dos más pequeños contenían un 38% de G+C y su tamaño es de 8,215 pb. 

De acuerdo con el análisis de los módulos, los plásmidos portadores de blaOXA-23, 

respecto del módulo de movilización se destaca que la mayoría de los plásmidos 

pudieran ser conjugativos, ya que cuentan con la maquinaria completa para su 

transferencia a otras bacterias vía conjugación. A excepción de los dos plásmidos 

más pequeños de 8,215 pb y los 2 plásmidos más grandes, cuyo tamaño es de 

127,784 pb y 215,278 pb, los cuales podrían considerarse como no movilizables ya 

que no se detectó relaxasa ni OriT de acuerdo con los criterios de Smillie et al., 

2010. Esto probablemente por su gran tamaño, ya que implica un mayor gasto 
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respecto a coste y segregación (Gama et al., 2018). En el análisis de los dos 

plásmidos más pequeños no se detectó replicasa, en cambio se encontraron 

sistemas toxina-antitoxina, indicando la persistencia de estos plásmidos en las 

células portadoras (Fernández-García et al., 2018). Por otro lado es importante 

señalar que blaOXA-23 se encontró insertada en el transposón compuesto Tn2007, lo 

cual sugiere que este transposón se encuentra en plásmidos pequeños como se ha 

reportado previamente (Mindlin et al., 2020), en cambio, Tn2006 se observó en 3 

plásmidos de mayor tamaño que van desde las 86 hasta 98 kb, esto concuerda con 

lo descrito por (Mosqueda et al., 2013) donde observó que Tn2006 se movilizaba 

en un plásmido de 90 kb. Finalmente el transposón Tn2008 se observó en 12 de los 

plásmidos de la colección, cuyo tamaño va desde las 72 hasta las 215 kb. 

En cuanto a las replicasas de los plásmidos con blaOXA-23, se determinó que todos 

los plásmidos con replicasa detectada a excepción de una pertenecen al GR6, 

indicando así que blaOXA-23 se moviliza principalmente en plásmidos con esta 

replicasa dentro de A. baumannii, además estos plásmidos compartieron el mismo 

backbone, con un tamaño de entre 70 y 100 kb, un contenido de G+C del 34%, un 

sistema de secreción tipo IV completo, la proteína acopladora tipo IV, las toxinas 

zeta, HigB o ambas, y la relaxasa MOBF entre los plásmidos en los que pudo 

detectarse relaxasa. Además, en dos plásmidos más pequeños se determinó la 

presencia de MOBQ, la cual según lo descrito por Mindlin et al., 2020 se encuentra 

en los plásmidos pequeños y de tamaño mediano (de 2 a 12 y de 12 a 40 Kb 

respectivamente, como lo observamos en estos plásmidos estudiados.  

En el módulo accesorio de estos plásmidos se pudieron ver algunas enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos, pero no se observó prevalencia de alguna de 

éstas. Adicionalmente, se detectaron las secuencias de inserción ISAba1 e ISAba4 

río arriba del gen blaOXA-23 formando un transposón, el cual se ha reportado que 

incrementa la expresión de las carbapenemasas (Koirala et al., 2020). 

La presencia de múltiples genes de resistencia dentro de plásmidos conjugativos, 

donde también se encuentra una carbapenemasa, indica que estos plásmidos 

cuentan con una amplia plasticidad genómica, esto siendo promovido por una 
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variedad de elementos genéticos móviles con múltiples islas de resistencia, los 

cuales se pueden insertar dentro de estos plásmidos, que junto a los genes de 

resistencia genómicos pueden permitirle a la cepa ser resistente a casi cualquier 

antibiótico que se pudiera emplear, convirtiéndose en un grave problema de salud 

a nivel global (Lean y Yeo, 2017). 

Los plásmidos donde se moviliza blaNDM cuya variante determinada en todos fue 

blaNDM-1, presentaron tamaños desde 39 kb hasta 264 kb, su contenido de G+C está 

entre 37% y 44%. Respecto al análisis in silico de los módulos del backbone, en el 

módulo de movilización de los plásmidos sólo se pudo determinar una relaxasa en 

los de menor tamaño, los 5 plásmidos de mayor tamaño carecían de esta. En cuanto 

al sistema de secreción tipo IV, los 5 plásmidos más pequeños (39 - 64 kb) cuentan 

con el sistema completo, mientras que los 5 plásmidos más grandes (100 – 264 kb) 

tienen este sistema incompleto ya que algunas proteínas están ausentes o al menos 

no fueron detectadas mediante el análisis bioinformático. Suele ser frecuente en 

algunos géneros bacterianos que tienen blaNDM-1 en su genoma, que ISAba125 

puede aparecer como una quimera con este gen como se ha observado con 

Acinetobacter lwoffii, o bien que haya un fragmento de ISaba125 río abajo de blaNDM-

1, siendo esto el posible resultado de una recombinación entre copias de secuencias 

repetidas cortas como se ha visto en A. baumannii. En todos los casos blaNDM-1 

siempre se encuentra río debajo de un elemento ISAba125 intacto o truncado 

(Partridge e Iredell, 2012). Para el módulo de estabilidad en 7 de los plásmidos, se 

encontró al menos una proteína del sistema toxina antitoxina donde en 3 de los 4 

plásmidos de menor tamaño se observa la toxina zeta, la cual pertenece al sistema 

TA tipo II, siendo este sistema TA el más recurrente en A. baumannii (Rocker et al., 

2018; Brovedan et al., 2020). Los 4 plásmidos de menor tamaño (39 – 48 kb) 

compartieron la relaxasa MOBQ, esto mismo se observó en otros estudios en un 

plásmido de una cepa de A. bereziniae, el cual tenía un tamaño de 44 kb y es 

portador de blaNDM  (Brovedan et al., 2019). En 2 de los 5 plásmidos de mayor 

tamaño se observa que presentan la misma estructura, portando la toxina 

AbiEii/AbiGii que también es parte del sistema TA tipo II, y se encontró el sistema 

ParAB. Estos 2 plásmidos pertenecieron al GR3 de replicasas, cuya estructura ya 
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fue reportada previamente en diversos plásmidos por Salgado et al., 2020, 

indicando la alta prevalencia de plásmidos con estas características y la presencia 

de genes conservados.  

En cuanto al entorno genético de blaNDM, como se ha observado en diferentes 

estudios (Márquez-Ortiz et al., 2017) se determinó su presencia dentro del 

transposón Tn125 en todos los plásmidos a excepción de 3 que de acuerdo con el 

análisis in silico probablemente tengan el transposón truncado como usualmente se 

observa en estos elementos (Wailan et al., 2015), ya que no se encontró la 

secuencia de inserción ISAba125 en uno de los extremos que forman a este 

transposón. 

Al realizar el análisis de las replicasas en plásmidos portadores de blaNDM, sólo se 

pudieron detectar en dos plásmidos prácticamente idénticos, al alinearla estas 

replicasas con los grupos de replicasas presentes en A. baumannii, se pudieron 

clasificar como GR3, pero en el resto de los plásmidos no se pudo detectar alguna 

replicasa, por lo que para estos plásmidos no se puede realizar este método de 

clasificación. En cuanto a la clasificación por MOB, en los 4 plásmidos más 

pequeños (pNDM-0285, unnamed2 (CP027532), p6200-47.274kb y pAbNDM-1), la 

relaxasa presente pertenecía a MOBQ, la cual es la relaxasa más prevalente en 

Acinetobacter spp. (Salto et al., 2018) posteriormente, al plásmido que les sigue en 

tamaño (unnamed2 (CP053220)) se le detectó la relaxasa MOBP, y a los plásmidos 

de mayor tamaño (>100 kb) no se les detectó relaxasa, esto concuerda con los 

estudios sobre el análisis de cepas de Acinetobacter lwoffii aisladas del permafrost 

o hielo perpetuo del noreste de Rusia, donde en 3 de los 4 plásmidos grandes (>40 

kb) no se les pudo determinar la familia MOB (Mindlin et al., 2020). Esta diversidad 

que existe entre los plásmidos portadores de blaNDM-1 se debe a su gran 

diseminación entre distintas especies bacterianas. Inicialmente fue descrita en E. 

coli y Klebsiella pneumoniae, después fue encontrada en la mayoría de las especies 

de enterobacterias y otras especies como A. baumannii, habiendo reportes de A. 

baumannii portando esta betalactamasa en varios países del mundo (Poirel et al., 

2012). 
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 Al realizar el análisis de plásmidos portadores de blaOXA-72, se pudo determinar que 

esta carbapenemasa se moviliza en plásmidos pequeños con tamaños de 7Kb a 

10Kb, esto concuerda con el trabajo realizado por (Jia et al., 2019), el cual dice que 

blaOXA-72 se moviliza en plásmidos pequeños con un tamaño que va de 8 a 12 kb.  

Interesantemente, los plásmidos de aislados de México presentaron la misma 

estructura únicamente con cambios en las orientaciones de sus genes, estudios han 

demostrado que la ocurrencia de estos genes se encuentra en todo el mundo y 

siempre se encuentra flanqueada por sitios de recombinación XerC/XerD que 

pueden ser los responsables de la movilización de los genes blaOXA-24/40-like (como 

blaOXA-72), entre las especies de Acinetobacter (Tamayo-Legorreta et al., 2016).  

Los módulos de los plásmidos constaban de pocos genes, lo que deriva a que los 

plásmidos fueran pequeños, sólo se pudieron clasificar 5 de los plásmidos como 

movilizables debido a la presencia de la relaxasa, (Smillie et al., 2010), los 3 

plásmidos restantes, en cambio, presentaron sistemas toxina-antitoxina la cual es 

una estrategia para favorecer la competitividad de los plásmidos en la progenie de 

la célula en ausencia de presión selectiva, principalmente en plásmidos portadores 

del gen blaOXA24/blaOXA40-like (Fernández-García et al., 2016). 

Respecto a las replicasas, se determinó que los plásmidos de las 5 cepas 

provenientes de México pertenecían al grupo GR29, para las 3 cepas restantes, 2 

de ellas pertenecieron al GR2 de las cuales una fue aislada de suelo y la otra de 

músculo. La replicasa restante proveniente de un plásmido de una cepa aislada de 

expectoración no pudo clasificarse por esta técnica, ya que al ser una repM no entra 

dentro de esta clasificación (Bertini et al., 2010; Salgado-Camargo et al., 2020). Las 

relaxasas también se compartieron en los 5 plásmidos pequeños, siendo MOBQ la 

que se halló presente en estos, correspondiendo con lo determinado por Mindlin et 

al., en 2020, que indica que esta relaxasa se encuentra en plásmidos pequeños y 

de tamaño mediano (de 2 a 12 y de 12 a 40 Kb respectivamente). En los 3 restantes 

no se pudo determinar la presencia de relaxasa. 

En la base de datos del Genbank, solamente se pudo encontrar un plásmido 

completo portador de blaIMP, por lo que no se pudieron realizar alineamientos con 
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otros plásmidos, esto puede ser debido a que es poco frecuente la presencia de las 

metalo-betalactamasas comparado con las beta-lactamasas de tipo blaOXA en 

Acinetobacter (Zarrilli et al., 2013).
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10 CONCLUSIONES 

En cepas A. baumannii de Puebla, portadoras de blaOXA-72, blaNDM, blaOXA-239 y blaIMP-

5, se observaron plásmidos de tamaño 191 y 205. También se determinó la 

participación de la bombas de expulsión de la familia RND en la resistencia a 

imipenem y ciprofloxacino en algunas cepas.  

Los plásmidos portando blaOXA-72 (provenientes de México) presentaron backbones 

y GR similares entre ellos, donde se observó la presencia de los mismos genes 

variando únicamente en las orientaciones de estos. Los plásmidos con blaOXA-23 

también fueron similares, presentando tamaños parecidos y genes característicos 

de los módulos de movilización y replicación idénticos, esto probablemente debido 

a la alta prevalencia de blaOXA presentes en A. baumannii. Sin embargo, en 

plásmidos con blaNDM se observó una alta variación en su backbone, probablemente 

a que blaNDM es movilizada no solo por plásmidos, sino también por elementos IS y 

transposones en otros de géneros bacterianos. Esto nos permite ver la importancia 

de conocer características de los plásmidos para entender su movilización y su 

participación en la diseminación de la resistencia a antibióticos. 
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11 PERSPECTIVAS 

- Continuar la caracterización de los plásmidos de las cepas de Puebla de A. 

baumannii MDR con base a su replicasa y relaxasa. 

- Elaborar esquemas de clasificación adicionales para plásmidos carentes de 

replicasa y relaxasa 

- Realizar ensayos de conjugación para conocer la capacidad de transferencia de 

los plásmidos entre el mismo y diferente género bacteriano. 

- Continuar con los monitoreos epidemiológicos y moleculares en los hospitales 

de Puebla para vigilar el surgimiento de especies de Acinetobacter spp. 

resistentes a antibióticos. 
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