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RESUMEN 

El plásmido pUM505 fue aislado de una cepa clínica de Pseudomonas aeruginosa 

y tiene un tamaño de 123 kilobases (kb), posee una isla de patogenicidad (PAI) 

con 78 genes, de los cuales 64 han sido encontrados en las PAIs PAPI-1 y PAPI-2 

de P. aeruginosa PA14, un aislado clínico más virulento que la cepa de referencia 

P. aeruginosa PAO1. Sin embargo, no se ha determinado si pUM505 es capaz de 

incrementar la virulencia de P. aeruginosa. Además, se sabe que el sistema de 

“Quorum-sensing” regula varios procesos con base en la densidad celular, uno de 

los procesos regulados por este sistema es el de virulencia; existen estudios en 

donde al mutar los genes que codifican a las sintasas LasI y RhlI de PAO1, ésta 

disminuye su virulencia. El objetivo del presente trabajo fue determinar si pUM505 

incrementa la virulencia de PAO1 e identificar los genes responsables de conferir 

dicho fenotipo. Empleando el modelo de virulencia de hojas de lechuga se 

determinó que el plásmido incrementa la virulencia de PAO1. Posteriormente se 

generó una biblioteca de genes del plásmido pUM505 de 120 clonas en 

Escherichia coli, 15 de éstas mostraron un fenotipo virulento. Posteriormente los 

plásmidos recombinantes se transfirieron a PAO1, donde se encontró que los 

plásmidos recombinantes pEH 8, 24, 26 y 28 incrementaron la virulencia en ambas 

especies bacterianas. La transferencia de estos plásmidos en las mutantes lasI y 

lasI/rhlI de P. aeruginosa no incrementó la virulencia, sugiriendo que los genes 

clonados en dichos plásmidos son regulados por el sistema de “Quorum-sensing”. 

Se obtuvo la secuencia de los fragmentos clonados en dichos plásmidos 

recombinantes, identificando a los orfs 2, 17, 26, 94 y 111 de pUM505, como 
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homólogos a genes previamente relacionados con virulencia. Además, se 

encontraron los orfs 93 y 97, localizados fuera de la PAI de pUM505. 

Adicionalmente se identificaron los orfs 1 y 16, no relacionados previamente en 

patogenicidad y al orf 42 ya relacionado a virulencia, los cuales al ser transferidos 

a E. coli incrementaron su virulencia, solamente el orf 42 incrementó la virulencia 

de P. aeruginosa. Con los resultados obtenidos se puede concluir que genes del 

plásmido pUM505 incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa y que los 

mecanismos de virulencia codificados por estos genes pueden ser modulados por 

el sistema de “Quorum-sensing”. 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, isla de patogenicidad, 

virulencia. 

 



3 
 

 

Abstract 

Plasmid pUM505 was isolated from a clinical strain of Pseudomonas aeruginosa 

and has a size of 123 kilobases (kb), has a pathogenicity island (PAI) with 78 

genes, of which 64 have been found in the PAIs PAPI-1 and PAPI 2 from P. 

aeruginosa PA14, a clinical isolate more virulent than the reference strain P. 

aeruginosa PAO1. However, it has not been determined whether pUM505 is able 

to increase the virulence of P. aeruginosa. Furthermore, it is known that the system 

"Quorum-sensing" regulates various processes based on the cell density, one of 

the processes covered by this system is the virulence; there are studies in which 

the mutated genes encoding the synthases LasI and RhlI of PAO1, it decreases 

their virulence. The aim of this study was to determine whether pUM505 increases 

the virulence of PAO1 and identify the genes responsible for this phenotype. Using 

the model of virulence of lettuce leaves was determined that the plasmid increases 

the virulence of PAO1. Subsequently a gene library of plasmid pUM505 was 

generated, 120 clones were generated in Escherichia coli, 15 of these showed a 

virulent phenotype. Then the recombinant plasmids were transferred to PAO1, 

which found that recombinant plasmids PEH 8, 24, 26 and 28 increased virulence 

in both bacterial species. The transfer of these plasmids into the lasI and lasI/rhlI 

mutants of P. aeruginosa don`t increased the virulence, suggesting that the cloned 

genes in these plasmids are regulated by the system of "Quorum-sensing". The 

sequence of the cloned fragments in these recombinant plasmids was obtained, 

identifying the orfs 2, 17, 26, 94 and 111 from pUM505 as previously homologous 
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to genes related to virulence. In addition, orfs 93 and 97 were found, located 

outside the PAI of pUM505. Additionally the orfs 1 and 16 not related to virulence 

and orf 42 previously related to virulence, were transferred to E. coli increased 

virulence, only orf 42 increased the virulence of P. aeruginosa. With the results 

obtained it can be concluded that the plasmid genes pUM505 increase the 

virulence of E. coli and P. aeruginosa and mechanisms encoded by these genes 

can be modulated by the system "Quorum-sensing". 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, island of pathogenicity, virulence. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida 

en el ambiente, incluyendo lagos, ríos, suelos y plantas (Green y col., 1974; 

Rhame, 1979); esta puede utilizar el nitrógeno como un aceptor de electrones para 

respirar bajo condiciones anaeróbicas, tiene un mínimo de requerimiento 

nutrimental y puede crecer a temperaturas arriba de 42 °C. Además, P. aeruginosa 

puede infectar a diferentes organismos, incluyendo levaduras (Hogan y Kolter, 

2002), al nematodo Caenorhabditis elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999), 

insectos (Jander y col., 2000), plantas (Elrod y Braun, 1942; Rahme y col., 1995) y 

mamíferos (Glazebrook y col., 1978; Hammer y col., 2003). Así mismo, se ha 

descrito que esta bacteria emplea los mismos determinantes de virulencia para 

infectar diferentes hospederos, desde plantas hasta humanos (Fajardo y col., 

2008). En humanos, esta bacteria ha sido considerada como un patógeno 

oportunista y es una causa significante de infecciones agudas (neumonía 

adquirida en hospitales, infecciones del tracto urinario e infecciones en heridas), 

así como de infecciones crónicas (infecciones respiratorias en individuos con 

fibrosis quística) (Battle y col., 2008). El genoma de P. aeruginosa tiene dos 

características que le permite explorar diferentes nichos ambientales e infectar un 

amplio rango de hospederos. Estos son: su genoma tiene un tamaño aproximado 

de 6.3 megabases (Mb) (Stover y col., 2000), uno de los más grandes entre las 

bacterias, lo que le confiere versatilidad medioambiental; y que contiene un gran 
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número de islas genómicas. Cerca del 90 % del cromosoma de P. aeruginosa está 

conservado entre las diferentes cepas (Wolfgang y col., 2003), pero insertado 

dentro del genoma “core”, están las islas genómicas, las cuales pueden o no estar 

presentes en diferentes cepas (Schmidt y col., 1996). Sin embargo, a pesar de la 

aparente similitud genética entre diversas cepas de P. aeruginosa, existen 

diferencias en el fenotipo de patogenicidad que son debidas a los genes de las 

islas genómicas específicas de cada cepa (Lee y col., 2006). Una de las 

principales cepas usadas en el laboratorio es P. aeruginosa PAO1, ésta fue 

aislada de una herida, siendo la primer cepa de P. aeruginosa secuenciada y es 

ampliamente usada en estudios de investigación (Holloway, 1955). El genoma de 

PAO1 posee un gran número de genes involucrados en la regulación, catabolismo, 

transporte y expulsión de factores de virulencia, además de codificar proteínas de 

membrana involucradas en adhesión, motilidad y eflujo de antibióticos, al igual que 

varios sistemas de quimiotaxis (Stover y col., 2000).  

1.2. Islas genómicas  

Las islas genómicas (IG) son reconocidas como segmentos de DNA discretos 

entre cepas cercanas, sin embargo, éstas han sido más estudiadas debido a que 

contribuyen a la adaptación y diversificación  de los microorganismos, teniendo así 

un impacto significante en la plasticidad genómica y la evolución, en la 

diseminación de genes involucrados en resistencia a antibióticos y en la virulencia 

(Juhas y col., 2008). Algunas de las IGs son capaces de integrase dentro del 

cromosoma del hospedero, así como transferirse a un nuevo hospedero por 

transposición, conjugación o transducción (Juhas y col., 2008). Las características 
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principales de una isla genómica son: 1) usualmente son regiones de DNA que 

tienen tamaños entre 10 a 200 kilobases (kb); 2) éstas son reconocidas por el 

contenido de nucleótidos de guanina y citosina (GC), que comúnmente difieren del 

resto del cromosoma; 3) están a menudo insertadas junto a genes que codifican 

para tRNA, en tales casos éstas podrían ser elementos integrativos y conjugativos; 

4) a menudo están flanqueadas por repetidos invertidos perfectos o casi perfectos 

(RI) (Schmidt y Hensel, 2004); 5) en ocasiones contienen genes que codifican 

integrasas o factores relacionados a sistemas de conjugación de plásmidos o 

fagos involucrados en la transferencia de las IGs; 6) a veces contienen elementos 

de inserción o transposones, los cuales podrían estar implicados en la 

movilización de material genético (Buchrieser y col., 1998; Gal-Mor y Finlay, 2006) 

y 7) las islas algunas veces contienen genes que proporcionan una ventaja 

adaptativa para la bacteria hospedera. En la Figura 1, se muestra la estructura 

general de una isla genómica. Se ha descrito que las IGs surgieron 

evolutivamente, esto se puede observar debido a la aparición de superfamilias de 

elementos análogos al genoma “core” (Juhas y col., 2007; Vernikos y Parkhill, 

2008). Existen algunos ejemplos de IGs encontradas en diferentes cromosomas 

bacterianos, una de ellas es la isla CMGI-1, encontrada en 

Cupriavidus metallidurans “CH34” y en Cupriavidus campinensis; ésta fue la 

primer isla genómica que atrajo la atención de los investigadores, debido a que se 

encontró en varias cepas aisladas de ambientes contaminados con aguas negras 

y metales pesados (Larbig y col., 2002). Otra IG es PAGI-2C de 109 kb, 

identificada en P. aeruginosa “Clone C”, aislada de pacientes con fibrosis quística 

y en C. metallidurans “CH34” (Klockgether y col., 2007).
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Figura 1. Estructura general de una isla genómica. Esquema de la estructura 

general de una isla genómica, en donde se representan sus principales 

características: (IS) secuencias de inserción en los extremos de la isla; (DR) 

secuencias de remoción; gen que codifica una integrasa; comúnmente junto a 

genes que codifican tRNA; genes adaptativos (Juhas y col., 2008). 
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1.2.1. Islas de patogenicidad  

Cuando las IGs, contienen genes que codifican determinantes de virulencia, como 

toxinas, invasinas, adhesinas, proteínas efectoras, etc., son referidas como islas 

de patogenicidad (PAI) (Dobrindt y col., 2004). Este concepto de isla de 

patogenicidad se estableció a finales de 1980 por Hacker quien investigó las 

bases genéticas de la virulencia de las cepas uropatógenas de E. coli UPEC 536 y 

J96 (Knapp y col., 1986; Hacker y col., 1990), se identificaron segmentos similares 

de DNA con más de un gen ligado a virulencia (Low y col., 1984; High y col., 1988; 

Hacker y col., 1990). Sin embargo, la observación de que incluso un evento simple 

de eliminación resultaba en la pérdida de grupos de genes ligados a la virulencia 

junto con segmentos adicionales de DNA de más de 30 kb, permitió la definición 

de “isla de DNA patogénica” que posteriormente se le llamó “isla de patogenicidad” 

(Hacker y col., 1990; Blum y col., 1994). Hacker adicionalmente demostró que la 

eliminación de una PAI permite la pérdida de un fenotipo de patogenicidad, lo que 

sugirió que tales eliminaciones son mecanismos genéticos que modulan la 

virulencia de las bacterias (Hacker y col., 1983; Knapp y col., 1985; Hacker y col., 

1990). Un ejemplo bien descrito de isla de patogenicidad que contribuye en la 

variación de la virulencia en cepas P. aeruginosa es la familia de las islas que 

contienen al gen exoU (Kulasekara y col., 2006), el cual codifica la proteína 

efectora tipo III ExoU, la cual presenta un efecto citotóxico in vitro. Además, en 

estudios clínicos, la presencia de esta toxina se asocia con un resultado clínico 

negativo entre los pacientes con infección por P. aeruginosa (Finck-Barbancon y 

col., 1997; Hauser y col., 1998; Sato y Frank, 2004). La isla PAGI-1 tiene un 
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tamaño de 49 kb y fue la primer isla de patogenicidad identificada en P. 

aeruginosa (Liang y col., 2001). Además, se han identificado otras islas de 

patogenicidad, entre ellas las islas PAPI-1 y PAPI-2, las cuales se identificaron en 

un aislado clínico altamente virulento: P. aeruginosa PA14 (PA0976.1) (He y col., 

2004). 

1.3. Factores de virulencia 

Los patógenos bacterianos infectan a una amplia variedad de hospederos, en 

todos los casos, los patógenos pueden tener la capacidad para reconocer, 

asociarse con la explotación de la reserva de nutrientes y combatir las respuestas 

de defensas de su hospedero específico (Rahme y col., 2000). Para acoplarse a 

estas tareas, los patógenos usan un arsenal extenso de factores relacionados a 

virulencia. Muchos de los factores de virulencia  en bacterias son específicos para 

un hospedero (Finlay y Falkow, 1997). Sin embargo, se han revelado 

características comunes de las respuestas de defensa del hospedero en contra de 

patógenos de plantas, insectos y mamíferos (Kopp y Medzhitov, 1999). Usando a 

la cepa de P. aeruginosa PA14, se evidenció que esta bacteria usa un subconjunto 

de factores de virulencia para provocar la enfermedad tanto en plantas (A. 

thaliana), como en mamíferos (ratones) (Rhame y col., 1995; Finlay y col., 1999; 

He y col., 2004), en C. elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999; Tan y col.,1999; Tan 

y Ausubel, 2000), en el insecto Galleria melonella (Jander y col., 2000), así como 

en Drosophila melanogaster (Lutter y col., 2012).  

Los factores de virulencia de P. aeruginosa facilitan la invasión de tejidos y la 

propagación, en la que se incluyen al pilus, al flagelo, endotoxinas, exotoxinas, 
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factores de permeabilidad vascular y una variedad de enzimas secretadas (Fink, 

1993). Las proteasas de P. aeruginosa degradan diversas proteínas del hospedero 

y tienen un efecto destructivo directo en los tejidos (Kawaharajo y col., 1975); un 

ejemplo es la elastasa (LasB), una metaloproteasa con baja especificidad de 

sustrato, que degrada las proteínas del hospedero, tales como elastina, colágeno, 

transferinas e inmunoglobulinas (Galloway, 1991). La elastasa actúa con las 

proteasas LasA y las proteasas alcalinas que causan una elastolisis eficiente, la 

cual es requerida para el daño del tejido asociado con la patogénesis de P. 

aeruginosa (Peters y Galloway, 1990).  

Otro ejemplo de factor de virulencia de P. aeruginosa es la cápsula de alginato, la 

cual juega un rol esencial en la infección pulmonar crónica en pacientes con 

fibrosis quística (Ohman y col., 1980). Finalmente, los lipopolisacáridos han sido 

reportados como un factor importante de virulencia (Pitt, 1989). Algunos de los 

factores de virulencia son regulados por factores externos o internos de la célula; 

por ejemplo, la fosfolipasa C es regulada por la disponibilidad de fosfato (Pritchard 

y Vasil, 1986; Shortridge y col., 1992), mientras que la exotoxina A y la elastasa 

son reguladas por la concentración de hierro en el medio de crecimiento (Grant y 

vasil, 1986; Iglewski y col., 1990). Además, la producción de un gran número de 

exoproductos, incluyendo elastasa, proteasa alcalina, la proteasa LasA, 

hemolisina, piocianina y ramnolípidos son dependientes de la densidad celular y 

son regulados por la llamada cascada de “Quorum-sensing” (Pesci e Iglewski, 

1997). Esta cascada regula la producción de una variedad de factores específicos 

relacionados con virulencia, involucrándola en la diferenciación de biopelículas en 

P. aeruginosa (McLean y col., 1997; Davies y col., 1998). Otro factor de virulencia 
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es la piocianina, una fenazina color azul verdoso (Fuqua y col., 1994; Pesci e 

Iglewski, 1997); este metabolito secundario tiene actividad en contra de varias 

especies de bacterias, hongos y protozoarios, su efecto es atribuido a su potencial 

activo redox (Hassan y Fridovich, 1980; Sorensen y col., 1983). 

1.3.1. Sistema de secreción tipo III 

Muchas especies bacterianas aprovechan los sistemas especializados de 

secreción para transferir macromoléculas a través de las membranas. Estos 

sistemas de secreción están organizados dentro de seis grandes grupos, llamados 

Tipo I, II, III, IV, V, y VI (Thanassi y Hultgren, 2000; Henderson y col., 2004; 

Mougous y col., 2006). El sistema de secreción ancestral relacionado a la 

maquinaria de conjugación bacteriana, es referido como el sistema de secreción 

tipo IV (T4SS) (Lawley y col., 2003; Christie y col., 2005); este sistema es único 

entre otros tipos de sistemas de secreción bacterianos debido a su capacidad para 

transferir tanto proteínas como complejos nucleoproteínicos. La mayoría de los 

patógenos usan una combinación de varios sistemas de secreción proteica para la 

invasión exitosa de sus respectivos hospederos. Además, el impacto de los 

sistemas de secreción en bacterias virulentas puede variar en diferentes 

patógenos. Una función esencial en la patogenicidad a menudo ha sido asignado 

al sistema de secreción tipo III (SST3), que no sólo realiza la secreción de 

proteínas dentro del medio, sino también la translocación a través de la membrana 

de las células hospederas eucarióticas de proteínas bacterianas, llamadas 

proteínas efectoras al citosol (Rosqvist y col., 1991; Sory y Cornelis, 1994; 

Rosqvist y col., 1995; Cornelis y Wolf, 1997). Esta familia de proteínas de 
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transporte permite al patógeno interferir con las vías metabólicas de la célula 

hospedera para su propio beneficio. El SST3 es un complejo de ensamblaje que 

requiere la función de más de 20 proteínas para su actividad. La translocación de 

tales proteínas efectoras dentro de las células hospederas eucarióticas es la base 

para la interferencia específica con las funciones celulares, resultando en la 

invasión de la celula hospedera, inactivación de las células fagocíticas, apoptosis, 

y la interferencia con los procesos de transporte intracelular. Esta forma de 

translocación de proteínas requiere el contacto entre el patógeno y la célula 

blanco. La translocación dependiente del SST3 puede ser observada en 

patógenos extracelulares vía la membrana citoplasmática, de la misma manera 

que lo realizan los patógenos intracelulares, vía la membrana fagosomal (Büttner, 

2012).  

1.3.2. Sistema de “Quorum sensing” 

La comunicación célula a célula por medio de moléculas difusibles permite que las 

bacterias desencadenen respuestas coordinadas para lograr resultados que de 

otro modo resultarían imposibles para una sola célula (Jiménez y col., 2012). El 

“Quorum-sensing” (QS) es considerado un mecanismo de comunicación entre 

bacterias que permite regular procesos importantes como la formación de 

biopelículas, la producción de metabolitos secundarios, la expresión de 

mecanismos de resistencia al estrés y la expresión de factores de virulencia 

(Barreto, 2011). Tales fenómenos se llevan a cabo a través de mecanismos de 

autoinducción de señales químicas presentes tanto en bacterias Gram negativas 

como en Gram positivas (Flores y col., 2011). Las N-Acil homoserina lactonas 
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(AHLs) fueron las primeras señales bacterianas célula-célula descubiertas, 

además de que son las moléculas de comunicación más estudiadas (Jiménez y 

col., 2012). Un gran número de bacterias Gram negativas producen y usan estas 

señales para controlar y regular la expresión de genes de una manera 

dependiente de la densidad celular (Fuqua y Greenberg, 1998; Whitehead y col., 

2001; Withers y col., 2001). En general, las AHLs consisten en ácidos grasos, los 

cuales varían en longitud, ligados a través de un enlace peptídico a la homoserina 

lactona. En P. aeruginosa coexisten dos sistemas AHL: Las y Rhl.  

El sistema Las produce y responde a N-3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-

oxo-C12-HSL), la cual es producida por la sintasa LasI y es reconocida por el 

regulador transcripcional LasR (Passador y col., 1993; Rampioni, 2007). Este 

sistema controla la producción de múltiples factores de virulencia involucrados en 

infecciones agudas y daño a las células hospederas, incluyendo a LasA, LasB, 

elastasas, exotoxina A y la proteasa alcalina (Toder y col., 1991; Gambello y col., 

1993; Jones y col., 1993; Passador y col., 1993).  

El segundo sistema, el Rhl, produce y responde a N-butanoil homoserina lactona 

(C4-HSL) (Pearson y col., 1995); esta molécula es generada por la sintasa RhlI y 

es reconocida por el regulador transcripcional RhlR, este complejo regula la 

expresión de varios genes, incluyendo genes responsables de la producción de 

rhamnolípidos y reprimiendo genes de respuesta para ensamblaje y función del 

SST3 (Bleves y col., 2005). Existe una relación entre los sistemas Las y Rhl: el 

sistema Las controla al sistema Rhl, el complejo 3-oxo-C12-HSL-LasR regula 

directamente la transcripción de RhlR (Latifi y col., 1996) (Figura 2). 
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Figura 2. Regulación de la virulencia y las interacciones entre los dos 

sistemas de Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Después de que 

se produjo una concentración umbral del 3-oxo-C12-HSL, el complejo 3-oxo-C12-

HSL-LasR se une a las regiones promotoras de múltiples genes, activando o 

reprimiendo la transcripción. Entre los genes regulados positivamente por este 

complejo son lasI, que aumenta la producción de LasI (efecto de autoinducción), y 

rhlR, lo que aumenta la producción de RhlR, regulador transcripcional de rhlI, 

produciendo RhlI, el cual produce a C4-HLS. Los factores de virulencia regulados 

por cada respectivo complejo receptor-ligando se detallan en los recuadros de la 

izquierda (Jiménez y col., 2012). 
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ANTECEDENTES 

2.1. Plásmido pUM505 

El plásmido conjugativo pUM505 fue aislado de una cepa clínica de P. aeruginosa 

de un paciente hospitalizado, y se determinó que es capaz de conferir resistencia 

a cromato y mercurio (Cervantes y Ohtake, 1988). Recientemente, nuestro grupo 

de trabajo realizó la secuenciación y el análisis de la secuencia del plásmido 

pUM505, determinando que éste es un replicón circular que posee 123,322 pares 

de bases (pb) y que contiene 138 regiones codificantes (Ramírez-Díaz y col., 

2011) (Figura 3). 

Del total de los genes de pUM505, 64 codifican proteínas con función desconocida 

(proteínas hipotéticas, PH), 15 codifican a elementos móviles, 13 están 

relacionados con transferencia, 13 son de resistencia a metales, 13 están 

relacionados con el metabolismo y 5 se han implicado en la regulación 

transcripcional, entre otros (Ramírez-Díaz y col., 2011). pUM505 presenta dos 

regiones bien definidas, la primer región, de ~67 kb, que corresponde a una isla de 

patogenicidad (PAI) y la segunda región, de ~31 kb, corresponde a una GI que 

contiene genes de resistencia a metales. La PAI de pUM505 consiste de 78 

marcos de lectura abiertos (orfs 1-51 y 112-138) de los cuales 64 se han 

encontrado en las islas de patogenicidad PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14 

(He y col., 2004). 

La PAI de pUM505 contiene genes de replicación del DNA y de la transferencia 

conjugativa, así como 41 genes que codifican PHs. La PAI posee el operón pil 

compuesto  por genes  que codifican a  proteínas involucradas en la biogénesis de
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Figura 3. Mapa genético del plásmido pUM505 de Pseudomonas aeruginosa.  

Las regiones codificantes deducidas son mostradas con flechas o puntas de flecha 

indicando la dirección de la transcripción. Las posibles funciones de las proteínas 

codificadas están representadas de acuerdo al color del cuadro del lado derecho. 

Dos principales regiones del plásmido son indicadas: (1) La isla de patogenicidad 

(barra roja) y (2) la Isla de resistencia a metales pesados (barra negra). La isla de 

patogenicidad tiene una estructura tipo mosaico, que consiste de tres bloques, los 

cuales son mostrados en colores azul, rosa y verde. El origen de replicación se 

indica (ori). Se muestran los genes involucrados en la transferencia conjugativa y 

replicación. Los operones de resistencia a mercurio (HgR) y a cromato (CrR) están 

indicados con barras azules (Modificada de Ramírez-Díaz y col., 2011). 
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un pilus tipo IV, estructura esencial para la transferencia de plásmidos (Juhas y 

col., 2008) y que es usado para la adhesión de bacterias patógenas a células 

epiteliales, promoviendo la relación patógeno–célula hospedera (He y col., 2004). 

pUM505 se ha clasificado como un miembro de la familia de plásmidos tipo IncI, 

que se han encontrado con mayor frecuencia en cepas de E. coli patógenas que 

en cepas comensales (Johnson y col., 2007). 

2.1.1. Comparación de la PAI de pUM505 con la isla PAPI-1 y PAPI-2 de P. 

aeruginosa PA14 

El genoma de P. aeruginosa PA14 fue secuenciado, esta cepa se utiliza como 

cepa de referencia para la virulencia y ha servido para determinar la contribución 

de factores de virulencia (Lee y col., 2006). P. aeruginosa PA14 tiene dos islas de 

patogenicidad bien caracterizadas: PAPI-1 con un tamaño aproximado de 108 kb y 

PAPI-2 con un tamaño aproximado de 11 kb (He y col., 2004) (Figura 4). Con el 

uso de análisis in silico, se determinó que 64 de los orfs de la PAI de pUM505 

tienen homología con los de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, 

mostrando valores de 90% o más de identidad. 

Como se mencionó, la cepa de P. aeruginosa PAO1 es una cepa patógena, 

aislada de un caso clínico. Sin embargo, se ha demostrado que P. aeruginosa 

PA14 es una cepa más virulenta en un gran número de modelos de infección, 

como invertebrados, mamíferos y plantas (Rahme y col., 1995; He y col., 2004; 

Rahme y col., 2000; Kukavica-Ibrulj y col., 2008). Esto puede deberse a las islas 

cromosomales ya mencionadas anteriormente. Para comprobar esta hipótesis, se 

realizaron las eliminaciones de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de manera individual, así 
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Figura 4. Organización de las islas de patogenicidad PAPI-1 y PAPI-2 de P. 

aeruginosa PA14. Con flechas se representan los orfs individuales y la 

orientación de la transcripción; con cuadros se representan los pseudogenes y las 

puntas de flecha representan genes de ARNt. En azul y con sombra roja se 

muestran los genes relacionados a virulencia; con verde los genes que codifican 

proteínas hipotéticas (He y col., 2004). 
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como conjuntas, y utilizando un modelo de infección de ratones con neumonía 

aguda se cuantificaron las UFC de los diferentes tejidos para ver la diseminación 

de las bacterias y se observó que PA14 con la eliminación de PAPI-2 (ΔPAPI-2) y 

PA14 con la eliminación de ambas islas (Δ1Δ2), fueron menos virulentas respecto 

a PA14 con las dos islas, concluyendo que las islas de patogenicidad de P. 

aeruginosa PA14 funcionan de manera conjunta e individual en el incremento de la 

virulencia (Figura 5). 
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Figura 5. Análisis de las UFC de P. aeruginosa en el modelo de neumonía 

aguda de ratones. P. aeruginosa PAO1; P. aeruginosa PA14 silvestre; PA14 con 

la eliminación de PAPI-1(ΔPAPI-1); PA14 con la eliminación de PAPI-2 (ΔPAPI-2) 

y PA14 con la eliminación de ambas islas (Δ1Δ2) respectivamente. Las barras de 

error representan los errores estándar de las medias. n=10 (Harrison y col., 2010). 
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JUSTIFICACIÓN 

El plásmido pUM505 posee una isla de patogenicidad similar a las islas 

cromosómicas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, sin embargo, su función 

se desconoce. Por lo que es de interés determinar su posible participación en la 

virulencia de P. aeruginosa, así como identificar los genes que confieren este 

fenotipo. 

 

 

 

HIPÓTESIS 

Genes localizados en el plásmido pUM505 participan en la virulencia de 

Pseudomonas aeruginosa. 
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OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

Determinar la participación del plásmido pUM505 en la virulencia de 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

5.2. Objetivos Específicos 

1. Determinar que la presencia del plásmido pUM505 aumenta la virulencia de 

Pseudomonas aeruginosa. 

2. Identificar los genes de pUM505 involucrados en la virulencia. 

3. Determinar que los genes de pUM505 involucrados en virulencia son 

dependientes del sistema de “Quorum sensing”. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Medios de cultivo 

1. Caldo Luria-Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseína 1%, extracto de 

levadura 0.5%.  

2. Agar Luria-Bertani (AL): se le agregó 1.5% de agar bacteriológico al caldo 

Luria-Bertani. 

3. Medio M9: Glucosa 20 mM, MgSO4 2 mM, CaCl2 0.1 mM, mezcla de sales M9 

1%. (Na2HPO4 0.6%, KH2PO4 0.3%, NaCl 0.05%, NH4Cl 0.1%). 

4. Caldo nutritivo: 0.8% medio deshidratado CN (BD Bioxon). 

7.2. Cepas 

 Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Holloway, 1955). Cepa empleada como 

receptora del plásmido pUM505 y de los plásmidos recombinantes derivados 

del vector pUCP20. 

 Pseudomonas aeruginosa PAO1 (pUM505) CrR, HgR, SmR. Cepa que se utilizó 

para obtener el DNA molde para la amplificación por PCR de los genes de 

interés, y para obtener el DNA plasmídico para la obtención del banco (Díaz-

Magaña 2011, datos no publicados). 

 Pseudomonas aeruginosa PA14 (Rahme y col., 1995) Biblioteca Ausubel. 

Cepa altamente virulenta.  

 Mutante Pseudomonas aeruginosa lasI. Derivada de PAO1, TcR. (Pearson y 

col., 1995). Donada por el Dr. Jesús Campos García, Laboratorio de 
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Biotecnología Microbiana del Instituto de Investigaciones Químico-Biológicas, 

U.M.S.N.H. 

 Doble mutante Pseudomonas aeruginosa lasI/rhlI. Derivada de lasI, TcR. 

Donada por el Dr. Jesús Campos García. 

 Escherichia coli TOP10. (Durfee y col., 2008). Cepa empleada como 

receptora de los plásmidos recombinantes del vector pJET 1.2/blunt y 

pUCP20. 

7.3. Vectores 

1. pJET 1.2/Blunt (Fermentas). Vector de recuperación de productos de PCR, 

confiere resistencia a AmR (Figura 6). 

2. pUCP20 (West y col., 1994). Vector binario que se utilizó para la expresión 

de los genes de interés, confiere resistencia a AmR y CbR (Figura 7). 

7.4. Método de Casse para el aislamiento de DNA plasmídico 

Se incubó un matraz con 250 ml de CL inoculado con la cepa P. aeruginosa 

(pUM505) durante toda la noche a 37 °C  con agitación constante. Se centrifugó el 

cultivo bacteriano a 8000 rpm a 4 °C durante 10 min. Posteriormente se desechó 

el sobrenadante y se resuspendió el paquete celular en 500 µl de Tris-HCl 50 mM 

(pH 8.0) utilizando el vortex. Después se le adicionó 9.6 ml de solución lítica (para 

100 ml de solución: 5 ml de Tris-HCl 1M (pH 8.0), 4 ml de EDTA 0.5 M, 5 ml de 

SDS al 20%, 5.5 ml de NaOH 2N y 80.5 ml de agua destilada) y el tubo se 

mantuvo en agitación suave durante 25 min a 34 °C. Después se le agregó 990 µl 

de Tris-HCl 2M (pH 7.0) y se incubó en agitación suave durante 10 min. Se le 

agregó  2  ml  de  NaCl  5  M  y  se  mantuvo  en  agitación  suave  durante 10 min,  
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Figura 6. Vector pJET 1.2. El vector de clonación pJET 1.2/blunt tiene un tamaño 

de 2974 pb. Posee un origen de replicación para E. coli (ori); un gen de resistencia 

a ampicilina (Amp); un sitio de clonación múltiple (SMC) (Fermentas). 
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Figura 7. Vector de clonación pUCP20. El plásmido tiene un tamaño de 3898 pb, 

con el gen bla de resistencia a ampicilina y carbenicilina; orígenes de replicación 

para E. coli (orc) proveniente del plásmido pBR322 (pBR322_origin) y P. 

aeruginosa (ORP); un fragmento del gen lacZ que codifica a la β-galactosidasa; un 

promotor para el gen lacZ (plac); un sitio para clonación múltiple (MCS) con 

diferentes sitios de restricción (Modificado de West y col., 1994). 



29 
 

 

amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 0.5 mM), se mezcló y se centrifugó a 

12000 rpm, a 4 °C durante 15 min. Se obtuvo el sobrenadante y se pasó a otro 

posteriormente se incubo en hielo 1 hora. Después se recuperó el sobrenadante 

por decantación en otro tubo y se le agregó 1 volumen de fenol saturado con tubo, 

se le adicionó 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 

12000 rpm, a 4 °C durante 15 min. Posteriormente se extrajo la fase acuosa y se 

pasó a otro tubo, se agregó 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y 2 

volúmenes de etanol absoluto frío, se mezcló y se mantuvo a -20 °C durante toda 

la noche. Después se centrifugó a 12000 rpm, a 4 °C durante 30 min y se eliminó 

el etanol, se secó al vacío la pastilla obtenida y se resuspendió en 100 µl de 

amortiguador TE. La muestra se guardó a - 20 °C. 

7.5. Extracción de DNA plasmídico por el método de columna 

Se seleccionó una colonia aislada de P. aeruginosa (pUM505) y se inoculó en 4 ml 

de CL, el cual se incubó por 8 h a 37 °C con agitación de 300 rpm. Se realizó una 

dilución del cultivo de 1/500 en CL y se creció a 37 °C de 12-16 h con agitación 

vigorosa de 300 rpm. Después se centrifugó el cultivo a 9000 rpm por 15 min a 4 

°C. Se procedió a realizar el aislamiento empleando el kit por columna de 

Quiagen. Para el aislamiento se realizó lo siguiente, el paquete celular se 

resuspendió en 10 ml del Buffer P1. Posteriormente se le agregó 10 ml del Buffer 

P2, se mezcló gentilmente  por medio de 6 inversiones y se incubó a temperatura 

ambiente durante 5 min. Después se le agregó 10 ml del Buffer P3, se mezcló 

inmediata y gentilmente por medio de 6 inversiones y se incubó en hielo por 20 
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min. Se volvió a centrifugar a 13000 rpm por 30 min a 4 °C, una vez centrifugada 

la muestra, se removió el sobrenadante a otro tubo, se volvió a centrifugar el 

sobrenadante a 13000 rpm por 15 min a 4 °C, y se transfirió el sobrenadante a 

otro tubo, repitiendo este proceso una vez más. Después se equilibró la columna 

con 10 ml de Buffer QBT, dejando que este fluyera por gravedad, posteriormente 

se aplicó el sobrenadante obtenido y una vez que este fluyó por toda la columna, 

se dieron dos lavados con 30 ml de Buffer QC, finalmente se eluyó el DNA con 15 

ml de Buffer QF. Al eluido se le adicionó 10.5 ml (0.7 volúmenes) de isopropanol a 

temperatura ambiente, se mezcló y centrifugó a 13000 rpm por 30 min a 4 °C, se 

decantó el sobrenadante y se lavó la pastilla de DNA con 5 ml de etanol al 70% 

centrifugando a 13000 rpm por 10 min a 4 °C, y se volvió a decantar el 

sobrenadante. Finalmente se secó la pastilla al vacío y se resuspendió el DNA con 

100 µl de amortiguador TE. La muestra se guardó a - 20 °C. 

7.6. Tratamientos enzimáticos de DNA 

 Tratamiento con enzimas de restricción 

El DNA se digirió utilizando una unidad de enzima de restricción (endonucleasas) 

por cada µg de DNA e incubando a 37 °C durante toda la noche.  Posteriormente 

se detuvo la actividad de las endonucleasas incubando durante 15 min a 65 °C.  

 Ligación 

Los fragmentos de DNA se ligaron al vector pUCP20 linearizado con enzimas de 

restricción, en una proporción 3:1 (inserto:vector) utilizando una unidad de la 

enzima T4 DNA ligasa (Promega). Esta reacción se llevó a cabo a 4 °C durante 

toda la noche. En el caso de la ligación de los fragmentos de PCR en el vector 
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pJET 1.2, se utilizó 10 µl del buffer de reacción, 1-2 µl del producto del PCR, 1 µl 

de la enzima blunting y 5 µl de agua ultra pura estéril, esta mezcla se incubó a 70 

°C durante 5 min y se enfrió en hielo. Posteriormente se le adicionó 1 µl del vector 

pJET 1.2 (50 ng/ µl) y 1 µl de la enzima T4 DNA ligasa, la mezcla se incubó 30 min 

a 22 °C y se llevó a un volumen de 200 µl con agua ultra pura estéril, se le 

adicionó 200 µl de Fenol y 200 µl de cloroformo. Se agitó y se centrifugó durante 5 

min a 13000 rpm recuperando la fase superior y agregando 1/10 de volumen de 

acetato de sodio 3 M, así como 1 ml de etanol absoluto, se mezcló y se incubó 30 

min a - 80 °C y se centrifugó de nuevo 15 min a 13000 rpm, la pastilla se lavó con 

300 µl de etanol al 70% y se resuspendió en 10 µl de agua, finalmente se guardó a 

-20 °C. 

7.7. Preparación de células electrocompetentes 

De un cultivo de E. coli Top10 se inoculó un tubo con 4 ml de CL, y se incubó 

durante la noche a 37 °C, posteriormente inoculando en 250 ml de CL en un 

matraz de 1 l, se incubó durante 3 h a 37 °C con agitación constante hasta obtener 

una densidad óptica de 0.6 a 590 nm. Posteriormente se mantuvo el cultivo en 

hielo durante 20 min y se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C. Después la 

pastilla se resuspendió (vortex) en agua fría desionizada estéril (20 ml), se 

centrifugó a 8000 rpm durante 10 min a 4 °C, se resuspendió en agua fría 

desionizada estéril con 10% de glicerol (20 ml) y se centrifugó como en el paso 

anterior. Finalmente se resuspendió la pastilla con 2 ml de agua fría desionizada 

estéril con 10% de glicerol, distribuyendo en alícuotas de 200 µl en tubos de 0.5 

ml. Se almacenaron a - 80 °C. 
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7.8. Transformación por electroporación 

En un tubo Eppendorf se mezclaron 100 µl de células electrocompetentes con 1 µl 

de DNA plasmídico. Después se colocó la mezcla entre los electrodos de una 

celda de electroporación fría. Se activó el micropulso a 1800 V, la mezcla se 

transfirió a un tubo con 2 ml de CL. Se incubó a 37 °C por 1 h con agitación 

constante. Se plaqueó 100 µl del cultivo y el cultivo restante (1.9 ml) se concentró 

centrifugando 2 min a 13000 rpm, y se resuspendió en 100 µl para plaquear en AL 

con Ampicilina (100 µl/ml) + X-Gal (40 mg/ml) e IPTG (0.4 mM) para la selección 

de las transformantes. 

7.9. Aislamiento de DNA plasmídico por lisis alcalina  

Se inoculó un tubo con 4 ml de CL con las cepas de interés, el cual se incubó toda 

la noche a 37 °C con agitación de 300 rpm, posteriormente se centrifugó el cultivo 

durante 2 min a 12000 rpm, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el 

paquete celular en 100 µl de STE (Sacarosa 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM a 

pH 8), después se le agregó 20 µl de lisozima 20 mg/ml, se mezcló suavemente y 

se incubó 5 min a 37 °C, posteriormente se le agregó 250 µl de solución lítica (50 

µl de NaOH 2 N, 100 µl de SDS 10% y 850 µl de agua), se incubó en hielo durante 

5 min. Después se le adicionó 300 µl de una solución de acetato de potasio 3M a 

pH de 4.8. Se mezcló y se incubó en hielo durante 10 min. Posteriormente se 

centrifugó a 12000 durante 10 min y se transfirió el sobrenadante a otro tubo y se 

le agregó 500 µl de una mezcla fenol-cloroformo (24:24), se mezcló y se centrifugó 

a 12000 durante 10 min. Después se transfirió la fase superior a otro tubo y se le 

adicionó 1 ml de etanol absoluto, se mezcló y se incubó 20 min a – 80 °C, se 
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centrifugó a 12000 durante 10 min y se desechó el sobrenadante. La pastilla 

obtenida se lavó 2 veces con 1 ml de etanol al 70%, centrifugando a 12000 

durante 10 min por lavado. Se secó la pastilla al vacío y se resuspendió en 50 µl 

de agua HPLC, adicionando 5 µl de RNAsa (10mg/ml) y se incubó a 37 °C durante 

30 min, posteriormente se inactivó la RNAsa incubando a 65 °C durante 15 min y 

la muestra se analizó en un gel de agarosa 1%. 

7.10. Electroforesis en gel de agarosa 

El análisis y separación del DNA plasmídico y cromosómico se realizó en geles de 

agarosa al 0.7%, 1% o 1.5% (p/v) dependiendo el tamaño del DNA, en 

amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M pH 8 y EDTA 0.001 M pH 8). El gel se 

colocó en una cámara de electroforesis horizontal con el amortiguador. Las 

muestras de DNA se mezclaron con el amortiguador de carga (Azul de bromofenol 

0.05%, EDTA 0.1 M pH 8, SDS 0.5% y sacarosa 40%). El corrimiento 

electroforético se realizó a un voltaje constante de 150 voltios durante 40-60 min. 

Posteriormente el gel se tiñó con una solución de bromuro de etidio al 0.01% 

durante 5 min y los fragmentos de DNA teñidos se observaron por medio de un 

transluminador de luz ultravioleta de onda corta (Ultra-Violet Products Inc.). Como 

marcador de tamaño molecular de DNA se utilizó el DNA fago lambda digerido con 

endonucleasa Hind III y el marcador de escalera de 1 Kb plus (Invitrogen).  

7.11. Amplificación por PCR 

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo con el kit 

Master Mix de Promega. Para amplificar cada fragmento se utilizó el DNA total del  
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

 

Rojo- sitio de corte para Hind III 

Azul- sitio de corte para EcoR I 

Se muestra el nombre de los oligonucleotido, junto con el orf que se amplifica. 
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cual se empleó 1 µg/µl y se adicionó 10 pmol del oligonucleótido sentido y 10 pmol 

del anti sentido, 13.5 µl de agua y por último 15 µl de la mezcla de enzima Taq 

DNA polimerasa, dNTP´s y MgCl2 (Master Mix) para llevar a un volumen total de 

30 µl. Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la Tabla 1. 

Para los orfs 1, 16, 42 y 110-111, se utilizaron las siguientes condiciones de la 

reacción: 94 °C, 5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C, 30 seg; 55 °C, 2 min; 68 °C, 1 

min) y una extensión final de 68 °C, 5 min. Para el orf 70, se utilizaron las 

siguientes condiciones de la reacción: 94 °C, 5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C, 

30 seg; 60 °C, 30 seg; 72 °C, 1 min) y una extensión final de 72 °C, 10 min. 

7.12. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 

Para la purificación de fragmentos de DNA se empleó el kit Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up System de Promega, en donde se paró el DNA en un gel de 

agarosa al 1% por electroforesis, posteriormente se tiñó con bromuro de etidio al 

0.01%. El fragmento de interés se cortó y pasó a un tubo para centrifugar, 

adicionando 1 µl de solución de unión a membrana por cada µg de gel y se 

disolvió a 65 °C, posteriormente el gel disuelto se transfirió a una micro columna y 

se incubó 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugó 1 min a 6000 rpm y se 

desechó el líquido, posteriormente la columna se lavó dos veces con solución de 

lavado, después se incubó a 65 °C y se le agregó 50 µl de agua ultra pura estéril 

centrifugando durante 1 min a 6000 rpm y se recuperó el DNA purificado en un 

tubo limpio y estéril. 

 

7.13. Ensayos de virulencia en hojas de lechuga 
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Se crecieron preinóculos de las cepas de interés en CL a 37 °C toda la noche, 

posteriormente se realizó una dilución 1:200 de los cultivos en matraces con 25 ml 

de CL y se incubó a 37 °C con agitación hasta fase logarítmica (DO600 de 0.6). Los 

cultivos se diluyeron en MgSO4 10 mM (1:3). Adicionalmente se desinfectaron 

hojas de lechuga durante 30 min con una solución de cloro al 0.1%, las cuales se 

enjuagaron con agua destilada y después con agua estéril. Las hojas se colocaron 

en un recipiente (desinfectado previamente con la solución de cloro 0.1%) que 

contiene una base de papel Whatman impregnado con MgSO4, y se inocularon 

con 10 µl de la dilución anterior del cultivo en la nervadura de la hoja. Se cubrieron 

los recipientes con película autoadherible y se incubaron a 30 °C durante 4 días. 

Se revisó diariamente la necrosis producida en la hoja de lechuga. Al cuarto día se 

calculó el área de daño o necrosis mediante la fórmula A= π (0.25) ( L ) (W), 

donde A: Área, L: largo y W: ancho. Posteriormente se cortó la región dañada, se 

colocó en un mortero estéril, se trituró el tejido y se maceró por 2 h en 15 ml de 

MgSO4 (10 mM) se realizó una dilución con solución de MgSO4 a 10-5 para P. 

aeruginosa y 10-2 para E. coli y se inoculó 100 µl de las diluciones en AL 

incubando durante 18 h a 37 °C para realizar el conteo de UFC.  

7.14. Cinéticas de crecimiento  

Se crecieron preinóculos de las cepas de interés en 20 ml de CL o medio mínimo 

M9 a 37 °C con agitación constante durante toda la noche, posteriormente se 

determinó la DO600 del cultivo y se hizo una dilución para obtener 20 ml del cultivo 

con CL o medio M9 estéril hasta una DO600 de 0.1, los cultivos diluidos se 
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incubaron a 37 °C con agitación constante, midiendo la absorbencia del cultivo 

cada hora, durante 8 h. 

7.15. Transferencia del plásmido pUM505 por conjugación 

Se crecieron la cepa donadora (D) y la cepa receptora (R) en tubos con 4 ml de 

CL a 37°C durante 24 h con agitación constante, posteriormente se realizaron 

diluciones 1:50 en CL y se incubó a la D a 37 °C y a la R a 42 °C hasta un 

crecimiento con DO600 de 0.5, después se mezclaron la cepa D y la R en 

proporción de 1:1, 1:10, 10:1 y se incubaron a 37°C durante 24 h sin agitación. 

Una vez crecidas, se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 de la mezcla y se 

plaquearon 100 μl de cada dilución en cajas con medio selectivo; posteriormente 

se  incubaron por 18 h a 37 °C, para cuantificar las colonias transconjugantes. 

7.16. Pruebas de susceptibilidad  

Para realizar las pruebas de susceptibilidad se crecieron los preinóculos en CN de 

las diferentes cepas de P. aeruginosa a 37°C durante 24 h; posteriormente se 

realizó la medición de la DO por espectrofotometría a 600 nm, se ajustaron los 

cultivos a DO600 de 0.1 y se inocularon tubos de caldo nutritivo con 

concentraciones de 0, 0.25, 0.5 y 0.75 mM de K2Cr2O7; después se incubaron a 

37°C durante 18 h, por último, se midió la DO600 y se graficaron los valores. 

7.17. Análisis in silico  

Los probables operones se identificaron con el programa computacional 

http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=g

findb. Para el diseño de los oligonucleótidos se empleó el software “Oligo Analyzer 

3.1” en el sitio http://www.idtdna.com/calc/analyzer. Las enzimas de restricción 

http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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empleadas para la construcción del banco de genes se seleccionaron con base en 

el patrón de restricción, utilizando en programa computacional “Enzyme Finder” en 

el sitio http://tools.neb.com/NEBcutter2/. Los análisis de BLAST de las proteínas 

identificadas se realizaron utilizando el programa computacional http://blast.be-

md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome, que analiza similitud de secuencias.

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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RESULTADOS 

8.1. Participación del plásmido pUM505 en la virulencia de Pseudomonas 

aeruginosa 

Para determinar si el plásmido pUM505 incrementa la virulencia de la cepa PAO1, 

se realizaron ensayos de virulencia en hojas de lechuga, utilizando a la cepa de 

Pseudomonas aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAO1 (pUM505), P. aeruginosa 

PA14 como control positivo de virulencia y E. coli Top10 como cepa no patógena. 

Los resultados mostraron que las hojas donde se inoculó E. coli sólo mostraron la 

lesión donde se realizó el inóculo y que P. aeruginosa PA14 mostró el área mayor 

de lesión. Cuando se inoculó a P. aeruginosa PAO1 (pUM505), ésta produjo una 

lesión mayor que la cepa de P. aeruginosa PAO1 sin el plásmido (Figura 8A). El 

área de lesión se graficó y se pudo observar que hay una diferencia significativa 

entre las cepas mencionadas (Figura 8B). Posteriormente se determinó la 

cantidad de UFC de las lesiones, como se describe en materiales y métodos. Se 

encontró que la cepa con el plásmido pUM505 presentó cuatro veces más UFC 

que la cepa de P. aeruginosa PAO1 que no contenía al plásmido. El inóculo con la 

cepa PA14, generó el mayor número de UFC y se obtuvieron muy pocas UFC de 

la lesión con E. coli (Figuras 8C y D). Para la determinación de las UFC, se 

normalizó el efecto de P. aeruginosa PAO1 a 1.0 para disminuir la variación que 

se produce entre los ensayos. 

8.2. Identificación de los genes de pUM505 involucrados en la virulencia 

Una vez que se determinó que el plásmido  pUM505 confiere  virulencia a  la cepa  
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Figura 8. Participación de pUM505 en la virulencia de P. aeruginosa en hojas 

de lechuga. A) Fotografía de las áreas de lesión generadas por las diferentes 

cepas sobre la nervadura de las hojas de lechuga. B) Gráfica del área de lesión 

generada por las diferentes cepas en la hoja de lechuga. C) Fotografías 

representativas de las cajas con las unidades formadoras de colonias (UFC) 

obtenidas de cada una de las lesiones. D) Gráfica de las UFC (veces/control) 

obtenidas de cada una de las áreas de lesión. Con un numeral (#) se señalan las 

cepas con diferencia significativa estadísticamente respecto al control. Datos de 4 

experimentos independientes. 
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de P. aeruginosa PAO1 en el modelo de lechuga, se realizó la identificación de los 

genes involucrados en la misma. Se optó por hacer una biblioteca de genes del 

plásmido pUM505 en el vector de clonación de alto número de copias pUCP20. La 

biblioteca de genes se obtuvo como se describe en materiales y métodos, 

utilizando la estrategia mostrada en la Figura 9. Se realizó el análisis in silico del 

patrón teórico total de restricción de pUM505 empleando las enzimas de 

restricción HindIII/EcoRI y HindIII/BamHI. La restricción teórica de HindIII/EcoRI 

mostró un patrón de 24 fragmentos y HindIII/BamHI uno de 17 fragmentos, los 

cuales predicen tamaños de entre 0.5 a 5.6 kb con el primer par de enzimas y de 

0.8 a 5.3 kb con el segundo par, por lo que la biblioteca de genes de pUM505 se 

realizó empleando estos dos pares de enzimas. 

Se obtuvieron un total de 60 clonas utilizando los productos de la digestión con las 

enzimas de restricción EcoRI/HindIII y otras 60 clonas utilizando los productos de 

la digestión con las enzimas BamHI/HindIII. De las 120 clonas obtenidas de la 

biblioteca de genes, se tomaron 45 y se les realizó una caracterización de los 

plásmidos recombinantes por patrón de restricción (Figura 10). Se tomó una 

muestra de 45 de los 120 plásmidos recombinantes y éstos mostraron tamaños de 

insertos variados, de entre 1 a 7 kb, en donde la mayoría poseen insertos de entre 

2 y 4 kb (Figura 11).  

Las 120 clonas obtenidas de la biblioteca se utilizaron en ensayos de virulencia. 

15 de éstas incrementaron en al menos el doble las UFC obtenidas respecto al 

inóculo control E. coli Top10 (sin plásmidos recombinantes) (Figura 12). Para 

descartar la posibilidad de que el plásmido pUCP20 estuviera proporcionando la 

capacidad de incrementar la virulencia, se  realizó  un  ensayo con  E. coli Top10 y  
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Figura 9. Estrategia experimental para obtención de la biblioteca de genes de 

pUM505. A) Extracción de pUM505 y digestión totalmente con enzimas de 

restricción: (1) EcoRI/HindIII; (2) BamHI/HindIII. B) Digestión del vector pUCP20 

con las mismas enzimas. C) Ligación los fragmentos de pUM505 con pUCP20 

digerido, para obtener los plásmidos recombinantes. D) Transferencia de los 

plásmidos recombinantes a células de E. coli  (Top10), seleccionando con 

ampicilina. 
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E. coli Top10 (pUCP20), en donde no se observaron diferencias significativas 

(datos no mostrados). 

De las 15 clonas seleccionadas por incrementar la virulencia de E. coli Top10, la 

clona EH 26 mostró un incremento de las UFC de cuatro veces respecto al control, 

mientras que las 14 clonas restantes mostraron un incremento de 2 o más veces. 

Una vez que se identificaron las clonas que incrementaron la virulencia de E. coli 

Top10, los plásmidos recombinantes se aislaron y se transfirieron a P. aeruginosa 

PAO1. Posteriormente se realizaron los ensayos de virulencia utilizando hojas de 

lechuga. Los ensayos mostraron que la cepa con pUM505 muestra una diferencia 

significativa en el grado de virulencia respecto al control al incrementar 3.9 veces 

las UFC recuperadas. De igual manera, se realizó el conteo de las UFC, 

observando que de las 15 clonas de P. aeruginosa, EH 28, EH 26, EH 24 y EH 8 

incrementaron en dos o más veces las UFC con respecto al control (Figura 13). 

Derivado de los ensayos de virulencia se determinó que cuatro clonas 

incrementaron la virulencia tanto en E. coli Top10, como en P. aeruginosa PAO1. 

Para descartar la posibilidad de que el incremento por las clonas en la virulencia 

se debiera a que está alterada la velocidad de crecimiento, se realizaron cinéticas 

de crecimiento en CL. Se observó que P. aeruginosa PAO1 (pUM505), así como 

las clonas EH 28, EH 26, EH 24 y EH 8 no mostraron una diferencia significativa 

en la velocidad de crecimiento con respecto a la cepa de P. aeruginosa PAO1 

(Figura 14). Además, utilizando medio M9, se realizaron cinéticas de crecimiento 

de la transformante en P. aeruginosa (EH 28) y P. aeruginosa PAO1 

observándose velocidades de crecimiento similares (datos no mostrados), por lo 

que  se  puede  descartar  la   posibilidad  de  que   el  fenotipo  sea  debido  a  un  
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Figura 10. Análisis de restricción de los plásmidos recombinantes de la 

biblioteca de genes de pUM505. Gel de agarosa al 1%. M, marcador de tamaño 

molecular 1 kb plus. En los carriles del 1 al 7 se muestran los fragmentos de la 

restricción de los plásmidos de algunas clonas de la biblioteca de genes. El 

fragmento de 3.9 kb corresponde al vector pUCP20.  

 

incremento en la velocidad de crecimiento. Los fragmentos insertados en los 

plásmidos recombinantes de siete de las clonas virulentas mostraron tamaños 

entre 1.7 a 5.6 kb y se enviaron para ser secuenciados. Las clonas EH 8, EH 24, 

EH 40, BH 10 y BH 19 tienen clonado un fragmento perteneciente a la isla de 

patogenicidad de pUM505 y EH 26 y EH 28 contienen un fragmento localizado 
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fuera de la isla de patogenicidad. La localización de dichos fragmentos se muestra 

en el mapa genético de la Figura 15. 

El análisis in silico de las secuencias mostró que la clona EH 24 tiene cinco genes, 

los orfs 138,1, 2, 3, 4, de los cuales sólo el orf 2 codifica una PH que tiene 

homología con un gen previamente descrito en virulencia. Además, se encontró 

que los orfs 138 y 1, codifican a PHs, el orf 3 codifica un probable regulador 

transcripcional y el orf 4 codifica una proteína de unión a DNA. Las clonas BH 10 y 

BH 19 tienen el mismo fragmento clonado, en donde se encontraron los orfs 16 y 

17 que codifican PHs; sin embargo, el orf 17 tiene homología con un gen 

previamente descritos en virulencia. La clona EH 40 posee el orf 26, que codifica 

una proteína de membrana, homóloga con una proteína que se ha asociado a la 

virulencia. La clona EH 26 contiene los orfs 92, 93 y 94 los cuales codifican un 

regulador transcripcional, una resolvasa y una transposasa, respectivamente, en 

donde el producto del orf 94 tiene un hómologo que ya ha sido involucrado en 

virulencia. La clona EH 28 contiene clonado al orf 97, el cual codifica una PH y la 

clona EH 8 contiene a los orfs 110, 111 y 112; el orf 110 codifica una PH, el orf 

111 una permeasa previamente reportada en virulencia y el orf 112 codifica otra 

PH (Tabla 2). La tabla 2 resume los genes de pUM505 clonados en pUCP20 que 

mostraron un incremento de la virulencia en E. coli y P. aeruginosa. 
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Figura 11. Distribución del tamaño de los fragmentos clonados. Se grafica la 

frecuencia del tamaño de los fragmentos de pUM505 clonados de una muestra de 

45 plásmidos recombinantes analizados. 
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Figura 12. Virulencia de las transformantes de E. coli Top10 con la biblioteca de genes de pUM505. Gráfica de las 

UFC, utilizando el modelo de hoja de lechuga. Se muestran los valores de las UFC (veces/control). La barra azul de la 

izquierda muestra el control (E. coli Top10) estandarizado a 1.0. Se muestran las clonas organizadas de mayor a menor 

virulencia, las primeras quince clonas muestran una diferencia significativa respecto al control (color café). Las clonas que 

no mostraron diferencia significativa respecto al control (color azul). Datos de 2-4 experimentos independientes. 
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Figura 13. Análisis de la virulencia de las transformantes de P. aeruginosa con genes de la biblioteca de pUM505. 

A) Gráfica del área de la lesión de las hojas de lechuga con las diferentes clonas de P. aeruginosa, así como con la cepa 

de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa (pUM505). B) Gráfica de las UFC obtenidas en los ensayos de infección de las 

15 transformantes y de la cepa de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa (pUM505). Con un numeral (#) se señalan las 

clonas con diferencia estadísticamente significativa respecto al control. Se muestran los datos de 3 experimentos 

independientes. 
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Figura 14. Cinéticas de crecimiento de las clonas de P. aeruginosa. 

Crecimiento de P. aeruginosa PAO1, EH 8, EH 24, EH 26, EH 28 y P. aeruginosa 

PAO1 (pUM505). Se muestra el crecimiento en medio LB a 37 °C durante los 

tiempos indicados. Datos de 3 experimentos independientes. 
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Figura 15. Mapa genético de pUM505 con la localización y tamaño de los 

insertos de las clonas que incrementan la virulencia. Los corchetes rojos 

señalan las regiones de los fragmentos de pUM505 clonados en los plásmidos 

recombinantes que incrementaron la virulencia. Se señala el nombre de la clona 

que contiene dicho fragmento clonado, así como el tamaño del inserto. 
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Tabla 2. orfs de pUM505 identificados en las clonas que incrementan la 

virulencia. 

 

 

 

P.H. = Proteína hipotética 

* = Involucrados previamente en virulencia 

 

 

8.3. Participación de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 de pUM505 en la virulencia 
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Con el propósito de determinar si la virulencia se debe a uno o al conjunto de 

genes de las clonas seleccionadas, se eligieron algunos genes al azar para clonar 

individual o en conjunto. Los orfs 1, 16, 42 y 110-111 se amplificaron por PCR, 

usando los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 1. El fragmento que contiene al 

orf 1 tiene un tamaño de 1895 pb, el que contiene al orf 16 de 1047 pb, el que 

contiene al orf 42 de 831 pb y el de los orfs 110-111 de 615 pb, se puede observar 

en el gel de electroforesis los amplificados esperados (Figura 16). Los productos 

de PCR de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 se transfirieron a E. coli Top10, utilizando 

la estrategia de clonación y subclonación mostrada en las Figuras 17-20, se 

realizaron las clonaciones en el vector pJET 1.2, posteriormente se realizaron las 

restricciones con las enzimas HindIII y EcoRI para verificar dichas clonaciones 

(geles de la izquierda de cada estrategia), esperando el tamaño de cada uno de 

los orfs, así como el del vector (2.9 kb). Además, se realizaron las subclonaciones 

de estos orfs en el vector pUCP20, verificando de igual manera los patrones de 

restricción con las enzimas HindIII y EcoRI (geles de la derecha de cada 

estrategia), esperando el tamaño de cada uno de los orfs, así como el del vector 

(3.9 kb).  

Una vez que se subclonaron los orfs 1, 16, 42 y 110-111 en el vector pUCP20, se 

transfirieron a P. aeruginosa PAO1 y se seleccionaron con carbenicilina. 

Posteriormente se realizaron ensayos de virulencia con el modelo de hojas de 

lechuga en E. coli Top10 y en P. aeruginosa PAO1.  
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Figura 16. Producto del PCR de los orfs de pUM505. Gel de agarosa al 1%, en 

donde se muestra el marcador de 1 kb plus (M), en los carriles del 1 al 4 los 

amplificados por PCR de los orfs 42, 1, 16 y 110-111 respectivamente. 
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Figura 17. Estrategia de la clonación y subclonación del orf 1. El producto de 

PCR del orf 1 se ligó con el vector pJET 1.2, se realizó una restricción enzimática 

con Hind III y EcoR I y se realizó una electroforesis en un gel de agarosa (gel de la 

izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf 1 se subclonó en el 

vector pUCP20, se extrajo el plásmido recombinante, se realizó otra restricción 

enzimática con Hind III y EcoR I y se corrió un gel de agarosa para caracterizar la 

subclonación (gel de la derecha). Marcador de 1 kb plus (M). 
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Figura 18. Estrategia de la clonación y subclonación del orf 16. El producto de 

PCR del orf 16 se ligó con el vector pJET 1.2, se realizó una restricción enzimática 

con Hind III y EcoR I y se realizó una electroforesis en un gel de agarosa (gel de la 

izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf 16 se subclonó en el 

vector pUCP20, se extrajo el plásmido recombinante, se realizó otra restricción 

enzimática con Hind III y EcoR I y se corrió un gel de agarosa para caracterizar la 

subclonación (gel de la derecha). Marcador de 1 kb plus (M). 
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Figura 19. Estrategia de la clonación y subclonación del orf 42 (hop). El 

producto de PCR del orf 42 se ligó con el vector pJET 1.2, se realizó una 

restricción enzimática con Hind III y EcoR I y se realizó una electroforesis en un 

gel de agarosa (gel de la izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf 

42 se subclonó en el vector pUCP20, se extrajo el plásmido recombinante, se 

realizó otra restricción enzimática con Hind III y EcoR I y se corrió un gel de 

agarosa para caracterizar la subclonación (gel de la derecha). Marcador de 1 kb 

plus (M).
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Figura 20. Estrategia de la clonación y subclonación de los orfs 110-111. El 

producto de PCR de los orfs 110-111 se ligó con el vector pJET 1.2, se realizó una 

restricción enzimática con Hind III y EcoR I y se realizó una electroforesis en un 

gel de agarosa (gel de la izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente a los 

orfs 110-111 se subclonó en el vector pUCP20, se extrajo el plásmido 

recombinante, se realizó otra restricción enzimática con Hind III y EcoR I y se 

corrió un gel de agarosa para caracterizar la subclonación (gel de la derecha). 

Marcador de 1 kb plus (M). 
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En E. coli los orfs 1, 16 y 42 incrementaron el número de UFC recuperadas de los 

ensayos de virulencia en hojas de lechuga de 2 o más veces con respecto al 

control; sin embargo, la clona con los orfs 110-111 no mostró una diferencia 

respecto al control (Figura 21A). En P. aeruginosa, sólo el orf 42 mostró un 

incremento en el grado de virulencia con respecto al control. Este resultado 

concuerda con el fenotipo de virulencia conferido por este gen en E. coli, el resto 

de las transformantes no mostraron diferencia respecto al control (Figura 21B). 

8.4. Efecto del sistema Quorum-sensing en la virulencia generada por los 

orfs de pUM505 

Debido a que en P. aeruginosa la virulencia es regulada por el sistema de 

“Quorum-sensing”, se determinó si este sistema regula la virulencia conferida por 

los genes de pUM505. Para ello el plásmido se transfirió a la mutante lasI y la 

doble mutante lasI/rhlI de P. aeruginosa. Dichas mutantes, además de tener 

atenuado el sistema “Quorum-sensing”, son mutantes con la virulencia disminuida 

(Ortiz-Castro y col., 2011). El plásmido pUM505 fue capaz de conferir resistencia a 

K2Cr2O7 en las mutantes lasI y lasI/rhlI (Figura 22A), debido a que poseen el gen 

chrA de resistencia al ion cromato presente en el plásmido. Adicionalmente, se 

amplificó un fragmento del gen merA (orf 70) de aproximadamente 2.7 kb, usando 

los oligonucleotidos correspondientes (Figura 22B). Estos resultados confirmaron 

que el plásmido pUM505 se transfirió a las mutantes lasI y lasI/rhlI. 

A las exconjugantes lasI y lasI/rhlI con pUM505 se les determinó el nivel de 

virulencia en el modelo de hojas de lechuga, en donde  se  utilizó  a  P. aeruginosa 
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Figura 21. Participación de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 de pUM505 en la 

virulencia. Determinación de las UFC de las transformantes con los orfs 1, 16, 42 

y 110-111 en ensayos de virulencia en hojas de lechuga, en donde C, corresponde 

al control. A) E. coli Top10 y B) P. aeruginosa PAO1. Con un numeral (#) se 

señalan las clonas con diferencia estadísticamente significativa respecto al control. 

En las gráficas se estandarizó el control a 1.0 para disminuir la variación. Se 

muestran los datos de 3 experimentos independientes. 
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PAO1 como control, la mutante lasI y la doble mutante lasI/rhlI como controles 

sensibles, así como ambas exconjugantes con el plásmido pUM505. Se observó 

que las mutantes lasI y lasI/rhlI no generaron lesión en la hoja de lechuga en 

comparación con PAO1 (Figura 23A).  

Interesantemente, las exconjugantes con el plásmido pUM505 tampoco generaron 

lesión, a diferencia de lo que se había observado cuando pUM505 se transfirió a 

P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (Figura 8A y B). El conteo de las UFC mostró que 

las mutantes, así como las exconjugantes con el plásmido pUM505, no 

incrementaron las UFC respecto al control (Figura 23B). Esto sugiere que los 

genes de virulencia del plásmido pUM505 son dependientes del sistema de 

Quorum-sensing. Al no detectarse aumento en la virulencia en las mutantes en 

presencia de pUM505, se transfirieron los plásmidos de las clonas EH 8, EH 24, 

EH 26 y EH 28 que contienen genes específicos de pUM505 a las mutantes lasI y 

lasI/rhlI, con el propósito de determinar qué genes son regulados por el sistema 

“Quorum-sensing”. Los resultados mostraron que no existen diferencias en el área 

de lesión, ni en las UFC cuando se tienen clonados los plásmidos recombinantes 

en las mutantes (Figura 24 A y B). 
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Figura 22. Caracterización de las mutantes lasI y lasI/rhlI transformadas con 

el plásmido pMU505. A) Pruebas de susceptibilidad a K2Cr2O7 de las mutantes 

con y sin el plásmido pUM505, realizadas en caldo nutritivo a 37 °C durante 18 h. 

Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes, Rojo, P. 

aeruginosa PAO1 (pUM505); Verde, lasI (pUM505) y lasI/rhlI (pUM505); Azul, lasI 

y lasI/rhlI. B) Amplificación por PCR del gen merA. M, es el marcador de 1 kb plus; 

carril 1, producto de PCR empleando el DNA de lasI (pUM505); carril 2, producto 

de PCR empleando el DNA de lasI/rhlI (pUM505).  
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Figura 23. Análisis de la virulencia de las exconjugantes lasI y lasI/rhlI con el plásmido pUM505. A) Gráfica del 

área de la lesión en el modelo de hojas de lechuga y B) Determinación de las UFC obtenidas de las lesiones de las hojas 

de lechuga. Con un numeral (#) se señalan las clonas con diferencia significativa estadísticamente respecto al control. 

Datos de 4 experimentos independientes. 
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Figura 24. Análisis de la virulencia de las mutantes lasI y lasI/rhlI con los plásmidos recombinantes de las clonas 

EH8, EH 24, EH 26 y EH 28. A) Gráfica el área de la lesión en el modelo de hojas de lechuga y B) Determinación de las 

UFC obtenidas de las hojas de lechuga de P. aeruginosa PAO1, las mutantes lasI y lasI/rhlI y las mutantes con los 

plásmido de las clonas EH 8, EH 24, EH 26 y EH 28. Con un numeral (#) se señalan las clonas con diferencia 

estadísticamente significativa respecto al control. Datos de 3 experimentos independientes. 
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DISCUSIÓN 

El plásmido pUM505 fue secuenciado y analizado en 2011 por Ramírez-Díaz y 

colaboradores, determinando que éste es un replicón circular que posee 123,322 

pb y que contiene 138 regiones codificantes (Figura 3). Éste presenta dos 

regiones bien definidas, una primer región de ~31 kb que corresponde a una GI 

que contiene genes de resistencia a metales, y una región aún más grande, de 

~67 kilobases (kb) que corresponde a una isla de patogenicidad (PAI). La PAI de 

pUM505 consiste de 78 marcos de lectura abiertos (orfs 1-51 y 112-138) de los 

cuales 64 han sido encontrados en las islas de patogenicidad de P. aeruginosa 

PA14, la cual tiene dos islas de patogenicidad bien caracterizadas: PAPI-1 con un 

tamaño de 108 kb y PAPI-2 con un tamaño de 11 Kb (Figura 4) (He y col., 2004).  

Aunque PA14 y PAO1 comparten el mismo rango de hospederos, PA14 es mucho 

más virulenta en varios organismos modelo (Rahme y col., 1995; Rahme y col., 

2000), esto debido a la presencia de las islas PAPI-1 y PAPI-2 (Figura 5) 

(Harrison y col., 2010). La isla PAPI-1 está ausente de la cepa de referencia 

PAO1, mientras que sólo una parte de la isla más pequeña PAPI-2 se encuentra 

en este aislado. La mayoría de las proteínas predichas codificadas por los genes 

de las PAPI-1 no muestran homología con ninguna otra proteína de función 

conocida, y la mutación de varios de estos genes revela su relevancia en la 

virulencia tanto en vegetales como animales. Lo anterior nos muestra que las 

funciones de virulencia de PAPI-1 y PAPI-2 promueven la amplia variedad de 

cepas altamente virulentas de P. aeruginosa, como PA14 (He y col., 2004). 

Interesantemente, islas con homología a PAPI-1 y/o PAPI-2 se han identificado en 
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otras cepas de P. aeruginosa y otras especies bacterianas (He y col., 2004; 

Kulasekara y col., 2006; Juhas y col., 2007; Klockgether y col., 2007; Wiehlmann y 

col., 2007; Wurdemann y Tummler, 2007; Battle y col., 2008 Battle y col., 2009). 

Esto podría sugerir que ambas islas tienen un origen en común, sin embargo, la 

presencia de islas de virulencia contenidas en plásmidos conjugativos como la PAI 

de pUM505 puede tener una mayor relevancia al incrementar la transferencia de la 

misma.  

Como se ha descrito, las islas genómicas presentan varias características, entre 

ellas están: tener un tamaño entre 10 a 200 kb; contenido comúnmente diferente 

de guanina y citosina (GC) respecto al resto del cromosoma, entre otros (Schmidt 

y Hensel, 2004). No obstante, la PAI de pUM505 contiene genes que codifican 

integrasas y factores relacionados a sistemas de conjugación y se le llamó isla de 

patogenicidad debido a la homología con genes de la isla PAPI-1 y PAPI-2 de P. 

aeruginosa PA14 (Ramírez-Díaz y col, 2011); sin embargo, la participación de 

pUM505 en la virulencia no había sido determinada hasta antes de este trabajo.  

Además de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, se conocen otras 

islas de patogenicidad, por ejemplo la cepa PSE9 de P. aeruginosa, la cual es 

altamente virulenta en plantas y animales, contiene siete islas, incluyendo a la isla 

PAGI-1 (primer isla genómica encontrada en P. aeruginosa) (Liang y col., 2001), y 

las islas PAGI-2, 3, 4, 5, 6 y 7, siendo la isla PAGI-5 la que posee los genes 

requeridos para la virulencia en mamíferos (Battle y col., 2008). Otra de las PAI 

encontradas en P. aeruginosa, es pKLC102, esta isla se encontró en la cepa 

“Clone C”, tiene un tamaño de 104 kb. Ésta se ha identificado en varias cepas de 

P. aeruginosa, así como también a la isla PAGI-2, en donde al hacer ensayos de 
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movilización de ambas, se observó que pKLC102 presentaba un 10% de 

frecuencia de movilización, comparada con PAGI-2 que presentó un 0.3%. Al 

analizar el número de copias se observó que pKLC102 presenta 30 copias por 

célula, encontrando un origen de replicación para P. aeruginosa. De esta manera 

se demostró que la isla pKLC102 puede estar integrada en el cromosoma o puede 

estar formando un plásmido, incrementando la transferencia de dicha isla 

(Klockgether y col., 2007). Algunos genes de la PAI de pUM505 tienen homología 

con genes de PAPI-1 y PAPI-2 de PA14. Se ha reportado que algunos genes de 

estas islas están relacionados con la virulencia debido a mutaciones al azar en los 

genes de PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14. Se determinó que 19 genes 

participan en la virulencia en Arabidopsis thaliana así como ratones (He y col., 

2004). Por ejemplo, se ha descrito homología con el efector dependiente del SST3 

(RL030), homólogo al gen hop (orf 42) de pUM505, el conjunto de genes que 

codifican el pilus (RL077-86), homólogos a los orfs 113-124 de pUM505. Otros 

genes reportados en virulencia son los que codifican proteínas chaperonas 

(RL040-44), los genes que codifican la piocina S5, una proteína tóxica y una 

proteína de inmunidad (RL087-8) los cuales no tienen homólogos en pUM505 

(Briand y Baysse, 2002). Además genes como los RL101, RL003, RL014, RL017, 

RL018 y RL020 homólogos a los orfs: orf 2 que codifica una PH, xerD (orf 22) que 

codifica una recombinasa, traG (orf 26) una proteína de membrana, orf 28 una PH, 

orf 29 una proteína de membrana, orf 32 una posible disulfuro isomerasa, 

respectivamente, presentes en el plásmido pUM505, han sido reportados en 

virulencia (He y col., 2004; Ramírez-Díaz y col., 2011). El resto de los genes de 

PAPI-1 codifican proteínas con funciones relacionadas con la movilización de 
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DNA, integración y las actividades de partición. Muchos de los genes que codifican 

a proteínas predichas en PAPI-1 han sido identificados en Salmonella, cepas de E. 

coli patógenas, Haemophilus somnus, Yersinia pestis, P. aeruginosa, 

Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Xylella fastidiosa, 

Burkholderia fungorum y Xanthomonas; sin embargo, la mayoría de los genes de 

PAPI-1 codifica proteínas de función aún no determinada (He y col., 2004).  

Con el uso del modelo de hojas de lechuga, el cual ya ha sido usado en otros 

estudios para determinar la virulencia de diferentes cepas o aislados clínicos 

(Rahme y col., 1995; Filiatrault, 2006; Battle y col., 2008), se observó que la cepa 

PAO1 con el plásmido pUM505, incrementa el área de lesión respecto a la cepa 

que no contiene dicho plásmido, así como también incrementó la capacidad de 

colonización de la cepa, al mostrar un aumento de las UFC (Figura 8). Resultados 

similares han sido descritos con islas de patogenicidad en donde la presencia de 

éstas incrementan la virulencia (He y col., 2003; Filiatrault, 2006; Battle y col., 

2008; Carrilla-Latorre y col., 2008; Harrison y col., 2010; Toska y col., 2014). 

Además de determinar que pUM505 incrementa la virulencia, se identificaron 

genes que están involucrados en dicho fenotipo. Para esto, se construyó una 

biblioteca de genes del plásmido pUM505. Se obtuvo un total de 120 clonas, de 

las cuales se tomó una muestra de 45 clonas para analizar por patrón de 

restricción que la biblioteca de genes fuera heterogénea, se observó que la 

mayoría de los fragmentos clonados tienen un tamaño entre 2 y 3 kb (Figura 11); 

esto concuerda con lo predicho en la restricción teórica total del plásmido 

pUM505, en donde al usar las enzimas HindIII/EcoRI y HindIII/BamHI, se 

obtendrían fragmentos de entre 0.5 a 5.6 kb y 0.8 a 5.3 kb respectivamente. 
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En el análisis de la virulencia de las 120 clonas de E. coli Top10, la cual no es una 

cepa virulenta, en el modelo de hojas de lechuga se encontró que 15 de las clonas 

mostraron un incremento en la virulencia (Figura 12). Se ha descrito que uno o 

pocos genes en E. coli pueden volver virulenta la cepa. Un estudio con 4000 

personas en Alemania infectadas por E. coli serotipo O104:H4, reveló que más del 

22 % de los pacientes presentaron síndrome urémico hemolítico, aunado a la 

producción de la toxina shiga (Stx), sugiriendo que la virulencia es debida a la 

adherencia y la formación de biopelículas combinada con la producción de Stx 

(Richter y col., 2014). Otro ejemplo es el de la proteína HilA, la cual es un 

regulador maestro de la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1), que tiene 

homología con AilA y YgeH que son codificadas en una isla de patogenicidad de la 

cepa de E. coli O157, entero hemorrágica (Hüttener y col., 2014). Adicionalmente 

se ha reportado que algunos genes de PAPI-1 se encuentran en cepas de E. coli 

patógenas (He y col., 2004).  

Para considerar virulentas a las clonas de la biblioteca de pUM505 se estableció 

que incrementarán por lo menos de dos veces el número de las UFC recuperadas 

de las lesiones de la hoja de lechuga con respecto al control (E. coli Top 10). Para 

descartar la posibilidad de que el vector pUCP20, estuviera confiriendo una 

ventaja de crecimiento sobre la cepa de E. coli Top10, se realizaron ensayos de 

virulencia en hojas de lechuga con la cepa E. coli Top10 con y sin el vector, en 

donde no hubo diferencias, concluyendo que la diferencia en la virulencia entre las 

clonas se debe a los genes que contienen clonados. Anteriormente, se ha 

empleado E. coli como hospedero heterólogo de genes provenientes de P. 

aeruginosa; por ejemplo, se ha descrito la actividad de la fosfolipasa C hemolítica 
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de P. aeruginosa clonada en E. coli BL21 en condiciones optimizadas de 

fermentación (Zhao y col., 2013), así como los genes phaC1 y phaC2 encontrados 

en P. aeruginosa; ambos genes codifican enzimas capaces de degradar plásticos 

de polihidroxialcanoatos. Dichos genes se clonaron en E. coli BL21 y demostraron 

que son capaces de sintetizar altos niveles de proteína (Abedi y col., 2012). 

Posteriormente, se transfirieron los 15 plásmidos recombinantes que 

incrementaron la virulencia de E. coli Top10 a P. aeruginosa PAO1 y se usó el 

modelo de hojas de lechuga con las transformantes en P. aeruginosa. 

Encontrando que de las 15 transformantes, cuatro mostraron un incremento de la 

virulencia, aumentando el área de lesión así como de las UFC (Figura 13). Sin 

embargo, para estudios posteriores se seleccionaron las cuatro clonas que 

incrementaron las UFC un mínimo de dos o más veces respecto a P. aeruginosa 

PAO1 sin plásmido. Para descartar la posibilidad de que los plásmidos 

recombinantes afectaran la velocidad de crecimiento, se realizaron cinéticas de 

crecimiento de las 4 clonas de P. aeruginosa que incrementaron la virulencia (EH 

8, EH 24, EH 26 y EH 28), así como de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa 

PAO1 (pUM505). En este ensayo no se observó diferencia en la velocidad de 

crecimiento de ninguna de las clonas (Figura 14), lo que indica que el incremento 

de las UFC en la lechuga es debido a la capacidad de colonización de cada una 

de las clonas. Además, utilizando medio M9, se realizaron cinéticas de crecimiento 

de la transformante en P. aeruginosa (EH 28) y P. aeruginosa PAO1 

observándose velocidades de crecimiento similares, igual que en el 2006, 

Filiatrault y colaboradores realizaron cinéticas de crecimiento con un banco de 

mutantes observando que la velocidad de crecimiento no era afectada por las 
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mutaciones; siendo que el medio M9 es bajo en nutrientes y simula un ambiente 

de crecimiento similar al de la hoja de lechuga, lo que indica que el incremento de 

las UFC en la lechuga es debido a los genes clonados y no a la velocidad de 

crecimiento. Para identificar a los genes en los plásmidos recombinantes 

responsables de incrementar la virulencia de E. coli, se secuenciaron los 

fragmentos clonados. Se obtuvo la secuencia de siete fragmentos, de los cuales 

cinco pertenecen a la PAI de pUM505 identificados en las clonas (EH 8, EH 24, 

BH 10, BH 19 y EH 40) y dos están fuera de la PAI (EH 26 y EH 28) y tienen 

insertos de tamaño entre 1.8 a 5.5 kb (Figura 15). 

El análisis de las secuencias indicó que la clona EH 24, contiene cinco orfs, de los 

cuales, el orf 2, tiene homología con RL101 perteneciente a la isla PAPI-1 de P. 

aeruginosa PA14, dicho orf se mutó y se observó que la virulencia disminuye en 

Arabidopsis thaliana y en ratones; sin embargo, la proteína codificada por dicho 

gen no se ha caracterizado (He y col., 2004).  

Las clonas BH 10 y BH 19 contienen dos orfs, los orf 16 y 17 de pUM505 los 

cuales forman un probable operón; ambos orfs, codifican PHs, sin embargo, el orf 

17 tiene un dominio con homología a un gen perteneciente al bacteriófago 

Lambda, el cual es capaz de modular la actividad del sistema de restricción y 

modificación de E. coli K-12. Dicho gen se ha reportado que está involucrado en 

virulencia (King y Murray, 1995). 

Otro de los genes ya reportados en virulencia, es el gen traG, que se encontró en 

la clona BH 40; el gen traG se indentificó en el plásmido pIP501 presente en 

aislados de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium (Arends y col., 2013). 

La proteína TRAG se purificó y se demostró que posee actividad degradante de 
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peptidoglicano para posiblemente facilitar la inserción de la maquinaria del sistema 

de secreción tipo IV (Abajy y col., 2007; Alvarez y Christie, 2009; Arends y col., 

2012). Además, se sabe que el sistema de secreción tipo III de P. aeruginosa 

utiliza una proteína con capacidad de degradación del peptidoglicano, sitio en 

donde se ensambla el SST3, siendo éste el principal factor de virulencia (Büttner, 

2012).  

Otro de los genes que ya han sido involucrados en virulencia es el gen tpnA, que 

se encontró en la clona EH 26; se han reportado genes homólogos en 

Helicobacter pylori, la presencia de tnpA en pacientes con cáncer gástrico sugiere 

un papel de dicho gen en el desarrollo de ésta patología. Además, la infección por 

H. pylori en otro estudio con pacientes en Brasil mostraron una prevalencia del 

gen tnpA de un 47,5% en cáncer gástrico y gastritis (Mattar y col., 2010; Abadi y 

col., 2014). En otro estudio sobre el gen tnpA, en donde se obtuvieron 215 

aislados de H. pylori, se observó que el 63% de dichos aislados presentaron al 

gen (Malekzadeh y col., 2009). 

La clona EH 8 contiene clonado al orf 111 de pUM505, éste tiene un homólogo en 

Photobacterium damselae subsp. piscicida, el cual es un patógeno de peces que 

causa una enfermedad conocida como pasteurelosis. Dicho gen se encontró en 

los plásmidos pP99-018 y pP91278, provenientes de Japón y Estados Unidos 

respectivamente y codifica una permeasa que confiere resistencia a la bacteria en 

contra del pez y ya se ha descrito como factor de virulencia (Kim y col., 2008). La 

única clona que no presentó algún gen involucrado previamente en virulencia fue 

EH 28, la cual sólo tiene clonado al orf 97, cuya función se desconoce , debido a 

que codifica una PH (Tabla 2).  
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Todos los resultados hasta este momento mostraron que pUM505 contiene por lo 

menos once genes con homólogos involucrados previamente en virulencia, de los 

cuales cinco se encontraron en la biblioteca de genes de este trabajo y se 

determinó que incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa. Además, se 

sabe que 64 de los 78 orfs de la isla de patogenicidad son homólogos a los orfs de 

PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, lo que confirma que el plásmido pUM505 

tiene genes involucrados en virulencia.  

Al hacer la clonación individual o en conjunto de los orfs seleccionados, los orfs 1, 

16 y 42 mostraron incremento de la virulencia de E. coli, sin embargo, en P. 

aeruginosa, sólo el orf 42 generó un incremento (Figura 21). Los orf 1 y 16 

codifican PHs cuya función se desconoce, pero el orf 42 posee homología con el 

gen hop; en Pseudomonas syringae hop codifica un efector del SST3, el cual es 

inyectado en células vegetales por el SST3 y produce daño a dichas células 

observándose lesiones en las hojas (Fouts y col., 1997; Guttman y col., 2002; 

Petnicki y col., 2002; Zwiesler y col., 2002; Buell y col., 2003; Greenberg y 

Vinatzer, 2003; Lindeberg y col., 2005).  

Además, se ha reportado que dicha proteína causa daño a la planta del tomate, 

debido a que P. syringae es patógena para la misma (Alfano y col., 2000; Badel y 

col., 2002). Se ha reportado que este efector es tóxico cuando se expresa en 

células de levadura (Munkvold y col., 2008). La eliminación de hop reduce la 

formación de lesiones necróticas en las hojas de tomate (Lindeberg y col., 2005), 

lo que sugiere que el orf 42 codifica una proteína efectora del SST3, la cual 

incrementa el daño de la hoja de lechuga al estar clonado tanto en E. coli como en 

P. aeruginosa. 
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Los resultados muestran que el plásmido pUM505 tiene varios genes homólogos a 

los ya reportados en virulencia y que la transferencia de algunos de estos 

incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa, por lo que se puede concluir 

que el plásmido pUM505 contiene genes involucrados en virulencia, y que la 

presencia de éste incrementa la patogenicidad de P. aeruginosa.  

Como ya se había descrito, la comunicación célula a célula por medio de 

moléculas difusibles permite que las bacterias desencadenen respuestas 

coordinadas para lograr resultados que de otro modo resultarían imposibles para 

una sola célula (Jiménez y col., 2012). Es este sentido el “Quorum-sensing” regula 

procesos importantes como la formación de biopelículas y la expresión de factores 

de virulencia (Barreto, 2011). En P. aeruginosa coexisten dos sistemas de AHL: el 

sistema Las y el Rhl. El sistema Las controla la producción de múltiples factores 

de virulencia involucrados en infecciones agudas y daño a las células hospederas, 

incluyendo a LasA, LasB, elastasas, exotoxina A y la proteasa alcalina (Toder y 

col., 1991; Gambello y col., 1993; Jones y col., 1993; Passador y col., 1993). El 

segundo sistema, el Rhl, regula la expresión de varios genes, incluyendo genes 

responsables de la producción de rhamnolípidos, y reprimiendo genes de 

respuesta para ensamblaje y función del SST3, el mayor determinante de 

infecciones en humanos, el cual permite liberar proteínas toxicas dentro del 

citoplasma de células eucariotas (Bleves y col., 2005).  

En este trabajo se transfirió el plásmido pUM505 a la mutante lasI y la doble 

mutante lasI/rhlI, para determinar si el sistema “Quorum-sensing” regula los genes 

involucrados en virulencia de dicho plásmido. Las mutantes lasI pUM505 y lasI/rhlI 

pUM505 no mostraron un incremento en la virulencia respecto a las mutantes sin 
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el plásmido (Figura 23), en comparación con lo observado previamente al 

transferir el plásmido pUM505 a la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Figura 8). La 

virulencia de P. aeruginosa es regulada por el sistema “Quorum-sensing”, en 

donde genes de respuesta para ensamblaje y función del SST3 son regulados por 

el autoinductor N-butanoil homoserina lactona (C4-HSL) el cual es producido por la 

proteína codificada por RhlI (Pearson y col., 1995; Bleves y col., 2005). Además, la 

proteína LasI codificada por el gen lasI, produce y responde a N-3-oxo-dodecanoil 

homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) (Passador y col., 1993; Rampioni, 2007), 

regulando múltiples factores de virulencia involucrados en infecciones agudas y en 

el daño a las células hospederas (Toder y col., 1991; Gambello y col., 1993; Jones 

y col., 1993; Passador y col., 1993). Cuando se transfirieron los plásmidos 

recombinantes de las clonas EH 8, EH 24, EH 26 y EH28 que incrementaron la 

virulencia de E. coli Top10 y P. aeruginosa PAO1 (Figura 12 y 13) a las mutantes 

lasI y lasI/rhlI, se detectó que no hay incremento de la virulencia respecto a las 

mutantes sin transformar (Figura 24), lo que se sugiere que los genes del 

plásmido pUM505 que incrementan la virulencia de P. aeruginosa son 

dependientes del sistema Quorum-sensing, ya que en P. aeruginosa PAO1 si se 

incrementó la virulencia (Figura 13). 

Estos resultados muestran que el plásmido pUM505 contiene genes que están 

involucrados en virulencia, algunos ya reportados en otras cepas o especies y 

otros que hasta este trabajo se desconocía su participación. Además, se demostró 

que los genes de virulencia de dicho plásmido son regulados por el sistema 

“Quorum-sensing”. Sin embargo es interesante demostrar que estos genes 

incrementan la virulencia de otras cepas de P. aeruginosa.
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CONCLUSIÓN 

Genes del plásmido pUM505 incrementan la virulencia de Pseudomonas 

aeruginosa: 

 Los genes involucrados en virulencia de pUM505 son regulados por el 

sistema “Quorum-sensing”. 
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