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RESUMO 

Acinetobacter baumannii é un patóxeno oportunista que xurdiu  nos últimos anos 

como un dos microorganismos máis perigosos dentro do ambiente hospitalario. Na 

presente tese doutoral caracterizáronse dous novos factores de virulencia que poderían 

explicar parcialmente a habilidade que ten A. baumannii para causar unha infección.  

O xene LH92_11085 de A. baumannii MAR002, implicado na formación dun pilus 

tipo chaperona- usher, atopouse sobreexpresado en células do biofilm en comparación 

con células planctónicas. A inactivación deste xene resultou nunha redución na 

capacidade da cepa de formar biofilm e de adherirse a células epiteliais e nun descenso 

na virulencia.  

O xene A1S_0242 (feoA) da cepa A. baumannii ATCC 17978, que está implicado na 

captación de ferro e que se atopou sobreexpresado durante un proceso de pneumonía, 

xoga un papel na adhesión, na formación de biofilm, na resistencia ó estrés oxidativo e 

na virulencia in vivo.  

Todos os resultados obtidos durante esta tese doutoral demostraron a 

contribución destes xenes na patoxénese de A. baumannii. 
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RESUMEN 

Acinetobacter baumannii es un patógeno oportunista que ha emergido en los 

últimos años como uno de los microorganismos más peligrosos dentro del ambiente 

hospitalario. En la presente tesis doctoral se caracterizaron dos nuevos factores de 

virulencia que podrían explicar parcialmente la habilidad que tiene A. baumannii para 

causar una infección. 

El gen LH92_11085 de A. baumannii MAR002, implicado en la formación de un 

pilus tipo chaperona-usher, se encontró sobreexpresado en células del biofilm en 

comparación con células planctónicas. La inactivación de este gen resultó en una 

reducción en la capacidad de la cepa de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales 

y un descenso en la virulencia. 

El gen A1S_0242 (feoA) de la cepa A. baumannii ATCC 17978, que está implicado 

en la captación de hierro y que se encontró sobreexpresado durante un proceso de 

neumonía, juega un papel en la adhesión, la formación de biofilm, la resistencia al estrés 

oxidativo y en la virulencia in vivo. 

Todos los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral demostraron la 

contribución de estos genes a la patogénesis de A. baumannii. 
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ABSTRACT 

Acinetobacter baumannii is an opportunist pathogen that has emerged in the last 

years as one of the most dangerous microorganisms living in hospital environments. In 

the present work two new virulence factors, that could partially explain the ability of A. 

baumannii to cause an infection, have been characterized. 

The LH92_11085 gene of the A. baumannii MAR002 strain, involved in the 

formation of a chaperone-usher pilus system, was found as over-expressed in biofilm 

cells compared to planktonic cells. The inactivation of this gene resulted in a reduction in 

the capacity of the MAR002 strain to form biofilm and to adhere to human epithelial cells 

and in a decrease in virulence. 

The A1S_0242 gene (feoA) from the A. baumannii ATCC 17978 strain, which is 

involved in iron uptake and that was found as over-expressed during the course of a 

pneumonia infection, plays a role in adhesion, biofilm formation, resistance to oxidative 

stress and in virulence. 

Data obtained in this work demostrate the contribution of both genes to the 

pathogenesis of A. baumannii. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades infecciosas representan un grave problema sanitario debido a 

la elevada morbimortalidad y a los costes económicos que suponen para el sistema 

sanitario. A pesar de los grandes progresos en el conocimiento de la epidemiología, 

etiología, patología, profilaxis y tratamiento, las infecciones continúan teniendo una 

prevalencia elevada.  

El descubrimiento de la penicilina en 1928 supuso un hito en la historia de la 

medicina y un antes y un después en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. 

Desde entonces, se han descrito una gran cantidad de nuevas moléculas antibióticas que 

han permitido reducir la morbilidad y mortalidad asociada a las infecciones bacterianas. 

Sin embargo, en las últimas décadas el descubrimiento y desarrollo de nuevos 

compuestos se ha ralentizado llegando a ser prácticamente nulo el número de nuevas 

moléculas en fase de uso terapéutico. Paralelamente al desarrollo de estos antibióticos, 

las bacterias han ido evolucionando y adquiriendo resistencias a la mayoría de estos 

compuestos gracias a su elevada plasticidad genética. De hecho, el alarmante incremento 

de la resistencia bacteriana y la aparición de cepas multirresistentes (cepas resistentes a 

dos o más familias de antibióticos) es uno de los mayores problemas actuales de salud 

pública y el tratamiento de estas se ha convertido en un reto para la medicina actual. 

Este hecho ha sido reconocido por todas las organizaciones nacionales e internacionales 

de salud, convirtiéndose la lucha contra la resistencia bacteriana a los antibióticos en una 

prioridad a nivel mundial. 

Las unidades de cuidados intensivos (UCI) y las unidades de reanimación de los 

hospitales albergan pacientes críticamente enfermos que son extremadamente 

vulnerables a las infecciones. Estas unidades, y sus pacientes, proporcionan un nicho 

para los microorganismos oportunistas, que generalmente son inofensivos para las 

personas sanas, pero que, a menudo, son altamente resistentes a los antibióticos y 

pueden propagarse de forma epidémica entre los pacientes. Las infecciones por tales 

organismos son difíciles de tratar y pueden conducir a un aumento de la morbilidad y la 

mortalidad. Además, su erradicación del entorno hospitalario puede requerir medidas 
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específicas, como el aislamiento de los pacientes y el cierre temporal o incluso la 

reconstrucción de las salas (1). 

 

1. El género Acinetobacter spp. 

1.1. Características taxonómicas  

La historia del género Acinetobacter se remonta al año 1911, cuando Beijerinck, 

un microbiólogo danés, describió por primera vez un microorganismo que denominó 

Micrococcus calcoaceticus aislado a partir de una muestra de tierra y cultivado en un 

medio mínimo que contenía calcio-acetato (2). En las siguientes décadas se descubrieron 

organismos similares asignados a, al menos, 15  géneros y especies diferentes, 

incluyendo Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, 

Mima polymorpha, Moraxella lwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella 

lwoffi var. glucidolytica, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, y 

Achromobacter mucosus (3). 

La designación actual del género Acinetobacter fue inicialmente propuesta en 

1954 por Brisou y Prevot con el fin de separar los organismos móviles de los inmóviles (4) 

pero no fue hasta 1968 cuando esta designación fue ampliamente aceptada. Baumann y 

colaboradores (5) publicaron un extenso estudio en el que concluyen que todos los 

microorganismos similares descritos anteriormente pertenecían a un único género, para 

el cual se propuso el nombre de Acinetobacter. También concluyen que no es posible 

clasificar estos organismos en diferentes especies basándose en características 

fenotípicas (3, 5). Estos hallazgos tuvieron como resultado el reconocimiento oficial del 

género Acinetobacter por el “Subcomité sobre la taxonomía de Moraxella y bacterias 

relacionadas” en 1971 (6-8). 

En 1991 se propuso clasificar a los miembros del género Acinetobacter en la 

familia Moraxellaceae, dentro del orden Gammaproteobacteria, el cual incluye géneros 

como Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter y organismos relacionados (3, 9). 
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La hibridación ADN-ADN es de los pocos métodos que han sido validados para la 

identificación de especies de Acinetobacter y, a día de hoy, sigue siendo el método de 

referencia (10). En 1986, Bouvet and Grimont propusieron veinte grupos genómicos 

diferentes o genoespecies basándose en esta técnica de hibridación ADN-ADN. En la 

actualidad se han definido 72 especies dentro del género Acinetobacter de las cuales 57 

están validadas (http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf, último acceso enero del 

2018). 

Dentro del género Acinetobacter, seis de estas especies (A. calcoaceticus, A. 

baumannii, A. pitti [antiguamente nombrada como Acinetobacter especie genómica 3], 

A. nosocomialis [antiguamente nombrada como Acinetobacter especie genómica 13 TU], 

A. seifertii y A. dijkshoorniae) están muy relacionadas y son muy difíciles de distinguir 

desde un punto de vista fenotípico, por esa razón se incluyeron dentro del llamado 

complejo A. calcoaceticus-A.baumannii (ACB) (11-15). Dentro de este complejo, A. 

baumannii es la especie de Acinetobacter con mayor relevancia clínica ya que es el 

microorganismo responsable de la mayoría de las infecciones nosocomiales causadas por 

este género bacteriano (3, 16, 17). En los últimos años, A. pitti y A. nosocomialis han ido 

adquiriendo gran importancia clínica debido al aumento de los casos de infecciones y 

brotes hospitalarios que han causado a lo largo del todo el mundo (1, 18-22). A. 

calcoaceticus es una especie típicamente ambiental y hasta hace unos años se 

desconocían casos de infecciones nosocomiales importantes causadas por este 

microorganismo (1, 3). Sin embargo, en los últimos años han ido apareciendo casos de 

neumonías y bacteriemias provocadas por A. calcoaceticus (23, 24).   

 

1.2. Identificación de especies 

Acinetobacter se puede identificar a nivel de género como un cocobacilo Gram-

negativo, aerobio estricto, catalasa positivo, oxidasa negativo, no móvil y no 

fermentador. Las especies de Acinetobacter de origen humano crecen fácilmente en 

medios sólidos utilizados de rutina en el laboratorio a una temperatura de incubación de 

http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf


Introducción 
 

 

30 

37ºC. Las colonias formadas por estos microorganismos son colonias blancas o grisáceas 

y con un aspecto liso o mucoide. El complejo ACB, muy importante en clínica, forma 

colonias de 1,5 a 3 mm después de una incubación durante la noche mientras que otras 

especies de Acinetobacter forman colonias más pequeñas y traslúcidas. 

Está demostrado que cada especie del género Acinetobacter está asociada a 

mecanismos de resistencia específicos por lo que la identificación a nivel de especie es 

muy importante a la hora de elegir un tratamiento adecuado (25). 

Bouvet y Grimont propusieron en 1986 (10) un sistema de identificación de 

especies de Acinetobacter basado en 28 test fenotípicos que posteriormente fue 

actualizado por los mismos autores incluyendo pruebas de crecimiento a diferentes 

temperaturas, producción de ácidos a partir de glucosa o asimilación de 14 diferentes de 

carbono diferentes entre otras pruebas (26). Este sistema permitía diferenciar la mayoría 

de las especies descritas hasta la fecha pero, sin embargo, no sirve para identificar 

especies descritas más recientemente. En particular, las especies que forman el complejo 

ACB no pueden ser diferenciadas utilizando esta metodología.  

Debido a que, tanto la técnica de hibridación ADN-ADN como el método de 

identificación fenotípico de Bouvet y Grimont, son muy laboriosas, no es posible 

introducirlas dentro de la rutina de los laboratorios de microbiología clínica. Únicamente 

algunos laboratorios de referencia realizan estas técnicas a día de hoy (3).  

A nivel molecular se han desarrollado y validado una serie de técnicas para la 

identificación de especies de Acinetobacter. Dentro de estas técnicas se incluyen el 

ribotipado (11), el análisis de restricción del ADN ribosómico amplificado (ARDRA) (27), la 

detección de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (28), la 

determinación de la huella del ARNt espaciador (29), el análisis de las secuencias 

intergénicas 16S-23S ARNr (30), el análisis de secuencias de la región espaciadora del gen 

16S-23S (31) o la secuenciación del gen rpoB (RNA polymerase β-subunit) (32). Todos 

estos métodos han contribuido a una mejor comprensión de la epidemiología y 

significado clínico de las especies de Acinetobacter. Sin embargo, son demasiado 
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laboriosos para poder emplearse en laboratorios de microbiología clínica, por lo que su 

uso se limita principalmente a laboratorios de referencia (3). 

Otras técnicas de identificación genotípica más modernas, son la secuenciación 

masiva, la técnica PCR-ESI-MS (PCR ligada a espectrometría de masas tipo ionización por 

electrospray) (33), o la PCR del gen gyrB (34). Además, técnicas proteómicas, como el 

MALDI-TOF MS (Desorción/ionización mediante láser asistida por matriz – tiempo de 

vuelo  [MALDI-TOF] espectrometría de masas [MS]) (35, 36) identifican especies en 

menos de una hora pero requieren un equipamiento muy costoso (3, 37). 

 La identificación de especies mediante sistemas de identificación comerciales 

manuales y semiautomatizados que se utilizan actualmente en microbiología diagnóstica, 

como los sistemas API 20NE, Vitek 2, Phoenix y MicroScan WalkAway, sigue siendo 

problemática (38). Esto puede explicarse en parte por su limitado contenido de base de 

datos y porque los sustratos utilizados para la identificación de especies bacterianas no 

se han adaptado específicamente para identificar especies del género Acinetobacter. En 

particular, los tres miembros clínicamente relevantes del complejo ACB no pueden 

identificarse empleando sistemas comerciales actualmente disponibles (3). 

 

1.3. Reservorios  

Acinetobacter es un género ubicuo por lo que encontramos especies distribuidas 

en un amplio rango de nichos ecológicos, tales como la piel humana (39), el suelo o el 

agua (40). Towner (41) propuso la existencia de tres grandes poblaciones de 

Acinetobacter. Una de ellas consiste principalmente en A. baumannii y especies del 

complejo ACB que se localizan en ambientes y equipos hospitalarios, personal sanitario y 

pacientes hospitalizados y suelen ser resistentes a múltiples antibióticos. La segunda 

población está representada por especies pertenecientes a la flora normal de animales y 

humanos y ha aparecido también en comida en mal estado. La tercera población 

corresponde a aislamientos sensibles a antibióticos obtenidos de fuentes ambientales 

como suelo o agua. El desarrollo de nuevas técnicas de secuenciación ha permitido 
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estudios metagenómicos que podrían ayudarnos a entender mejor la distribución de 

estas bacterias (42). 

 

2. El patógeno Acinetobacter baumannii 

 

Figura 1. Micrografía realizada mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) de A. 

baumannii MAR002. Imagen tomada a 50.000 aumentos. 

A. baumannii es un cocobacilo Gram-negativo aerobio estricto, no fermentador 

de glucosa, catalasa positivo, oxidasa negativo y no flagelado, que forma parte de la 

microbiota normal de la piel, tracto gastrointestinal y del aparato respiratorio superior 

(Figura 1).  

A. baumannii fue considerado un patógeno de baja importancia hasta que 

empezaron  a aparecer brotes nosocomiales producidos por cepas multirresistentes en 

diferentes partes del mundo (3). Por esta razón, A. baumannii se ha convertido en el 

miembro más destacado desde el punto de vista clínico del género Acinetobacter. Debido 

al elevado número de infecciones producidas entre veteranos y soldados que sirvieron 

en los conflictos de Iraq y Afganistán (43), A. baumannii se empezó a conocer como 

Iraqibacter. El éxito de esta especie para producir infecciones hospitalarias se debe a su 

notable capacidad para sobrevivir y propagarse en el ambiente hospitalario y para 
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adquirir rápidamente factores de resistencia a una amplia gama de agentes 

antimicrobianos (16, 41, 44-47). La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas 

(IDSA) introdujo al patógeno A. baumannii en la lista de los microorganismos más 

peligrosos que se encuentran en los hospitales de todo el mundo (48, 49). 

Posteriormente, se creó el término ESKAPE, que se utilizó para designar a un grupo de 

bacterias causantes de la mayoría de las infecciones nosocomiales en Estados Unidos con 

capacidad para escapar a los efectos de los antibióticos (50, 51) (Tabla 1). 

Tabla 1. Listado de los microorganismos que pertenecen al grupo ESKAPE 

Enterococcus faecium resistente a vancomicina 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), 

Klebsiella pneumoniae 

Acinetobacter baumannii 

Pseudomonas aeruginosa 

Enterobacter especies 

 

En febrero del 2017, la OMS publicó una lista en la que clasificó a los patógenos 

resistentes a antibióticos en tres categorías diferentes para ayudar a priorizar la 

investigación y desarrollo de tratamientos antibióticos nuevos y efectivos. A. baumannii 

resistente a antibióticos carbapenémicos fue introducido en esta lista dentro de la 

categoría de prioridad crítica (máxima prioridad) junto con Pseudomonas aeruginosa 

resistente a antibióticos carbapenémicos y Enterobacterias resistentes a carbapenémicos 

y cefalosporinas de 3ª generación (52). 

 

2.1. Importancia clínica del patógeno A. baumannii 

Las infecciones y brotes hospitalarios producidos por A. baumannii han ido 

aumentando considerablemente en los últimos años y cada vez se aíslan más cepas 

resistentes a una amplia variedad de antibióticos. 
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 La clave del éxito de A. baumannii para producir infecciones y brotes 

nosocomiales se debe a su extraordinaria capacidad para adquirir y desarrollar factores 

de resistencia a los antimicrobianos y a su capacidad para adaptarse a condiciones 

ambientales desfavorables (53). 

La epidemiología de esta bacteria es bien conocida: el paciente 

colonizado/infectado es el reservorio principal, las manos del personal sanitario son el 

mecanismo de transmisión más importante, y el entorno inanimado actúa como 

reservorio intermedio. El paso de la colonización a la infección se produce cuando A. 

baumannii aprovecha los procedimientos invasivos habituales para ocasionar la infección 

(53). Los factores de riesgo que predisponen al paciente a adquirir una 

infección/colonización por A. baumannii no son diferentes a los de otros 

microorganismos multirresistentes. Estos incluyen: 

- Factores del propio paciente: cirugía mayor, una herida traumática (en especial 

una quemadura), una enfermedad grave subyacente o bebés prematuros. 

- Factores relacionados con la exposición: una estancia hospitalaria larga, una 

estancia en la UCI, una estancia en una unidad donde A. baumannii es endémica o 

la exposición a equipo médico contaminado. 

- Factores relacionados con el tratamiento médico: ventilación mecánica, presencia 

de dispositivos invasivos (catéteres o tubos de drenaje), el número de 

procedimientos invasivos realizados y la terapia previa antimicrobiana (1).  

La manifestación clínica más común de la infección por A. baumannii es la 

neumonía adquirida en el hospital y está asociada a pacientes con ventilación mecánica 

ingresados en la UCI. Se piensa que esta neumonía es el resultado de una colonización de 

las vías aéreas  seguida del desarrollo de la neumonía y tiene una tasa de mortalidad 

entre el 40 y el 70% (1, 54).  

La neumonía adquirida en la comunidad debida a A. baumannii se ha descrito en 

regiones tropicales de Australia y Asia. Esta suele estar relacionada con problemas 

previos del paciente como el alcoholismo, tabaquismo, enfermedad pulmonar crónica y 
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diabetes mellitus y tiene una alta mortalidad que oscila entre el 40 y el 64% no 

pudiéndose aclarar si las causas de esta infección grave son los propios factores del 

huésped o los factores de virulencia específicos de la bacteria (1). 

La bacteriemia es otra de las manifestaciones clínicas más frecuentes de la 

infección nosocomial por A. baumannii. El origen suele ser infecciones del tracto 

respiratorio inferior o de dispositivos intravasculares, aunque también pueden ser 

heridas e infecciones del tracto urinario. Los factores de riesgo asociados a la adquisición 

de bacteriemias son la inmunosupresión, el uso de ventilación asociada a fallo 

respiratorio, la terapia antibiótica previa, la colonización por A. baumannii y los 

procedimientos invasivos. Las tasas de mortalidad de bacteriemias producidas por A. 

baumannii  se encuentran entre un 28% y un 43% (55).  

A. baumannii ha emergido como el principal agente causal de infecciones en 

quemaduras en personal militar donde el 53% de los aislamientos son multirresistentes. 

Estas infecciones son muy complicadas de tratar debido a las elevadas tasas de 

resistencias y a la baja penetración de los antibióticos en las zonas quemadas. A pesar de 

las posibles complicaciones que pueden resultar de la infección de una quemadura por A. 

baumannii no está clara la tasa de mortalidad atribuible al patógeno (56). 

La infección de tejidos blandos y de piel por A. baumannii en personal militar ha 

producido casos de celulitis o fascitis necrotizante. Dentro de esta población también se 

han descrito casos aislamientos de osteomielitis (56). Se ha descrito un incremento en los 

casos de meningitis producidas por A. baumannii principalmente en pacientes que se 

recuperan de neurocirugías (57, 58). Es difícil estimar la tasa de mortalidad asociada ya 

que el número de estudios es limitado (56). 

 

3. Mecanismos de resistencia de A. baumannii  

Incluso la bacteria más resistente puede ser erradicada o inhibida con una 

concentración suficientemente alta de antibiótico, el problema es que, casi siempre, las  
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dosis muy elevadas serían tóxicas para el paciente. Por esa razón se incluyó el término de 

resistencia clínica, en el cual interactúan el tipo de bacteria infectante y su localización en 

el cuerpo, la distribución del antibiótico en el cuerpo y su concentración en el foco de la 

infección así como el estado inmunológico del paciente. De esta forma se diría que una 

bacteria es resistente cuando no se puede matar con una concentración terapéutica de 

antibiótico (59). 

La resistencia que los microorganismos tienen a los agentes antimicrobianos 

puede ser intrínseca o adquirida. La resistencia intrínseca es aquella que ocurre de forma 

natural debido a la biología del microorganismo y se debe principalmente a la 

impermeabilidad celular y a la actividad de bombas de expulsión. La resistencia adquirida 

ocurre cuando las bacterias desarrollan resistencia a un antimicrobiano a través de 

mutaciones o captando ADN exógeno. Las mutaciones pueden ser transferidas de unos 

microorganismos a otros a través de secuencias de inserción y transposones presentes 

en plásmidos (59). 

A. baumannii se ha convertido en los últimos años  en uno de los patógenos más 

exitosos de la medicina moderna en parte debido a su extraordinaria capacidad de 

adquirir mecanismos de resistencia. Cada vez se aíslan más cepas de  A. baumannii 

resistentes a la mayoría de los antibióticos disponibles en la clínica (60). La acumulación 

de diferentes mecanismos de resistencia en cepas de A. baumannii está provocando que 

el número de posibles tratamientos frente a estas infecciones se haya reducido 

notablemente. Son especialmente alarmantes los casos de infecciones causadas por 

cepas pan-resistentes con resistencias a todos antibióticos usados en la clínica (61). 

Hay una serie de factores que pueden favorecer a que A. baumannii adquiera la 

multirresistencia (62): 

- La capacidad de sobrevivir en reservorios ambientales y humanos lo que puede 

favorecer la transferencia de material genético entre microorganismos. 

- La capacidad de adquisición de elementos genéticos como plásmidos, integrones 

o transposones. 
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- La resistencia intrínseca de estos microorganismos que puede ser explicada por 

su baja permeabilidad a ciertos antibióticos a través de la membrana o la 

expresión de bombas de expulsión. 

Los avances en las técnicas de secuenciación y análisis bioinformáticos 

permitieron una mejora en los análisis de genómica comparativa de cepas clínicas y 

revelaron la extraordinaria capacidad de A. baumannii para adquirir material genético 

(56). 

Estos análisis genómicos se centraron principalmente en las grandes islas de 

resistencia a los antibióticos (AbaR1, R2, R3 y R5). El primer estudio de este tipo que se 

realizó fue con la cepa A. baumannii AYE (63). En dicho estudio se observó que su 

fenotipo multirresistente se debía a la adquisición de la isla de resistencia AbaR1 de 86-

Kb que contenía 45 genes de resistencia a diferentes clases de antibióticos. Estudios 

posteriores con la cepa ACICU revelaron que A. baumannii tiene la capacidad de 

adaptarse al ambiente hospitalario no sólo mediante la adquisición horizontal de 

elementos genéticos responsables de la evolución a cepas multirresistentes, sino 

también mediante la reorganización de genes preexistentes (64). 

La resistencia de A. baumannii a los antibióticos esta mediada por los principales 

mecanismos de resistencia que se conocen en las bacterias, entre los que se encuentran 

la modificación de las dianas del antibiótico, la inactivación enzimática, las bombas de 

expulsión o el descenso de la permeabilidad de la membrana (56, 65) (Tabla 2). 

La rápida aparición de cepas de A. baumannii resistentes a todos los 

betalactámicos, incluyendo carbapenemas (betalactámicos de amplio espectro), muestra 

la capacidad de este organismo para responder con rapidez a los cambios en la presión 

selectiva del medio (3). Aunque en los primeros estudios los aislamientos clínicos de A. 

baumannii resultaron ser sensibles a estos antibióticos carbapenémicos, a partir de los 

años 90 ya empezaron a aparecer brotes hospitalarios provocados por cepas resistentes 

(66). 
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Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia de A. baumannii. Tabla modificada de la 

referencia (56). 

Antibiótico Mecanismo de resistencia Ejemplos 

β-lactámicos Inactivación por enzimas β-lactamasas (AmpC, TEM, VEB, 

PER, CTX-M, SHV) 

Carbapenemasas (OXA-23-like, 

OXA-24/40-like, OXA-51-like, 

OXA-58-like, OXA-143-like, VIM, 

IMP, NDM-1, NDM-2) 

Disminución de la expresión de 

porinas 

CarO, Omp 33-36, OprD-like 

Alteración de la expresión de 

las PBPs 

PBP2 

Bombas de expulsión AdeABC 

Fluoroquinolonas Modificación de la diana Mutaciones en gyrA y parC 

Bombas de expulsión AdeABC, AdeM 

Aminoglucósidos AMEs AAC, ANT, APH 

Bombas de expulsión AdeABC, AdeM 

Metilación ribosomal ArmA 

Tetraciclinas Bombas de expulsión AdeABC, TetA, TetB 

Protección ribosomal TetM 

Polimixina E 

(Colistina) 

Modificación del lípido A PmrCAB  

Pérdida del LPS LpxABC 

Perdida de porinas OmpW 

 

4. Patogénesis y factores de virulencia en A. baumannii 

La patogenicidad es la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad. 

La mayoría de los agentes patógenos hacen uso de una combinación de dos propiedades 

para causar la enfermedad: (i) toxicidad, grado en que una sustancia causa daño, y (ii) 
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invasividad, capacidad de penetrar en el huésped y de propagación. El resultado final 

dependerá de la virulencia o patogenicidad del microorganismo, así como de la 

susceptibilidad del huésped a la infección. Las bacterias y sus huéspedes han 

coevolucionado durante millones de años, a través de los cuales las bacterias patógenas 

han modificado su virulencia para poder adaptarse a los sistemas de defensa del huésped 

(67). 

 

4.1. Factores de virulencia 

Debido a la urgente necesidad de entender los mecanismos de patogenicidad de 

A. baumannii se han publicado una serie de estudios que podrían ayudar al desarrollo de 

nuevas terapias dirigidas. Méndez y colaboradores (68) caracterizaron el proteoma de la 

cepa multirresistente A. baumannii AbH12O-A2 en condiciones que simulaban las vías 

respiratorias con la finalidad de obtener información de cómo se adapta al huésped y 

aumentar el conocimiento sobre su patogénesis y virulencia. En otro estudio reciente se 

obtuvo el transcriptoma completo de células de A. baumannii ATCC 17978 aisladas 

durante una bacteriemia en un modelo murino el cual originó información sobre los 

genes involucrados en ese tipo de infección (69). 

A pesar de que en los últimos años se han identificado un gran número de 

factores de virulencia responsables de la patogenicidad de este microorganismo, la 

información todavía es escasa si se compara con los datos descritos en otros patógenos 

Gram-negativos (56) (Tabla 3).  

Tabla 3. Principales factores de virulencia descritos en A. baumannii. Tabla modificada a 

partir de las referencias (56, 70). 

Factor de virulencia Papel en la patogénesis 

Proteínas de membrana externa 

(OmpA, Omp33-36, Omp22) 

Adherencia e invasividad, inducción de la apoptosis, 

formación de biofilm, persistencia y resistencia al 

suero 
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Lipopolisacárido Resistencia al suero, supervivencia durante la 

infección de tejidos, evasión de la respuesta del 

sistema inmune 

Polisacárido capsular Resistencia al suero, supervivencia durante la 

infección de tejidos, formación de biofilm 

Fosfolipasas (PLC y PLD) Resistencia al suero, actividad citolítica, invasión, 

supervivencia in vivo 

Vesículas de membrana externa Liberación de factores de virulencia, transferencia 

horizontal de genes de resistencia a antibióticos 

Proteína de unión a la penicilina 

(PBP7/8) 

Resistencia al suero, supervivencia in vivo 

Sistema de secreción tipo II Supervivencia in vivo 

Sistema de secreción tipo VI Colonización del huésped, competición bacteriana 

Sistema de secreción tipo V Formación de biofilm, adherencia y supervivencia in 

vivo 

 

4.1.1. Proteínas de membrana externa 

Las proteínas de membrana externa (OMPs) de bacterias Gram-negativas se han 

relacionado con resistencia a antibióticos y adaptabilidad y patogenicidad en las células 

del huésped.  

La proteína de membrana externa OmpA es el factor de virulencia mejor 

caracterizado de A. baumannii. Se ha visto que una cepa de A. baumannii deficitaria de 

OmpA era incapaz de inducir la apoptosis en células epiteliales humanas laríngeas (Hep-

2) al mismo nivel que la cepa salvaje. Se comprobó que la proteína purificada entraba en 

las células humanas y se localizaba en las mitocondrias ocasionando la liberación de 

moléculas proapoptóticas (71). OmpA también contribuye a la habilidad de A. baumannii 

de persistir y crecer en el suero humano ya que interactúa con los inhibidores solubles de 

la vía alternativa del complemento y permite que las bacterias eviten la muerte mediada 

por el complemento (72). Se vio que OmpA regula la formación de vesículas de 
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membrana externa (73) y que forma parte de ellas pudiendo alcanzar de esta forma la 

célula huésped induciendo su apoptosis (74). 

La proteína Omp33-36, la cual actúa como un canal de acuaporina, es otra 

proteína de membrana externa que se ha asociado con la virulencia de A. baumannii. La 

supresión del gen omp33-36 atenuó la letalidad y redujo la carga bacteriana en hígado y 

pulmones en un modelo de sepsis murino (75). Además, Rumbo y colaboradores (76) 

demostraron que esta proteína era capaz de inducir apoptosis en diferentes líneas 

celulares. 

4.1.2. Lipopolisacárido y polisacárido capsular 

El lipopolisacárido (LPS) es el componente mayoritario de la membrana externa 

de las bacterias Gram-negativas y es considerado  un factor de virulencia muy importante 

en A. baumannii. Está formado por el lípido A o endotoxina, el núcleo carbohidrato (core) 

y una región variable llamada antígeno O (77). En A. baumannii, el LPS está involucrado 

en virulencia y en la supervivencia bacteriana (78-80). Se ha visto que los mutantes 

carentes de LpsB, enzima implicada en la biosíntesis del LPS, presentan una disminución 

de la resistencia al suero y descenso en la supervivencia en modelos animales (81). El 

tratamiento de ratones con un inhibidor de LpxC condujo a la protección frente a la 

infección (82). Mutaciones en los genes lpxA, lpxC o lpxD, asociadas a la resistencia a 

colistina, resultaron en la completa pérdida del LPS. Beceiro y colaboradores (83) 

demostraron que estas mutaciones afectaban negativamente a la eficacia biológica y a la 

virulencia de A. baumannii ATCC 19606. 

Cepas mutantes carentes de cápsula presentaron una reducción en el crecimiento 

en suero humano y líquido ascítico y una reducción en la supervivencia en modelos 

animales (84, 85). Geisinger y colaboradores (86) estudiaron el locus K, responsable de la 

producción de polisacáridos de superficie, y su implicación en la resistencia de A. 

baumannii a los antibióticos. Los autores encontraron que los polisacáridos del locus K 

ayudaban a la resistencia a múltiples antibióticos e, inesperadamente, que la bacteria 

respondía a ciertos antibióticos en concentraciones subinhibitorias aumentando la 
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producción de la cápsula. La producción aumentada de la cápsula, polisacárido principal 

del locus K, aumentó la capacidad de la bacteria para superar el ataque del complemento 

y aumentó la virulencia de la bacteria durante un modelo de infección sistémica.  

4.1.3. Fosfolipasas 

Las fosfolipasas son enzimas lipolíticas esenciales en el metabolismo de los 

fosfolípidos. Se cree que contribuyen a la virulencia de bacterias Gram-negativas 

ayudando en la lisis de las células huésped. Esto ocurre mediante la escisión de 

fosfolípidos presentes en la membrana de las células huésped y la posterior degradación 

de los fosfolípidos de las barreras mucosas, lo cual permite la invasión. 

La inactivación de un gen que codifica la fosfolipasa C condujo a una ligera 

reducción de la citotoxicidad de A. baumannii en células epiteliales (87). En otro estudio 

se demostró que la interrupción de los genes que codifican las fosfolipasas C (plc1 y plc2) 

de la cepa ATCC 19606 provocaba un descenso en la actividad hemolítica y citolítica de la 

bacteria y que la interrupción del gen plc1 reducía la virulencia en un modelo 

invertebrado (88).  

La disrupción de uno de los dos genes que codifican las fosfolipasas D presentes 

en el genoma de la cepa 98-37-09 de  A. baumannii provocó la reducción en la resistencia 

de la bacteria al suero humano, el descenso en la capacidad de invasión de tejidos 

epiteliales y el descenso en la virulencia en un modelo murino de neumonía (89). 

Además, Stahl y colaboradores (90) demostraron en modelos de infección en Galleria 

mellonella y de invasión en células A549 que las tres fosfolipasas D presentes en la cepa 

ATCC 19606 actúan de forma conjunta como factores de virulencia. 

4.1.4. Vesículas de membrana externa 

Las vesículas de membrana externa (OMVs) son vesículas secretadas a partir de la 

membrana externa de bacterias Gram-negativas y están formadas por proteínas de 

membrana externa y periplasma, fosfolípidos y LPS. Estas vesículas podrían contribuir a la 

infección al permitir la administración de cargas bacterianas tóxicas a las células 
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huésped, a menudo mediante la internalización de todo el contenido de la vesícula (91). 

Méndez y colaboradores (92), mediante el estudio proteómico del secretoma de una 

cepa de A. baumannii, identificaron 39 proteínas relacionadas con patogénesis y 

virulencia tales como OmpA, hemolisinas o proteasas. Estudios con OMVs de ATCC 19606 

purificadas demostraron que estas eran capaces de inducir la respuesta inflamatoria en 

células epiteliales (93) y, de hecho, varios estudios las propusieron como vacunas (94). 

4.1.5. Proteínas de unión a la penicilina  

Las proteínas de unión a la penicilina (PBPs), enzimas asociadas a la unión e 

inactivación de antibióticos β-lactámicos, participan en los últimos pasos de la síntesis del 

peptidoglicano y, por lo tanto, contribuyen a la estabilidad de la bacteria. Cepas 

mutantes en el gen pbpG, que codifica la PBP7/8, presentaron una reducción en la 

resistencia al suero y en la virulencia en modelos animales. Análisis a través de 

microscopía electrónica sugirieron que la pérdida de la PBP7/8 podía afectar a la 

estructura del peptidoglicano y, por lo tanto, a la susceptibilidad de la bacteria a las 

defensas del huésped (95). 

4.1.6. Sistemas de secreción 

Se han identificado varios sistemas de secreción de proteínas en A. baumannii. 

El sistema de secreción tipo II (T2SS) es un sistema multiproteico  ampliamente 

distribuido entre las bacterias Gram-negativas. Está formado por entre 12 y 15 proteínas 

que actúan de forma conjunta y se encarga de secretar al exterior de la bacteria una gran 

cantidad de factores de virulencia (96). La deleción de los genes gspD y gspE en A. 

baumannii ATCC 17978 dio como resultado la pérdida de secreción de la lipasa LipA. 

Cepas mutantes de cada uno de estos genes gspD, gspE y lipA fueron incapaces de crecer 

durante un modelo  murino neutropénico de bacteriemia (97). 

El sistema de secreción tipo VI (T6SS) corresponde a un mecanismo de interacción 

célula-célula ampliamente distribuido en bacterias Gram-negativas. En A. baumannii se 

ha visto que la implicación del sistema T6SS en virulencia es específico de cada cepa y 
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está involucrado en la colonización del huésped y en la competencia bacteriana ya que 

ayuda a matar a las bacterias competidoras (98).  

El sistema de secreción tipo V (T5SS) está constituido por el autotransportador 

Ata. Este está formado por una proteína de membrana trimérica y se ha visto que está 

involucrado en la virulencia de A. baumannii usando un modelo de infección sistémica en 

ratón (99).  

 

4.2. Movilidad bacteriana 

La habilidad que tienen algunas bacterias para moverse les proporciona ventajas 

en la colonización del hospedador, en la defensa contra competidores y en la 

adaptabilidad a los cambios del entorno. Históricamente, el género Acinetobacter se ha 

descrito como no móvil debido a la ausencia de flagelo (5).  

A pesar de esto, A. baumannii se mueve rápidamente sobre superficies 

probablemente debido a un movimiento tipo twitching, una forma de movimiento en 

superficie descrito por primera vez en A. calcoaceticus (100). 

Los pili tipo IV son apéndices bacterianos multiprotéicos presentes en muchas 

bacterias Gram-negativas. Debido a su naturaleza dinámica, estos pili son capaces de 

ensamblarse y desensamblarse rápidamente participando en procesos como la 

transformación, movilidad tipo twitching y la adherencia a superficies bióticas y 

abióticas.  

La movilidad tipo twitching consiste en el ensamblaje, fijación y posterior 

retracción del pilus ayudando así al movimiento de la célula hasta el punto de fijación del 

pilus (101). Análisis bioinformáticos de genomas completos de A. baumannii han 

revelado la presencia de genes relacionados con los pili tipo IV incluyendo genes 

involucrados en el ensamblaje (pilA, pilB, pilC, pilF, pilM, pilN, pilO, pilP, pilQ, pilZ, pilW), 

en el movimiento tipo twitching (pilR, pilS, pilT, pilU) y en la subunidad del pilus (pilA) 
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(47). Se ha correlacionado positivamente el grado de conservación de la secuencia del 

gen que codifica la subunidad PilA de cada cepa con el movimiento tipo twitching que 

presentan (102). La cepa Acinetobacter nosocomialis M2 es una cepa transformante 

natural  y presenta movimiento tipo twitching. Los mutantes isogénicos de la cepa A. 

nosocomialis M2 en los genes pilA, pilD y pilT perdieron las habilidades de movimiento y 

de ser transformantes naturales (101). Además, se observó que la movilidad en 

superficie que tienen algunos aislamientos clínicos es independiente de la producción de 

los pili tipo IV (101). En otro trabajo, Clemmer y colaboradores (103) demostraron que la 

movilidad de A. nosocomialis era en parte dependiente del gen pilT. La pérdida de este 

gen en la cepa de A. nosocomialis M2 resultó en una bajada del 52% de la movilidad. Sin 

embargo, este mutante todavía era móvil en superficie lo que sugiere que esta cepa 

tiene un tipo de movilidad independiente de los pili tipo IV. Además, se identificaron 

otros genes necesarios para la movilidad de la cepa M2, entre los que destacan un gen 

implicado en la síntesis de un lipopéptido, el gen que codifica la quinasa BfmS, un gen 

implicado en la biosíntesis del antígeno O y un gen que codifica la porina OmpA (103).  

La densidad bacteriana es otro factor que regula la movilidad de una cepa 

bacteriana. El quorum sensing es un mecanismo que regula la expresión de genes en 

función de la densidad celular. Este sistema se basa en la producción, detección y 

respuesta a unas moléculas señalizadoras llamadas autoinductores (104). En A. 

baumannii, las moléculas descritas de este tipo son las N-acil homoserín lactonas (AHL) 

(47). La adición de N-acil homoserín lactona no nativa aumentó la capacidad de 

movimiento tipo twitching de A. baumannii ATCC 19606 (105). La inactivación de abaI,  

gen que codifica una enzima encargada de la síntesis de una N-acil homoserín lactona, 

provocó la reducción drástica en la capacidad de movimiento de la cepa M2. Esta 

movilidad se restauró tras añadirle de forma exógena la N-acil homoserín lactona (103).  

Se observó que las células únicamente presentaban movilidad cuando se 

incubaban en oscuridad (106). Siguiendo la hipótesis de que A. baumannii responde a 

estímulos externos, McQueary y colaboradores (107) realizaron un estudio con 

aislamientos clínicos que poseían movilidad en superficie. Se vio que algunos factores 

extracelulares de estrés reducían la movilidad de estas cepas mientras que en 
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condiciones de menos estrés, como la reducción de la salinidad o la presencia de hierro 

extracelular, la aumentaban. 

 

4.3. Adherencia y formación de biofilm 

A. baumannii tiene una extraordinaria capacidad para sobrevivir y prosperar en 

ambientes hospitalarios debido, principalmente, a su habilidad para interactuar con 

diferentes tipos de superficies bióticas y abióticas (56, 108). A. baumannii coloniza 

dispositivos permanentes, tales como catéteres y equipos respiratorios, así como 

superficies bióticas, tales como células epiteliales humanas o filamentos de Candida 

albicans (109, 110). 

Generalmente, la adherencia a estas superficies representa el paso inicial en la 

colonización e infección. Durante este proceso de colonización, las bacterias forman 

microcolonias que originan comunidades microbianas muy bien estructuradas que se 

conocen como biofilms o biopelículas (111). 

El biofilm es una compleja asociación tridimensional de células bacterianas en 

estrecho contacto entre ellas y embebidas en una matriz extracelular producida por ellas 

mismas. Esta matriz está compuesta por exopolisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y 

otras macromoléculas y constituye una barrera protectora para la bacteria ya que le 

permite sobrevivir en ambientes hostiles y durante una infección. Debido a las 

características estructurales del biofilm, las bacterias que forman parte de este, son más 

resistentes al estrés que sus homólogos planctónicos (47). Por lo tanto, un elevado 

número de infecciones bacterianas crónicas implican biofilms bacterianos que no son 

fácilmente eliminados usando terapia antibiótica convencional. Las infecciones asociadas 

a biofilm comparten una serie de características clínicas. El biofilm se desarrolla 

preferentemente en superficies inertes o tejido muerto donde el crecimiento y la 

aparición de síntomas son muy lentos. Las células bacterianas sésiles liberan antígenos y 

estimulan la producción de anticuerpos, pero las infecciones producidas por biofilm 

raramente son resueltas por los mecanismos de defensa del huésped. La terapia 
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antibiótica es efectiva frente a células planctónicas pero no es eficaz frente a bacterias 

que forman el biofilm. Por esta razón, las infecciones producidas por biofilm 

normalmente muestran síntomas recurrentes después de varios ciclos de antibióticos 

(112). 

El desarrollo del biofilm bacteriano se puede dividir en tres etapas en las que 

intervienen diferentes factores: adhesión, maduración y desprendimiento del biofilm 

(113, 114) (Figura 2). 

 

Figura 2. Representación de las etapas del desarrollo del biofilm. Imagen modificada del 

Centro de Ingeniería del Biofilm (Center for Engineering) de la Universidad de Montana 

(http://www.biofilm.montana.edu).  

La etapa inicial de adhesión puede ocurrir sobre superficies abióticas o bióticas. 

La adhesión a superficies abióticas, tales dispositivos médicos permanentes, es 

dependiente de las características fisicoquímicas de la bacteria y de la superficie a la que 

se va a adherir y suele producirse gracias a interacciones hidrofóbicas o electrostáticas. 

La adhesión a superficies bióticas, tales como tejidos humanos, suele producirse a través 

de interacciones más específicas mediada por proteínas de superficie celular. Durante la 

etapa de maduración se forma un biofilm tridimensional y muy bien organizado en la que 

intervienen factores de adhesión y de proliferación así como procesos disruptivos que 
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forman canales en la estructura. Estos canales son necesarios para que los nutrientes 

lleguen a las bacterias que se encuentran en las capas más profundas del biofilm. En la 

última fase se produce el desprendimiento durante el cual parte de las células que 

forman el biofilm se sueltan provocando la multiplicación y dispersión de la infección 

(113). 

Algunos aislamientos clínicos de A. baumannii son capaces de formar biofilms en 

la superficie de la fase líquida que se conocen como pellicles (115, 116) y su formación es 

muy variable dentro de los diferentes aislamientos de A. baumannii (115).  

Las factores más comunes que influyen en la formación del biofilm son la 

disponibilidad de nutrientes, la presencia de apéndices bacterianos, los componentes 

superficiales de la bacteria (tales como adhesinas o proteínas de membrana externa), el 

quorum sensing y la secreción de moléculas al exterior (117, 118). Además, se sabe que 

existen complejas redes de regulación y reguladores transcripcionales activados por 

señales ambientales que son responsables de la expresión de genes asociados con la 

formación de biofilm (119).  

Se publicaron una serie de trabajos descriptivos a nivel transcriptómico y 

proteómico para intentar comprender cómo A. baumannii se adhiere y forma biofilm. 

Cabral y colaboradores (120) encontraron diferencias en los perfiles proteicos entre 

células planctónicas y células sésiles. En este trabajo se demostró la implicación en la 

formación de biofilm de las proteínas de superficie celular CarO, OmpA, OprD-like, DcaP-

like, PstS, LysM y Omp33, y de las proteínas involucradas en el metabolismo de histidina. 

Un estudio transcriptómico comparativo entre células planctónicas y células sésiles 

asociadas al biofilm (121) reveló diferentes perfiles de expresión génica en el biofilm que 

dan cuenta de cambios en el metabolismo de aminoácidos y ácidos grasos, la movilidad, 

el transporte activo, la metilación de ADN, la adquisición de hierro, la regulación 

transcripcional y el quorum sensing. Este estudio reveló que 1621 genes estaban 

diferencialmente expresados en células de biofilm con respecto a células planctónicas y 

que 55 de ellos estaban expresados solamente en el biofilm. La deleción del gen 

A1S_0114 del genoma de A. baumannii ATCC 17978, gen que codifica una proteína 
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transportadora de grupos acilo, resultó en una reducción significativa de la capacidad de 

la bacteria de formar biofilm (121). Otro estudio (122) describió el conjunto de pequeñas 

moléculas de ARN (sRNAs) presentes en las células del biofilm en comparación con el de 

las células libres planctónicas. Se identificaron un total de 255 sRNAs de los cuales 185 

estaban diferencialmente expresados en los dos tipos celulares. Un total de 9 sRNAs sólo 

se encontraron expresados en células de biofilm, mientras que otros 21 sRNAs estaban 

completamente reprimidos en las células sésiles del biofilm. Entre ellos, el sRNA 13573 

resultó estar sobreexpresado 120 veces más en las células que forman parte del biofilm 

que en las células planctónicas libres. El análisis de un mutante isogénico y de la cepa que 

sobreexpresaba este sRNA reveló que el gen de sRNA 13573 estaba implicado en la 

formación de biofilm y en la unión a células epiteliales alveolares humanas A549 (122). 

Debido a que la formación de biofilm es un proceso multifactorial, se han descrito 

una serie de factores que están involucrados en la adherencia y formación de biofilm 

sobre superficies bióticas y abióticas (123). Entre ellos, se encuentran los pili de tipo 

chaperona-usher, las proteínas de membrana, los polisacáridos de superficie, los 

sistemas de secreción y el quorum sensing. 

4.3.1 Pili de tipo chaperona-usher 

Los pili de tipo chaperona-usher son apéndices bacterianos localizados de forma 

ubicua en la superficie de bacterias patógenas. Tienen un papel esencial en la formación 

de biofilm y son particularmente relevantes durante la infección ya que son responsables 

del reconocimiento y la adhesión de las bacterias al huésped. Los genes que codifican 

estos sistemas se localizan en muchos casos en forma de operones y están formados 

como mínimo por un gen que codifica un usher, un gen que codifica una chaperona, y un 

gen que codifica la subunidad del pilus (124, 125). 

Dentro de estos sistemas de formación de pili, dos de los más estudiados son el 

pilus tipo I y el P pilus, descritos en Escherichia coli. Ambos están implicados en las 

interacciones patógeno-huésped y son importantes en el desarrollo de la infección y en 

la formación de biofilm. Tanto el P pilus como el pilus tipo I están formados por varias 



Introducción 
 

 

50 

subunidades dispuestas en dos subconjuntos distintos: la punta y el cuerpo del pilus. Las 

subunidades del pilus son transportadas desde el citoplasma al periplama a través de una 

vía general de secreción denominada SecYEG. Estas subunidades son incapaces de 

plegarse y ensamblarse a la superficie celular por si mismas por lo que necesitan dos 

proteínas accesorias. Estas proteínas son: (i) una chaperona localizada en el periplasma 

que estabiliza y pliega las subunidades del pilus evitando que estas polimericen en el 

citoplasma, y (ii) un sistema de ensamblaje en la membrana externa denominado usher 

(124) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema del (a) P pilus y del (b) pilus tipo I de Escherichia coli ensamblados a 

través de los sistemas de secreción Pap y Fim, respectivamente. Imagen modificada de la 

referencia (124). 

En A. baumannii  el sistema más estudiado es el CsuA/BABCDE. En 2003, Tomaras 

y colaboradores (126), demostraron que la habilidad de A. baumannii ATCC 19606 de 
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formar pili era dependiente de la expresión del gen csuE. La interrupción de este gen, 

perteneciente a un sistema de secreción chaperona-usher, resultó en la perdida de la 

capacidad de A. baumannii ATCC 19606 para adherirse y formar biofilm en superficies 

abióticas. Además, experimentos de microscopía electrónica revelaron que la 

inactivación de este gen resultaba en la pérdida de la capacidad de formar pili  sugiriendo 

que el sistema chaperona-usher CsuA/BABCDE tiene un papel importante en los primeros 

pasos de la formación del biofilm.  

La expresión de este operón está controlada por un sistema de regulación de dos 

componentes que incluyen una quinasa,  codificada por el gen bfmS, y un regulador de 

respuesta, codificado por el gen bfmR. La inactivación de bfmR tuvo como resultado la 

perdida de expresión del operón csu y por lo tanto la inhibición de la formación de pili y 

la formación de biofilm sobre superficies abióticas. La inactivación de bfmS resultó en la 

disminución de la capacidad de formación de biofilm pero no en su inhibición completa 

(127). Además de estos pili dependientes del sistema CsuA/BABCDE, A. baumannii ATCC 

19606 produce otro tipo de pili más cortos que están involucrados en la adherencia de 

las bacterias a superficies bióticas como células epiteliales humanas (128). 

Un estudio de los pellicles producidos por diferentes cepas clínicas mostró que las 

proteínas más abundantes en la matriz de los pellicles eran proteínas pertenecientes a 

tres sistemas diferentes de formación de pili tipo chaperona-usher: CsuA/B 

(perteneciente al operón csu), una proteína codificada por el gen A1S_1510 

(perteneciente al operón A1S_1507-1510) y una proteína codificada por el gen A1S_2091 

(perteneciente al operón A1S_2088-2091) (129). Rumbo-Feal y colaboradores (121) 

demostraron que la disrupción del gen A1S_1507 (perteneciente al operón A1S_1507-

1510) tenía como resultado la reducción en la capacidad de formar biofilm de la cepa 

ATCC 17978. 

4.3.2. Proteínas de membrana 

A. baumannii tiene un homólogo de la proteína Bap (biofilm-associated protein) 

de Staphylococcus aureus. La mutación en el gen que codifica esta proteína resultó en la 
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disminución del grosor y volumen del biofilm de la cepa A. baumannii 307-0294 (130). 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que esta proteína podría estar 

involucrada en las interacciones célula-célula necesarias para el desarrollo y 

mantenimiento del biofilm maduro. Esta proteína está muy conservada dentro de las 

cepas clínicas de A. baumannii y se ha visto que también tiene un papel importante en la 

adherencia a células epiteliales bronquiales y a queratinocitos neonatales humanos 

(131). De Gregorio y colaboradores (132) identificaron dos proteínas adicionales, BLP1 y 

BLP2, que comparten un motivo en la región N-terminal con la proteína Bap. La deleción 

de los genes que codifican las proteínas BLP1 y BLP2 afectó gravemente a la capacidad de 

formar biofilm y de adherirse a células epiteliales de la cepa A. baumannii AYE. 

La proteína OmpA de A. baumannii ATCC 19606 tiene un papel parcial en el 

desarrollo del biofilm maduro sobre plástico y es esencial para la adherencia a filamentos 

de Candida albicans y a células epiteliales humanas. La interacción entre ATCC 19606 y 

los filamentos de C. albicans es independiente de los pili del sistema de chaperona-usher 

CsuA/BABCDE lo que sugiere que no hay una correlación directa entre la formación de 

biofilm en superficies bióticas y abióticas (133, 134). Estudios posteriores demostraron 

que OmpA actúa como una adhesina que interviene en la unión de A. baumannii a la 

fibronectina localizada en la superficie de las células del huésped y es necesaria para la 

persistencia de la bacteria en el pulmón (135, 136).  

Además del papel de la proteína OmpA en la formación de biofilm también se 

estudió el efecto de la deleción del gen omp33 del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 

17978. Experimentos realizados con la cepa salvaje y su mutante isogénico revelaron una 

reducción significativa tanto en la capacidad de adherencia como en la de invasión a 

células epiteliales de pulmón (75).  

4.3.3. Polisacáridos de superficie 

El polisacárido extracelular poly-β-(1-6)-N-acetilglucosamina (PNAG) está descrito 

como el componente mayoritario del biofilm de especies como Staphylococcus 

epidermidis y Staphylococcus aureus (137). En aislamientos clínicos de A. baumannii, el 
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locus pgaABCD, que codifica las proteínas necesarias para la síntesis del PNAG, es muy 

importante para el desarrollo del biofilm. Al delecionar el locus pgaABCD se observó que 

el volumen, grosor medio y grosor máximo del biofilm producido por la cepa salvaje fue 

mayor comparado con la cepa mutante (138). Además, mutaciones en los genes pglC y 

pglL, responsables de la síntesis del O-pentasacárido localizado en glicoproteínas y 

polisacáridos capsulares, condujeron a la aparición de unas estructuras de biofilm 

anormales (139). 

4.3.4. Sistemas de secreción 

El sistema de secreción tipo V abarca las proteínas autotransportadoras, el 

sistema de secreción de dos componentes y las recientemente descritas proteínas VC o 

AT-2. Todos estos mecanismos se dedican a la translocación de grandes proteínas o sus 

dominios a la superficie bacteriana (140). Una serie de estudios demostraron la 

implicación de este sistema de secreción en la capacidad de la bacteria de formar biofilm 

y de adherirse a células eucariotas. Betancor y colaboradores (99) describieron el 

autotransportador Ata (Acinetobacter trimeric Autotransporter) de la cepa ATCC 17978. 

Ata es una proteína trimérica de membrana implicada en la formación de biofilm y en la 

adherencia de la bacteria a componentes extracelulares de la matriz como el colágeno I, 

III y IV. 

Además, se describió en A. baumannii ATCC 19606 un sistema de secreción de 

dos componentes denominado FHA, compuesto por una exoproteína (FhaB) y un 

transportador (FhaC). La proteína FhaB resultó estar implicada en la adherencia 

bacteriana y en la formación de biofilm (141). Posteriormente, se realizó un estudio con 

la cepa clínica A. baumannii AbH12O-A2 en el que se demostró que su gran capacidad 

para adherirse a las células epiteliales humanas A549 se debía en parte al sistema de 

secreción de dos componentes FhaB/FhaC. La deleción del gen fhaC resultó en un 

descenso muy significativo de la adherencia de esta bacteria a las células epiteliales. 

Además, se ha demostrado que este sistema interacciona con la fibronectina presente en 

las células eucariotas (142). 
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Un estudio del proteoma completo de las células de A. baumannii formando 

pellicles confirmó la correlación entre la capacidad para formar pellicles y la virulencia 

bacteriana. En dicho estudio se identificaron numerosos factores de virulencia regulados 

positivamente durante el crecimiento de los pellicles, entre los que se encontraron 

proteínas del T6SS (143). 

4.3.5. Quorum sensing 

La densidad bacteriana es otro mecanismo mediante el cual las bacterias 

controlan la adherencia y la formación de biofilm (56, 104). En un análisis transcriptómico 

de células sésiles de A. baumannii ATCC 17978 comparado con células planctónicas se 

observó que varios de los genes que estaban sobreexpresados en las células del biofilm 

estaban involucrados en el quorum sensing. La deleción del gen A1S_0114, el cual 

codifica una proteína transportadora de grupos acilo, demostró la implicación del gen en 

la formación de biofilm (121) y en la adherencia a células epiteliales humanas (144). 

Inserciones en los genes A1S_0112 y A1S_0115, genes relacionados con el quorum 

sensing, en la cepa ATCC 17978, causaron una pérdida en su capacidad para formar 

pellicles (145).  

Además, se vió que la cepa clínica A. nosocomialis M2 produce una N-acil 

homoserín lactona, producto de la sintasa AbaI, la cual es importante para el desarrollo 

del biofilm en superficies abióticas. La eliminación del gen abaI causó una disminución en 

la capacidad de formar biofilm en comparación con la cepa salvaje (146).  

 

4.4. Sistemas de captación de hierro 

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de la mayoría de las 

bacterias debido a su actividad redox y su papel en muchas reacciones vitales, ya que 

actúa como cofactor de una gran variedad de enzimas (147). El hierro se puede encontrar 

en dos estados: Fe2+ (hierro ferroso) y Fe3+ (hierro férrico). El Fe2+ es soluble y accesible 

para las bacterias ya que puede difundirse a través de la membrana celular. Sin embargo, 
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en presencia de 02 y pH ≥ 7 se oxida a Fe3+, siendo insoluble y no biodisponible. En los 

tejidos del huésped el hierro se encuentra unido a la hemoglobina o bien almacenado 

intracelularmente en forma de ferritina. También puede estar quelado por la transferrina 

en el suero o por la lactoferrina en las superficies mucosas. El 80% del hierro en humanos 

se encuentra formando parte del grupo hemo y el hierro que queda libre no es suficiente 

para suplir los requerimientos de las bacterias patógenas (148). 

Durante la infección, las bacterias y el huésped compiten por el hierro y su 

biodisponibilidad será determinante en el curso de la infección a favor del patógeno o del 

huésped. Por un lado, el huésped ha desarrollado una serie de estrategias con la finalidad 

de restringir la cantidad de hierro disponible y, por otro lado, las bacterias han 

desarrollado múltiples estrategias para captar el hierro ya que un suministro suficiente 

de este metal está relacionado con la proliferación, virulencia y persistencia del patógeno 

(149-151).  

En respuesta a la limitación de hierro, la mayoría de las bacterias aeróbicas 

expresan sistemas de captación de hierro de alta afinidad que implicados en la 

producción, exportación y absorción de quelantes de Fe3+ conocidos como sideróforos. A 

veces, la captación de hierro a través de sideróforos no es suficiente ya que el hierro libre 

en vertebrados es extremadamente limitado. De esta forma, algunas bacterias patógenas 

son capaces de utilizar el grupo hemo de la hemoglobina, hemopexina y haptoglobina 

como fuente de hierro. Además, la transferrina y la lactoferrina también pueden ser 

utilizadas como fuente de hierro por algunas especies bacterianas. Para la asimilación de 

estos compuestos las bacterias necesitan unos sistemas de captación específicos (147). 

A. baumannii no es capaz de obtener hierro de la transferrina y la lactoferrina ya que en 

su genoma no hay genes que codifican proteínas involucradas en estas funciones (152).  

4.4.1 Captación del grupo hemo 

Las bacterias poseen dos mecanismos para captar el grupo hemo. El primer 

mecanismo consiste en la captura directa del grupo hemo o la adquisición del grupo 

hemo asociado a hemoproteínas. Para ello, las bacterias patógenas secretan exotoxinas 
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que permiten la liberación del grupo hemo a partir de estas proteínas portadoras (153). 

El segundo mecanismo utiliza unas proteínas específicas llamadas hemóforos que captan 

el grupo hemo de diferentes fuentes y lo llevan a los receptores (154). Para la 

internalización del grupo hemo desde el exterior celular son esenciales unos receptores 

muy específicos. Estos receptores se localizan en la membrana externa y la energía 

necesaria para la internalización del grupo hemo proviene de la fuerza protón-motriz de 

la membrana citoplasmática. El sistema TonB formado por las proteínas TonB, ExbB y 

ExbD transfiere la energía de la membrana citoplasmática a la membrana externa (155). 

Una vez en el espacio periplásmico, el grupo hemo utiliza el transportador ABC para 

pasar al citosol. La composición típica de estos transportadores consiste en (i) una o 

varias proteínas de unión periplásmicas, (ii) una o dos proteínas de membrana 

diferentes, y (iii) una o dos ATP hidrolasas diferentes que aportan la energía al sistema 

(Figura 4) (147). 

A. baumannii también posee los mecanismos necesarios para captar hierro a 

través del transporte y asimilación del grupo hemo. Zimbler y colaboradores (156) 

realizaron estudios con dos mutantes de A. baumannii ATCC 19606 deficientes en un gen 

implicado en la síntesis y otro en el transporte del sideróforo acinetobactina. Los autores 

observaron que ambos mutantes eran capaces de crecer en condiciones de ausencia de 

hierro cuando se suplementaba el medio con hemina.  

Estos resultados concuerdan con la observación de que el genoma de la cepa 

ATCC 17978 tiene un operón policistrónico que codifica supuestas funciones de captura y 

transporte de hemina y de un sistema de transducción de energía TonBExbBD (156). 

Antunes y colaboradores (157) demostraron que diferentes cepas podían utilizar este 

compuesto como una fuente de hierro expresando sistemas de captura y utilización de 

grupo hemo. Estas observaciones muestran que los genomas de A. baumannii contienen 

genes que codifican proteínas implicadas en la captación y utilización del grupo hemo, un 

producto del huésped que puede estar disponible para la bacteria en aquellos lugares 

donde hay daños debido a la infección. 
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Figura 4. Representación esquemática de la vía de captación del grupo hemo y del hierro 

férrico a través de sideróforos. Imagen modificada de la referencia (153). 

 

4.4.2. Captación de hierro férrico. Sideróforos 

En presencia de oxígeno y pH neutro se produce una rápida oxidación del Fe2+ a 

Fe3+, compuesto prácticamente inaccesible para los microorganismos. Bajo estas 

condiciones limitantes de hierro las bacterias sintetizan unos compuestos quelantes de 
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hierro llamados sideróforos, compuestos de bajo peso molecular con una gran afinidad 

por el hierro (158). 

Los sideróforos se pueden clasificar en tres categorías en función de los ligandos 

que utilicen para quelar el hierro férrico: catecolatos, hidroxamatos y mixtos (155). 

El mecanismo de transporte del complejo sideróforo-Fe3+ es similar al de 

transporte del hemo. El complejo sideróforo-Fe3+ interactúa con un receptor específico lo 

que provoca cambios conformacionales en ciertos dominios de estas proteínas 

permitiendo el paso del sustrato (159).  La energía necesaria para este transporte es 

suministrada por el complejo de proteínas TonB-EXbD-ExbB. Una vez en el espacio 

periplásmico, el complejo sideróforo-Fe3+ se une a las proteínas de unión del 

transportador tipo ABC para posteriormente ser transportados a través de la membrana 

al interior de la célula. La energía necesaria para este proceso se obtiene  en las 

subunidades citosólicas del transportador ABC a través de una hidrolisis de ATP (158) 

(Figura 4). 

En A. baumannii  el sistema mejor caracterizado es la acinetobactina, identificada 

por primera vez en la cepa ATCC 19606. Este sideróforo tiene una estructura molecular 

muy similar a la de la anguibactina, un quelante del hierro de alta afinidad sintetizado 

por el patógeno de peces Vibrio anguillarum 775 (160, 161).  

Análisis genéticos y funcionales de la cepa ATCC 19606 mostraron una región 

cromosómica de 32.4-kb que contenía genes involucrados en la biosíntesis, transporte y 

secreción de la acinetobactina. La inactivación de los genes bauA y basD, los cuales 

codifican funciones de transporte y biosíntesis respectivamente, afecta a la capacidad de 

estos mutantes isogénicos de crecer en condiciones limitantes de hierro. También se 

observó que dentro de este cluster de genes estaba ausente el gen entA que codifica la 

enzima 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato deshidrogenasa. Esta enzima es necesaria para 

la producción del ácido dihidroxibenzoico (DHBA), compuesto presente en la molécula de 

acinetobactina. Esto sugiere que A. baumannii podría tener más de un locus involucrado 

en la síntesis de sideróforos (156).  
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Eijkelkamp y colaboradores (162) describieron cinco clusters de genes que podían 

estar relacionados con la producción de sideróforos y adquisición de hierro. El cluster 

relacionado con la acinetobactina y el llamado cluster 1 se encontraron en todos los 

genomas de las cepas analizadas excepto en la cepa 3899 y en la cepa ambiental A. baylyi 

ADP1. El cluster 2 está presente solamente en A. baumannii ATCC 17978 y A. baylyi 

ADP1, mientras que el cluster 4 parece ser único de la cepa 8399. El cluster 5 está 

presente en todos los genomas excepto en las cepas ATCC 17978 y ADP1. 

Gaddy y colaboradores (163) investigaron el papel que tenía la acinetobactina en 

la virulencia del patógeno A. baumannii. En estos experimentos observaron que la 

interacción inicial entre la cepa tipo ATCC 19606 y las células alveolares humanas A549 

era independiente de la producción de las proteínas BasD y BauD, implicadas en la 

biosíntesis y transporte de la acinetobactina, respectivamente. En contraste, estas 

proteínas fueron necesarias para que la cepa persistiera dentro de las células alveolares 

A549 y causase su muerte por apoptosis. Ensayos con Galleria mellonella mostraron que 

la ausencia de estas proteínas reducía significativamente la capacidad de  la ATCC 19606 

para persistir y matar al huésped. Además, modelos de sepsis en ratón mostraron que la 

expresión del sistema de adquisición de hierro mediado por acinetobactina es esencial 

en la cepa ATCC 19606 para causar infección y matar al huésped. En otro estudio se vio 

que mutaciones en el gen entA, esencial para la síntesis de la acinetobactina, redujeron 

significativamente la capacidad de A. baumannii ATCC 19606 de persistir en células 

epiteliales humanas y disminuyeron su capacidad de infectar y matar larvas de Galleria 

mellonella (164). 

4.4.3 Captación de hierro ferroso. Sistemas Feo 

En condiciones de anaerobiosis o bajo pH, el hierro predomina en la forma 

soluble Fe2+. Debido a las propiedades químicas diferentes del Fe2+ y Fe3+ las bacterias 

necesitan sistemas de transporte de hierro específicos para cada uno de ellos (165). 

A diferencia del hierro férrico, el hierro ferroso suele encontrarse libre por lo que 

las bacterias pueden transportarlo directamente. En bacterias Gram-negativas, el hierro 
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ferroso difunde al periplasma a través de la porinas de membrana externa donde puede 

ser transportado al interior celular a través de diferentes sistemas (166). Dentro de todos 

los sistemas de transporte de hierro, el sistema Feo parece ser la ruta de absorción de 

hierro ferroso más importante (165).  

El operón feo fue descubierto por primera vez en 1987 en la bacteria E. coli K12 

durante un estudio con varios mutantes en genes que codificaban funciones relacionadas 

con el transporte de hierro (167). En este trabajo, se identificó una colección de 

mutantes durante un tratamiento con estreptonigrina, antibiótico que genera radicales 

libres es presencia de hierro y oxígeno. Fueron seleccionados aquellos mutantes que 

sobrevivieron al tratamiento y tenían un bajo contenido de hierro en su interior entre los 

que destacaron los mutantes en el operón feo. El sistema Feo de E. coli está formado por 

tres genes: feoA, feoB y feoC (168, 169) (Figura 5). 

 

Figura 5. Representación esquemática del sistema de captación de hierro ferroso Feo de 

E. coli. Imagen modificada de la referencia (170). 
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 Un análisis del operón mostró que está regulado por los elementos fur y fnr, 

cajas que se localizan antes del operón (168). Se sabe que Fur es un regulador 

transcripcional de genes relacionados con el transporte de hierro en E. coli y muchas 

otras bacterias. En presencia de hierro, Fur forma el complejo Fe2+-Fur el cual se une a las 

cajas Fur del ADN de la bacteria para reprimir la transcripción de los genes. Por otro lado, 

Fnr es un activador transcripcional de genes de la respiración anaeróbica. Es un sensor de 

oxígeno que activa la transcripción del operón feo en la ausencia de oxígeno. Los genes 

feo se expresan de forma constitutiva. Sin embargo, bajo condiciones de anaerobiosis, la 

expresión aumenta tres veces (165, 168). 

El gen feoA codifica una proteína citoplasmática de 75-85 aminoácidos. Dentro 

del operón, este gen se localiza entre la caja fur y el gen feoB. Esta proteína tiene una 

secuencia de aminoácidos hidrófila y parece que no tiene una secuencia señal en el 

extremo N-terminal, por lo que es probable que esté localizada en el citosol (170). A 

pesar de que su función sigue siendo desconocida, se ha sugerido que, debido sus 

propiedades y estructura, FeoA podría actuar como una proteína activadora de la 

actividad GTPasa (GAP) (171). Kim y colaboradores  (172) demostraron que la interacción 

entre FeoA y FeoB era necesaria para el transporte de hierro ferroso de Salmonella 

enterica y propusieron que FeoA podía actuar como una GAP para el dominio de proteína 

G de FeoB. Estos estudios, sin embargo, no mostraron específicamente que FeoA 

interactuase con el dominio G de FeoB. Por lo tanto, no pudo concluirse que FeoA actúe 

como un GAP sobre el dominio G de FeoB. Ensayos enzimáticos revelaron que la adición 

de FeoA de E. coli no tuvo un efecto sobre la actividad de hidrólisis del GTP del dominio G 

FeoB sugiriendo que FeoA no actúa como una GAP como se propuso previamente (171).  

El gen feoB codifica una proteína transmembrana de  773 aminoácidos y se 

localiza entre el gen feoA y el gen feoC (168). Es probable que FeoB actúe como la 

permeasa a través de la cual el hierro ferroso se transporta al interior de la bacteria. Esta 

proteína está formada por tres dominios: un dominio de proteína G, un dominio 

inhibidor de la disociación de GDP (GDI) y un dominio transmembrana (169). El dominio 

de proteína G y el dominio inhibidor de la disociación de GDP (GDI) se localizan en la 

región hidrófila N-terminal de la proteína mientras que el dominio transmembrana se 
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localiza en la región C-terminal. Para una proteína G que está suministrando energía a un 

sistema, su tasa de hidrólisis es de crucial importancia. Cuanto más rápida sea la 

hidrólisis, más energía proporciona. Si la proteína G está involucrada en la activación o 

desactivación de una ruta, su afinidad hacia diferentes nucleótidos de guanina actúa 

como un interruptor. Cuando el dominio G está unido a una molécula de GTP, la ruta está 

activada, y se inactiva cuando se produce la hidrólisis de GTP a GDP (165, 170, 173). A 

menudo, se requieren proteínas GAP o factores de intercambio de nucleótidos de 

guanina (GEF) para regular la actividad de hidrólisis o la afinidad de las proteínas G. No se 

han identificado proteínas  GAP o GEF para FeoB. Sin embargo, parece que FeoB ha 

evolucionado para poseer un regulador interno, el dominio GDI. El dominio GDI se 

localiza entre el dominio G y el dominio transmembrana  y fue inicialmente identificado 

como un dominio inhibidor de la disociación de GDP. Se vio que este dominio 

interacciona con el dominio G  mejorando la unión de GDP a este mientras que no influye 

en la unión de GTP ni en la actividad enzimática (174). Hung y colaboradores (175) 

descubrieron que el dominio de proteína G de FeoB de E. coli contenía regiones de unión 

al Fe2+. De esta forma el estado funcional de la proteína G podría estar sujeto al control 

por Fe2+ a través de la interferencia en la unión y / o hidrólisis de nucleótidos. El tercer 

dominio de FeoB es el dominio transmembrana formado por 8-10 hélices 

transmembrana localizadas en la membrana citoplasmática. Es el dominio que 

físicamente transporta el hierro ferroso desde el periplasma al citoplasma bacteriano. El 

mecanismo por el cual este dominio controla el paso del hierro es desconocido. Teniendo 

en cuenta estudios estructurales,  se cree que el Fe2+ entra en la célula a través del 

dominio transmembrana mientras que el dominio G informa a la región transmembrana 

del estado energético de la célula a través de movimientos del dominio GDI. 

El gen feoC sigue al feoA y feoB en el operón y se encuentra exclusivamente en ƴ-

proteobacterias. Se observó que FeoC tiene un motivo hélice-bucle-hélice típico  de 

proteínas tipo LysR. Estas proteínas pueden actuar como activadores o represores 

transcripcionales según la localización de este motivo en la proteína. En el caso de FeoC 

se localiza en la zona N-terminal, por lo que se podría clasificar como un represor 

transcripcional. El alineamiento de múltiples proteínas FeoC mostró que posee una 
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región conservada con cuatro cisteínas donde se podrían unir los cluster Fe-S actuando 

así como sensor de hierro. La unión del cluster Fe-S podría resultar en cambios 

conformacionales en la proteína modificando su afinidad por el DNA (176). Se necesitan 

más estudios sobre FeoC para confirmar su papel en el transporte de hierro ferroso (165, 

170). 

Se ha demostrado que el sistema Feo es esencial para la virulencia de muchas 

bacterias no patógenas, como E. coli K12, así como de bacterias patógenas, tales como 

Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae o Porphyromonas gingivalis. 

Ensayos de transporte de hierro en E. coli mostraron que la deleción de feoA 

impedía a la bacteria captar hierro ferroso (167, 168) y que estos mutantes no eran 

capaces de colonizar el intestino de ratones (177). Igualmente, se vio que en la ausencia 

de feoB, H. pylori era incapaz de colonizar la mucosa gástrica de ratón (178). En el caso 

de Vibrio cholerae, la deleción del sistema Feo no afectó a la capacidad de colonización 

de V. cholerae en un modelo murino (179). A pesar de esto, este sistema es importante 

para mantener la homeostasis de hierro en el organismo (180). En otros casos la 

supervivencia de la bacteria es dependiente de más de un sistema de transporte de 

hierro (181-183). La deleción del gen feoB en la cepa de A. baumannii ATCC 17978 redujo 

significativamente la eficacia biológica de esta bacteria durante una infección sistémica 

en ratón. Además, experimentos in vitro mostraron que estos mutantes tenían una 

supervivencia mucho menor en suero humano y dentro de macrófagos, además de ser 

hipersensibles a la muerte por péptidos antimicrobianos (184). 
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II. OBJETIVOS 

A. baumannii ha emergido en los últimos años como un patógeno peligroso 

causante de un gran número de infecciones y  brotes hospitalarios. Esto se debe 

principalmente a su extraordinaria capacidad para adquirir y desarrollar factores de 

resistencia y de virulencia adaptándose a todo tipo de ambientes desfavorables. Por ello, 

se hace necesario el estudio de los diferentes mecanismos que puedan explicar su éxito 

como patógeno. 

La presente tesis doctoral se centró en el estudio y caracterización de dos nuevos 

factores de virulencia de A. baumannii. Los títulos de los tres capítulos que conforman 

este trabajo, así como los objetivos de cada capítulo, son los siguientes: 

Capítulo I. Secuenciación y análisis del genoma de la cepa clínica A. baumannii 

MAR002 hiperproductora de biofilm. 

Objetivo 1. Secuenciar el genoma de la cepa A. baumannii MAR002 

hiperproductora de biofilm. 

Objetivo 2. Analizar la secuencia del genoma de la cepa A. baumannii MAR002. 

Capítulo II. Análisis del papel del gen LH92_11085 en la patogénesis de A. 

baumannii MAR002.  

Objetivo 3. Estudiar las características fenotípicas de la cepa A. baumannii 

MAR002. 

Objetivo 4. Determinar el papel del gen  LH92_11085 en el fenotipo de la cepa A. 

baumannii MAR002. 

Capítulo III. Implicación del gen feoA en la patogénesis de A. baumannii. 

Objetivo 5. Analizar los genes de A. baumannii ATCC 17978 sobreexpresados 

durante un proceso de neumonía en ratón. 
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Objetivo 6. Evaluar el papel del gen feoA sobre el eficacia biológica, la formación 

de biofilm, la adherencia a superficies bióticas y la resistencia al estrés oxidativo de la 

cepa A. baumannii ATCC 17978.  

Objetivo 7. Estudiar la implicación del gen feoA en la virulencia in vivo de la cepa 

A. baumannii ATCC 17978. 
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III. CAPÍTULOS 

Capítulo I. Secuenciación y análisis del genoma de la cepa clínica 

A. baumannii MAR002 hiperproductora de biofilm. 

Resumen 

En los últimos años se han producido grandes avances en las técnicas de 

secuenciación, por lo que se han reducido notablemente los costes y el tiempo 

necesarios para la obtención de genomas bacterianos. Paralelamente a la evolución en 

las técnicas de secuenciación, las mejoras en las herramientas bioinformáticas han 

permitido el análisis de esta cantidad de información. Todo esto ha conducido a la 

descripción de multitud de genomas bacterianos, permitiendo el estudio simultáneo de 

muchos microorganismos de interés. El impacto sobre diversos campos de la biología ha 

sido espectacular. 

En este capítulo se muestra el trabajo de secuenciación del genoma de la cepa 

hiperproductora de biofilm Acinetobacter baumannii MAR002. Dicho trabajo se recoge 

en la publicación Álvarez-Fraga L, López M, Merino M, Rumbo-Feal S, Tomás M, Bou G, 

Poza M. 2015. Draft genome sequence of the biofilm-hyperproducing Acinetobacter 

baumannii clinical strain MAR002. Genome Announc 3(4):e00824-15. 

doi:10.1128/genomeA.00824-15 que se anexa a continuación. 

La cepa A. baumannii MAR002 fue aislada a partir de una herida de un paciente 

en el Hospital del Mar de Barcelona en el año 2010 durante el II Estudio Español de 

Colonizaciones/Infecciones por Acinetobacter baumannii (GEIH/REIPI-Ab2010). Se analizó 

la capacidad de formar biofilm de 172 aislamientos clínicos pertenecientes a este 

estudio. A. baumannii MAR002 destacó por ser capaz de formar 10 veces más biofilm que 

la cepa tipo A. baumannii ATCC 17978. Por esta razón, A. baumannii MAR002 fue 

seleccionada para la secuenciación y análisis de su genoma. 
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La secuenciación del genoma de A. baumannii MAR002 se llevó a cabo usando un 

secuenciador GS Junior (Roche) siguiendo los protocolos estándar de secuenciación 454. 

Se generaron un total de 163,265 lecturas con un tamaño medio de 541.12 pb. El 99.23% 

de estas lecturas fueron ensambladas en 119 contigs que posteriormente se ordenaron y 

unieron hasta formar 2 scaffolds. Las secuencias de estos scaffolds se depositaron en el 

GenBank (códigos de acceso, JRHB01000001 y JRHB01000002). La anotación del genoma 

se realizó utilizando el programa de anotación de genomas procariotas del NCBI. El 

tamaño estimado del genoma resultó ser de 3.72 Mb, mostrando un contenido de G+C 

de 39.09%, un total de 3.300 regiones codificantes, 75 pseudogenes, 60 ARNt, y 6 clusters 

de ARNr.  
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Capítulo II. Análisis del papel del gen LH92_11085 en la 

patogénesis de A. baumannii MAR002.  

Resumen 

En los últimos años, A. baumannii ha adquirido gran importancia en el ámbito de 

la microbiología clínica debido al incremento de las infecciones y brotes hospitalarios 

causados por este microorganismo (16, 17, 185). Estos brotes resultan muy difíciles de 

controlar debido a la gran capacidad que tiene este patógeno para desarrollar 

mecanismos de resistencia a antibióticos  y sobrevivir en condiciones desfavorables.  

La colonización por A. baumannii de mucosas o instrumental médico, como 

pueden ser catéteres o tubos endotraqueales, puede evolucionar hacia la formación de 

biofilm lo que aumenta el riesgo de bacteriemias e infecciones respiratorias graves. 

La capacidad de A. baumannii de adherirse y formar biofilm, tanto en superficies 

bióticas como abióticas, puede explicar parte del éxito que tiene este patógeno dentro 

del ambiente hospitalario, ya que esta forma de vida sésil le permite escapar de la acción 

de los antibióticos y otros agentes antimicrobianos, además de evadir la respuesta 

inmune del huésped. 

En el presente capítulo se describe el trabajo recogido en la publicación Laura 

Álvarez-Fraga, Astrid Pérez, Soraya Rumbo-Feal, María Merino, Juan Andrés Vallejo, 

Emily J. Ohneck, Richard E. Edelmann, Alejandro Beceiro, Juan C. Vázquez-Ucha, Jaione 

Valle, Luis A. Actis, Germán Bou & Margarita Poza (2016) Analysis of the role of the 

LH92_11085 gene of a biofilm hyper-producing Acinetobacter baumannii strain on 

biofilm formation and attachment to eukaryotic cells, Virulence, 7:4, 443-455, DOI: 

10.1080/21505594.2016.1145335 que se anexa a continuación. 

Los estudios fenotípicos de la cepa A. baumannii MAR002 revelaron su 

extraordinaria capacidad de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales humanas. 

Además, los análisis de microscopía electrónica de transmisión mostraron la presencia en 
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la superficie celular de dos tipos de pili. Tras analizar el genoma de esta cepa (Capítulo I), 

se identificó un gen que codificaba la subunidad mayor de un pilus de tipo chaperona-

usher. Dicho gen se encontraba sobreexpresado 25 veces en células sésiles asociadas al 

biofilm en comparación con células libres planctónicas. 

El siguiente objetivo consistió, por tanto, en el estudio del papel de este gen, 

LH92_11085, en la patogénesis de A. baumannii MAR002. 

La deleción de este gen redujo de forma significativa la capacidad de MAR002 de 

formar un biofilm tridimensional y de adherirse a células epiteliales humanas. Además, 

los análisis mediante microscopía electrónica de transmisión del mutante isogénico, 

revelaron la ausencia de uno de los dos tipos de pili que aparecían en la cepa salvaje. 

El papel del gen LH92_11085 en la virulencia de la cepa A. baumannii fue 

analizado a través de experimentos de viabilidad de células epiteliales humanas. Se 

observó que, al delecionar este gen, la virulencia de A. baumannnii MAR002 se reducía 

significativamente. 

Estos resultados indicaron el potencial papel del gen LH92_11085 en la 

patogénesis de A. baumannii MAR002. 
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Material suplementario 

Table S1. Oligonucleotides and probes used in the present work. 

Primer/Probe name Sequence  Use in the present study  

11085UPFw  cccctgcagtgggtatcttgctcctgttcatt  Construction of the Δ11085 

strain  

11085UPRv  ggggaattcccccaagtgcaggtagctatgtt  Construction of the Δ11085 

strain 

11085DOWNFw  ggggaattcccctaaccgtcaaggtgcctgtt  Construction of the Δ11085 

strain 

11085DOWNRv  gggggatccccctgaatatctaactcagcatc  Construction of the Δ11085 

strain 

11085intUPFw  taaccgcaatttcatccgta  Confirmation the deletion of 

the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene 

11085intDOWNRv  ttgcagcctaaagtgaaatc  Confirmation the deletion of 

the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene 

11085Fw  taactgtctggacattaccc  Confirmation the deletion of 

the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene 

11085Rv  ctactggtacgacagctaat  Confirmation the deletion of 

the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene 

pMo130 site2 Fw  attcatgaccgtgctgac  Confirmation the construction 

of the Δ11085 strain  

pMo130 site2 Rv  cttgtctgtaagcggatg  Confirmation the construction 

of the Δ11085 strain  
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11085EcoRVFw cccgatatcgggcaacaatttaatgtaaaaag Cloning the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene into the 

pWH1266 plasmid to 

complement the Δ11085 strain 

11085BamHIRv  gggggatcccccttttaaagggctaactatat  Cloning the LH92_11085 

(LH92_RS10920) gene into the 

pWH1266 plasmid to 

complement the Δ11085 strain  

pWH1266Fw  taggcttggttatgccggta  Confirmation the 

complementation of the 

Δ11085 strain 

pWH1266Rv  aaggagctgactgggttgaa  Confirmation the 

complementation of the 

Δ11085 strain 

LH92_03275RTFw  acagaaacagctccaactgaaa  qRT-PCR  

LH92_03275RTRv  acatttgcagtaatttgtcctaaaga  qRT-PCR  

LH92_03275 Probe  ctctggct  qRT-PCR  

LH92_03820RTFw  ttgcaattgataccgatgct  qRT-PCR  

LH92_03820RTRv  ccccatcgtgacagctaaat  qRT-PCR  

LH92_03820 Probe  tggtggaa  qRT-PCR  

LH92_07655RTFw  gctttgactacaattctgatacttcaa  qRT-PCR  

LH92_07655RTRv  ccaactccgttcgctttagt  qRT-PCR  

LH92_07655 Probe  gctgctga  qRT-PCR  

LH92_07670RTFw  ctgaatattatgcaactggagca  qRT-PCR  

LH92_07670RTRT  tcgtgtatttcacttgtgacgtt  qRT-PCR  

LH92_07670 Probe  cagcaggt  qRT-PCR  

LH92_08970RTFw  agttctggattcaccacagttg  qRT-PCR  

LH92_08970RTRv  cacttggtcgaacaacgaca  qRT-PCR  

LH92_08970 Probe  tggctgtg  qRT-PCR  

LH92_08985RTFw  ttgtagggattgcgaatgct  qRT-PCR  

LH92_08985RTRv  cacaagttttgtctgtaactaaaccat  qRT-PCR  
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LH92_08985 Probe  gctgctga  qRT-PCR  

LH92_11070RTFw  ccacaggaggtgtaaccaatg  qRT-PCR  

LH92_11070RTRv  ggcgctacctgtaccagttt  qRT-PCR  

LH92_11070 Probe  aggtggag  qRT-PCR  

LH92_11075RTFw caccctcatagccaaccact qRT-PCR 

LH92_11075RTRv taccggggtatagcgttcaa qRT-PCR 

LH92_11075 Probe  tgctgtcc qRT-PCR 

LH92_11080RTFw aatcgcatctttattcactacgaa qRT-PCR 

LH92_11080RTRv ccgcaaagttagtcaaggtgt qRT-PCR 

LH92_11080 Probe  tgatgagc qRT-PCR 

LH92_11085RTFw  tgttacacaacaccctaattgga  qRT-PCR  

LH92_11085RTRv  ggctggtaatgtagacgcagacc  qRT-PCR  

LH92_11085 Probe  accaccag  qRT-PCR  

LH92_16105RTFw  ccaaagctttagttgttggtca  qRT-PCR  

LH92_16105RTRv  aagctccgtccataccatga  qRT-PCR  

LH92_16105 Probe  cagctccc  qRT-PCR  

LH92_16175RTFw  gggggattgcctgactctac  qRT-PCR  

LH92_16175RTRv  caagcccattgaatttgagc  qRT-PCR  

LH92_16175 Probe  ctccacca  qRT-PCR  

A1S_2091RTFw  ggctggtaatgtagacgcaga  qRT-PCR  

A1S_2091RTRv  tgttacacaacaccctaattgga  qRT-PCR  

A1S_2091 Probe  accaccag  qRT-PCR  

gyrBRTFw  tctctagtcaggaagtgggtacatt  qRT-PCR  

gyrBRTRv  ggttatattcttcacggccaat  qRT-PCR  

gyrB Probe  tggctgtg  qRT-PCR  

LH92_11065-

11070Fw 

ccactttactgagcaaagg Characterization of the operon 

LH92_11065-

11070Rv 

ttcaggtggagtctcaaaaa Characterization of the operon 

LH92_11070-

11075Fw 

caagtaattgttcctgaaag Characterization of the operon 
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LH92_11070-

11075Rv 

tgttgtaggttatcgccaa Characterization of the operon 

LH92_11075-

11080Fw 

atcttgtcttacggctact Characterization of the operon 

LH92_11075-

11080Rv 

gataatagtcaaaaaaccac Characterization of the operon 

LH92_11080-

11085Fw 

ctgtaaatcggtactttcat Characterization of the operon 

LH92_11080-

11085Rv 

ccatggactttatcatttga Characterization of the operon 

LH92_11085-

11090Fw 

accagtagctgaggtattc Characterization of the operon 

LH92_11085-

11090Rv 

agtatgctgagcgtttaataa Characterization of the operon 

GyrBFw taaacttggctgtagtcttt Characterization of the operon 

GyrBRv gcacattcgtacattgttat Characterization of the operon 
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Capítulo III. Implicación del gen feoA en la patogénesis de A. 

baumannii. 

Resumen 

El hierro libre es un nutriente muy limitado dentro de los huéspedes ya que el 

80% del hierro se encuentra formando parte del grupo hemo y el que queda libre no es 

suficiente para suplir los requerimientos de las bacterias (148). Un suministro 

suficiente de este metal está relacionado con la proliferación, virulencia y persistencia 

del patógeno (150). Debido a esto, los sistemas de captación de hierro son importantes 

factores de virulencia de muchos microorganismos.  

En el presente capítulo se describe el trabajo recogido en la publicación 

Álvarez-Fraga L, Vázquez-Ucha JC, Martínez-Guitián M, Vallejo JA, Bou G, Beceiro A & 

Poza M (2018) Pneumonia infection in mice reveals the involvement of the feoA gene 

in the pathogenesis of Acinetobacter baumannii, Virulence, DOI: 

10.1080/21505594.2017.1420451 que se anexa a continuación. 

Para identificar los genes implicados en el desarrollo de un proceso de 

neumonía, se obtuvieron los perfiles de expresión génica de la cepa de A. baumannii 

ATCC 17978 causando neumonía de ratón y se compararon con los perfiles de 

expresión génica de bacterias  cultivadas en un matraz con medio de cultivo en el 

laboratorio. 

El resultado de la transcriptómica comparativa reveló un conjunto de genes 

diferencialmente expresados. Entre ellos, destacó el gen A1S_0242 (feoA) por 

encontrarse sobreexpresado 2.67 veces más durante el proceso de neumonía en 

comparación las bacterias cultivadas en matraz. Este gen resultó formar parte de un 

operón policistrónico que codificaba un sistema de captación de hierro denominado 

sistema Feo. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%81lvarez-Fraga%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A1zquez-Ucha%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Guiti%C3%A1n%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vallejo%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bou%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beceiro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poza%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29334313
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El siguiente objetivo consistió en el estudio de la implicación del gen feoA en el 

fenotipo de la cepa A. baumannii ATCC 17978 y, en particular, de su papel en 

virulencia. 

La deleción del gen feoA del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 

originó un incremento de la susceptibilidad de esta bacteria al estrés oxidativo y un 

descenso de la capacidad de formación de biofilm, de la adherencia a células 

epiteliales humanas y de la eficacia biológica. 

Para investigar el papel del gen feoA durante una infección in vivo, se realizaron 

experimentos de modelos animales de infección en Galleria mellonella y neumonía en 

ratón. Ambos modelos mostraron que la virulencia del mutante isogénico ∆0242 

estaba significativamente atenuada comparada con la cepa ATCC 17978 salvaje. 

Los datos presentados en este trabajo mostraron que el gen A1S_0242 (feoA) 

de la cepa A. baumannii ATCC 17978 juega un papel importante en la capacidad de 

formación de biofilm, la adherencia a células epiteliales humanas, la eficacia biológica 

y, sobre, todo en la virulencia. 
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Pneumonia infection in mice reveals the involvement of the feoA gene in the 
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ABSTRACT 

Acinetobacter baumannii has emerged in the last decade as an important 

nosocomial pathogen. To identify genes involved in the course of a pneumonia 

infection, gene expression profiles were obtained from A. baumannii ATCC 17978 

grown in mouse infected lungs and in culture medium. Gene expression analysis 

allowed us to determine a gene, the A1S_0242 gene (feoA), over-expressed during the 

pneumonia infection. In the present work, we evaluate the role of this gene, involved 

in iron uptake. The inactivation of the A1S_0242 gene resulted in an increase 

susceptibility to oxidative stress and a decrease in biofilm formation, in adherence to 

A549 cells and in fitness. In addition, infection of G. mellonella and pneumonia in mice 

showed that the virulence of the ∆0242 mutant was significantly attenuated. Data 

presented in this work indicated that the A1S_0242 gene from A. baumannii ATCC 

17978 strain plays a role in fitness, adhesion, biofilm formation, growth, and, 

definitively, in virulence. Taken together, these observations show the implication of 

the feoA gene plays in the pathogenesis of A. baumannii and highlight its value as a 

potential therapeutic target. 

 

 



Capítulos 

 

101 

INTRODUCTION 

Acinetobacter baumannii is a Gram negative, non-fermentative, and non-

flagellated bacillus. Although it is a normal inhabitant of human skin, intestinal tract and 

respiratory system, it is currently considered one of the most dangerous opportunistic 

pathogens. Recently, the World Health Organization included A. baumannii in a list of the 

most important antibiotic resistant pathogens 1. This bacterium exhibits an excellent 

ability to develop antibiotic resistance which often results in strains resistant to several 

antimicrobial families 2, 3. Carbapenems are broadly used to treat A. baumannii 

multiresistant strains; however, resistance to these antimicrobials increased dangerously 

in the last decade 4. Similarly, an increment of resistance rates is emerging in the case of 

last resort antimicrobials such as colistin 5 or tigecycline 6. Resistance to these 

antimicrobials has also appeared which lead us to the urgent need to design and 

evaluate new antimicrobial therapies. In the last decades, the number of hospital 

outbreaks caused by A. baumannii has increased noticeably, partly due to its multidrug 

resistance profile 2, 7-10. Although the clinical importance of A. baumannii infections has 

increased, the pathogenicity of this microorganism is sparsely understood. Clinical A. 

baumannii strains exhibit remarkably variations in virulence-associated phenotypes such 

as motility, adherence, biofilm formation, invasion, iron uptake or cell capsule 

development among others 11, 12. Some studies have shown that Acinetobacter species 

may reach the human skin and mucosal membranes and then colonize and persist on the 

host several weeks 13. Bacterial adherence constitutes an essential step in the 

colonization process. The ability of the AbH12O-A2 strain, which caused the largest 

outbreak of A. baumannii known worldwide 14-19, to adhere to human cells was one of 

the main factors involved in its persistence 14. After adhesion, bacteria may form biofilms 

that are involved in the persistence of this pathogen in the hospital environment. Some 

components, such as the staphylococcal biofilm-associated protein (Bap), the 

CsuA/BABCDE usher-chaperone system or the poly-beta-1-6-N-acetylglucosamine have 

been described as involved in the A. baumannii biofilm formation and adherence 

phenotypes 20-24. The outer membrane protein OmpA plays a role in biofilm formation on 
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abiotic surfaces and has been shown to promote the adherence to eukaryotic host and 

invasion 25.  

Iron is essential for growth in most bacteria due to its redox activity and its role in 

many vital metabolic reactions, being a cofactor for many bacterial enzymes. Therefore, 

iron is necessary for bacteria to infect and multiply in tissues and body fluids of the host, 

playing a relevant role in pathogenesis 26. Under in vivo conditions, iron is not readily 

available due to cells uptake or sequestration by proteins such as transferrin or 

lactoferrin, which are components of the innate immunity system that provide defense 

against pathogens 27, 28. Bacteria encode multiple iron uptake pathways, which provide 

specificities and affinities for various forms of environmental or host iron. Under iron-

limited conditions many invading bacteria respond by producing specific iron chelators, 

such as siderophores, that remove the iron from the host sources 29-31. In addition, many 

bacteria, such as Escherichia coli, Shigella flexneri, Helicobacter pylori, Campylobacter 

jejuni or Legionella pneumophila, take up soluble ferrous iron via the Feo system 32-40, 

which is proposed to be the major ferrous iron transport system known in prokaryotes 41. 

The Feo system was first identified in E. coli 42, 43 and it is encoded by the feoABC operon. 

FeoB, a bacterial ferrous iron transporter, is composed of a hydrophilic cytoplasmic 

domain and an integral membrane domain 44, 45. The C-terminal membrane domain of 

FeoB is responsible for the formation of a pore in the membrane and the N-terminal 

contains a GTP-binding domain that regulates the transport activity. The roles of feoA 

and feoC remain unknown although feoC is predicted to encode for a transcriptional 

repressor of feoAB 32, 43, 45. In pathogenic bacteria such as E. coli, H. pylori or L. 

pneumophila, mutations in the feoB gene have been shown to cause deficiency in ferrous 

iron uptake and virulence 26, 33, 37-39, including assays emulating conditions encountered 

during infection of a mammalian host 46. High-throughput sequencing technologies 

demonstrated the presence of the Feo system in 50 clinical strains of A. baumannii 47.  

In the present work, we identified a gene over-expressed during the course of the 

lung infection of A. baumannii in mice, the A1S_0242 gene (feoA). We evaluated the role 

of this gene in fitness, biofilm production, attachment to biotic surfaces, resistance to 
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oxidative stress, and, finally, in the pathogenesis of A. baumannii using Galleria 

mellonella and murine pneumonia models. 

 

RESULTS  

Genetic context of the feoA gene  

Transcriptomic analysis revealed a collection of genes differentially expressed in 

the A. baumannii lung infection model. Raw data have been deposited in the GEO 

database under the accession code GSE100552. Between them, the A1S_0242 (feoA) 

gene was over-expressed in bacteria over the course of the lung infection compared to 

bacteria grown in LB media, as shown by Illumina (2.67-fold more +/- 0.75) and qRT-PCR 

(6.34-fold more +/- 2.03) analysis.  

The genetic context of this gene was studied. The feoA gene, previously 

annotated in the ATCC 17978 genome (CP018664.1) as a putative ferrous iron 

transporter protein A containing a feoA domain, was found as part of a single operon 

comprising genes A1S_0242, A1S_0243 and A1S_0244, as assessed by RNA reverse 

transcription (Figure 1). The A1S_0243 gene was annotated in the ATCC 17978 genome 

(CP018664.1) as a ferrous transport protein B harboring a feoB domain. The A1S_0244 

gene was found as a hypothetical protein, with no conserved domains. Real time RT-PCR 

assays confirmed that both A1S_0243 and A1S_0244 surrounding genes were over-

expressed during the lung infection (1.95-fold more +/- 0.36 and 2.78-fold more +/- 0.96, 

respectively) compared with genes from bacteria grown in LB-flasks.  

Moreover, two homologues to the A1S_0242 gene were found in the A. 

baumannii ATCC 17978 genome (CP018664.1). These genes were A1S_3850 and 

A1S_0652 that showed 53% and 54% of identity with the feoA gene, respectively. The 

A1S_3850 gene, previously annotated in the ATCC 17978 genome as a hypothetical 

protein, is part of a single operon comprising genes A1S_2929, A1S_3850 and A1S_2930 

(data not shown). The A1S_2929 and the A1S_2930 genes were annotated as a putative 
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cation efflux system protein and a putative ferrous iron transport protein B containing a 

feoB domain, respectively. The A1S_0652 gene was annotated as a putative ferrous iron 

transport protein A containing a feoA domain followed by the A1S_0653 gene encoding a 

putative ferrous iron transport protein B. Deeper bioinformatic analysis revealed that the 

A1S_0652 gene was located in the plasmid pAB3 (GenBank accession number CP012005) 

of the A. baumannii ATCC 17978-mff strain (CP012004.1) while the A1S_3850 was found 

in the chromosome.  

All the publicly available complete genomes of A. baumannii were analyzed in 

order to find the A1S_0242 and the A1S_3850 genes. The A1S_0242 gene was found in 

the 100 % of the 76 A. baumannii complete genomes analyzed, while the A1S_3850 gene 

was located in the 14.5 % of them. Similarly, in species such as A. pittii, A. nosocomialis, 

A. soli or A. calcoaceticus, the A1S_3850 gene was occasionally found while the 

A1S_0242 gene was present in all the analyzed genomes.  

The discovery of these two A1S_0242 homologues induced us to investigate 

possible interactions between those three genes, being the A1S_0242 gene the main 

objective of our work. Gene knockout mutants of the ATCC 17978 strain lacking the 

A1S_0242 and A1S_3850 genes were constructed in order to analyze their interaction. 

Therefore, the isogenic mutant derivatives Δ0242 and Δ3850 strains as well as the double 

mutant Δ0242/Δ3850 strain were obtained. Due to the plasmid location of the A1S_0652 

gene, it was not possible to perform a knockout mutant lacking this gene.  

The complementation of the A1S_0242 gene with the parental allele (∆0242 

complemented) was performed through the over-expression of the gene cloned into the 

pWH1266-Km vector. Data from qRT-PCR analysis revealed that indeed the A1S_0242 

was highly over-expressed under the control of the tetracycline promoter compared to 

its expression in the wild type gene (Table S1). As expected, the Δ0242 strain, as well as 

the Δ0242 strain harboring the empty pWH1266-Km vector (Δ0242 + pWH1266-Km), 

revealed no expression of the A1S_0242 gene. Table S1 also shows that there is no 

expression of the A1S_3850 gene in the Δ3850 strain and the over-expression of the 

A1S_3850 gene from the plasmid was confirmed.   
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Also qRT-PCR analyses were performed in order to investigate the effects of the 

lack of the A1S_0242 gene on the expression of its homologue genes. Data revealed that 

when the A1S_0242 gene was absent, the A1S_3850 and the A1S_0652 genes 

maintained their expression levels (Table 1). Also, the deletion of the A1S_3850 did not 

vary the expression of the A1S_0242 gene whereas the expression of the A1S_0652 gene 

increased. In addition, the deletion of both A1S_0242 and A1S_3850 genes revealed a 

minimal increase in the A1S_0652 expression level, due to the effect of the A1S_3850 

gene.  

Next, the abilities of the Δ0242 strain and its isogenic derivative mutants were 

tested under in vitro and in vivo conditions to confirm the role of this gene in fitness and 

virulence. The A1S_3850 mutants were also included in some assays in order to discard 

its relevance in the pathogenesis of the ATCC 17978 strain.  

 

Effects of the feoA gene deletion and vector loading on fitness 

To determine whether the deletion of genes A1S_0242 and A1S_Δ3850 affect the 

bacterial growth rate, growth curve rates were measured in iron-sufficient and iron-

restricted media. Determination of the growth rate constant (μ) gives a measure of 

fitness or replication ability 48. The growth rates of the Δ0242 mutant did not show 

significant differences compared to the wild type strain in presence of iron (Figure 2). 

However, when the metal chelator 2,2´-bipyridil (BIP) was added to the medium, the 

mean generation of the Δ0242 mutant was higher (65 min, µ=0.0105 +/- 0.0003) with 

respect to the ATCC 17978 strain (45 min, μ= 0.015 +/- 0.0012), showing significant 

differences in fitness (p > 0.05). In contrast, the deletion of A1S_Δ3850 did not show 

inhibition of growth compared with the ATCC 17978 parental strain. In agreement with 

these results, the double mutant Δ0242/Δ3850 showed a growth rate similar to the 

single mutant Δ0242 in BIP presence (Figure 2).  

Studies of bacterial growth performed with the ATCC 17978 derivative strains 

carrying the pWH1266-Km vector showed that this plasmid load represents a very 
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relevant biological cost, as shown in Figure S1. These means that all the strains carrying 

the pWH1266-Km vector showed a significantly lower fitness than the wild type strain. 

For this reason, complemented strains were not included in assays where the growth 

rate was limiting. 

 

The feoA gene deletion reduces biofilm formation and attachment to eukaryotic cells 

abilities 

The biofilm formation ability was evaluated and the ∆0242 mutant derivative 

strain showed a significant decrease (ca. 2.15-fold less, p = 0.0034) with respect to the 

ATCC 17978 parental strain (Figure 3). Complementation of the strain with the parental 

allele partially restored the biofilm formation phenotype. Deletion of the A1S_3850 

revealed no significant differences in biofilm formation with respect to the wild type 

strain. Biofilm formation was similar for the single ∆0242 and the double mutant 

Δ0242/Δ3850 strains. 

As shown in Figure 4, the inactivation of the A1S_0242 gene led to a reduction in 

the ability of the A. baumannii strain ATCC 17978 to adhere to human alveolar epithelial 

cells A549 (ca. 4-fold, P value < 0.0001). In this case, the fitness of the strains was a 

limiting factor as can be seen in Figure S2, the wild type strain harboring the plasmid 

(ATCC 17978 + pWH1266-Km) showed an important decrease in biofilm formation ability, 

compared with the wild type strain (ATCC 17978). The complemented strain (∆0242 

complemented) partially restored the wild type phenotype loading plasmid (ATCC 17978 

+ pWH1266-Km), as reflected in Figure S2. As shown in Figure S1, all strains harboring the 

pWH1266-Km vector resulted in an increase in the lag time and in a lower optical density 

at the end of growth curve analysis, which indicates a fitness decrease caused by the 

plasmid metabolic load. Besides, the Δ3850 strain showed no significant differences with 

respect to the wild type and the double mutant strain showed similar attachment 

abilities as the ∆0242 strain (Figure 4). No invasiveness was detected at 24 h in all cases 

(data not shown).  
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Effects of the feoA gene inactivation on susceptibility to oxidative stress  

When strains were subjected to reaction oxygen species (ROS) by the addition of 

paraquat in the presence of 100 µM of the iron chelator 2,2´-bypiridyl (BIP), the ∆0242 

mutant strain showed a MIC to paraquat of 8 mg/L, while the wild type strain ATCC 

17978 showed a value of 32 mg/L, which indicates a significant increase in susceptibility 

to oxidative stress of the  mutant strain with respect to the wild type strain (Table 3). No 

differences were found in the susceptibility to paraquat between the Δ0242 mutant and 

the Δ0242/Δ3850 double mutant (MIC of 8 mg/L). In concordance, the Δ3850 mutant 

neither showed significant differences with respect to the wild type strain (MIC of 32 

mg/L). A slightly higher susceptibility to paraquat in the Δ0242 mutant was also observed 

in the medium without limitation of metal availability. Besides, when the strains carried 

the plasmid pHW1266-Km, the susceptibility to paraquat increased in all cases, due to 

the fitness loss as explained above (Figure S1). In Table 3 it can be observed that, even 

taking into account this global increased of susceptibility to paraquat in strains carrying 

the plasmid, the phenotype of higher susceptibility to oxidative stress in the presence of 

BIP of the Δ0242 mutant strain carrying the plasmid (∆0242+pWH1266-Km, MIC of 1 

mg/L) was restored in the complemented strain, this showing the same MIC to paraquat 

as the wild type strain carrying the pWH1266-Km vector (MIC of 4 mg/L). 

 

The feoA gene is involved in virulence  

In order to explore the role of the feoA gene during the course of the in vivo 

infection, experimental animal models were performed in G. mellonella and mice.  

The A. baumannii ATCC 17978 and the Δ0242, Δ3850 and Δ0242/Δ3850 derivative 

mutant strains were tested in the G. mellonella infection model. The survival assays 

(Figure 5) showed that the Δ0242 and Δ0242/Δ3850 mutant strains were significantly 
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affected in their ability to infect and kill the caterpillars compared with the wild type 

strain (p < 0.05).  

These results were in agreement with the mortality rates of G. mellonella infected 

with different inocula of the A. baumannii strains (Table 4). Briefly, lethal doses (LD) of 

the ATCC 17978 strain were similar to those showed by the mutant Δ3850. Besides, the 

lethal doses of the mutant Δ0242 were similar to those found in the Δ0242/Δ3850 

mutant strain. The inactivation of the gene A1S_3850 did not affected the virulence 

ability of the ATCC 17978 strain using this G. mellonella infection model. The LD50 of the 

ATCC 17978 strain and the Δ3850 mutant was approximately 5-fold lower than that of 

the Δ0242 and Δ0242/Δ3850 mutant strains at 24 h, and 3.5-fold lower at 144 h. The 

LD100 of the ATCC 17978 strain and the Δ3850 mutant was approximately 4-fold lower 

than that of the Δ0242 and Δ0242/Δ3850 mutant strains at 24 h, and 3-fold lower at 144 

h. 

The virulence of the ATCC 17978 and Δ0242 strains was also assessed using a 

murine pneumonia model by measuring survival time of infected mice. Two groups of 10 

mice were intratracheally infected with 5.5 x 107 CFUs/mouse, which means a LD90 of the 

wild type strain. However, the same dose of the ∆0242 mutant derivative strain 

produced only 30 % of mortality (Figure 6A). Thus, a significant decrease in virulence 

using a mouse pneumonia model was observed when the gene A1S_0242 was deleted (p 

< 0.01).  

A second model was also performed using an experimental pneumonia model in 

mice in order to determine the bacterial load in lungs and the frequency of sterile blood 

cultures (Table 5 and Figure 6B). Data revealed that, in groups inoculated with the ATCC 

17978 strain, the bacterial load was approximately 1 log higher than in mice inoculated 

with the Δ0242 mutant strain (p < 0.01). Besides, the frequency of sterile blood cultures 

increased up to 75% in the group inoculated with the Δ0242 mutant strain compared 

with the mice inoculated with the ATCC 17978 strain (8.4%),  (p < 0.01). Similarly, the 

survival time was significantly higher in the group of mice inoculated with the ∆0242 

mutant strain than in the mice harboring the wild type strain (p < 0.01).  
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DISCUSSION 

The success of lung infection partly depends on the ability of bacteria to acquire 

iron, a cofactor needed for many enzymatic reactions. Iron is essential for vital functions 

of bacteria and its presence in the host environment is restricted. This iron restriction 

constitutes an immune defense mechanism. A. baumannii is able to grow under iron-

limiting conditions such as those occurred during human infection, however there is 

scarce information about the iron uptake of this microorganism during the course of the 

infection. Different studies showed that A. baumannii produces siderophores 49 such as 

the iron chelating agent acinetobactin 18, 31, 47, the fimsbactin A-F 29 or the baumanoferrin 

A and B 30 which are required for virulence. In addition, some outer membrane proteins 

such as OprD and OmpW have been related to iron uptake in A. baumannii 50, 51. 

Recently, a study concerning the gene expression profile of A. baumannii revealed that 

most of the genes hyper-expressed during bacteremia were those involved in iron 

transport and uptake 52.  

At neutral pH and aerobic conditions, the ferric iron Fe3+ is insoluble. At this point, 

bacteria depend on siderophores for the iron uptake, such as acinetobactin, pyoverdin or 

enterobactin, previously described in A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli, 

respectively 53 54, as well as additional molecules with Fe-chelating ability, such as citrate 

in P. aeruginosa 55. In contrast, in anaerobic conditions, ferrous iron Fe2+ is abundant and 

is captured through uptake systems 56, such as the Feo system. However, a relevant link 

exists between the Feo system and the citrate-mediated Fe3+ acquisition of P. 

aeruginosa. The ferric iron Fe3+ chelated by citrate must be reduced to Fe2+ prior to its 

transport into the cytosol by the membrane transporter FeoB. A ferric citrate-specific 

cytoplasmic membrane transport component is absent in P. aeruginosa 57, 58. Similar 

cooperation between the FeoB transporter and the citrate-promoted Fe acquisition has 

been suggested in other species, such as H. pylori 37 and Leptospira biflexa 59. Genes 

encoding for the baumanoferrin biosynthetic gene cluster found in A. baumannii 30 

showed to be homologous to components of the acinetoferrin system, a citrate-based 
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siderophore described in A. haemolyticus 60. However, similar relationships between 

these siderophores and the Feo system are yet unknown. 

Transcriptome analysis of A. baumannii ATCC 17978 strain, using RNA isolated 

from BAL of the infected lungs as starting material, revealed that the A1S_0242 gene (a 

ferrous iron transporter protein A) was over-expressed during the course of the 

pneumonia infection. Further analysis of the genome revealed the presence of other two 

genes (A1S_3850 and A1S_0652) homologues to A1S_0242, both harboring a feoA 

domain. This motivated us to study the genetic context of those genes. Informatic 

analyses revealed the presence of the A1S_0242 gene in all the complete A. baumannii 

genomes while the A1S_3850 and the A1S_0652 genes were rarely found.   

The Feo systems found in A. baumannii ATCC 17978 contain in all cases genes 

similar to the previously described feoA and feoB genes but lacks the feoC gene found in 

other species. More functional studies related to the A1S_0244 could explain if this gene 

could act as a feoAB repressor in A. baumannii. The presence of these three genes 

containing a feoA domain in the strain ATCC17978 triggered us to study the function of 

the A1S_0242 (feoA) and its interaction with the other two homologue genes (A1S_3850 

y A1S_0652). Real time procedures revealed that the lack of A1S_0242 does not vary 

A1S_0652 and A1S_3850 expression while deletion of A1S_3850 increased the A1S_0652 

expression.  

In a previous work 61, transcriptional profiles indicated that the A1S_0242 and the 

A1S_3850 genes expression remained unaltered in biofilm-associated cells when 

compared to the planktonic cells, while the A1S_0652 gene increased. However, when 

the transcriptional profile of A. baumannii was determined during bacteremia 52, it was 

recovered that the expression of A1S_0650 and A1S_3850 genes remained unaltered 

whereas the expression of the A1S_0242 gene increased. Moreover, Eijkelkamp et al. 62 

studied the transcriptional profiles of the genes of A. baumannii under iron limiting 

conditions. In this case, it was found that the A1S_0242 and A1S_0652 genes were up-

regulated under iron limiting conditions while the A1S_3850 gene did not showed any 

different expression profile.    
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In this study we report many evidences of the implication of the A1S_0242 gene 

(feoA) in fitness and virulence of A. baumannii ATCC 17978. The importance of the feoA 

gene was first evidenced in fitness. The Δ0242 mutant showed a lower growth rate than 

the wild-type strain in iron-limited conditions. In contrast the mutants Δ3850 and 

Δ0242/Δ3850 did not decreased in growth rates compared with the parental and Δ0242 

strains, respectively, thus minimizing the relevance of the A1S_3850 gene present in the 

ATCC 17978 strain.  

Significant differences were also found in biofilm production or cellular 

attachment. The deletion of feoA demonstrated that this gene was involved is those 

mechanisms used by A. baumannii to colonize and infect the host organs while deletion 

of the homologue gene A1S_3850 did not show any changes. In agreement with previous 

results, the mutant Δ0242 showed a higher susceptibility to oxidative stress than the 

wild-type strain. Superoxide dismutase plays a key role in metabolizing O2-, avoiding 

reactions that can cause damage and the formation of reactive oxygen species. This 

enzyme frequently uses Fe as metal cofactor to catalyze the detoxification of superoxide 

63. Therefore, the Δ0242 mutant strain was more susceptible to the oxidative stress 

induced by paraquat probably due to decreased superoxide dismutase activity. The 

Δ3850 and the double mutant Δ0242/Δ3850 did not showed any effect on biofilm 

production, cellular attachment or oxidative stress, which once more highlights the 

important role of the A1S_0242 gene in pathogenesis and indicates the irrelevant role of 

the A1S_3850 gene in these processes.  

Fitness is usually defined as the capacity for survival and reproduction in a 

particular environment 64, and virulence is defined as the degree of pathogenicity (ability 

of an agent to cause disease). Most pathogens use of a combination of two properties to 

cause disease: (i) toxicity, the degree to which a substance causes harm, and (ii) 

invasiveness, the ability to penetrate into the host and spread 48, 65. In the present study 

we have proved that fitness is reduced when the feoA gene (A1S_0242) is inactivated 

under iron-limited conditions. Additionally, virulence decreased as judged by the reduced 

ability of the mutant Δ0242 strain to attach to alveolar cells and the increased 

susceptibility to oxidative stress, which is one of the main antibacterial mechanisms 
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during phagocytosis 66, being all these processes implicated in the pathogenicity of A. 

baumannii. Data indicated that the increase of survival and lethal doses obtained in the 

in vivo models with the Δ0242 mutant strain is probably due to a double effect or 

synergy between the fitness lost and the decrease of virulence, caused by a reduced 

ability to arrest iron from the environment. 

Moreover, complementation experiments were performed in order to better 

demonstrate the role of feoA in virulence. Since the load of the pWH1266-Km vector 

decreases fitness (see Figure S1) not all assays could be performed with the 

complemented mutants. Accordingly, those assays in which fitness does not play a 

relevant role, such as biofilm production, were performed including the complemented 

strains. These assays clearly demonstrated that the complementation is possible and 

indeed restored the original phenotype. However, those assays where fitness is a limiting 

factor, such as the in vivo assays in animal models, were carried out without the 

complemented strains. 

In a recent screening of genes involved in bacterial survival of A. baumannii using 

a mouse model of bloodstream infection, from a transposon mutant library comprising 

more than 100,000 mutants, 89 were selected for further studies 46. Between them, two 

genes belonged to iron uptake systems, the fepA and the feoB genes, supporting the role 

of these systems in the A. baumannii pathogenesis 46. However, no in vivo assays were 

performed on the study to confirm the results. In the present study, the implication of 

FeoA in the pathogenesis of A. baumannii was also evidenced using experimental in vivo 

infections that imply the host response. In the first model, previously validated to study 

A. baumannii infections in iron-defective conditions 18, 67, caterpillars of G. mellonella 

were infected with the wild-type and mutant strains. Data indicated an impaired in 

virulence showing a lower capacity to persists and kill the caterpillars in the case of the 

Δ0242 strain but not in the case of the Δ3850 strain, which shows again the lack of 

implication of the A1S_3850 in pathogenesis. Similarly, in the pneumonia models of 

infection in mice, the mutant Δ2042 strain with reduced iron transport functions was less 

virulent than the wild-type strain. Both assays with invertebrate and vertebrate hosts 

reflected similar effects. Taken together these observations indicate that the feoA gene 
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of A. baumannii is essential for the full virulence of this microorganism. However, 

virulence of A. baumannii, using the animal models here presented, was not entirely 

inhibited, suggesting that other iron transport systems previously described such as fepA, 

acinetobactin, baumanoferrin or fimsbactin 29, 30, 46, 47 are present in the ATCC 17978 

strain and should be active when the Feo system is abolished.  

In summary, data indicated that the A1S_0242 gene (feoA) from A. baumannii 

ATCC 17978 strain, which is involved in iron uptake and that was found as over-

expressed during the course of a pneumonia infection, plays a role in adhesion, biofilm 

formation and resistance to oxidative stress. Definitively, in the present study we 

demonstrated that the FeoA protein is needed for the full virulence phenotype of the 

strain ATCC 17978 of A. baumannii and that the FeoA-mediated acquisition of iron is 

essential for the A. baumannii pathogenesis.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Bacterial strains  

A. baumannii ATCC 17978 and its derivative strains and E. coli listed in Table 2 

were routinely grown or maintained in Luria-Bertani (LB) or Mueller-Hinton (MH) media  

with 20 % agar added for plates for general purposes. All strains were grown at 37 °C and 

stored at -80 °C in LB broth containing 10 % glycerol. When appropriate, cultures were 

supplemented with kanamycin (Km) at a final concentration of 50 μg/mL (Sigma-Aldrich, 

#K1377).   

 

Bacterial RNA extraction from murine pneumonia infection  

An experimental pneumonia model was used to describe the transcriptome of the 

ATCC 17978 strain during the course of the infection. BALB/c 9- to 11-week old male 

mice weighing 25 to 30 g were intratracheally inoculated with approximately 5.5 x 107 
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CFUs/mouse of exponentially grown cells of the ATCC 17978 strain into mice. The 

number of bacteria present in the inoculum was checked by plate counting in LB agar 

plates. Briefly, mice anesthetized with an oral suspension of sevoflurane (Zoetis, #NADA 

141-103) were suspended by their incisors on a board in a semi-vertical position. The 

efficacy of the intratracheal inoculation was confirmed by using an endoscope on the oral 

cavity. The trachea was accessed using a blunt-tipped needle for the inoculation of a 40-

μL bacterial suspension made in sterile saline solution and 10 % porcine mucin (wt/vol) 

(Sigma) mixed at a 1:1 ratio. A solution of ketamine (500 µg/mouse) (Pfizer, 

#47639/24/15) and medetomidine (15 µg/mouse) (Domtor, #933ESP) was immediately 

intraperitoneally injected after inoculation in order to keep the mice at least 20 min in a 

30° inclined position. Dead mice in the first 4 h after inoculation were not included in the 

final analyses. Mice were euthanized with an overdose of thiopental sodium (Sandoz, 

NDC0781-6160-43) 20 h after inoculation. Then, a bronchoalveolar lavage (BAL) was 

performed to obtained bacteria suitable for RNA extraction (in vivo samples). All mice 

were maintained in the specific pathogen-free facility at the Technology Training Center 

of the Hospital of A Coruña (CHUAC, Spain). All experiments were done with the approval 

of and in accordance with regulatory guidelines and standards set by the Animal Ethics 

Committee (CHUAC, Spain, project code P82), in accordance with the Helsinki Declaration 

of 1975. RNA extracted from bacteria grown in LB-flasks (OD600= 1.0) at 37ºC and 180 

rpm was used as experimental control (in vitro samples). Total RNA was immediately 

extracted from both samples using the RNeasy Mini Kit (Qiagen #74104), treated with 

DNAse I (Invitrogen, # 18068015) and purified with RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, 

#74204). Final concentrations and purity grades of the samples were determined using a 

BioDrop μLITE (Isogen Life Science) and a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Inc.).   

 

Deep sequencing procedures 

To characterize the complete transcriptomes of the studied samples, mRNA 

libraries from in vivo and in vitro samples obtained as explained above were prepared 

following the Truseq RNA sample preparation protocols from Illumina Inc. at CIC 
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bioGUNE’s genome analysis platform (Derio, Spain). Three biological replicates were 

studied for each sample. 

 

Read processing and comparisons of gene expression profiles 

Fifty nucleotide reads from each mRNA library were obtained using HiScanSQ 

(Illumina Inc., CIC bioGUNE, Bilbao, Spain). Short reads were aligned against the complete 

genome of A. baumannii ATCC 17978 and plasmids pAB1 and pAB2 (GenBank accession 

codes: NC_009085.1, NC_009083.1 and NC_009084.1, respectively). The genetic profiles 

comparison was done at CIC bioGUNE’s genome analysis platform (Derio, Spain).  Raw 

data were deposited in the GEO database under the accession code GSE100552.  

 

Bioinformatic analysis  

Genome analyses were done using the basic local Aligment Search Tool of the 

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

 

Construction of isogenic deletion derivatives 

In the present work, we focused on the study of the A1S_0242 gene. The Δ0242 

isogenic deletion mutant derivative of the ATCC 17978 strain was constructed by deleting 

a region of the A1S_0242 gene. The suicide vector pMo130 (Genbank: EU862243), was 

used as described before 68 where upstream and downstream regions flanking the 

A1S_0242 gene were PCR-amplified and cloned into the pMo130 vector using primers 

listed in Table S2. The plasmid construction obtained was used to transform ATCC 17978 

cells by electroporation 61. Recombinant colonies representing the first crossover event 

were selected as previously described 69. The second crossover event leading to gene 

knockout was confirmed by PCR using primers listed in Table S2 as described before 68. 
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The A1S_3850 was found in the genome of the 17978 strain as an A1S_0242 homologue. 

In order to study its interference with the A1S_0242 gene as well as discard its relevance 

in pathogenesis, a Δ3850 isogenic deletion mutant of the ATCC 17978 strain was 

constructed following the protocol described above and using the primers listed in Table 

S2. In addition, a double isogenic mutant strain, Δ0242/Δ3850, was performed following 

the same protocol where the second deletion (Δ3850) was constructed over the Δ0242 

mutant.  

 

Complementation of the mutant strains 

The pWH1266-Km plasmid was constructed as previously described 68. Then, in 

order to complement the Δ0242 strain, the A1S_0242 gene was amplified from the 

genome of the ATCC 17978 strain using primers listed in Table S2 and then cloned into 

the EcoRV and BamHI restriction sites of the pWH1266-Km plasmid under the control of 

the tetracycline resistance gene promoter using the primers listed in Table S2. The 

resulting construction was used to transform Δ0242 mutant cells by electroporation. 

Transformants were selected on kanamycin-containing plates and checked by PCR using 

primers listed in Table S2. Moreover, ATCC 17978 and Δ0242 strains harboring the empty 

pWH1266-Km vector were used as experimental controls. Finally, the Δ3850 derivative 

strain was also complemented following the same procedure described above. 

 

Retrotranscription and real-time RT-PCR assays  

Total RNA from ATCC 17978 strain and the isogenic mutants (OD600= 1.0) was 

isolated using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche, #11828665001). RNA samples were 

treated with DNAse I (Invitrogen, #18068015) and purified with GeneJET RNA Cleanup 

and Concentration Micro Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0841).  

In order to analyze the polycistronic nature of the A1S_0242-0244 operon, the 

cDNA was obtained from RNA samples using the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, 
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#170-8890) following the manufacturer’s recommendations. The cDNA from ATCC 17978 

was amplified with the GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, #M7808) using pairs 

of primers designed to anneal to the 3’-end of every gene and the 5’-end of the next one 

(Table S2). Genomic DNA and total RNA without reverse transcription were used as 

templates for positive and negative controls, respectively, and the amplicons were 

detected by standard 1% agarose gel electrophoresis. The gyrB gene was used as a 

positive control. All the assays were performed in triplicate.  

Real-time reverse transcription-PCR (qRT-PCR) was carried out to determine the 

expression level of the genes of interest using UPL (Roche) and TaqMan (Applied 

Biosystems) probes and primers listed in Table S2. The LightCycler 480 RNA Master 

hydrolysis probes kit (Roche, #04991885001) and the LightCycler 480 RNA instrument 

(Roche) were used together and the following protocol was used: initial incubation of 65 

ºC, 3 min, followed by a denaturation step at 95 ºC for 30 s, 45 cycles at 95 ºC, 15 s and 

60 ºC, 45 s, and a final elongation step at 40 ºC, 30 s. The expression level was 

standardized relative to the transcription level of the housekeeping gene rpoB. All the 

assays were performed in triplicate.  

 

Growth curve analysis 

Fitness was assessed by measuring the growth rates of the ATTC 17978 strain and 

the mutant derivatives strains. Briefly, 1.5 ml of LB medium were inoculated with 

approximately 5 × 107 CFU of each strain, previously grown until the stationary phase, 

and incubated at 37°C with constant shaking at 180 rpm. Assays were performed in MH 

medium (normal conditions) and in MH supplemented with 200 µM of 2,2'-bipyridyl (BIP, 

Sigma-Aldrich, #D216305) (iron deficit conditions). Growth was monitored using 24-well 

plates in an Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.) and OD600 

values were recorded every 10 min. At least three independent experiments were 

performed for each strain. The growth rate constant (μ) was calculated on the basis of 

the exponential segment of the growth curve and defined as ln2/g, where g is the 
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doubling time or mean generation time. The results were compared using Student's t 

test.  

 

Quantitative biofilm assay 

Biofilm formation was determined following the protocol previously described by 

Tomaras et al. 23 and modified by Alvarez-Fraga et al. 68. Briefly, colonies of A. baumannii 

were grown on LB plates and used to inoculate LB broth. Overnight cultures were 

centrifuged and the pellet washed and resuspended in 5 mL of SB medium (0.5% NaCl 

and 1% tryptone). A 1:100 dilution of each sample was stagnant incubated at 37ºC for 48 

h. In order to evaluate the total cell biomass the growth was measured at OD600. Biofilm 

formation ability was analyzed by crystal violet staining followed by solubilisation with 

ethanol-acetone. In order to avoid variations due to differences in bacterial growth under 

different experimental conditions, the OD580/OD600 ratio was used to normalize the 

amount of biofilm formed to the total cell content of each sample. Eight independent 

replicates were performed. Student's t-test was performed to evaluate the statistical 

significance of observed differences. 

 

Adhesion to A549 human alveolar epithelial cells  

The ability of the isogenic A. baumannii strains (∆0242, ∆3850 and the double 

mutant ∆0242/∆3850) to adhere to A549 human epithelial cells was evaluated and 

compared to the wild type strain. Invasion and adhesion abilities were analyzed as 

previously described by Gaddy et al. 25 with some modifications 68. Briefly, A549 human 

alveolar epithelial cells were grown at 37ºC and 5 % CO2 in DMEM medium (Sigma-

Aldrich, #D5671) containing 10 % of fetal bovine serum (FBS) and 1 % of penicillin-

streptomycin (Gibco, #15070063). Monolayers were washed with saline solution and 

HBSS (Hank's balanced salt solution, Gibco, #11520476) without glucose (mHBSS). After 

that, A549 cells were infected with 107 bacteria per well and incubated, 3 h for the 
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adherence determination, in mHBSS at 37 °C. To analyze the attachment ability of 

bacteria, A549 cells were washed with saline solution and lysed in 500 µL of 0.5 % sodium 

deoxycholate. Dilutions of the lysates were plated onto LB agar and incubated at 37 °C 

for 24 h. Colony forming units were counted to determine bacteria that had attached to 

or invaded A549 cells. Four independent replicates were done. T-student tests were 

performed to evaluate the statistical significance of the observed differences.  

 

Determination of susceptibility to oxidative stress 

The susceptibility to oxidative stress of the ATCC 17978 strain type and the 

isogenic mutant derivative strains was determined by microdilution using paraquat 

(Sigma-Aldrich, #856177) to achieve oxidative stress conditions in order to obtain the 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC), following the CLSI criteria 70. Briefly, strains were 

grown in MH plates for 24 h at 37°C. Then, 150 µL of serial dilutions of MH medium 

containing paraquat were performed in 96-well plates in the presence (100 µM) or 

absence of the metal chelator 2,2- bipyridyl (BIP). Plates were then inoculated with 7.5 

µL of a 0.5 McFarland cellular suspension containing approximately 1x107 CFU/mL of 

bacteria. Bacterial growth on plates was studied after incubation al 37°C for 24 h.  

 

Galleria mellonella virulence assay 

The virulence of the wild type strain and its derivative mutant strains was 

evaluated using a Galleria mellonella survival assay and a determination of the lethal 

doses (LD50 and LD100). Caterpillars were obtained from Bio Systems Technology (Exeter, 

UK) and stored at 15 °C prior to use. A. baumannii cells previously grown for 24 h in LB 

broth were collected by centrifugation and resuspended in sterile phosphate-buffered 

saline (PBS). Appropriate bacterial inocula were determined spectrophotometrically at 

OD600 and confirmed by plate counting using LB agar plates. Thus, G. mellonella survival 

assays were performed by injecting 10 µL-suspension containing approximately 2 x 104 
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CFU/larva in groups of 10 larvae as previously described 71. Two control groups were 

included; not injected larvae (intact) and larvae injected with an equivalent volume of 

sterile PBS. The tested groups included larvae infected with ATCC 17978, Δ0242, Δ3850 

and Δ0242/Δ3850 strains. After injection, the larvae were incubated at 37°C in darkness, 

and death was assessed at 8 h intervals over 6 days. Caterpillars were considered dead 

and removed if they displayed no response to probing. The resulting survival curves were 

plotted using the Kaplan-Meier method 72 and analyzed using the log-rank (Mantel-Cox) 

test.   

LD50 and LD100 were calculated using groups of 7 larvae of G. mellonella infected 

as described above. Larvae were infected with each strain with an inoculum of 10 μL 

starting at 8 x105 CFUs/larvae, and then the inocula serially diluted at 2 x 105, 8 x 104, 2.6 

x 104, 8 x 103 and 2.6 x 103 CFUs/larvae. Control groups were also included. Lethal doses 

were obtained for 24 and 120 h post-infection. 73 

 

Murine pneumonia virulence assay 

The pneumonia model was used to evaluate the virulence ability of the ATCC 

17978 and the isogenic mutant Δ0242 strain using BALB/c male mice. The procedure 

followed was the above described for bacterial RNA extraction from the infection, with 

the exception of the euthanasia that occurred using an overdose of thiopental sodium 

144 h after inoculation. Death was assessed at 8 h intervals. The survival curves were 

plotted using the Kaplan-Meier method 72 and analyzed using the log-rank (Mantel-Cox) 

test.   

To ascertain the relevance of the feoA gene in virulence in mice pneumonia a 

second series of assays was performed to determine the effect of the inactivation of feoA 

on the bacterial load in lungs and presence of bacteria in blood. Groups of 12 mice were 

intratracheally inoculated as previously described with the ATCC 17978 and the mutant 

Δ0242 strains. Mice were inoculated with approximately 2 x LD100 of the ATCC 17978 (12 

x 107 CFUs/mouse) and observed for mortality over 72 h. All the animals were analyzed 
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immediately after death. Blood and lung samples were obtained and processed as 

previously described previously 74. Student's t-test was performed to evaluate the 

statistical significance of differences. 
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Table 1. Interaction of genes A1S_0242, A1S_3850 and A1S_0652 measured by qRT-PCR. 

 ATCC 17978 ∆0242* ∆3850* ∆0242/∆3850* 

A1S_0242 1 0 1.02 +/- 0.32 0 

A1S_0652 1 0.97 +/- 0.21 2.73 +/- 1.09 1.11 +/- 0.48 

A1S_3850 1 0.97 +/- 0.04 0 0 

*Data were obtained as a fold-change relative to the ATCC 17978 sample (value 1), using 

the rpoB gene as housekeeping for normalization. 

 

Table 2.Bacterial strains and plasmids used in this work. 

Strain or 

plasmid 

Relevant characteristics Sources or 

references 

STRAINS   

A. baumannii   

ATCC 17978 Clinical isolate ATCC 

∆0242 A1S_0242 gene deletion mutant obtained from  the 

ATCC 17978 strain 

This study 

ATCC 17978 + 

pWH1266-Km 

ATCC 17978 harboring the empty pWH1266-Km 

plasmid; KmR
, TetR 

This study 

∆0242 + 

pWH1266-Km 

∆0242 harboring the empty pWH1266-Km plasmid; 

KmR
, TetR 

This study 

∆0242 

complemented 

∆0242 harboring the pWH1266-Km-0242 plasmid; KmR This study 

∆3850 A1S_3850 gene deletion mutant obtained from the 

ATCC 17978 strain 

This study 

∆3850 + 

pWH1266-Km 

∆3850  harboring the empty pWH1266-Km plasmid; 

KmR
, TetR 

This study 

∆3850 

complemented 

∆3850 harboring the pWH1266-Km-3850 plasmid; KmR This study 
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∆0242/∆3850 A1S_0242 and A1S_3850 genes deletion double mutant 

obtained from the ATCC 17978 strain 

This study 

E. coli   

TG1 Used for DNA recombinant methods Lucigen 

PLASMIDS   

pWH1266-Km A. baumannii shuttle vector; KmR
, TetR Álvarez-Fraga 

et al. 2016 68 

pWH1266-Km-

0242 

pWH1266-Km harboring the A1S_0242 gene; KmR This study 

pWH1266-Km-

3850 

pWH1266-Km harboring the A1S_3850 gene; KmR This study 

pMo130 Suicide vector for the construction of A. baumannii 

isogenic derivative; KmR, SacB, XylE 

Hamad et al. 

2009 69 

KmR: kanamycin resistance. TetR: tetracycline resistance. 
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Table 3. Susceptibility to oxidative stress generated by paraquat.  

MICs to paraquat (mg/L) 

 
MH broth MH broth + 100 

µM BIP 

ATCC 17978 64 32 

Δ0242 32 8 

Δ3850 64 32 

Δ0242/Δ3850 32 8 

MICs to paraquat (mg/L) with strains carrying the pWH1266-Km 

vector 

ATCC 17978 + pWH1266-Km 8 4 

Δ0242 + pWH1266-Km 4 1 

Δ0242 complemented 4 4 

 

Table 4. Mortality of G. mellonella infected with the A. baumannii ATCC 17978 and its 

derivative strains using lethal dose 50 (LD50) and lethal dose 100 (LD100). 

 Bacterial inoculum (CFUs/larva)    

 8*105 2*105 8*104 2.6*104 8*103 2.6*103    

Strains   Mortality of larvae (%)at 24 h   LD50 24 h LD100 24 h 

ATCC 17978 100 100 85.7 57.1 42.8 0  1.9*104 17*104 

Δ0242 100 71.4 57.1 0 0 0  10.5*104 63*104 

Δ3850 100 100 100 42.8 28.5 0  1.95*104 11.7*104 

Δ0242/Δ3850 100 85.7 57.1 0 0 0  9.3*104 53.2*104 

Strains  Mortality of larvae (%) at 144 h  LD50 144 h LD100 144 h 

ATCC 17978 100 100 100 85.7 42.8 0  1*104 6*104 

Δ0242 100 100 85.7 14.2 0 0  4.35*104 18.1*104 

Δ3850 100 100 100 100 28.5 0  1.15*104 3.05*104 

Δ0242/Δ3850 100 100 85.7 42.8 0 0  3.4*104 16.4*104 
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Table 5. Effect of feoA gene (A1S_0242) inactivation over bacterial load in lungs, blood 

and mice survival.  

Treatment group (n) Bacterial load in lung 

(mean log10CFU/g of 

lung +/- SD) 

% Sterile blood 

cultures 

Mean of survival 

time (h) of mice 

ATCC 17978 (12) 11.04 (+/- 0.35) 8.4% 43.4 

Δ0242 (12) 10.04 (+/- 0.29) 75% 64.1a 

a: Two mice survived at 72 h. 
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Figure 1. cDNA amplification of genes from the A1S_0242-0244 operon of A. baumannii 

ATCC 17978 strain. The intergenic regions from genes A1S_0242-0243 and A1S_0243-

0244 are shown in lanes 8 and 9, respectively. The intergenic regions from genes 

A1S_0241-0242 and A1S_0244-0245 are shown in lanes 7 and 10, respectively (negative 

controls). Genomic DNA was used as template for positive control (lanes 1 to 5, 

respectively). Lanes 5 and 11 show the gyrB amplification from DNA and cDNA, 

respectively (positive controls). Lane 6 shows GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific). 

 

 

Figure 2. Growth curves of the ATCC 17978 strain and the isogenic mutant derivative 

strains Δ0242, Δ3850 and Δ0242/Δ3850 in presence and absence of the iron chelator 

2,2'-bipyridyl (BIP). Data correspond to the mean of three replicates and bars represent 

the standard deviations. 
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Figure 3. Quantification of biofilm formation by the A. baumannii ATCC 17978 strain, the 

mutant derivative strain Δ0242, the mutant derivative strain Δ3850, the double mutant 

derivative strain Δ0242/Δ3850, the ATCC 17978 harboring the empty vector pWH1266-

Km (ATCC 17978 + pWH1266-Km), the mutant derivative strain harboring the empty 

vector pWH1266-Km (Δ0242 + pWH1266-Km) and the mutant derivative Δ0242 over-

expressing the A1S_0242 gene from the pWH1266-Km plasmid (Δ0242 complemented). 

 

 

 

Figure 4. Quantification of bacterial adhesion to A549 cells by the A. baumannii ATCC 

17978 strain, the mutant derivative strain Δ0242, the mutant derivative strain Δ3850 and 

the double mutant strain Δ0242/Δ3850. 
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Figure 5. Survival of Galleria mellonella larvae (n= 10 per group) after infection with A. 

baumannii ATCC 17978, Δ0242, Δ3850 and Δ0242/Δ3850 strains. Survival was 

significantly higher in caterpillars infected with the Δ0242 mutant than those infected 

with the wild type strain (p < 0.05). No deaths were observed in any of the two control 

groups (not injected and injected with sterile PBS). 
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Figure 6. Pneumonia infection in mice. A) Survival of BALB/c (n = 10 per group) mice after 

pneumonia infection with A. baumannii ATCC 17978 and Δ0242 strains. Survival was 

significantly higher in mice infected with the Δ0242 mutant (p < 0.01). B) Bacterial load 

determination in lungs in mice infected with the ATCC 17978 strain and the Δ0242 

mutant. Bacterial load (p < 0.01) was significantly lower in mice infected with the Δ0242 

mutant. 
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Material suplementario 

Table S1. Gene expression of the A1S_0242 and the A1S_3850 genes of A. baumannii 

ATCC 17978 and its derivative strains measured by qRT-PCR. 

Strain Expressión level of the A1S_0242 gene 

ATCC 17978 1 

∆0242 0* 

∆0242 + pWH1266-Km 0* 

∆0242 complemented 100 +/- 38.2* 

Strain Expression level of the A1S_3850 gene 

ATCC 17978 1 

∆3850 0* 

∆3850 + pWH1266-Km 0* 

∆3850 complemented 724 +/- 217 

*Data were obtained as a fold-change relative to the ATCC 17978 sample (value 1), using 

the rpoB gene as housekeeping for normalization. 

 

Table S2. Oligonucleotides and probes used in the present work. 

Primer/Probe name Sequence  Use in the present study  

A1S_0242UPFw  gggggatccccccactatgacccagtaacatt Construction of the Δ0242 strain  

A1S_0242UPRv  ggggatatcccccatccgatcctaaacctttt Construction of the Δ0242 strain 

A1S_0242DOWNFw  ggggatatccccaaattcaagtagaagaagga Construction of the Δ0242 strain 

A1S_0242DOWNRv  ggggcatgccccgaatgaaagcacgtccactt Construction of the Δ0242 strain 

A1S_0242intUPFw  ttcactacattggatcaggt Confirmation the deletion of the 

A1S_0242 gene 

A1S_0242intDOWNRv  atcgagcactcgaaccgaa Confirmation the deletion of the 

A1S_0242 gene 
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A1S_3850UPFw  ggggcggccgccgactttcatcagtgactat Construction of the Δ3850 strain 

A1S_3850UPRv  cccgagctcaacaattttgacaaagtcgttt Construction of the Δ3850 strain 

A1S_3850DOWNFw ggggagctctcaaatgaacagtaaaaatatt Construction of the Δ3850 strain 

A1S_3850DOWNRv cccggatccaattgcacaggcaaaactag Construction of the Δ3850 strain 

A1S_3850intUPFw gtggagcacatatgaaagc Confirmation the deletion of the 

A1S_3850 gene 

A1S_3850intDOWNRv tccagctcacctaagcata Confirmation the deletion of the 

A1S_0242 gene 

pMo130 site2 Fw  attcatgaccgtgctgac  Confirmation the plasmid 

construction  

pMo130 site2 Rv  cttgtctgtaagcggatg  Confirmation the plasmid 

construction 

A1S_0242EcoRVFw  cccgatatcatgtatactagtaaaaaagg Cloning the A1S_0242 gene into 

the pWH1266-Km plasmid to 

complement the Δ0242 strain  

A1S_0242BamHIRv  cccggatcctcatgcgggtactccttctt Cloning the A1S_0242 gene into 

the pWH1266-Km plasmid to 

complement the Δ0242 strain 

A1S_3850EcoRVFw cccgatatcatgaatttattccaagttaa Cloning the A1S_3850 gene into 

the pWH1266-Km plasmid to 

complement the Δ3850 strain 

A1S_3850BamHIRv cccggatccttactgttcatttgaaacaa Cloning the A1S_3850 gene into 

the pWH1266-Km plasmid to 

complement the Δ3850 strain 

pWH1266Fw  taggcttggttatgccggta  Confirmation the 

complementation of the Δ0242 

and the Δ03850 strains 

pWH1266Rv  aaggagctgactgggttgaa  Confirmation the 

complementation of the Δ0242 
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and the Δ03850 strains 

A1S_0242RTFw  tcagcgttgaaagtgaagca  qRT-PCR 

A1S_0242RTRv  gaattgcgaccaaatcttgc  qRT-PCR 

A1S_0242Probe  catcacca  qRT-PCR 

A1S_0243RTFw  gctctggttcttgtgtactttcc  qRT-PCR 

A1S_0243RTRv  tgtaatctatagcaggcaatgtcg  qRT-PCR 

A1S_0243 Probe  accaccag  qRT-PCR 

A1S_0244RTFw  tgacttttggttgtgcaggt  qRT-PCR 

A1S_0244RTRv  tgccatttaactggtttaatttctt  qRT-PCR 

A1S_0244 Probe  tgtggctg  qRT-PCR 

A1S_0652RTFw  cacaagcagaagttcgtgtca  qRT-PCR 

A1S_0652RTRT  tccaatttgaacgagaataggg  qRT-PCR 

A1S_0652 Probe  ttggtggt  qRT-PCR 

rpoBRTFw tcgtgtatctgcgcttgg qRT-PCR 

rpoBRTRv cgtacttcgaagcctgcac qRT-PCR 

rpoB Probe Accaccag qRT-PCR 

A1S_0241-0242Fw cttcgtaatttctgttcacg Operon characterization 

A1S_0241-0242Rv aattgcgaccaaatcttgct Operon characterization 

A1S_0242-0243Fw tggaaagtctgggttttgta Operon characterization 

A1S_0242-0243Rv gacccaactcgatcatttc Operon characterization 

A1S_0243-0244Fw cgctccagttggttttaac Operon characterization 

A1S_0243-0244Rv tggtttcagccattttgcta Operon characterization 

A1S_0244-0245Fw aatgacttttggttgtgcag Operon characterization 

A1S_0244-0245Rv gcaataactggatatcgcc Operon characterization 

gyrBFw ggcttaaaccagtatcttga Operon characterization 

gyrBRv cagccaagtgctgtaattaa Operon characterization 
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Figure S1. Growth curves of the ATCC 17978 strain and its derivative strains carrying the 

pWH1266-Km vector. Data correspond to the mean of three replicates and bars 

represent the standard deviations. 

 

 

Figure S2. Quantification of bacterial adhesion to A549 cells by the A. baumannii ATCC 

17978 strain (ATCC 17978), the ATCC 17978 strain harboring the empty pWH1266-Km 

vector (ATCC+pWH1266-Km), the mutant derivative strain Δ0242 harboring the empty 

pWH1266-Km vector (Δ0242+pWH1266-Km) and the mutant derivative strain Δ0242 

harboring the pWH1266-Km vector containing the A1S_0242 gene (Δ0242 

complemented). 
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IV. DISCUSIÓN 

Acinetobacter baumannii ha emergido en los últimos años como un importante 

patógeno siendo cada vez más frecuentes las infecciones y brotes hospitalarios causados 

por este microorganismo a lo largo de todo el mundo (3, 17, 186). En febrero del 2017, la 

Organización Mundial de la Salud incluyó a A. baumannii dentro de la lista de 

microorganismos patógenos que requieren investigación y desarrollo de nuevos 

antibióticos con prioridad crítica (52). Son muchos los factores que contribuyen a la 

patogenicidad de A. baumannii y a su éxito como agente infeccioso. La presente tesis 

doctoral tiene como finalidad el estudio de dos factores de virulencia que podrían 

explicar parcialmente la habilidad que tiene A. baumannii para sobrevivir, adaptarse, 

propagarse o causar una infección bajo condiciones desfavorables. 

La capacidad que tiene esta especie para persistir en ambientes hospitalarios 

podría ser atribuida, en parte, a su habilidad para adherirse a células humanas y de 

formar biofilm, tanto sobre superficies bióticas como abióticas, ya que estas bacterias 

asociadas al biofilm son más resistentes al estrés (47). 

La cepa de A. baumannii MAR002 fue seleccionada por su extraordinaria 

capacidad de formar biofilm. Dicha cepa fue aislada a partir de una herida de un paciente 

en el Hospital del Mar de Barcelona en el año 2010 durante el II Estudio Español de 

Colonizaciones/Infecciones por Acinetobacter baumannii (GEIH/REIPI-Ab2010) (187). La 

cepa MAR002, a pesar de pertenecer a una colección de cepas clínicas, resultó ser 

sensible a la mayoría de los antibióticos. Se realizó la secuenciación y posterior análisis de 

su genoma en busca de genes que pudieran estar implicados en la capacidad de la cepa 

MAR002 para formar biofilm.  

La secuenciación de genomas completos nos permite la identificación del 

catálogo completo de genes que un organismo puede expresar en cualquier momento de 

su ciclo vital. Esto abre una nueva vía para el estudio de la biología bacteriana, ayudando 

a una mejor comprensión de la plasticidad genómica, epidemiología o adquisión/pérdida 
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de genes relacionados con resistencia y patogenicidad. Además, la secuenciación de 

genomas de distintas cepas permite la realización de estudios evolutivos y filogenéticos. 

El método de secuenciación automática de Sanger dominó la industria de 

secuenciación de ADN durante casi 20 años. A pesar de ser la tecnología con la que se 

secuenció el primer genoma bacteriano y la primera secuencia completa del genoma 

humano, este método presenta muchas limitaciones. Las tecnologías de secuenciación 

de nueva generación (NGS) surgen de esa necesidad de desarrollar nuevas y mejores 

alternativas a la tecnología Sanger para la secuenciación de gran número de genomas en 

menos tiempo (188). 

La aparición de estas tecnologías de secuenciación de nueva generación en el año 

2005 impulsó un gran avance en el campo de la secuenciación de genomas y de la 

biología en general. La ventaja de estas tecnologías es que permiten el procesamiento 

masivo y en paralelo de las muestras, reduciendo los costes y el tiempo de obtención de 

la secuencia genómica (188). Paralelamente a la aparición de estas tecnologías de 

secuenciación, ha sido imprescindible el desarrollo de nuevas y más potentes 

herramientas bioinformáticas que permiten analizar y procesar la enorme cantidad de 

datos que se generan. 

Dentro de las plataformas de secuenciación de nueva generación que se 

encuentran actualmente en mercado encontramos 454 (Roche), Solexa (Illumina), Ion 

Torrent (Life Technologies), Helicos y Pacific Biosciences (PacBio).  

La tecnología 454, comercializada por Roche, se fundamenta en la 

pirosecuenciación, una metodología que se basa en la detección quimioluminiscente del 

pirofosfato liberado durante la elongación de la cadena de ADN. En la actualidad, esta 

plataforma está prácticamente en desuso, ya que el resto de las tecnologías existentes 

ofrecen mejores resultados (189). La plataforma Solexa (Illumina) es la más utilizada en la 

actualidad, y consiste en una técnica de terminación reversible cíclica y se caracteriza por 

el uso de nucleótidos marcados con fluoróforos que bloquean de forma reversible la 

elongación de la cadena (190). La plataforma Ion Torrent tiene un funcionamiento 
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semejante a la pirosecuenciación pero, en lugar de transformar en luz el pirofosfato 

liberado, se mide el cambio de pH (191). Además, se han desarrollado tecnologías que no 

utilizan el paso inicial de amplificación, sino que secuencian directamente una sola 

molécula de ADN, entre las que se encuentran Helicos y Pacific Biosciences (PacBio) 

(192). Entre todas las tecnologías disponibles en el mercado se utilizó la tecnología 

basada en la pirosecuenciación para secuenciar el genoma de la cepa A. baumannii 

MAR002. 

En un estudio comparativo de tres instrumentos de secuenciación, 454 GS Junior 

(Roche), MiSeq (Illumina) y Ion Torrent PGM (Life Technologies), se concluyó que cada 

una de ellos tenía sus ventajas y sus inconvenientes. El mayor rendimiento por carrera y 

la mayor cobertura se obtuvo con la tecnología MiSeq mientras que las lecturas más 

largas se obtuvieron con el 454 GS Junior. Tanto Ion Torrent PGM como 454 tuvieron una 

tasa de error más elevada que MiSeq ya que se vio que tenían muchos problemas para 

medir los homopolímeros (bases iguales repetidas) (193).  Los resultados de la 

secuenciación de la cepa de E. coli O104:H4 mostraron unos resultados similares a los de 

nuestro trabajo de secuenciación del genoma de la cepa de A. baumannii MAR002. En 

una única carrera del 454 GS Junior de la librería de A. baumannii MAR002 se obtuvieron 

un total de 163,265 lecturas con un tamaño medio de 541.12 pb las cuales se 

ensamblaron en 119 contigs, 111 de ellos resultaron ser de más de 500 pb. Una ventaja 

de esta tecnología es que, al generar lecturas más largas, estas se pueden ensamblar más 

fácilmente en contigs. El protocolo que se realizó  para secuenciar el genoma de la cepa 

A. baumannii MAR002 fue de tipo single-end. En esta metodología los fragmentos de 

ADN se secuencian únicamente desde un extremo y su tamaño no se conoce. El 

resultado del ensamblaje consistió en un conjunto de contigs desordenados, pero no se 

obtuvo ninguna información sobre su orden en el genoma ni sobre el tamaño de los 

huecos que habría entre ellos. Este problema se podría solucionar utilizando la técnica de 

extremos pareados (paired-end). Mientras que en la estrategia original de secuenciación 

se obtiene la lectura de un único extremo de cada fragmento (single-end), la 

secuenciación de extremos pareados proporciona la secuencia de ambos extremos de 

cada fragmento, siempre separados por una distancia conocida. Esta técnica permite 
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conocer la distancia entre los contigs y su organización para obtener fragmentos de 

mayor tamaño (194). 

Los 119 contigs se ensamblaron finalmente en dos scaffolds: el scaffold 01 (código 

GenBank JRHB01000001), con una longitud de 2,960,191 pb y el scaffold 02 (código 

GenBank JRHB01000002), con una longitud de 757,739 pb. Cuando se realizó un 

alineamiento de los dos scaffolds de MAR002 con el genoma completo de la cepa tipo 

ATCC 17978 se observó que el hueco entre ambos scaffolds se correspondía con un gen 

de gran tamaño que codifica una proteína de secreción tipo I. Este tipo de genes se 

caracterizan por tener regiones largas repetidas en tándem lo cual constituye un 

problema a la hora de realizar el ensamblaje. Cuando una lectura proviene de una zona 

repetida, y es más pequeña que esta, no se puede saber con certeza de cuál de las 

regiones repetidas se obtuvo y, por lo tanto, se pueden crear falsas uniones en el 

genoma. En nuestro caso en particular resultó imposible la unión de estos dos scaffolds 

siendo esta la causa más probable (195). Al igual que en el caso de la ordenación de los 

contigs, este problema también se podría haber solucionado realizando la técnica de 

extremos pareados ya que se podría conocer la distancia entre los contigs y, por lo tanto, 

poder unir estos dos scaffolds para obtener una secuencia única del genoma de MAR002. 

Tras la secuenciación, el ensamblaje y la anotación automática de los dos 

scaffolds de MAR002 mediante herramientas bioinformáticas, se predijeron 3,300 

secuencias codificantes, 75 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr. En marzo del 

pasado año la anotación del genoma de MAR002 se actualizó modificándose los datos 

originales de tal forma que el genoma de MAR002 actual está formado por 3298 

secuencias codificantes, 120 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr. Estos cambios 

en la anotación podrían ser debidos a una actualización y mejora del programa 

bioinformático del NCBI utilizado para realizar la anotación.  

Un análisis con el programa bioinformático PHAST mostró la presencia de un 

bacteriófago intacto integrado dentro del genoma de MAR002. Se considera que ese fago 

está intacto ya que contiene todos los genes necesarios, genes que codifican proteínas 

de la cabeza, genes que codifican la cola y genes que codifican integrasas, entre otros. Se 
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podría pensar que bajo ciertas condiciones este fago podría entrar en fase lítica y 

provocar la lisis de la bacteria, evento que ya se ha descrito en otras cepas de A. 

baumannii (196). La presencia de bacteriófagos integrados en el genoma bacteriano es 

bastante común por lo que no es raro que MAR002 contenga uno (197, 198). Debido a su 

capacidad lítica, estos bacteriófagos cada vez han captado más la atención como agentes 

antibacterianos ya que actuarían reduciendo la población bacteriana específica (199). Las 

terapias con fagos son de gran interés para erradicar infecciones causadas por 

microorganismos multirresistentes.  

El análisis del genoma descrito en el capítulo I llevó a la asignación de la cepa 

MAR002 dentro del grupo ST71. La gran mayoría de los brotes de A. baumannii son 

causados por un número limitado de cepas en todo el mundo que pertenecen a los 

clones que inicialmente se denominaron clones europeos y que, en la actualidad, se 

conocen como linajes clonales internacionales (IC) I, II y III (200, 201). Además de estos 

linajes clonales, recientemente, han aparecido otra serie de brotes causados por otros 

genotipos de A. baumannii (201). El ST71 no se pudo clasificar dentro de ningún linaje 

clonal, ni existen casos de brotes causados por cepas pertenecientes a este ST. Giannouli 

y colaboradores (202) realizaron un estudio en el que concluyen que la resistencia a la 

desecación, la capacidad de formar biofilm en superficies abióticas o la capacidad de 

adherencia a células humanas A549 podrían favorecer la propagación y persistencia en el 

ambiente hospitalario de cepas de A. baumannii pertenecientes a los clones I y II  y a 

genotipos emergentes como ST25 o ST78. El ST71 tampoco se pudo clasificar dentro de 

ningún grupo emergente previamente clasificado como formador de biofilm.  

A pesar de no pertenecer a ningún grupo conocido de productores de biofilm, 

MAR002 resultó tener una capacidad extraordinaria de formar biofilm y de adherirse a 

células eucariotas humanas (A549). La relación entre ambos procesos no está muy clara. 

Lee y colaboradores (203) estudiaron la capacidad de A. baumannii de formar biofilm y 

de adherirse a células epiteliales humanas y concluyeron que hay una correlación 

positiva entre ambas. Sin embargo, hay otros estudios que demuestran que esta 

correlación no existe y por lo tanto serían dependientes de mecanismos diferentes (102, 

204).  
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Se han publicado una serie de trabajos con cepas de A. baumannii con capacidad 

para adherirse y formar biofilm, donde se demuestra la implicación de estos dos 

procesos en la virulencia de la bacteria (102, 110). Ambas habilidades le dan una ventaja 

adaptativa a la bacteria ya que contribuyen a la colonización, persistencia e infección 

(205). Teniendo en cuenta la extraordinaria capacidad que tiene A. baumannii MAR002 

de formar biofilm, se podría considerar esta cepa un modelo apropiado para el estudio 

de nuevos factores involucrados en la formación de biofilm y en la patogénesis de A. 

baumannii. 

El análisis de la superficie de la cepa A. baumannii MAR002 mediante microscopía 

electrónica de transmisión mostró la existencia de dos tipos de pili de longitudes 

diferentes. Estos pili son apéndices localizados en la superficie bacteriana que podrían 

estar implicados en adherencia y formación de biofilm sobre superficies bióticas o 

abióticas. Tomaras y colaboradores  (126) descubrieron que la cepa tipo ATCC 19606 

formaba un pilus de tipo chaperona-usher esencial para la adherencia de la bacteria a 

superficies abióticas. Además, De Breij y colaboradores (128) identificaron otro pilus 

independiente del sistema Csu involucrado en la adherencia de A. baumannii a 

superficies bióticas. De esta forma, se puede pensar que la presencia de estos pili en la 

superficie de MAR002 podría ser, al menos en parte, la causa de su fenotipo 

hiperproductor de biofilm y de su capacidad de adherirse a células epiteliales humanas. 

Basándonos en estas evidencias y, teniendo disponible la secuencia del genoma 

de la cepa de A. baumannii MAR002, se buscaron genes que pudieran estar relacionados 

con la formación de estos pili. En particular, se analizaron los niveles de expresión de los 

genes que codificaban las subunidades que formaban los pili. La mayoría de estos genes 

estaban sobreexpresados en células sésiles del biofilm en comparación con células 

planctónicas libres. Apoyándonos en estos datos de expresión y en datos bibliográficos se 

identificaron tres posibles candidatos por su potencial papel en la formación de biofilm. 

El gen LH92_11085 (A1S_2091 en A. baumannii ATCC 17978), el gen LH92_07670 

(A1S_1510 en A. baumannii ATCC 17978)  y el gen LH92_08970 (no presente en A. 

baumannii ATCC 17978), los cuales estaban expresados 25, 4.4 y 1.9 veces más, 

respectivamente, en células libres comparadas con células del biofilm. Chabane y 
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colaboradores (129) realizaron un análisis de la matriz de los pellicles formados por 

diferentes cepas de A. baumannii e identificaron tres subunidades de pili de tipo 

chaperona-usher, la subunidad CsuA/B y las proteínas codificadas por los genes 

A1S_1510 y A1S_2091. Estos resultados concuerdan con los obtenidos durante este 

trabajo ya que, tanto el gen el LH92_11085 (A1S_2091) como el gen LH92_07670 

(A1S_1510), se encontraron sobreexpresados en la etapa de biofilm. El gen que codifica 

la proteína CsuA/B no se encontró sobreexpresado en las células del biofilm de A. 

baumannii MAR002. Esto podría deberse a que el biofilm formado por la cepa MAR002 

es independiente del sistema Csu. 

Los sistemas de pili a los que pertenecen los genes A1S_1510 y CsuA/B ya fueron 

estudiados y se demostró su implicación en la formación de biofilm (121, 126). A pesar de 

que el sistema A1S_2088-2091 (homólogo del LH92_11070-11085) no ha sido 

caracterizado funcionalmente, Giles y colaboradores (145) han sugerido que, de alguna 

manera, este sistema podría estar implicado en la formación del biofilm. El gen 

LH92_11085 fue seleccionado como gen de estudio debido a sus datos de expresión, 25 

veces más expresado en células  sésiles que forman del biofilm que en células 

planctónicas. 

Un análisis en profundidad del gen LH92_11085 y de su entorno mostró que este 

gen forma parte de un operón que podría codificar un sistema de formación de pili. Este 

operón tiene las características típicas de los operones que codifican los sistemas de 

formación de pili tipo chaperona-usher. Es decir, estar formados por, como mínimo, un 

gen que codifica un usher, un gen que codifica una chaperona y un gen que codifica una 

subunidad del pilus o fimbria (124). El operón LH92_11070-11085 está formado por un 

gen que codifica un usher (LH92_11075), un gen que codifica una chaperona 

(LH92_11080) y dos genes que codifican dos subunidades del pilus (LH92_11070 y 

LH92_11085). Los sistemas de pili de tipo chaperona-usher más estudiados son los 

sistemas Fim (pilus tipo I) y Pap (P pilus) descritos en E. coli (124). Se ha demostrado que 

estos sistemas intervienen en la adherencia de la bacteria E.coli a las células eucariotas 

(206). En A. baumannii ATCC 19606 también se describió un pili de este tipo denominado 

CsuA/BABCDE implicado en la adherencia a superficies abióticas y en la formación de 
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biofilm (126). Si comparamos todos estos sistemas se puede observar que 

estructuralmente son muy similares y todos están formados por una subunidad mayor 

que forma el cuerpo del pilus (FimA, PapA, CsuA/B y LH92_11085), una chaperona (FimC, 

PapD, CsuC y LH92_11080) y un usher (FimD, PapC, CsuD y LH92_11075). La principal 

diferencia entre ellos radica en el número de subunidades diferentes que forman la 

punta del pilus. La punta del pili tipo I (sistema Fim) está formada por 3 subunidades 

(FimH, FimG y FimF), la punta del P pilus (sistema Pap) está formada por cuatro 

subunidades (PapG, PapF, PapE y PapK), la punta del pilus CsuA/BABCDE (sistema Csu) 

está formada por tres subunidades (CsuA, CsuB y CsuE) mientras que la punta del sistema 

LH92_11085-11070 está formada sólo por una subunidad (LH92_11070) (124, 126). 

Utilizando programas bioinformáticos se observó que la proteína codificada por el 

gen LH92_11085 tenía un porcentaje de identidad del 33% con respecto a la proteína 

CsuA/B seguido de un porcentaje de identidad del 16% con respecto a la proteína FimA 

de E. coli (207).  

El estudio del operón LH92_11085-11070 indicó que este podía codificar un 

sistema de formación de pili tipo chaperona-usher. Además, el análisis estructural de la 

proteína que codifica el gen LH92_11085, apuntó a que este gen podía codificar la 

subunidad mayor del cuerpo del pilus. La deleción de este gen del genoma de la cepa 

MAR002 podría tener como resultado la desaparición de alguno de los pili localizados en 

la  superficie bacteriana de la cepa A. baumannii MAR002 ya que no se sintetizarían las 

subunidades que forman el cuerpo del pilus. 

Para estudiar la implicación de este gen en la capacidad de A. baumannii MAR002 

de formar biofilm y adherirse a células epiteliales humanas  se fabricó un mutante 

isogénico de este gen (∆11085). 

Los experimentos de formación de biofilm realizados con la cepa de A. baumannii 

MAR002 y su mutante isogénico ∆11085, demostraron que este sistema de formación de 

pili estaba implicado en la formación del biofilm de la cepa MAR002. Se vio que cuando el 

gen LH92_11085 era delecionado del genoma de la cepa MAR002, esta reducía su 
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capacidad de formar de biofilm en un 40%. Las imágenes de microscopía electrónica de 

barrido mostraron la estructura del biofilm de MAR002 la cual consistía en una estructura 

tridimensional muy bien organizada. La cepa mutante mantuvo parcialmente la 

capacidad de adherirse a la superficie pero fue incapaz de formar esa estructura tan 

organizada.   

Resultados similares se obtuvieron con la cepa de A. baumannii 307-0294 y su 

mutante isogénico de la proteína Bap (proteína asociada al biofilm). La familia de 

proteínas Bap son adhesinas de alto peso molecular localizadas en la superficie 

bacteriana que confieren a la bacteria la capacidad de formar biofilm (208, 209). Este 

estudio reveló que la proteína Bap de A. baumannii parecía estar implicada en el 

mantenimiento de la estructura del biofilm (130).  

Un estudio posterior, mostró que Bap estaba implicada en la adherencia de la 

cepa 307-0294 a células humanas epiteliales bronquiales y a queratinocitos humanos 

neonatales (131). Además, la mutación de los genes BLP1 y BLP2 en la cepa AYE, genes 

relacionadas con Bap, resultó en una reducción de la capacidad de esta cepa de formar 

biofilm y de adherirse a células A549 (132). Al analizar la adherencia de MAR002 y 

∆11085 a células eucariotas se vio una reducción significativa en su capacidad de 

adherirse a las células A549, al igual que ocurría con los mutantes isogénicos de Bap, 

BLP1 y BLP2 (131, 132). Las imágenes de microscopía de barrido mostraron una visión 3D 

del proceso de adherencia de MAR002 y su mutante isogénico ∆11085 a las células 

epiteliales humanas. Las micrografías mostraron células epiteliales A549 seriamente 

dañadas en ambos casos, con la capa de surfactante muy deteriorada. Sin embargo, el 

número de bacterias adheridas a las células epiteliales era mucho menor cuando se 

infectaba con la cepa mutante ∆11085. 

En este trabajo se demostró la implicación del gen LH92_11085, perteneciente al 

operón LH92_11070-11085, en la adherencia de la cepa MAR002 a superficies bióticas y 

abióticas. Esos resultados difieren parcialmente con los observados en el sistema de 

formación de pili tipo chaperona-usher CsuA/BABCDE de A. baumannii ATCC 19606. Este 

sistema resultó estar involucrado en la adherencia de la bacteria a superficies abióticas 
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(126), siendo la adherencia a superficies bióticas independiente del sistema 

CsuA/BABCDE (128). 

Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión mostraron que la cepa 

de A. baumannii MAR002 tenía en la superficie dos tipos de pili diferentes. Unos pili 

gruesos de unos 200-300 nm de longitud que rodean a la bacteria formando una especie 

de corona y unos pili más largos, finos y menos abundantes. El análisis realizado con 

microscopía electrónica de transmisión de la cepa salvaje MAR002 y su mutante 

isogénico ∆11085 reveló que, cuando el gen LH92_11085 era delecionado del genoma, 

los pili largos desaparecían de la superficie bacteriana. Además, la complementación del 

gen LH92_11085 restableció el fenotipo de la cepa salvaje.  

Tomaras y colaboradores (126) observaron que cuando se interrumpía el gen 

csuE, el cual codifica una de las subunidades de la punta del pilus, la cepa A. baumannii 

ATCC 19606 no formaba los pili. Al complementar la cepa mutante introduciendo el gen 

de forma externa en un plásmido este fenotipo se restablecía. La interrupción de una de 

las subunidades de la punta del pilus inhibió la síntesis completa del pilus. Esto puede 

deberse a que este sistema Csu está codificado por un operón policistrónico de tal forma 

que la interrupción de uno de los genes que lo forman impide la expresión o traducción 

del resto de los genes.  

Por último, se evaluó el papel que podría tener este sistema de formación de pili 

en la virulencia de la cepa A. baumannii MAR002.  Para ello, utilizamos un modelo de 

viabilidad celular de células epiteliales humanas. En este modelo se estudia el porcentaje 

de células muertas tras 24 horas de infección. El porcentaje de células muertas tras ser 

incubadas con la cepa mutante ∆11085 resultó ser estadísticamente menor en 

comparación con las células incubadas con la cepa salvaje.  

La adherencia de la bacteria a células eucariotas es el primer paso de colonización 

e infección. De esta forma, si la bacteria pierde la capacidad de adherirse a las células 

eucariotas también se verá reducida su capacidad de infectarla. Los resultados de 

microscopía electrónica de barrido mostraron que el número de bacterias adheridas a las 
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células epiteliales humanas era mucho menor en el caso de la cepa mutante que en la 

cepa salvaje. Sin embargo, se observó que en ambos casos las células eucariotas estaban 

dañadas. Todo esto parece indicar que la eliminación de los pili codificados por el operón 

LH92_11070-11085 de la superficie de la cepa MAR002 reduce la capacidad de esta cepa 

de adherirse a las células eucariotas y, por lo tanto, menor es el número de bacterias 

presentes que podrían causar daño e infectar las células. 

Los resultados mostrados en el capítulo II demuestran el papel que el gen 

LH92_11085 podría tener en patogenicidad de A. baumannii de MAR002 y su valor como 

posible diana para inhibir las interacciones entre el patógeno y el huésped las cuales son 

críticas para la virulencia del patógeno. 

Tras caracterizar este nuevo factor de virulencia de la cepa A. baumannii MAR002 

nos interesamos en conocer el conjunto de genes necesarios para desarrollar una 

infección. El modelo que se escogió para realizar el trabajo fue un modelo de neumonía 

debido a que es la manifestación clínica más común de la infección por A. baumannii 

(54). Además, se trabajó con la cepa tipo A. baumannii ATCC 17978 por ser  la cepa de A. 

baumannii más estudiada y se conoce la secuencia de su genoma completo. 

Para identificar los genes implicados en el desarrollo de un proceso de neumonía, 

se obtuvieron los perfiles de expresión génica de la cepa de A. baumannii ATCC 17978 

presente durante una infección de neumonía de ratón, comparándolos con los perfiles 

de expresión génica de bacterias cultivadas en un matraz con medio de cultivo. Murray y 

colaboradores (69) realizaron un estudio similar en el cual describieron el transcriptoma 

de la cepa A. baumannii ATCC 17978 durante una bacteriemia. En este trabajo se observó 

que los genes más sobreexpresados durante la infección pertenecían a los tres clusters 

relacionados con sideróforos conocidos de A. baumannii ATCC 17978. Estos resultados 

muestran las condiciones restrictivas de hierro in vivo.  

Nuestros resultados corroboran estas condiciones limitantes de hierro ya que, 

entre todos los genes que aparecieron diferencialmente expresados durante la infección, 

describimos el gen A1S_0242, el cual codifica una proteína transportadora de hierro 
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ferroso (ferrous iron transporter protein A). Se encontró que este gen estaba 

sobreexpresado 2.67 veces más en células  aisladas durante la infección pulmonar con 

respecto a células cultivadas en matraz.  

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de la mayoría de las 

bacterias y un suministro suficiente de hierro está relacionado con la proliferación, 

virulencia y persistencia del patógeno (149, 150). La presencia de hierro será 

determinante en el curso de la infección a favor del patógeno o del huésped. De esta 

forma, un mecanismo de defensa del huésped frente a la infección consiste en reducir la 

cantidad de hierro disponible. Para adaptarse a esas condiciones limitantes de hierro, las 

bacterias han desarrollado múltiples estrategias para captar hierro (149).  

En condiciones anaeróbicas y pH neutro, se produce una rápida oxidación del Fe2+ 

a Fe3+, compuesto prácticamente inaccesible para los microorganismos. En este punto las 

bacterias dependen de unos compuestos quelantes, denominados sideróforos, para 

captar el hierro. El sideróforo más estudiado en A. baumannii es la acinetobactina (157, 

163, 210, 211), aunque existen estudios en los que se describieron otros sideróforos tales 

como la fimsbactina A-F (212) o las baumanoferrinas A y B (213), los cuales resultaron 

estar implicados en la virulencia de A. baumannii. Además, existen bacterias capaces de 

utilizar otras moléculas como quelantes de hierro, un ejemplo es el citrato utilizado por 

Pseudomonas aeruginosa (214). 

En condiciones de anaerobiosis, el hierro predomina en la forma soluble Fe2+. A 

diferencia del hierro férrico, el hierro ferroso es capaz de difundir al periplasma a través 

de porinas de la membrana externa donde puede ser transportado al interior celular a 

través de diferentes sistemas de transporte como puede ser el sistema Feo (165, 215). El 

operón feo fue descubierto por primera vez en la bacteria E. coli K12 y se vio que está 

compuesto por tres genes: feoA, feoB y feoC. 

 Prácticamente todas las bacterias utilizan los sistema Feo para captar hierro 

ferroso de su entorno, que a menudo son nichos biológicos que estabilizan Fe2+ en 

relación con Fe3+. A pesar de que hay muy poca información sobre el funcionamiento de 
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estos sistemas de captación de hierro, hay muchos estudios que demuestran su 

implicación en la virulencia de la bacteria (167, 177, 178, 216, 217).  

 Teniendo en cuenta la cantidad de estudios que demuestran la implicación de los 

sistemas Feo en la virulencia de diferentes especies bacterianas, el gen A1S_0242 fue 

seleccionado para estudiar su posible implicación en la virulencia de A. baumannii.  

 En primer lugar se estudió el entorno genético de este gen y se vio que pertenece 

a un operón policistrónico formado por tres genes; el gen A1S_0242, que codifica una 

proteína de transporte de hierro ferroso A (putative ferrous iron transport protein A), el 

gen A1S_0243, que codifica una proteína de transporte de hierro ferroso B (putative 

ferrous iron transport protein B) y el gen A1S_0244, que codifica una proteína hipotética.  

 Un análisis más extenso del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 reveló 

la existencia de otros dos genes (A1S_3850 y A1S_0652) homólogos al A1S_0242 que 

contenían dominios feoA. Tras analizar los genomas de las cepas de A. baumannii con su 

genoma completo secuenciado se vio que la el gen A1S_0242 se encuentra muy 

extendido dentro de la especie mientras que los genes A1S_3850 y A1S_0652 no se 

encuentran en muchas otras cepas. Esto podría justificar que el operón A1S_0242-0444 

fuese el principal sistema Feo dentro en A. baumannii ATCC 17978 y esto podría explicar 

por qué los niveles de expresión de los genes A1S_3850 y A1S_0652 no variaron entre 

células aisladas durante la neumonía con respecto a las células cultivadas en matraz. El 

análisis del transcriptoma de bacterias aisladas durante una bacteriemia mostró que 

ambos genes tampoco variaban su expresión cuando se comparaban con el control 

mientras que el gen A1S_0242 estaba sobreexpresado (69). Eijkelkamp y colaboradores 

(162) estudiaron el perfil transcripcional de A. baumannii ATCC 17978 bajo condiciones 

limitantes de hierro. Los resultados mostraron que los genes A1S_0242 y A1S_0652 

estaban sobreexpresados bajo condiciones limitantes de hierro mientras que el gen 

A1S_3850 no variaba su expresión.  

 Para estudiar la implicación de este gen en el fenotipo de A. baumannii ATCC 

17978 se construyeron los mutantes isogénicos de los genes A1S_0242 y A1S_3850 
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además de un doble mutante de ambos genes. El primer paso consistió en confirmar que, 

al delecionar el gen A1S_0242, su función no era suplida por los otros dos genes descritos 

anteriormente. Los experimentos de PCR a tiempo real de los genes A1S_0652 y 

A1S_3850 demostraron que la expresión de estos genes no variaba entre la cepa ATCC 

17978 salvaje y la cepa mutante. De esta forma, el cambio de fenotipo de la cepa 

mutante frente a la cepa salvaje se podría relacionar directamente con la deleción del 

gen A1S_0242. 

 Se analizó la implicación del gen feoA sobre la eficacia biológica de la bacteria. Los 

resultados mostraron que el mutante isogénico ∆0242 tenía una tasa de crecimiento 

menor que la cepa salvaje. Se vio que la cepa mutante ∆3850 no variaba su tasa de 

crecimiento con respecto a la cepa salvaje mientras que el doble mutante tenía la misma 

tasa de crecimiento que el mutante del gen A1S_0242. Debido a que el hierro es un 

elemento esencial para el crecimiento de la bacteria es de esperar que la inactivación de 

un sistema de captación de hierro resulte en una reducción de la tasa de crecimiento.  

  La capacidad de formar biofilm y de adherirse a células epiteliales humanas de la 

cepa ATCC 17978 se vio muy afectada cuando se delecionó el gen A1S_0242. Hay 

estudios que demuestran que la homeostasis del hierro es importante para la interacción 

de la bacteria con el huésped. Zimbler y colaboradores (218) demostraron que la 

proteína TonB2, proteína necesaria para la captación de hierro, es necesaria para la 

adherencia de A. baumannii a la fibronectina y a células epiteliales. Tanto la formación de 

biofilm como la adherencia a células eucariotas humanas son mecanismos utilizados por 

la bacteria para colonizar el huésped y ambos se vieron afectados por la deleción del gen  

A1S_0242.  

Los análisis de sensibilidad al estrés oxidativo mostraron que cuando se delecionó 

el gen A1S_0242 del genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 se redujo la resistencia 

de la bacteria al estrés oxidativo. La superóxido dismutasa tiene un papel muy 

importante en el metabolismo del superóxido, evitando la formación de especies 

reactivas del oxígeno. Sabiendo que la superóxido dismutasa necesita hierro  como 

cofactor para catalizar la reacción de dismutación (219) es de esperar que una reducción 
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en la captación de hierro provocaría una disminución en su actividad y por lo tanto la 

bacteria sería más sensible a las especies reactivas del oxígeno. Los resultados de 

sensibilidad al estrés oxidativo obtenidos demostraron mostraron que la cepa mutante 

∆0242 es más sensible al estrés oxidativo causado por el paraquat. 

 La deleción del gen A1S_3850 no modificó la capacidad de la cepa A. baumannii 

ATCC 17978 de formar biofilm, de adherirse a células epiteliales humanas o de resistir al 

estrés oxidativo. Todos estos resultados confirman el papel irrelevante del gen 

A1S_3850. 

 Los resultados obtenidos demuestran la implicación del gen feoA en la eficacia 

biológica de la cepa ATCC 17978 cuando hay limitación de hierro. Además, la virulencia in 

vitro de la cepa mutante también se redujo, tal como demuestran los experimentos de 

formación de biofilm, de adherencia a células epiteliales humanas  y de resistencia al 

estrés oxidativo estando estos procesos implicados en la patogenicidad de A. baumannii. 

 Para ver el efecto de la deleción del gen sobre la virulencia in vivo de la cepa A. 

baumannii ATCC 17978 se realizaron dos experimentos con modelos animales. El primero 

consistió en una infección de larvas de Galleria mellonella con las cepas ATCC 17978 y su 

mutante isogénico ∆0242. La deleción del gen A1S_0242 provocó la reducción de la 

capacidad de A. baumannii de infectar y de matar las larvas. Una vez más, la infección 

con la cepa mutante del gen A1S_3850 no mostró cambios con respecto a la cepa salvaje. 

Estos resultados se corroboraron con los obtenidos en un modelo de infección de 

neumonía en ratones, en el cual los ratones infectados con el mutante ∆0242 tuvieron 

una tasa de supervivencia mayor que los infectados con la cepa salvaje.  

 Un estudio reciente describió una serie de genes necesarios para la supervivencia 

bacteriana durante una infección. Se observó que la mutación del gen feoB de A. 

baumannii provocaba una reducción en la eficacia biológica de la bacteria durante la 

bacteriemia. Experimentos in vitro demostraron que la inactivación del gen feoB 

provocaba la disminución en la supervivencia de la bacteria en suero humano y dentro de 

macrófagos (184).  
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 La mutación del gen feoA provocó el aumento de la dosis letal de la bacteria y el 

aumento en la supervivencia de larvas de G. mellonella y de ratón. Estos aumentos 

podrían ser debidos a una sinergia entre dos aspectos: la pérdida de eficacia biológica y 

el descenso en la virulencia de la cepa A. baumannii ATCC 17978.  

 Analizando el conjunto de todos los resultados se puede concluir que el gen 

A1S_0242 de A. baumannii ATCC 17978, implicado en un proceso de captación de hierro, 

está involucrado en la eficacia biológica, la formación de biofilm, la adherencia a células 

eucariotas y la resistencia al estrés oxidativo. Este gen está implicado en la virulencia de 

la cepa A. baumannii ATCC 17978. 
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V. CONCLUSIONES 

1. El genoma de la cepa A. baumannii MAR002 tiene un tamaño de 3.72 Mb y un 

contenido de G+C de 38.92%. 

2. El genoma de la cepa A. baumannii MAR002 contiene 3,300 secuencias 

codificantes, 75 pseudogenes, 69 ARNt y 6 clusters de ARNr. 

3.  La cepa A. baumannii MAR002 tiene una capacidad extraordinaria de adherirse 

a superficies bióticas y abióticas y de formar biofilm. 

4.  El gen LH92_11085 de la cepa A. baumannii MAR002 forma parte de un operón 

policistrónico funcional que codifica un sistema de formación de pili tipo 

chaperona-usher. 

5.  El gen LH92_11085 de la cepa A. baumannii MAR002 está implicado en la 

formación del biofilm maduro y en la adherencia a células epiteliales humanas. 

6. El gen LH92_11085 está implicado en la virulencia in vivo de la cepa A. 

baumannii MAR002.  

7. El gen feoA forma parte de un operón policistrónico involucrado en la 

captación de hierro. 

8. El gen feoA de la cepa A. baumannii ATCC 17978 está implicado en la eficacia 

biológica y en la resistencia al estrés oxidativo de la bacteria, así como en la 

capacidad de formación de biofilm y de adherirse a células epiteliales 

humanas. 

9. El gen feoA juega un papel importante en la virulencia in vivo de la cepa A. 

baumannii ATCC 17978. 
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