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Resumen 

 

Acinetobacter baumannii es un microorganismo causante de infecciones nosocomiales 

que, en los últimos años, se está convirtiendo en un serio problema de salud a nivel mundial. La 

aparición de cepas resistentes a prácticamente todos los agentes antimicrobianos de uso 

frecuente en clínica provoca que algunas infecciones sean prácticamente intratables. Junto a su 

enorme capacidad de desarrollar resistencias, A. baumannii también se caracteriza por ser capaz 

de desplazarse a través de superficies mediante un particular tipo de motilidad poco estudiado 

y exclusivo de este género que se conoce como surface-associated motility. El objetivo global de 

esta Tesis Doctoral es la identificación de genes implicados en este tipo de motilidad, así como 

el estudio de su relación con la patogenicidad de A. baumannii. 

En este trabajo, se han aislado mutantes espontáneos resistentes a rifampicina con 

patrones de motilidad alterados y se ha estudiado su virulencia en el modelo de Caenorhabditis 

elegans. Además, mediante el análisis del perfil transcripcional de los mutantes y la cepa salvaje 

se han identificado 6 genes, ampliamente distribuidos entre cepas clínicas, cuya expresión 

disminuye en los mutantes que presentan una pérdida de motilidad. La construcción de 

mutantes y el posterior análisis fenotípico revelaron que la inactivación de 4 de estos genes 

provoca una reducción de la motilidad y de la virulencia en A. baumannii. Entre los productos 

de estos genes se encuentran las enzimas metabólicas aldheído deshidrogenasa 

(AU097_RS16805) y dihidroxiácido deshidratasa (AU097_RS17045), un posible componente de 

un transportador de taurina (AU097_RS14730) y un hipotético transportador de membrana de 

la superfamilia MFS (AU097_RS17040). 

Por otro lado, se ha llevado a cabo la caracterización de la bomba de expulsión de tipo 

MFS codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii. El análisis in silico del producto de 

este gen indicó que se trata de una proteína conformada por 12 hélices α-transmembrana y que 

sus dominios N- y C-terminal se encuentran ubicados en el citoplasma. En cuanto al estudio del 

patrón de resistencia del mutante de este gen se observó que este muestra una mayor 

sensibilidad a las quinolonas, a trimetoprim y a novobiocina, siendo el primer transportador MFS 

descrito en A. baumannii implicado en resistencia, motilidad y virulencia. 



 
 

Con el objetivo de estudiar si bombas de expulsión pertenecientes a las otras 5 

superfamilias participan en la motilidad y la virulencia de A. baumannii, en la última sección de 

este trabajo se estudió el efecto de la inactivación de genes que codifican permeasas de 

diferentes superfamilias de transportadores. Así pues, se ha demostrado que la permeasa de la 

bomba de expulsión RND codificada por el gen A1S_2736, la bomba de expulsión MATE 

codificada por el gen A1S_3371 y la bomba de expulsión SMR codificada por el gen A1S_0710 

están implicadas en surface-associated motility y virulencia. Además, en este trabajo también 

se han identificado dos nuevas permeasas que forman parte de bombas de expulsión de tipo 

ABC, codificadas por los genes A1S_1242 y A1S_2622, que también están implicadas en ambos 

fenómenos. Sin embargo, no se observaron cambios ni en la motilidad ni en la virulencia de A. 

baumannii tras la inactivación de los genes A1S_0027, A1S_0536, A1S_1057 y A1S_1535, que 

codifican permeasas de bombas de expulsión de tipo ABC, ni la de los genes A1S_1503 y 

A1S_2063, que codifican transportadores PACE. 

 Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que la inactivación 

de ciertas enzimas metabólicas y bombas de expulsión provoca una reducción de la motilidad y 

de la virulencia en A. baumannii. De esta forma, se relaciona claramente por primera vez una 

abolición de la motilidad de tipo surface-associated motility con una atenuación de la virulencia 

en este patógeno nosocomial. Además, los datos obtenidos en este trabajo abren nuevos frentes 

en el estudio de nuevos mecanismos de resistencia en este microorganismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Resum 

 

Acinetobacter baumannii és un microorganisme causant d'infeccions nosocomials que, en 

els últims anys, s'està convertint en un seriós problema de salut a nivell mundial. L'aparició de 

soques resistents a pràcticament tots els agents antimicrobians d'ús freqüent en clínica provoca 

que algunes infeccions siguin pràcticament intractables. Juntament amb la seva enorme 

capacitat de desenvolupar resistències, A. baumannii també es caracteritza per ser capaç de 

desplaçar-se a través de superfícies mitjançant un particular tipus de motilitat poc studiat i 

exclusiu d'aquest gènere que es coneix com surface-associated motility. L'objectiu global 

d'aquesta Tesi Doctoral és la identificació de gens implicats en aquest tipus de motilitat, així com 

l'estudi de la seva relació amb la patogenicitat d'A. baumannii. 

En aquest treball, s'han aïllat mutants espontanis resistents a rifampicina amb patrons de 

motilitat alterats i s'ha estudiat la seva virulència en el model de Caenorhabditis elegans. A més, 

mitjançant l’anàlisi del perfil transcripcional entre aquests mutants i la soca salvatge s'han 

identificat 6 gens, àmpliament distribuïts entre soques clíniques, l'expressió dels quals 

disminueix en els mutants que presenten una pèrdua de motilitat. La construcció de mutants i 

el posterior anàlisi fenotípic van revelar que la inactivació de 4 d'aquests gens provoca una 

reducció de la motilitat i de la virulència en A. baumannii. Entre els productes d'aquests gens es 

troben els enzims metabolics aldehid deshidrogenasa (AU097_RS16805) i dihidroxiàcid 

deshidratasa (AU097_RS17045), un possible component d'un transportador de taurina 

(AU097_RS14730) i un hipotètic transportador de membrana de la superfamília MFS 

(AU097_RS17040). 

D'altra banda, s'ha dut a terme la caracterització de la bomba d'expulsió de tipus MFS 

codificada pel gen AU097_RS17040 d'A. baumannii. L'anàlisi in silico del producte d'aquest gen 

va indicar que es tracta d'una proteïna conformada per 12 hèlixs α-transmembrana i que els 

seus dominis N- i C-terminal es troben ubicats en el citoplasma. En quant a l'estudi del patró de 

resistència del mutant d'aquest gen es va observar que aquest mostra una major sensibilitat a 

les quinolones, al trimetoprim i a la novobiocina, sent el primer transportador MFS descrit a A. 

baumannii implicat en resistència, motilitat i virulència. 



 
 

Amb l'objectiu d'estudiar si bombes d'expulsió pertanyents a les altres 5 superfamílies 

participen en la motilitat i la virulència d'A. baumannii, en l'última secció d'aquest treball es va 

estudiar l'efecte de la inactivació de gens que codifiquen permeasas de diferents superfamílies 

de transportadors. Així doncs, s'ha demostrat que la permeasa de la bomba d'expulsió RND 

codificada pel gen A1S_2736, la bomba d'expulsió MATE codificada pel gen A1S_3371 i la bomba 

d'expulsió SMR codificada pel gen A1S_0710 estan implicades en surface-associated motility i 

virulència. A més, en aquest treball també s'han identificat dues noves permeasas que formen 

part de bombes d'expulsió de tipus ABC, codificades pels gens A1S_1242 i A1S_2622, que també 

estan implicades en els dos fenòmens. No obstant això, ni la inactivació dels gens A1S_0027, 

A1S_0536, A1S_1057 i A1S_1535, que codifiquen permeasas de bombes d'expulsió de tipe ABC, 

ni la dels gens A1S_1503 i A1S_2063, que codifiquen transportadors PACE, van provocar canvis 

en la motilitat i la virulencia d'A. baumannii. 

 Els resultats obtinguts en aquesta Tesi Doctoral posen de manifest que la inactivació de 

certs enzims metabòlics i bombes d'expulsió provoca una reducció de la motilitat i de la 

virulència en A. baumannii. D'aquesta manera, es relaciona clarament per primera vegada una 

abolició de la motilitat de tipus surface-associated motility amb una atenuació de la virulència 

en aquest patogen nosocomial. A més, les dades obtingudes en aquest treball obren nous fronts 

en l'estudi de nous mecanismes de resistència en aquest microorganisme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

 

Acinetobacter baumannii is a microorganism that causes nosocomial infections and, in 

recent years, it is becoming a serious health problem worldwide. The emergence of strains 

resistant to practically all the antimicrobial agents frequently used in the clinic environment 

turns some infections practically untreatable. With its enormous ability to develop resistances, 

A. baumannii is also characterized by being able to move through surfaces through a particular 

little known sort of motility exclusive to this genre, which is known as surface-associated 

motility. The overall objective of this Doctoral Thesis is the identification of genes involved in 

this kind of motility, and the study of its relationship with the pathogenicity of A. baumannii. 

In this work, rifampin-resistant spontaneous mutants presenting altered motility patterns 

have been isolated and their virulence has been studied in the Caenorhabditis elegans model. In 

addition, through the analysis of the transcriptional profile between these mutants and the wild-

type strain, 6 genes were identified, widely distributed among clinical strains, and whose 

expression was found decreased in the nonmotile mutants. The construction of mutants by gene 

disruption and the subsequent analysis of their motility and virulence revealed that the 

inactivation of 4 of these genes causes a reduction in motility and virulence in A. baumannii. The 

products of these genes include the metabolic enzymes aldehyde dehydrogenase 

(AU097_RS16805) and dihydroxy acid dehydratase (AU097_RS17045), a possible component of 

a taurine transporter (AU097_RS14730) and a hypothetical membrane transporter of the MFS 

superfamily (AU097_RS17040). 

On the other hand, characterization of the efflux pump of the MFS superfamily encoded 

by the gene AU097_RS17040 of A. baumannii was carried out. The in silico analysis of the 

product of this gene indicated that it is a protein composed of 12 transmembrane α helices and 

that its N- and C-terminal domains are located in the cytoplasm. Regarding the study of the 

resistance profile of the mutant of this gene, it was observed that this mutant shows a greater 

susceptibility to quinolones, trimethoprim and novobiocin, being the first MFS transporter 

described in A. baumannii involved in resistance, motility and virulence. 

In order to study whether expulsion pumps belonging to the other 5 superfamilies 

participate in the motility and virulence of A. baumannii, in the last section of this work the 



 
 

effect of inactivation of genes that encode permeases from different superfamilies of 

transporters was studied. Thus, it has been shown that the permease of the RND efflux pump 

encoded by the A1S_2736 gene, the MATE efflux pump encoded by the A1S_3371 gene and the 

SMR efflux pump encoded by the A1S_0710 gene are involved in surface-associated motility and 

virulence. In addition, in this work we have also identified two new permeases belonging to ABC 

efflux pumps, encoded by the genes A1S_1242 and A1S_2622, which are also involved in both 

phenomena. However, neither the inactivation of the genes A1S_0027, A1S_0536, A1S_1057 

and A1S_1535, which encode permeases of ABC-type efflux pumps, nor that of the genes 

A1S_1503 and A1S_2063, which encode PACE transporters, resulted in changes in surface-

associated motility nor in virulence. 

The results obtained in this Doctoral Thesis show that the inactivation of certain metabolic 

enzymes and efflux pumps causes a reduction in motility and virulence in A. baumannii. In this 

way, an abolition of surface-associated motility with an attenuation of virulence in this 

nosocomial pathogen is clearly related for the first time. In addition, the data obtained in this 

work open new fronts in the study of new mechanisms of resistance in this microorganism. 
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1. Introducción  

1.1. Historia y taxonomía del género Acinetobacter 

Las enfermedades infecciosas constituyeron una de las principales causas de mortalidad 

durante los últimos siglos. Por ello, el descubrimiento y posterior desarrollo de agentes 

antimicrobianos representó un factor clave reduciendo las tasas de mortalidad. Sin embargo, 

paralelamente a estos avances, las bacterias han desarrollado mecanismos para inactivar o 

impedir la acción de los antimicrobianos. Es por ello, que en las últimas décadas se ha 

incrementado la aparición de cepas multirresistentes. Entre los géneros bacterianos que 

destacan por su gran capacidad de adaptarse y desarrollar resistencias a antimicrobianos se 

encuentra Acinetobacter. Pese a que los miembros de este grupo han sido considerados durante 

décadas como bacterias inocuas, en los últimos años han emergido numerosas cepas 

multirresistentes y con una gran capacidad de adaptación a las condiciones ambientales. 

El género Acinetobacter se caracteriza por una historia taxonómica repleta de cambios 

constantes, lo cual ha impedido comprender en profundidad sus propiedades biológicas, así 

como su importancia clínica. El hecho de que Acinetobacter sea una bacteria que se ha aislado 

simultáneamente en diferentes ambientes ha dificultado su clasificación taxonómica, y a que 

este microorganismo haya sido denominado de distintas maneras llevando esto a una gran 

confusión.  

La primera descripción del género Acinetobacter fue realizada en 1911 por Beijerinck, 

quien aisló un microorganismo del suelo capaz de crecer en un medio mínimo con acetato de 

calcio al que denominó Micrococcus calcoaceticus (Beijerinck, 1911). Desde ese momento se 

fueron descubriendo microorganismos similares que se fueron asignando al menos a 15 géneros 

y especies diferentes. Brisou y Prévot fueron los primeros en utilizar el término Acinetobacter 

en 1954 para distinguir los microorganismos del género Achromobacter que presentan 

motilidad de los que no (Brisou y Prevot 1954). Este género estaba compuesto por una colección 

heterogénea de bacterias gram negativas saprófitas no pigmentadas tanto oxidasa positivas 

como negativas. En 1968, Baumann y colaboradores demostraron mediante diversas pruebas 

nutricionales y bioquímicas que estas cepas podían separarse en un grupo distinto de las 

Moraxella oxidasa positivas (Baumann et al., 1968). Pese a esto, no resultaba sencillo distinguir 

entre especies diferentes basándose en características fisiológicas. Fue en 1971 cuando el 

género Acinetobacter se incluyó en el Manual de Bacteriología Sistemática de Bergey, 
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encontrándose solamente Acinetobacter calcoaceticus como especie tipo y Acinetobacter 

anitratus y Acinetobacter lwoffii como las dos únicas subespecies (Lautrop, 1974). 

Durante los años posteriores, continuó resultando complicado discernir mediante 

pruebas bioquímicas entre las diferentes especies del género, por ello, a finales de la década de 

1980 se propuso el uso de la técnica de hibridación del DNA para la identificación de especies 

genómicas. Una especie genómica debe incluir cepas con un porcentaje de hibridación DNA-

DNA del 70% o más y una estabilidad térmica de hibridación de los dos DNAs de 5°C o menor. 

Además, únicamente las especies genómicas que pueden ser diferenciadas mediante 

características fenotípicas reciben un nombre formalizado. Bouvet y Grimont propusieron en 

1986 una nueva clasificación del género basada en estas técnicas de hibridación DNA-DNA, 

describiendo 12 genoespecies de Acinetobacter diferentes entre las que se encuentran las 

actuales A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, y A. lwoffii 

(Bouvet y Grimont, 1986). De esta forma, se adoptó la definición de especies genómicas para 

clasificar a los miembros de este género. Esta clasificación se completó con los trabajos de 

Bouvet y Jeanjean y de Tjerberg y Ursing resultando en la descripción de genoespecies 

adicionales (Bouvet y Jeanjean 1989; Tjernberg y Ursing 1989). Es necesario puntualizar que, con 

el fin de evitar confusiones, se añaden los sufijos BJ (Bouvet-Jeanjean) o TU (Tjernberg-Ursing) 

para definir a las especies genómicas establecidas en cada uno de los dos estudios. 

Recientemente, se han identificado 10 nuevas especies de Acinetobacter entre las que se 

encuentran las especies de origen humano A. parvus, A. schindleri y A. ursingii; y 7 especies 

aisladas de plantas de aguas residuales denominadas A. baylyi, A. bouvetii, A.grimontii, A. 

tjernhergiae, A. towneri, A. tandoii y A. gerneri (Nemec et al., 2001, 2003; Carr et al., 2003). 

Teniendo en cuenta esto, las especies reconocidas actualmente dentro del género Acinetobacter 

se muestran recogidas en la Tabla 1.1.  

Hoy en día, pese a que Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis están 

emergiendo como patógenos nosocomiales relevantes, A. baumannii es la especie con mayor 

importancia clínica dentro de este género (Peleg et al., 2008). Estas 3 especies, junto con A. 

calcoaceticus, se engloban dentro del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii ya que se 

encuentran tan estrechamente relacionadas que resulta complicado distinguirlas mediante 

características fenotípicas (Gerner-Smidt et al. , 1991).  Sin embargo, en el ámbito clínico su uso 

no es muy extendido ya que se incluyen las 3 especies clínicas más importantes junto a la especie 

ambiental A. calcoaceticus. 
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Tabla 1.1. Especies genómicas reconocidas en el género Acinetobacter. Tabla modificada de 

Peleg et al. (2008). 

 

Nombre de la especie genómica Número de la especie genómica Cepa tipo o 
de referencia 

Acinetobacter calcoaceticus 1 ATCC 23055 

Acinetobacter baumannii 2 ATCC 19606T (1) 

 3 ATCC 19004 

 13 TU ATCC 17903 

Acinetobacter haemolyticus 4 ATCC 17906 

Acinetobacter junii 5 ATCC 17908 

 6 ATCC 17979 

Acinetobacter johnsonii 7 ATCC 17909 

Acinetobacter lwoffii 8 ATCC 15309 

 9 ATCC 9957 

 10 ATCC 17924 

 11 ATCC 11171 

Acinetobacter radioresistens 12 IAM 13186 

 13 BJ ATCC 17905 

 14 Bouvet 382 

 15 BJ Bouvet 240 

 15 TU M 151ª 

 16 ATCC 17988 

 17 Bouvet 942 

Acinetobacter baylyi  DSM 14961T 

Acinetobacter bouvetii  DSM 14964T 

Acinetobacter gerneri  DSM 14967T 

Acinetobacter grimontii  DSM 14968T 

Acinetobacter parvus  NIPH384T 

Acinetobacter schindleri  NIPH1034T 

Acinetobacter tandoii  DSM 14970T 

Acinetobacter tjenbergiae  DSM 14971T 

Acinetobacter towneri  DSM 14962T 

Acinetobacter ursingii  NIPH137T 

(1) El superíndice T hace referencia a que se trata de una cepa tipo. 
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Teniendo en cuenta su origen, epidemiología y perfil de resistencias a antimicrobianos se 

distinguen 3 grandes poblaciones dentro del género Acinetobacter. El primer grupo está 

constituido por cepas aisladas en hospitales y que son capaces de colonizar e infectar a pacientes 

hospitalizados. Dentro de este grupo se encuentran miembros de la especie A. baumannii 

destacando muchos de ellos por su resistencia a antimicrobianos. Sin embargo, pese a ser 

sensibles a la mayoría de antimicrobianos, también forman parte de este primer grupo las cepas 

ATCC 17978, aislada de un caso de meningitis fatal, y la cepa tipo ATCC 19606, aislada de un 

paciente con infección de orina (Piechaud y Second, 1951; Hugh y Reese, 1967). La cepa ATCC 

17978 es una de las más estudiadas debido a que fue la primera de A. baumannii cuyo genoma 

fue completamente secuenciado (Smith et al., 2007). A la segunda población pertenecen cepas 

que forman parte de la microbiota de la piel humana y de otros animales, y también aisladas de 

restos de alimentos. Se encuentran aquí las especies A. johnsonii, A. lwoffii y A. radioresistens. 

El último grupo comprende cepas sensibles a antimicrobianos aisladas del suelo y fuentes 

ambientales como A. calcoaceticus y A. johnsonii (Towner, 2009). 

En cuanto a la identificación de los miembros del género Acinetobacter, esta se lleva a 

cabo empleando tanto pruebas fenotípicas, que serán comentadas en el siguiente apartado, 

como técnicas moleculares. Un método usado frecuentemente para identificar a nivel de género 

estas especies es el ensayo de transformación de Juni (Juni, 1972). Esta prueba consiste en la 

habilidad del mutante auxótrofo del triptófano trpE27 de la cepa BD413 de A. baylyi de ser 

transformado con el DNA de alguna de las especies de Acinetobacter y que este revierta al 

fenotipo salvaje. Además, es común el uso de técnicas moleculares para la identificación a nivel 

de especie como la restricción del DNA ribosómico 16S amplificado (Amplified Ribosomal DNA  

Restriction Analysis, ARDRA), el ribotipado, la secuenciación del gen rpoB o el fingerprinting por 

polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length 

Polymorphism, AFLP) (Gerner-Smidt, 1992; Claeys et al., 1995; Janssen et al., 1997; Khosravi et 

al., 2015). 

En la actualidad, el género Acinetobacter se incluye en el dominio Bacteria, filo 

Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales y familia Moraxellaceae, 

en la que también se incluyen los géneros Moraxella y Psychrobacter (Rossau et al., 1991). 
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1.2. Características del género Acinetobacter 

Los miembros del género Acinetobacter son pequeños bacilos gram negativos con un 

tamaño de 1 a 1,5 por 1,5 a 2,5 µm en la fase de crecimiento exponencial pero que, 

normalmente, adoptan una forma más cocoide en la fase estacionaria (Figura 1.1) (Bergogne-

Bérézin y Towner, 1996). Pese a que presenta la típica pared celular de las bacterias gram 

negativas, en muchas ocasiones se confunden con gram positivos debido a que las células se 

decoloran de manera distinta debido a su resistencia a la decoloración con etanol. Por ello, se 

dice que la variabilidad en la tinción de Gram es elevada, encontrándose células muy teñidas 

tras el tratamiento con etanol y otras que han sido completamente descoloridas (Baumann et 

al., 1968). Además, el hecho de que en cultivos puros se distribuyan en pares o formando 

cadenas de longitud variable hace que su identificación sea más complicada. Las especies del 

género Acinetobacter en medio sólido normalmente forman colonias con borde circular, a veces 

mucosas, de coloración amarilla pálida a gris-blanquecina pese a que algunas especies 

ambientales producen un pigmento marrón (Bergogne-Bérézin y Towner, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Imagen de células de A. baumannii obtenida mediante microscopía electrónica de barrido. Imagen 

obtenida de Roca et al., (2012). 

 

Los miembros de este género presentan un amplio rango de temperaturas de 

crecimiento, siendo su temperatura óptima de 30-37°C, aunque algunos aislados clínicos 

pueden llegar a crecer a 42°C. Se trata de microorganismos que en un primer momento se 

englobaron dentro de este género por carecer de motilidad. Sin embargo, actualmente se sabe 

que son capaces de desplazarse por medios semisólidos pese a no poseer flagelos (Bergogne-



Introducción  

8 
 

Bérézin y Towner, 1996). El genoma de los miembros del género Acinetobacter presenta en su 

DNA un contenido en G+C de 39-47% (Rossau et al., 1991). 

En cuanto a sus características bioquímicas, las especies de este género son aerobias 

estrictas, no fermentadoras, oxidasa e indol negativas, catalasa positivas e incapaces de reducir 

nitritos. El test de la oxidasa permite diferenciar a las bacterias del género Acinetobacter de otras 

bacterias no fermentadoras (Baumann et al., 1968). Asimismo, la mayoría de especies 

pertenecientes a este género pueden crecer en medios minerales simples con sales de amonio 

o nitratos y una única fuente de energía y carbono (Warskow y Juni, 1972).  

El aislamiento en el laboratorio se realiza en medios estándar como Trypticase Soy Agar 

(TSA) o Brain Heart Infusion (BHI) agar. Por otro lado, para el aislamiento de especies clínicas, se 

emplean medios selectivos y diferenciales como el agar MacConkey aunque es preferible 

emplear medios específicos para este género. Herellea agar es un medio selectivo 

comercializado por Difco que contiene varios antimicrobianos y es recomendado para aislar 

Acinetobacter, también se encuentra el medio Leeds Acinetobacter, que resulta útil para la 

mayoría de especies tanto clínicas como ambientales (Jawad et al., 1994). 

 

1.3. Importancia clínica del género Acinetobacter 

Acinetobacter emergió como un patógeno nosocomial a finales de la década de 1970 y 

desde entonces ha ido aumentando gradualmente su relevancia como patógeno, 

principalmente, aunque no exclusivamente, dentro del ámbito hospitalario (Bergogne-Bérézin y 

Towner, 1996). Pese a que también se han encontrado casos de infecciones causadas por A. pittii 

y A. nosocomialis, la mayor parte de los aislados clínicos pertenecen a la especie A. baumannii 

(Visca et al., 2011). 

En la actualidad, esta especie se está convirtiendo en una causa habitual de múltiples 

brotes hospitalarios destacando por la aparición, cada vez más frecuente, de aislados 

multirresistentes a antimicrobianos. Estas cepas multirresistentes se han aislado en hospitales 

de distintas áreas geográficas y afectan, generalmente, a individuos con graves enfermedades 

subyacentes. Los mayores afectados por esta infección son pacientes ingresados en unidades de 

cuidados intensivos (UCIs), especialmente aquellos asistidos mediante ventilación mecánica, y 

pacientes de las unidades de quemados (Towner, 2009).  Además, alarmantemente, la 

diseminación de estas resistencias entre regiones con elevadas tasas de infecciones causadas 
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por bacterias resistentes a otras regiones con tasas más bajas, se está convirtiendo en un 

preocupante problema de salud a nivel mundial  (Visca et al., 2011; Lai et al., 2012).  Por este 

motivo, recientemente, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (Infectious 

Diseases Society of America, IDSA), ha destacado a A. baumannii como uno de los 6 

microorganismos más peligrosos formando parte del grupo de los patógenos conocidos como 

ESKAPE en el que se encuentran: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. (Boucher 

et al., 2009).  

La importancia de las infecciones causadas por A. baumannii radica en su difícil control y 

tratamiento. Esto es debido a la alta adaptabilidad de este patógeno a las condiciones 

ambientales, pudiendo crecer a distintos rangos de temperatura y pH, y a su enorme capacidad 

de adquirir resistencias a antimicrobianos, como ya se ha mencionado anteriormente  (Seifert 

et al., 1993; Peleg et al., 2008; Pendleton et al., 2013). Junto a ello, existen una serie de factores 

de riesgo que predisponen al paciente a ser infectado por esta bacteria. Por un lado, se 

encuentran factores del propio paciente como cirugía mayor, heridas importantes destacando 

quemaduras o la presencia de enfermedades de base. Por otra parte, un ingreso en la UCI, un 

largo período de hospitalización o el contacto con material médico contaminado son factores 

de riesgo relacionados con la exposición. Además, también tienen un papel clave los factores de 

riesgo relacionados con el tratamiento médico como la ventilación mecánica, la presencia de 

dispositivos invasivos como catéteres, el número de procedimientos invasivos y el previo uso de 

antimicrobianos (García-Garmendia et al., 2001). 

En cuanto a la transmisión de la infección por A. baumannii, ocurre en la mayoría de los 

casos a través del contacto, aunque puede propagarse mediante el aire a través de aerosoles. 

Puede ser debida bien a un contacto directo vía persona-persona, incluyendo la transmisión a 

través de las manos del personal hospitalario, pacientes o visitantes, o bien a un contacto 

indirecto a través de superficies o material contaminado. Por ello, en el control de los brotes 

tiene un papel clave la identificación del origen de la contaminación, el aislamiento de pacientes 

colonizados y el cumplimiento de las normas de higiene universales por parte del personal 

sanitario (Dijkshoorn et al., 2007a; Wieland et al., 2018).  

La infección por A. baumannii presenta varias manifestaciones clínicas siendo la más 

común la neumonía, seguida de la bacteremia e infecciones de heridas y quemaduras, y menos 

frecuentemente infecciones del tracto urinario y meningitis (Howard et al., 2012; McConnell et 

al., 2013). 
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Actualmente, la neumonía adquirida en el hospital es la infección más importante causada 

por A. baumannii, especialmente la neumonía asociada a la ventilación mecánica (Ventilator-

Associated Pneumonia, VAP). Los pacientes ingresados en la UCI y con necesidad de ventilación 

mecánica conforman el grupo de mayor riesgo para el desarrollo de esta infección. Su incidencia 

se ve favorecida, como ya se ha comentado anteriormente, por el uso previo de antimicrobianos 

y de equipos de ventilación mecánica. Asimismo, la persistencia de A. baumannii en el material 

hospitalario o en las manos de los trabajadores, junto con su presencia en estos equipos, 

facilitan la diseminación de la infección dentro del hospital (Dijkshoorn et al., 2007b; Howard et 

al., 2012; Luna y Aruj, 2007). Varios estudios han indicado que A. baumannii es la causa de entre 

el 3-5% de las neumonías nosocomiales, aumentando estos porcentajes en las neumonías 

asociadas a ventilación mecánica padecidas por pacientes ingresados en la UCI (Bergogne-

Bérézin y Towner, 1996). 

Recientemente, se han constatado casos de neumonía adquirida en la comunidad 

ocasionada por A. baumannii en regiones tropicales de Australia y Asia. Estas infecciones han 

sido asociadas con factores subyacentes como el tabaquismo o el alcoholismo y presentan 

elevadas tasas de mortalidad. Sin embargo, resulta complicado discernir si esto es debido a la 

situación previa del paciente o a los factores de virulencia de la bacteria (Chen, 2001; Anstey et 

al., 2002).  

La bacteremia causada por este patógeno es otra de las infecciones más frecuentes y 

cursan mayoritariamente en pacientes ingresados en la UCI. Los orígenes más comunes son la 

neumonía e infecciones de catéteres intravenosos, y en menor medida las infecciones del tracto 

urinario y las heridas. Las bacteremias causadas por A. baumannii se relacionan con una elevada 

tasa de mortalidad en la UCI, únicamente superada por las ocasionadas por P. aeruginosa y 

Candida spp. (Seifert et al., 1995; Cisneros y Rodríguez-Baño, 2002; Peleg et al., 2008). 

Las infecciones causadas por A. baumannii en heridas y quemaduras son menos 

frecuentes en las unidades de quemados, pero destacan en el ambiente militar. En los últimos 

años, A. baumannii ha sido el microorganimo más frecuentemente aislado en infecciones de 

este tipo en heridos de guerra en Irak y Afganistán. El tratamiento de estas infecciones resulta 

muy complejo debido a las multirresistencias que presentan y a la mala penetración de los 

antimicrobianos en las zonas quemadas (Petersen et al., 2007; Scott et al., 2007). 

La infección del sistema nervioso central que produce con mayor frecuencia A. baumannii 

es la meningitis. Los casos de meningitis ocasionados por este microorganismo ocurren en 
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pacientes que se recuperan de neurocirugías y, normalmente, se tratan de infecciones 

producidas por varias especies gram negativas (Briggs et al., 2004; Metan et al., 2007). 

En cuanto al tratamiento de las infecciones causadas por A. baumannii, en los últimos 

años la aparición de cepas multirresistentes provoca que el rango de antimicrobianos efectivos 

sea reducido. Hoy en día, los antimicrobianos que presentan mayor actividad frente a A. 

baumannii son las carbapenemas que, normalmente, se administran conjuntamente con 

sulbactam, un inhibidor de β-lactamasas que permite que el betalactámico no sea degradado 

(Peleg et al., 2008). Sin embargo, la aparición de cepas resistentes a estos compuestos ha 

obligado al uso de otros antimicrobianos alternativos como la colistina o la tigeciclina. La 

colistina es una polimixina que, pese a que a finales del siglo XX cayó en desuso debido a su 

nefrotoxicidad, actualmente se ha retomado su uso clínico debido al surgimiento de cepas 

multirresistentes (Plachouras et al., 2007). En cuanto a la tigeciclina, se trata de una tetraciclina 

derivada de la minociclina, que ha mostrado efectos positivos contra la infección producida por 

A. baumannii y que presenta un efecto sinérgico con otros antimicrobianos (Mutlu et al., 2012).  

 

1.4. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en A. baumannii                               

El desarrollo de los antimicrobianos está considerado como uno de los grandes avances 

de la medicina moderna ya que permite el tratamiento efectivo de pacientes con infecciones 

adquiridas en la comunidad o asociadas a hospitales. Sin embargo, y desde su descubrimiento, 

estos han ido perdiendo eficacia debido a la aparición y diseminación de resistencias a 

antimicrobianos entre patógenos. Es por ello que en los últimos años han surgido los términos 

multidrug-resistant (MDR), extensively drug-resistant (XDR) y pandrug-resistant (PDR) para 

referirse a cepas bacterianas con distintos patrones de resistencia. La falta de consenso en estas 

definiciones, hecho que dificultaba la comparación de datos entre distintos brotes y la 

realización de estudios epidemiológicos, generaron la necesidad de crear una nomenclatura 

común. Por ello, en 2011 un comité de expertos creó una terminología estandarizada para 

describir los patrones de resistencia adquirida en S. aureus, Enterococcus spp., 

Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter spp. Para cada grupo de microorganismos se 

definieron categorías de agentes antimicrobianos que testar basándose en los antimicrobianos 

empleados y probados normalmente en los laboratorios clínicos y de referencia como el Clinical 

Laboratory Standars Institute (CLSI) o el European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (EUCAST). El perfil de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de distintos grupos 
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permite clasificarlos en bacterias MDR, XDR o PDR. De esta forma, se entiende por MDR aquel 

microorganismo que es resistente al menos a un agente en tres o más categorías. Una bacteria 

XDR es aquella que presenta resistencia a, como mínimo, un agente en todas las categorías, pero 

no a todos. Por último, se dice que un microorganismo es PDR cuando es resistente a todos los 

agentes antimicrobianos de todas las categorías (Magiorakos et al., 2012). 

En el caso de A. baumannii es frecuente encontrar brotes de cepas resistentes a múltiples 

antimicrobianos destacando aquellas resistentes a carbapenemas conocidas con las siglas CRAB 

(Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii) (Pogue et al., 2013). Como ya se ha 

comentado anteriormente, este patógeno posee una gran capacidad de desarrollar mecanismos 

de resistencia a los antimicrobianos que le permite persistir en el ambiente hospitalario, 

convirtiéndose en una de las bacterias nosocomiales más exitosas. 

En general, el desarrollo de resistencias puede ser debido a la adquisición de nueva 

información genética mediante transferencia horizontal de genes o bien por la mutación de 

genes propios. La adquisición de resistencias tiene lugar por el efecto combinado de elementos 

móviles, integrones y plásmidos; mientras que la modificación de genes se debe a mutaciones 

espontáneas que modifican la diana del antimicrobiano o a la inserción o deleción de elementos 

móviles que alteran la expresión de los mecanismos de resistencia intrínsecos (Roca et al., 2012).  

A. baumannii presenta un elevado número de mecanismos de adquisición de resistencia 

entre los que se encuentran la modificación enzimática del antimicrobiano, la presencia de 

transportadores de membrana, cambios en la permeabilidad de la membrana, procesos 

metabólicos alternativos y alteraciones del sitio de acción (Lee et al., 2017). 

 

1.4.1. Modificación enzimática del antimicrobiano 

1.4.1.1. β-lactamasas 

Las β-lactamasas son el mecanismo de resistencia a antimicrobianos predominante en A. 

baumannii. Las β-lactamasas son enzimas que inactivan mediante la hidrólisis del anillo β-

lactámico antimicrobianos como penicilinas, cefalosporinas, monobactams y carbapenemas. 

Teniendo en cuenta su secuencia proteica fueron clasificadas por Ambler en 1980 en cuatro 

clases: A, B, C y D (Ambler, 1980).    
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1.4.1.1.1. β-lactamasas de clase A 

Las β-lactamasas de clase A, al igual que las de clase C y D, presentan una serina en su sitio 

activo que es necesaria para catalizar la hidrólisis del antimicrobiano. Estas enzimas hidrolizan 

principalmente penicilinas y cefalosporinas (Jeon et al., 2015). 

Pese a que no se trata de las β-lactamasas con mayor relevancia en A. baumannii, se han 

descrito varios tipos entre las que se encuentran enzimas de espectro reducido como TEM-1 

activas contra aminopenicilinas (Chen et al., 2006), SCO-1 contra penicilinas (Poirel et al., 2007) 

o CARB-2 y -4 contra carboxipenicilinas (Vedel et al., 1989). 

Asimismo, se han descrito enzimas de espectro extendido pertenecientes a este grupo 

que degradan antimicrobianos como las cefalosporinas de tercera y cuarta generación. Entre 

ellas destaca PER-1, la primera de este tipo identificada en A. baumannii en cepas de cinco 

hospitales de Turquía y que no solamente confiere resistencia a cefalosporinas sino que también 

a ampicilina-sulbactam (Vahaboglu et al., 1997). Por otro lado, CTX-M-2 se encontró en cepas 

resistentes a cefotaxima, ceftriaxone, cefpodoxima y aztreonam presentes en pacientes de un 

hospital de Japón. Los plásmidos de estas cepas mostraron el mismo patrón de restricción que 

los presentes en cepas de Proteus miriabilis, indicando que probablemente se hayan transmitido 

desde esta bacteria mediante transferencia horizontal (Nagano et al., 2004). Otra de las β-

lactamasas identificadas en A. baumannii es CTX-M-15, que se identificó en cepas aisladas de 

muestras de orina en un hospital de India y en heridos del terremoto de Haití ocurrido en enero 

del 2010, encontrándose asociada con el elemento móvil ISEcp1 e integrada en el cromosoma 

de A. baumannii mediante un proceso similar a la transposición (Potron et al., 2011). También 

se identificó otra β-lactamasa de amplio espectro denominada SHV-12, que se encontró durante 

un brote de A. baumannii contínuo a uno de Enterobacter cloacae de las mismas características, 

codificada en un plásmido, sugiriendo su adquisición mediante transferencia horizontal (Al 

Naiemi et al., 2005). Por último, VEB-1, identificada en pacientes de un hospital de Francia, se 

encuentra localizada en el cromosoma y forma parte de un integrón de clase 1 igual al 

caracterizado en aislados de P. aeruginosa (Poirel et al., 2003). 

 

1.4.1.1.2. β-lactamasas de clase B 

Estas β-lactamasas también se conocen como metalo-β-lactamasas o MBLs ya que, a 

diferencia del resto, presentan un ión metálico, generalmente zinc, en su sitio activo. Las β-



Introducción  

14 
 

lactamasas de clase B se diferencian de las de los otros grupos en que presentan un amplio rango 

de sustratos, son capaces de hidrolizar carbapenemas y otros β-lactámicos a excepción del 

aztreonam. Además, son fácilmente transferibles ya que se encuentran normalmente en 

integrones formando parte de transposones (Walsh et al., 2005; Bush y Jacoby, 2010; Zhao y Hu, 

2011). 

Las MBLs se han identificado en una gran variedad de especies gram negativas, en A. 

baumannii se han encontrado enzimas de esta clase adquiridas de otras bacterias 

pertenecientes a distintos grupos. En cuanto a las MBLs IMP, se han identificado seis variantes 

en este patógeno que son IMP-1 en Japón y Korea del Sur, IMP-2 en Italia, IMP-4 en Hong Kong, 

IMP-5 en Portugal, IMP-6 en Brasil e IMP-11  también en Japón (Walsh et al., 2005). 

Otro grupo importante de MBLs son las enzimas de tipo VIM, identificadas por primera 

vez en un aislado de P. aeruginosa en Verona (Lauretti et al., 1999). En A. baumannii se ha 

detectado la presencia de aislados portadores de VIM-2 en Korea del Sur, área donde estas 

enzimas se encuentran muy extendidas entre P. aeruginosa y enterobacterias (Yum, 2002). 

Asimismo, en Korea también se han encontrado aislados productores de SIM-1 portadoras de 

este gen en un cassette insertado en un integrón de clase 1 (Lee et al., 2005). 

Por último, las MBL de tipo NDM, que inicialmente fueron identificadas en Klebsiella 

pneumoniae y Escherichia coli, también se han detectado en aislados clínicos de A. baumannii, 

tanto del tipo NDM-1 como su variante NDM-2 (Kumarasamy et al., 2010; Kaase et al., 2011). 

 

1.4.1.1.3. β-lactamasas de clase C 

Las β-lactamasas de esta clase se caracterizan porque degradan todas la penicilinas y 

cefalosporinas, excepto la cefepima, así como inhibidores de β-lactamasas como el ácido 

clavulánico (Drawz et al., 2010).  

A. baumannii presenta una β-lactamasa de clase C que se encuentra en su cromosoma y 

que se expresa constitutivamente, esta enzima se denomina AmpC (Bou y Martínez-Beltrán, 

2000). Mediante análisis genéticos, se ha detectado que los genes ampC presentes en 

Acinetobacter spp. probablemente descienden de un gen primitivo común, estando así más 

relacionados entre sí que con los de otras especies bacterianas. Es por esto que se ha propuesto 
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una nueva familia de enzimas denominada cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter 

(Acinetobacter-Derived Cephalosporinases, ADCs) (Hujer et al., 2005). 

Pese a tratarse de una cefalosporinasa no inducible, la expresión de esta enzima puede 

verse incrementada por la presencia de un elemento de inserción (Insertion Sequence, IS) 

situado upstream del gen. Los elementos de inserción IS son pequeños fragmentos de DNA 

móviles con una organización génica simple que son capaces de insertarse en diferentes 

regiones del genoma. En A. baumannii la presencia del IS conocido como ISAbaI upstream del 

gen actúa provocando la sobreexpresión de esta β-lactamasa (Héritier et al., 2006). 

 

1.4.1.1.4. β-lactamasas de clase D 

Las β-lactamasas de clase D, también conocidas como oxacilinasas (OXAs), se caracterizan 

por ser capaces de hidrolizar oxacilinas. Las enzimas de este tipo presentes en Acinetobacter 

representan un subgrupo atípico capaz de hidrolizar carbapenemas, por lo que se denominan β-

lactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenemas (Carbapenem-Hydrolysing class D Β-

Lactamases, CHDLs) (Poirel y Nordmann, 2006).  

En A. baumannii se distinguen 5 subgrupos de β-lactamasas de clase D: la familia OXA-

51/69, que comprende oxacilinasas cromosómicas y las oxacilinasas adquiridas OXA-23, OXA-

24/40, OXA-58 y OXA-143. 

El subgrupo OXA-23 constituye elmayor subgrupo de este tipo de enzimas. La principal β-

lactamasa de este grupo, OXA-23, fue inicialmente identificada bajo el nombre de ARI-1 en un 

plásmido de un aislado de Escocia, constituyendo la primera oxacilinasa con actividad 

carbapenemasa identificada (Paton et al., 1993). En este subgrupo también se encuentran OXA-

27 y OXA-49 que difieren de OXA-23 en algunas sustituciones aminoacídicas. Desde su 

identificación, el gen blaOXA-23, situado tanto en el cromosoma como en plásmidos, se ha 

encontrado distribuido en diferentes cepas a lo largo de todo el mundo (Poirel y Nordmann, 

2006).  

El segundo subgrupo es el denominado OXA-24/40. Inicialmente se creía que OXA-24 y 

OXA-40 eran enzimas distintas, pero posteriormente se comprobó que se trataba de la misma 

proteína. OXA-24 fue identificada por primera vez en un aislado de A. baumannii carbapenema 

resistente en España (Bou et al., 2000). A este grupo también pertenecen las enzimas OXA-25 y 
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OXA-26 identificadas en España y Bélgica, estas presentan más de un 98% de homología entre 

sí y con OXA-24 (Afzal-Shah et al., 2001) . 

El tercer subgrupo consiste en la β-lactamasa OXA-58 y sus variantes OXA-96, OXA-97 y 

OXA-164 (Bonnin et al., 2013). La enzima OXA-58 se encontró en un plásmido presente en un 

aislado de un hospital de Francia y se observó que era capaz de hidrolizar penicilinas, oxacilinas 

e imipenem pero no cefalosporinas de amplio espectro (Poirel et al., 2005). Esta β-lactamasa se 

encuentra extendida por diversas partes del mundo y presenta una gran prevalencia en Italia y 

Grecia (Poirel y Nordmann, 2006). 

El cuarto subgrupo OXA-143 fue identificado recientemente en un aislado clínico de Brasil 

portador de esta enzima en un plásmido. Esta se caracteriza por hidrolizar penicilinas, oxacilina, 

meropennem e imipenem pero no cefalosporinas de amplio espectro (Higgins et al., 2009). 

Al igual que lo observado en la β-lactamasa de clase C AmpC, la expresión de OXA-58 y 

probablemente de OXA-23 se puede ver aumentada por la inserción upstream del elemento 

ISAbaI que actúa como un promotor (Turton et al., 2006). 

Por último, se encuentra la familia OXA-51/69 que comprende oxacilinasas cromosómicas 

intrínsecas de A. baumannii, que también pueden aumentar su expresión por la presencia de 

elementos de inserción upstream (Héritier et al., 2005; Turton et al., 2006). 

 

1.4.1.2. Enzimas modificadoras de aminoglucósidos 

Las enzimas modificadoras de aminoglucósidos (Aminoglycoside-Modifying Enzymes, 

AMEs) son el principal mecanismo de resistencia a aminoglucósidos que posee A. baumannii. 

Estas enzimas pueden clasificarse en 3 grupos: acetiltransferasas, adeniltransferasas y 

fosfotransferasas. La actividad de las AMEs consiste en la modificación de los grupos hidroxilo o 

amino de los aminoglucósidos de manera que se produce una disminución de su afinidad por el 

sitio de acción, la subunidad 30S del ribosoma (Smith y Baker, 2002). Estas enzimas se 

encuentran codificadas por genes situados tanto en el cromosoma como en plásmidos y, 

generalmente, se encuentran asociadas a integrones de clase 1 e islas de resistencia (Gallego y 

Towner, 2001; Nemec et al., 2004; Cho et al., 2009).  

Por otro lado, en A. baumannii se ha descrito una metilasa del rRNA 16S denominada 

ArmA que confiere resistencia a aminoglucósidos como gentamicina, tobramicina y amikacina 
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(Doi et al., 2007). Además, recientemente se han caracterizado aislados portadores de esta 

metilasa en combinación con la β-lactamasa OXA-23 (Bakour et al., 2014).  

 

1.4.2. Transportadores de membrana 

Las bacterias gram negativas presentan un elevado número de transportadores de 

membrana que translocan una gran variedad de moléculas al exterior celular. La envoltura 

celular de las bacterias constituye una barrera permeable selectiva que proporciona protección 

hacia compuestos tóxicos del medio y permite el paso de nutrientes. En bacterias gram negativas 

esta se encuentra compuesta por una membrana interna o citoplasmática, una delgada pared 

celular de peptidoglicano y una membrana externa. El espacio que se localiza entre la membrana 

interna y la externa recibe el nombre de espacio periplasmático y es aquí donde se sitúa el 

peptidoglicano. En la membrana externa se localizan elementos como el lipopolisacárido y las 

porinas, mientras que en la membrana interna se encuentran las bombas de expulsión, aunque 

las más complejas también tienen algún componente en la membrana externa (Cabeen y Jacobs-

Wagner, 2005). 

Tanto algunas porinas como bombas de expulsión participan en la resistencia a 

antimicrobianos y en la virulencia en A. baumannii. Las porinas son canales presentes en la 

membrana externa de las bacterias gram negativas y que permiten el paso de sustancias 

mediante transporte pasivo. En cambio, los sistemas de expulsión permiten el transporte de 

sustancias pero de una manera dependiente de energía (Fernández y Hancock, 2012).  

En este apartado se describirá el papel que tienen estos elementos en la resistencia a 

antimicrobianos, lo que les permite a las bacterias expulsar antimicrobianos y otros compuestos 

fuera de la célula. La expulsión del antimicrobiano al exterior provoca una menor acumulación 

de este en el interior celular y, por tanto, un aumento de la concentración mínima inhibitoria 

(CMI), la concentración más baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un 

microorganismo. Debido a su capacidad para expulsar diversos compuestos tóxicos, estas 

proteínas contribuyen a la supervivencia de los microorganismos en diferentes hábitats y 

condiciones (Piddock, 2006). 
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1.4.2.1. Porinas 

Las porinas, denominadas también proteínas de membrana externa (Outer Membrane 

Proteins, OMPs), son capaces de formar canales permitiendo el paso de moléculas a través de la 

membrana externa en bacterias gram negativas. Estas proteínas pueden actuar en la adhesión 

a otras células o en la unión de compuestos bactericidas a la superficie de las bacterias. Cambios 

en su estructura o en su expresión constituyen estrategias que permiten la supervivencia de los 

microorganismos en presencia de antimicrobianos (Vila et al., 2007). 

Hasta el momento, en A. baumannii las porinas han sido poco estudiadas y su función 

permanece aún sin esclarecer. Sin embargo, se han identificado algunas OMPs relacionadas con 

su capacidad de resistencia a antimicrobianos, especialmente a β-betalactámicos. 

La principal OMP de Acinetobacter es la proteína modificable por calor, HMP-AB (Heat-

Modificable Protein), que presenta una elevada homología con la proteína de membrana 

externa OmpA de Enterobacteriaceae y la proteína OmpF de Pseudomonas spp. Esta porina 

pertenece a la familia OmpA y permite la difusión de azúcares y β-lactámicos (Gribun et al., 

2003). 

Otra porina descrita en este microorganismo es CarO, una proteína de 29 kDa que se 

caracteriza por formar un canal monomérico inespecífico y que se encuentra relaciona con la 

resistencia a carbapenemas (Siroy et al., 2005). 

Por otra parte, se han relacionado varias porinas con la resistencia a carbapenemas como 

Omp33-36, identificada en un aislado en España (Tomás et al., 2005) o la porina Omp43, 

homóloga a OpdR de Pseudomonas implicada en el transporte de imipenem (Dupont et al., 

2005). OmpW es una porina con gran homología a las OmpW de E. coli y P. aeruginosa y que 

podría estar implicada en la resistencia a colistina y ceftriaxona (Vila et al., 2007). 

 

1.4.2.2. Bombas de expulsión 

Las bombas de expulsión son estructuras proteicas que se localizan en la membrana 

citoplasmática, aunque existen algunas con una organización más compleja que puede 

extenderse al periplasma y a la membrana externa. Estos elementos evitan la acumulación de 

compuestos en el interior celular de una manera activa (Fernández y Hancock, 2012). 
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 Las bombas de expulsión se han clasificado en 6 superfamilias teniendo en cuenta su 

similitud aminoacídica, fuente de energía, número de componentes, número de regiones 

transmembrana y tipo de sustrato. En A. baumannii se han identificado transportadores de 

membrana pertenecientes a las 6 superfamilias: Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC), 

Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE), Small Multidrug Resistance (SMR), Major 

Facilitator Superfamily (MFS), Resistance Nodulation Division (RND) y Proteobacterial 

Antimicrobial Compund Efflux (PACE), identificada recientemente en A. baumannii (Piddock, 

2006; Coyne et al., 2011; Hassan et al., 2015). Estos transportadores se clasifican en 

transportadores activos primarios y secundarios según la fuente de energía que empleen. Los 

únicos miembros del primer grupo son los transportadores ABC que emplean la energía de la 

hidrólisis del ATP para expulsar sustancias al exterior.  Por otro lado, los transportadores activos 

secundarios se dividen en aquellos que acoplan el transporte con el flujo de protones (H+) entre 

los que se encuentran los transportadores MFS, PACE, RND y SMR, y los que realizan un 

transporte por antiporte empleando sodio (Na+) como sucede en los miembros de la 

superfamilia MATE (Saier and Paulsen, 2001; Hassan et al., 2018). En la Figura 1.2 se representa 

la estructura transmembrana de cada familia y al final de este apartado se recogen en la Tabla 

1.2 las principales bombas de expulsión descritas en A. baumannii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Representación esquemática de las 6 superfamilias de transportadores de membrana según sus 

caracterísicas estructurales. Imagen modifida de Schindler y Kaatz (2016). 
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1.4.2.2.1. Superfamilia de transportadores RND 

Los transportadores de tipo RND tienen un papel importante en el transporte de 

antimicrobianos en las bacterias gram negativas. Se trata de los transportadores de mayor 

tamaño y se encuentran formados por tres componentes: una proteína de la membrana externa 

que actúa como un canal, una proteína de la membrana interna y una proteína periplasmática 

que une estos dos componentes (Figura 1.3). La proteína de membrana presenta una estructura 

conformada por una hélice transmembrana (TransMembrane Spanner, TMS) en la región N-

terminal seguida de un dominio extracitoplasmático, seis TMSs, un segundo dominio 

extracitoplasmático y cinco TMSs antes de la región C-terminal. Esta proteína se encuentra 

anclada a la proteína de membrana externa mediante las proteínas periplasmática (Saier y 

Paulsen, 2001; Yamaguchi et al., 2015). 

Figura 1.3. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia RND. 

 

El transportador RND más estudiado en A. baumannii es el denominado AdeABC, que está 

relacionado con la resistencia a múltiples antimicrobianos entre ellos la tigeciclina y los 

aminoglucósidos (Magnet et al., 2001; Ruzin et al., 2007). Al igual que todas las bombas de este 

tipo está compuesto por tres elementos: una proteína transmembrana (AdeB), una proteína de 

membrana externa (AdeC) y una proteína de fusión de la membrana interna (AdeA) (Magnet et 

al., 2001). Los genes adeABC se encuentran precedidos por un sistema regulador que consta de 

dos genes denominados adeRS, que codifican un sensor quinasa (AdeS) y un regulador de 

respuesta (AdeR) (Marchand et al., 2004). Mutaciones puntuales en estos dos genes provocan 

la sobreexpresión de esta bomba y por tanto una mayor resistencia a antimicrobianos (Yoon et 

al., 2013).  
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Otro sistema RND descrito en A. baumannii es AdeIJK que está compuesto por los genes 

adeI, adeJ y adeK, que codifican una proteína de fusión de membrana interna, una proteína 

transmembrana y una proteína de membrana externa, respectivamente. Este transportador es 

capaz de expulsar múltiples antimicrobianos incluyendo β-lactámicos, cloranfenicol y 

eritromicina entre otros, así como compuestos tóxicos como acridina o pironina. Sin embargo, 

no es capaz de expulsar bromuro de etidio (Damier-Piolle et al., 2008). No se han encontrado 

genes reguladores en la región de este operón, sin embargo, mediante la secuenciación del 

genoma de la cepa A. baumannii BM4454 en la que se identificó por primera vez este sistema 

se observó que el gen adeN actúa como represor del operón adeIJK (Rosenfeld et al., 2012). Otro 

sistema RND descrito en este patógeno es el transportador AdeXYZ que muestra un porcentaje 

de identidad del 97% con AdeIJK y se encuentra relacionado con la resistencia a β-lactámicos, 

ciprofloxacina, rifampicina, cloranfenicol y tetraciclina (Chu et al., 2006). 

AdeFGH es otro miembro de la familia RND descrito en este microorganismo que consta 

de una proteína de fusión (AdeF), una proteína transmembrana (AdeG) y una proteína de 

membrana externa (AdeH). Se identificó mediante la realización de un estudio transcriptómico 

de mutantes espontáneos resistentes a cloranfenicol y norfloxacina de un mutante defectivo de 

los genes adeABC y adeIJk en la cepa en los que estos fueron descritos. Los datos obtenidos 

revelaron que este transportador confiere resistencia a prácticamente los mismos 

antimicrobianos que los dos sistemas anteriores. Junto a ello, se observó que se encuentra 

regulado por el gen adeL que se localiza upstream de este operón. Mutaciones en este regulador 

provocan la sobreexpresión de adeFGH (Coyne et al., 2010). 

En A. baumannii se ha descrito otro sistema RND que consta únicamente de dos 

componentes que son la proteína transmembrana AdeE y la proteína AdeD. La inactivación del 

gen adeE resulta en una mayor susceptibilidad del mutante a amikacina, ceftazidima, 

cloranfenicol, ciprofoxacina, eritromicina, bromuro de etidio, meropenem, rifampicina y 

tetraciclina (Chau et al., 2004).  

 

1.4.2.2.2. Superfamilia de transportadores MFS 

La superfamilia de los transportadores MFS es muy diversa y sus miembros, 

normalmentente, actúan como exportadores específicos de ciertas clases de antimicrobianos 

en lugar de transportar diversos tipos. Se trata de permeasas constituidas por 12 (Drug:H+ 
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Antiporter-1, DHA-1) o 14 (Drug:H+ Antiporter-2, DHA-2) TMSs que funcionan por antiporte de 

protones (Figura 1.4) (Saier y Paulsen, 2001). 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia MFS DHA-1. 

 

En A. baumannii se han identificado múltiples miembros englobados dentro de este 

grupo. Unos de los MFS más estudiados son TetA, implicado en la resistencia a tetraciclina, y 

TetB, implicado en la resistencia a tetraciclina y minociclina, aunque ninguno de los dos está 

relacionado con el transporte de glicilciclinas (Ribera et al., 2003a). En un estudio destinado a 

analizar la prevalencia de estos genes en 79 cepas de A. baumannii resistentes a tetraciclina se 

observó que tetB se encontraba en el 66% de ellas y tetA en el 13,6% (Martí et al., 2006).  En 

cuanto a su localización, el gen tetA y su regulador, tetR, se encuentran situados en un 

transposón, mientras que tetB se encuentra en pequeños plásmidos (Ribera et al., 2003a; 

Srinivasan et al., 2009a). 

Se han encontrado otros dos transportadores de la superfamilia MFS relacionados 

también con la resistencia a cloranfenicol, denominados CraA y CmlA, que confieren resistencia 

a este antimicrobiano. CraA presenta una estructura similar a la bomba MdfA de E. coli pese a 

que difieren en la especificidad de sustratos (Roca et al., 2009). El transportador CmlA, al igual 

que el anterior, únicamente transporta cloranfenicol y se describió por primera vez situado en 

una isla de resistencia de 86 kb en la cepa A. baumannnii AYE (Fournier et al., 2006). Además de 

estos dos MFS, mediante análisis bioinformáticos de los transportadores DHA-2 codificados por 

el genoma de A. baumannnii se encontró una nueva proteína de membrana denominada AedC 

relacionada con el transporte de cloranfenicol y tetraciclina (Hassan et al., 2011). Recientemente 

se ha identificado un tercer transportador denominado FloR localizado en un plásmido de un 

aislado MDR de A. baumannii que también confiere resistencia a cloranfenicol además de a 

florfenicol. Este muestra un 99% de identidad aminoacídica con una bomba que expulsa estos 

dos antimicrobianos presente en la isla genómica 1 de Salmonella (Hamidian et al., 2017). 



Introducción 

23 
 

Recientemente, se llevó a cabo un estudio bioinformático con el fin de identificar 

transportadores MFS de tipo DHA-2 en la cepa ATCC 17978 de A. baumannii identificándose 6 

hipotéticos transportadores denominados AedA-F. La construcción de mutantes defectivos de 

estos genes reveló que entre ellos destacaban aedC por conferir resistencia a tetraciclina y 

cloranfenicol y aedF por conferir resistencia a bromuro de etidio y 4,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI). Por otro lado, la deleción del resto de genes no mostró diferencias significativas en 

cuanto a la resistencia a ningún antimicrobiano  (Hassan et al., 2011).  

Finalmente, en los últimos años se han descrito nuevos miembros de la superfamilia MFS 

relacionados con resistencia a otros antimicrobianos. El transportador AmvA proporciona 

resistencia a antimicrobianos como la eritromicina, así como a desinfectantes, detergentes y 

colorantes como la acriflavina, cloruro de benzalconio y metil viológeno (Rajamohan et al., 

2010). Otro MFS es el transportador AbaF que no solamente está asociado con la resistencia a 

fosfomicina sino que también lo está con la formación de biofilm y la virulencia  (Sharma et al., 

2017). En cuanto a la resistencia a colistina, se ha encontrado un transportador MFS 

denominado EmrAB que proporciona resistencia a este antimicrobiano y contribuye a la 

adaptación al estrés osmótico (Lin et al., 2017). 

 

1.4.2.2.3. Superfamilia de transportadores MATE 

La superfamilia de transportadores MATE está compuesta  por proteínas formadas por 12 

TMS que pese a no tener ningún motivo con secuencia conservada comparten un 40% de 

similitud de secuencia entre sí, lo que indica  que presentan una estructura y mecanismo de 

transporte que es el mismo en todos ellos (Figura 1.5) (Du et al., 2015). 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia MATE. 
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El primer miembro de la familia MATE identificado en A. baumannii es AbeM, que está 

relacionado con la expulsión de aminoglucósidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol y trimetoprim 

(Su et al., 2005). Otros miembros de esta familia son AbeM2 y AbeM4 que proporcionan 

resistencia a quinolonas, mientras que AbeM3 no se ha encontrado que confiera resistencia a 

ningún antimicrobiano (Eijkelkamp et al., 2011a). 

 

1.4.2.2.4. Superfamilia de transportadores SMR 

La superfamilia de transportadores SMR comprende proteínas de pequeño tamaño que 

cuentan con 4 TMSs que generalmente funcionan como homodímeros (Figura 1.6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia SMR. 

 

En A. baumannii se ha caracterizado la proteína AbeS que afecta a la resistencia de varios 

antimicrobianos y agentes desinfectantes. La deleción del gen abeS resulta en una mayor 

susceptibilidad a cloranfenicol, ciprofloxacina, ácido nalidíxico, novobiocina y eritromicina, así 

como a compuestos como deoxicolato, cloruro de tetrafenilfosfonio (TPPCI), bromuro de etidio 

o dodecilsulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) (Srinivasan et al., 2009b). Asimismo, 

también se ha observado que la expresión del gen A1S_0710 de la cepa ATCC 17978 en E. coli 

KAM32, un mutante defectivo de los transportadores acrAB e ydhE, provocaba una mayor 

resistencia a SDS y deoxicolato. Este gen presenta una elevada homología con el gen sugE de E. 

coli que está relacionado con la resistencia a compuestos tóxicos de amonio cuaternario 

(Gebreyes, 2008). 
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1.4.2.2.5. Superfamilia de transportadores PACE 

En A. baumannii se ha identificado una sexta familia de la que forma parte el 

transportador AceI conocida como Proteobacterial Antimicrobial Compund Efflux (PACE)  

(Hassan et al., 2015). Los transportadores de este tipo analizados hasta el momento parecen 

estar conformados por 4 hélices transmembrana que funcionan como oligómeros (Figura 1.7) 

(Hassan et al., 2018). El transportador AceI de A. baumannii confiere resistencia al desinfectante 

clorhexidina y se encuentra regulado por AceR que en presencia de esta sustancia estimula la 

expresión de aceI (Hassan et al., 2013; Liu et al., 2018).  Además de AceI, existe también otro 

transportador de este tipo en el genoma de A. baumannii codificado por el gen A1S_1503 que 

confiere resistencia a acriflavina (Hassan et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia PACE. 

 

1.4.2.2.6. Superfamilia de transportadores ABC 

La superfamilia de los transportadores ABC emplea para la translocación de sustratos la 

energía generada por la hidrólisis del ATP. Estos transportadores se organizan en 4 unidades 

funcionales o dominios: dos dominios integrales de membrana y dos dominios citoplasmáticos, 

donde se une el ATP, denominados NBD (Nucleotide-Binding Domains) (Figura 1.8). La estructura 

de cada dominio de membrana se encuentra conformada, dependiendo del tipo de 

transportador, por 6 o 10 hélices transmembrana por lo que el transportador completo posee 

un total de 12 o 20 segmentos transmembrana (Wilkens, 2015).  Los dominios de membrana 

conforman la ruta de translocación, mientras que los NBD unen e hidrolizan ATP proporcionando 

la energía suficiente para que se produzca el paso de sustancias. Además, cuentan con una 

proteína de unión que presenta alta afinidad por los sustratos cuya función es la introducción 

de estos en el complejo de transporte. Normalmente, los genes que codifican los componentes 
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que constituyen este tipo de transportadores se encuentran formando parte del mismo operón. 

Además, estos componentes se expresan como polipéptidos individuales aunque, en algunos 

casos, los distintos dominios se encuentran fusionados en polipéptidos multifuncionales (Rees 

et al., 2009; Zolnerciks et al., 2011). 

Figura 1.8. Representación esquemática de un transportador de la superfamilia ABC. 

 

En A. baumannii únicamente existen dos miembros de esta superfamilia caracterizados. 

Uno de ellos es el transportador ABC codificado por el gen A1S_1535 que confiere resistencia a 

1,10-fenantrolina y antimicrobianos como la gentamicina, kanamicina, cloranfenicol o 

oxitetraciclina (Li et al., 2016). El otro miembro perteneciente a esta superfamilia de 

transportadores es el codificado por el gen A1S_0536 relacionado con la extrusión de macrólidos 

(Okada et al., 2017). 
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Tabla 1.2. Principales bombas de expulsión descritas en A. baumannii. 

 

Superfamilia Transportador Sustratos Referencia 

RND AdeABC Aminoglucósidos, fluoroquinolonas, 
tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, 
trimetoprim, tigeciclina y bromuro de etidio 

(Magnet et al., 2001; 
Ruzin et al., 2007) 

 AdeED Amikacina, ceftazidima, cloranfenicol, 
ciprofoxacina, eritromicina, bromuro de 
etidio, meropenem, rifampicina y tetraciclina 

(Chau et al., 2004) 

 AdeIJK β-lactámicos, cloranfenicol, tetraciclina, 
eritromicina, lincosamidas, fluoroquinolonas, 
novobiocina, rifampicina, trimetoprim, 
acridina, safranina, pironina y SDS 

(Damier-Piolle et al., 
2008) 

 AdeFGH Azitromicina, ciprofloxacina, gentamicina y 
zeocina 

(Coyne et al., 2010; 
Leus et al., 2018) 

 AdeXYZ β-lactámicos, ciprofloxacina, rifampicina, 
cloranfenicol y tetraciclina 

(Chu et al., 2004) 

MFS TetA Tetraciclina (Ribera et al., 2003a) 

 TetB Tetraciclina y minociclina (Vila et al., 2007) 

 CraA Cloranfenicol (Roca et al., 2009) 

 CmlA Cloranfenicol (Fournier et al., 2006) 

 AedC Cloranfenicol y tetraciclina (Hassan et al., 2011) 

 FloR Cloranfenicol y florfenicol (Hamidian et al., 
2017) 

 AedF Bromuro de etidio y DAPI (Hassan et al., 2011) 

 AmvA Ciprofloxacina, eritromicina, norfloxacina, 
novobiocina, naranja de acridina, acriflavina, 
cloruro de benzalconio, clorhexidina, DAPI, 
deoxicolato, metilviológeno, bromuro de 
etidio, pironina Y, SDS, y TPPCI 

(Rajamohan et al., 
2010) 

 AbaF Fosfomicina, cloranfenicol y bromuro de 
etidio 

(Sharma et al., 2017) 

 EmrAB Colistina (Lin et al., 2017) 

MATE AbeM Aminoglucósidos, fluoroquinolonas, 
cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim, 
DAPI, TPPCI, triclosan, acriflavina, 
daunorubicina, doxorubicina, bromuro de 
etidio y rodamina 

(Su et al., 2005) 

 AbeM2 Ciprofloxacina (Eijkelkamp et al., 
2011a) 

 AbeM4 Cipofloxacina (Eijkelkamp et al., 
2011a) 

SMR AbeS Cloranfenicol, ciprofloxacina, eritromicina, 
ácido nalidíxico, norfloxacina, novobiocina, 
naranja de acridina, acriflavina, clorhexidina, 
DAPI, deoxicolato, bromuro de etidio, metil 
viológeno, pironina Y, rodamina, SDS y TPPCI 

(Srinivasan et al., 
2009b) 

 A1S_0710 SDS y deoxicolato (Gebreyes, 2008) 

PACE AceI Clorhexidina (Hassan et al., 2015) 

 A1S_1503 Acriflavina (Hassan et al., 2015) 

ABC A1S_0536 Macrólidos (Okada et al., 2017) 

 A1S_1535 1,10-fenantrolina, gentamicina, kanamicina, 
cloranfenicol y oxitetraciclina 

(Li et al., 2016) 
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1.4.3. Alteraciones del sitio de acción 

Modificaciones en las dianas de los antimicrobianos pueden producir resistencia a estos. 

En A. baumannii, entre estos mecanismos se encuentran las mutaciones de los genes gyrA,  parC 

y rpoB, cambios en las proteínas de unión a penicilinas, proteínas protectoras de ribosomas y 

modificaciones del lipopolisacárido. 

En A. baumannii, la resistencia a quinolonas se produce frecuentemente por la aparición 

de mutaciones en la región determinante de resistencia a quinolonas (quinolone-resistance 

determining regions, QRDR) de la DNA girasa y de la DNA topoisomerasa IV (Fàbrega et al., 2009). 

Las mutaciones más importantes son las que provocan sustituciones en los aminoácidos 

Ser83Leu en GyrA y Ser80Leu en ParC. Estos cambios provocan una menor afinidad de la 

quinolona por su diana, lo que se manifiesta en una mayor resistencia (Vila et al., 1995, 1997).  

Pese a que el mecanismo de resistencia a β-lactámicos más conocido y estudiado son las 

β-lactamasas, un mecanismo no enzimático de resistencia a estos son los cambios en la afinidad 

o expresión de las proteínas de unión a penicilinas (Penicillin Binding Proteins, PBPs). Estas 

proteínas catalizan la síntesis del peptidoglicano, el componente primario de la pared celular, y 

son diana de los antimicrobianos β-lactámicos. Gehrlein y colaboradores observaron que un 

mutante con una PBP de 24 kDa sobreexpresada y otras seis con bajos niveles de expresión 

presentaba una mayor resistencia a imipenem (Gehrlein et al., 1991). En otro trabajo se ha 

descrito que la ausencia de una PBP de 73,2 kDa se relaciona con la resistencia a imipenem y 

meropenem, mientras que la ausencia simultánea de esta proteína y una PBP de 70,1 kDa se 

asocia con niveles de resistencia mayores a ambos antimicrobianos (Fernández-Cuenca et al., 

2003). 

En cuanto a las proteínas protectoras de ribosomas, la única proteína de este tipo 

identificada en A. baumannii es TetM, que presenta una identidad del 100% con TetM de S. 

aureus y protege al ribosoma de la acción de la tetraciclina, doxiciclina y minociclina (Ribera et 

al., 2003b). 

En A. baumannii la resistencia a polimixinas está relacionada con modificaciones en el 

lipopolisacárido que interfieren en la unión del antimicrobiano con la membrana externa de la 

bacteria. La resistencia a polimixinas se encuentra vinculada al operon pmrCAB que está 

formado por un sistema regulador de dos componentes que incluye a los genes pmrB, que 

codifica un sensor quinasa, y pmrA, que codifica un regulador de respuesta. Estos dos genes 

regulan la expresión de pmrC, que codifica una fosfatidiletanolamina transferasa, encargada de 
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la modificación del lípido A. Se ha observado que mutaciones que causan una desregulación en 

la expresión de los genes pmrA y pmrB, conllevan la sobreexpresión del gen pmrC, que modifica 

el lípido A provocando resistencia a colistina en esta bacteria (Adams et al., 2009; Beceiro et al., 

2011). Por otro lado, la resistencia a colistina puede ser debida a mutaciones que afectan a genes 

implicados en la síntesis del lípido A como lpxA, lpxC y lpxD, que conllevan la pérdida total del 

lipopolisacárido (Moffatt et al., 2010).  

En cuanto a la resistencia a rifampicina en A. baumannii esta se encuentra relacionada 

con mutaciones en el gen rpoB que codifica la subunidad β de la RNA polimerasa. En un estudio 

llevado a cabo con diversos aislados con elevada resistencia a rifampicina se observó que la 

mayoría de ellos presentaban mutaciones puntuales en el gen rpoB (Giannouli et al., 2012). Este 

hecho se corroboró al secuenciar una región del gen rpoB de mutantes espontáneos a 

rifampicina de la cepa ATCC 17978. Los resultados mostraron que estos mutantes presentaban 

mutaciones que provocaban sustituciones aminoacídicas en esta región (Norton et al., 2013). 

 

1.5. Factores de virulencia y patogenicidad en A. baumannii 

El hecho que la colonización por A. baumannii es más frecuente que la infección, sugiere 

que la patogenicidad en esta especie es generalmente baja. Sin embargo, cuando se desarrolla 

una infección, esta puede convertirse en grave. Tradicionalmente, A. baumannii ha sido 

considerado como un patógeno de baja virulencia, principalmente por el hecho de infectar a 

pacientes con una condición clínica subyacente. Sin embargo, el aumento de las infecciones 

causadas por cepas MDR de este microorganismo en los hospitales de todo el mundo ha 

despertado un creciente interés por dilucidar cuáles son sus factores de virulencia (McConnell 

et al., 2013). 

 En los últimos años, el aumento de técnicas moleculares relativamente baratas y rápidas 

ha permitido la secuenciación de genomas completos de cepas de este microorganismo, así 

como la realización de análisis comparativos. Junto a ello, el desarrollo de herramientas 

moleculares que permiten modificar el genoma y la existencia de modelos animales de infección 

están facilitando la identificación de los factores que contribuyen a su virulencia. Pese a estos 

avances, los factores identificados en este patógeno permanecen siendo escasos si se comparan 

con los de otras bacterias gram negativas. Sin embargo, profundizar en su conocimiento es clave 
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para el desarrolllo de nuevas alternativas terapéuticas para controlar las infecciones causadas 

por A. baumannii (McConnell et al. , 2013; Harding et al., 2017). 

 

1.5.1. Proteínas implicadas en la captación de hierro 

El hierro es uno de los nutrientes esenciales para casi todos los microorganismos. Este 

micronutriente presenta un papel clave en múltiples procesos celulares como la síntesis del 

DNA, el transporte de electrones, el transporte de oxígeno, la síntesis de ATP, la reducción del 

nitrito en el ciclo del nitrógeno o actuando como cofactor de una gran variedad de enzimas. Este 

elemento puede encontrarse en forma de ión ferroso (Fe+2), que es soluble, lo que permite su 

incorporación a través de la membrana celular; o bien en su forma insoluble de ión férrico (Fe+3). 

Pese a ser muy abundante en la naturaleza, no siempre se encuentra en la forma disponible para 

las bacterias, ya que en presencia de oxígeno y a pH neutro sufre oxidación a ión férrico y 

finalmente se vuelve insoluble en forma de oxihidróxido férrico. Además, en el hospedador el 

hierro se encuentra unido a la hemoglobina, almacenado como ferritina o ligado a la 

transferrina. Esto reduce notablemente su disponibilidad para los patógenos, lo que les ha 

llevado a desarrollar una serie de estrategias para acceder a la concentración óptima de este 

metal. De esta forma, los microorganismos cuentan con sistemas para su captación, como 

moléculas quelantes denominadas sideróforos (Skaar, 2010; Saha et al., 2013). 

Los sideróforos son moléculas de bajo peso molecular que presentan afinidad por el 

hierro. En A. baumannii el sideróforo mejor caracterizado es la acinetobactina, que fue descrita 

por primera vez en la cepa ATCC 19606, en cultivos bajo condiciones limitantes de hierro 

(Yamamoto et al., 1994). La reducción de la biosíntesis y el transporte de esta molécula, mediada 

por las proteínas BauA y BasD, respectivamente, se ha relacionado con una menor habilidad del 

patógeno para persistir en condiciones limitantes de hierro, así como para causar la muerte en 

modelos animales (Gaddy et al., 2012). Además de la acinetobactina, estudios recientes han 

descrito dos clusters de genes relacionados con la síntesis y el transporte de sideróforos que 

incluyen posibles genes que codifican monooxigenasas y acetiltranferasas en varias cepas tipo. 

Mediante el estudio de los genomas de estas cepas también se han identificado genes que 

codifican proteínas relacionadas con la captación y transporte de hierro, como un homólogo del 

sistema TonB o receptores de membrana externa (Antunes et al., 2011a). 

Otro mecanismo alternativo que presentan las bacterias para la asimilación de hierro es 

la captación directa de Fe+2 mediante el sistema Feo. Este se ha identificado en varias cepas de 



Introducción 

31 
 

A. baumannii y consta de la proteína citosólica FeoA, la permeasa FeoB y el represor FeoC. 

Asimismo, este patógeno posee una proteína homóloga al regulador Fur (Ferric uptake 

regulator), que controla la expresión de genes que codifican proteínas relacionadas con los 

sistemas de adquisición de hierro. La búsqueda bioinformática de sitios de unión de Fur mostró 

que estos se encuentran en regiones intergénicas de los genes del sistema Feo, hecho que 

corrobora su implicación en la adquisición de hierro ( Antunes et al., 2011a). 

 

1.5.2. Fosfolipasas 

Las fosfolipasas son enzimas esenciales para el metabolismo de los fosfolípidos que 

actúan hidrolizando los enlaces éster presentes en estos. Estas proteínas constituyen un factor 

de virulencia en múltiples especies bacterianas ayudando a la invasión del hospedador. La 

degradación de los fosfolípidos afecta a la estabilidad de las membranas de las células del 

hospedador y puede provocar cambios en su respuesta inmune (Songer, 1997). 

En A. baumannii se han identificado dos enzimas de este tipo: la fosfolipasa C y la 

fosfolipasa D. La interrupción del gen que codifica la fosfolipasa C resulta en una disminución de 

la citotoxicidad causada por este patógeno en células epiteliales humanas, demostrando que es 

un factor crucial en el daño celular. Además, el estudio del perfil transcripcional de cultivos de 

A. baumannii en presencia o ausencia de etanol, sustancia que aumenta su virulencia en el 

modelo de Caenorhabditis elegans, mostró que la expresión de esta fosfolipasa se ve aumentada 

por la presencia de etanol en el medio. Esto pone de manifiesto que esta enzima contribuye a 

la patogénesis y virulencia en este microorganismo (Camarena et al., 2010).  

La fosfolipasa D tiene un papel importante en la invasión de células epiteliales y en la 

resistencia al suero humano. Esta enzima se identificó realizando una genoteca de mutantes en 

una cepa con una gran capacidad de propagación en el suero humano y se seleccionaron los 

mutantes que tenían dificultades para crecer en este. Los resultados mostraron que la 

disrupción de esta enzima provoca una menor bacteremia, así como una menor colonización en 

el modelo de infección murino (Jacobs et al., 2010). Aparte de esta fosfolipasa, en la cepa ATCC 

19606 se identificaron tres fosfolipasas D más cuya deleción se relacionó con una menor 

virulencia en el modelo de larva de la polilla de la cera Galleria mellonella y una menor invasión 

de células epiteliares pulmonares (Stahl et al., 2015). Recientemente, teniendo en cuenta la 

implicación de esta proteína en la virulencia de A. baumannii, se realizaron ensayos de 

inmunización activa y pasiva en ratón. Los resultados revelaron que se trata de una proteína 
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altamente inmunogénica y con un gran potencial para su uso como agente terapéutico contra 

este patógeno (Li et al., 2017). 

 

1.5.3. Porinas 

Las OMPs además de estar relacionadas con la resistencia a antimicrobianos, como se ha 

comentado anteriormente, tienen un papel importante en la adaptación y patogénesis en las 

células hospedador. Participan en procesos como la adherencia e invasión, la inducción de la 

apoptosis o la formación de biofilm. 

La porina OmpA es una de las más abundantes en la membrana externa de A. baumannii 

y constituye uno de los factores de virulencia mejor caracterizado en este microorganismo. 

OmpA es capaz de provocar la apoptosis de las células epiteliales humanas laríngeas dañando 

las mitocondrias y causando la liberación de moléculas pro-apoptóticas. Esto induce la 

activación de una cascada de caspasas, lo cual lleva a la degradación del DNA cromosómico. La 

apoptosis de las células epiteliales permite la entrada de las bacterias a través de la mucosa 

facilitando la infección (Choi et al., 2005). Otro papel clave de esta porina en la virulencia es su 

relación con la formación de biofilm y la evasión del sistema del complemento. OmpA es 

necesaria para la formación de biofilms en superficies abióticas y resulta esencial para la 

adhesión a los filamentos del modelo Candida albicans y a las células epiteliales alveolares 

humanas (Choi et al., 2008; Gaddy et al., 2009). Asimismo, se ha detectado que en A. baumannii 

esta porina se une al factor H del suero humano permitiendo evadir al sistema del complemento 

(Kim et al., 2009). 

La porina Omp33, además de su importancia en la resistencia a β-lactámicos, como ya se 

comentó anteriormente, parece tener un papel importante en la virulencia de A. baumannii. La 

deleción del gen que la codifica reduce significativamente la adherencia a las células epiteliales 

humanas y su invasión junto con una reducción de la citotoxicidad en estas células y macrófagos. 

En particular, la ausencia de esta proteína en A. baumannii atenúa la letalidad en el modelo 

murino y, además, reduce la concentración de bacterias en el pulmón y el bazo de los animales 

infectados (Smani et al., 2013). Además, la porina Omp33 purificada induce apoptosis en células 

del sistema inmune y tejido conectivo activando caspasas y modulando la autofagia. El bloqueo 

de la autofagia permite a A. baumannii sobrevivir intracelularmente provocando citotoxicidad 

(Rumbo et al., 2014).  
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1.5.4. Lipopolisacárido y polisacáridos capsulares 

El lipopolisacárido (LPS) es el principal componente de la membrana externa de las 

bacterias gram negativas. Se encuentra formado por tres partes: un componente hidrofóbico 

denominado lípido A o endotoxina, un núcleo de oligosacáridos denominado core y una región 

variable de estructuras repetidas llamada antígeno O (Figura 1.9). El LPS es considerado un factor 

de virulencia en múltiples patógenos y su localización en la superficie celular contribuye a la 

interacción entre la bacteria y el entorno (Luke et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Representación esquemática de la estructura del lipopolisacárido. Imagen modificada de Caroff (2003). 

 

En A. baumannii se ha observado que mutantes carentes de la glicotransferasa LpsB 

presentan una menor resistencia al suero humano y una menor capacidad de supervivencia en 

modelos animales (Luke et al., 2010). Junto a ello, la inhibición de la enzima LpxC, implicada en 

la síntesis del lípido A, ha mostrado una mejor eliminación de A. baumannii por parte del sistema 

inmune y una menor letalidad en el modelo murino (Lin et al., 2012). Además, como ya se ha 

mencionado anteriormente, mutaciones en los genes lpxA, lpxC y lpxD, implicados en la síntesis 

de este componente del LPS, llevan a  una pérdida total del LPS, causando resistencia a colistina 

(Moffatt et al., 2010).  Esto indica que el bloqueo de la síntesis del LPS podría constituir una 

nueva diana terapéutica contra este patógeno.  

Otro factor de virulencia importante en A. baumannii es la cápsula. El estudio de mutantes 

en búsqueda de genes necesarios para el crecimiento en líquido ascítico humano llevó a la 

identificación de dos proteínas relacionadas con esta estructura. Se obtuvieron mutantes 

defectivos en los genes ptK, que codifica una probable tirosin quinasa requerida para la 

polimerización de la cápsula, y epsA, que codifica una probable proteína de membrana que 
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exporta polisacáridos requerida para el ensamblaje de la cápsula. Estos mutantes mostraron un 

menor crecimiento en líquido ascítico y una menor supervivencia en el suero humano y en el 

modelo animal de tejido blando de rata (Russo et al., 2010).   

El estudio del polisacárido extracelular poli-β-(1,6)-N-acetilglucosamina (PNAG) en A. 

baumannii reveló que se trata de un componente mayoritario de los biofilms y que contribuye 

a la patogénesis en esta bacteria. La deleción del locus pgaABCD, que codifica enzimas 

necesarias para la síntesis de este polisacárido, implica la formación de un biofilm de menor 

volumen y grosor que el producido por la cepa salvaje. Por ello, su ausencia demuestra que es 

un componente crítico para la formación de biofilm y constituye un factor de virulencia que 

protege a A. baumannii contra la respuesta innata del hospedador (Choi et al., 2009). 

 

1.5.5. Vesículas de membrana externa 

Las vesículas de membrana externa (Outer Membrane Vesicles, OMVs) son vesículas 

esféricas de 20-200 nm de diámetro secretadas por una gran variedad de bacterias gram 

negativas durante su crecimiento. Están compuestas de lipopolisacáridos, proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos. Múltiples cepas de A. baumannii secretan OMVs que contienen factores de 

virulencia, como OmpA, proteasas y fosfolipasas. La secreción de estas vesículas permite al 

patógeno la liberaración de factores de virulencia en el interior de las células del hospedador sin 

que haya un contacto directo entre la bacteria y el hospedador (Kwon et al., 2009; Jin et al., 

2011).  

En A. baumannii, las OMVs median la adherencia a las células eucariotas, así como la 

internalización de determinadas sustancias, lo cual contribuye a la patogénesis. La porina OmpA, 

mencionada ya anteriormente, parece ser el componente mayoritario de las OMVs de la cepa 

ATCC 19606, y se ha observado que induce citotoxicidad y apoptosis en el hospedador. También 

se detectaron otras proteínas asociadas con la virulencia en el interior de estas OMVs como 

proteasas y hemolisinas, o proteínas del sistema CsuA/BABCDE del que se hablará más adelante 

(Jin et al., 2011). Asímismo, en otro estudio se demostró que las OMVs también pueden 

transportar plásmidos que presentan genes de resistencia a β-lactámicos como la β-lactamasa 

OXA-24. Esto probablemente implica una relación con la diseminación de estos marcadores 

entre distintos aislados de A. baumannii (Rumbo et al., 2011). 
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Por otro lado, debido a que las OMVs contienen múltiples proteínas antigénicas de la 

membrana externa de la bacteria, podrían constituir una potencial vacuna contra A. baumannii. 

En un modelo experimental empleando ratones inmunizados con OMVs de la cepa ATCC 19606 

se observó que se producía inmunización contra esta cepa así como contra otros aislados clínicos 

(McConnell et al., 2011). 

  

1.5.6. Sistemas de secreción 

Los sistemas de secreción representan un componente indispensable para el transporte 

de proteínas y otras macromoléculas al espacio extracelular. En bacterias gram negativas existen 

seis sistemas de secreción y estos tienen un papel central en la modulación de las interacciones 

de las bacterias y su entorno (Tseng et al., 2009). En A. baumannii se han identificado varios 

sistemas de secreción (Figura 1.10). 

 

Figura 1.10. Representación esquemática de los sistemas de secreción de A. baumannii. Imagen modificada de 

Elhosseiny (2018). 

El primer sistema de secreción descrito en este microorganismo es el sistema de secreción 

de tipo V (Type V Secretion System, T5SS) denominado Acinetobacter trimeric autotransporter 

(Ata), que se trata de una proteína perteneciente a la familia de autrotransportadores 

triméricos. Una de las principales funciones de estos transportadores es actuar como adhesinas 

facilitando la unión de la bacteria a los tejidos del hospedador. Se ha comprobado que Ata tiene 

un papel clave en la adhesión de A. baumannii al colágeno de tipo IV del hospedador, en la 
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formación de biofilm y en el progreso de la infección en un modelo murino (Bentancor et al., 

2012). Este complejo interacciona con una lipoproteína denominada TpgA (Trimeric 

autotransporter adhesins-associated and peptidoglycan-associated protein A) que también 

interactúa con el peptidoglicano (Ishikawa et al., 2016). Además, A. baumannii posee también 

un sistema de secreción de dos componentes TPS (Two–Partner Secretion system) denominado 

AbFhaB/FhaC, que se encuentra también implicado en la adhesión y en la virulencia de este 

patógeno nosocomial (Pérez et al., 2017). 

El sistema de secreción de tipo II (Type II Secretion System, T2SS) también se identificó en 

este patógeno y media la translocación de múltiples proteínas del espacio periplasmático al 

espacio extracelular. Este sistema está compuesto por entre 12 y 15 proteínas denominadas Gsp 

(General Secretory Pathway), que actúan de manera conjunta secretando al exterior celular 

diversos factores de virulencia. Entre las moléculas que exporta destacan las lipasas LipA y LipH, 

así como la proteasa CpaA. Las proteínas LipA y CpaA requieren chaperonas para su secreción 

que se encuentran codificadas en las regiones adyacentes a sus efectores afines. Se ha 

demostrado que este sistema es necesario para la virulencia tanto en G. mellonella como 

modelos murinos de infección pulmonar (Harding et al., 2016). 

Por último, el sistema de tipo VI (Type VI Secretion System, T6SS) posee una estructura 

conformada por las proteínas Tss y secreta las proteínas Hcp (Hemolysin Co-regulated Protein) 

y VgrG (Valine Glycine Repeat protein) facilitando la inyección de proteínas efectoras en la célula 

diana (Elhosseiny y Attia, 2018). En A. baumannii tiene un papel en la competición entre especies 

bacterianas inyectando efectores que pueden tener actividad bacteriostática o bactericida en 

otras bacterias (Carruthers et al., 2013).  

 

1.5.7. Proteínas implicadas en la formación de biofilm y la adherencia 

A. baumannii tiene una enorme capacidad para sobrevivir en diversos ambientes e 

interactuar con distintos tipos de superficies. Esto le permite permanecer durante largos 

periodos de tiempo en superficies inertes y colonizar diversos tipos de material hospitalario 

como catéteres o equipos de respiración mecánica. Junto a esto, es capaz de adherirse a 

superficies bióticas como las células epiteliales humanas lo que constituye un primer paso en la 

colonización y la subsecuente infección (Lee et al., 2008). 
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La capacidad de adherencia tanto a superficies abióticas como bióticas conlleva la 

formación de biofilms. Los biofilms son estructuras multicelulares complejas asociadas a una 

superficie en la que las células se encuentran embebidas en una matriz extracelular producida 

por ellas mismas. Estos constituyen una barrera protectora hacia la bacteria que le permite 

sobrevivir en condiciones adversas y durante el proceso de infección. Además, las bacterias que 

forman parte de los biofilm son menos susceptibles a los agentes antimicrobianos. Esto puede 

ser debido a que el antimicrobiano no consigue penetrar en todo el biofilm, o bien porque 

algunas de las células que forman parte de este se encuentran en un estado estacionario de 

crecimiento (Costerton et al., 1999).  

La formación de biofilm comienza con la adhesión inicial y la formación de microcolonias. 

Esta adhesión puede tener lugar sobre superficies abióticas principalmente gracias a 

interacciones hidrofóbicas o electrostáticas; o bien sobre superficies bióticas, mediada por 

proteínas de la superficie celular. La maduración del biofilm permite la formación de una 

estructura tridimensional bien organizada que dispone de canales para el paso de nutrientes a 

las capas más profundas. El paso final es el desprendimiento del biofilm, que permite la 

dispersión de células plantónicas colaborando así a su propagación (Costerton et al., 1999). En 

la figura 1.11 se representan estas etapas de manera esquemática.  

 

Figura 1.11. Representación de las etapas de formación de un biofilm. Imagen modificada de Cogan et al. (2016). 

 

La mayoría de las cepas clínicas de A. baumannii son capaces de formar biofilms, lo que 

supone un punto importante para la colonización de los tejidos y la supervivencia en el material 

hospitalario (Rodríguez-Baño et al., 2008). Son varios los elementos que están involucrados en 

la formación de biofilm, entre ellos se encuentran los polisacáridos de superficie, la proteína 

OmpA, los sistemas de secreción de los que se ha hablado anteriormente, el operón 
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CsuA/BABCDE, la proteína Bap (biofilm-associated protein) y el quorum sensing (Longo et al., 

2014). 

 

1.5.7.1. Operón CsuA/BABCDE 

Los pili son estructuras filamentosas presentes en la superficie bacteriana que constituyen 

factores de virulencia clave en múltiples patógenos. En las bacterias gram negativas estos se 

clasifican según su ruta de ensamblaje en: pili ensamblados mediante la ruta chaperone-usher, 

pili de tipo IV, curli pili y pili ensamblados mediante una ruta alternativa a la ruta chaperone-

usher (Proft y Baker, 2009).  En A. baumannii los pili de tipo IV tienen un papel clave en la 

motilidad, aspecto que se desarrollará en el apartado 1.6, mientras que los pili de tipo 

chaperone-usher participan en la formación de biofilm. 

La producción de los pili mediante el sistema de secreción tipo chaperone-usher es un 

factor importante en la formación de biofilm. Estos son apéndices localizados en la superficie 

bacteriana que permiten el reconocimiento y la adhesión a las células del hospedador. Este 

sistema se encuentra agrupado en clusters de genes formados por un usher, una chaperona y 

un gen que codifica la subunidad del pili (Busch y Waksman, 2012). 

En A. baumannii el sistema más estudiado es el operón CsuA/BABCDE chaperone-usher 

complex. La capacidad de formar pili está relacionada con la expresión del gen csuE que forma 

parte de este operón. Estudios realizados en la cepa ATCC 19606 demostraron que la 

interrupción de este gen está relacionada con la inhibición de la formación de biofilm. Junto a 

ello, mediante microscopía electrónica, se analizó este mutante y se comprobó que carecía de 

pili, por lo que la eliminación de este gen provoca la abolición de la producción de pili. Por tanto, 

el gen csuE resulta clave para el ensamblaje y producción de pili, necesarios para la adhesión 

(Tomaras et al., 2003). 

Este operón se encuentra bajo el control de un sistema de regulación de dos componentes 

que comprende un sensor quinasa (BfmS) y un regulador de respuesta (BfmR). La inactivación 

del gen que codifica BfmR resulta en una pérdida de expresión del operón y, por tanto, una 

abolición de la producción de pili y, consecuente, incapacidad de formar biofilm. Sin embargo, 

el mutante defectivo en el gen bfmS presentaba una menor capacidad para formar biofilm, 

aunque su formación no se encuentra totalmente abolida (Tomaras et al., 2008). 
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1.5.7.2. Proteína Bap (Biofilm-associated protein) 

Otra proteína importante en este proceso es la proteína de membrana homóloga a la 

proteína Biofilm-associated protein (Bap) de Staphylococcus spp., recientemente identificada en 

A. baumannii.  Esta proteína ha sido identificada por primera vez en S. aureus y desde entonces 

se ha encontrado en otros muchos microorganismos tanto gram positivos como gram negativos.  

En A. baumanni la proteína Bap no parece estar implicada en la adhesión primaria para la 

formación de biofilm como ocurre con la homóloga de S. aureus. Sin embargo, sí se encuentra 

relacionada con el mantenimiento de la estructura del biofilm maduro y tiene un papel en la 

interacción célula-célula en este. Mediante microscopía y análisis de imágenes tridimensionales 

de biofilms en crecimiento, se observó que el mutante defectivo en este gen es incapaz de 

mantener el espesor y grosura del biofilm, mostrando que esta proteína es necesaria para el 

desarrollo de la estructura de biofilm maduro (Loehfelm et al., 2008). 

En un estudio reciente en el que se analizó el genoma de 541 cepas de A. baumannii se 

observó que la proteína Bap es polimórfica, pudiendo distinguirse tres variantes. Junto a ello, en 

especies del complejo A. calcoaceticus-baumannii se han identificado dos nuevas proteínas 

denominadas BLP1 y BPL2 (Bap-Like Proteins 1-2), cuya secuencia tiene el mismo motivo que 

Bap en la región N-terminal. Mutantes defectivos en estos genes mostraron una reducción en la 

formación de biofilm y la adherencia a las células epiteliales (De Gregorio et al., 2015). 

 

1.5.7.3. Quorum sensing 

Las bacterias producen sustancias químicas que permiten la comunicación intercelular y, 

además, son capaces de detectar las condiciones ambientales e intercambiar información a 

través de moléculas de señalización. Pueden detectar la concentración de estos compuestos con 

el fin de expresar determinados genes y desarrollar una respuesta específica y colectiva. Este 

mecanismo recibe el nombre de quorum sensing y se trata de un sistema de estímulos y 

respuestas relacionados con la densidad poblacional. Este se encuentra vinculado a multitud de 

procesos bacterianos como la formación de biofilm, esporulación, bioluminiscencia o motilidad 

(Whitehead et al., 2001). 

Normalmente, las moléculas señal más comunes son las derivadas de N-Acil Homoserin 

Lactonas (AHLs), formadas por un anillo de homoserin lactona y un ácido graso unido mediante 
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un enlace amida que constituye la cadena lateral de longitud variable. El sistema más común de 

AHLs en bacterias gram negativas está mediado por las proteínas LuxI y LuxR. Las moléculas 

señal AHLs, producidas por la sintasa LuxI, difunden al interior celular y se acumulan hasta que 

se alcanza una concentración suficiente. Cuando esto sucede las AHLs se unen a la proteína 

reguladora LuxR y esto provoca la activación o represión de los genes diana del quorum sensing. 

En muchos casos, el gen luxI es una diana del complejo LuxR-AHL, de forma que se produce una 

autoinducción del circuito (Williams et al., 2007). 

En A. baumannii el quorum sensing parece tener un papel importante en los procesos de 

adherencia, formación de biofilm y motilidad. El sistema consta de dos componentes homólogos 

a los mencionados anteriormente, la sintasa AbaI y la proteína de unión a las AHLs, AbaR. La 

proteína AbaI es la única sintasa autoinducible identificada en el genoma de A. baumannii. La 

interrupción del gen que codifica esta enzima resulta en la incapacidad para la producción de 

moléculas señal. Además, esto se relaciona con una reducción en la formación de biofilm en el 

mutante en comparación con la cepa isogénica parental. Asimismo, la adición exógena de una 

AHL sintética restaura la capacidad de formación de biofilm en los mutantes con este gen 

interrumpido  (Niu et al., 2008). 

Por otro lado, se realizó un estudio con AHLs sintéticas en busca de activadores e 

inhibidores del regulador AbaR. Los resultados revelaron que A. baumannii emplea N-(3-

hidroxidodecanoil)-L-homoserinlactona y compuestos similares como moléculas señal para 

activar el quorum sensing. En cuanto a los antagonistas del sistema, se encontró que AHLs con 

grupos aromáticos acilo actúan reprimiendo a AbaR, siendo algunos de ellos capaces de inhibir 

la motilidad o la formación de biofilm. Esto ha puesto de manifiesto que una posible estrategia 

para evitar la infección por este patógeno podría ser el uso de AHLs sintéticas con el fin de inhibir 

estos dos procesos (Stacy et al., 2012). 

Por último, mediante el estudio de 50 cepas clínicas de Acinetobacter spp. formadoras de 

biofilm, se caracterizaron los tipos de AHLs producidas. Los resultados revelaron que existía una 

gran diversidad de AHLs entre las distintas cepas pudiendo algunas de ellas producir más de un 

tipo de estas moléculas. Esto indica que posiblemente la formación de biofilm sea un evento 

multifactorial y las señales del quorum sensing son solamente uno de los factores implicados en 

este proceso (Anbazhagan et al., 2012). 
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1.5.8.  Estructuras y proteínas implicadas en la resistencia a la desecación 

La resistencia a la desecación es la habilidad de mantener la viabilidad bajo condiciones 

de sequedad ambiental. En A. baumannii representa un factor clave para su supervivencia en el 

ambiente hospitalario durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, las bases moleculares 

de este proceso no se conocen en profundidad debido a que se trata de un fenómeno 

multifactorial (Jawad et al., 1998). 

La resistencia a la desecación en este patógeno nosocomial podría encontrarse vinculada 

a componentes de la pared celular como la cápsula o el lípido A. En la especie no patogénica A. 

calcoaceticus se observó que los polisacáridos de la cápsula favorecen la supervivencia en 

condiciones de sequedad ambiental. La cepa encapsulada es capaz de resistir hasta un 30% más 

que el mutante sin cápsula, incluso en colonias mixtas la supervivencia es mayor que en aquellas 

del mutante sin cápsula (Ophir y Gutnick, 1994). En A. baumannii, se cree que esto podría tener 

también un papel importante en la resistencia a la desecación debido a la habilidad de la cápsula 

para retener agua. Relacionado con esto, se encuentra la capacidad de formar biofilm, proceso 

en el que se aumenta la producción de polisacárido capsular para envolver a las células. Para 

comprobar la relación entre la formación de biofilm y la persistencia a la desecación, se estudió 

la capacidad para sobrevivir sobre cubreobjetos sometidos a distintas condiciones de 

temperatura y humedad de cepas formadoras y no formadoras de biofilm. Mediante 

microscopía electrónica, se observó que en condiciones de desecación las células de clones 

formadores de biofilm se encuentran formando conglomerados cubiertos por una capa de 

exopolisacárido. Contrariamente, las células de las cepas no formadoras de biofilm no muestran 

esta capa y aparecen deshidratadas (Espinal et al., 2012). 

Recientemente, un estudio ha relacionado la resistencia a la desecación con la acilación 

del lípido A. Se construyó un mutante defectivo del gen lpxM, que codifica una enzima implicada 

en la adición de grupos acilos durante la biosíntesis del lípido A, y se comprobó que es incapaz 

de sobrevivir durante largos periodos de desecación. Esto sugiere que, tal vez, cambios en la 

composición de los lípidos de la membrana podrían resultar en variaciones en la fluidez de esta, 

alterando su capacidad de retención de agua y afectando esto a la supervivencia  a la desecación 

(Boll et al., 2015).  

Por otro lado, se han tratado de identificar otros mecanismos que participan en la 

resistencia bajo condiciones limitantes de agua y nutrientes. Para ello, se cuantificaron las 

proteínas sobreexpresadas en una cepa clínica en estas condiciones empleando MALDI-TOF y 
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espectrometría de masas. Entre las proteínas detectadas se encontraron mayoritariamente 

proteínas de membrana y periplasmáticas, así como proteínas relacionadas con la resistencia a 

antimicrobianos como la β-lactamasa OXA-51 o bombas de flujo como el transportador RND 

AdeIJK, ambos anteriormente mencionados. Además, se observó que en la población existían 

células viables pero no cultivables que se definieron como células en estado inactivo capaces de 

resistir durante largos períodos de tiempo (Gayoso et al., 2014).  

Otro hecho a tener en cuenta es que, durante la desecación, no solamente se produce 

una pérdida de agua, sino que se trata de un proceso que provoca daños en el DNA de las 

bacterias. Estos daños provocan la activación del sistema SOS cuya proteína activadora es la 

recombinasa RecA. En A. baumannii la inactivación del gen que codifica esta proteína resulta en 

una mayor sensibilidad a la desecación. Esto demuestra que RecA tiene un papel clave 

participando en la protección frente a la desecación. Además, estudios de virulencia in vitro, 

empleando macrófagos, e in vivo, en un modelo murino, demostraron que también colabora en 

la patogénesis (Aranda et al., 2011). 

Por último, la capacidad de sobrevivir a condiciones limitantes de agua muestra una gran 

variabilidad entre las diferentes cepas. Entre las cepas de importancia clínica, algunas muestran 

una enorme resistencia bajo estas condiciones, permitiéndoles permanecer en el ambiente 

hospitalario durante largos períodos. Un ejemplo de ello es la cepa A. baumannii AYE, aislada en 

un brote producido en un hospital francés en 2001, que puede mantenerse viva en superficies 

secas hasta más de 100 días (Antunes et al., 2011b).  

 

1.6. Motilidad 

Las bacterias pueden permanecer localizadas o bien desplazarse para ocupar nuevas 

áreas o invadir los tejidos del hospedador dependiendo de la disponibilidad de nutrientes y de 

las condiciones de la superficie. El hecho de desplazarse como un grupo presenta varias ventajas 

como son el crecimiento y la supervivencia, teniendo distintos tipos de células realizando 

funciones especializadas, facilidad de acceso a los nutrientes y mecanismos de defensa que 

protegen de condiciones de estrés como la desecación. Por ello, las bacterias han desarrollado 

distintos mecanismos para desplazarse y adaptarse al ambiente. 

Actualmente, se distinguen varios tipos de motilidad en función del mecanismo o 

estructura responsable del movimiento: swimming, swarming, twitching, gliding y sliding. Estas 



Introducción 

43 
 

clases de motilidad no son excluyentes entre sí, pudiendo existir bacterias capaces de 

desplazarse mediante más de un mecanismo (Harshey, 2003). En la Tabla 1.3 se resumen las 

características generales de los tipos de motilidad y en la figura 1.12 aparecen representados. 

 

Tabla 1.3.  Características generales de los diferentes tipos de motilidad. Modificada de Harshey (2003). 

 

Tipo de 
motilidad 

Estructuras 
implicadas 

Diferenciación 
celular 

Velocidad de 
movimiento 

(µm/s) 

Movimiento 

Swarming Flagelos Sí 2-10 Activo 

Swimming Flagelos No < 40 Activo 

Twitching Pili de tipo IV No 0,06-0,3 Activo 

Gliding 
Diversas, 

depende del 
microorganismo 

 

No 0,025-0,1 Activo 

Sliding Ninguna No 0,03-6 Pasivo 

 

Figura 1.12. Representación esquemática de los tipos de motilidad bacteriana. Imagen modificada de Kearns (2010).  
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1.6.1. Clasificación de la motilidad bacteriana 

1.6.1.1. Swarming 

Entre los movimientos mediados por flagelos uno de los más estudiados es el swarming o 

movimiento en enjambre. Se trata de un movimiento multicelular producido por la rotación del 

flagelo que permite a las bacterias desplazarse de manera coordinada. Este tipo de movimiento 

se ha identificado en múltiples géneros de bacterias tanto gram negativas como Proteus, Vibrio, 

Escherichia, Salmonella o Pseudomonas; como en gram positivas como Bacillus o Clostridium 

(Fraser y Hughes, 1999). Mediante el swarming las células se desplazan en grupo colonizando 

toda la superficie disponible pudiendo alcanzar una velocidad de 10 µm/s. 

Entre las bacterias que realizan swarming se distinguen dos clases: swarmers robustos y 

swarmers moderados. El primer grupo se caracteriza por ser capaces de moverse en placas con 

elevada concentración de agar, más del 1,5% de agar. Estas bacterias, como Vibrio o Proteus, se 

encuentran hiperflageladas y presentan una morfología hiperelongada cuando realizan esta 

clase de movimiento. Sin embargo, los swarmers moderados, como Escherichia o Pseudomonas, 

son capaces de desplazarse únicamente en placas con baja concentración de agar, 0,5-0,8% de 

agar. A diferencia de los miembros del otro grupo, estas bacterias no presentan cambios tan 

drásticos en su morfología cuando realizan este tipo de movimiento (Partridge y Harshey, 2013).  

 

1.6.1.2. Swimming 

El movimiento de tipo swimming, a diferencia del anterior, es un movimiento individual 

que se produce por la rotación del flagelo y tiene lugar en medio líquido. Bacterias como E. coli, 

S. enterica o P. aeruginosa presentan este tipo de movimiento y pueden llegar a alcanzar una 

velocidad de hasta 40 µm/s (Kearns, 2010). 

El swimming ha sido muy estudiado en las últimas décadas, por lo que la implicación del 

flagelo en este desplazamiento se encuentra bien caracterizada. Los flagelos emergen de la 

superficie celular y se encuentran dirigidos por un motor basal. Este motor emplea como fuente 

de energía el gradiente de protones transmembrana. El flagelo consta de un largo filamento 

helicoidal, una corta estructura curvada denominada hook y un cuerpo basal constituido por una 

barra central y varios anillos. Los dos primeros componentes se sitúan en la región externa de la 

célula mientras que el cuerpo basal se localiza embebido en la superficie celular (Kearns, 2010). 
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El motor flagelar puede girar en sentido de las agujas del reloj (ClockWise, CW) o en 

sentido contrario a las agujas del reloj (CounterClockWise, CCW), dirigiéndose así la dirección del 

movimiento. Cuando se produce la rotación del motor en sentido CCW se provoca una onda que 

hace que los flagelos se coloquen formando un haz que ejerce un empuje sobre la célula 

provocando un desplazamiento relativamente lineal. Sin embargo, si la rotación del motor 

ocurre en sentido CW, este haz se dispersa y los flagelos se mueven de manera descoordinada 

lo que causa un movimiento aleatorio. La alternancia entre estos dos sentidos de rotación 

provoca un desplazamiento al azar que permite a las bacterias responder a los estímulos 

ambientales. Cuando se encuentran en presencia de un estímulo atrayente, aumenta la rotación 

en sentido CCW y disminuye la de sentido CW (Blair, 1995; Harshey, 2003).   

 

1.6.1.3. Twitching  

En cuanto a los movimientos mediados por pili únicamente se distingue el twitching, que 

se trata de un movimiento de superficie producido por la extensión y retracción de los pili de 

tipo IV. Este se caracteriza por conferir un movimiento que permite a las bacterias avanzar a una 

velocidad de 0,06-0,3 µm/s (Harshey, 2003). El twitching se puede producir tanto en superficies 

orgánicas como inorgánicas, incluyendo células epiteliales, plásticos, vidrio o metal. Además, 

pese a que en un primer momento se pensó que era un movimiento únicamente social, también 

pueden desplazarse ligeramente mediante twitching células individuales en contacto con 

sustratos inertes o a bajas concentraciones de agar. El twitching se encuentra implicado en la 

colonización del hospedador y otras formas de comportamiento colonial como la formación de 

biofilm y en el desarrollo de cuerpos fructíferos. Varias bacterias patógenas presentan este tipo 

de motilidad entre las que destacan P. aeruginosa, A. baumannii o Neisseria gonorrhoeae 

(Mattick, 2002; Harding et al., 2013). 

La extensión y retracción de los pili de tipo IV son clave para este tipo de movimiento. Los 

pili son apéndices multiproteícos de alrededor de 5-7 nm de diámetro y varios micrómetros de 

longitud que son capaces de ensamblarse y desensamblarse rápidamente participando también 

en otros procesos como la transformación y la adherencia a superficies (Mattick, 2002). Estudios 

llevados a cabo en P. aeruginosa con pili marcados con un compuesto fluorescente mostraron 

que se extienden y retraen a aproximadamente una velocidad de 0,5 µm/s (Skerker y Berg, 

2001).  
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Los pili son estructuras que se encuentran formadas por una pequeña subunidad proteica 

denominada PilA o pilina que se organiza en una conformación helicoidal con 5 subunidades por 

vuelta. Estas subunidades son sintetizadas como pre-pilina y procesadas por la proteína PilD 

para convertirse en PilA. Las subunidades de PilA son ensambladas en la proteína de la 

membrana interna PilC para formar el pilus. Este filamento emerge al exterior a través de la 

secretina de la membrana externa conocida como PilQ y se encuentra fusionado a la proteína 

de adhesión PilY. La transcripción del gen que codifica la proteína PilA se encuentra controlada 

por un sistema regulador de dos componentes formado por PilS y PilR. PilS es un sensor quinasa 

cuya autofosforilación provoca la fosforilación del regulador de respuesta PilR, aumentando la 

transcripción de pilA (Burrows, 2012). En la Figura 1.13 se representan los componentes que 

conforman el pilus de tipo IV. 

 

Figura 1.13. Estructura del pilus de tipo IV. Imagen modificada de Burdman et al. (2011). 

Durante el twitching, el pilus se adhiere a la superficie y mediante su retracción acerca a 

la célula a la zona donde se ha adherido. Esta retracción se produce por el desensamblaje del 

filamento formado por subunidades de PilA. Este proceso está mediado por la proteína PilT que 

promueve el desensamblaje de los pili, la degradación de PilA o ambos. Después de la retracción, 

el pilus se vuelve a ensamblar por un proceso en el que participa PilB. A continuación,  se 

extiende de nuevo iniciándose un nuevo ciclo de extensión y retracción que permite el avance 

de la célula (Mattick, 2002). 
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Los mecanismos que controlan el movimiento de tipo twitching han sido muy estudiados 

en el patógeno P. aeruginosa, en el cual se relaciona con un sistema denominado Pil-Chp. Los 

genes pil-chp se sitúan en el cluster de genes IV y muchas de las proteínas que codifican son 

similares a las que participan en la ruta de quimiotaxis mediada por flagelos. Dicho sistema, 

representado en la Figura 1.14, está formado por un módulo sensor que consta de un único 

receptor de pared denomindo PilJ que es una MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Protein). Este 

se encuentra anclado a una histina quinasa denominada ChpA mediante las proteínas PilI y 

ChpC. Cuando PilJ detecta un estímulo se induce la autofosforilación de ChpA y, a continuación, 

esta proteína fosforila a PilG y PilH, que interaccionan con el motor del pilus de tipo IV 

controlando el twitching. La proteína PilG fosforilada interacciona con las proteínas de 

ensamblaje PilB y PilZ y con la deguanilato ciclasa FimX, mientras que PilH fosforilada media la 

retracción del pilus interaccionando con PilT y PilU. La integración de estas dos rutas se 

encuentra mediada por la metilesterasa ChpB y la metiltransferasa PilK (Sampedro et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.14. Representación esquemática de la hipotética ruta de quimiotaxis de P.  aeruginosa. Imagen modificada 

de Sampedro et al., (2015). 
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1.6.1.4. Gliding 

El gliding es un movimiento activo de superficie que no requiere apéndices celulares como 

flagelos o pili y que se produce a lo largo del eje de la célula. Este tipo de movimiento, a 

diferencia de los tres anteriores que se encuentran vinculados a superficies húmedas, se 

produce en superficies más firmes y secas. Este peculiar movimiento es característico de tres 

grupos de bacterias: las mixobacterias, las cianobacterias y el grupo Cytophaga-Flavobacterium 

(Harshey, 2003).  

El gliding tradicionalmente se ha definido basándose más en las estructuras que no se 

utilizan (flagelos y pili) que en los motores que dirigen este movimiento debido a que no se han 

apreciado estructuras externas relacionadas. Recientemente, el estudio de genomas de diversas 

especies, las avanzadas técnicas de microscopía electrónica y de fluorescencia han permitido 

esclarecer ligeramente las bases de este movimiento. Varios mecanismos se encuentran 

relacionados con el gliding como los canales de protones y elementos del citoesqueleto en 

mixobacterias o los canales de secreción y adhesinas en flavobacterias (Nan y Zusman, 2016). La 

enorme diversidad de procesos que median este movimiento hace que las velocidades 

alcanzadas sean muy diversas según el grupo de microorganismos. De acuerdo con esto, las 

mixobacterias pueden alcanzar velocidades de entre 0,025-0,1 µm/s, y tanto las cianobacterias 

como el grupo Cytophaga-Flavobacterium de 2-4 µm/s (McBride, 2001). 

 

1.6.1.5. Sliding  

El sliding es un movimiento pasivo de superficie producido por el crecimiento y facilitado 

por un surfactante u otros compuestos que ayudan a reducir la tensión superficial. Se produce 

por la acción de fuerzas de expansión que se transmiten del centro a los bordes de la colonia 

que está creciendo, sin embargo, el mecanismo por el que se rige este movimiento no ha sido 

caracterizado totalmente. Las velocidades alcanzadas mediante este movimiento oscilan entre 

0,03 µm/s en Mycobacterium hasta 2-6 µm/s en Serratia (Harshey, 2003). 

En los últimos años, se han clasificado las bacterias que realizan sliding en tres grupos 

según el compuesto adicional que necesitan. En el primero de ellos, se encuentran bacterias 

como Serratia o Pseudomonas que requieren únicamente la fuerza ejercida por el crecimiento 

celular y surfactantes. Los miembros del segundo grupo entre los que se encuentran Bacillus y 

Sinorhizobium requieren compuestos secretados adicionales como exopolisacáridos. 
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Finalmente, el tercer grupo se encuentra compuesto por bacterias que necesitan la fuerza 

ejercida por el crecimiento y otros compuestos que no son surfactantes como es el caso de 

Mycobacterium (Hölscher y Kovács, 2017).  

 

1.6.2. Motilidad en A. baumannii 

A pesar de que el nombre del género Acinetobacter proviene del griego “akineto” que 

significa “inmóvil” debido a la ausencia de flagelos, actualmente, se sabe que esta bacteria es 

capaz de moverse mediante dos tipos de movimiento: twitching y surface-associated motility. 

El primero de ellos depende de los pili  de tipo IV mientras que el segundo es un tipo de 

movimiento característico del género Acinetobacter que le permite desplazarse por superficies 

semisólidas y no depende de los pili (Skiebe et al., 2012; Harding et al., 2017).  

La capacidad de este microorganismo de desplazarse fue descrita en detalle por primera 

vez por Henrichsen, quien estudió la motilidad de 16 cepas distintas de A. calcoaceticus y 

relacionó la presencia de pili con la motilidad. Mediante microscopía electrónica observó que 

las cepas no móviles no poseían pili polares mientras que las que eran capaces de desplazarse 

mediante twitching sí (Henrichsen y Blom, 1975).  

Como ya se ha mencionado anteriormente, el movimiento de tipo twitching está 

relacionado con los pili de tipo IV. Estos apéndices son capaces de ensamblarse y 

desensamblarse rápidamente produciéndose ciclos de adhesión y retracción que permiten el 

avance de las células a través de la superficie. Pese a que los mecanismos de motilidad de A. 

baumannii no han sido todavía esclarecidos, varias investigaciones han puesto de manifiesto 

que este patógeno se mueve a través de superficies semisólidas mediante twitching. 

Mediante el análisis bioinformático de genomas completos de A. baumannii se ha 

demostrado la presencia de genes relacionados con los pili de tipo IV, así como, genes implicados 

en su ensamblaje, en el movimiento de tipo twitching y la subunidad del pilus denominada PilA 

(Eijkelkamp et al., 2011b). En un estudio transcripcional realizado en la cepa ATCC 17978 bajo 

condiciones limitantes de hierro en el medio, se observó que varios genes relacionados con los 

pili de tipo IV presentaban un nivel de expresión menor. Entre ellos se encontraban varios genes 

relacionados con la biosíntesis de los pili de tipo IV como pilB, pilT, pilU o comM-O. También 

mostraron un patrón de expresión alterado genes relacionados con la quimiotaxis y la regulación 

de este complejo, como pilJ y pilR o pilS. Asímismo, ensayos de motilidad realizados bajo 
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condiciones limitantes de hierro revelaron que la cepa ATCC 17978 es incapaz de desplazarse en 

un medio semisólido. Esto puso de manifiesto que podría existir una correlación entre la baja 

expresión de estos genes y la ausencia de motilidad (Eijkelkamp et al., 2011b). 

Por otro lado, la secuenciación del genoma de varias cepas clínicas de A. baumannii 

capaces de desplazarse mediante twitching confirmó la presencia de genes relacionados con los 

pili de tipo IV.  La mayoría de estos genes muestran un elevado nivel de conservación entre las 

diferentes cepas, a excepción del gen que codifica la subunidad del pilus PilA (Eijkelkamp et al., 

2011b). Junto a ello, el análisis estructural de esta proteína en dos cepas de A. baumannii y en 

una de A. nosocomialis evidenció el elevado grado de variación estructural entre sus secuencias 

(Piepenbrink et al., 2016). Asimismo, se realizaron estudios con virstatina, un inhibidor de la 

formación de los pili de tipo IV en Vibrio cholerae, para estudiar su efecto en la motilidad en la 

cepa ATCC 17978. En los ensayos de motilidad, se observó que la adición de este compuesto en 

las placas reducía notablemente el desplazamiento. Además, mediante microscopía se observó 

que las células tratadas con esta sustancia presentan una drástica reducción en el número de 

pili. Por tanto, esto corroboró la hipótesis de que la biogénesis de los pili de tipo IV es necesaria 

para la motilidad en este patógeno (Nait Chabane et al., 2014). 

Paralelamente, en un estudio reciente con la cepa M2 de A. baumannii se observó que la 

inactivación del gen pilT, que codifica una ATPasa responsable de la retracción de los pili en otras 

bacterias, origina una reducción significativa de la motilidad (Clemmer et al., 2011).  Un aspecto 

interesante relacionado con la motilidad en A. baumannii es el descubrimiento de la existencia 

de un fenotipo de opacidad de las colonias variable de fase. En la cepa A. baumannii AB5075 se 

identificaron dos tipos de colonias: opacas y translúcidas, capaces de interconvertirse entre sí. 

Estas dos variantes de colonias mostraron notables diferencias fenotípicas entre las que 

destacan diferencias en la motilidad. Las colonias translúcidas mostraron tener una menor 

capacidad de desplazarse, así como una menor virulencia en el modelo de G. mellonella (Tipton 

et al., 2015). Este fenómeno también se observó en los mutantes de la cepa M2 de A. baumannii 

con el gen pilT interrumpido, ya que las colonias translúcidas no presentan motilidad. Sin 

embargo, las colonias opacas de este mutante sí son capaces de desplazarse (Clemmer et al., 

2011).   

Por otro lado, con el fin de constatar si existe una relación entre motilidad y quorum 

sensing, también se interrumpió el gen abaI, una sintasa autoinductora que media la producción 

de moléculas señal. Este mutante presenta una motilidad reducida pero al añadir al medio 

homoserin lactona se restaura su fenotipo, indicando que existe una relación entre motilidad y 
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quorum sensing. Además, mediante mutagénesis por inserción de transposones se identificaron 

otros genes implicados en el movimiento, como la porina OmpA, el gen purK implicado en la 

síntesis de novo de purinas o genes homólogos a acil-CoA deshidrogenasas (Clemmer et al., 

2011).  

En los años posteriores se realizaron otros estudios con el fin de profundizar en la 

comprensión de la relación de los pili de tipo IV y la motilidad en A. baumannii. La construcción 

de mutantes de los genes pilA, pilD y pilT en la cepa M2 resultó en la pérdida de la capacidad de 

transformación natural y del movimiento de tipo twitching (Harding et al., 2013). Paralelamente, 

se observó que cepas clínicas de este patógeno son capaces de incorporar DNA mientras se 

desplazan a lo largo de superficies húmedas corroborando que A. baumannii emplea los pili de 

tipo IV para ambos procesos. Además, la construcción de mutantes defectivos en el gen pilT 

demostró que este es necesario para el movimiento de tipo twitching (Wilharm et al., 2013). 

Todo esto se corroboró con los resultados obtenidos con la cepa ADP1 de A. baylyi, un miembro 

del género Acinetobacter no patogéno. En esta especie, los genes relacionados con la biosíntesis 

y regulación de los pili de tipo IV también se encuentran relacionados con la transformación 

natural y la motilidad (Leong et al., 2017).  

Por otro lado, mediante el estudio del perfil transcripcional de cepas de A. baumannii en 

fase de crecimiento exponencial en suero humano se trataron de identificar factores de 

virulencia en esta bacteria. Bajo estas condiciones, genes que codifican proteínas que participan 

en la biogénesis de pili de tipo IV se encuentran regulados positivamente. Este hecho indica que, 

probablemente, los pili de tipo IV podrían ser importantes para la colonización durante la 

bacteremia facilitando la diseminación de este microorganismo (Jacobs et al., 2012). 

Finalmente, en los últimos años se ha empezado a distinguir el movimiento de tipo 

twitching del de surface-associated motility, aunque ambos términos se usaron de manera 

indiscriminada en estudios anteriores. Sin embargo, el hecho de que mutantes en genes 

relacionados con los pili continuaran moviéndose despertó la idea de la existencia de otro tipo 

de movimiento independiente de pili. El movimiento de tipo surface-associated motility 

presenta una apariencia similar en placa al swarming de P. aeruginosa aunque en A. baumannii  

no depende de flagelos ya que estos se encuentran ausentes en esta bacteria (Clemmer et al., 

2011; Harding et al., 2013). Este tipo de movimiento similar al swarming ya se había detectado 

en este patógeno hace varias décadas aunque no se llegó a denominar surface-associated 

motility hasta hace unos pocos años (Clemmer et al., 2011). 
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Recientemente, el movimiento de tipo surface-associated motility se ha demostrado que 

está relacionado con la síntesis de 1,3-diaminopropano (DAP), la principal poliamina producida 

por Acinetobacter y de función desconocida. Mutantes de los genes dar y ddc implicados en la 

síntesis de esta molécula son deficientes en motilidad. Es posible que el DAP o un derivado de 

este funcione como molécula señal en la regulación de esta clase de movimiento.  Junto a ello, 

se realizaron ensayos de virulencia en G. mellonella. En estos estudios se observó que las larvas 

infectadas con los mutantes presentaban una menor mortalidad, indicando que la motilidad 

podría contribuir a la virulencia de este microorganismo (Skiebe et al., 2012). 

Las condiciones de estrés y los genes de producción del lipopolisacárido son dos factores 

que afectan a este tipo de motilidad.  Se ha comprobado que cuando varias cepas de A. 

baumanni son sometidas a condiciones de estrés la motilidad se ve reducida. Sin embargo, en 

condiciones de baja concentración de sal sucede lo contrario y se favorece el movimiento. 

Además, la disrupción del gen lpsB, que codifica una glicosiltransferasa implicada en la síntesis 

del LPS y de los genes epsA/ptK implicados en la síntesis de la cápsula, resulta en una pérdida de 

la motilidad. La complementación del mutante lpsB dio lugar a la restauración del fenotipo 

salvaje. Sin embargo, la complementación de los otros dos mutantes no revirtió el fenotipo, 

indicando un probable efecto polar en otros genes implicados en la motilidad (McQueary et al., 

2012). Por otro lado, recientemente, se ha comprobado que distintos mutantes resistentes a 

colistina deficientes en LPS muestran una reducción de la motilidad y de la virulencia en el 

modelo murino (Carretero-Ledesma et al., 2018). 

Otro sistema que está vinculado con la motilidad en A. baumannii es el homólogo al 

sistema de dos componentes OmpR-EnvZ de E. coli. Este sistema detecta los estímulos del 

ambiente y responde a ellos alterando la expresión de otros genes. OmpR es un factor de 

transcripción que regula la quinasa sensora EnvZ, permitiendo a la célula responder a señales 

externas. La deleción del gen ompR se relacionó con una disminución de la motilidad, mientras 

que los efectos de la deleción del gen enzV fueron notablemente menores (Tipton y Rather, 

2017). 

Otra ruta que podría estar implicada en la motilidad de este patógeno es la relacionada 

con la respuesta quimiotáctica. Así pues, se llevó a cabo la construcción en la cepa ATCC 17978 

de un mutante defectivo del gen A1S_2811, que codifica un componente componente 

hipotético del sistema de quimiotaxis. Este mutante no solamente mostró una menor capacidad 

de formar biofilm sino que también mostró una reducción de la motilidad. Además, se observó 

una reducción del número de pili y una menor expresión del gen abaI que, como ya se ha 
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comentado, está implicado en la síntesis de moléculas señal.  El conjunto de estos resultados 

indica que el producto del gen A1S_2811 podría estar relacionado con la motilidad regulando a 

los genes del operon csu/ABCDE y al quorum sensing (Chen et al., 2017). 

Asimismo, se ha demostrado que la motilidad en medio semisólido depende de la 

concentración y del tipo de agar (Figura 1.15). En placas con concentraciones de entre 0,25 a 

0,45% de agar Difco, A. baumannii se desplaza formando ramificaciones que raramente se 

cruzan entre sí. Sin embargo, en placas con concentraciones de entre 0,30 a 0,50% de agar Eiken 

el movimiento se caracteriza por la expansión de las células en círculo desde el punto de 

inoculación hasta el borde de la placa. En ambos casos la motilidad se ve reducida conforme la 

concentración de agar o agarosa aumenta en el medio (Clemmer et al., 2011; McQueary y Actis, 

2011). 

Figura 1.15. Patrones de motilidad de la cepa M2 de A. baumannii en placas de motilidad con agar Difco (4.A.) o con 

agar Eiken (4.B.) a distintos porcententajes de agar. Imagen modificada de Clemmer et al., (2011). 

Otro factor que se ha comprobado que influye en la motilidad en A. baumannii es la luz, 

concretamente la luz azul, ya que tanto la motilidad como la formación de biofilm se favorece al 

incubar las células en oscuridad. Esta respuesta a la luz se debe a la presencia del gen blsA 

denominado así porque codifica una proteína que tiene en su extremo N-terminal una flavina 

que detecta la luz azul (blue-light-sensing A gene). La motilidad aumenta al incubar las células 

en oscuridad y a una temperatura de 24°C (Mussi et al., 2010). Junto a esto, recientemente, se 

identificó un operón denominado prpABCD (photo-regulated pilus ABCD) que codifica un pilus 

de tipo I regulado por la luz que está relacionado con la motilidad y la virulencia de este patógeno 

nosocomial (Wood et al., 2018). 
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Otro factor que se ha observado que influye en la motilidad de este patógeno es la 

procedencia de los aislados. En un estudio realizado con 60 cepas clínicas de este patógeno, 

obtenidas a partir de muestras de sangre y esputo de pacientes, se observó que los aislados del 

esputo formaban más biofilm que los de la sangre. No obstante, los aislados de la sangre 

presentaban una mayor motilidad que los de esputo. Esto podría ser debido a que A. baumannii 

necesita adherirse fuertemente a las células alveolares para facilitar la colonización, lo que se 

vería favorecido por la formación de biofilm. Esta fue la primera vez que se relacionaron estos 

dos rasgos fenotípicos y la naturaleza de los aislados en este patógeno nosocomial (Vijayakumar 

et al., 2016). 

Por último, la relación existente entre motilidad y virulencia en este patógeno nosocomial 

ha sido poco estudiada. Recientemente, se ha relacionado el fenotipo de hipermotilidad de un 

mutante de la cepa A. baumannii ATCC 17978 con un incremento de la virulencia (Eijkelkamp et 

al., 2013).  Sin embargo, no está claro si la ausencia de motilidad afecta a la virulencia y 

patogénesis de A. baumannii (McConnell et al., 2013). 
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2. Objetivos  

Acinetobacter baumannii ha emergido en los últimos años como un microorganismo 

oportunista causante de diversas infecciones nosocomiales de difícil tratamiento. Esto es debido 

principalmente a su enorme facilidad para desarrollar mecanismos de resistencia a 

antimicrobianos, su capacidad de supervivencia en el ambiente hospitalario y a la presencia de 

factores de virulencia (Dijkshoorn et al., 2007; Harding et al., 2017). De hecho, este patógeno 

nosocomial es considerado actualmente como uno de los microorganismos más preocupantes 

según The Infectious Diseases Society of America. Además, A. baumannii es capaz de desplazarse 

mediante un particular tipo de motilidad denominado surface-associated motility, un proceso 

poco estudiado en este microorganismo. En estudios previos sobre la mutagénesis inducida por 

daño en el DNA en A. baumannii se aislaron mutantes espontáneos resistentes a rifampicina 

(Anexo I) que presentaban un patrón de motilidad alterado. En este contexto, el objetivo general 

de la presente Tesis Doctoral ha sido la identificación de genes implicados en este tipo de 

motilidad, así como la determinación de su relación con la virulencia en A. baumannii. A 

continuación, se detallan los objetivos específicos de ese trabajo: 

1. Aislamiento y caracterización de mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de 

A. baumannii con patrón de motilidad alterado. 

 

2. Estudio de la virulencia de los mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de A. 

baumannii con un patrón de motilidad alterado. 

 

3. Identificación de nuevos genes implicados en la motilidad y la virulencia en A. 

baumannii mediante el análisis del perfil transcripcional de los mutantes 

espontáneos resistentes a rifampicina con motilidad alterada. 

Dado que al alcanzar los objetivos anteriores se identificó una hipotética bomba de 

expulsión perteneciente a la superfamilia MFS, implicada en la motilidad y en la virulencia de A. 

baumannii, surgieron los siguientes objetivos adicionales: 

4. Caracterización funcional de la bomba de expulsión AbaQ, codificada por el gen 

AU097_RS17040 de A. baumannii. 
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5. Evaluación del papel de múltiples transportadores pertenecientes a las diferentes  

superfamilias de bombas de expulsión en la motilidad y en la virulencia de A. 

baumannii. 
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3.1. Estudio del patrón de motilidad y virulencia de mutantes espontáneos de A. 

baumannii resistentes a rifampicina y análisis de su perfil transcripcional 
 

Mutations in the β-subunit of the RNA polymerase impair the surface-associated motility 

and virulence of Acinetobacter baumannii 

Pérez-Varela M, Corral J, Vallejo JA, Rumbo-Feal S, Bou G, Aranda J, Barbé J 

Infect Immun 85(8). 2017 

 

Con el objetivo de identificar genes implicados en el surface-associated motility y la 

virulencia de A. baumannii se aislaron mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de los 

que el 60% presentaba un patrón de surface-associated motility alterado. Los mutantes que 

perdían motilidad presentaban una sustitución aminoacídica en la glutamina 522 o en la serina 

540 de la subunidad β de la RNA polimerasa, proteína diana de la rifampicina que se encuentra 

codificada por el gen rpoB. Los aislados restantes  con un fenotipo de motilidad similar al de la 

cepa salvaje presentaban un cambio aminoacídico en el ácido aspártico 525. La 

complementación con el gen rpoB salvaje restableció la sensibilidad a rifampicina en todos los 

mutantes y la motilidad en aquellos que la habían perdido. 

Por otro lado, con el fin de comprobar si la motilidad juega un papel clave en la 

patogénesis de A. baumannii, se realizaron ensayos de virulencia en el modelo de fertilidad del 

nematodo Caenorhabditis elegans. Los resultados obtenidos mostraron que los mutantes con 

pérdida de motilidad (RifR5 y RifR8) presentan una disminución de la virulencia mientras que el 

mutante con motilidad similar a la cepa salvaje (RifR3) también presenta un nivel de virulencia 

similar a esta. La introducción del gen rpoB salvaje en los tres mutantes restauró la virulencia al 

nivel de la cepa salvaje. Además, la introducción en la cepa salvaje del gen rpoB amplificado 

utilizando el DNA genómico proviniente de los mutantes espontáneos resistentes a rifampicina, 

provocó que esta cepa desarrollara resistencia a rifampicina, así como el mismo patrón de 

motilidad y virulencia que el mutante del que procedía. Estos resultados ponen de manifiesto 

que las sustituciones nucleotídicas en el gen rpoB de los mutantes RifR5 y RifR8 son la causa de 

la pérdida de la motilidad y de la virulencia en A. baumannii. 

El análisis de la expresión génica mediante microarrays de cDNA de los mutantes 

resistentes a rifampicina con pérdida de motilidad (RifR5 y RifR8), permitió la identificación de 6 

genes cuya expresión disminuye en los mutantes . Para determinar si estos genes participan en 

este tipo de motilidad, se construyeron mutantes mediante disrupción génica de los 6 genes 
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comunes a ambos mutantes cuya expresión disminuía al menos dos veces con respecto a la cepa 

salvaje. Entre estos genes se encuentran el gen AU097_RS14730, que codifica un posible 

componente de un transportador de taurina; AU097_RS16805, cuyo producto es una aldheído 

deshidrogenasa, al igual que el gen AU097_RS17030; AU097_RS17035, que codifica una 

fumarilacetoacetato hidrolasa; AU097_RS17040, cuyo producto es un hipotético transportador 

de membrana de tipo MFS y AU097_RS17045, codificante de una dihidroxiácido deshidratasa. 

El estudio de la motilidad de los mutantes obtenidos reveló que la inactivación de 4 de estos 

genes (concretamente AU097_RS14730, AU097_RS16805, AU097_RS17040 y AU097_RS17045) 

reducía la motilidad. Asimismo, estos mutantes mostraron una virulencia atenuada en el modelo 

de fertilidad de C. elegans, tanto en la cepa ATCC 17978 como en la cepa clínica MAR002. 

Finalmente, el análisis in silico de 68 genomas de otras cepas, la mayoría procedentes 

de aislados clínicos, reveló que estos 4 genes, así como los genes situados inmediatamente 

upstream y downstream de ellos se encontraban presentes en 61 de los genomas analizados.  

Todo esto indica que los genes identificados son importantes en la motilidad de tipo surface-

associated motility y en la virulencia de A. baumannii, y que pueden tener relevancia en la 

patogénesis, debido a su elevado grado de conservación en diversas cepas clínicas. 
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3.2. Caracterización funcional de la bomba de expulsión de tipo MFS AbaQ, 

codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii 

 
Functional characterization of AbaQ, a novel efflux pump mediating quinolone resistance in 

Acinetobacter baumannii  

Pérez-Varela M, Corral J, Aranda J, Barbé J 

Antimicrob Agents Chemother 62(9). 2018 

 

Uno de los aspectos relacionados con el éxito de Acinetobacter baumannii como 

patógeno nosocomial es su gran capacidad de adquisición de determinantes que confieren 

resistencia a un amplio número de antimicrobianos. En estudios previos (Pérez-Varela et al., 

2017) se identificó una hipotética bomba de expulsión de tipo MFS, codificada por el gen 

AU097_RS17040 y que ha sido denominada AbaQ (A. baumannii Quinolone resistance 

transporter) implicada en la motilidad y en la virulencia de A. baumannii. En el presente trabajo 

se ha llevado a cabo su caracterización funcional. 

El análisis in silico del producto del gen abaQ indicó que se trata de una proteína de 434 

aminoácidos integrada por 12 hélices α-transmembrana y que sus dominios N- y C-terminal se 

encuentran ubicados en el citoplasma. Esta estructura se corresponde con la que presentan los 

transportadores MFS de tipo DHA-1, que se diferencian de los DHA-2 por la presencia de 12 en 

lugar de 14 dominios transmembrana.  Asimismo, mediante análisis comparativo empleando 

BLAST y CLUSTALW, se observó que esta proteína presenta un bajo porcentaje de identidad y 

similitud con otras bombas de expulsión de este tipo. Sin embargo, la búsqueda in silico del gen 

que codifica esta proteína en los genomas de cepas de A. baumannii completamente 

secuenciadas, la mayoría de ellas de origen clínico, reveló que se encuentra altamente 

conservada entre las distintas cepas de este patógeno nosocomial. 

En cuanto a la caracterización del perfil de susceptibilidad a distintos antimicrobianos 

del mutante obtenido por disrupción del gen que codifica la proteína AbaQ, se observó que la 

interrupción de este altera la susceptibilidad a ciertos antimicrobianos. En concreto, se detectó 

una mayor sensibilidad, de entre 2 y 4 veces de diferencia, a trimetoprim y novobiocina del 

mutante con respecto a la cepa salvaje; y de 8 hasta 32 veces a las quinolonas probadas 

(ciprofloxacina, ácido nalidíxico y levofloxacina). El mutante no mostró diferencias en 

comparación a la cepa salvaje en los otros antimicrobianos testados entre los que se 
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encontraban β-lactámicos, aminoglucósidos, macrólidos, polimixinas, tetraciclinas, rifampicina 

y cloranfenicol.  

Por último, para demostrar inequívocamente que el transporte de moléculas mediado 

por la bomba de expulsión de la superfamilia MFS AbaQ es dependiente de protones se empleó 

el inhibidor de protones carbonil cianide 3-clorofenilhidrazona (CCCP) Los resultados obtenidos 

pusieron de manifiesto que AbaQ confiere menor sensibilidad a quinolonas a través de un 

transporte activo dependiente de protones. 
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3.3. Evaluación del papel de múltiples transportadores pertenecientes a las 

diferentes superfamilia de bombas de expulsión en la motilidad y la virulencia 

de A. baumannii  

 
Role of Acinetobacter baumannii efflux pumps belonging to the different superfamilies in 

antimicrobial susceptibility, surface-associated motility and virulence 

Pérez-Varela M, Corral J, Aranda J, Barbé J 

A research paper for Antimicrobial Agents and Chemotherapy 

 

En estudios previos se observó que el transportador AbaQ de la superfamilia MFS 

participa en la patogénesis de A. baumannii. Por ello, en este trabajo, se ha tratado de 

determinar si bombas de expulsión pertenecientes a las otras 5 superfamilias de 

transportadores presentan un papel relevante en la motilidad de tipo surface-associated 

motility y la virulencia de A. baumannii. Con este objetivo se inactivaron genes que codifican 

permeasas de cada una de las superfamilias: RND (Resistance Nodulation Division), MATE 

(Multidrug And Toxic compound Extrusion), SMR (Small Multidrug Resistance), ABC (Adenosine  

triphosphate-Binding  Cassette) y PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux). 

Se construyeron mutantes mediante disrupción génica de miembros representativos de 

cada superfamilia de bombas de expulsión. Se seleccionaron los genes A1S_2736, A1S_3371, 

A1S_0710 que codifican bombas de expulsión ya descritas de la superfamilia RND, MATE y SMR, 

respectivamente. De la superfamilia ABC se seleccionaron los dos únicos miembros descritos 

codificados por los genes A1S_0536 y A1S_1535. Además, de esta superfamilia de bombas de 

expulsión se escogieron genes anotados en el genoma de la cepa ATCC 17978 como 

codificadores de hipotéticas permeasas integrantes de bombas de expulsión de tipo ABC cuya 

estructura transmembrana se confirmó empleando la plataforma web Protter. Los posibles 

candidatos seleccionados fueron los genes A1S_0027, A1S_1057, A1S_1242 y A1S_2622. Por 

último, en cuanto a la superfamilia PACE, recientemente descrita, se seleccionaron los únicos 

dos miembros identificados codificados por los genes A1S_1503 y A1S_2063. 

En la primera parte de este trabajo se estudió el perfil de resistencia de cada uno de los 

mutantes. El estudio del patrón de resistencia del mutante A1S_2736 (RND) reveló que este es 

más susceptible a diversos antimicrobianos como quinolonas o aminoglucósidos, entre otros. El 

mutante A1S_3371 (MATE) mostró ser ligeramente más susceptible a tetraciclina al igual que el 

mutante A1S_0710 (SMR), que también es más susceptible a desinfectantes, a quinolonas y a 

trimetoprim. En cuanto a los mutantes de permeasas de la superfamilia ABC y de la superfamilia 
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PACE, estos mostraron una modesta susceptibilidad a determinados antimicrobianos y a 

agentes biocidas. 

Por otro lado, el estudio del perfil de motilidad y virulencia de los diversos mutantes 

reveló que ciertas bombas de expulsión participan en ambos procesos. La inactivación de los 

genes A1S_2736 (RND), A1S_3371 (MATE), A1S_0710 (SMR), A1S_1242 y A1S_2622 (ABC) 

provocó una reducción del movimiento de tipo surface-associated motility y una atenuación de 

la virulencia. Sin embargo, la disrupción de los genes A1S_0027, A1S_0536, A1S_1057 y 

A1S_1535 (ABC), y los genes A1S_1503 y A1S_2063 (PACE) no mostró efectos ni en la motilidad 

ni en la virulencia. 

Todo ello pone de manifiesto, que miembros de prácticamente todas las superfamilias 

de bombas de expulsión están implicadas tanto en surface-associated motility como en 

virulencia en A. baumannii. 
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ABSTRACT 

While the relationship between Acinetobacter baumannii efflux pumps and their role in 

the acquisition of antimicrobial resistance is well documented, less is known about their 

involvement in the motility and virulence of this bacterium. In previous work, we 

identified the AbaQ MFS efflux pump involved in both motility and virulence (Pérez-

Varela et al. Infect Immun. 2017). In the present study, the main aim is to determine the 

role of other efflux pumps belonging to the different superfamilies in the motility and 

virulence of A. baumannii. To achieve this objective, knockout mutants of permeases 

belonging to the rest of efflux pump superfamilies were constructed. The RND mutant 

A1S_2736 showed to be more susceptible to various antimicrobials such as β-lactams, 

quinolones or aminoglycosides, among others. The MATE mutant A1S_3371 showed a 

minor effect on resistance to tetracycline as the SMR mutant A1S_0710, which is also 
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more susceptible to disinfectants, quinolones and trimethoprim. Most of the ABC mutants 

(A1S_0536, A1S_1242, A1S_1535 and A1S_2622) as well as all the PACE (A1S_1503 

and A1S_2063) mutants showed a slight susceptibility to certain antimicrobials and to 

biocide compounds. Moreover, the results showed that the mutants of efflux pumps 

encoded by the genes A1S_2736 (RND), A1S_3371 (MATE), A1S_0710 (SMR) as well 

as the newly described ABC permeases A1S_1242 and A1S_2662 have a reduced surface-

associated motility and an attenuated virulence with respect to the wild-type strain. This 

report outlines not only the involvement of these transporters in resistance but also in 

surface-associated motility and virulence in this nosocomial pathogen. 

 

INTRODUCTION 

Acinetobacter baumannii has emerged in the last years as an opportunistic microorganism 

that causes nosocomial infections such as pneumonia or infections involving the central 

nervous system, skin, soft tissues, and bone (1). This phenomenon is due, mainly, to its 

huge potential to develop antimicrobial resistance, its ability to survive in the hospital 

environment and the presence of virulence factors (2). Moreover, although the name of 

the genus Acinetobacter means “nonmotile” due to the absence of flagella, A. baumannii 

strains are able to move through surface-associated motility (3, 4). This nosocomial 

pathogen presents a high number of resistance mechanisms such as enzymatic 

modification of the antimicrobial, changes in the permeability of the membrane, 

alternative metabolic processes, alterations of the site of action and efflux pumps (5).  

Efflux pumps have been classified into 6 superfamilies according to their amino acid 

similarity, energy source, number of components, number of transmembrane regions and 

substrate types (6). In A. baumannii transporters belonging to these 6 superfamilies have 

been identified: Major Facilitator Superfamily (MFS) superfamily, Resistance 
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Nodulation Division (RND), Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE), Small 

Multidrug Resistance (SMR), Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC), and 

Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) (7, 8). 

In a previous report, we identified a new efflux pump of the MFS superfamily involved 

in motility and virulence in A. baumannii (9). This fact prompted us to study whether 

efflux pumps belonging to different superfamilies participate in motility and virulence in 

this nosocomial pathogen. In order to address this point, a representative member of the 

superfamilies RND (A1S_2736), MATE (A1S_3371) and SMR (A1S_0710) previously 

described, was selected.  In the case of the ABC (A1S_0536 and A1S_1535) and PACE 

(A1S_1503 and A1S_2063) the two only transporters identified in each group were 

studied. In addition, new ABC permeases were identified and studied in this work 

(A1S_0027, A1S_1057, A1S_1242 and A1S_ 2622). The data obtained in this work, 

indicated that efflux pumps belonging to practically all superfamilies are involved not 

only in antimicrobial resistance but also in surface-associated motility and virulence in 

the nosocomial pathogen A. baumannii. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. A. baumannii ATCC 17978 and E. 

coli (strains DH5α and OP50) were grown at 37ºC in Luria-Bertani (LB) agar or in LB 

broth with shaking at 180 rpm. Plasmids were maintained and selected in E. coli and A. 

baumannii hosts using, when necessary, the medium supplemented with kanamycin (50 

mg/liter) or gentamicin (20 mg/liter used for E. coli or 40 mg/liter used for A. baumannii). 

Growth monitoring was performed as follows. Bacterial culture in LB broth was 

inoculated with 1:100 dilution of an overnight culture and incubated with shaking (180 

rpm) at 37ºC. The optical density (OD) was measured at 600 nm every hour and each test 



Otros trabajos 

96 
 

was performed in triplicate. The plasmids pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) and pVRL1 

GmR  (10) were used for mutant construction and complementation, respectively. 

Construction of isogenic derivative mutants and complementation. Gene inactivation 

was carried out as previously described (11). Briefly, an internal fragment of the target 

gene was PCR amplified with the corresponding primers indicated in Table 1 using 

genomic DNA from A. baumannii as the template. The PCR products obtained were 

cloned into the kanamycin and zeocin resistance plasmid pCR-BluntII-TOPO which is 

unable to replicate in A. baumannii, and were propagated in E. coli DH5α. The 

recombinant plasmids (0.1 μg) were then electroporated into A. baumannii ATCC 17978. 

Candidate transformant clones were selected on kanamycin-containing plates. Mutants 

were confirmed by sequencing of the PCR products obtained using primers listed in Table 

1. To determinate the stability of the obtained mutants 10 passages (every 24 h) of the 

cultures without selective pressure were carried out and then the colonies plated on LB 

plates with and without kanamycin were counted. For complementation, all the genes 

were cloned into the XbaI-NcoI site or, when necessary, into the XbaI site of the pVRL1 

GmR vector. The recombinant plasmids were propagated in E. coli DH5α and then 

electroporated into the corresponding A. baumannii mutant. Selection of the 

complemented mutant was made on plates containing gentamicin. The resulting 

recombinant plasmids were verified by both PCR and sequencing (Macrogen) employing 

the appropriate primers listed in Table 1.  

In vitro antimicrobial susceptibility assay. Minimum inhibitory concentrations (MICs) 

for all antimicrobials and disinfectants (Sigma) were determined by the broth 

microdilution method, using 96-well plates, in Mueller-Hinton medium (Merck) 

according to CLSI guidelines (12). 
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Motility assays.  Fresh LB agar motility plates (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% 

NaCl, 0.5% glucose, and 0.5% Difco agar) were used for all motility assays. Plates were 

used on the same day that they were prepared.  In order to test the motility of the different 

A. baumannii strains, cultures were grown to early stationary phase and a 5 µl drop was 

placed on the center of the plate. The inoculated plates were incubated at 30°C, usually 

for 16 to 20 h, until the wild-type strain reaches the plate border. All assays were carried 

out a minimum of three times in independent experiments, each in triplicate. The images 

shown in the figures were imaged using a ChemiDocTM XRS+ system (Bio-Rad) and are 

representative of all the replica. 

Caenorhabditis elegans fertility assay. The virulence of the different A. baumannii 

strains was determined using a nematode fertility assay that was performed as previously 

described (13). Briefly, C. elegans strain N2 was fed with the low-virulence E. coli OP50 

strain grown as a lawn on NGM (Nematode Growth Medium) plates. To physiologically 

synchronize the worms the nematode eggs were hatched in M9 medium (0.02 M KH2PO4, 

0.04 M Na2HPO4, 0.08 M NaCl, and 0.001 M MgSO4) and worms in the first larval (L1) 

stage were arrested overnight at 16°C. Then, the L1 worms were cultivated to the L4 stage 

on NGM medium plates seeded with each bacterial strain of this study. One nematode in 

the L4 state was placed on a PGS (Peptone-Glucose-Sorbitol) medium plate with the same 

strain and incubated at 25°C. The adult nematodes were transferred to new plates seeded 

with the same bacterial strain during the next 3 days. For determining fertility, worm 

progeny was counted daily using a stereomicroscope (Olympus SZ51) 48 h after 

removing the parent. Six independent replicates were performed with each strain and each 

fertility assay was performed in triplicate. Statistical analysis was carried out using a two-

tailed one-way analysis of variance (ANOVA) and later, the Tukey test for post 

hoc multiple-group comparisons. A replicate has been considered statistically significant 
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when the P value is of < 0.05. Representative experiments from the C. elegans fertility 

assay are shown. 

 

RESULTS 

Selection and mutant construction of representative members of different A. 

baumannii efflux pumps belonging to the RND, MATE, SMR, ABC and PACE 

superfamilies. In a previous work, we identified a member of the MFS superfamily 

involved in surface-associated motility and virulence in A. baumannii (9). To further 

study the role of efflux pumps belonging to the other 5 superfamilies in surface-associated 

motility and virulence, several genes that encode different efflux proteins were 

inactivated by gene disruption. In the Table 2 the gene annotation, the accession number 

of the protein and the transporter superfamily are shown. A representative member of 

RND, MATE and SMR superfamily was selected. From the RND efflux pump 

superfamily, the gene A1S_2736 was chosen, it encodes the AdeJ homologous protein of 

the AdeIJK transporter described in the A. baumannii strain BM4454 and which confers 

resistance to several antimicrobials (14). The AbeM3 transporter identified in the A. 

baumannii strain ATCC 17978 encoded by the gene A1S_3371, of which no susceptibility 

to any compound has been detected, was selected from the MATE efflux pump 

superfamily (15). Regarding the SMR superfamily, the gene A1S_0710 was chosen, this 

protein was previously been related in this strain to resistance to several compounds (16). 

From the ABC efflux pump superfamily, the genes encoding permeases from the only 

two ABC transporters involved in antimicrobial resistance identified so far were selected: 

A1S_0536 and A1S_1535, which are involved with extrusion of some antimicrobial 

agents in the strain ATCC 17978 of A. baumannii (17, 18). Moreover, by analyzing the 

annotation of the genome of this strain several genes annotated as possible permeases of 
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ABC transporters were found. Based on its permease-like structure by analyzing its amino 

acid sequence and its transmembrane structure using the Protter web platform 

(http://wlab.ethz.ch/protter), the genes A1S_0027, A1S_1057, A1S_1242 and A1S_2622 

were also selected as additional putative members of the ABC superfamily. Finally, from 

the PACE superfamily the only two members of this recently discovered superfamily 

were selected: the AceI transporter encoded by the A1S_2063 gene and the A1S_1503 

gene that mediates the translocation of biocide agents and identified in the A. baumannii 

strain 17978  (19). No other PACE members were found in the annotation of the genome 

of this strain. Therefore, mutants of all these genes were obtained using a suicide vector 

as described in the Materials and Methods section. All of the resulting mutants were 

confirmed by PCR (Figure 1) and sequencing (Macrogen) using the appropriate primers 

listed in Table 1. All the A. baumannii mutants constructed were stable, as confirmed by 

plating with and without kanamycin the incubated cultures of the mutants without 

selective pressure after 10 passages (data not shown). 

Determination of the substrate specificity of the different efflux pumps. The 

antimicrobial susceptibility of A. baumannii ATCC 17978 wild-type and the derivative 

mutants was determined by microdilution method (Table 3). The results indicated that the 

RND efflux pump mutant A1S_2736 highlights for its susceptibility to a wide range of 

antimicrobial agents (such as β-lactams and quinolones, among others) and to other 

compounds, for instance sodium dodecyl sulfate (SDS) and deoxycholate (DC), as 

previously described (14). Moreover, the mutant A1S_2736 was found more susceptible 

to compounds not tested before like DC. The A1S_3371 MATE efflux pump mutant only 

showed a slight difference in tetracycline despite no antimicrobial resistances were 

detected previously in this mutant (15). Regarding the A1S_0710 SMR efflux pump 

mutant, it shows greater susceptibility to other compounds such as SDS and DC, as 



Otros trabajos 

100 
 

previously described (16). In addition, it was found slightly more susceptible to 

antimicrobials like quinolones, tetracycline and trimethoprim. Concerning the ABC 

efflux pump mutants, the inactivation of the genes A1S_0536 and A1S_1535 results in a 

resistance pattern as the previously described, being more susceptible to erythromycin 

and to gentamicin and chloramphenicol, respectively (17, 18). The mutants of the newly 

described ABC permeases encoded by the genes A1S_1242 and A1S_2622 showed 

modest differences in its resistance profile in comparison with the wild-type strain. 

However, the inactivation of the ABC permeases encoded by A1S_0027 and A1S_1057 

did not result in differences in susceptibility to any of the compounds tested. Finally, 

regarding the PACE superfamily, the AceI mutant was found more susceptible to 

chlorhexidine whereas the A1S_1503 mutant was more susceptible to acriflavin, as 

described before by other authors (8). This last mutant showed also a slight susceptibility 

to meropenem, amikacin and minocycline. 

Surface-associated motility pattern of A. baumannii efflux pumps mutants. In order 

to assess whether the efflux pumps play an important role in the surface-associated 

motility of A. baumannii, the behavior of the knockout mutants with respect to motility 

was studied. The results showed a loss of motility in the mutants of the RND efflux pump 

(A1S_2736), in the MATE efflux pump (A1S_3371) and SMR efflux pump (A1S_0710) 

(Figure 3). The introduction of the plasmid pVRL1 GmR carrying the corresponding wild-

type gene restores motility in all cases (Figure 3). From the only two described ABC 

efflux pumps so far (A1S_0536 and A1S_1535) no changes in motility have been observed 

(Figure 4). However, the mutants of the newly ABC-permeases identified in this work 

encoded by the genes A1S_1242 and A1S_2622 showed a loss of motility, while the 

motility of the mutants A1S_0027 and A1S_1057 was similar to that of the wild-type strain 

(Figure 4). The introduction of the plasmid pVRL1 GmR carrying the corresponding wild-
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type gene restored motility in the A1S_1242 and A1S_2622 mutants (Figure 4). Finally, 

in the case of the PACE superfamily the mutants, they showed a motility pattern similar 

to that of the wild-type strain (Figure 5). No growth differences were observed between 

the mutants and the wild-type strain (Figure 2). 

Effect of inactivation of efflux pumps coding genes on virulence of A. baumannii 

using the fertility C. elegans model. C. elegans nematode has been used as a model 

organism to study the virulence of A. baumannii by counting the progeny of the worms 

when they have been fed with the strains of interest (13). Results obtained showed that 

the mutants of efflux pumps encoded by the genes A1S_2736 (RND), A1S_3371 (MATE), 

A1S_0710 (SMR) as well as the newly described ABC-permeases, A1S_1242 and 

A1S_2662, showed an attenuated virulence in comparison with the wild-type strain. 

However, the mutants A1S_0536, A1S_1535, A1S_0027 and A1S_1057 (ABC) as well as 

the mutants A1S_1503 and A1S_2063 (PACE) that showed a virulence similar to the wild-

type strain (Figure 6).  

 

DISCUSSION 

Efflux pumps prevent the accumulation of toxic compounds in the cell interior in an active 

way, therefore some of them have an important role in antimicrobial resistance (7). In a 

previous study, we identified a new efflux pump of the MFS superfamily involved in 

motility and virulence in A. baumannii (9). This fact brought up us to deepen the 

involvement of efflux pumps belonging to different superfamilies in the motility and 

virulence of A. baumannii (Table 2). Thus, mutants of genes encoding representative 

transporters of each of the other 5 remaining superfamilies (RND, MATE, SMR, ABC 

and PACE) were constructed by gene disruption (Figure 1). 
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The MICs to different compounds for all the mutants were determined (Table 3). 

Regarding the RND superfamily, the mutant with the inactivated A1S_2736 gene shows 

a resistance profile similar to the mutant adeJ, that codifies the homologous protein in the 

A. baumannii strain BM4454 (14). Both mutants is susceptible to a wide range of 

compounds including β-lactams, chloramphenicol, tetracycline, quinolones or 

trimethoprim, a common feature among members of this group, such as the AcrAB-TolC 

system of E. coli or the MexEF-OprN system of P. aeruginosa (20, 21). Referring to the 

MATE superfamily, the mutant A1S_3371 shows a slight difference in tetracycline that 

in previous studies has not been detected (15). This fact could be explained because in 

the previous studies, the AbeM3 protein had been expressed in E. coli but the effect of its 

inactivation in A. baumannii had not been analyzed. Perhaps, having only a slight 

difference in the susceptibility to tetracycline could not be detected in E. coli. On the other 

hand, the MICs of the SMR superfamily mutant A1S_0710 coincide with the described 

by Gebreyes and collaborators, being involved in resistance to SDS and deoxycholate 

(16). In addition, in the present work several antimicrobials were tested and the mutant 

A1S_0710 has also shown slight susceptibility to quinolones, tetracyclines and 

trimethoprim which were not reported before. AbeS, another member of this superfamily 

described in A. baumannii, confers resistance to various antimicrobials, among which are 

also quinolones and detergents or disinfectants such as SDS or deoxycholate (22). In other 

pathogens, such as S. aureus, some efflux pumps of the SMR superfamily have also been 

related to the resistance to disinfectants and antiseptics (23). With reference to the 

inactivation of genes that encode permeases of ejection pumps of the ABC superfamily, 

the resistance pattern already described of the mutants A1S_0536 and A1S_1535 was 

confirmed (17, 18). Moreover, new ABC-permease proteins were identified in this work. 

Regarding to the mutants A1S_0027 and A1S_1057 they did not show differences with 
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respect to the wild-type strain, so it is necessary to carry out further studies to determine 

their function. However, the mutants A1S_1242 and A1S_2622 show differences in the 

susceptibility to various antimicrobial agents (Table 3). Although there are few members 

of the ABC superfamily that are considered clinically relevant in MDR bacteria, there are 

some important ABC transporters in the acquisition of resistances such as MacAB (6). 

This protein is present in various bacteria such as E. coli, Salmonella enterica or Neisseria 

gonorrhoeae, homologous to the protein encoded by the A1S_0536 gene in A. baumannii 

(24–26). Finally, with respect to the recently described superfamily PACE, the mutants 

A1S_1503 and A1S_2063 showed to be more susceptible to acriflavine and chlorhexidine 

respectively as described by Hassan and collaborators (8, 27). Members of this 

superfamily, of which little is known, seem to be involved in the transport of biocidal 

agents (28).  

In A. baumannii, the knowledge of the role of efflux pumps in motility and virulence is 

limited. For example, there are some transporters components like the outer membrane 

protein TonB that have been related to virulence in this pathogen, its deletion decreases 

virulence in a murine model (29). In the A. baumannii strain AB5075, the mutants of the 

arpA and arpB genes that encode the components of an RND transporter show an 

attenuated virulence in the Galleria mellonella model (30). Another example is the gene 

A1S_0114, located on the same operon as the A1S_0116 that encodes a RND transporter 

possibly involved in the secretion of a lipopyeptide, and whose disruption results in a 

reduction of motility and virulence in A. baumannii ATCC 17978 (31). During the 

preparation of this manuscript, Knight and collaborators published that the protein AdeJ 

is involved in motility in Acinetobacter nosocomialis (32). This coincides with the results 

obtained in our work about the protein encoded by the gene A1S_2736 that shows a 99% 

of identity with the AdeJ protein of A. nosocomialis. Otherwise, it was observed that the 
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absence of the gene that encodes the AdeRS two-component system, the regulator of the 

RND efflux pump AdeABC, causes a loss of motility but not virulence (33). However, 

overexpression of AdeABC causes an increase in the virulence of A. baumannii in a 

murine model (34). The deregulation of efflux pumps has been related to alterations in 

motility and virulence, for example in A. nosocomialis the deletion of the repressor of the 

efflux pump AcrAB (AcrR) causes greater motility and virulence in the mutant (35). In 

addition, there are some examples of other superfamilies such as the fosfomycin MFS 

efflux pump AbaF or the quinolones MFS efflux pump AbaQ, their inactivation results 

in a lower virulence in the C. elegans model (36, 37). As mentioned, the involvement of 

efflux pumps in the motility and virulence of A. baumannii is a not very studied aspect. 

There are few studies about members of the RND and MFS superfamilies but nothing is 

known about the members of the remaining superfamilies MATE, SMR and PACE. 

The results obtained in our work showed that the RND efflux pump mutant (A1S_2736) 

presents an altered motility pattern and attenuated virulence compared to the wild-type 

strain (Figure 3 and 6). In other pathogens the role in motility and virulence of members 

of this efflux pump superfamily has been studied. In Pseudomonas aeruginosa, the RND 

transporter named MexEF-OprN is related to the transport of a signal molecule that 

mediates the quorum sensing in this bacterium. Therefore, this efflux pump has been 

related to swarming motility, with the ability to form biofilms and with the production of 

virulence factors (38). In another opportunistic pathogen as Stenotrophomonas 

maltophilia the absence of SmeYZ, an RND-type transporter, causes an increase in 

susceptibility to human serum and neutrophils, as well as a decrease in virulence in a 

murine model and in swimming motility (39). In the case of the respiratory pathogen 

Klebsiella pneumoniae the absence of the AcrAB efflux system results in a lower capacity 

of infection (40). In Enterobacter cloacae a homologous to the AcrAB-TolC system has 
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been found to be involved in adaptation to the environment, in fitness and in virulence 

(41). There are several examples of RND efflux pumps that have been linked to virulence 

in several pathogens such as Borrelia burgdorferi (42), Salmonella enterica (43), Vibrio 

cholerae (44) or Erwinia amylovora (45). 

As for the MATE efflux pump mutant A1S_3371 and the SMR efflux pump mutant 

A1S_0710 of this work, they also showed a reduced motility and an attenuated virulence 

(Figure 3 and 6). Regarding the MATE superfamily, in Ralstonia solanacearum the 

absence of the DinF efflux pump causes a decrease in virulence in tomato plants (46). In 

the case of the SMR superfamily, the KpnEF efflux pump of K. pneumoniae has been 

related to the synthesis of the capsule, suggesting that it could play a role in the virulence 

of this pathogen (47). 

Moreover, we also studied the effect of the inactivation of ABC efflux pumps in motility 

and virulence. Even though the inactivation of the previously described ABC transporters 

encoded by A1S_0536 and A1S_1535 genes had no effects on motility or virulence, here 

we identified two new ABC permease-like genes (A1S_1242 and A1S_2622) involved in 

motility and virulence (Figure 4 and 6). However, mutants of other genes encoding 

components of ABC transporters (A1S_0027 and A1S_1057) did not show changes in 

motility or virulence. Members belonging to the ABC superfamily in other pathogens 

have been related to virulence too. Examples of this are the ABC efflux pumps MacAB 

in S. enterica, MrtAB in Yersinia pseudotuberculosis, YejABEF in Brucella melitensis 

or Ssu in Xanthomonas citri (26, 48–50). 

Finally, in this study we assesed the motility and virulence profile of the mutants 

belonging to the PACE superfamily (A1S_1503 and A1S_2063). Both the motility and the 

virulence of these mutants are very similar to that of the wild-type strain (Figure 5 and 
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6). The implication in virulence of the recently discovered PACE superfamily has not 

been studied in any microorganism. Nevertheless it has been found that the AceI protein 

presents a high degree of conservation among pathogenic bacteria (28), this fact could 

indicate that it not only participates in the resistance but could also be involved in other 

physiological processes. 

Although it is known that some efflux pumps participate in the bacterial pathogenesis, the 

mechanisms are not entirely clear. There are several hypotheses such as, for example, that 

these proteins contribute to the production of virulence factors as it was observed with 

the RND-type transporter, VexB, in V. cholerae or the ABC-type transporter, MacAB, in 

E. coli (51, 52). Another possibility could be that the efflux pumps translocate 

antimicrobial molecules derived from the host and decrease the attack of the host. 

Examples of this are the MFS efflux pump FarAB of Neisseria gonorrhoeae, the RND 

efflux pump AcrAB of E. coli and the RND efflux pump CmeABC of Campylobacter 

jejuni (53–55). It is also possible that these proteins could translocate certain molecules 

that modulate processes such as quorum sensing as the RND efflux pump MexEF-OprN 

of P. aeruginosa (38). In A. baumannii, a possible function of these efflux systems could 

be the translocation of surfactants or molecules related to surface-associated motility. 

Likewise, they could be related to the expulsion of signal molecules that mediate the 

quorum sensing in this pathogen. In this pathogen, alterations in molecules related to 

quorum sensing was related to an inhibition of motility (56). In A. baumannii the absence 

of efflux pumps could cause a reduction in motility due to changes in the translocation of 

signal molecules like lipopeptides and, therefore, a lower capacity of host colonization 

that can lead to a lower virulence (31). Thus, the development of efflux pump inhibitors 

represents an important area of research in the fight against multi-resistant pathogens. 
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Overall, this study provides new insight into the knowledge of efflux pumps and their 

involvement in motility and virulence in A. baumannii. Here we present evidence that 

members of practically all the superfamilies are involved in surface-associated motility 

and virulence in this nosocomial pathogen. The inactivation of these transporters would 

cause a reduction in motility and, therefore, a lower capacity for host colonization, 

resulting in a lower virulence. Although the mechanisms that mediate the participation of 

efflux pumps in motility and virulence remain unclear, the study of these proteins 

represents a new horizon in the understanding of the pathogenesis of A. baumannii. 
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Table 1. Oligonucleotides used in this work. 

Name Sequence (5’ to 3’) Application 

MUT0027F AGTCGAATTCGTGGAACGAAGCAAGTCG Mutant construction 

MUT0027R AGTCGAATTCTTTCATCAATACCGAACC Mutant construction 

COM0027R GCTTGTGCTGAAATAGTCTCAGC Mutant verification 

MUT0710F AGTCGAATTCGCAGGTGTATTTGAAGTG Mutant construction 

MUT0710R AGTCGAATTCCAATGCCTGTCCAAACCG Mutant construction 

COM0710R CAGTCCTGATACAATCAGTACAGCG Mutant verification 

MUT0536F AGTCGAATTCTGAAGGTGAGCTGGTTGC Mutant construction 

MUT0536R AGTCGAATTCATCGTATGACCAGCCGCG Mutant construction 

COM0536R TTCGATAATACGCGTTGC Mutant verification 

MUT1057F AGTCGAATTCGTGGTCGTGCAAATTGCG Mutant construction 

MUT1057R AGTCGAATTCCACTAGGTTTTGTAATGG Mutant construction 

COM1057R GGATAGTCTCGCTGAACAATTGC Mutant verification 

MUT1242F AGTCGAATTCCAGCCTTGGCTACAGGCG Mutant construction 

MUT1242R AGTCGAATTCAACCACGCGGTCATACAC Mutant construction 

COM1242R CACGTAAATCAGCACGTTTACC Mutant verification 

MUT1362F AGTCGAATTCATTAAGATCAAATATTGC Mutant construction 

MUT1362R AGTCGAATTCCGTGGTAATGCGTCTTCC Mutant construction 

COM1362R CCTGAAAGTAACATCAAAGGC Mutant verification 

MUT1535F AGTCGAATTCCCTGAAAGTTTCTTGAGC Mutant construction 

MUT1535R AGTCGAATTCGTAGGCGTCAGTTACACGG Mutant construction 

COM1535R GCAGTAGTAGCAGCAATTACGC Mutant verification 

MUT2063F AGTCGAATTCGGTCATCATTGCGATTGC Mutant construction 

MUT2063R AGTCGAATTCGCAATCAGCAAACCACCC Mutant construction 

COM2063R GGTATAAACCAAAATACATAAGG Mutant verification 

MUT2622F AGTCGAATTCCCAAGTAATTTAACGC Mutant construction 

MUT2622R AGTCGAATTCCTGCAAAACGAATAGG Mutant construction 

COM2622F GTCATTGGCCAAACAGCCAATAGC Mutant verification 

MUT2736F AGTCGAATTCCGTCTTTCAATTGAAAGTG Mutant construction 

MUT2736R AGTCGAATTCGTAGCTATGCGACATGCG Mutant construction 

COM2736R TCACGATTTATGCTCCTGAG Mutant verification 
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MUT3371F AGTCGAATTCGTCCGGTACCATTAACAC Mutant construction 

MUT3371R AGTCGAATTCTGATGCTATAGCCGGTGC Mutant construction 

COM3371R ACGGTTCGGCCGAAGTGG Mutant verification 

CMPL0710F ATCGTCTAGAATGAAAATGTCTGAAGG Mutant complementation 

CMPL0710R ATCGCCATGGTTAGGATGGAGACGAA Mutant complementation 

CMPL1242F ATCGTCTAGAATGATGACAAAAATAAATTAC Mutant complementation 

CMPL1242R ATCGTCTAGATCATGAATTGCCCCCTTGG Mutant complementation 

CMPL1535F ATCGTCTAGAATGCGTCCATATTTATTGC Mutant complementation 

CMPL1535R ATCGTCTAGATTAATCTTGACCCTGTACTAC Mutant complementation 

CMPL2063F ATCGTCTAGAATGCACATTATCCAAG Mutant complementation 

CMPL2063R ATCGTCTAGATTAATGAAGTGATGCTGC Mutant complementation 

CMPL2736F ATCGTCTAGAATGCCTATTGCACAATATC Mutant complementation 

CMPL2736R ATCGTCTAGATCACGATTTATGCTCCTGAG Mutant complementation 

CMPL3371F ATCGTCTAGAATGCCACCAAGACAGTC Mutant complementation 

CMPL3371R ATCGTCTAGACTAAATAAGAACTTTG Mutant complementation 

M13FpUC  

 

GTTTTCCCAGTCACGAC  

 

Sequencing primer for pCR-BluntII-

TOPO and pVRL Gm R vectors 

M13RpUC  

 

CAGGAAACAGCTATGAC  

 

Sequencing primer for pCR-BluntII-

TOPO and pVRL Gm R vectors 
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Table 2. Gene annotation of the genes studied in this work in the genome of the A. 

baumannii ATCC 17978 strain (CP000521.1). The accession number of each protein 

appears in the middle column and the superfamily to which each transporter belongs 

appears annotated next. 

Gene annotation Accession number Transporter superfamily 

A1S_2736 WP_000046679.1 RND 

A1S_3371 WP_001135124.1 MATE 

A1S_0710 WP_000312237.1 SMR 

A1S_0536 WP_000165905.1 ABC 

A1S_1535 WP_000922240.1 ABC 

A1S_0027 WP_000031022.1 ABC 

A1S_1057 WP_000536102.1 ABC 

A1S_1242 WP_000988396.1 ABC 

A1S_2622 WP_000657706.1 ABC 

A1S_1503 WP_001161758.1 PACE 

A1S_2063 WP_005135057.1 PACE 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446088050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/445953167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446458248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446911140
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Table 3. Minimum inhibitory concentrations (MICs, mg/liter) of various antimicrobials 

for wild-type (WT) A. baumannii ATCC 17978 (WT) and the different efflux pumps 

mutant derivatives. Mutants in which no differences have been observed are not included 

in this table (A1S_0027 and A1S_1057). The values in which there are differences in 

comparison to the wild-type strain are shown in boldface and shadowed. 

 

 

 

  RND 

superfamily 

MATE 

superfamily 

SMR 

superfamily 
PACE superfamily ABC superfamily 

  WT A1S_2736 A1S_3371 A1S_0710 A1S_1503 A1S_2063 A1S_0536 A1S_1535  A1S_1242 A1S_2622 

Ciprofloxacin 0.25 0.031 0.25 0.125 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 

Levofloxacin 0.125 0.0156 0.125 0.062 0.125 0.125 0.125 0.125 0.062 0.125 

Nalidixic acid 8 2 8 4 8 8 8 8 4 8 

Trimethoprim 16 4 16 8 16 16 16 16 8 16 

Novobiocin 8 0.062 8 8 8 8 2 8 4 8 

Meropenem 2 0.5 2 2 1 2 2 2 2 2 

Ampicillin 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 

Amikacin 1 0.5 1 1 0.5 1 0.5 1 1 1 

Gentamicin 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25 0.5 0.25 

Erythromycin 4 2 4 4 4 4 2 4 4 4 

Colistin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Chloramphenicol 16 8 16 16 16 16 16 8 16 16 

Tetracycline 4 1 2 2 4 4 4 4 2 4 

Minocycline 0.062 0.0038 0.062 0.031 0.031 0.062 0.062 0.062 0.031 0.031 

Rifampin 4 1 4 4 4 4 4 4 4 4 

DC 5000 62.5 5000 1250 5000 5000 5000 2500 5000 5000 

SDS 2500 156 2500 1250 2500 2500 2500 2500 2500 2500 

Acriflavin 12.5 12.5 12.5 12.5 6.25 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 

Chlorhexidine 6 6 6 6 6 3 6 6 6 6 
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FIGURE LEGEND 

Figure 1. (A) Schematic representation of the strategy used to construct the disruption 

mutants using the pCRII-Blunt-TOPO and the integrated vector into the target gene. (B) 

Summary table with the primers used for confirming each constructed mutant and the 

length of the resulting PCR product. (C) Verification PCR of each mutant. V Ladder 

NzyTech (lane M1) and ʎBsteII-digested DNA (lane M2) were used as molecular size 

markers. 

 

Figure 2. Growth curves of all the mutants constructed in this work cultured in LB broth 

and incubated with shaking (180 rpm) at 37ºC during 8 hours and optical density readings 

at 600 nm. 

 

Figure 3. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978 

derivative mutants of genes A1S_2736 (RND superfamily), A1S_3371 (MATE 

superfamily) and A1S_0710 (SMR superfamily) as well as the mutants carrying either the 

empty expression vector pVRL1 GmR (mutant with empty vector) or the same plasmid 

containing the corresponding wild-type gene (complemented mutants). The surface-

associated motility pattern of the wild-type strain is also showed. 

 

Figure 4. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978 

derivative mutants of the genes A1S_0536 and A1S_1535 (ABC superfamily) and mutants 

of the hypothetical ABC-permease genes A1S_0027, A1S_1057, A1S_1242 and 

A1S_2622. When necessary mutants carrying either the empty expression vector pVRL1 
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GmR (mutant with empty vector) or the same plasmid containing the corresponding wild-

type gene (complemented mutants) are also depicted in this figure.  

 

Figure 5. Surface-associated motility assays of the A. baumannii strain ATCC 17978 

derivative mutants of the genes A1S_1503 and A1S_2063 (PACE superfamily).  

 

Figure 6. C. elegans fertility assay with the indicated A. baumannii strain ATCC 17978 

derivative mutants. Boxes indicated strains with significant (P < 0.05) differences in 

comparison with to the A. baumannii wild-type strain ATCC 17978 (WT). E. coli strain 

OP50 was included as a nonvirulent control.  
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4. Discusión 

Acinetobacter baumannii es un microorganismo causante de infecciones en hospitales 

de todo el mundo que afectan principalmente a pacientes inmunodeprimidos ingresados en 

unidades de cuidados intensivos o con quemaduras graves. En los últimos años, este patógeno 

nosocomial se está convirtiendo en un serio problema de salud a nivel mundial (Visca et al., 

2011). Alarmantemente, una gran parte de los aislados son resistentes a prácticamente todos 

los antimicrobianos de uso frecuente en clínica. Por ello, la emergencia de cepas 

multirresistentes provoca que, a pesar del arsenal de antimicrobianos disponible, algunas 

infecciones causadas por A. baumannii se estén volviendo prácticamente intratables. El difícil 

control de las infecciones causadas por este microorganismo ha provocado que su relevancia 

como patógeno haya ido aumentando gradualmente en las últimas décadas (Peleg et al., 2008). 

A. baumannii se caracteriza por su enorme capacidad para desarrollar y adquirir nuevos 

mecanismos de resistencia a una gran variedad de antimicrobianos. Además, a pesar de que en 

un primer momento se describió como un microorganismo incapaz de moverse debido a la 

ausencia de flagelos, también se caracteriza por ser capaz de desplazarse a través de superficies 

mediante un particular tipo de motilidad exclusivo de este género que se conoce como surface-

associated motility. El hecho de que en A. baumannii se distingan dos tipos de movimiento que 

no se empezaron a discernir con claridad hasta hace pocos años: twitching (dependiente de pili 

de tipo IV) y surface-associated motility (movimiento que parece ser independiente de 

apéndices), dificulta el conocimiento de los mecanismos que rigen este último (Clemmer et al., 

2011). 

Debido a que las bases moleculares del movimiento de tipo surface-associated motility 

permanecen sin ser totalmente esclarecidas, la presente Tesis Doctoral tiene como finalidad la 

identificación de genes implicados en este tipo de motilidad, así como el estudio de su relación 

con la virulencia en el patógeno nosocomial A. baumannii. 
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4.1. Aislamiento y caracterización de mutantes espontáneos de A. 

baumannii resistentes a rifampicina que presentan un patrón de 

motilidad alterado 

La mutagénesis es un proceso implicado en la adquisición de resistencia a los 

antimicrobianos en diversos microorganismos debido, entre otras causas, a la introducción de 

cambios puntuales en los genes que codifican proteínas diana de estos. La expresión de genes 

del sistema SOS está relacionada con este proceso y provoca un incremento de la tasa de 

mutagénesis en bacterias como Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, entre muchas otras 

(Sanders et al., 2006; Cirz y Romesberg, 2007; Petrosino et al., 2009). Esta respuesta se induce 

por daño en el DNA, el cual puede ser causado bien por agentes físicos como la luz ultravioleta 

o por agentes químicos entre los que se encuentran diversos agentes antimicrobianos 

(Baharoglu y Mazel, 2014). Entre estos últimos se encuentran los que causan daños directos en 

el DNA, como por ejemplo las quinolonas, desencadenando la activación del sistema SOS; 

mientras que otros, como es el caso de los β-lactámicos, activan esta respuesta de una manera 

indirecta, mediante rutas alternativas como la producción de especies reactivas del oxígeno que 

generan estrés oxidativo (Händel et al., 2015; Kohanski et al., 2007; Mo et al., 2016). Cuando se 

producen daños en el DNA se forman hebras monocatenarias a las que se une la proteína RecA, 

el activador del sistema, formando nucleofilamentos. Esto provoca la autohidrólisis de la 

proteína LexA, el represor del sistema, y la consiguiente expresión de los genes SOS. En el caso 

de A. baumannii, pese a no poseer LexA, presenta varias proteínas UmuD, DNA polimerasas 

tendentes a error, una de las cuales, UmuDAb, actúa de forma análoga a LexA (Aranda et al., 

2014). El sistema SOS provoca la activación de diversos genes entre los que se encuentra recA, 

cuyo producto además de ser el activador del sistema, protege y estabiliza el DNA dañado 

participando en su reparación por recombinación homóloga. En esta respuesta también se 

activan genes como uvrABC o uvrD que reparan las lesiones en el DNA mediante la escisión de 

nucleóticos, que codifican las subunidades de una endonucleasa y una DNA helicasa, 

respectivamente. Asimismo, durante este proceso se activan los genes que codifican 

polimerasas tendentes a error como dinA (DNA polimerasa II), dinB (DNA polimerasa IV) o 

umuDC (DNA polimerasa V) (Cox, 1999; Napolitano et al., 2000; Erill et al., 2007; Janion, 2008). 

Estas últimas participan en la adquisición de resistencias a determinados antimicrobianos ya que 

pueden provocar mutaciones puntuales en genes que codifican proteínas diana de algunos 

agentes antimicrobianos, como por ejemplo la rifampicina (Cirz y Romesberg, 2007).  
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La rifampicina interactúa con la RNA polimerasa uniéndose a la subunidad β (RpoB) y 

bloqueando la transcripción del RNA. Determinadas sustituciones aminoacídicas en esta 

subunidad causan cambios conformacionales en la región de interacción, disminuyendo su 

afinidad por la rifampicina y provocando la aparición de resistencia a este agente antimicrobiano 

(Campbell et al., 2001). La resistencia a este antimicrobiano se ha relacionado con mutaciones 

puntuales en el gen rpoB en diversas especies entre las que se encuentran E. coli y 

Mycobacterium tuberculosis (Billington et al., 1999; Reynolds, 2000). En A. baumannii, tras el 

tratamiento con agentes que dañan el DNA, la frecuencia de aparición de mutantes espontáneos 

resistentes a rifampicina se incrementa. Estos mutantes presentan mutaciones puntuales en el 

gen rpoB que han sido originadas durante el proceso de reparación del DNA (Norton et al., 2013). 

Referente a este fenómeno, en trabajos previos acerca del sistema SOS, específicamente sobre 

la mutagénesis inducida por daño en el DNA en A. baumannii (Anexo I), se aislaron mutantes 

resistentes a rifampicina, algunos de los cuales presentaban un patrón de motilidad alterado. 

Por ello, de acuerdo con el primer objetivo establecido en esta Tesis Doctoral se aislaron 

mutantes espontáneos resistentes a rifampicina y se focalizó el estudio en aquellos que 

mostraban patrones de motilidad alterados. En primer lugar, se aislaron 10 mutantes 

espontáneos resistentes a rifampicina y se realizaron ensayos de motilidad. En estos ensayos, el 

60% de los aislados mostraban un patrón de motilidad alterado.  

Las mutaciones que confieren resistencia a rifampicina se acumulan en regiones 

concretas del gen rpoB por lo que se procedió, siguiendo el objetivo 1, a la secuenciación de 

estas regiones en los mutantes espontáneos resistentes a rifampicina. Los resultados de la 

secuenciación revelaron que todos ellos presentaban mutaciones puntuales en el gen rpoB 

(Figura 1, Artículo 1). Las mutaciones detectadas se encontraban en las posiciones glutamina 

522, el ácido aspártico 525 y la serina 540. Todas ellas ya habían sido identificadas en mutantes 

derivados de la cepa ATCC 17978 que presentan resistencia a este antimicrobiano (Norton et al., 

2013). Además, los mutantes que presentaban una abolición de la motilidad tenían en común 

que presentaban una sustitución aminoacídica en la glutamina 522 o en la serina 540. Sin 

embargo, aquellos que tenían un cambio aminoacídico en el ácido aspártico 525 mostraban un 

fenotipo de motilidad igual al de la cepa salvaje. A continuación, se seleccionaron como 

representantes de cada sustitución aminoacídica y patrón de motilidad correspondiente los 

mutantes RifR3 (Asp525Val), RifR5 (Ser540Tyr) y RifR8 (Gln522Lys). El hecho de que 

mutaciones en el gen rpoB conlleven un fenotipo de motilidad alterado se ha descrito 

recientemente en varias especies. Por ejemplo, en E. coli se observó que determinadas 

sustituciones aminoacídicas en la proteína RpoB provocan una disminución de la motilidad 
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relacionada con una desregulación de genes implicados en la biosíntesis de los flagelos 

(Meenakshi y Munavar, 2018). En la bacteria gram positiva Bacillus velenzensis, también se ha 

relacionado la presencia de mutaciones en el gen rpoB con la afectación de la motilidad. Los 

mutantes espontáneos resistentes a rifampicina presentan una motilidad de tipo swarming 

notablemente reducida en comparación con la cepa salvaje (Cai et al., 2017). Un fenómeno 

similar sucede en el patógeno de peces Flavobacterium psychrophilum, la presencia de 

determinadas sustituciones aminoacídicas en la proteína RpoB provoca una notable reducción 

de la motilidad de tipo gliding (Gliniewicz et al., 2015). 

Por otro lado, la complementación de los mutantes espontáneos resistentes a 

rifampicina de A. baumannii con el gen salvaje revertió el fenotipo de motilidad y sensibilidad a 

la rifampicina (Figura 3, Artículo 1). Esto demuestra que las mutaciones en el gen rpoB son las 

responsables de los cambios observados. La recuperación del fenotipo salvaje en un mutante 

espontáneo resistente a rifampicina al introducir un vector de expresión con el gen salvaje ya se 

había observado en otras especies como es el caso de M. tuberculosis (Miller et al., 1994). La 

recuperación del fenotipo salvaje en los mutantes de A. baumannii se podría explicar porque el 

producto del gen rpoB salvaje se encuentra en un elevado número de copias, lo que determina 

el desplazamiento en el holoenzima de la RNA polimerasa de la subunidad con las sustituciones 

aminoacídicas que determina la resistencia a rifampicina. 

El hecho de que determinadas mutaciones puntuales en el gen rpoB provoquen 

alteraciones en la motilidad podría ser debido a la respuesta astringente. Este es un mecanismo 

muy conservado en diferentes especies bacterianas que se activa ante señales de estrés y 

permite la adaptación a condiciones limitantes de nutrientes (Alifano et al., 2015). El 3’,5’-

bispirofosfato de guanosina (ppGpp) es una molécula señal de esta respuesta que interviene en 

la regulación de la fisiología bacteriana controlando diversos procesos entre los que se 

encuentran la transcripción y el metabolismo. Este mecanismo se encuentra regulado, 

principalmente, por dos enzimas clave: RelA y SpoT.  RelA únicamente participa en la síntesis de 

pppGpp, que posteriormente es convertido en ppGpp siendo este la molécula efectora. La 

síntesis de pppGpp es inducida por escasez aminoacídica o por choque término. Sin embargo, 

SpoT se activa ante varias señales de estrés como escasez de ácidos grasos, hierro o de fuentes 

de carbono y presenta tanto actividad de síntesis como hidrolítica (Hauryliuk et al., 2015). En el 

proceso que activa la respuesta astringente, la RNA polimerasa interacciona por la región de la 

subunidad β con el ppGpp. En condiciones de estrés, aumenta la concentración de ppGpp y se 

produce la unión de esta molécula a la RNA polimerasa provocando alteraciones en la 
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transcripción de diversos promotores y regulando la expresión de genes requeridos para el 

crecimiento, la división celular y la respuesta al estrés. En algunas especies bacterianas se ha 

observado que mutaciones puntuales en el gen rpoB causan alteraciones en la afinidad por 

ciertos promotores resultando en cambios en la expresión génica global. Esto da lugar a una 

respuesta similar a la que se produce durante la respuesta astringente. Las sustituciones 

aminoacídicas en la proteína RpoB podrían provocar cambios conformacionales en la proteína 

que mimetizarían la unión de la molécula de ppGpp (Boutte y Crosson, 2013; Zuo et al., 2013). 

En especies como E. coli, Streptomyces coelicolor y Streptomyces lividans se ha 

observado que mutaciones puntuales en el gen rpoB originan cambios en la transcripción de 

genes regulados por la respuesta astringente mediada por ppGpp (Zhou y Jin, 1998; Lai et al., 

2002; Xu et al., 2002). Un fenómeno similar podría suceder en los mutantes de A. baumannii 

RifR5 y RifR8 que pierden motilida: las mutaciones presentes en el gen rpoB podrían causar un 

cambio conformacional en la proteína RpoB que simularía la unión del ppGpp. Esta variación 

podría provocar cambios análogos a los que suceden durante la respuesta astringente, 

produciéndose alteraciones en el perfil transcripcional como ya se ha descrito en otras especies, 

modificándose la expresión de diversos genes entre los que se podrían encontrar genes 

relacionados con la motilidad. De hecho, sustituciones en la proteína RpoB de E. coli, entre las 

que se incluye a la serina 531, que corresponde a la serina 540 de esta proteína en A. baumannii, 

provocan alteraciones en la interacción de RpoB con ciertos promotores de genes que participan 

en la respuesta astringente (Zhou y Jin, 1998). El mismo fenómeno sucede en Neisseria 

meningitidis: el estudio transcripcional de un mutante resistente a rifampicina con una 

sustitución aminoacídica en la proteína RpoB indicó que también se producía la activación de 

genes similares a los de la respuesta astringente. Además, entre los genes con un nivel de 

expresión menor se encontraban genes cuyos productos estaban relacionados con la virulencia 

como por ejemplo porinas, adhesinas o pili de tipo IV (Colicchio et al., 2015).  

Se han descrito también alteraciones en la motilidad relacionadas con dos de las 

proteínas reguladoras de la respuesta astringente, RelA y SpoT. En el patógeno P. aeruginosa, la 

inactivación de los genes relA y spoT provocan una disminución de la virulencia. Junto a ello, se 

confirmó que este mutante muestra una síntesis alterada de diversos factores de virulencia, así 

como una motilidad de tipo swarming y twitching abolida (Vogt et al., 2011). En el patógeno 

vegetal Pseudomonas syringae, también se ha observado que el ppGpp se encuentra 

relacionado con la motilidad. El mutante incapaz de sintetizar esta molécula señal presenta la 

abolición del movimiento de tipo swarming y también una menor producción del sideróforo 
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pioverdina, considerado un importante factor de virulencia en este patógeno (Chatnaparat et 

al., 2015). 

Así pues, mutaciones puntuales en el gen rpoB provocan una respuesta similar a la 

respuesta astringente, modificándose la expresión de determinados genes. Por este motivo, el 

aislamiento de mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de A. baumannii con patrón de 

motilidad alterado constituye una metodología eficaz para la identificación de genes implicados 

en la motilidad y la virulencia en este patógeno nosocomial. 

 

4.2. Estudio de la virulencia de los mutantes espontáneos de A. 

baumannii resistentes a rifampicina con un patrón de motilidad 

alterado 

De acuerdo con el segundo objetivo de la presente Tesis Doctoral y, con el fin de 

comprobar si la motilidad juega un papel clave en la virulencia de A. baumannii, se llevaron a 

cabo ensayos de virulencia con los mutantes espontáneos resistentes a rifampicina. Se evaluó la 

virulencia tanto de los mutantes RifR5 y RifR8, que pierden motilidad, como del mutante RifR3, 

que presenta un fenotipo de motilidad igual al de la cepa salvaje. En dichos ensayos se empleó 

el modelo de fertilidad del nematodo Caenorhabditis elegans, recientemente optimizado para 

este patógeno nosocomial (Vallejo et al., 2015).  

Los resultados obtenidos en este punto indicaron que los mutantes espontáneos 

resistentes a rifampicina de A. baumannii que presentan un patrón de motilidad alterado 

muestran una menor virulencia. Sin embargo, no sucede lo mismo en el mutante con una 

motilidad igual a la cepa salvaje, que muestra también un nivel de virulencia similar a esta (Figura 

2, Artículo 1).  Pese a que todos los mutantes manifiestan mutaciones puntuales en el gen rpoB, 

dependiendo del perfil de motilidad su virulencia varía, existiendo una correlación entre la 

capacidad de desplazamiento y la virulencia. 

La motilidad se ha vinculado con la capacidad infectiva en una gran variedad de bacterias 

patógenas. Un ejemplo de ello es el twitching en P. aeruginosa. Este tipo de movimiento permite 

el desplazamiento de esta bacteria en sentido contrario al flujo en dispositivos de microfluidos, 

facilitando la colonización (Kazmierczak et al., 2015). Además, en ensayos de virulencia 

empleando como modelo a la ameba Dictyostelium discoideum, funcionalmente similar a los 

macrófagos, las células que se encuentran adheridas a la superficie resultan más virulentas que 
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las que se encuentran en suspensión (Siryaporn et al., 2014). En el caso de E. coli 

enterohemorrágica, los pili de tipo IV juegan un papel importante en la virulencia de este 

microorganismo. Estos apéndices no solamente facilitan la colonización del hospedador 

mediante la motilidad de tipo twitching, sino que también están implicados en la formación de 

biofilm o en la unión específica a proteínas de la matriz extracelular del hospedador como la 

fibronectina (Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). Los pili de tipo IV en Haemophilus influenzae 

participan en la colonización del hospedador de una manera similar a la descrita, por lo que 

constituyen factores de virulencia potenciales en este patógeno (Kolappan et al., 2012). Otro 

ejemplo en el que estos apéndices resultan importantes en la virulencia de la bacteria es el caso 

de N. meningitidis, la motilidad de tipo twitching se encuentra relacionada con la adherencia a 

las células del hospedador (Albiger et al., 2003). En Legionella pneumophila, esta clase de 

motilidad también se ha vinculado con la virulencia y la formación de biofilm facilitando la 

colonización  (Coil y Anné, 2009). Por último, otro ejemplo sería el patógeno Proteus mirabilis 

que presenta motilidad de tipo swimming, swarming y twitching que le permiten desplazarse a 

través de los catéteres urinarios colonizando rápidamente al hospedador  (Hola et al., 2012). 

Relacionado con los efectos de las mutaciones puntuales en el gen rpoB, en algunos 

estudios se ha profundizado en las consecuencias de estas en la virulencia. En el caso de M. 

tuberculosis la presencia de una sustitución aminoacídica en la proteína RpoB se refleja en una 

menor inflamación en un modelo murino (Rifat et al., 2017). Además, el estudio del perfil 

transcripcional de una cepa de este patógeno sensible a rifampicina y otra resistente reveló que 

una gran cantidad de los genes desregulados eran genes relacionados con la virulencia (De Knegt 

et al., 2013). En el caso de Staphylococcus aureus se obtuvieron resultados similares en un 

modelo de bacteremia probando un mutante espontáneo resistente a rifampicina que resultó 

tener una virulencia atenuada en comparación con la cepa salvaje (Gao et al., 2013). Otros 

ejemplos son Shigella y E. coli enteropatogénica, el fenotipo de resistencia a rifampicina también 

se correlacionó con una menor virulencia en un modelo de virulencia en cobaya (Osada et al., 

1973). El mismo fenómeno se observó en un modelo de virulencia murino al estudiar mutantes 

espontáneos resistentes a rifampicina de Francisella tularensis (Bhatnagar et al., 1994). 

Una posible explicación de la pérdida de virulencia en los mutantes espontáneos 

resistentes a rifampicina de A. baumannii  podría ser que la abolición de la motilidad provocase 

una menor capacidad de invasión o también podría deberse a la desregulación de genes 

relacionados con la virulencia. 
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4.3. Identificación de nuevos genes implicados en la motilidad y la 

virulencia en A. baumannii mediante el análisis del perfil 

transcripcional de los mutantes espontáneos resistentes a 

rifampicina con motilidad alterada 

Como se ha comentado en el punto anterior, en diversos patógenos, mutaciones 

puntuales en el gen rpoB originan cambios en la expresión génica similares a los que se producen 

en la respuesta astringente. Con el fin de abordar el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral, se 

llevó a cabo un estudio transcripcional de los mutantes espontáneos de A. baumannii resistentes 

a rifampicina con pérdida de motilidad y con virulencia atenuada (RifR5 y RifR8). El uso de 

microarrays de cDNA y la comparación de los datos obtenidos en los dos mutantes y en la cepa 

salvaje permitieron la identificación de genes posiblemente implicados en surface-associated 

motility en este microorganismo.  

Los microarrays son una herramienta útil para la comparación de la expresión génica 

bajo diferentes condiciones o entre distintas cepas permitiendo conocer el transcriptoma de las 

muestras de estudio. En el microarray de los mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de 

A. baumannii se examinaron 3431 secuencias de cDNA. Los resultados obtenidos se encuentran 

depositados en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) bajo el número de acceso GSE73193. Entre las secuencias analizadas 

se encontró que 30 genes del mutante RifR5 y 221 del mutante RifR8 diferían más de dos veces 

en su expresión en comparación con la cepa salvaje. De los genes del mutante RifR5, 12 de ellos 

presentaban un mayor nivel de transcripción en el mutante y 18 una menor expresión con 

respecto a la cepa salvaje. En el caso del mutante RifR8, se encontraron 59 genes con mayor 

expresión y 162 con menor expresión en comparación con la cepa salvaje. En general, la mayoría 

de los genes que mostraban una expresión diferencial eran enzimas implicadas en el 

metabolismo, transportadoras de membrana o reguladores transcripcionales. Ambos mutantes 

presentaban 6 genes en común que mostraban una disminución de la expresión: 

AU097_RS14730, que codifica un posible componente de un transportador de taurina; 

AU097_RS16805, cuyo producto es una aldheído deshidrogenasa al igual que el gen 

AU097_RS17030; AU097_RS17035, que codifica una fumarilacetoacetato hidrolasa; 

AU097_RS17040, cuyo producto es un hipotético transportador de membrana de tipo MFS y 

AU097_RS17045 codificante de una dihidroxiácido deshidratasa (Tabla 1, Artículo 1). Para 

validar los resultados obtenidos en el microarray se llevó a cabo una PCR cuantitativa en tiempo 

real comprobándose que estos seis genes mostraban una disminución en su expresión en ambos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE73193


Discusión 

139 
 

mutantes (Figura 4, Artículo 1). Además, al introducir el gen rpoB salvaje en los mutantes, se 

recuperaron unos niveles de expresión de estos genes similares a los de la cepa salvaje. 

En otros microorganismos, también se ha estudiado el efecto de la presencia de 

sustituciones aminoacídicas en la proteína RpoB. Por ejemplo, el estudio transcriptómico de 

mutantes espontáneos resistentes a rifampicina en N. menigitidis reveló que varios genes 

mostraban alteraciones en su expresión. Entre ellos se encontraban numerosos genes 

relacionados con el metabolismo y otros genes que codifican reguladores transcripcionales o 

genes relacionados con la división celular (Neri et al., 2010). Resultados similares se obtuvieron 

en M. tuberculosis, patógeno contra el cual el uso de la rifampicina es habitual para el 

tratamiento de las infecciones. En mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de este 

microrganismo se observó que genes cuyos productos participan en el metabolismo o el 

transporte de moléculas a través de la membrana presentaban una mayor expresión en estos 

mutantes (Bisson et al., 2012). En el caso de mutantes espontáneos resistentes a rifampicina de 

S. aureus, entre los genes que mostraban variaciones en su expresión se encontraban algunos 

implicados en el quorum sensing o en la biosíntesis de la cápsula (Gao et al., 2013). 

En el microarray de los mutantes de A. baumannii con pérdida de motilidad RifR5 y RifR8, 

entre los genes que mostraban una expresión alterada se encontraban, al igual que en los 

patógenos citados anteriormente, principalmente, genes relacionados con el metabolismo o el 

transporte de membrana. Como ya se ha comentado, probablemente esto sea debido a que se 

produce una desregulación génica similar a la que sucede durante la respuesta astringente. De 

esta forma, se altera la expresión de algunos genes relacionados con la virulencia o con la 

supervivencia en el hospedador que modifican la fitness de los mutantes. 

Entre las secuencias de cDNA que presentaban variaciones en su patrón de expresión se 

continuó trabajando con 6 genes, mencionados al principio de este apartado, comunes a los dos 

mutantes cuya expresión difería en más de dos veces con respecto a la cepa salvaje. Se 

construyeron mutantes mediante disrupción génica y se estudió tanto su patrón de motilidad 

como de virulencia. Los resultados indicaron que en A. baumannii parece existir una relación 

entre motilidad y virulencia, ya que la ausencia de motilidad ha resultado, en todos los casos, 

siempre en una menor virulencia (Figuras 6 y 8, Artículo 1). Una explicación a este fenómeno 

podría ser que la motilidad facilita la colonización del hospedador haciendo esto que las cepas 

que presentan motilidad sean más virulentas. Pese a que en A. baumannii el papel de la 

motilidad como posible factor que afecta a la virulencia no está del todo esclarecido, sí se han 

realizado estudios en los que se apunta a una asociación entre motilidad y virulencia en este 
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patógeno nosocomial. Un ejemplo de ello es el caso de un derivado de la cepa de A. baumannii 

ATCC 17978 que presenta una secuencia de inserción en el gen que codifica un represor 

transcripcional y muestra una mayor motilidad, así como una mayor adherencia a células 

alveolares humanas y una virulencia considerablemente más elevada en el modelo de C. elegans 

que la cepa salvaje (Eijkelkamp et al., 2013). Por otra parte, en un estudio en el que se construyó 

un mutante por disrupción génica del gen prpA, que codifica la subunidad de la pilina de un pilus 

de tipo I regulado por la luz, se observó que el mutante no solamente perdía motilidad sino que, 

además, mostraba una notable reducción de la virulencia (Wood et al., 2018). 

Otro aspecto que se evaluó en este tercer objetivo es el grado de conservación de los 6 

genes desregulados comunes a los mutantes RifR5 y RifR8 de A. baumannii entre cepas clínicas 

cuyos genomas se encuentran completamente secuenciados. La búsqueda in silico de estos 6 

genes indicó que todos ellos se encuentran altamente conservados en las 68 cepas de las que se 

dispone de la secuencia completa de su genoma. La presencia de estos genes se detectó tanto 

en cepas multirresistentes como A. baumannii ACICU y A. baumannii AYE, así como en cepas 

susceptibles a la mayoría de antimicrobianos entre las que se encuentra A. baumannii AB307-

0294. Por otro lado, se llevó a cabo la construcción de mutantes mediante disrupción génica de 

estos 6 genes en la cepa clínica A. baumannii MAR002, recientemente aislada en el Hospital del 

Mar de Barcelona, obtenida a partir de una muestra de herida (Álvarez-Fraga et al., 2015). La 

obtención de los mismos resultados que en la cepa A. baumannii ATCC 17978 refuerza la 

importancia de estos genes en la virulencia de A. baumannii (Figura 10, Artículo 1). 

Entre los genes que muestran una menor expresión en los mutantes de A. baumannii 

RifR5 y RifR8 y que están implicados en motilidad y virulencia se encuentran los genes 

AU097_RS16805 (que codifica una aldehído deshidrogenasa) y AU097_RS17045 (que codifica 

una dihidroxiácido deshidratasa). Mediante PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR) se analizó el 

entorno genético de estos genes (Figura 5, Artículo 1). El gen AU097_RS16805 forma parte de 

una unidad transcripcional monocistrónica, mientras que, el gen AU097_RS17045 se encuentra 

formando parte de una unidad transcripcional con el gen AU097_RS17050 que codifica un 

regulador transcripcional, cuya inactivación no tiene efecto en motilidad. En E. coli 

enterohemorrágica la deshidrogenasa de aldehídos aromáticos FeaB tiene un papel importante 

en el movimiento mediante quimiotaxis hacia la norepinefrina, compuesto que actúa como un 

quimioatrayente (Pasupuleti et al., 2014). En el caso del patógeno de plantas P. syringae, la 

inactivación de la deshidratasa de GDP-D-manosa provoca una disminución de la motilidad de 

tipo swarming en este patógeno (Chiku et al., 2013). Por otro lado, diversas enzimas metabólicas 
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relacionadas con la síntesis de 1,3-diaminopropano podrían estar relacionadas con surface-

associated motility, ya que este compuesto, que es la principal poliamina producida por 

Acinetobacter,  podría actuar como molécula señal en este tipo de motilidad (Skiebe et al., 

2012). Por todo ello, es posible que la aldehído deshidrogenasa y la dihidroxiácido deshidratasa 

participen en la modificación de moléculas necesarias para el movimiento de tipo surface-

associated motility como podrían ser moléculas señal, por el momento todavía desconocidas. 

El gen AU097_RS14730, cuyo producto es un posible componente de un transportador 

de taurina podría participar en el transporte de esta molécula para su posterior uso como fuente 

de sulfuro por la bacteria. El análisis mediante RT-PCR del entorno génico de este gen reveló que 

es el primer componente de una unidad transcripcional formada por los genes AU097_RS14735 

(que codifica la permeasa de un transportador de taurina) y AU097_RS14740 (que codifica una 

taurina dioxigenasa) cuya inactivación no tiene efecto en la motilidad (Figura 5, Artículo 1). La 

taurina es un compuesto que tiene un papel importante en los mamíferos, participando en 

procesos como la neuromodulación, osmorregulación o la estabilización de la membrana. Por 

ello, durante el proceso de infección en este patógeno podría existir una competición entre la 

bacteria y el hospedador por este compuesto, siendo importantes las proteínas que participan 

en su transporte (Vallenet et al., 2008). Además, en el patógeno Vibrio cholerae se identificó un 

quimiorreceptor relacionado con la respuesta a la taurina, uno de los principales constituyentes 

de la bilis humana. Este tipo de receptores podrían ser importantes no únicamente en la 

quimiotaxis sino también en la virulencia de este patógeno (Nishiyama et al., 2016). En A. 

baumannii este tipo de transportadores podría tener una función similar, participando durante 

el proceso de infección en la competición frente al hospedador y colaborando en la patogénesis. 

Por último, otro de los genes que presenta una menor expresión en los mutantes RifR5 

y RifR8 y cuya disrupción resultó en una pérdida de motilidad y atenuación de la virulencia, es el 

gen AU097_RS17040. El producto de este gen de A. baumannii aparece anotado como un 

transportador de tipo MFS y forma parte de una unidad transcripcional junto con los genes 

AU097_RS17035 (que codifica una fumarilacetoacetato hidrolasa) y AU097_ RS17030 (que 

codifica una aldehído deshidrogenasa) (Figura 5, Artículo 1). Los tres genes muestran una menor 

expresión en los mutantes RifR5 y RifR8 con respecto a la cepa salvaje, sin embargo, únicamente 

la inactivación del primero de la unidad transcripcional, AU097_RS17040, mostró tener efecto 

en la motilidad y virulencia, mientras que la inactivación de los otros dos genes no mostró tener 

ningún efecto. Probablemente, los genes AU097_RS17030 y AU097_ RS17035 presenten una 

menor expresión por el hecho de formar parte de la misma unidad transcripcional y localizarse 
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downstream al gen AU097_RS17040, por lo que la inactivación de este último no causa ningún 

efecto polar. Los transportadores de tipo MFS se encuentran relacionados con la quimiotaxis, 

proceso mediante el cual las bacterias se desplazan hacia quimioatrayentes o se alejan de 

quimiorepelentes empleando apéndices como pili o fragelos. En el caso del patógeno 

Pseudomonas putida, el desplazamiento mediante quimiotaxis hacia el ácido aromático 4-

hidroxibenzoato está mediado por un transportador de tipo MFS denominado PcaK (Ditty y 

Harwood, 1999). Otro papel importante de los transportadores de tipo MFS es la expulsión de 

agentes antimicrobianos. En A. baumannii, los estudios referentes al papel de las bombas de 

expulsión de antimicrobianos en la motilidad y virulencia son bastante limitados. 

Recientemente, se descubrió que la ausencia del transportador de tipo MFS denominado AbaF, 

implicado principalmente en la resistencia a fosfomicina, disminuye la virulencia de A. 

baumannii en el modelo de C. elegans (Sharma et al., 2017).  

En los últimos años, se han realizado estudios transcriptómicos en diversas especies 

bacterianas con el fin de obtener datos que permitan elucidar las bases moleculares que rigen 

la motilidad. En P. aeruginosa, especie filogenéticamente cercana a A. baumannii, se obtuvieron 

los perfiles transcriptómicos de las poblaciones bacterianas situadas tanto en el centro como en 

el extremo de las placas de motilidad y de una población crecida en una placa con mayor 

porcentaje de agar que impedía el desplazamiento de las bacterias. Entre los genes que 

mostraban diferencias de expresión entre las poblaciones que presentaban motilidad y las que 

no, se encontraban en mayor proporción genes que codifican factores de secreción y enzimas 

metabólicas (Tremblay y Déziel, 2010). 

Recientemente Murray y colaboradores llevaron a cabo el estudio del perfil 

transcripcional de la cepa A. baumannii ATCC 17978 durante bacteremia en un modelo murino. 

Los datos obtenidos revelaron que las células durante este proceso infectivo se encontraban en 

un estado planctónico (Murray et al., 2017). Además, los genes identificados en esta Tesis 

Doctoral no muestran un incremento en su expresión durante la bacteremia. Esto podría 

explicarse porque las células durante este proceso no se encuentran sobre ninguna superficie, 

sino que se hallan en suspensión, de manera que, en estas condiciones, serían incapaces de 

desplazarse mediante surface-associated motility. Esto reforzaría la posibilidad de que los 

productos de los genes AU097_RS14730, AU097_RS16805, AU097_RS17040 y AU097_RS17045 

se encuentran implicados en este tipo de motilidad. En E. coli se llevaron a cabo estudios 

similares en los que se analizaron las diferencias de expresión génica durante el movimiento de 

tipo swarming, swimming y en estado planctónico. Se observó que el perfil transcripcional era 
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distinto según el tipo de motilidad (Lippolis et al., 2016). Lo mismo sucedió al analizar el patrón 

de transcripción de células de A. baumannii sésiles (formando parte de un biofilm) y 

planctónicas. En las células que se encontraban en el biofilm destacaba la expresión de varios 

genes, entre ellos, los integrantes de un operón implicado en quorum sensing en este patógeno 

(Rumbo-Feal et al., 2013). 

 

4.4. Caracterización funcional de la bomba de expulsión de tipo MFS 

AbaQ, codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii 

De acuerdo con el cuarto objetivo en esta Tesis Doctoral en el segundo trabajo 

presentado se llevó a cabo la caracterización de la bomba de expulsión AbaQ (A. baumannii 

Quinolone resistance transporter) codificada por el gen AU097_RS17040 de A. baumannii, que 

corresponde al gen A1S_1837/8, según la anotación antigua del genoma disponible en la base 

de datos del NCBI (CP000521.1). La expresión de este gen disminuye en los mutantes RifR5 y 

RifR8 y su disrupción resulta en una pérdida de motilidad y virulencia. Además, se encuentra 

ampliamente distribuido entre las cepas de A. baumannii de las que se dispone la secuencia 

completa de su genoma. 

Las bombas de expulsión evitan la acumulación de sustancias tóxicas en el interior 

celular de una manera activa, por lo que algunas de ellas tienen un papel importante en la 

resistencia a antimicrobianos. Hasta ahora, se han descrito 6 superfamilias de bombas de 

expulsión: MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance Nodulation Division), MATE 

(Multidrug And Toxic compound Extrusion), SMR (Small Multidrug Resistance), ABC (Adenosine  

triphosphate-Binding  Cassette) y PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux) (Saier y 

Paulsen, 2001). 

El producto del gen abaQ aparecía anotado como un hipotético transportador de tipo 

MFS del cual su análisis in silico reveló que se encuentra integrado por 12 hélices α-

transmembrana, cuyos dominios N- y C-terminal están ubicados en el citoplasma (Figura 1, 

Artículo 2). Esta estructura se corresponde con la que presentan los transportadores MFS de 

tipo DHA-1, conformados por 12 en lugar de 14 hélices transmembrana como sucede en los MFS 

de tipo DHA-2 (Saier y Paulsen, 2001). Esta proteína presenta un bajo porcentaje de identidad y 

similitud con otras bombas de expulsión de este tipo como por ejemplo AmvA, que confiere 

resistencia a eritromicina (Rajamohan et al., 2010); TetA y TetB, relacionados con la resistencia 

a tetraciclinas (Ribera et al., 2003a); o bombas de expulsión de cloranfenicol como CraA, FloR o 
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CmlA (Roca et al., 2009; Hamidian et al., 2017; Leong et al., 2017) (Tabla 1, Artículo 2). Los 

miembros de esta familia de bombas de expulsión en lugar de exportar un amplio rango de 

antimicrobianos suelen ser específicos de sustrato (Vila et al., 2007). 

En cuanto a la caracterización del perfil de resistencia a antimicrobianos del mutante 

obtenido mediante disrupción génica del gen que codifica la proteína AbaQ, se ha observado 

que presenta una alteración en la susceptibilidad a ciertos antimicrobianos (Tabla 2, Artículo 2). 

Se detectó una mayor sensibilidad del mutante, de entre 2 y 4 veces de diferencia a trimetoprim 

y novobiocina, y de 8 hasta 32 veces a las quinolonas testadas (ácido nalidíxico, ciprofloxacina y 

levofloxacina) con respecto a la cepa salvaje. En cuanto a los otros antimicrobianos testados, 

entre los que se encontraban β-lactámicos, aminoglucósidos, macrólidos, polimixinas, 

tetraciclinas, rifampicina y cloranfenicol, el mutante no mostró diferencias en comparación con 

la cepa salvaje.  

En A. baumannii se han identificado miembros de otras superfamilias implicados en la 

resistencia a antimicrobianos del grupo de las quinolonas. Entre ellos se encuentran integrantes 

de la superfamilia RND como los transportadores AdeABC, AdeDE, AdeIJK o AdeFGH, aunque 

estos presentan un rango mucho más amplio de sustratos (Magnet et al., 2001; Damier-Piolle et 

al., 2008; Coyne et al., 2010). También se han relacionado con resistencia a quinolonas los 

transportadores AbeM, AbeM2 y AbeM4, pertenecientes a la superfamilia MATE (Eijkelkamp et 

al., 2011a; Su et al., 2005). En el caso de la superfamilia SMR se demostró que el transportador 

AbeS tenía un ligero efecto en la resistencia a quinolonas pese a que, principalmente, está 

implicado en la expulsión de agentes desinfectantes o antisépticos como el cloruro de 

benzalconio o la acriflavina (Srinivasan et al., 2009b). En cuanto a los miembros de la 

superfamilia MFS, únicamente el transportador AmvA mostró tener un efecto modesto en el 

transporte de quinolonas. El mutante defectivo en el gen amvA presenta una susceptibilidad 2 

veces mayor que la cepa salvaje a la ciprofloxacina y a la norfloxacina (Rajamohan et al., 2010). 

Ninguno de los dos transportadores ABC descritos, codificados por los genes A1S_0536 y 

A1S_1535, ni los miembros de la superfamilia PACE se han relacionado con una mayor 

resistencia a quinolonas (Hassan et al., 2018; C.-R. Lee et al., 2017; Okada et al., 2017). La bomba 

de expulsión AbaQ, es el único miembro de la superfamilia MFS con un papel importante en la 

expulsión de antimicrobianos del grupo de las quinolonas. 

Por último, en este trabajo se trató de confirmar que el mecanismo de transporte de 

moléculas en AbaQ se corresponde con el descrito para las bombas de expulsión de la familia 

MFS. Las bombas de expulsión pueden translocar sustancias mediante un transporte activo 
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primario o secundario. Entre los transportadores que emplean un transporte activo primario 

únicamente se encuentran las ABC, que expulsan sustancias empleando la energía liberada por 

la hidrólisis del ATP. Por otro lado, entre los transportadores activos secundarios se encuentran 

aquellos que acoplan el transporte con el flujo de protones como los MFS, los RND o SMR y los 

que realizan un transporte por antiporte empleando sodio como los miembros de la superfamilia 

MATE (Hassan et al., 2018; Saier y Paulsen, 2001). Por este motivo, se empleó el inhibidor de 

protones carbonil cianide 3-clorofenilhidrazona (CCCP), para confirmar si el transporte de 

moléculas mediado por AbaQ es dependiente de protones. Un ejemplo, es la bomba de 

expulsión de fosfomicina AbaF, la adición de CCCP provoca que la CMI a este compuesto 

disminuya considerablemente en todas las cepas clínicas en las que se ha probado (Sharma et 

al., 2017). Lo mismo ocurre cuando se añade este inhibidor en combinación con los sustratos 

del transportador de tipo MFS AmvA, demostrándose que funciona mediante un transporte 

activo de protones (Rajamohan et al., 2010). En el caso de AbaQ, se empleó como control 

negativo la ampicilina ya que no se trata de un sustrato de este transportador, no observándose 

diferencias en la CMI de A. baumannii a este antimicrobiano en presencia del inhibidor. Por el 

contrario, cuando se analizó la CMI a ciprofloxacina de las cepas en combinación con el inhibidor 

CCCP, se observó una disminución de la CMI de 16 veces en las células con este transportador, 

mientras que en las carentes de AbaQ, la disminución fue de sólo 4 veces. Estos resultados 

indican que AbaQ confiere resistencia a quinolonas mediante un transporte activo dependiente 

de protones. 

Las bombas de expulsión muestran un papel clave en el transporte de compuestos 

tóxicos del interior celular al ambiente extracelular participando en el desarrollo de resistencias 

a diversos agentes antimicrobianos. Sin embargo, en los últimos años se ha comenzado a 

profundizar en el conocimiento de su función en otros procesos como la patogénesis, la 

comunicación entre bacterias o la formación de biofilms (Piddock, 2006).  

 

4.5. Evaluación del papel de múltiples transportadores pertenecientes a 

las diferentes superfamilias de bombas de expulsión en la motilidad 

y la virulencia de A. baumannii 

Las bombas de expulsión, como ya se ha comentado anteriormente, son uno de los 

mecanismos que presentan las bacterias para resistir a la acción de los agentes antimicrobianos. 

Asimismo, cada vez se encuentran más evidencias de su participación en la colonización 
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bacteriana y en la supervivencia en el hospedador. Los resultados obtenidos en los apartados 

anteriores revelaron que la ausencia de la bomba de expulsión de tipo MFS AbaQ repercute en 

el patrón de motilidad y virulencia de A. baumannii. Por ello, en el quinto y último objetivo 

planteado en la presente Tesis Doctoral se trató de determinar si miembros pertenecientes a las 

otras superfamilias de transportadores presentan un papel relevante en la motilidad y la 

virulencia de este patógeno nosocomial. En este último trabajo (Artículo 3) se construyeron 

mutantes de genes que codifican bombas de expulsión representativas de cada una de las otras 

5 superfamilias (RND, MATE, SMR, ABC y PACE), se determinó su patrón de resistencia frente a 

multitud de compuestos y se estudió su efecto tanto en la motilidad como en la virulencia. 

Para abordar este objetivo se llevó a cabo una extensa revisión bibliográfica con el fin 

de seleccionar distintos transportadores de A. baumannii pertenecientes a las diferentes 

superfamilias de bombas de expulsión. Como representante de la superfamilia de 

transportadores RND se seleccionó el gen A1S_2736, que codifica una proteína con un 

porcentaje de identidad del 99% con la permeasa AdeJ del transportador AdeIJK, descrito en la 

cepa A. baumannii BM4454. En esta cepa este transportador está relacionado con la resistencia 

a varios tipos de antimicrobianos como por ejemplo fluoroquinolonas, tetraciclinas o 

cloranfenicol (Ruzin et al., 2007). En cuanto a la superfamilia de transportadores MATE, se 

seleccionó el transportador AbeM3, descrito ya en la cepa A. baumannii ATCC 17978, codificado 

por el gen A1S_3371 y no relacionado con resistencia a ningún agente antimicrobiano 

(Eijkelkamp et al., 2011a). Por lo que se refiere a la superfamilia SMR, se seleccionó el gen 

A1S_0710, descrito también en esta misma cepa y relacionado previamente con resistencia a 

SDS y deoxicolato (Gebreyes, 2008). Referente a la superfamilia de transportadores ABC, se 

escogieron los dos únicos miembros descritos en A. baumannii: A1S_1535, que confiere 

resistencia a diversos compuestos entre los que se encuentra la gentamicina (Li et al., 2016), y 

A1S_0536, relacionado con la extrusión de macrólidos (Okada et al., 2017). Debido a que en la 

anotación del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 aparecen multitud de genes 

anotados como posibles componentes de transportadores ABC y ya que de esta superfamilia 

únicamente existen dos miembros caracterizados, se seleccionaron, además, hipotéticos genes 

anotados como codificadores de permeasas integrantes de bombas de expulsión de esta 

superfamilia. Los candidatos seleccionados fueron los genes A1S_0027, A1S_1057, A1S_1242 y 

A1S_2622. En todos los casos se confirmó que su estructura se corresponde con la de 

permesasas de la superfamilia ABC mediante el análisis de su secuencia aminoacídica y de su 

estructura transmembrana empleando la plataforma web Protter (http://wlab.ethz.ch/protter). 

Por último, de la superfamilia PACE, al tratarse de un grupo recientemente descrito y constar 
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únicamente de dos miembros caracterizados, se seleccionaron ambos, el transportador AceI 

codificado por el gen A1S_2063, implicado en la expulsión de clorhexidina, y el transportador 

codificado por el gen A1S_1503, que media la expulsión de acriflavina (Hassan et al., 2015a; 

Hassan, et al., 2015b). Además, se realizó una búsqueda in silico en el genoma de la cepa A. 

baumannii ATCC 17978 con el fin de encontrar posibles transportadores de esta superfamilia 

pero no se identificó ninguno más.  

Posteriormente, de los genes seleccionados se construyeron mutantes usando la cepa 

A. baumannii ATCC 17978 mediante disrupción génica (Figura 1, Artículo 3) y se determinó el 

patrón de resistencia de todos ellos (Tabla 3, Artículo 3). En el caso de los mutantes de bombas 

de expulsión ya descritas por otros autores se confirmó su patrón de resistencia y se estudió el 

perfil de resistencia a otros sustratos, mientras que de los mutantes de las hipotéticas bombas 

de expulsión se caracterizó su susceptibilidad frente a distintos compuestos. 

En cuanto al mutante que presenta inactivado el gen A1S_2736, que codifica la 

permeasa de una bomba de expulsión RND, este mostró ser susceptible a un amplio rango de 

compuestos como las tetraciclinas o las quinolonas, así como al detergente SDS al igual que el 

mutante del gen adeJ que codifica la proteína homóloga en la cepa A. baumannii BM4454  (Ruzin 

et al., 2007). Además, el mutante A1S_2736 muestra también una mayor susceptibilidad a 

compuestos no probados anteriormente como el deoxicolato. El hecho de que las bombas de 

expulsión de la superfamilia RND presenten una diversa variedad de sustratos es una 

característica común entre los miembros de este grupo, como por ejemplo el sistema AcrAB-

TolC de E. coli o el sistema MexEF-OprN de P. aeruginosa (Du et al., 2014; Köhler et al., 1997). 

Referente a la superfamilia MATE, la inactivación del gen A1S_3371, que codifica la 

proteína AbeM3, resultó en una ligera mayor susceptibilidad a tetraciclina en el mutante con 

respecto a la cepa salvaje. Sin embargo, previamente esta proteína no había sido relacionada 

con la expulsión de ninguno de los compuestos analizados entre los que se encontraba este 

agente antimicrobiano (Eijkelkamp et al., 2011a).  Este hecho podría explicarse ya que en los 

estudios previos, la proteína AbeM3 se había expresado en E. coli pero no se había analizado el 

efecto de su inactivación en A. baumannii. Tal vez, al haber únicamente una ligera diferencia en 

la susceptibilidad a tetraciclina no se haya podido detectar en E. coli, pero sí mediante la 

construcción del mutante directamente en A. baumannii. 

Por otro lado, los resultados obtenidos en la determinación del perfil de resistencias del 

mutante del gen A1S_0710, que codifica una proteína de la superfamilia SMR coinciden con lo 
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ya descrito por Gebreyes y colaboradores en cuanto a su implicación en la resistencia a SDS y 

deoxicolato (Gebreyes, 2008). Además, en el presente trabajo se estudiaron diversos 

antimicrobianos y el mutante A1S_0710 también ha mostrado mayor susceptibilidad a 

quinolonas, tetraciclinas y trimetoprim. En A. baumannii existe otro miembro de esta 

superfamilia descrito, AbeS, que confiere resistencia a diversos antimicrobianos entre los que se 

encuentran también las quinolonas y detergentes o desinfectantes como el SDS o el deoxicolato 

(Srinivasan et al., 2009b). En otros patógenos algunas bombas de expulsión de la superfamilia 

SMR han sido relacionadas igualmente con la resistencia a desinfectantes y antisépticos como 

es el caso de las proteínas codificadas por los genes qac en S. aureus (Costa et al., 2013). 

En cuanto a la inactivación de los genes que codifican permeasas ya descritas de la 

superfamilia ABC, se observa una mayor susceptibilidad a eritromicina, en el caso del mutante 

A1S_0536, y a gentamicina y a cloranfenicol, en el caso del mutante A1S_1535, coincidiendo con 

lo ya descrito por otros autores (Li et al., 2016; Okada et al., 2017). Además, se determinó la 

susceptibilidad a diversos compuestos de los mutantes de los genes A1S_0027, A1S_1057, 

A1S_1242 y A1S_2622 anotados en el genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 como 

hipotéticos transportadores ABC. Los mutantes A1S_0027 y A1S_1057 no presentaron 

diferencias con respecto a la cepa salvaje, por lo que es necesario llevar a cabo más estudios 

para determinar su función. En cuanto a los mutantes de los genes A1S_1242 y A1S_2622, se 

observaron modestas diferencias en la susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos (Tabla 

3, Artículo 3). Existen pocos miembros de la superfamilia ABC que sean considerados 

clínicamente relevantes en bacterias MDR (Piddock, 2006). Sin embargo, sí existen algunos 

transportadores ABC implicados en la adquisición de resistencias. Un ejemplo de ello es la 

bomba de expulsión de macrólidos denominada MacAB presente en diversas bacterias como E. 

coli, Salmonella enterica o Neisseria gonorrhoeae, homóloga a la proteína codificada por el gen 

A1S_0536 en A. baumannii (Kobayashi et al., 2001; Rouquette-Loughli et al., 2005; Bogomolnaya 

et al., 2013). 

 Por último, referente a la superfamilia PACE, los mutantes de los genes A1S_1503 y 

A1S_2063 mostraron una mayor sensibilidad a acriflavina y clorhexidina respectivamente, como 

ya habían descrito Hassan y colaboradores (Hassan et al., 2015a; Hassan, et al., 2015b). Además, 

el mutante del gen A1S_1503 mostró ser ligeramente más susceptible a los antimicrobianos 

meropenem, amikacina y minociclina. Esta superfamilia, identificada por primera vez en A. 

baumannii, ha sido descubierta muy recientemente y a pesar de lo poco que se sabe sobre ella, 

parece claro que está implicada en el transporte de agentes biocidas (Hassan et al., 2018). 
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En A. baumannii, como ya se ha comentado con anterioridad, la determinación del papel 

de las bombas de expulsión en la motilidad y la virulencia es un aspecto poco estudiado 

existiendo escasos estudios sobre ello. Por este motivo y debido a que en los apartados 

anteriores se observó que un mutante de un transportador MFS perdía motilidad y virulencia, 

para llevar a cabo el quinto objetivo de la presente Tesis Doctoral se determinó el perfil de 

motilidad y virulencia de cada uno de los mutantes de miembros de las otras superfamilias de 

bombas de expulsión. Además, con el fin de descartar posibles efectos de diferencias en el 

crecimiento en el perfil de motilidad y virulencia se realizaron curvas de crecimiento de todos 

los mutantes observándose que no existen diferencias entre los distintos mutantes y la cepa 

salvaje (Figura 2, Artículo 3). 

En cuanto al mutante del gen A1S_2736 (RND) se observó que este presenta una 

motilidad reducida y una virulencia atenuada en comparación con la cepa salvaje (Figuras 3 y 6 

del Artículo 3). Muy recientemente, Knight y colaboradores han relacionado la inactivación del 

gen que codifica la permeasa AdeJ, con un 99% de identidad con la codificada por el gen 

A1S_2736, con una menor motilidad en la cepa M2 de A. baumannii, que en los últimos años ha 

sido reclasificada como A. nosocomialis, coincidiendo esto con los resultados obtenidos en la 

presente Tesis (Knight DB et al., 2018). En  la cepa A. baumannii AB5075, los mutantes de los 

genes arpA y arpB que codifican los componentes de un transportador de tipo RND presentan 

una virulencia atenuada en el modelo de Galleria mellonella (Tipton et al., 2017). Paralelamente, 

en otros estudios realizados con la cepa A. baumannii ATCC 17978 se comprobó que la deleción 

del gen A1S_0114, situado en el mismo operón que el gen A1S_0116 que codifica un 

transportador RND posiblemente implicado en la secreción de un lipopéptido, resulta en una 

reducción de la motilidad y de la virulencia (Rumbo-Feal et al., 2017). Asimismo, la ausencia del 

sistema de dos componentes AdeRS, relacionado con la regulación de la bomba de expulsión de 

tipo RND AdeABC, se traduce en una disminución de la motilidad, aunque no de la virulencia en 

esta misma cepa (De Silva y Kumar, 2018). En otros estudios sí que se ha observado que 

alteraciones en la expresión de esta bomba de expulsión provocan cambios en la virulencia. Por 

ejemplo, la sobreexpresión  de AdeABC repercute en un incremento en la virulencia de A. 

baumannii en un modelo murino (Yoon et al., 2016). En otras especies clínicas relevantes como 

Acinetobacter nosocomialis también se ha relacionado la desregulación de bombas de expulsión 

con alteraciones en la motilidad y la virulencia. Recientemente, en esta especie se relacionó la 

deleción del represor de la bomba de expulsión AcrAB (AcrR) con una mayor motilidad y 

virulencia en el mutante, indicando que esta bomba de expulsión está relacionada con ambos 

fenómenos (Subhadra et al., 2018). En otros patógenos, existen varios estudios en los que se 
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relacionan bombas de expulsión de la superfamilia RND con la motilidad y la virulencia. Un 

ejemplo de ello es el transportador MexEF-OprN de P. aeruginosa, que ha sido relacionado con 

el quorum sensing, ya que está implicado en el transporte de una molécula señal que facilita 

este fenómeno en esta bacteria oportunista. Su inactivación provoca una disminución de la 

motilidad de tipo swarming, una menor capacidad en la formación de biofilms y un descenso en 

la producción de factores de virulencia como la piocianina (Lamarche y Déziel, 2011). Además, 

en el caso del patógeno oportunista Stenotrophomonas maltophilia la ausencia de SmeYZ, una 

bomba de expulsión de tipo RND, provoca un incremento de la susceptibilidad al suero humano 

y a los neutrófilos, así como una disminución de su virulencia en un modelo murino. También, 

se ha observado que el mutante smeYZ es incapaz de desplazarse mediante movimiento de tipo 

swimming y, mediante microscopía, se ha detectado la ausencia de flagelos en las células 

mutantes  (Lin et al., 2015). En el patógeno respiratorio Klebsiella pneumoniae, otro ejemplo de 

un transportador RND que participa en la virulencia es AcrAB: en un modelo murino el mutante 

defectivo de este transportador posee una menor capacidad de infección (Padilla et al., 2010). 

Un homólogo al sistema AcrAB-TolC también ha sido identificado en otro patógeno del grupo 

ESKAPE: Enterobacter cloacae. Esta bomba de expulsión está implicada en la adaptación al 

ambiente, en la fitness y en la virulencia (Pérez et al., 2012). De manera similar, en otros 

patógenos como la espiroqueta Borrelia burgdorferi (Bunikis et al., 2008), la enterobacteria S. 

enterica (Nishino et al., 2006), el agente causal del cólera V. cholerae (Bina et al., 2008a), el 

agente zoonótico F. tularensis (Bina et al., 2008b) y el patógeno de plantas Erwinia amylovora 

(Burse et al., 2004) se ha demostrado que determinadas bombas de expulsión de la superfamilia 

RND participan en la virulencia.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo también indicaron que tanto el 

mutante A1S_3371 (MATE) como el mutante A1S_0710 (SMR) muestran una disminución de la 

motilidad y la virulencia (Véanse Figuras 3 y 6 del Artículo 3). Referente a la superfamilia MATE, 

la ausencia de la bomba de expulsión de este grupo denominada DinF de Ralstonia 

solanacearum provoca una disminución de la virulencia en plantas de tomate (Brown et al., 

2007). En el caso de la superfamilia SMR se ha relacionado la bomba de expulsión KpnEF de K. 

pneumoniae con la síntesis de la cápsula sugiriendo que podría tener una participación en la 

virulencia (Srinivasan y Rajamohan, 2013). 

Además, en este trabajo se han estudiado diversos miembros de la superfamilia ABC en 

cuanto a su perfil de motilidad y virulencia. En los mutantes de los genes A1S_0536 y A1S_1535, 

que codifican las dos únicas permeasas de la superfamilia ABC descritas, no se detectaron 
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cambios ni en la motilidad ni en la virulencia. Lo mismo sucedió en los mutantes de los otros dos 

genes que codifican componentes de transportadores ABC estudiados en este trabajo 

(A1S_0027 y A1S_1057), estos presentan una motilidad y virulencia similares a la cepa salvaje. 

Sin embargo, sí que se observó una reducción de la motilidad y una atenuación de la virulencia 

en los mutantes de genes que codifican hipotéticas permeasas de la superfamilia ABC A1S_1242 

y A1S_2622 (Figuras 4 y 6, Artículo 3). En otros patógenos existen algunos ejemplos de bombas 

pertenecientes a esta superfamilia que se han relacionado con la virulencia. En el caso de S. 

enterica la ausencia de la bomba de expulsión de tipo ABC MacAB provoca una notable 

disminución de la virulencia en un modelo murino (Bogomolnaya et al., 2013). Lo mismo sucede 

en Yersinia pseudotuberculosis en el que la ausencia de MrtAB, un transportador ABC, repercute 

en un descenso de la virulencia de este patógeno (Crimmins et al., 2012). En Brucella melitensis 

otro transportador miembro de esta superfamilia, YejABEF, también está relacionado con la 

supervivencia de este patógeno en los macrófagos y con su capacidad de invasión (Wang et al., 

2016). En Xanthomonas citri, la bomba de expulsión de la superfamilia ABC Ssu, implicada en el 

transporte de sulfonatos alifáticos también presenta un papel importante en la virulencia de 

este fitopatógeno (Tófoli De Araújo et al., 2013). 

Por último, en relación a los mutantes de los genes A1S_1503 y A1S_2063, que codifican 

bombas de expulsión de la superfamilia PACE, estos no muestran alteraciones en su motilidad 

y, además, su virulencia tampoco muestra cambios con respecto a la cepa salvaje (Véanse 

Figuras 5 y 6 del Artículo 3). En cuanto a esta recientemente descubierta superfamilia de la que 

únicamente se han descrito la proteína AceI de A. baumannii y la codificada por el gen A1S_1503 

de esta misma especie, su implicación en la virulencia no había sido estudiada previamente en 

ningún microorganismo. En diversas especies patógenas se han identificado en su genoma genes 

homólogos a aceI, además, en el caso de P. aeruginosa o Burkholderia cenocepacia tras tratar 

las células con clorhexidina aumenta su expresión (Hassan et al., 2018). El alto grado de 

conservación de la proteína AceI entre bacterias patógenas podría indicar que no solo participa 

en la resistencia, sino que podría estar también implicada en otros procesos fisiológicos. 

Pese a que existen evidencias de que algunas bombas de expulsión tienen un papel 

importante en la virulencia, los mecanismos que rigen este proceso no están esclarecidos del 

todo. Una de las posibles explicaciones a este fenómeno podría ser que estas proteínas 

contribuyen de manera activa al proceso de infección, por ejemplo, mediante la extrusión o la 

producción de factores de virulencia como ocurre en V. cholerae. En este patógeno la ausencia 

del transportador de tipo RND, VexB, afecta a la producción de la toxina del cólera (Bina et al., 



Discusión 

152 
 

2008a). Un caso similar es el transportador de la superfamilia ABC MacAB en E. coli, el cual 

participa en la secreción de la toxina termoestable II (Yamanaka et al., 2008). En este 

microorganismo la bomba de expulsión de tipo MFS EntS es necesaria junto a ciertos 

transportadores RND para exportar el sideróforo enterobactina (Horiyama y Nishino, 2014). 

Además, en E. coli, el transportador ClbM, perteneciente a la superfamilia MATE, participa en el 

transporte de la molécula precursora de la toxina colibactina (Mousa et al., 2016). También es 

posible que este tipo de transportadores puedan estar implicados en la expulsión de moléculas 

antimicrobianas derivadas del hospedador y en la protección frente al ataque de este 

(Coudeyras et al., 2008). Un ejemplo de ello es la bomba de expulsión de tipo MFS FarAB de N. 

gonorrhoeae que permite la supervivencia de este patógeno a los ácidos grasos de cadena larga 

(Lee y Shafer, 1999). En bacterias que colonizan el tracto intestinal como E. coli o Campylobacter 

jejuni también se han descrito transportadores de la superfamilia RND como AcrAB o CmeABC, 

respectivamente, que participan en la expulsión de bilis, facilitando su supervivencia en este 

entorno (Ma et al., 1995; Lin et al., 2002). Por último, la implicación de las bombas de expulsión 

en la virulencia podría ser debida a la translocación de determinadas moléculas que modulan la 

fisiología de la bacteria, tal y como sucede en el caso del transportador de la superfamilia RND 

MexEF-OprN, que participa en el quorum sensing en P. aeruginosa  (Lamarche y Déziel, 2011). 

En el caso de las bombas de expulsión de A. baumannii con efecto en motilidad y 

virulencia estudiadas en este quinto objetivo, una posible explicación es que tuvieran un papel 

similar al de MexEF-OprN en Pseudomonas, ya que su disrupción tiene efectos tanto en la 

motilidad como en la virulencia. Una hipotética función de estas proteínas podría ser la 

translocación de surfactantes o moléculas relacionadas con la motilidad de tipo surface-

associated motility, como por ejemplo el 1,3-diaminopropano, que se ha relacionado con este 

tipo de motilidad (Skiebe et al., 2012).  Asimismo, también cabe la posibilidad de que estos 

transportadores estén implicados en la expulsión de moléculas señal que participan en el 

quorum sensing. En A. baumannii, alteraciones en este fenómeno provocan un efecto en la 

motilidad. Por ejemplo, se ha observado que la adición de moléculas señal acil-homoserin 

lactonas no nativas favorece el ensamblaje de los pili y por tanto, incrementa la motilidad de 

tipo twitching (Luo et al., 2015). Asimismo, la inhibición de estas moléculas señal mediante la 

adición de determinados ácidos grasos como el palmitoleico y el miristoleico resulta en una 

reducción de la motilidad en este patógeno nosocomial (Nicol et al., 2018). En el caso de las 

bombas de expulsión, su ausencia podría provocar una reducción de la motilidad debido a 

cambios en la translocación de moléculas señal y, por tanto, una menor capacidad de 

colonización de hospedador, traduciéndose esto en una menor virulencia. 
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Así pues, es necesario destacar que las bombas de expulsión no sólo presentan un papel 

clave en la resistencia a agentes antimicrobianos, sino que algunas de ellas participan de manera 

bien directa o indirecta en la virulencia bacteriana. Por tanto, el desarrollo de inhibidores de las 

bombas de expulsión representa una importante área de investigación, tanto para restaurar la 

susceptibilidad de las cepas multirresistentes a ciertos antimicrobianos, como para reducir la 

habilidad de las bacterias de colonizar y sobrevivir en el hospedador. En los últimos años, se han 

llevado a cabo diversos estudios en busca de compuestos no tóxicos que actúen como 

inhibidores de estas proteínas en diversas bacterias como P. aeruginosa (Lomovskaya et al., 

2001), S. aureus (Kalia et al., 2012), Enterobacter aerogenes o K. pneumoniae, entre otras 

(Chevalier et al., 2004) mostrando resultados prometedores. 
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5. Conclusiones 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir 

que en A. baumannii: 

1. Las sustituciones aminoacídicas Gln522Lys y Ser540Tyr en la subunidad β de la RNA 

polimerasa (RpoB), además de conferir resistencia a rifampicina, provocan una 

disminución de la motilidad de tipo surface-associated motility junto con una 

atenuación de la virulencia en mutantes espontáneos resistentes a rifampicina debido 

a cambios en sus perfiles transcripcionales. 

 

2. La inactivación de los genes que codifican las enzimas metabólicas aldheído 

deshidrogenasa (RS16805) y dihidroxiácido deshidratasa (RS17045), así como el 

hipotético transportador de taurina (RS14730) y el hipotético transportador de 

membrana de tipo MFS (RS17040) provoca una disminución de la motilidad de tipo 

surface-associated motility y una atenuación de la virulencia. 

 

3. La proteína AbaQ (A. baumannii Quinolone resistance transporter) perteneciente a la 

superfamilia MFS, codificada por el gen AU097_RS17040, no solo se encuentra 

relacionada con surface-associated motility y virulencia en A. baumannii, sino que 

además está implicada en la resistencia a ciprofloxacina, ácido nalidíxico, levofloxacina, 

trimetoprim y novobiocina. 

 

4. La inactivación de los genes que codifican los componentes de las bombas de expulsión 

pertenecientes a las superfamilias RND (A1S_2736), MATE (A1S_3371), SMR (A1S_0710) 

y ABC (A1S_1242 y A1S_2622) provoca una disminución de la motilidad de tipo surface-

associated motility y una atenuación de la virulencia. 

 

5. Las permeasas de bombas de expulsión pertenecientes a la superfamilia ABC codificadas 

por los genes A1S_0027, A1S_0536, A1S_1057 y A1S_1535 así como los miembros de la 

superfamilia PACE A1S_1503 y A1S_2063 no se encuentran implicados ni en la motilidad 

de tipo surface-associated motility ni en virulencia. 
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