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B. RESUMEN 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patógena oportunista para humanos, animales y 

plantas, comúnmente afecta a pacientes con fibrosis quística, los cuales son vulnerables a 

infecciones nosocomiales; puede colonizar más fácilmente el tracto respiratorio, 

especialmente pulmones, ocasionando la muerte del paciente por afectación del sistema 

respiratorio e inmunológico.  

Investigaciones recientes, han demostrado que el mecanismo de comunicación bacteriana 

Quorum sensing (QS) modula la virulencia y la producción de biopelículas en P. aeruginosa. 

Además, el QS posee características de adaptación dependiendo del ambiente en el que 

se encuentre, por lo que provee una alta flexibilidad en el control de la expresión de genes 

relacionados con los mecanismos de virulencia.  Esta comunicación jerárquica está dada 

por enzimas Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), las cuales sintetizan 

Ciclodipéptidos (CDPs). Por lo que, se ha sugerido que los CDPs podrían estar jugando 

papeles importantes de señalización en los mecanismos que controlan la patogénesis 

bacteriana; tales como la señalización bacteria-hospedero, crecimiento y/o proliferación 

celular, evasión de la respuesta inmune, entre otras. Sin embargo, la participación de los 

CDPs como moléculas de señalización, así como los mecanismos moleculares 

involucrados han sido pobremente estudiados. Por lo que, es de gran importancia dilucidar 

el mecanismo por el cual los CDPs de P. aeruginosa PAO1 contribuyen en su virulencia y/o 

patogénesis. En el presente trabajo, se evaluó si las NRPS están involucradas en la 

virulencia de la bacteria, determinando los factores de virulencia que producen y si están 

involucradas en la regulación del QS. Utilizando cepas mutantes simples y dobles en NRPS, 

principalmente de: AmbB, AmbE, PchE, PchF, PvdL, PvdJ, PvdI, PA3327, y PA4078 se 

cuantificó la producción de sideróforos, tales como pioverdina y pioquelina, además de la 

producción de elastasa y proteasa, donde no se obtuvieron diferencias significativas. 

Asimismo, se cuantificó la producción de biopelículas, supervivencia del nemátodo 

Caenorhabditis elegans, CDPs y Quinolona, donde se observaron cambios en dichos 

factores de virulencia, principalmente por los genes Amb y Pvd´s. Los resultados obtenidos 

mostraron que puede existir redundancia génica por parte de estas NRPS, y que las 

mutantes en Pvd’s podrían estar involucradas en la producción de biopelículas, así como 

en el establecimiento de la infección. La conclusión del trabajo indica que las mutaciones 

simples realizadas por la inserción del transposón en los genes pvdI, pvdJ y pvdL fueron 

insuficientes para abolir la síntesis de pioverdina, lo que indica que módulos específicos en 

las NRPS son funcionales y que podría ocurrir una redundancia de funciones. 
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Adicionalmente, las NRPS (PvdI, PvdJ y PvdL) de P. aeruginosa PAO1 afectan la estructura 

de las biopelículas y la capacidad del establecimiento de la bacteria en el hospedero, 

modificando así su virulencia. 

 

 

Palabras Clave:  Pseudomonas aeruginosa, Quorum sensing, virulencia, ciclodipéptidos, 

biopelículas. 
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C.  ABSTRACT 

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium for humans, animals, 

and plants. Commonly, affects patients with cystic fibrosis, which vulnerable to nosocomial 

infections; it can more easily colonize the respiratory tract, especially the lungs, producing 

the death of the patient due to involvement of the respiratory and immune systems.  

Recent research has shown that the bacterial communication mechanism Quorum sensing 

(QS) modulates virulence and biofilm production in P. aeruginosa. In addition, QS has 

characteristics of adaptation depending on the environment in which it is found, thus 

providing high flexibility in the control of the expression of genes related to virulence 

mechanisms. This hierarchical communication is given by nonribosomal peptide 

synthetases (NRPS) enzymes, which synthesize Cyclodipeptides (CDPs). Therefore, it has 

been suggested that CDPs could be playing important signaling roles in the mechanisms 

that control bacterial pathogenesis, such as bacteria-host signaling, cell growth and/or 

proliferation, evasion of the immune response, among others. However, the participation of 

CDPs as signaling molecules, as well as the molecular mechanisms involved, have been 

poorly studied. Therefore, it is of great importance to elucidate the mechanism by which P. 

aeruginosa PAO1, contribute to its virulence and/or pathogenesis. In the present work, it 

was evaluated if the NRPS are involved in the virulence of the bacteria, determining the 

virulence factors that they produce and if they are involved in the regulation of QS. Using 

single and double mutant strains in NRPS, mainly of: AmbB, AmbE, PchE, PchF, PvdL, 

PvdJ, PvdI, PA3327, and PA4078, the production of siderophores, such as pyoverdin and 

pioquelin, was quantified, as well as the production of elastase and protease, where no 

significant differences were obtained. Likewise, the production of biofilms, survival of the 

Caenorhabditis elegans nematode, CDPs and Quinolone were quantified, where changes 

in said virulence factors were observed, mainly due to the Amb and Pvd's genes. The results 

obtained showed that there may be gene redundancy on the part of these NRPS, and that 

the Pvd's mutants could be involved in the production of biofilms, as well as in the 

establishment of the infection. The conclusion of the work indicates that the single mutations 

made by the transposon insertion in the pvdI, pvdJ and pvdL genes were insufficient to 

abolish the synthesis of pyoverdin, indicating that specific moduleszo in the NRPS are 

functional and that redundancy could occur. functions. Additionally, the NRPS (PvdI, PvdJ 

and PvdL) of P. aeruginosa PAO1 affect the structure of biofilms and the ability of the 

bacteria to establish itself in the host, thus modifying its virulence. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Los metabolitos extracelulares secretados al ambiente como resultado de la actividad 

metabólica de las células son esenciales para la vida microbiana, ya que pueden ser usados 

como substratos para los microorganismos. Por otra parte, se ha establecido que los 

microorganismos pueden secretar un amplio rango de sustancias con múltiples actividades 

biológicas capaces de influenciar la reproducción y estado fisiológico de las plantas y 

animales, tales como vitaminas y factores de crecimiento, inhibidores enzimáticos o 

autoreguladores, entre otros (Chhabra et al., 2005). Adicionalmente, existe evidencia sobre 

el papel que juegan los compuestos extracelulares en la adaptación microbiana, confiriendo 

propiedades que les permiten adaptarse a las variantes condiciones ambientales, así como 

poder interactuar entre sí o con hospederos de diferente reino (Fuchs et al., 2012). 

1.1. El género Pseudomonas 

El género Pseudomonas comprende un amplio grupo de bacterias que son fácilmente 

encontradas en el ambiente, su diversidad ecológica es el reflejo de sus requerimientos 

nutricionales y su capacidad metabólica para asimilar un amplio número de compuestos 

orgánicos. Este género pertenece a la familia Pseudomonadaceae que se sitúa dentro del 

orden Pseudomonadales que comprende a la familia Moraxellaceae. “Pseudomonas” 

deriva del griego, “pseudo” que significa “falso” y “monas” que significa “unidad simple”, es 

decir, “falsa unidad”. En general, las especies de este género crecen rápidamente y en un 

amplio rango de temperaturas, aproximadamente de 20ºC a 42ºC, y son capaces de 

desarrollarse en diferentes condiciones ambientales. Son organismos muy ubicuos y se 

pueden encontrar tanto en ecosistemas acuáticos como terrestres, por lo que suelen ser 

patógenos de plantas, animales y humanos (Palleroni, 1993). 

Pseudomonas es un bacilo Gram negativo aerobio, no fermentador, prueba de catalasa y 

oxidasa positivo y móvil, debido a su flagelo polar ubicado en un extremo de la bacteria. 

Algunas cepas de Pseudomonas producen pigmentos difusibles como son pioverdina 

(amarillo-verdoso), piocianina (azul verdoso), fluoresceína (amarillo) y la piorrubinas (rojo-

pardo) (Silby et al., 2011). Este género es conocido por su versatilidad metabólica y 

fisiológica, así como, su plasticidad genética lo que le permite la colonización de diversos 

hábitats terrestres y acuáticos. Frecuentemente son resistentes a antibióticos, detergentes, 

desinfectantes, metales pesados, así como a solventes orgánicos (D’Arezzo et al., 2012; 

Lanini et al., 2011). Actualmente, son de gran interés debido a su importancia en producir 
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enfermedades de plantas y humanos, además de su creciente potencial en aplicaciones 

biotecnológicas (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. El género Pseudomonas puede encontrarse en diferentes ambientes. 

El género consiste en un grupo de bacterias importantes desde el punto de vista médico y 

biotecnológico, los cuales pueden habitar en una amplia gama de ambientes como el suelo 

y agua, así como asociaciones con plantas y animales (tomada de (Silby et al., 2011)). 

 

Algunas especies del género Pseudomonas causan enfermedades en diversos 

organismos. Dentro de las especies que han sido más estudiadas y que son patógenos 

oportunistas se encuentran P. syringae, la cual es patógena principalmente de plantas, así 

como, P. aeruginosa que es patógena oportunista en plantas y animales. Las infecciones 

que puede producir este género han generado un gran interés, ya que se puede comparar 

la diversidad entre los genes con potencial patógeno, destacando principalmente, el alcance 

de la coevolución hospedero-patógeno, además de la inmensa gama de mecanismos 

potencialmente utilizados por este género para causar enfermedades en diferentes 

hospederos (Silby et al., 2011). 
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1.1.1. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria en forma de bacilo recto o ligeramente curveado, 

Gram negativa y pertenece al grupo de ץ proteobacterias (Fig. 2) (Woese, 1987). Su 

metabolismo es aerobio, aunque puede desarrollarse como anaerobio utilizando nitrato, es 

catalasa y oxidasa positivas. Asimismo, debido a que pertenece al género Pseudomonas, 

presenta un flagelo ubicado al extremo de la bacteria, y pilis en su anatomía, lo cual le da 

movilidad para llegar a infectar al hospedero (Frank, 2012).  

 

 

Figura 2. Pseudomonas aeruginosa. 

La anatomía de esta bacteria es en forma de bacilo, con pilis y un único flagelo situado al 

extremo de la bacteria que le permite moverse e infectar al hospedero. Tomada de Centers 

for Disease Control and Prevention, National Center for Emerging and Zoonotic Infectious 

Diseases (NCEZID), Division of Healthcare Quality Promotion (DHQP) (2019). 

 

La versatilidad metabólica de P. aeruginosa se destaca por su capacidad para sintetizar 

matrices extracelulares en respuesta a las condiciones ambientales, por lo que suele ser 

ubicuo en el medio ambiente, lo que le permite persistir de manera eficaz en el agua, y 

suelo, con requerimientos nutricionales mínimos; crece entre 20-43°C. De igual manera, es 

utiliza fuentes de carbono y nitrógeno como acetato y amoniaco, obteniendo energía de la 

oxidación de azúcares. El genoma central de P. aeruginosa es altamente conservado y 

dispuesto linealmente como un solo cromosoma. Aproximadamente, el genoma de esta 

bacteria es de cerca de 6.3 millones de pares de bases, lo que representa un mayor tamaño 

en comparación con otros genomas de bacterias secuenciados (Kawalek et al., 2020). La 
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estructura de mosaico del genoma se ve interrumpida por el genoma accesorio que se 

compone de regiones de plasticidad, islas integradas, transposones, fagos o elementos IS. 

Las comparaciones de cepas del mismo complejo clonal, aunque de origen geográfico no 

relacionado, muestran una baja tasa de sustitución (Azam & Khan, 2019). 

La versatilidad está relacionada con una combinación de un gran genoma, elementos 

accesorios y una variedad de sistemas reguladores (Frank, 2012). Esta bacteria 

metabólicamente versátil implica con frecuencia sublíneas o derivados de la cepa PAO1 

de P. aeruginosa, aislada originalmente de una herida de un paciente en el laboratorio de 

Holloway, Melbourne, Australia (Holloway, 1955), esta cepa no contiene plásmidos. Más de 

la mitad de los genes de P. aeruginosa PAO1 presentan una homología cercana y un 

arreglo transcripcional en operones similar a los de Escherichia coli. También P. 

aeruginosa presenta homología en la secuencia y en la organización genética con bacterias 

ambientales, incluso con bacterias Gram-positivas. El 32% de los genes predichos a partir 

de la secuencia del genoma de esta bacteria no tienen homología con las secuencias 

depositadas en los bancos de datos, lo que sugiere que se trata de genes que codifican 

para actividades enzimáticas novedosas. Del análisis del genoma de esta bacteria es 

notorio la gran abundancia de genes que parecen codificar para bombas que expulsan 

compuestos de la célula. La abundancia de estos transportadores pudiera estar relacionada 

con su alta resistencia a distintos compuestos tóxicos y, en última instancia, con su 

extraordinaria versatilidad (Kawalek et al., 2020) 

Asimismo, es capaz de producir proteasas y elastasas, enzimas que degradan 

múltiples proteínas inmunorreguladoras, incluyendo surfactantes, complementos, 

inmunoglobulinas y péptidos antimicrobianos. Además, P. aeruginosa produce pigmentos 

que le dan el color característico a la bacteria cuando crece en medio de cultivo, entre ellos 

destacan: el compuesto verde fluorescente, pioverdina; pigmento fenacínico azul-verdoso, 

piocianina; y cuando la pioverdina se combina con piocianina, se crea el color verde brillante 

característico de la bacteria; la piorrubina (rojo) y la piomelanina (marrón) (Fig. 3). Estas 

sustancias, cuya producción se ve favorecida por temperaturas menores a 37 °C y por la 

presencia de hierro en el medio, fueron aplicadas como marcadores fenotípicos con utilidad 

variable, se ha demostrado que poseen actividad antibacteriana y efecto sobre la integridad 

del epitelio respiratorio  (Merino, 2007). 
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Figura 3.Pigmentos producidos por P. aeruginosa, 

colonias aisladas de hospitales. Se aprecian los diferentes pigmentos producidos sobre 

agar Mueller Hinton después de 48 h de incubación a 28 °C (tomada de Merino, 2007). 

 

P. aeruginosa presenta una extraordinaria capacidad para desarrollar resistencia 

antimicrobiana a casi todos los agentes antipseudomonas disponibles, a través de la 

selección de mutaciones cromosómicas. De hecho, el fracaso del tratamiento causado por 

el desarrollo de resistencia antimicrobiana es un resultado demasiado frecuente de las 

infecciones por P. aeruginosa. El problema de la resistencia a los antibióticos mediada por 

mutaciones se amplifica aún más en el entorno de infecciones crónicas, debido a la muy 

alta prevalencia de cepas hipermutables, que muestran tasas de mutación espontánea 

mejoradas causadas por sistemas defectuosos de reparación o evitación de errores del 

ADN (Maciá et al., 2005; Oliver et al., 2000). 

Esta bacteria es patógena de plantas, como Arabidopsis thaliana y patógena oportunista en 

humanos (Rahme et al., 1997). Este patógeno oportunista suele ser causa de infecciones 

nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. En pacientes con fibrosis quística, P. 

aeruginosa coloniza crónicamente los pulmones y es un factor importante de mortalidad. 

Por lo regular, esta bacteria se encuentra en pacientes hospitalizados representando el 10-

20% de las infecciones intrahospitalarias, especialmente asociadas con enfermedades 

neoplásicas o quemaduras severas (Kawalek et al., 2020).  

1.2. Factores de virulencia 

La capacidad que tiene P. aeruginosa para causar un amplio margen de infecciones radica 

en la gran variedad de factores de patogenicidad que posee. P. aeruginosa muestra un 



MC Sharel Pamela Díaz Pérez IIQB-UMSNH 

 

 
16 

amplio repertorio de factores de virulencia tanto asociados a las células como extracelulares 

que contribuyen a su patogenia, siendo controlados por circuitos reguladores y sistemas de 

señalización increíblemente complejos e interconectados, que le dan a este patógeno una 

gran plasticidad (Fig. 4) (Jurado-Martín et al., 2021).  

 

Figura 4. Representación esquemática de los principales factores de virulencia 

utilizados por P. aeruginosa durante infecciones respiratorias. 

Capacidad de formación de biopelículas y composición de la matriz extracelular de las 

biopelículas (exopolisacáridos, proteínas y ADN extracelular); (b) los tres sistemas 

principales de detección de quórum (QS) (Las, Rhl y Pqs); (c) flagelinas FliC y FliD 

incorporadas dentro de la estructura flagelar; (d) sideróforo de pioverdina (PVD) como 

sistema de captación de hierro; (e) pili tipo 4 (T4P); (f) lipopolisacárido (LPS) y proteínas de 

membrana externa (OMP); (g) el sistema de secreción de tipo III (T3SS) y sus cuatro 

efectores principales; (h) el sistema de secreción tipo VI (T6SS); (i) el sistema de secreción 

tipo II (T2SS) y los compuestos que libera al medio extracelular: enzimas líticas (lipasas, 

proteasas (AprA y PIV) y elastasas (LasA y LasB)), exotoxina A (ETA) y piocianina. Tomado 

de Jurado-Martín et al., 2021.  
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1.2.1. Movilidad 

1.2.1.1. Flagelo 

P. aeruginosa posee un único flagelo polar que consta de un filamento hecho de flagelina 

polimerizada dispuesta helicoidalmente (FliC), una proteína específica de tipo (FliD), el 

gancho en la base del filamento (FlgE), dos ganchos de filamento de proteínas de unión 

(FlgKL), y una serie de componentes del cuerpo basal a través de las membranas internas 

y externa. Aunque P. aeruginosa también se mueve sobre superficies sólidas, el flagelo es 

el principal responsable de la motilidad de natación en ambientes acuosos o de baja 

viscosidad a través de la rotación en forma de sacacorchos, generando una fuerza que 

mueve a la bacteria hacia adelante (Garcia et al., 2018).  

1.2.1.2. Pili 

P. aeruginosa presenta pilis tipo IV, que son apéndices filamentosos retráctiles similares a 

pelos que están ubicados polarmente, además, son estructuras esenciales para el inicio de 

la infección al mediar la motilidad y la adhesión. Controlan la motilidad de espasmos, 

utilizados para la colonización rápida de diferentes superficies. Esto implica ciclos 

secuenciales de extensión, adhesión y retracción de las fibras T4P, que generan la fuerza 

para impulsar la célula hacia adelante. La extensión y retracción del pilus se logra a través 

de dos ATPasas asociadas a la membrana citoplasmática (PilB y PilT) que, 

respectivamente, polimerizan y despolimerizan las subunidades PilA en su base. Además, 

hay cinco grupos de T4P (I, II, III, IV y V) que están asociados con diferentes patrones de 

producción de biopelículas y resistencia a múltiples fármacos (MDR) (Talà et al., 2019). 

1.2.2. Lipopolisacáridos 

El lipopolisacárido (LPS) se compone de tres dominios: el lípido A, la región central y el 

antígeno O o polisacárido O (OPS), y se producen varias glicoformas que contribuyen a su 

virulencia. Es una barrera física que interviene en las interacciones con los receptores del 

hospedero y causa un daño tisular debido a su actividad endotóxica. El LPS estimula la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y mucina formadora de gel en las 

células epiteliales de las vías respiratorias, lo que se asocia con la morbilidad y mortalidad 

de los pacientes con asma, EPOC y FQ. Aumenta la permeabilidad paracelular epitelial de 

las vías respiratorias e induce la inflamación pulmonar al estimular el factor de necrosis 

tumoral-α (TNF-α), la interleucina (IL)-1, la IL-6 y el interferón (IFN)-γ. El LPS también 

contribuye a la resistencia a los antibióticos e influye en la formación de vesículas de 

membrana externa (OMV) y biopelículas (Florez et al., 2017). 
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El lípido A es un glicolípido hidrofóbico que ancla los otros dos restos de LPS en la 

membrana externa (OM) y media la endotoxicidad. Se compone de un esqueleto de 

bifosfato de diglucosamina con ácidos grasos enlazados por O y N y varía entre los 

aislamientos según las condiciones de crecimiento y las fuentes de aislamiento, lo que tiene 

implicaciones considerables para la adaptación al nicho. Las cadenas de acilo del lípido A 

se unen al receptor MD2 de la célula hospedera, activando la vía de señalización del 

receptor tipo toll (TLR)-4. Tanto las cadenas de acilo como los fosfatos del lípido A 

interactúan con una quinolona del sistema de detección de quórum (QS) de Pqs cuando se 

exporta al OM, induciendo la curvatura de la membrana, lo que lleva a la formación de 

OMV. Los mutantes defectuosos para la síntesis de lípido A no pudieron desarrollar 

biopelículas en las superficies bióticas y abióticas y exhibieron una unión bacteriana 

significativamente menor a las células epiteliales de las vías respiratorias, lo que sugiere 

que el LPS puede desempeñar un papel indirecto en la adhesión bacteriana y la formación 

de biopelículas (Lindhout et al., 2009). 

El O-polisacárido es una cadena larga periférica altamente variable e inmunogénica 

de polisacáridos repetitivos que pueden ser lineales o ramificados. Dos formas de LPS 

están expuestas en la superficie bacteriana, llamadas "cubiertas" o "lisas" y "sin tapar" o 

"ásperas" cuando el OPS está presente o ausente, respectivamente (King et al., 2009). 

Además, se producen simultáneamente dos antígenos O: (i) el antígeno polisacárido común 

(CPA o banda A), un homopolímero que tiene una estructura conservada que consta de 

unidades repetitivas de trisacárido d-ramnosa y (ii) el antígeno específico O (OSA o B-

band), un heteropolímero de cepa variable que da lugar a 20 serotipos, según el esquema 

propuesto por el Sistema Internacional de Tipificación Antigénica (IATS) (Sainz-Mejías 

et al., 2020). Debido a que, el OPS se extiende hacia afuera desde el MO, está involucrado 

en muchas interacciones hospedero-patógeno: (a) la prevención de la muerte bacteriana al 

inhibir la deposición del complejo de ataque de membrana formador de poros y la 

fagocitosis, (b) la protección contra la oxidación y estrés, y (c) probablemente, estimulación 

de NETosis (Huszczynski et al., 2020). Los cambios en el OPS afectan el tamaño de OMV 

y el contenido de proteínas, aunque el mecanismo aún no se conoce bien. Además, las 

células que no producen CPA no lograron convertirse en biopelículas robustas y exhibieron 

cambios en la morfología celular y la producción de matriz de biopelícula, probablemente 

porque el OPS es esencial para una motilidad efectiva. El CPA también puede ser 

importante para la unión bacteriana a las células epiteliales bronquiales humanas (Jamasbi 

& Taylor, 2010). 



MC Sharel Pamela Díaz Pérez IIQB-UMSNH 

 

 
19 

1.2.3. Enzimas proteolíticas 

P. aeruginosa libera una amplia gama de proteasas extracelulares que son críticas 

para la invasión en infecciones agudas: elastasas LasA y LasB, proteasa alcalina (AprA), 

proteasa tipo IV (PIV), proteasa pequeña de P. aeruginosa (PASP), exoproteasa grande A 

(LepA), P. aeruginosa aminopeptidasa (PAAP) y MucD (Kuang et al., 2011). 

Las elastasas LasA y LasB son secretadas por el T2SS bajo la regulación de los 

sistemas QS y degradan la elastina del hospedero. La elastasa LasB, también denominada 

“elastasa” o “pseudolisina”, es una metaloproteasa dependiente de zinc de la familia de las 

termolisinas codificada por el gen lasB. Es la proteasa más abundante y se considera el 

principal factor de virulencia extracelular. Aparte de su actividad elastinolítica, también 

interrumpe las uniones estrechas epiteliales y escinde otras proteínas del hospedero, por 

ejemplo, proteínas surfactantes (SP-A y SP-D), citoquinas (TNF-α, IFN- γ, IL-6 o IL-2), 

inmunoglobulinas y componentes del inflamasoma, lo que interfiere con la eliminación 

bacteriana. También degrada la flagelina exógena cuando existe un aumento de calcio en 

el hospedero, evitando el reconocimiento de TLR5 y socava la actividad de los macrófagos 

alveolares a través de la regulación a la baja de la producción de importantes ROS 

secretadas y moléculas y receptores inmunitarios innatos (Casilag et al., 2015). También 

afecta la formación de biopelículas a través de la regulación de ramnolípidos (RL), LasA, o 

estafilolisina, esta es una serina proteasa codificada por el gen lasA, su nombre se debe a 

su capacidad para causar una lisis rápida de S. aureus al romper el puente de pentaglicina 

en su PG. Aunque su actividad elastinolítica es limitada, puede mejorar esta acción en otras 

proteasas, incluida LasB, al romper los enlaces glicina-glicina dentro de la 

elastina. Recientemente, la expresión de LasA se correlacionó con la resistencia a los 

antibióticos en aislamientos clínicos de P. aeruginosa (Bastaert et al., 2018). 

La proteasa alcalina, o aeruginolisina, es una metaloendopeptidasa dependiente de 

zinc secretada a través del T1SS y codificada por el gen aprA. Interfiere principalmente con 

la fibronectina y la laminina, dos componentes de la matriz extracelular, y degrada las 

proteínas del complemento (C1q, C2 y C3) y las citoquinas (IFN-c, TNF-a e IL-6), lo que 

permite la evasión fagocítica. También escinde monómeros de flagelina libres y puede 

reducir la eliminación mucociliar de bacterias al activar el canal de sodio epitelial 

(ENaC). También contribuye a la producción de otros factores de virulencia, como PYC 

(Butterworth et al., 2014). 
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Esta proteasa de tipo IV (PIV) es una serina proteasa secretada por T2SS que 

pertenece a la familia de quimotripsinas S1. Está codificado por el gen piv y su expresión 

está bajo el control del sistema Las QS. Aunque tiene un papel importante en la virulencia 

de la córnea, también puede ser importante para la patogenia de P. aeruginosa dentro del 

pulmón con FQ al degradar el fibrinógeno y las proteínas del surfactante (SP-A, SP-D y SP-

B), lo que contribuye a la invasión de tejidos. PIV también promueve la evasión inmune al 

degradar el plasminógeno, inmunoglobulinas, C1q, C3 e IL-22, lo que dificulta la regulación 

de la defensa de la mucosa y exacerba la neumonía neumocócica y la enfermedad invasiva. 

También puede interferir con la activación de la señalización Toll y la producción de 

adenosin monofosfato (AMP) (Park et al., 2014). 

1.2.4. Ramnolípidos 

Los ramnolípidos son metabolitos secundarios extracelulares anfipáticos formados por una 

fracción de mono- o di-(L)-ramnosa (grupo hidrofílico) unida a través de un enlace O-

glucosídico a un dímero de la cola de ácido graso β-hidroxi (grupo hidrofóbico). Contribuyen 

significativamente a la patogenia de P. aeruginosa en el pulmón, al degradar el surfactante 

pulmonar, reducir la resistencia eléctrica transepitelial y alterar las uniones estrechas en el 

epitelio respiratorio. Su producción por aislamientos colonizadores se ha asociado con el 

desarrollo de neumonía asociada a ventilación mecánica (NAV) (Köhler et al., 2010). Si bien 

la sobreproducción de RL impide el desarrollo de biopelículas, las bajas concentraciones 

mejoran la liberación de LPS a la superficie celular, lo que aumenta la hidrofobicidad y la 

afinidad para la adherencia inicial de las bacterias a una superficie. La producción de una 

cantidad adecuada contribuye a la arquitectura de la biopelícula al mantener abiertos los 

canales no colonizados. Los RL también facilitan la motilidad deslizante en ausencia de T4P 

y flagelos y permiten la motilidad en enjambre al reducir la tensión superficial debido a sus 

propiedades surfactantes. Así, la producción de RL se induce en condiciones de restricción 

de hierro, lo que promueve la motilidad de espasmos (Nickzad & Déziel, 2014). También 

participan en la evasión inmunitaria para facilitar las infecciones crónicas al causar la muerte 

necrótica de los leucocitos polimorfonucleares. Suprimen la inmunidad innata del 

hospedero, evitando una respuesta de β-defensina2 humana inducida por flagelina a través 

de la proteína quinasa C (Wang et al., 2014). 

1.2.5. Fenazinas 

Las fenazinas son moléculas pigmentadas, con actividad redox, heterocíclicas, que 

contienen nitrógeno, secretadas por un número considerable de bacterias, incluidas 
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múltiples Pseudomonas spp fluorescentes (Chin-A-Woeng et al., 2005). Las fenazinas 

muestran un amplio espectro de actividad (tóxica) hacia los organismos procariotas y 

eucariotas, que varía según la naturaleza y la posición de los sustituyentes en el anillo 

heterocíclico. Esta toxicidad confiere una clara ventaja a los productores de fenazina al 

eliminar a los competidores y mejorar la supervivencia en entornos muy poblados, como la 

rizosfera (Pierson & Pierson, 1996). La piocianina (5 - N -metil-1-hidroxifenazina), el primer 

y más estudiado miembro de la familia de las fenazinas, es producida únicamente por P. 

aeruginosa, especificidad que ha sido útil en el diagnóstico rápido de este patógeno 

oportunista. Esta fenazina azul es uno de los principales factores de virulencia de este 

patógeno, contribuyendo tanto a infecciones agudas como crónicas, ya que suprime la 

proliferación de linfocitos, daña las células epiteliales como consecuencia de la formación 

de radicales hidroxilos, inactiva los inhibidores de la proteasa (lo que provoca daño tisular 

por proteasas endógenas) y se dirige a múltiples funciones celulares (Nadal Jimenez et al., 

2012). 

1.2.5.1 Piocianina 

La fenazina más estudiada es la piocianina (5-N-metil-1-hidroxifenazina), que es azul 

cuando se oxida. La piocianina (PYO) se aisló originalmente de heridas de pacientes y 

posteriormente se demostró que estaba asociada con infecciones causadas por P. 

aeruginosa. Su presencia se asocia con una alta morbilidad y mortalidad en pacientes 

inmunocomprometidos, como los pacientes con fibrosis quística (Courtney et al., 2007; 

Murray et al., 2007), también se estudian ampliamente para su aplicación en el manejo de 

enfermedades de las plantas. 

La piocianina es un metabolito secundario con actividad redox responsable del color azul 

verdoso de las colonias de P. aeruginosa en cultivo. Esta fenazina, se asocia con la 

gravedad de la enfermedad y el deterioro de la función pulmonar debido a sus efectos 

proinflamatorios y de radicales libres. Puede aumentar las ROS intracelulares y el H2O2, 

provocando estrés oxidante y dañando los componentes del ciclo celular, varias enzimas y 

el ADN, lo que lleva a la lisis celular. En consecuencia, se libera ADN extracelular (eDNA), 

lo que probablemente contribuya a la formación de biopelículas y ayude a la persistencia 

de las infecciones. Se induce la liberación de ROS mitocondriales, lo que conduce a la 

apoptosis de los neutrófilos y, ralentiza el latido ciliar, causa disrupción epitelial y aumenta 

la secreción de mucosa en el tracto respiratorio, lo que contribuye a la colonización 



MC Sharel Pamela Díaz Pérez IIQB-UMSNH 

 

 
22 

pulmonar. Posteriormente, aumenta la producción de IL-8 por los macrófagos alveolares y 

la entrada de neutrófilos (Hall et al., 2016).  

1.2.6. Sideróforos 

El hierro (Fe 3+ ) es un nutriente esencial para el crecimiento bacteriano y la virulencia. En 

el ambiente estresante del hospedero, el hierro no está fácilmente disponible debido a su 

baja solubilidad y la actividad de las proteínas de unión al hierro del hospedero (transferrina 

y lactoferrina). Para cumplir con los requisitos de hierro, P. aeruginosa utiliza diferentes 

estrategias: (i) La producción de compuestos orgánicos de bajo peso molecular llamados 

sideróforos (pioverdina y pioquelina); (ii) La captación de xenosideróforos; (iii) Captación de 

grupos hemo de las hemoproteínas del hospedero a través de dos sistemas; y (iv) 

Reducción de hierro por fenacinas a través del sistema Fe (Perraud et al., 2020).  

La pioquelina es un sideróforo fenólico que contiene dos anillos heterocíclicos que 

contienen azufre (Ankenbauer et al., 1986). El mecanismo de captación es similar al de la 

pioverdina. En P. aeruginosa la pioquelina es reconocida por FtpA, un transportador 

específico de membrana externa para ser translocado al interior de la célula para liberar el 

hierro y ser utilizado (Nosran et al., 2021). Se ha demostrado que P. aeruginosa primero 

produce pioquelina y cambia a producción de pioverdina solo cuando la concentración de 

hierro es realmente baja (Cornelis & Dingemans, 2013). 

 

Mientras que la pioquelina es un sideróforo basado en salicilato con una menor afinidad por 

el hierro, la pioverdina (PVD) tiene una naturaleza peptídica y se considera el principal 

sideróforo (Cezard et al., 2015). Dado que la producción de PVD es un proceso que 

demanda energía, P. aeruginosa produce principalmente pioquelina solo cuando la 

concentración de hierro es realmente baja. La PVD se compone de una cadena peptídica 

variable y un cromóforo de dihidroxiquinolina conservado, que se une al hierro (Poole & 

McKay, 2003) Las diferentes cepas producen más de 50 pioverdinas, aunque se pueden 

agrupar en tres tipos (PVDI, PVDII y PVDIII) según las diferencias en la cadena peptídica 

(Ravel & Cornelis, 2003). La PVD quela el hierro libre y lo elimina de las proteínas del 

hospedero, y esto se logra mediante una red compleja de transportadores y bombas de 

salida periplásmicas y de membrana. A pesar de ser esencial, el hierro cataliza las 

reacciones de Fe produciendo ROS en altas concentraciones, lo que lleva a la citotoxicidad. 

Por lo tanto, este sistema se apaga en presencia de suficiente hierro intracelular por el 

regulador de absorción férrico (Ghssein & Ezzeddine, 2022). Además, existe una relación 
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intrínseca entre el sistema Pqs QS y los niveles de hierro, ya que el principal regulador 

PvdS controla la expresión de PqsR y, por lo tanto, la síntesis de PQS. Por su parte, la 

pioquelina puede causar daño oxidativo e inflamación, especialmente en presencia de 

piocianina (Bonneau et al., 2020). 

1.2.7. Biopelículas 

En la naturaleza, la mayoría de las bacterias pueden adherirse a diferentes superficies y 

formar biopelículas. La biopelícula es un agregado complejo de bacterias encerradas en 

una matriz extracelular polimérica (EPS), la cual, es una de las estrategias clave para la 

supervivencia de las especies durante cambios inesperados en las condiciones de vida, 

como la fluctuación de la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. Las bacterias dentro 

de una biopelícula pueden evadir las respuestas inmunes del hospedero y resistir los 

tratamientos antimicrobianos hasta 1000 veces más que sus contrapartes planctónicas 

(Brindhadevi et al., 2020).   

P. aeruginosa forma biopelículas para colonizar e invadir tejidos y órganos. Una biopelícula 

es un arma resistente fundamental para que P. aeruginosa compita, sobreviva y domine el 

entorno polimicrobiano de la fibrosis quística pulmonar. P. aeruginosa también coloniza 

eficazmente una variedad de superficies, incluidos materiales médicos (catéteres urinarios, 

implantes, lentes de contacto, etc.) y equipos de la industria alimentaria (tanques de mezcla, 

cubas y tubos) (Soares et al., 2020). Por lo tanto, una mayor comprensión de la composición 

y estructura de la biopelícula, así como de los mecanismos moleculares subyacentes a la 

tolerancia antimicrobiana de las bacterias que crecen dentro de una biopelícula son vitales 

para el diseño de estrategias efectivas para manejar, prevenir y, lo que es más importante, 

erradicar las infecciones asociadas a la biopelícula (Schiessl et al., 2019).  

P. aeruginosa es conocida por desarrollar biopelículas robustas que son altamente 

resistentes a los antibióticos, lo que afecta la eliminación bacteriana y conduce al 

establecimiento de infecciones crónicas altamente recalcitrantes que son un problema 

médico importante. Más del 50% de la matriz extracelular de P. aeruginosa está formada 

por tres exopolisacáridos (EPS): el alginato de polisacárido capsular y dos polisacáridos 

agregativos (Psl y Pel), pero también contiene ADN extracelular (eDNA) y proteínas. Las 

biopelículas al madurarse se caracterizan por estructuras en forma de hongo "tapadas" y 

una red compleja de canales que distribuyen nutrientes y oxígeno y eliminan los productos 

de desecho (Brindhadevi et al., 2020).  
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El desarrollo de biopelículas es multifactorial. La iniciación se produce con un aumento 

de c-di-GMP, un segundo mensajero intracelular que induce la biosíntesis de adhesinas y 

EPS y los cambios fisiológicos necesarios para pasar del crecimiento planctónico móvil a 

un estilo de vida sésil asociado a biopelículas (De Kievit, 2009). La secreción de varias 

enzimas extracelulares controladas por QS (esterasas, lipasas y elastasas) afecta la 

composición de EPS, las propiedades de la matriz extracelular y la motilidad celular, lo que 

influye en la formación y arquitectura de biopelículas mucoides de P. aeruginosa (Arana-

Peña et al., 2020). 

 

Figura 5. Ciclo de vida del desarrollo de las biopelículas producidas por P. 

aeruginosa. 

Se divide en seis etapas: (1) las bacterias se asocian con la superficie y producen 

sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que incluyen proteínas, polisacáridos, lípidos 

y eDNA. A continuación, (2) tiene lugar la división celular y la transición de unión reversible 

a irreversible. Los siguientes pasos son la formación de microcolonias (3) y el posterior 

desarrollo de estas microcolonias en estructuras con forma de hongo (4). La interacción 

célula a célula y la producción de factores de virulencia juegan un papel esencial en la 

maduración y solidez de las biopelículas. Luego se forma la cavidad de la matriz en el centro 

de la microcolonia (5), a través de la autolisis celular para romper la matriz para la liberación 

de la población dispersa. Finalmente, (6) las células liberadas experimentan una transición 
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de aproximadamente 2 h a fenotipos planctónicos que posteriormente ocupan espacios no 

colonizados.Tomado y modificado de Thi. et.al., 2020. 

La formación de biopelículas se da en 5 diferentes etapas (Fig. 5) (Moser et al., 2021; 

Thi et al., 2020): 

- Etapa I: Forma planctónica. Las células bacterianas se adhieren a la superficie del 

hospedero a través del flagelo y sus pilis; sin embargo, esta adherencia puede ser 

reversible. Comienza la producción de sustancias extracelulares poliméricas 

(EPS), entre las cuales están, proteínas, polisacáridos, lípidos y eDNA. En esta 

etapa, aún no hay respuesta inmune por parte del hospedero. 

- Etapa II. Microagregados/ microcolonias. La adherencia es irreversible, comienza 

la división bacteriana y la comunicación celular. Inicia la respuesta inmune innata 

del hospedero, en caso de que la bacteria sea patógena. En esta etapa, los 

antibióticos son efectivos. 

- Etapa III. Biopelículas jóvenes. Autoproduce matriz extracelular. Produce 

agregados en tejidos o secreciones, como esputo. La bacteria se propaga 

progresivamente, con el fin de atacar al hospedero, a través de la arquitectura de 

las estructuras de las microcolonias. La respuesta inmune innata por parte del 

hospedero está activa. En esta etapa, comienza la tolerancia a los antibióticos.  

- Etapa IV. Maduración de las biopelículas. Continúa la autoproducción de la matriz 

extracelular. Las microcolonias se desarrollan hasta alcanzar una forma 

tridimensional, creando estructuras similares al caparazón de los hongos. En esta 

etapa se pueden generar mutaciones y subclones, comienza la dispersión, 

incrementa el riesgo de que la infección se expanda, ocasiona daño a tejidos y por 

lo tanto, que exista una tolerancia y resistencia a los antibióticos. Asimismo, 

comienza la respuesta inmune adquirida. Se da una interacción célula a célula, 

produciendo factores de virulencia que juegan un papel esencial en la maduración 

y solidez de las biopelículas. 

- Etapa V. Dispersión. En esta etapa, ocurre una persistente colonización, el 

crecimiento de la biopelícula puede bajar, pero existe un riesgo de volver a crecer, 

asimismo, comienza la etapa de inflamación, la cual puede continuar. Finalmente, 

las células liberadas experimentan una transición de aproximadamente 2 h a 

fenotipos planctónicos que posteriormente ocupan espacios no colonizados, por lo 

que, comienza nuevamente los estadios de las biopelículas. 
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Recientemente, se ha planteado la hipótesis de que el QS también puede controlar el 

paso de dispersión; de hecho, la formación de OMV inducida por quinolonas puede facilitar 

la dispersión celular. Finalmente, los ARN pequeños también regulan la formación de 

biopelículas. Es de destacar que un estudio reciente mostró que existen varias vías para 

desarrollar biopelículas y que la expresión de genes que regulan las respuestas al estrés y 

la adaptación a entornos limitados en oxígeno y hierro es vital para este proceso (Riquelme 

et al., 2020).  

1.3. Quorum sensing 

El quorum sensing (QS), o bien, la comunicación entre bacterias es fundamental para 

regular la expresión de varios genes, en respuesta a la densidad celular, lo que permite la 

comunicación entre células y la adaptación a los cambios ambientales. La producción de 

metabolitos secundarios activa factores de transcripción, los cuales, modulan y coordinan 

la expresión de genes del QS a través de comunidades de células. Se ha observado que la 

secreción y difusión de metabolitos secundarios de comunidades bacterianas influye en el 

crecimiento de comunidades adyacentes. El QS es un sistema de comunicación intercelular 

que es capaz de sensar la densidad poblacional. El sistema de QS está modulado por 

pequeñas moléculas de señalización; N-acilhomoserinlactona para las bacterias Gram 

negativas, oligopéptidos para bacterias Gram positivas, y autoinductores-2 (AI-2) para 

ambas clases de bacterias (Juhas, et.al., 2005). P. aeruginosa tiene cuatro sistemas QS 

(Las, Rhl, Pqs e Iqs) que están interconectados jerárquicamente: el sistema Las está en la 

parte superior de la jerarquía de señalización y controla positivamente la expresión de los 

otros tres sistemas. De manera similar, el sistema Iqs tiene un efecto estimulador sobre 

Pqs, y este sobre el sistema Rhl, mientras que Rhl regula negativamente Pqs. Esta red QS 

es altamente adaptable y capaz de responder a factores estresantes externos, 

proporcionando a P. aeruginosa una flexibilidad extraordinaria (Fig. 6) (Lee & Zhang, 

2015).   

1.3.1. Sistema Las y Rhl 

LasR y Rhl representan los circuitos reguladores más dominantes. En el sistema Las, 

LasI es la sintasa autoinductora (AI) que media en la síntesis de N-3-oxododecanoil-L-

homoserina lactona (C12HSL). LasI se une al activador transcripcional (LasR), creando un 

complejo con formas multiméricas que regula específicamente la transcripción de genes de 

virulencia involucrados en infecciones agudas y daño de la célula hospedero (LasA, LasB, 

AprA, PVD y ETA). También induce la producción de la IA, creando un ciclo de 
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autorregulación positivo. El inhibidor de RsaL es responsable de la represión de la síntesis 

de LasI y C12HSL. El sistema Las también suprime la producción de exopolisacárido Pel, 

afecta la formación de T6SS junto con los sistemas Rhl y Pqs e induce la apoptosis en las 

células epiteliales de las vías respiratorias y degrada sus uniones estrechas. C12HSL 

también ayuda a la supervivencia bacteriana al producir la muerte de las células 

inmunitarias del hospedero. Es importante destacar que PYC y C12HSL aumentan el 

número de células persistentes en las poblaciones de P. aeruginosa, lo que puede ser 

responsable de la obstinación de las infecciones crónicas. De manera similar, RhlI sintetiza 

la IA de este sistema, la N-butiril-L-homoserina lactona (C4HSL), que forma un complejo 

con la proteína activadora (RhlR). Este circuito mejora principalmente la producción de RL, 

pero también de AprA, LasB, cianuro, PVD y PYC. También regula la producción de lectina 

LecA, lo que influye en la formación de biopelículas, y reprime los genes implicados en el 

ensamblaje y la función de T3SS (Ahator & Zhang, 2019; Bleves et al., 2010). 

1.3.2. Sistema Quinolona: Pqs 

P. aeruginosa produce numerosas alquil-4(1H)-quinolonas (AQ), incluida la 2-heptil-hidroxi-

1H-quinolin-4-ona (PQS) y su precursor 2-heptil-4(1H)-quinolona (HHQ), el AQ más 

comúnmente asociado con QS. Son sintetizados por enzimas codificadas en grupos 

de genes pqsABCDE, phnAB y pqsH, y tanto PQS como HHQ son reconocidos por la 

proteína reguladora afín (PqsR o MvfR). Al igual que el sistema Las, el sistema Pqs crea un 

bucle de retroalimentación positiva que se une al promotor de pqsABCDE, lo que conduce 

a la producción de PqsE, el principal efector de virulencia del sistema de quinolonas. Esta 

proteína, junto con el sistema Rhl, está involucrada en la regulación de la síntesis de 

piocianina. Además, regula positivamente la expresión de genes relacionados con la falta 

de hierro, las bombas de expulsión involucradas en la resistencia a los antibióticos y la 

biosíntesis de cianuro de hidrógeno, RL, elastasa y quitinasa extracelular (Lin et al., 2018). 

Además, el sistema Pqs media en la liberación de eDNA, esencial para la creación de 

biopelículas estables y maduras. Además de ser una molécula de señalización de QS, PQS 

también actúa como mediador en la adquisición de hierro, la citotoxicidad y la biogénesis 

de OMV; suprime la secreción de IL-2 e IL-12; y estimula la quimiotaxis de neutrófilos, ROS 

y la generación de TNF-α (Ahator & Zhang, 2019; Kariminik et al., 2017) 

1.3.3. Sistema QS: Iqs 

Este sistema QS integrado se descubrió más recientemente y utiliza un nuevo tipo de 

molécula de señal: 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehído (IQS). Hasta la fecha, se 
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desconoce su receptor afín. Además de monitorear la densidad bacteriana, Iqs también 

detecta la limitación de fosfato, un estrés común durante la infección, para regular la 

producción del factor de virulencia. Además, puede controlar parcialmente las funciones del 

sistema Las y, cuando se interrumpe, disminuye la producción de piocianina, ramnolípidos 

y elastasas. Finalmente, IQS inhibe el crecimiento de la célula hospedero y estimula la 

apoptosis de una manera dependiente de la dosis, lo que altera la reparación del daño del 

ADN del hospedero (Ahator & Zhang, 2019; Lee et al., 2013; Wang et al., 2014). 

 

 

Figura 6. Quorum sensing en P. aeruginosa. 

Se muestran los sistemas de comunicación jerárquica de P. aeruginosa. Modificado de Lee, 

& Zhang, 2015. 
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1.3.4. Ciclodipéptidos 

Muchas bacterias dependen del QS para coordinar la producción de antibióticos y factores 

de virulencia, los organismos procariotas y eucariotas también podrían producir inhibidores 

químicos o enzimas que apagan el quórum para degradar las señales de QS o bloquear la 

señalización de QS para obtener ventajas competitivas (De Kievit, 2009). Esto ha impulsado 

la búsqueda de productos naturales que puedan interrumpir la señalización de QS y reducir 

la virulencia bacteriana como un medio para controlar la patogenicidad bacteriana (Smith & 

Iglewski, 2003). Dado que el mecanismo general de QS se basa en la percepción de 

señales químicas por parte de los reguladores de QS, cuando se alcanza un umbral mínimo 

de concentración estimulante para impulsar diversas actividades fisiológicas, la mayoría de 

los métodos de detección para nuevos agentes estimulantes o inhibidores de QS emplean 

construcciones de bioensayos dirigidos a QS mediante la incorporación de elementos 

genéticos, en el circuito de QS interactúan con estas moléculas para provocar una 

respuesta celular específica (Lee & Zhang, 2015) (Figura 6). Aprovechando este sistema, 

la construcción del bioensayo compuesta por el promotor luxR (de V. fischeri) y el operón 

estructural lux (luxCDABE de Photorhabdus luminescens), que emite luz en respuesta a las 

AHL exógenas, se utilizó para detectar e identificar nuevas moléculas de señalización 

(Higgins et al., 2018). Debido al repertorio de moléculas señalizadoras que activan los 

reguladores de la respuesta QS, se aplicaron procedimientos analíticos químicos 

adicionales que llevaron a la identificación de dos moléculas señalizadoras, ciclo(L-Ala-L-

Val) y ciclo(L-Pro-L-Tyr), conocidas como dipéptidos cíclicos (CDPs). Estos CDP podrían 

activar los biosensores AHL basados en LuxR y basados en LasR en E. coli, pero en 

concentraciones mucho más altas que los activadores naturales 3OC6HSL y 3OC12HSL, 

respectivamente. Los estudios de competencia han mostrado que los dos CDP antagonizan 

la inducción de bioluminiscencia mediada por 3OC6HSL, lo que sugiere que pueden 

competir por el mismo sitio de unión en LuxR) (Lee & Zhang, 2015). Un estudio más reciente 

identificó cuatro moléculas de CDP de los sobrenadantes de cultivo de la cepa PAO1 de P. 

aeruginosa: ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Leu ), y ciclo(L-Pro-L-Phe), 

en este mismo estudio se determinó que la biosíntesis de CDPs está influenciada por unas 

pocas enzimas NRPS, y la mezcla de CDPs podría estimular el sistema de las últimas con 

un mecanismo desconocido (González et al., 2017) . Estos sistemas de comunicación 

química interconectados son capaces de modular la fisiología bacteriana y la virulencia en 

respuesta a diversos cambios ambientales, incluida la dinámica de la densidad de población 

y el estrés por deficiencia de fosfato (Ahator & Zhang, 2019). 
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Los CDPs y sus derivados, las dicetopiperazinas (DKPs), constituyen una clase novedosa 

de moléculas pequeñas sintetizadas por microorganismos a las cuales se les ha encontrado 

diversas propiedades biológicas. Por ejemplo, los compuestos ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo(L-

Phe-trans-4-OH-L-Pro) actúan como antifúngicos (Ström et al., 2002). Por otra parte, la 

epipolitiodioxopiperazina muestra propiedades antitumorales, antibacterianas, antivirales e 

inmunosupresoras (Gu et al., 2013). Por otro lado, las dicetopiperazinas comprenden una 

importante familia de metabolitos secundarios que han sido durante mucho tiempo 

ignorados; sin embargo, recientemente se han sugerido como drogas. Por ejemplo, en 

cultivos de Propionibacterium jensenii se encontró que las DKPs actúan como componentes 

antifúngicos contra Aspergillus fumigatus (Ström, et al., 2002). Las dicetopiperazinas 

comprenden también ejemplos de antibióticos clásicos, uno de los ejemplos mejor 

conocidos es el producto natural biciclomicina, este es un antibiótico producido por 

Streptomyces sapporonensis y S. aizunensis, el cual posee baja toxicidad (DL50 >4 g/Kg en 

ratón), permitiendo su aplicación como una droga efectiva contra la diarrea en humanos, 

exhibiendo actividad en contra de un amplio espectro de bacterias Gram negativas, con 

excepción de especies de Proteus y P. aeruginosa, así como contra la bacteria Gram 

positiva Micrococcus luteus (P. de Carvalho & Abraham, 2012). 

Por otra parte, el ciclo(L-Phe-L-Pro) aislado de P. fluorescens y P. alcaligenes, se ha 

reportado que está involucrado en mecanismos de percepción de quórum, los cuáles 

sincronizan respuestas fisiológicas bacterianas de una manera dependiente de la densidad 

celular; el hallazgo de éste mismo ciclodipéptido en L. plantarum sugiere la posibilidad de 

un entrecruzamiento entre sistemas de señalización de bacterias Gram negativas y Gram 

positivas (Ström et al., 2002).  

1.4. Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) 

Las péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) son responsables de la síntesis de fármacos 

de origen natural, entre los cuales destacan: los antibióticos como vancomicina, los 

anticancerígenos como la bleomicina, e inmunosupresores como la ciclosporina (Wyatt 

et al., 2013).  Las NRPS son enzimas de alto peso molecular y son conformadas por 

múltiples módulos catalíticos independientes, donde cada módulo está constituido de un 

grupo de dominios. Para cada dominio de las NRPS se asigna una actividad, los distintos 

dominios son: dominio de adenilación (dominio A), el cual capta a los aminoácidos y los 

activa por adenilación usando ATP. El dominio de Tiolación (T) que une covalentemente el 

aminoácido al tiol del grupo prostético 4-fosfopanteína (también llamado dominio PCP) y 

transporta el aminoácido activado al dominio de condensación (domino C), el cual cataliza 



MC Sharel Pamela Díaz Pérez IIQB-UMSNH 

 

 
31 

la formación de los dos enlaces peptídicos, y finalmente el dominio tipo tioesterasa (dominio 

Te) libera el péptido formado por la enzima NRPS (Fig. 7). 

 

 

 

Figura 7. Biosíntesis de un ciclodipéptido mediante enzimas NRPS, el cual es un 

sistema dependiente de ATP para la activación de los aminoácidos. 

Las enzimas tienen diferentes dominios, los cuales tienen actividades definidas para la 

formación de los ciclodipéptidos (Gondry et al., 2018)  

 

1.4.1 Dominio de Adenilación (A) 

El dominio de adenilación ( ̴550 aa) es el primer dominio que interviene en la biosíntesis de 

péptidos no-ribosomales. El dominio de adenilación reconoce de manera específica y activa 

a los aminoácidos. Este dominio en primer lugar reconoce de manera específica el 

aminoácido de entre los substratos disponibles y en una segunda instancia activa el 

aminoácido como un aminoacil-adenilato. Posteriormente, el aminoacil-adenilato 

intermediario es transferido al grupo tiol del cofactor 4´-fosfopantoteína localizado en el 

dominio PCP (Fig. 5; Grünewald & Marahiel, 2006). 

Aureusimina A 

Aureusimina B 

Leuvalina 
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1.4.2 Dominio PCP 

El dominio PCP ( ̴ 80 aa) facilita el transporte ordenado de substratos y la elongación 

intermediaria de los centros catalíticos de todos los productos intermedios unidos covalente 

al grupo tiol del cofactor 4-fosfopanteína (ppan) del dominio T; lo cual facilita la canalización 

de substratos por lo que se optimiza la eficiencia de la biosíntesis mediada por NRPS. Este 

dominio muestra un residuo de serina45 que es el responsable de unión al cofactor ppan; el 

residuo se encuentra en uno de los brazos el cual está extendido y une a las dos primeras 

hélices de las cuatro que conforman el paquete de hélices del dominio PCP (Fig. 8; 

(Grünewald & Marahiel, 2006). 

 

1.4.3 Dominio de condensación (C) 

La formación del enlace peptídico en la biosíntesis de péptidos no-ribosomales está 

mediada por el dominio de condensación C ( ̴ 450 aa). Este dominio cataliza el ataque 

nucleofílico del aminoácido unido río abajo al domino PCP. La direccionalidad de este 

proceso es realizada por los sitios donador y receptor del dominio C por electrófilos y 

nucleófilos, respectivamente. Según el mecanismo de portación de múltiples tioésteres, el 

sitio del aceptor une el nucleófilo con alta afinidad hasta que el electrófilo entrante culmina 

el proceso de condensación (Fig. 8) (Grünewald & Marahiel, 2006).  

 

 

 

Figura 8. Formación del enlace péptidico. 

Dominios de adenilación (A), dominio PCP y dominio de condensación (C) (Tomado de 

Grunewald y Marahiel, 2006). 

C- dominio terminal 

C- dominio terminal 

N- dominio 
terminal 
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1.4.4 Dominio Te y su participación en la ciclación 

Los péptidos no-ribosomales van creciendo por la adición consecutiva de unidades 

monoméricas de aminoacilos activados. La cadena alargada se desplaza cada vez de arriba 

abajo en el dominio PCP durante la elongación de una cadena, una vez que la cadena 

peptídica alcanza su longitud final, ésta es liberada río abajo del dominio PCP, quedando 

la enzima libre para el siguiente ciclo de síntesis. Generalmente la terminación de la síntesis 

de péptidos por las NRPS es realizada por un dominio tioesterasa (dominio TE, 280 

residuos), fusionado al extremo carboxilo terminal (C-terminal) del módulo. Este último 

dominio en la enzima utiliza en su sitio activo un residuo de serina como catalizador 

nucleofílico. La liberación del péptido se inicia por la transferencia de la cadena peptídica 

enlazado a la serina del sitio TE río abajo, para generar un producto intermediario del tipo 

acilo-O-TE (Grünewald & Marahiel, 2006). 

 

La molécula intermediaria puede ser rota por una molécula de agua para producir 

un péptido lineal (un ejemplo es la vancomicina), o por acción de un nucleófilo interno, 

produciendo un ciclodipéptido como la daptomicina (Fig. 9A). Mientras que los dominios TE 

representan la solución más común para la liberación del péptido, se conocen estrategias 

alternativas. Por ejemplo, se propone al dominio C, involucrado en la síntesis de la 

ciclosporina, para la síntesis de ciclosporina 7, para catalizar la liberación del péptido por 

condensación (Fig. 9B). En un tercer ejemplo, la liberación del péptido puede ocurrir por 

reducción del grupo carboxilo mediada por el dominio de reducción (Dominio R) 

dependiente de NADPH de la NRPS; como ocurre en la síntesis del péptido lineal 

gramicidina A y en la formación de la lactona nostociclopéptido 8 (Fig. 9C) (Grünewald & 

Marahiel, 2006). 
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Figura 9. Mecanismo de liberación de los NRPS. 

Liberación de los péptidos no-ribosomales por el dominio tipo tioesterasa (Te) y su 

intervención en la ciclación de los péptidos producidos. (Tomado de Grunewald y Marahiel, 

2006). 

 

1.4.5. NRPS de P. aeruginosa PAO1 

En el genoma de P. aeruginosa PAO1 se han encontrado NRPS, las cuales fueron 

identificadas mediante un alineamiento de la secuencia de aminoácidos usando el algoritmo 

blastp para comparar con la secuencia del gen AusA de S. aureus. Los resultados del 

alineamiento revelaron el dominio de adenilación (A) en cerca de los 55 putativos 

homólogos de los NRPS. Como se observa en la tabla 1, en el primer grupo, las proteínas 

PvdD, PvdJ, PvdI y PvdL están involucradas en la síntesis de pioverdina, y sus genes 

correspondientes están localizadas sobre dos diferentes pero adyacentes grupos de 

cromosomas la P. aeruginosa PAO1. Otro grupo de NRPS catalizan la síntesis de 

pioquelina, PchF y PchE. Un tercer grupo incluye proteínas AmbB y AmbE, asociadas con 

la biosíntesis de IQS con sus genes pertenecientes dentro del grupo AmbABCDE. 

Finalmente, dos proteínas hipotéticas con desconocidas funciones fueron catalogadas, las 

cuales se denominaron PA3327 y PA4078 por su ORF con 2352 aminoácidos (demostrando 

2 multi-módulos) y 991 aminoácidos (con un multi-módulo) respectivamente. 

Interesantemente, las secuencias de PvdI y PvdL consisten en aprox. 5000 aminoácidos 
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(mostrando 4 multi-módulos cada uno); el PvdD, PvdJ y PA3327 con cerca de 2000 

aminoácidos (con dos multi-módulos cada uno), y las proteínas pequeñas AmbE, AmbB, 

PchF, PchE y PA4078 con cerca de 1000 aminoácidos (mostrando un solo módulo) 

(González et al., 2017) 

 

Tabla 1. Comparación de Dominios y porcentajes de identidad de NRPS proveniente 

de S. aeurus. 

 

Tabla 1. NRPS en el genoma de P. aeruginosa PAO1 evaluando el porcentaje de 

identidad, así como, los dominios, cantidad de módulos y número de aminoácidos 

contra el NRPS de Auresimina Sintetasa perteneciente a S. auerus (Tomado de 

González et.al., 2017). 
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II. ANTECEDENTES 

Anteriormente, se ha determinado que el sistema LasI/LasR modifica la producción de tres 

CDPs, ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Tyr), los cuales presentaron 

propiedades en la estimulación del crecimiento vegetal de A. thaliana (Castro et al., 2013; 

Ortiz-Castro et al., 2011, 2014). Sin embargo, existe poca información concerniente al 

mecanismo de biosíntesis en bacterias y su papel en la comunicación con las células de los 

hospederos. Aunque los CDPs son moléculas con notables propiedades bio-activas, existe 

poca información concerniente al mecanismo de biosíntesis en bacterias y su papel en la 

comunicación con las células de los hospedadores. Además, se ha demostrado que la 

producción de CDPs por P. aeruginosa dependen en gran parte por las péptido sintasas no 

ribosomales multi-modulares (MM-NRPS), las cuales pueden intervenir en el QS de la 

bacteria. En este mismo estudio, se encontró que aumentan in vitro lo niveles de piocianina, 

el cual es un factor de virulencia en P. aeruginosa, en cepas mutantes en el gen pvdL, el 

cual es un gen perteneciente a la síntesis de péptido sintasas no ribosomales (NPRS) 

(González et al., 2017)). Asimismo, se ha descrito que, en líneas celulares cancerosas, 

como HeLa y CaCo-2, la mezcla de ciclodipéptidos: Ciclo(L-Pro-L-Tyr), Ciclo(L-Pro-L-Val) 

y Ciclo(L-Pro-L-Phe), producidos por P. aeruginosa PAO1 promueven apoptosis (Vázquez-

Rivera et al., 2015)). 

No existen evidencias contundentes de que los CDPs funcionen en la naturaleza como 

verdaderas moléculas de señal tipo QS. Sin embargo, la mezcla de CDPs se ha descrito 

que en un rango de concentración de 2 a 100 μM inducen luminiscencia dependiente de 

LasR, a niveles similares al su autoinductor 3OC12HSL (González et al., 2017)Además de 

su asociación potencial con la comunicación célula-célula bacteriana de P. aeruginosa, 

varios artículos publicados recientemente revelaron el papel de los CDPs en las 

interacciones hospedero-patógeno. La mezcla de CDPs de P. aeruginosa descrita 

anteriormente puede desencadenar la apoptosis a una concentración tan baja como 1 

μg/mL y promover la muerte celular de las líneas celulares humanas de manera 

dependiente de la dosis, con una IC50 de alrededor de 0.6 mg/mL. Además de la actividad 

de la combinación de CDPs, también se han documentado las actividades de los CDPs 

individuales. Ciclo(L-Pro-L-Phe) a una concentración final de 1 mM fue capaz de inducir 

daños en el ADN en células de mamíferos mediante la elevación de los niveles de especies 

reactivas de oxígeno (Hernández-Padilla et al., 2017). Estos hallazgos fueron validados aún 

más por los hallazgos de que los cuatro CDPs individuales purificados de P. aeruginosa 

inhibieron la proliferación de células HeLa al detener el ciclo celular en la transición G0-G1 
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con una LD50 a 60–250 μM, y este efecto implicó la inhibición de la vía de señalización 

P13K-Akt mTOR-S6k (Hernández-Padilla et al., 2017). 

Una búsqueda exhaustiva en el genoma de P. aeruginosa con AusA y LgrA como secuencia 

de aminoácidos modelos, que son las péptido sintasas no ribosomales (NRPS) asociadas 

con la biosíntesis de CDPs en S. aureus y Brevibacillus brevis, respectivamente, reveló diez 

NRPS probables que podrían potencialmente ser involucradas en la biosíntesis de CDPs. 

Entre ellos se encontraban las proteínas hipotéticas PA3327 y PA4078 y las enzimas 

asociadas con la biosíntesis de pioverdina (PvdD, PvdJ, PvdI y PvdL), pioquelina (PchE y 

PchF) e IQS (AmbB y AmbE). Se han validado las funciones de algunos de estos NRPS 

putativos en la producción de CDPs. La mutación de pchE y pchF abolió la producción de 

ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Leu); sin embargo, su producción no se afectó en las 

mutantes de pioverdina. La mutante PA3327 produjo niveles bajos de ciclo(L-Pro-L-Val) y 

ciclo (L-Pro-L-Leu) en comparación con la cepa WT. Por el contrario, se demostró que las 

mutantes de ambB y ambE producían un nivel muy elevado de ciclo(L-Pro-L-Tyr), similar a 

las mutantes pvdJ, PA3327, PA4078 y pchE. Por el contrario, la eliminación de pchF redujo 

significativamente la producción de ciclo (L-Pro-L-Tyr). Dado que tanto PchE como PchF 

están involucradas en la biosíntesis de pioquelina, este efecto contrastante de las 

mutaciones de pchE y pchF en la producción de CDPs sugiere que es esencial determinar 

y distinguir las NRPS responsables de la síntesis de CDPs, de los responsables de la 

producción de señalización o regulación de vías relacionadas con la biosíntesis de CDPs 

(González et al., 2017). 

En un reciente reporte, Solis-Ortiz et al., 2022, determinó que los CDPs de P. aeruginosa 

actúan como elicitores de la respuesta de defensa de A. thaliana, al “inmunizar” la planta 

se contrarrestan los efectos negativos de las mutantes patógenas de P. aeruginosa PAO1, 

los cuales se relacionan principalmente con ramnolípidos y piocianina, que son factores de 

virulencia importantes para la patogenicidad de la cepa PAO1. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Pseudomonas aeruginosa es un patógeno oportunista en humanos, produce una gama de 

factores de virulencia en el proceso de patogenicidad. Se ha demostrado que las NRPS 

sintetizan CDPs, que funcionan como inductores en el quorum sensing, el cual está 

involucrado en el mecanismo de producción de factores de virulencia, que está 

directamente relacionado con la capacidad infectiva de la bacteria. El autoinductor del QS, 

la HSL(3O-C12-HSL) causa la evasión por la bacteria P. aeruginosa de la respuesta inmune 

en pulmones de ratón infectados. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual los 

CDPs se relacionan con la virulencia y si éstos están involucrados con los mecanismos de 

evasión de la respuesta inmune en la interacción hospedero –patógeno. 

IV. HIPÓTESIS  

Los CDPs producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 actúan como factores de 

virulencia para evadir la respuesta inmune en el modelo de infección respiratoria de Mus 

musculus. 

V. OBJETIVO GENERAL 

Dilucidar el mecanismo involucrado en la virulencia y evasión de la respuesta inmune por 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 dependiente de la producción de CDPs en un modelo de 

infección in vivo. 

5.1 Objetivos particulares 

1) Evaluar la virulencia de P. aeruginosa PAO1 asociada a las NRPS.  

2) Evaluar el mecanismo de invasión y colonización de P. aeruginosa PAO1 

dependiente de la síntesis de las NRPS en un modelo de infección in vivo. 

3) Determinar el efecto de los CDPs de P. aeruginosa PAO1 en la respuesta inmune 

innata de M. musculus. 
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1. Material Biológico   

Tabla 2. Organismos utilizados en este estudio. 

Organismos Cepas Características Referencias 

Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 

WT Cepa estándar de laboratorio (Holloway, 1955) 

∆lasI∆rhlI doble mutante en ΔlasI, ΔrhlI; Tcr (Pearson et al., 

1997) 

∆ambB 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2305 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆ambE 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2302 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆pchE 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4226 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆pchF 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆pvdJ 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆pvdL 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆pvdI 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆PA3327 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA3327  

(Jacobs et al., 

2003) 

∆PA4078 
PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4078 

(Jacobs et al., 

2003) 

∆ambB/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 
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∆ambB/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchF/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 
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∆pchF/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchF/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdI/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdI/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdI/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdJ/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2400::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 
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∆PA3327/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutant in the ORF PA2402; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambB/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2305::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pvdI PAO1 transposón ISlacZ/hah   (Solís Ortíz, 2017) 
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ORF PA2402; PA2302::Gm
r
 

∆ambE/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆ambE/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2302::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchE/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4226::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchF/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchF/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pchF/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4225::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdI/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 
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∆pvdI/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdI/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2402::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdJ/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA2400::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆pvdL/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA2424::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA3327/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA3327::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pchF 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA4225; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 
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∆PA4078/∆pvdI 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2402; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pvdJ 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2400; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

∆PA4078/∆pvdL 

PAO1 transposón ISlacZ/hah 

mutante en el ORF PA2424; 

PA4078::Gm
r
 

(Solís Ortíz, 2017) 

Escherichia coli  OP50 Cepa resistente a 

estreptomicina, auxótrofa a 

uracilo, usada como comida de 

nematodos. 

 

Caenorhabditis elegans N2 Derivada de la cepa silvestre 

Bristol. Cepa estándar utilizada 

para investigación de C. 

elegans. 

(Brenner, 1974) 

Mus musculus BALB/c Albinos, uso general, 

investigación inmunológica 

(producción de anticuerpos 

monoclonales, así como, 

hibridomas), defectos en 

desarrollo neuronal. 

 

7.2. Medios de Cultivo 

7.2.1. Medio LB 

Medio utilizado para crecer P. aeruginosa y E. coli OP50, se preparó con 1% de peptona 

de caseína (Solbiosa), 0.5% de extracto de levadura (BD Bioxon), y 1% de cloruro de sodio 

(J.T. Baker). Se esterilizó a 15 lb de presión a 121ºC por 20 minutos.  

7.2.2. Medio NGM (Nematode Growth Medium) 

Medio utilizado para la obtención de Caenorhabditis elegans. Se preparó con 0.2% de 

cloruro de sodio (J.T. Baker), 0.4% de peptona de caseína (Solbiosa), 0.3% de fosfato de 

potasio monobásico (Golden Bell), 0.05% de fosfato de potasio dibásico (Meyer), y 2% de 

agar (BD Bioxon). Se esterilizó a 15 lb de presión a 121ºC por 20 minutos. Una vez a 
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temperatura ambiente se adicionó 1 mL de una solución de colesterol (5 mg/mL) (Sigma-

Aldrich) disuelto en etanol al 100% (J.T. Baker). 

7.3. Métodos 

7.3.1. Condiciones de crecimiento de P. aeruginosa 

Se inoculó en medio LB sólido, con su respectivo antibiótico como se describe en la Tabla 

1, se incubaron la cepa WT, ∆lasI/∆rhlI, y las mutantes simples a 37ºC. En cambio, las 

mutantes dobles se inocularon con su respectivo antibiótico a 30ºC.  

Los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa se obtuvieron del medio líquido LB 

después de 48 h de incubación a 120 rpm y 37ºC. El sobrenadante libre de células se 

centrifugó a 12 000 rpm. 

7.3.2. Crecimiento y mantenimiento de Caenorhabditis elegans 

Para la preparación de la fuente de comida de C. elegans, se inoculó 1 mL de E. coli OP50 

por mililitro de medio LB líquido, se incubó a 37ºC con agitación constante a 200 rpm por 

24 h. Posteriormente se tomaron 500 µL del precultivo de E. coli, el cual fue esparcido en 

cada caja Petri de 100x15 mm con medio NGM a utilizar; mientras que en cajas Petri de 

60x15 mm se adicionaron 250 µL del precultivo bacteriano antes descrito. Se incubaron a 

30ºC por 48 h hasta su crecimiento total. Para propagar C. elegans se transfirieron 

pequeñas partes de agar con al menos un nematodo a cada caja Petri, previamente 

crecidas con la cepa de E. coli, se dejó incubar por 3 días a 20ºC hasta la fase adulta del 

nematodo.  

7.3.3. Ensayos de Quorum sensing 

El ensayo dependiente de AHL de QS se realizó utilizando la cepa reportera E. coli JM109 

transformada en el plásmido pSB1075, que contiene la fusión transcripcional plasRlasIRhlI:: 

luxCDABE, y produce luminiscencia en respuesta a 3-oxo-C12-HSL. Se inoculó E. coli 

JM109 (pSB1075) y se dejó crecer toda la noche en medio líquido LB a 37ºC con agitación. 

Luego, el cultivo se diluyó con medio LB nuevo para obtener una densidad óptica (DO) de 

0.1 a 600 nm (OD600) y se distribuyeron 200 μL en cada pocillo de una placa de cultivo de 

96 pocillos. Se añadieron 10 nM del disolvente a los medios de crecimiento bacteriano y se 

incubaron durante 2 h. Posteriormente, se agregaron 50 μL de sobrenadantes de cultivo de 

P. aeruginosa, y se dejó incubando a 37ºC con agitación constante. Tanto la OD600 como la 

luminiscencia se determinaron usando un sistema de imágenes ChemiDoc MP (BioRad). 
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7.3.4. Extracción y caracterización de ciclodipéptidos 

Aproximadamente, 2.5 × 106 UFC de cada una de las cepas de P. aeruginosa se inocularon 

en 50 mL de LB, se incubaron durante 48 h a 37ºC y en agitación constante (120 rpm). Los 

sobrenadantes libres de células fueron extraídos por centrifugación a 8500 rpm a 20-25ºC 

durante 10 min. El sobrenadante resultante se extrajo dos veces con dos volúmenes de 

acetato de etilo suministrado con ácido acético (0,1 ml / L). Los extractos se evaporaron a 

sequedad a 60ºC en campana. El residuo se disolvió en metanol, se concentró y se disolvió 

en 1 ml de metanol de alto rendimiento de cromatografía líquida (HPLC). La HPLC se realizó 

usando un detector de Photo Diode Array y una columna de HPLC Sephasil-Peptide C18, 

12 μ 4.6 mm × 250 mm (Amersham) de fase inversa para el análisis de la muestra. Las 

fracciones se eluyeron con agua / acetonitrilo, comenzando con una mezcla de solvente de 

equilibrio de 0: 100; seguido de un gradiente lineal de 60:40, con un flujo de 1 ml / min 

durante 15 min; finalmente, siguiendo con un retorno a 0: 100 mezcla de solventes por 3 

min y una fase de equilibrio por 2 min. El agua desionizada y el acetonitrilo de grado HPLC 

se filtraron y desgasificaron. Los extractos se analizaron para la identificación de CDP por 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) (González et al., 

2017). La cuantificación de CDP se evaluó midiendo las unidades de área mostradas en 

cromatogramas, obtenidas del análisis de HPLC.  

7.3.5. Determinación de factores de virulencia 

7.3.5.1. Biopelículas 

Los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa se ajustaron a la densidad a OD600 = 0.1 

con LB. Se distribuyeron alícuotas de 100 μL de cultivos diluidos en placas de 

microtitulación de 96 pozos, incubados a 30°C durante 48 h. La cuantificación se realizó 

tiñendo la placa de 96 pozos con cristal violeta y midiendo la densidad óptica de todas las 

muestras en placa a 550 nm (Coffey & Anderson, 2014). 

7.3.5.2. Elastasa 

La determinación de elastasa se realizó con el ensayo Elastin Congo Red (ECR), a 250 μL 

de los sobrenadantes se les adicionó 10 mg de ECR, se disolvieron en 0.1 M Tris-HCl y 1 

mM CaCl2, pH 7, y se incubaron durante 16 h a 37°C, con agitación constante. La ECR 

restante se eliminó por centrifugación a 10.000 × g durante 5 minutos, y la absorbancia del 

sobrenadante se midió a 495 nm en un espectrofotómetro (Köhler et al., 2010). 
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7.3.5.3. Piocianina 

Se mezcló 1 mL del sobrenadante con 1 mL de cloroformo en agitación constante, se dejó 

reposar por 5 minutos y se obtuvo la fracción orgánica. Esta fracción orgánica fue mezclada 

con 1 ml de HCl 0,2 N. La fracción orgánica se separó y la absorbancia se midió a 520 nm 

para la determinación de piocianina (Ortiz-Castro et al., 2014). 

7.3.5.4. Proteasa alcalina 

Las cepas de P. aeruginosa fueron ajustadas a una DO600 de 0.1, se cultivaron a 37ºC 

durante 48 h en el medio de sales de extracto de levadura (YES) descrito previamente por 

(Crabbe et al., 1994). Para este medio se prepararon tres soluciones madre: solución A 

(50x), 50 g de K2HPO4 y 25 g de KH2PO4 por litro; Solución B (100x) 50 g MgSO4 ∙ 7H2O 

por litro y Solución C (1000x) 1.0 g MnCl2 ∙ 4H2O, 14 mg CuCl2 ∙ 2H2O , 11 mg ZnCl2, 20 mg 

CoCl2 ∙ 6H2O , 13 mg Na2Mo4 ∙ 2H2O y 75 mg FeCl3 500 6H2O. Las soluciones B y C se 

filtraron y esterilizaron y se almacenaron a temperatura ambiente. La solución A se diluyó 

1:50 con agua destilada y se complementó con 0.4 g de NH4Cl, 4.0 g de gelatina y 20 mg 

de extracto de levadura por litro y se esterilizó en autoclave y se enfrió. La solución B (10 

ml / L) y la solución C (1.0 ml / L) se agregaron para completar el medio SI y se agregaron 

15 g / L de agar; el pH final fue de 7.2 (Mueller et al., 1999). Para la determinación de la 

actividad de la haloproteasa, la tinción se realizó en placas con azul de Coomassie (0.1%) 

en ácido acético-metanol (3: 1) durante 30 minutos. Más tarde, cada placa se lavó con 

solución de ácido acético (10%), metanol (50%) y H2O (40%). El halo transparente alrededor 

de la colonia indica la hidrólisis de la proteína, que se midió. 

7.3.5.5. Ramnolípidos 

Para la extracción de ramnolípidos se utilizó 1 ml de los sobrenadantes libres de células 

acidificado a pH 2.0 con HCl 6N, después se centrifugó durante 15 minutos a 10 000 rpm; 

el sedimento se disolvió en 300 µl y se agregaron 600 µl de cloroformo / metanol (2: 1). La 

mezcla se agitó 10 min, posteriormente se dejaron reposar, para que las fases se 

separaran, se recolectó la fase orgánica y se llevaron a evaporar. Los ramnolípidos 

obtenidos se disolvieron en 100 µL de agua destilada. La cuantificación indirecta se realizó 

utilizando el método de orcinol por cuantificación de la ramnosa. Se añadió solución de 

orcinol (0.19% en H2SO4 al 53%) y se colocaron en un baño de agua durante 30 minutos a 

80ºC. Una vez que las muestras fueron atemperadas, la absorbancia de la solución fue 

medida a una longitud de onda de 426 nm y la concentración se calculó reemplazando los 
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valores en la curva estándar de ramnosa basada en el estudio de Marchant y Banat 

(Çakmak et al., 2017). 

7.3.5.6. Pioquelina 

Se utilizaron 5 mL de sobrenadante de las diferentes cepas de P. aeruginosa, los cuales 

fueron acidificados con ácido cítrico hasta un pH de 3.0. Se colocó 1 mL de CH2Cl2, 

recolectando y evaporando las fases orgánicas. La pioquelina se aísla como un aceite, por 

lo cual se diluyeron con 1 mL de la siguiente solución: metanol (80%) - H2O (20%). Se midió 

la absorbancia de la mezcla obtenida a 313 nm y la cuantificación se realizó siguiendo la 

ley de Beer-Lambert, el coeficiente de extinción molar (Ɛ) de PCH es 4 900 M-1 cm-1 en 

MeOH / H2O (Hoegy et al., 2014). 

7.3.5.7. Pioverdina 

Se utilizaron 100 µL del sobrenadante libre de células con 900 µL de una solución tampón 

de piridina-ácido acético 50 mM, pH 5.0, se mezcló la solución y se midió a 380 nm. La 

cuantificación de pioverdina se realizó de acuerdo con la ley de Beer-Lambert, teniendo en 

cuenta el coeficiente de extinción molar (Ɛ) de PVD es 16500 M-1 cm-1  en Pyr / AcOH 50 

mM buffer ph 5.0 (Hoegy et al., 2014). 

7.3.5.8. Lipopolisacáridos 

Se utilizaron los concentrados celulares de 15 mL de medio LB de cada una de las cepas 

de P. aeruginosa, incubadas durante 48 h a 37ºC a 150 rpm. Una vez obtenidos se lavaron 

cuatro veces con PBS pH 7.4, centrifugando a 8500 rpm por 5 minutos. El LPS se extrajo 

por el método de cloroformo-metanol según (Mirzaei et al., s/f). El concentrado celular se 

resuspendió en 2 mL de etanol al 95% y se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos. 

Posteriormente, el sedimento se lavó con etanol al 95%, tres veces. El sedimento se llevó 

a sequedad, se resuspendió en 1 mL de EDTA al 10% y se sonicó. Se añadió 1 mL de 

metanol-cloroformo (1: 2), se agitó durante 2 h y se centrifugó a 2000 rpm durante 10 

minutos. Se formaron 3 fases, se tomaron la fase superior (metanol) y la fase inferior 

(cloroformo) y se llevaron hasta sequedad por evaporación a 60ºC. 

Para la cuantificación de LPS, se midieron los polisacáridos de la superficie por el método 

colorimétrico de ácido sulfúrico-fenol (Brimacombe & Beatty, 2013). Utilizando como 

estándares de azúcar, una mezcla 50:50 de sacarosa y fructosa diluida de un stock de 

concentración conocida. Las células se resuspendieron en 1 mL de EDTA 50 mM. Se 

utilizaron 20 μL de LPS resuspendido mezclado con 180 μL de fenol al 5% en un tubo de 
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vidrio para la cuantificación de carbohidratos colorimétricos con fenol- ácido sulfúrico. Se 

añadió 1 mL de ácido sulfúrico y se mezcló hasta homogeneidad, después de 10 minutos 

presentó un tipo de coloración café. Posteriormente, se midió la intensidad de color a 490 

nm en un espectrofotómetro y estos datos se correlacionaron con la curva obtenida con los 

estándares de carbohidratos de concentraciones conocidas. 

7.3.6. Ensayos de virulencia con Caenorhabditis elegans 

Se transfirieron 1 mL de los distintos sobrenadantes de cultivos previamente crecidos de M. 

circinelloides, a cada uno de los pozos de placas de 24 pozos (Corning). Mediante la 

observación en un microscopio estereoscopio (Leica MZ75) los nematodos (10-20) fueron 

transferidos con un “picker” a cada uno de los pozos utilizados. Para los ensayos de 

virulencia con sobrenadantes de las distintas cepas de P. aeruginosa, se colocaron 1 mL 

del medio del cultivo crecido a 24 y 48 horas, y posteriormente, se colocaron de 10 a 20 

nematodos por pozo. En todos los ensayos de virulencia los nematodos fueron observados 

mediante un microscopio estereoscópico cada 12 h por un tiempo no mayor a 48 h. El 

criterio que se siguió para determinar la muerte del nematodo fue cuando éste permaneció 

inmóvil a la estimulación física. 

7.4. Análisis estadístico 

     Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el análisis de la varianza de una vía 

(ANOVA). Se usó el programa STATISTICA 7. Además, la prueba post hoc empleada fue 

Tukey para determinar la participación de las mutantes en NRPS, las diferencias 

estadísticamente significativas (α<0.05) se muestran con asteriscos. Para los ensayos de 

virulencia, la significancia de datos de tasa de mortalidad fue evaluada usando curvas de 

supervivencia Kaplan-Meier con el software de estadística PRISM (GraphPad Software, 

Inc., La Jolla, CA). 
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VIII. RESULTADOS 

Capítulo 1. Los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran en el artículo: 

Díaz-Pérez, S. P., Solis, C. S., López-Bucio, J. S., Valdez Alarcón, J. J., Villegas, J., & 

Campos-Garcia, J. (2022). Pathogenesis in Pseudomonas aeruginosa PAO1 Biofilm-

Associated Is Dependent on the Pyoverdine and Pyocyanin Siderophores by Quorum 

Sensing Modulation. Microbial Ecology, 1-15. 
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IX. DISCUSIÓN 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patógena oportunista, y se ha demostrado que 

los genes implicados en la regulación de Quorum sensing están implicados en la producción 

de factores de virulencia. Se ha visto, que en cepas mutantes con el sistema las, el sistema 

IQS funciona como una alternativa para mantener la expresión de genes de virulencia, 

especialmente en infecciones crónicas (Jakobsen et al., 2017). Asimismo, el sistema IQS 

bajo condiciones de estrés puede reemplazar la función del regulador principal de QS (Lee 

et al., 2013; Lee & Zhang, 2015). 

En este estudio, se evaluó la producción de factores de virulencia de la bacteria P. 

aeruginosa utilizando mutantes en los principales NRPS que participan en la producción de 

CDPs (González et al., 2017). Esto incluyó la evaluación de mutantes simples y dobles en 

NRPS, así como, las proteínas involucradas en la síntesis de pioverdina (PvdD, PvdJ, PvdI 

y PvdL), pioquelina (PchF y PchE), sistemas de señalización del QS, Amb (AmbB y AmbE), 

una quinolona que participa en un sistema de señalización del QS y dos proteínas 

hipotéticas con funciones desconocidas (PA3327 y PA4078), demostrando la participación 

de estas NRPS en el mecanismo del QS, además de participar en aumentar los factores de 

virulencia, como fue el caso de las proteínas involucradas en la síntesis de pioverdina. 

Asimismo, se ha visto que la formación de biopelículas in vitro depende en gran medida de 

la regulación de QS, ya que disminuye el tiempo en el cuál, la biopelícula se puede 

diferenciar, y madurar en P. aeruginosa, además de que la producción de estas 

comunidades bacterianas son clave para el establecimiento de infecciones crónicas y 

agudas (De Kievit, 2009). En este estudio se evaluó la producción de biopelícula, 

determinando que la ausencia de los genes ∆pchF / ∆pvdJ regulan que produzcan una gran 

cantidad de biopelícula; y que de esta forma pueden estar participando en un aumento de 

la virulencia de P. aeruginosa. Por otro lado, los ramnolípidos secretados por P. aeruginosa 

son necesarios para que las bacterias formen biopelículas de manera eficiente y con una 

estructura interna que incluye poros y canales (Zheng et al., 2017). Estos ramnolípidos 

influyen en múltiples facetas de P. aeruginosa de formación de biopelículas como la 

formación de microcolonias, mantenimiento de canales abiertos y desprendimiento de 

células de las biopelículas, porque los ramnolípidos están sujetos a control QS (De Kievit, 

2009). Sin embargo, la cepa ∆ambE/∆pvdJ redujo considerablemente la producción de 

estos tensoactivos, participando en la regulación de ramnolípidos, ya que disminuye la 

producción de este factor de virulencia, lo que conlleva a favorecer la producción de las 
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biopelículas. Sin embargo, las biopelículas producidas por mutantes deficientes en la 

síntesis de ramnolípidos no mantienen los canales no colonizados que rodean las 

microcolonias (Davey et al., 2003). Asimismo, P. aeruginosa produce una variedad de 

productos extracelulares que poseen una potente actividad biológica en tejidos de 

mamíferos, como las enzimas proteolíticas, la elastasa y la proteasa alcalina que son 

reguladas por el sistema de comunicación QS (Blackwood et al., 1983); en este estudio, no 

se observaron cambios en la producción de estos dos factores de virulencia dependientes 

de NRPS. 

En P. aeruginosa, como en otras bacterias patógenas, la formación de biopelículas es 

fundamental para el establecimiento de infecciones crónicas y graves, favoreciendo la 

colonización del hospedero (Brindhadevi et al., 2020). En aislamientos clínicos de P. 

aeruginosa, las estructuras en las biopelículas son muy diferentes; esta variación se ha 

correlacionado con el grado de virulencia bacteriana, mientras que en forma planctónica la 

bacteria es menos virulenta que cuando las biopelículas están estructuradas (Thöming 

et al., 2020). La patogenia bacteriana mediada por biopelículas está controlada por varios 

factores reguladores y la expresión del QS regulado jerárquicamente para producir una 

diversidad de factores de virulencia (Lee & Zhang, 2015). 

González et al., en el 2017, describieron que la mutación de péptido sintetasas no 

ribosomales (NRPS) modifica la patogenicidad de P. aeruginosa PAO1 en A. thaliana en 

función de la producción de piocianina. Por lo tanto, el papel del NRPS en la modulación de 

la producción de factores de virulencia en P. aeruginosa es de gran interés para dilucidar y 

comprender su relación con la patogenicidad. En este estudio, se determinó en P. 

aeruginosa PAO1 los efectos de la mutación en los genes pvd (pvdJ, pvdI y pvdL) 

implicados en la síntesis de los sideróforos de pioverdina, sobre la patogenicidad bacteriana 

(Schalk & Guillon, 2013). La morfología de las biopelículas producidas por las mutantes en 

pvdI y pvdL mostró que el grosor de la biopelícula disminuyó significativamente, sin 

embargo, en la otra mutante simple en el gen pvdJ no disminuyó, al contrario, se mantuvo 

similar a la PAO1, mientras que el grosor de la película aumentó en la doble mutante 

∆pvdI/∆pvdJ. Por el contrario, en ∆pvdL/∆pvdI, la formación y la estructura de la biopelícula 

se afectó significativamente, lo que concuerda con un aumento en la producción de 

ramnolípidos (Fig. 1 y 2; Díaz-Pérez et al., 2022). Además, la cepa mutante en el gen pvdL 

mostró mayores modificaciones en la estructura y complejidad de la biopelícula; lo que 

concuerda con la expresión de ARNm del gen pelB involucrado en la síntesis y el transporte 
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de exopolisacáridos, que son esenciales para la formación de biopelículas (Byrd et al., 

2009). Estos resultados indican que la mutación en los genes pvdI, pvdJ y pvdL de P. 

aeruginosa modifica la composición de la biopelícula, mostrando una correlación con la 

producción de ramnolípidos. 

Se ha descrito que los ramnolípidos y la expresión de los genes pslA y pelB son esenciales 

para producir, exportar y mantener la arquitectura de las biopelículas, facilitando la 

degradación de la matriz, disminuyendo la adhesión celular, favoreciendo la dispersión y 

activando la motilidad de las bacterias contenidas en las biopelículas (Brindhadevi et al., 

2020; Byrd et al., 2009; Marmont et al., 2017; Wittgens et al., 2011). Las bacterias 

patógenas utilizan diversos mecanismos (es decir, la producción de factores de virulencia), 

para evadir la respuesta inmune al inactivar componentes críticos del sistema inmunitario, 

lo cual, es crucial para la invasión de los tejidos del hospedero (Laarman, et. al., 2012). P. 

aeruginosa produce una variedad de productos extracelulares que poseen una potente 

actividad biológica en los tejidos de los mamíferos, como enzimas proteolíticas, elastasa y 

proteasa alcalina, los cuales están regulados por los sistemas QS (Laarman, et. al., 2012). 

Recientes estudios describen que, el aumento de elastasa y proteasa está asociado con 

estructuras de biopelículas altamente complejas y más robustas, mientras que su 

disminución da como resultado capas de biopelículas superficiales y desestructuradas 

(Das, et.al., 2020). En este estudio, no se observaron cambios en la producción de estos 

factores de virulencia en los mutantes NRPS estudiados (Fig. S1; Díaz-Pérez, et.al., 2022) 

y no mostraron una correlación con las modificaciones en la estructura de la biopelícula 

producida (Fig. 1; Díaz-Pérez, et.al., 2022), lo que sugiere la implicación de otros factores 

de virulencia, como producción de autoinductores u otras moléculas de señalización de QS, 

que aumentan la producción de biopelículas y regulan la patogenicidad de la bacteria. 

En P. aeruginosa, el QS tiene un doble papel: la modulación de los factores de virulencia y 

la inducción de la respuesta inmune del hospedero (Kariminik, et.al., 2017). Además, se ha 

descrito que la formación de biopelículas en P. aeruginosa está regulada por el QS 

dependiente de N-acil homoserina lactonas (QS-AHL) (Brindhadevi, et. al., 2020). El QS 

dependiente de AHL regula jerárquicamente los consecuentes sistemas del QS, como el 

sistema Pqs-QS, que utiliza el PQS de quinolona como un autoinductor, el cual, puede 

modular la producción y las estructuras de las biopelículas (Brindhadevi, et. al., 2020; 

Cooke, et.al., 2020). En este estudio, se confirmó además que mutaciones en las NRPS 

codificadas en los genes pvd, modifican la señalización de Las-QS dependiente de AHL 
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(Fig. 3a; Díaz-Pérez, et.al., 2022). La doble mutante en los genes ∆pvdJ/∆pvdL, fue la única 

cepa que cambió la producción de la quinolona PQS, el cual es autoinductor del sistema 

Pqs-QS (Fig. 3b; Díaz-Pérez, et.al., 2022); sin embargo, las mutaciones en los genes pvd, 

modificaron la expresión del ARNm del gen pqsA (Fig. 3c; Díaz-Pérez, et.al., 2022). Este 

es el primer reporte que describe en P. aeruginosa, que la síntesis de PQS está asociada 

con la modulación de NRPS, en PvdL y PvdJ. En consecuencia, la regulación de genes 

dependientes del sistema Pqs -QS puede verse alterados. Estos hallazgos sugieren que la 

mutación del gen pvdL modifica la producción de PQS. Por lo tanto, el sistema Pqs-QS, 

también conocido como el sistema Las-QS, puede ser responsable de las modificaciones 

observadas en la estructura de la biopelícula, así como de varios factores de virulencia, el 

desarrollo de la biopelícula y la respuesta de falta de hierro puede ser modificada por el 

sistema PQS (Rampioni, et.al., 2016). 

Otros factores descritos como moduladores del QS son los CDPs. Estas moléculas están 

involucradas en la señalización bacteriana de QS independientemente de los sistemas 

Las/Rhl/Pqs (Ahator & Zhang, 2019). En P. aeruginosa, los CDPs son sintetizadas por las 

NRPS, cuyas moléculas interfieren con la señalización de AHL QS (Gonzalez, et.al., 2017; 

Campbell, et.al., 2009). En este estudio, los resultados indican que las NRPS 

(PvdI/PvdJ/PvdL) no modifican la síntesis de CDPs (Fig. 4a-c; Díaz-Pérez, et.al., 2022). 

Por otro lado, la síntesis de fenazinas está asociada con la producción de biopelículas, las 

cuales son necesarias para la adhesión de la bacteria y el establecimiento de la infección, 

tanto en el hospedero como en los pulmones de los pacientes con fibrosis quística (García-

Reyes, et.al., 2020). P. aeruginosa secreta tres fenazinas principales: piocianina, fenazina-

1-carboxamida y 1-hidroxifenazina (OHPHAZ), donde OHPHAZ proviene del ácido 

fenazina-1-carboxílico (PCA) (Mavrodi, et.al., 2001). Por lo anterior, la piocianina juega un 

papel en las interacciones de múltiples especies, exacerbación de la patogénesis del 

hospedero, en la generación de especies reactivas de oxígeno y adquisición de hierro, el 

cual, ha sido ampliamente relacionado con la patogénesis de P. aeruginosa (Das, et.al., 

2020). OHPHAZ está implicado en la generación de ROS, la disfunción de los cilios del 

hospedero y la adquisición de hierro, mientras que PCA mejora la formación de biopelículas, 

la adquisición de hierro y la resistencia a los antibióticos (O´Brien, et.al., 2017). Nuestro 

estudio encontró que las mutaciones en pvdI, pvdJ y pvdL aumentaron significativamente 

la producción de fenazinas, piocianina (PYO) y PCA; por el contrario, la salida de OHPHAZ 

se vio afectada (Fig. 4d-f; Díaz-Pérez, et.al., 2022). La síntesis de PYO involucra a un 
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intermediario del ácido corísmico, primero para obtener PCA, y posteriormente PYO; al 

mismo tiempo, también se produce el ácido fenazina-1,6-dicarboxílico (PDC) y la 1-

hidroxifenazina (OHPHAZ), cuyos compuestos poseen múltiples propiedades biológicas 

(Wang, et.al., 2020). Estos hallazgos indican que en P. aeruginosa PAO1, las mutaciones 

en las NRPS PvdI/PvdJ/PvdL inducen la síntesis de otros sideróforos, como pioquelina o 

fenazinas (PYO y PCA). Además, se sugiere que OHPHAZ disminuye en función de la 

demanda de precursores de metabolitos que requirieron la síntesis de PYO (Fig. 7; Díaz-

Pérez, et.al., 2022). Sin embargo, aunque los genes pvd son esenciales para la síntesis de 

pioverdina, estos también están involucrados en la síntesis de fenazinas. 

En P. aeruginosa se ha descrito que la quelación del hierro es vital para el establecimiento 

de la infección bacteriana y la progresión hacia una enfermedad crónica, donde el hierro 

disponible es limitado (Schalk, & Guillon, 2013). Los sideróforos, como la pioquelina y la 

pioverdina, pueden secuestrar hierro de los depósitos del hospedero para mejorar el 

establecimiento de la infección por parte de la bacteria (Fig. 7; Díaz-Pérez, et.al., 2022); 

además, los sideróforos pueden actuar como moléculas señalizadoras (Little, et.al., 2018). 

El sistema PQS estimula de forma cooperativa a los sideróforos captadores de hierro, como 

la pioverdina y la pioquelina, lo que da como resultado la modulación de la producción de 

sideróforos en diferentes condiciones ambientales y nutricionales (Popat, et.al., 2017). Al 

contrario de perjudicar la producción de pioverdina, en nuestro estudio, la producción de 

estos sideróforos se favoreció principalmente en las mutantes dobles de los genes en pvd 

(Fig. 4g y h; Díaz-Pérez, et.al., 2022). Sin embargo, cuando se suplementó con hierro se 

revirtió la sobreproducción de pioverdina de manera dosis-dependiente (Fig. 5; Díaz-Pérez, 

et.al., 2022). Por consiguiente, se sugiere que algunos de los participantes en la regulación 

de la expresión génica de genes estructurales, reguladores y de transporte, entre otras 

modificaciones en la estructura de pioverdina, muestran la complejidad de la síntesis de 

pioverdina y los múltiples puntos factoriales que están involucrados en su síntesis y/o 

modulación (Fig. 7; Díaz-Pérez, et.al., 2022). 

Recientemente, se ha evaluado la toxicidad del sideróforo pioverdina en P. aeruginosa, 

revelando que puede matar a C. elegans (Bashir, et.al, 2020). Se ha reportado que, la 

inhibición de los genes pvdD y pvdJ en P. syringae provoca la reducción de la producción 

de pioverdina y atenúa la virulencia contra C. elegans (Bashir, et.al, 2020). Asimismo, estas 

mutantes tiene un impacto negativo en la producción de fenazinas, lo que afecta la 

capacidad de muerte de P. aeruginosa sobre C. elegans (Cezairliyan, et.al., 2013). Sin 
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embargo, en nuestro estudio, se demostró que en las cepas mutantes en pvd, al aumentar 

la concentración de pioverdina se correlaciona con la disminución de la capacidad de 

causar mortalidad rápida en C. elegans, excepto por la doble mutante en ΔpvdI/ΔpvdJ, que 

disminuyó la supervivencia del nematodo a velocidades similares de la cepa WT (Fig. 6a; 

Díaz-Pérez, et.al., 2022).  

Por otro lado, en P. aeruginosa, las biopelículas son una estructura protectora para el 

crecimiento bacteriano, esenciales para la supervivencia en ambientes nosocomiales; 

también puede mantener la persistencia de la respuesta inflamatoria en infecciones 

bacterianas crónicas, favorecida por la excreción de diversos factores de virulencia. Sin 

embargo, el grado de patogenicidad, la expresión de factores de virulencia o la resistencia 

a los antibióticos por parte de las bacterias no siempre pueden asociarse con la capacidad 

de formar biopelículas (Gajdács, et.al., 2021; Moser, et.al., 2021). Pero nuestros resultados 

apuntan a la posibilidad de que el aumento de la formación de biopelículas se correlaciona 

con el aumento de los factores de virulencia, es decir, la producción de piocianina como se 

muestra en la cepa ΔpvdI/ΔpvdJ, y esta modificación se correlaciona con el aumento de la 

mortalidad de C. elegans. Mientras que las mutantes afectadas en la producción de 

biopelículas muestran una disminución de la toxicidad en el modelo de patogenicidad in 

vivo de C. elegans, mostrando de más virulento a menos: ∆pvdI/∆pvdJ > PAO1 > ∆pvdJ > 

∆pvdL > ∆pvdI > ∆pvdL/ ∆pvdI > ∆lasI/∆rhlI > ∆pvdJ/∆pvdL. El comportamiento fue similar 

cuando se utilizaron sobrenadantes y biopelículas (Fig. 6b; Díaz-Pérez, et.al., 2022). 

Por otro lado, el sistema PQS en P. aeruginosa regula la síntesis de varios factores de 

virulencia, formando una intercomunicación entre los dos sistemas centrales QS Las y Rhl. 

En P. aeruginosa, la síntesis de PYO es realizada por dos grupos de genes parálogos (phz1 

y phz2), en los que la proteína PsqE y el sistema Rhl QS regulan su síntesis, junto con otros 

factores de virulencia, como biopelículas y ramnolípidos, los cuales son importantes para la 

patogenicidad bacteriana (García-Reyes, et.al., 2020). Nuestros resultados mostraron que 

los sistemas Las-QS y Pqs-QS modulan la síntesis de PYO, donde tanto PYO como PCA 

aumentan significativamente la concentración de las mutantes en pvd (Figs. 4 y 7; Díaz-

Pérez, et.al., 2022). 

Se ha estudiado el papel de la piocianina en la adquisición de hierro, aunque no se ha 

dilucidado asertivamente, cómo la fenazina PCA, esta favorece la producción de 

biopelículas al promover la quelación del hierro. En este contexto, la adquisición de hierro 

en P. aeruginosa está asociada con los sideróforos, como la pioquelina y la pioverdina 
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(Ringel, & Brüser, 2018; Schalk & Guillon, 2013). La pioquelina (baja afinidad por el hierro) 

es sintetizada por enzimas codificadas en el grupo de genes pchDCBA. Por el contrario, los 

tipos de pioverdina (alta afinidad por el hierro) que codifican para grupos de genes pvd, que 

se encuentran ubicados en diferentes operones en la cepa PAO1, lo conforman alrededor 

de 20 proteínas reguladoras y estructurales (Moon, et.al., 2008). Hasta donde sabemos, 

este es el primer reporte que explora la participación del gen pvd en la estructura de las 

biopelículas y la producción de fenazinas por un mecanismo dependiente de QS, en P. 

aeruginosa.  
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X. CONCLUSIÓN 

Los genes pvdI, pvdJ y pvdL no suprimen la síntesis de PVD, lo que indica que módulos 

específicos en NRPS son funcionales o que podría ocurrir una redundancia de funciones. 

Además, las NRPS (PvdI, PvdJ y PvdL) están involucradas en la síntesis del sideróforo 

pioverdina, así como en la síntesis de fenazinas, las cuales afectan directamente la 

estructura de las biopelículas y el establecimiento de la bacteria en el hospedero de P. 

aeruginosa PAO1. 
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XI. ARTÍCULO DE DIVULGACIÓN 
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XII. RESULTADOS NO PUBLICADOS. 

12.1. Efecto en la producción de estructura y dinámica de biopelículas en 

mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa. 

Para el establecimiento de la infección bacteriana es necesaria la producción de 

biopelículas, ya que de esta manera el hospedero puede colonizarse y conferir resistencia 

a los antimicrobianos (Breidenstein et al., 2011). Se pueden formar biopelículas en equipos 

médicos insertados, como catéteres y tubos endotraqueales (Veesenmeyer et al., 2009), y 

se ha propuesto que P. aeruginosa puede crecer como una biopelícula en los 

tejidos/superficies epiteliales del hospedero durante infecciones crónicas, particularmente 

en la FQ pulmón (Bjarnsholt et al., 2010).  

Asimismo, P. aeruginosa regula la producción de biopelícula a través del QS al producir 

altos niveles de autoinductor perteneciente a las acilhomoserina lactonas (AHL), el cual 

interactúa con las células hospedero para estimular la producción de diversos mediadores 

de la respuesta inmune innata (Smith & Iglewski, 2003). De esta forma continuamos 

determinando la producción de biopelícula in vitro de las cepas mutantes simples y dobles 

en NRPS (Figura 10A), de esta manera se determinó que la cepa ∆lasI/∆rhlI no produce 

biopelícula, por lo que nuestro control negativo, las otras cepas produjeron una biopelícula 

similar a la de la cepa WT; sin embargo, la cepa ∆pchF/∆pvdJ produjo una gran cantidad 

de biopelícula duplicando el valor de la cepa WT. Estos datos sugieren que, estos genes 

podrían estar regulando la producción de biopelículas en P. aeruginosa. 

Alternativamente, los ramnolípidos son importantes para el mantenimiento de la 

arquitectura de las biopelículas y la motilidad bacteriana (Wittgens et al., 2011), por lo que 

determinamos la producción de ramnolípidos in vitro con el método indirecto orcinol (Figura 

10B). Determinamos que todas las cepas mutantes simples y dobles produjeron 

ramnolípidos de manera similar e incluso se duplicaron o triplicaron en comparación con la 

cepa WT. Sin embargo, la cepa ∆ambE/∆pvdJ redujo considerablemente la producción de 

estos tensioactivos, al igual que la cepa ∆lasI/∆rhlI. Por tanto, este factor de virulencia puede 

estar regulado por este tipo de genes pertenecientes al NRPS. 
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Figura 10. NRPS en P. aeruginosa regula la producción y estructura de biopelículas. 

Las diferentes cepas de mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa se inocularon 

en placas de 96 pocillos para cuantificar la producción de biopelícula (A). Tras 48 h de 

incubación a 37ºC, se tiñeron con cristal violeta y se cuantificó la absorbancia obtenida a 

una longitud de onda de 550 nm. (B) Cuantificación de ramnolípidos de sobrenadantes 

mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa (48 h). Los ramnolípidos se identificaron 

por el método del orcinol y se cuantificaron en comparación con la curva de ramnosa. Las 

barras representan cinco experimentos independientes que se realizaron en las mismas 

condiciones. Las letras minúsculas diferentes representan diferencias estadísticas 

significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). 
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12.2. Producción de mecanismos de evasión inmune en mutantes 

relacionados con NRPS de P. aeruginosa. 

Se ha demostrado que el quorum sensing de P. aeruginosa juega un papel dual en la 

modulación de la respuesta inmune, porque tanto el sistema como las moléculas pueden 

estimular o inducir la respuesta del hospedero (Kariminik et al., 2017). Uno de los 

mecanismos que utiliza la bacteria para evadir la respuesta inmunitaria es la producción de 

proteasa alcalina, que inactiva componentes clave del sistema inmunitario, siendo crucial 

para la invasión del tejido del hospedero (Hoge et al., 2010; Laarman et al., 2012). 

Por lo tanto, la determinación de la proteasa alcalina la realizamos de manera 

semicuantitativa, donde, como se puede observar en la Figura 11A, todas las cepas 

produjeron cantidades similares o iguales de este factor de virulencia en comparación con 

la cepa WT. Obteniendo así que ninguno de los genes NRPS evaluados están regulando la 

producción de este factor de virulencia. 

Además, investigaciones recientes han demostrado que la producción de elastasa por parte 

de las bacterias conduce a la degradación de proteínas como la elastina, el colágeno y la 

fibrina, lo que provoca daños en los tejidos del hospedero y, por lo tanto, aumenta una 

invasión e infección graves (Hoge et al., 2010). De esta forma, realizamos la cuantificación 

de elastasa in vitro (Figura 11B). Demostrando que no hay diferencias significativas con 

mutantes simples o dobles en comparación con la cepa WT, sin embargo, la cepa ∆lasI/∆rhlI 

redujo significativamente la producción de este factor de virulencia. 
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Figura 11. Los mecanismos de evasión inmune de P. aeruginosa no son modificados 

por los NRPS. 

Se utilizó un método semicuantitativo para cuantificar la producción de proteasa alcalina 

(A). A las cepas mutantes en NRPS de P. aeruginosa se les ajustó la densidad OD600 = 

0.1, permitiéndoles crecer a 37⁰C por 48h, en el medio YES y posteriormente teñiéndolas 

con azul de Coomasie. Se midió el halo, el cual define la actividad proteasa de la bacteria 

(A). Las barras representan cuatro experimentos independientes que se realizaron en las 

mismas condiciones. Las letras minúsculas diferentes, representan diferencias estadísticas 

significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). Los 

sobrenadantes libres de células de 48 h de mutantes relacionados con NRPS de P. 
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aeruginosa se usaron para cuantificar la producción de elastasa (B). Los valores de SE p ≤ 

0,05 con respecto al control, se muestran con asteriscos. Prueba ANOVA de una vía y 

prueba post-hoc de Tukey; n=4. 

12.3. Efecto de los mecanismos de citotoxicidad en mutantes relacionados con 

NRPS de P. aeruginosa. 

Para evaluar los mecanismos de citotoxicidad se ha visto que una de las toxinas más 

importantes y que causan daños importantes al hospedero por parte de P. aeruginosa es la 

producción de piocianina, que es un alcaloide de la fenazina que provoca apoptosis en 

células del sistema inmunológico (neutrófilos), además de causar estrés oxidativo e inhibir 

la fagocitosis de cuerpos apoptóticos producidos por macrófagos que causan daño al 

hospedero (Li et.al, 2011; van't Wout et.al., 2015; Hall et.al., 2016). Como se puede 

observar en la Figura 13, la mayoría de los mutantes (simples o dobles) incrementaron la 

producción de esta toxina en comparación con la cepa WT PAO1, aunque las cepas 

∆ambE/∆pvdI, ∆pvdI, y principalmente la ∆pchF/∆pvdI, aumentó considerablemente, por lo 

que estos genes podrían tener un papel en la producción de esta toxina. 

 

Figura 12. Los NRPS están involucrados en el aumento de piocianina en P. 

aeruginosa 

Los sobrenadantes de 48 horas de los diferentes mutantes en NRPS se utilizaron para 

extraer y cuantificar la producción de piocianina según el método utilizado por (Ortiz-Castro 

et al., 2013). Las barras representan cinco experimentos independientes que se realizaron 

en las mismas condiciones. Las letras minúsculas diferentes representan diferencias 

estadísticas significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). 
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12.4. Los mecanismos de eliminación de hierro por sideróforos en mutantes 

en NRPS de P. aeruginosa. 

En P. aeruginosa se ha demostrado que la quelación del hierro es una parte vital para el 

establecimiento de la infección y la progresión hacia una infección crónica, ya que el 

ambiente del hospedero tiene pequeñas moléculas de hierro libre debido a sus propias 

moléculas de secuestro como la lactoferrina y transferrina. Los sideróforos, la pioquelina y 

la pioverdina, pueden secuestrar el hierro de los depósitos del hospedero y actuar como 

una molécula de señalización (Gellatly & Hancock, 2013); de esta manera es crucial para 

el establecimiento de la infección. 

Debido a que es un factor importante para el establecimiento de la infección por P. 

aeruginosa en el hospedero, cuantificamos la producción de pioquelina (Figura 13A). 

Asimismo, nuestros resultados demuestran que las cepas mutantes (sencillas y dobles) 

produjeron cantidades similares de pioquelina en comparación con la cepa WT; sin 

embargo, dos cepas, ∆ambB y ∆ambB/∆pvdJ, produjeron la mitad de la cepa WT; mientras 

que solo la cepa ∆pvdJ/∆pvdL duplicó la cantidad producida por la cepa WT. Por tanto, los 

genes NRPS regulan la producción de este sideróforo en P. aeruginosa.  

Además, evaluamos la producción de otro sideróforo, la pioverdina, porque se ha visto que 

la bacteria prospera en un ambiente pobre en hierro en los pulmones de los ratones al inicio 

de la infección y que los sistemas individuales de captación de hierro tienen diferentes 

capacidades para promover la enfermedad letal en ratones, según la siguiente jerarquía: 

pioverdina > pioquelina > captación de hierro ferroso = captación de hemo (Minandri et.al., 

2016). Como se puede observar, en la Figura 13B, existe un aumento o similitud en la 

producción de pioverdina en las cepas mutantes (sencillas o dobles) en comparación con 

la cepa WT. Si comparamos los dos gráficos, podemos ver que puede haber competencia 

en los sistemas de adquisición de hierro, por lo que en algunos mutantes en la producción 

de pioquelina aumenta la producción de pioverdina disminuye y al revés, por lo que los 

mutantes relacionados con P. aeruginosa NRPS regulan la producción de sistemas de 

adquisición de hierro. 
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Figura 13. Relación de la producción de pioquelina y pioverdina de los mutantes en 

NRPS de P. aeruginosa. 

Se usaron los sobrenadantes libres de células de 48 horas de los mutantes NRPS de P. 

aeruginosa. La pioquelina (A) y la pioverdina (B) se cuantificaron por espectrofotometría 

según la ley de Beer-Lambert, con el coeficiente de extinción molar. Las letras minúsculas 

diferentes representan diferencias estadísticas significativas (prueba ANOVA de una vía y 

prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). 
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12.5. Determinación de la viabilidad en C. elegans con los sobrenadantes 

mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa. 

Caenorhabditis elegans se usa actualmente como un modelo para desarrollar ensayos de 

infección para varias especies bacterianas, incluida P. aeruginosa (Powell & Ausubel, 

2008). Asimismo, se ha descrito que P. aeruginosa PAO1 paraliza y mata rápidamente al 

nematodo C. elegans. Esta muerte, denominada muerte paralítica, está mediada por un 

factor difusible que está bajo el control de los reguladores de detección de quórum LasR y 

RhlR (Darby et al., 1999). Por lo tanto, los sobrenadantes sin células de los mutantes de 

NRPS se usaron y monitorearon durante 48 horas (Figura 5A). El gráfico muestra que WT 

PAO1 es más virulento que el doble mutante, sin embargo, de todos los mutantes, ninguno 

es más virulento que WT. Asimismo, en los dobles mutantes, especialmente de los genes 

pvd, la virulencia disminuye. Entonces, estos genes participan en la regulación de la 

virulencia en C. elegans. 

Además, el sistema inmunitario innato humano comparte muchas características con el de 

C. elegans, a pesar de las vías de respuesta inmunitaria relativamente simples de este 

último. Se ha demostrado que los lipopolisacáridos juegan un papel importante en la 

estimulación del sistema inmunológico, ejerciendo un efecto tóxico, entre otras funciones, 

además de ser un componente importante de la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas; el cual, está compuesto por una parte lipídica y cadenas características de 

oligosacáridos y polisacáridos (Matsuura, 2013). Por ello, se extrajeron y cuantificaron los 

lipopolisacáridos de las diferentes cepas (Figura 5B), obteniendo los siguientes resultados: 

PAO1 WT obtuvo el doble de producción en comparación con el doble mutante ∆lasI/∆rhlI, 

mientras que los otros mutantes obtuvieron una cantidad similar que las dos cepas, más no 

así para los dobles mutantes ∆pchF/∆pvdJ y ∆pchF/∆pvdL que tienen menor cantidad de 

LPS en su membrana, por lo que podrían estar evadiendo la respuesta inmune en el 

nematodo, ya que no mostraron toxicidad en este modelo. 
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Figura 14. Efecto de NRPS sobre la viabilidad de C. elegans y la proporción de LPS 

de P. aeruginosa. 

Los sobrenadantes sin células de los mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa 

de 48 h se colocaron en C. elegans (A). Se utilizaron un total de 20 nematodos por pozo y 

se incubaron a 20ºC durante 48 hrs. Los resultados presentados son el promedio de cuatro 

experimentos independientes. Asimismo, el sedimento de las cepas cultivadas a las 48h a 

37ºC se utilizó para cuantificar los sacáridos superficiales pertenecientes al LPS (B). Las 

barras representan tres experimentos independientes que se realizaron en las mismas 

condiciones. Las letras minúsculas diferentes representan diferencias estadísticas 

significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). 
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12.6. Relación en mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa con el 

quorum sensing. 

Recientemente, se ha descubierto el efecto de mutantes simples sobre el NRPS putativo 

donde se podría demostrar que estos genes afectan la respuesta QS-AHL (González et al., 

2017). Para determinar si estas mutaciones en NRPS afectan la regulación de QS en la 

bacteria, afectando principalmente la síntesis de AHL (Figura 15), el sobrenadante de 48 h 

de cada cepa se colocó con la cepa biosensora que emite luz al detectar AHL durante 4 

horas, obteniendo que para la cepa control qscr que regula la síntesis de AHL se observa 

que produce menos cantidad que PAO1, no así para la cepa doble mutante que produce 

menos del 20% que produce la cepa PAO1. Además, se observa que cada uno de los genes 

produce una menor cantidad de luminiscencia que la cepa mutante PAO1, no así en el caso 

de las cepas en ∆pvdL ∆pchF, ∆PA4078 simples. Determinando que existe una modulación 

de estos genes implicados en la producción de NRPS con respecto a la señalización QS. 

 

Figura 15. Generación de bioluminiscencia en el biosensor dependiente de AHL por 

mutantes NRPS de P. aeruginosa. 

Sobrenadantes libres de células de los mutantes relacionados con NRPS de P. aeruginosa 

de 48 h. Se utilizó la cepa reportera de E. coli JM109, transformada en el plásmido 

pSB1075, que produce bioluminiscencia en respuesta a 3-oxo-C12-HSL. Las barras 

representan tres experimentos independientes que se realizaron en las mismas 

condiciones. Letras minúsculas diferentes representan diferencias estadísticas 

significativas (prueba ANOVA unidireccional y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05; n=5). 
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12.7. Producción de CDP en mutantes relacionados con NRPS de P. 

aeruginosa. 

La regulación del QS está implicada en la producción de varios factores de virulencia, y 

también se ha visto que ciertas moléculas pueden regular la señalización del QS, que se 

han identificado como Ciclodipéptidos (CDPs). Además, se ha visto que los NRPS están 

asociados a la biosíntesis de estas moléculas de CDP (González et al., 2017). Por lo tanto, 

era de nuestro interés evaluar si la mutación de dos NRPS está involucrada en la producción 

de estos CDP. Se cuantificó la producción de Ciclo (L-Pro-L-Phe) (Figura 16A), Ciclo (L-

Pro-L-Val) (Figura 16B) y Ciclo (L-Pro-L-Tyr) (Figura 16C). Se observó que para la 

cuantificación de Ciclo (L-Pro-L-Phe) (Figura 16A) no se observaron diferencias con 

respecto a la cepa WT, sin embargo, las cepas ∆ambB, ∆pvdJ y ∆PA4078 disminuyeron la 

producción de esta CDP. También se determinó que para Ciclo (L-Pro-L-Val) (Figura 16B), 

de igual manera no se obtuvieron diferencias con respecto a WT, aunque la deformación 

en ∆ambB está disminuida en la producción de esta CDP. De la misma manera, se analizó 

el Ciclo (L-Pro-L-Tyr) (Figura 16C), donde se observó que ∆pchF aumenta hasta el doble 

que la cepa silvestre, mientras que ∆pchE/∆pvdJ y ∆PA4078 las cepas disminuyeron la 

producción de esta CDP, así como las cepas ∆ambB, ∆ambB/∆pvdJ, ∆ambE/∆pvdJ, 

∆pchE/∆pvdL, ∆pvdI/∆pchF, ∆pvdL/∆pvdJ, ∆PA3327, ∆PA3327 /∆pchF, ∆PA3327/∆pvdL, 

∆PA4078/∆pchF y ∆PA4078/∆pvdJ. Sorprendentemente, en las tres CDPs se ve afectada 

al disminuir la producción de estas en ∆ambB, por lo que la biosíntesis de estos compuestos 

podría estar relacionada. 

Se continuó evaluando si estos NRPS están involucrados en la regulación del sistema IQS 

en el QS. Por lo que, evaluamos la producción del autoinductor IQS en HPLC (Figura 17), 

y se observó que ∆PA4078/∆pvdL disminuye la producción de esta molécula. Mientras que 

∆ambB/∆pvdJ, ∆ambE, ∆pchE, ∆pchE/∆pchF, ∆pchF, ∆pchF/∆pvdL disminuyeron la 

producción. También se observa que el grupo de ∆pchF´s disminuye a la mitad la 

producción de esta molécula, con lo que el gen pchF puede estar participando en la 

regulación del sistema IQS en el QS. Además, se observa que estos NRPS participan en la 

regulación del sistema IQS. 
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Figura 16. Producción de ciclodipéptidos en cultivos de mutantes NRPS de P. 

aeruginosa. 
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 Los picos de las áreas correspondientes a cada CDP se obtuvieron por HPLC producido 

por las diferentes cepas a las 48h, luego se continuó con una curva para cuantificarlos y 

expresarlos en µg/mL. Los resultados de Ciclo-L-Pro-L-Phe (A), Ciclo-L-Pro-L-Val (B) y 

Ciclo-L-Pro-L-Tyr (C) fueron analizados y la confirmación de las estructuras fue 

posteriormente realizado por GC-MS. Se realizó la prueba ANOVA de una vía, con prueba 

post-hoc de Tukey; n = 3. Los valores para SE (p ≤ 0.05) se muestran en minúsculas. 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la participación de NRPS en la regulación de QS en P. 

aeruginosa. 

Se volvió a utilizar el extracto de la mezcla de CDPs y se continuó cuantificando por HPLC 

la producción del autoinductor IQS perteneciente a la señal integrada de detección de 

quórum (IQS). Las barras representan cuatro experimentos independientes que se 

realizaron en las mismas condiciones. Las letras minúsculas diferentes representan 

diferencias estadísticas significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de 

Tukey; p ≤ 0,05). 
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12.8. Correlación de factores de virulencia respecto a la producción de CDPs 

por mutantes en NRPS de P. aeruginosa. 

Debido a la gran cantidad de datos obtenidos respecto a la producción de factores de 

virulencia, así como a la producción de CDPs, se realizó un análisis de componentes 

principales (PCA), el cual, permite describir un conjunto de datos correlacionando tanto las 

mutantes, como los diferentes factores de virulencia. Como se observa en la Figura 18, el 

círculo rojo muestra las cepas que producen menor cantidad de factores de virulencia 

diferente a la WT y que producen menor cantidad de Quinolona, así como de CDPs; sin 

embargo, producen la misma cantidad de Ciclo- L-Pro-L-Tyr, que si comparamos con la 

producción de biopelículas que también está contenida en el círculo y que se ha visto, que 

el aumento de la producción de biopelículas aumenta la capacidad infectiva de la bacteria 

en el hospedero (Brindhadevi, 2020), por lo que podríamos sugerir que el ciclodipéptido 

Ciclo- L- Pro-L- Tyr podría estar relacionado con el aumento de toxicidad de P. aeruginosa. 

Mientras que, las mutantes englobadas en círculo negro, son las que tienen mayor 

diferencia vs la cepa WT y la doble mutante en lasI/rhlI, aunque los factores de virulencia 

no estuvieron fluctuando con diferencias significativas. Por otro lado, las mutantes 

contenidas en el círculo azul están involucradas con la producción de ramnolípidos y 

pioverdina, además que producen menor cantidad de estos factores de virulencia 

relacionando con la doble mutante avirulenta, ΔlasI/ΔrhlI. Por lo anterior, existe una gran 

variabilidad en la producción de factores de virulencia relacionados con la producción de 

ciclodipéptdos, sin embargo, es de relevancia que el ciclo L-Pro-LTyr podría estar 

involucrado en el aumento de la producción de biopelículas, que está relacionada con el 

inicio de la infección al hospedero en P. aeruginosa. 
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Figura 18. Correlación de la producción de factores de virulencia vs la producción de 

CDPs por mutantes en NRPS de P. aeruginosa 

 Los datos se analizaron mediante técnicas exploratorias multivariables con análisis de 

correspondencia PCA 2-D de frecuencias sin agrupar variables utilizando el sistema de 

software STATISTICA 8.0 Stat Soft. Cª 
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12.9. Efecto de las NRPS de P. aeruginosa en la virulencia en Mus musculus. 

Para determinar si las mutantes en NRPS generan mayor patogenicidad en ratones hembra 

Balb/c sanos, se inocularon 1x108 UFC de cada una de las distintas cepas, vía intranasal. 

Estos ensayos fueron realizados de acuerdo con los procedimientos de la NOM-062-ZOO-

1999, tanto para el manejo como el cuidado de los ratones. 

Únicamente, se inocularon las cepas de P. aeruginosa WT PAO1, ∆lasI/∆rhlI, ∆ambB, y 

∆ambB/∆pvdL, estas últimas dos cepas fueron elegidas porque se observó con los 

resultados obtenidos que ∆ambB, generó mayor producción de factores de virulencia y 

quinolona, sin embargo, disminuyó la producción de ciclodipéptidos. Mientras que, la doble 

mutante ∆ambB/∆pvdL, en el estudio de correlación fue la que se aisló de los 3 círculos, 

debido a que tiene mayor diferencia respecto a la producción de factores de virulencia, así 

como de ciclodipéptidos, y relacionando con los datos obtenidos, fue la que produce mayor 

toxicidad en C. elegans, además de que produce mayor cantidad de biopelículas, que son 

importantes para que P. aeruginosa genere patogenicidad. 

Por lo anterior, se prosiguió a evaluar a los ratones por 15 días post-infección. Se tomó la 

temperatura corporal de los ratones (Figura 19A), ya que es un indicador importante del 

establecimiento de la infección, el cual, fue tomado usando un termómetro infrarrojo en el 

abdomen. Numerosos estudios han mostrado que las temperaturas altas que produce el 

cuerpo, mejoran la respuesta inmune, aumenta la movilidad y actividad de los leucocitos, 

estimula la producción de interferones, produce la activación de los linfocitos-T, por lo que, 

la respuesta inmune se activa al aumentar la temperatura corporal. Como se puede apreciar 

en la Figura 19A, la temperatura de los ratones se mantuvo entre los 35-36°C, indicando 

que no hubo respuesta inmune por parte de los ratones, debido a que la temperatura 

corporal normal de los ratones Balb/c es de 35-37°C.  

A la par, se monitoreo el peso de los ratones post-infección (Figura 19B), como podemos 

observar, el peso se mantuvo por el transcurso de la infección. Asimismo, se evaluó la 

supervivencia de los ratones (Figura 19C) observando que, el 100% de los ratones 

inoculados con la doble mutante ∆lasI/∆rhlI hasta el día 28, al día 18 sólo sobrevivió el 70% 

de los ratones inoculados con la PAO1, mientras que a los 23 dias post-infección 

únicamente sobrevivieron el 70% de los ratones infectados con la doble mutante 

∆ambB/∆pvdL, y al día 25 se observó una disminución de la supervivencia de los ratones 

inoculados con la cepa ∆ambB, de un 30%. Estos datos indican, que se necesita inocular 

cantidades muy altas, para que la infección con estas cepas inicie.  
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Consecuentemente, para determinar que realmente las UFC infectaron a los pulmones, se 

sacrificaron los ratones para determinar la carga bacteriana de los pulmones infectados. Se 

removieron asépticamente y se homogenizaron de forma individual mediante 

homogenizador, en 1 mL de PBS estéril. Se tomó 20 µL de este homogéneo y se realizaron 

diluciones decimales seriadas de las que se sembraron 20 µL en placas Petri con medio 

LB. Como se puede observar en la figura 19D, la carga bacteriana es similar en cada uno 

de los pulmones, por lo que la infección llegó a los pulmones, sin embargo, no fue suficiente 

para que se diseminará a los órganos, a los 30 días post-infección. 

  

Figura 19. Efecto de la participación de NRPS de P. aeruginosa en la supervivencia 

en ratones. 

(A, B, D) Las barras representan cuatro experimentos independientes que se realizaron en 

las mismas condiciones. Las letras minúsculas diferentes representan diferencias 

estadísticas significativas (prueba ANOVA de una vía y prueba post-hoc de Tukey; p ≤ 0,05). 

Se inocularon por vía intranasal 1x108 UFC de las cepas las cepas de P. aeruginosa WT 

PAO1, ∆lasI/∆rhlI, ∆ambB, y ∆ambB/∆pvdL en cada ratón Balb/c de 10-12 semanas de 

edad. N=6 para cada grupo, se repitió el experimento 3 veces de forma independiente. 

Prueba estadística Kaplan-Meier. SE. p<0.005. 
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