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Introducción 

Acinetobacter baumanni 

Acinetobacter baumannii es una bacteria Gram-negativa, aerobia estricta, no motil, 

no formadora de esporas, perteneciente a las Proteobacterias, clase γ-proteobacteria, 

orden Pseudomonadales, familia Moraxellaceae1,2 (Fig. 1). Los miembros de este grupo 

son metabólicamente versátiles, pueden catabolizar un importante número de 

compuestos tales como alcoholes alifáticos, algunos aminoácidos, ácidos carboxílicos y 

grasos, hidrocarburos ramificados, compuestos aromáticos y n-hexadecanos3.  

 

 

 

Fig. 1.Micrografía electrónica de Acinetobacter 

baumannii. Mag 13331x.CDC's Public Health 

Image Library Image #6498, Autor Janice Carr 

2004. 

 

 

A. baumannii es un importante patógeno oportunista que afecta a grupos de 

personas vulnerables, particularmente a pacientes afectados por quemaduras severas y 

pacientes inmunosuprimidos4. Entre los aislados hospitalarios de estas bacterias, suelen 

encontrarse cepas que presentan resistencia a múltiples antibióticos como 

aminopenicilinas, ureidopenicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol y tetraciclina5,6; 

solamente ciertos agentes terapéuticos dan resultado contra algunas cepas del organismo 

7,8. 

http://phil.cdc.gov/phil/home.asp
http://phil.cdc.gov/phil/home.asp
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Las personas que adquirieron infecciones debido a esta bacteria, presentan una 

amplia gama de manifestaciones clínicas tales como neumonía, infecciones de tracto 

urinario, bacteriemia y meningitis8-12.  

Ha sido reportado que los lipolisacáridos13,14, una proteína de membrana 

extracelular denominada OmpA15,16, el pili, y dos sideróforos (que median la entrada de 

hierro (Fe) a la célula)17-19 son elementos fundamentales para que esta bacteria pueda 

colonizar eficientemente al ser humano. Sin embargo, es probable que otros elementos se 

encuentren involucrados. 

Tipos de estreses abióticos 

a) Estrés calórico 

El estrés calórico es la causa de la desnaturalización de las proteínas celulares por 

efecto de un incremento en la temperatura del medio, provocando la pérdida en la función 

de éstas. 

La respuesta celular generada por el estrés calórico provoca la expresión de 

muchas proteínas llamadas  proteínas de choque térmico20. Esta respuesta no está 

limitada a los cambios de temperatura y es una forma general de responder al estrés, ya 

sea de tipo osmótico, por presencia de etanol, metales pesados, contaminantes o 

interacciones con las células hospederas21-25. Dentro de las proteínas de choque térmico, 

se encuentran chaperonas y proteasas, que están involucradas en la reparación o 

degradación de las proteínas dañadas durante el estrés.  

En muchas especies de bacterias se ha observado que estas proteínas juegan un papel 

importante en la patogénesis26-32. Las proteínas de choque térmico son también 

importantes durante un estrés nutrimental, por ejemplo en la fase estacionaria33. 

 
 

b) Estrés oxidativo 
 

Los microorganismos aeróbicos utilizan el oxígeno molecular (O2) al realizar la 

respiración u oxidación de nutrientes para obtener energía. Los productos reactivos del 
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oxígeno como los radicales aniónicos (O-), peróxido de hidrógeno (H2O2), y los altamente 

reactivos, radicales hidroxilo (*OH), son generados continuamente en células aérobicas en 

crecimiento. 

 

Los blancos biológicos de estas especies reactivas de oxígeno son el DNA, el RNA, 

las proteínas y los lípidos. Mucho del daño causado proviene de los radicales *OH 

generados por el H2O2 vía la reacción de Fenton, la cual requiere hierro (Fe II) [o cualquier 

otro metal divalente, tal como el Cobre (Cu II)] y una fuente de equivalentes reductores 

(probablemente el NADH) para regenerar el metal. Los radicales libres pueden atacar 

directamente a los ácidos grasos polinsaturados en membranas e iniciar la peroxidación de 

los lípidos. Un primer efecto de la peroxidación de lípidos es que decrece la fluidez en la 

membrana, alterando sus  propiedades y de las proteínas transmembranales. Este daño 

actúa como un amplificador porque se forman más radicales debido a que los ácidos 

grasos polinsaturados son degradados a una variedad de productos. Algunos de ellos, tales 

como los aldehídos, son altamente reactivos y pueden dañar otras moléculas, como 

proteínas 34,35. 

A diferencia de los radicales libres, los aldehídos poseen mayor longevidad y pueden 

difundirse del sitio de origen, alcanzar y atacar blancos que se encuentran distantes del 

sitio inicial donde ocurrió el evento de oxidación, actuando como “segundos mensajeros 

tóxicos”36. 

Con  respecto a la oxidación de proteínas, se han documentado distintos tipos de 

daño 37,38, incluyendo la oxidación de los grupos sulfhidrilo, aducción de los residuos de 

aminoácidos cerca del sitio de unión al metal, reacción con aldehídos, modificación de 

grupos prostéticos o grupos metálicos, acoplamiento proteína-proteína y fragmentación 

de péptidos. 

 

Metodológicamente la carbonilación de proteínas es un tipo de oxidación 

irreversible que puede promoverse por especies reactivas de oxígeno. Usualmente se 

refiere al proceso por el cual se forman cetonas y aldehídos que pueden reaccionar con el 
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2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas. La oxidación directa de los 

residuos laterales de lisina, arginina, prolina y treonina (entre otros aminoácidos), en la 

reacción de “carbonilación primaria de proteínas”  produce proteínas que pueden ser 

detectadas por el DNPH 39-41. 

  

Todas estas modificaciones afectan negativamente a la célula, ya que ocasionan 

una pérdida en la función de la membrana celular y proteínas; además de que pueden 

bloquear la replicación del DNA o provocar mutaciones. 

 

Los sistemas de protección contra la oxidación se dividen en tres grupos: 1) 

prevención de la generación de especies de oxígeno altamente reactivas; 2) cadena 

terminal de radicales libres y desintoxicación de radicales libres por enzimas; 3) elementos 

de reparación. Además, la unión a iones metálicos de transición específicos y proteínas 

inespecíficas como ferritina, transferina, albúmina y otros, son importantes para la 

protección contra radicales42. 

 

Los antioxidantes de bajo peso molecular como el α-tocoferol (vitamina E), el ácido 

ascórbico (vitamina C), y el ácido úrico, actúan principalmente deteniendo la cadena de 

propagación de los radicales libres43. 

 

El glutatión atrapa radicales hidroxilo, oxígeno atómico y además es sustrato de 

algunas enzimas, regenerando vitaminas E y C. 42,43.  

 

 
c) Estrés por desecación 

 

La capacidad de los microorganismos para sobrevivir a la desecación depende de su 

habilidad para responder: a la radiación ultravioleta, a las especies reactivas de oxígeno, a 

la presencia de ciertos solutos y en ocasiones a las temperaturas extremas 44-48. La 

desecación puede diferenciarse en tres etapas principales: secado, almacenamiento y 
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rehidratación. Estas etapas pueden ser abordadas desde distintos puntos de vista, es decir, 

por la severidad y velocidad tanto del secado como de la rehidratación, así como de la 

duración del almacenamiento. Las consecuencias del secado son, entre otras: la 

acumulación de sales  y el estrés hiperosmótico. Además, cuando cierta cantidad de agua 

se ha recuperado, la reactivación del metabolismo puede ser impedida debido al daño 

generado durante la desecación. Asimismo, la acumulación de daño durante el 

almacenamiento puede llevar a la muerte celular, ya que en estas condiciones los 

organismos no se encuentran metabólicamente activos y eso los hace incapaces de 

reparar cualquier lesión51. Algunos de los daños provocados en esta condición, se pueden 

comparar con el daño inducido por la radiación ultravioleta y las especies reactivas de 

oxígeno49-50. Finalmente durante la rehidratación, el estrés hiposmótico y la aparición de 

especies reactivas de oxígeno afectan la supervivencia 52. 

 

d) Estrés osmótico 

 

Los cambios en la presión osmótica extracelular pueden provocar flujos rápidos en 

el agua, concentrando o diluyendo al citoplasma de las células, alterando su estructura y 

función. Las células responden al estrés osmótico ajustando la distribución de algunos 

solutos a través de la membrana plasmática53-57. Cuando se incrementa la presión 

osmótica extracelular, la célula acumula solutos para prevenir la deshidratación del 

citoplasma; en forma contraria, la célula libera solutos para prevenir la lisis a consecuencia 

del decremento en la presión osmótica extracelular. Las bacterias usan cationes de potasio 

(K+), aniones orgánicos como el glutamato o compuestos orgánicos zwitteriónicos como 

solutos osmoreguladores. Los solutos orgánicos que se acumulan bajo condiciones de 

estrés osmótico sin alterar las funciones celulares, son llamados osmolitos 58 o solutos 

compatibles59. Se ha observado que la acumulación del glutamato es la respuesta inicial 

para contender ante un aumento en la osmolaridad. También se pueden activar otros 

mecanismos osmorreguladores, pero en general, se prefiere la acumulación de osmolitos 

orgánicos59.Los osmolitos provocan una completa rehidratación citoplásmica mientras 

favorecen las estructuras nativas e interacciones de las macromoléculas 59-61. 
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La Trehalosa y su biosíntesis 

En el ambiente natural, los microorganismos se encuentran en constante 

interacción unos con otros. Muchas de estas interacciones son antagónicas, uno de los 

mejores ejemplos son los antibióticos producidos por un microorganismo para inhibir el 

crecimiento del otro, pero también existen interacciones de tipo positivo62. 

Se encontró que Saccharomyces cerevisiae estimula el crecimiento de especies 

patógenas de bacterias para humanos como A. baumannii y Acinetobacter haemolyticus;  

la molécula responsable de éste fenómeno es el etanol. Se ha demostrado que en bajas 

concentraciones (1%-1.2%), el etanol no solo  promueve el crecimiento sino que también 

aumenta la resistencia al estrés por sal. Además, en presencia de etanol, A. baumannii 

muestra una mayor patogenicidad en ensayos realizados con Caenorhabditis elegans 63. 

Para entender mejor las bases de éste fenómeno se realizó una caracterización del 

transcriptoma de A. baumannii cultivada en medio rico en presencia y ausencia de etanol 

al 1.2%. Como resultado de este ensayo se identificaron setenta genes en los que  la 

expresión se vio aumentada en presencia de etanol y se concluyó que el incremento en la 

virulencia de A. baumannii es debido a un aumento en la capacidad metabólica64. 

Al analizar el transcriptoma de A. baumannii expuesto a etanol al 3% durante 20’, 

se observó la inducción de varios genes relacionados con la respuesta al estrés y se 

encontró la sobreexpresión del operón otsBA que es responsable de la síntesis de 

trehalosa (resultados del laboratorio no publicados). 

La trehalosa es un disacárido no reductor, muy estable, formado por un enlace 

glucosídico α,α-1 entre dos α-glucosas; este compuesto se encuentra presente en muchos 

organismos, incluyendo bacterias, levaduras, insectos y algunas plantas65 (Fig. 2). 

Inicialmente fue considerado como un reservorio de glucosa y/o como parte de algunos 

componentes celulares10. En algunos organismos se piensa que actúa como fuente de 

energía durante ciertas etapas del desarrollo, como lo es la germinación temprana de las 

esporas66,67. En el caso de las mycobacterias, la trehalosa puede ser integrada a los 

glicolípidos y ser utilizada como componente estructural67,68. En gran variedad de  

insectos, la trehalosa es una fuente de energía para poder volar, es probable que sea una 
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adaptación específica del vuelo 69,70. Algunos organismos que sobreviven a bajas 

temperaturas lo hacen en presencia de glicerol o utilizando moléculas que actúan como 

anticongelantes naturales, tal es el caso de la trehalosa68,71. Asahina  y Tanno (1964), 

descubrieron que en el estado larval, la mosca sierra puede sobrevivir a temperaturas de -

40°C, ya que poseen gran cantidad de trehalosa pero no de glicerol72. En distintas cepas de 

levaduras, la acumulación de trehalosa está relacionada con la resistencia a estrés por 

calor y desecación73. Selaginella lepidophylla llamada “la planta de la resurrección”  

contiene cerca del 12.5 % de su peso seco de trehalosa y 1.5% de sacarosa, esta planta 

puede ser totalmente secada y al rehidratarla, regresa a su actividad normal74. Los 

embriones de artemia entran en latencia acumulando cerca del 15% de su peso seco en 

trehalosa. Se piensa que la trehalosa funciona como estabilizador durante el periodo de  

dormancia y como fuente de energía al terminar éste periodo75. Altas concentraciones de 

trehalosa han sido asociadas también con la resistencia de los nemátodos al estrés por 

desecación, se sabe que la presencia de este disacárido es un factor de protección contra 

el calor y el estrés osmótico76,77. 

 Leslie, et al. (1995), demostraron que la presencia de trehalosa y/o de sacarosa 

ayudaron a mantener un alto porcentaje de viabilidad tras rehidratar dos especies de 

bacterias sujetas a desecación y posterior congelación 78. Sin embargo, las muestras con 

trehalosa tuvieron aproximadamente un 15% mayor  viabilidad en comparación con las de 

sacarosa. Posteriormente las muestras fueron expuestas a la luz y aire, y se observó que 

las muestras que contenían trehalosa mostraron un porcentaje significativamente mayor 

de sobrevivencia mientras que las de sacarosa no mostraron beneficios. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S027869150200011X#BIB6
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Fig. 2 Estructura química de la trehalosa 
y algunos organismos productores. 
 

 

Biosíntesis de la trehalosa 

En Escherichia coli y en Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, el operón otsBA, de 

aproximadamente 2,300  pb, es el responsable de la biosíntesis de la trehalosa. Este locus 

codifica para la enzima trehalosa 6-fosfato sintasa TPS (otsA), la cual cataliza la síntesis de 

trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y  glucosa 6-fosfato, y para la trehalosa 6-

fosfato fosfatasa TPP (ostB), que cataliza la formación de la trehalosa79,80 (Fig. 3).  

 

Fig. 3. Biosíntesis de la trehalosa 
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Mecanismos de protección de la trehalosa 

 

Los mecanismos mediante los cuales la trehalosa protege a las biomoléculas 

pueden dividirse en tres categorías  a saber: reemplazo de agua, transformación de cristal 

y estabilidad química (Fig. 4)81. Estos tres mecanismos no son mutuamente excluyentes y 

juntos contribuyen al efecto de estabilización mediado por la trehalosa. 

La teoría de reemplazo de agua propone que todas las macromoléculas biológicas 

están normalmente estabilizadas por el agua que forma puentes de hidrógeno alrededor 

de las moléculas. La trehalosa parece tener una gran flexibilidad en el enlace glicosídico 

comparada con otros disacáridos. Esta propiedad permite a la trehalosa interactuar con 

grupos polares irregulares en las macromoléculas81. 

La teoría de transformación de cristal propone que azúcares en solución pueden 

transformar o mantener en estado de cristal líquido las membranas celulares en lugar de 

cristalizar. A diferencia de otros azúcares, la trehalosa forma un cristal no higroscópico, el 

cual es estable a altas temperaturas asi como al ser completamente desecado82. Se piensa 

que en dicho estado, la trehalosa debe envolver a las biomoléculas de tal modo que les 

permita retomar su estructura nativa y función después de rehidratarlas 81,82,83. La 

habilidad de alternar entre las formas dihidratada y anhídrida en cristal es también única 

de la trehalosa, y para ello debe controlar eficientemente la actividad del agua en 

matrices complejas.  

 

Bajo un estrés abiótico, las proteínas mantienen una mejor actividad enzimática en 

presencia de trehalosa, ya que ésta remplaza el agua formando una especie de cápsula 

alrededor de la proteína, protegiendo así su estructura y actividad 84. La interacción por 

puentes de hidrógeno entre ambas moléculas es debida a los grupos polares de la 

proteína y los hidroxilos del azúcar85. 

La capacidad de la trehalosa para proteger a las membranas durante la 

deshidratación radica en que interactúa con estas, favoreciendo la permanencia del 
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estado fluido de los lípidos, evitando así la fusión, la separación de fases y su 

rompimiento86. 

Las evidencias sugieren que la trehalosa retarda la transición de líquido a gel 

mediante el reemplazo de las moléculas de agua por las de trehalosa, manteniendo a las 

membranas en forma de cristal líquido.  

 

 

 

 

Fig. 4. Tres teorías propuestas de cómo es que la trehalosa protege a las proteínas del daño
87.  
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Aplicaciones biotecnológicas para la trehalosa 

 

Las propiedades químicas de la trehalosa la convierten en un importante producto 

biotecnológico con diversas aplicaciones, los usos más comunes de éste disacárido son: 

 

 Proteger la actividad enzimática. La trehalosa puede ser utilizada para almacenar a 

temperatura ambiente enzimas termolábiles como: la DNA polimerasa, las enzimas 

de restricción y la DNA ligasa88. 

 Estabilizar y proteger de moléculas complejas. Moléculas inestables como los 

anticuerpos pueden ser rehidratados a una temperatura de 37°C en presencia del 

disacárido, manteniendo su actividad por varios meses de almacenaje89.  

 Aditivo alimenticio. La trehalosa puede ser utilizada en alimentos secos y 

procesados tales como las frutas y vegetales, con la finalidad de preservar sus 

aromas y propiedades organolépticas, además de contar con la ventaja de no ser 

tóxica y formar parte de la dieta humana, ya que se encuentra presente en 

champiñones, vino, pan y miel 90. 

 Preservar  tejidos y órganos. Células y tejidos pueden ser preservados por meses 

en presencia de trehalosa, aún estando  secos o congelados.91,92. 

 Marcador de selección en la producción de plantas transgénicas. El gen AtTPS1 en 

Arabidopsis thaliana codifica para la enzima TPS1, que confiere insensibilidad a la 

presencia de glucosa extracelular. La sobre-expresión del gen AtTPS1 permite que 

las semillas germinen en presencia de 6% glucosa, mientras que las semillas 

silvestres muestran una tasa de germinación muy reducida en dichas 

condiciones93. Dado que la germinación y la diferenciación de las plantas  silvestres 

es inhibida por glucosa, este gen puede ser utilizado  como un marcador de 

selección durante el proceso de transformación en plantas, usando glucosa como 

agente selectivo94. 

 Aplicaciones médicas potenciales. Ha sido reportado que la trehalosa reduce 

síntomas de enfermedades como la enfermedad de Huntington y la osteoporosis. 
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En uno de estos estudios, el consumo de trehalosa disminuyó la osteoporosis en 

ratas hembras a las cuales se les removieron los ovarios95. 
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Hipótesis 

 

El estrés provocado por etanol es la mezcla de diferentes tipos de estrés, todos ellos 

asociados a la falta o perdida de la biodisponibilidad del agua en la célula, estos tipos de 

estrés tienen como consecuencia la sobreexpresión de distintos genes entre los cuales se 

encuentra el operon otsBA. 

 

Objetivo General 

 

 Determinar la actividad del promotor de los genes otsBA en diferentes condiciones 

de estrés  

 

Objetivos particulares 

 

a) Estrés por etanol  al 3% 

b) Estrés por NaCl al 2.5% 

c) Estrés oxidativo: peróxido de hidrógeno 5 mM y 10 mM 

 

 Evaluar la presencia de proteínas oxidadas generadas por etanol al 3% 
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Material y  métodos 

Cepas bacterianas  

Acinetobacter baumannii ATCC17978 y Escherichia coli K-12 TOP10. 

 Medios de cultivo 

Luria- Bertani (LB) 

 Contiene 1% de bacto triptona 1% de cloruro de sodio (NaCl) y 0.5% de extracto de 

levadura. En caso de prepararse en medio sólido se agregan 1.5% de agar. Se 

esteriliza por autoclave, si se desea almacenar se guarda a 4°C. 

 

YPD 

 Contiene  1% de extracto de levadura, 2%  de bacto peptona y 2%  de glucosa. En 

caso de prepararse en medio sólido se agregan 1.5% de agar. Se esteriliza por 

autoclave, si se  desea  almacenar se guarda a 4°C. 

 

Soluciones 

 

Buffer Z 

 Contiene 0.85% de Na2HPO4, 0.55% de  NaH2PO4, 0.075% de KCl,  0.0246 % de 

MgSO4, 0.27 % de β mercaptoetanol, pH 7.2. 

 

Buffer de paro 

 Na2CO3 al 10.6% 

 

Buffer de corrida de proteínas 

 Contiene  1.44% de glicina, 0.3% de Tris Base, 0.1% de SDS, pH 8.3 
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Buffer de transferencia  

 Contiene 0.032% de Na2CO3, 0.084% de NaHCO3, 20% de metanol, pH 9.8 

 

Buffer TBST 

 Contiene 0.24 % de Tris Base, 0.8% de NaCl y 0.1 % de Tween-20,  pH 7.5 

 

 

 

Construcción del plásmido pMP_otsBA 

Con el propósito de clonar la región regulatoria del operón otsBA, se extrajo el 

DNA cromosómico de A. baumannii ATCC17978 y se amplificó por PCR el fragmento del 

promotor que regula la expresión del operón otsBA  con un tamaño de 459 pb. Para ello,  

se utilizaron los oligos abot sp1 de 34 bases, que contiene un sitio de reconocimiento para 

la enzima de restricción PstI y abot sp2 de 29 bases con un sitio de restricción para la 

enzima EcoRI (la secuencia de oligos se muestra en la tabla 1). Se purificó el fragmento de 

PCR mediante un gel de agarosa, se clonó en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) como 

intermediario para después clonarlo en el vector pMP220 96; el plásmido pMP220 lleva la 

región codificadora rio arriba del gen lacZ el cual codifica para la enzima (-galactosidasa), 

sin embargo, carece de una región promotora y por ello al introducirlo a una cepa 

bacteriana se detecta un nivel muy bajo de actividad enzimática. La clonación del 

promotor otsBA río arriba de lacZ en el plásmido pMP_otsBA permitió medir la actividad 

del promotor otsBA en diferentes condiciones de estrés por medio de la determinación de 

las actividades enzimáticas de la -gal. 
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Tabla 1.Oligonucleótidos 

Nombre                                                               Secuencia              

_______________________________________________________________________________ 

Abot  sp1                                 5'-CACTGCAGTCATTGGGTGTAACAAAATATGTATC-3'          PstI 

Abot  sp2                                  5'-CGGAATTCCCCAACCTGTAATCAATAAAA3'-                  EcoR1 

_______________________________________________________________________________ 

 

Condiciones de crecimiento  

 

A. baumannii se cultivó en medio LB o YPD a 30°C. La cepa de A. baumannii 

ATCC17978 transformada con el plásmido pMP_otsBA, se creció en medio LB o YPD 

suplementado con Tetraciclina a una concentración de 10 g/ml.  

Para iniciar los experimentos, la cepa de A. baumannii que lleva el plásmido 

pMP_otsBA se sembró en una caja de medio LB con tetraciclina (Tc) y X-gal. El X-gal es un 

sustrato de la enzima β-galactosidasa; al encontrarse presente esta enzima, el X-gal es 

hidrolizado y se obtiene una coloración azul en las colonias de bacterias. Después de 24 h 

de incubación, fue seleccionada una colonia de color azul marino y fue cultivada toda la 

noche en 10 mL de medio YPD Tc  a 30°C y 250 rpm.  

 

Estrés por Etanol  

 

Se inocularon dos matraces de medio YPD Tc con 150 µL del cultivo de toda la 

noche de la cepa de A. baumannii que lleva pMP_otsBA. Los cultivos fueron incubados a 

30°C a 250 rpm. Al alcanzar la fase exponencial (aprox DO600 de 1.2), uno de los cultivos 

fue adicionado con etanol (concentración final, 3%), y se prosiguió con la incubación, 

tomando muestras a los tiempos 0’, 25’, 45’,  75' y 125', las cuales fueron utilizadas para 
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medir la densidad óptica (DO600) y determinar las actividades enzimáticas. El ensayo se 

realizó por duplicado y fue repetido en medio LB Tc bajo las mismas condiciones.  

 

 

Estrés osmótico por NaCl 

 

Se inocularon dos matraces de medio YPD Tc con  150 µL del cultivo de toda la 

noche de A. baumannii que lleva el plásmido pMP_otsBA. Los cultivos fueron incubados a 

30°C a 250 rpm. Al llegar a la fase exponencial, a uno de los dos matraces se le agregó YPD 

con NaCl al 25% hasta alcanzar una concentración final de 2.5% ; se prosiguió la 

incubación tomando muestras a los tiempos 0’, 25’, 45’,  75' y 125' las cuales fueron 

utilizadas para medir la densidad óptica (DO600) y las actividades enzimáticas. 

 

 

 

 

Estrés oxidativo por peróxido de hidrógeno  

 

Se inocularon tres matraces de medio YPD Tc con 150 μL del cultivo de toda la 

noche de A. baumannii con el plásmido pMP_otsBA. Los matraces fueron incubados a 

30°C a 250 rpm. Al alcanzar la fase exponencial, a dos matraces  se les agregó peróxido de 

hidrógeno (H2O2) para alcanzar las concentraciones de 5mM y 10mM. Posteriormente, se 

incubaron durante 30’ a 30°C y 250 rpm, después se midieron las densidades ópticas, se 

tomaron muestras de 1 mL, que fueron utilizadas para realizar las actividades enzimáticas 

y además se hicieron diluciones de 10-1 a 10-6 de cada una de las concentraciones de H2O2; 

las diluciones fueron plaqueadas en cajas de LB. Las diluciones 10-5 y 10-6, se incubaron a 

37°C para determinar cuentas viables.  
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Extracción de la enzima de β-galactosidasa 

 

Se tomaron 0.5 mL de las muestras obtenidos a los diferentes tiempos después del 

estímulo y se les agregó 0.5 mL de buffer Z, 2 gotas de cloroformo y una gota de SDS al 

0.1%, fueron mezclados vigorosamente (vortex) y puestos en hielo. 

 

 

 

Ensayo  de la actividad enzimática β-galacosidasa    

 

Para determinar la actividad de β-galactosidasa colorimétrica, se utiliza el 

compuesto orto-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG), que es un sustrato artificial e 

incoloro  de la enzima, el cual al ser hidrolizado a ONP vira a un color amarillo, éste 

cambio puede ser determinado con precisión a una DO420. 

A tubos de ensayo se les agregó 700 µL de buffer Z,  200 µL de ONPG (4mg/ml) y al 

final 100 µL de la extracción descrita anteriormente. Las reacciones fueron incubadas a 

37°C durante 10 y 15 minutos, pasado este tiempo la reacción fue detenida con 500 µL de 

Na2CO3 (10.6%). La absorbancia de las muestras fue determinada a una DO420nm. Se utilizó 

la siguiente fórmula con los valores obtenidos para determinar la actividad enzimática en 

unidades Miller.  

 

 

t =tiempo 

F= factor de dilución 
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Inmunoidentificación de proteínas carboniladas 

 

Para determinar si había proteínas oxidadas por el estímulo de etanol, se  realizó el 

siguiente protocolo. 

Se crecieron tres cultivos de A. baumannii en medio YPD, inoculados con 150µL de 

un cultivo de toda la noche, al llegar estos a la fase exponencial a cada uno se le dio un 

tratamiento diferente: con etanol, peróxido de hidrógeno como control positivo y sin 

estímulo como control negativo. Se tomaron muestras de 1.5 mL a los tiempos 0’ y  20’, 

éstas fueron centrifugadas y los paquetes celulares lavados una vez con TE 10 mM, 

resuspendidos en 200 µL de esta misma solución, para después sonicar, centrifugar y 

cuantificar la proteína por el método de Bradford. 

Se utilizó el kit OxyBlot de la compañía Millipore, el cual tiene como función 

detectar grupos carbonilos en las cadenas laterales de las proteínas que hayan sido 

producidos por reacciones de oxidación. Los grupos carbonilo son derivatizados a  2, 4-

dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por la 2, 4- dinitrofelnilhidrazina (DNHP). Las 

proteínas derivatizadas son separadas mediante una electroforesis en gel de 

poliacrilamida y transferidas a una membrana de nitrocelulosa para ser incubadas con el 

anticuerpo primario de conejo anti-DNP y después con el anticuerpo secundario dirigido 

contra la cadena pesada del anticuerpo primario. En este caso, el anticuerpo secundario 

se encuentra acoplado a la peroxidasa de rábano. La membrana es tratada con reactivos 

quimioluminiscentes (luminol y un amplificador). En esta incubación, el luminol es oxidado 

mediante la acción de la peroxidasa y convertido a una forma inestable (3-aminophthalato 

activado) que emite luz al decaer los electrones. 

 

Se tomó la cantidad suficiente de muestra para tener 4.3µg de proteína, se le 

agregaron 5µL de SDS 12%, 10µl de DNHP 1x y se incubó a 15 min, posteriormente se 

añadieron 7.5µL de solución neutralizante (se observó un cambio de color de amarillo a 

naranja-rosado) y 3µL de buffer de carga 2x. 
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Se preparó un gel de acrilamida al 12%, donde se cargaron y separaron 21 µL de las 

muestras derivatizadas, seis en total, más un marcador de peso molecular. 

Se puso a transferir del gel de acrilamida a una membrana de nitrocelulosa durante 

1h, después la membrana fue bloqueada con TBST 5% de leche durante toda la noche en 

agitación constante a temperatura ambiente. Al día siguiente, se realizaron tres lavados a 

la membrana, cada uno de 10 minutos con 10ml de TBST, luego en el mismo volumen de 

TBST se hizo una dilución para que el anticuerpo primario quedara  1:150 (66 µL) y se dejó 

incubando por 2 h; se volvió a lavar como ya se mencionó y se adicionó el anticuerpo 

secundario 1:300 (33 µL) durante 2 h y nuevamente se lavó. 

Se agregaron 0.5ml de la solución B y  0.5 ml de la solución A del kit sobre la 

membrana que fue colocada entre dos acetatos, 5 min después se expuso a un papel 

fotográfico a diferentes tiempos 5 min, 15 min y 30 min, para después ser revelado. 
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Resultados y Discusión. 

 

Cinética de crecimiento de la cepa silvestre de A. baumannii en presencia de etanol. 

 

Para observar si existía algún defecto en el crecimiento de A. baumannii en 

presencia de etanol al 3%, se creció la cepa silvestre en medio YPD o LB hasta la fase 

exponencial. Al alcanzar una DO600 de 1.5, se añadió etanol al 3%. En paralelo, un cultivo 

similar al anterior, fue incubado sin etanol. Se procedió a tomar muestras de los cultivos a 

diferentes tiempos a partir del estímulo y se determinó la D.O.600. 

Se observó que el etanol al 3% ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento (Fig. 

5 y 6). En particular, en el medio YPD se observa una ligera reducción en la D.O. 600,a los 75 

min después de haber añadido el etanol. Dicha reducción se vuelve más aparente al min. 

120 (Fig. 5).  

 En el caso de los cultivos en medio LB, se observó una ligera disminución de la 

D.O.600 25 min después de haber añadido el etanol. Como se puede observar en la figura 2, 

dicha diferencia, con respecto al cultivo sin etanol, se mantiene durante el resto del 

ensayo. 

A partir de estos resultados, podemos suponer que la reducción en el crecimiento 

provocada por el etanol al 3%, puede estar dada por un desvío en la energía de las células 

para tratar de contender con el efecto del etanol al 3%, o también a que las células fueron 

lisadas por el alcohol. Sin embargo, a los tiempos 25 y 45 min, en medio YPD, no parece 

haber diferencias significativas entre los cultivos incubados sin y con etanol. Es factible 

que la respuesta celular para contender ante este estrés sea lo suficientemente robusta 

para no afectar el crecimiento en medio YPD a estos tiempos. 

Cabe mencionar que también se llevó a cabo la determinación de la cuenta viable 

de los cultivos. Sin embargo, no fue posible estandarizar la cuenta viable en ausencia de 

etanol. Hemos atribuido este resultado a la facilidad con la cual las células de A. 

baumannii suelen aglutinarse o agruparse (tal y como se observa en la Fig. 1 de la sección 

de introducción). 
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Fig. 5. Cinética de crecimiento de A. baumannii en presencia (cuadrados) o ausencia (rombos) de etanol (3%) 

en medio YPD.  

 

Fig. 6. Cinética de crecimiento de A. baumannii en presencia (cuadrados) o ausencia (rombos) de etanol (3%) 

en medio LB. 
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Como fue mencionado en la introducción, en un estudio en el que se caracterizó el 

perfil transcripcional de A. baumannii en presencia de etanol se observó la inducción de 

los genes otsBA en respuesta a la presencia de etanol al 3% durante 20 min (datos no 

publicados).  Con el fin de confirmar los resultados de dicho experimento pero utilizando 

una metodología alternativa, se procedió a fusionar la región regulatoria del operón otsBA 

río arriba del gen reportero lacZ. 

Los genes otsBA en el genoma de A. baumannii probablemente forman un operón 

ya que el codón de paro de otsB se localiza 13 nucleótidos dentro del marco de lectura 

correspondiente a otsA. Por esta razón consideramos que la región río arriba de otsB debe 

de contener el promotor correspondiente al operón.  

Se procedió entonces a clonar la región ubicada río arriba de otsB, en el plásmido 

pMP220. En este plásmido es posible llevar a cabo fusiones transcripcionales con el gen 

lacZ, ya que la secuencia de lacZ presente en el plásmido carece de señales de inicio de la 

transcripción.  

 

Construcción del plásmido pMP_otsBA 

 

Con el propósito de clonar la región regulatoria del operón otsBA se extrajo el DNA 

cromosomal de A. baumannii ATCC17978 y se amplificó por PCR la región río arriba del 

marco de lectura abierto de otsB. Se utilizaron los oligonucleótidos abot sp1 que contiene 

un sitio de reconocimiento para la enzima de restricción PstI y abot sp2 con un sitio de 

restricción para la enzima EcoRI (ver Material y métodos para detalles adicionales). Abot 

sp1 reconoce la secuencia nucleotídica localizada 65 pb río abajo de la metionina 

iniciadora de OtsB, mientras que abot sp2 reconoce una secuencia localizada 394 pb río 

arriba. El producto de la reacción de amplificación (459 pb), se purificó y fue clonado en el 

vector pCR2.1-TOPO como intermediario para después clonarlo en el vector pMP220 (Fig. 

7). 
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Fig. 7. Clonación de la región regulatoria de operón otsBA en el plásmido pMP220. 
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Expresión de la fusión transcripcional otsBp-lacZ en presencia de etanol. 

 

Con el fin de determinar si el etanol al 3% era capaz de inducir la actividad en el 

promotor presente en el plásmido pMP_otsBA, se procedió a transformar  la cepa 

silvestre de A. baumannii con el plásmido pMP_otsBA. Se seleccionó una colonia 

resistente a Tc, la cual mostró una coloración azul en presencia de X-gal. Esta cepa fue 

utilizada para determinar la cantidad de -galactosidasa producida en presencia y en 

ausencia de etanol al 3%. 

En la figura 8, se muestran las actividades de -galactosidasa obtenidas a partir de 

cultivos crecidos a diferentes tiempos después de añadir etanol al 3%. Se puede observar 

que en presencia de etanol, la actividad de -galactosidasa aumenta desde el minuto 25 al 

compararla con la actividad presente en las células sin etanol, el aumento varía 

dependiendo del tiempo, siendo de un 92% a los 25min, 117% a los 45 min y 78% a los 75 

min. Con base a estos resultados, podemos concluir que sí existe un aumento en la 

actividad del promotor otsBA debido al estímulo por etanol al 3%. No obstante también se 

observa que la actividad de -galactosidasa también aumenta con el tiempo, en los 

cultivos que no contienen etanol aunque en menor medida. A partir de este resultado 

podemos inferir que la expresión del operón otsBA ocurre constantemente durante el 

crecimiento de A. baumannii y se ve fuertemente incrementada por la presencia de etanol 

al 3%.  

 En el caso del medio LB, se observó que en presencia de etanol, la actividad de -

galactosidasa  presentó aumento de un 25% a partir de los 25 min de incubación en 

presencia del estímulo y en la actividad del promotor de otsBA, este se hizo más marcado 

a los tiempos 45 min con un aumento del 49% y 75 min con un 67% (Fig. 9).  
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Fig. 8. Actividad de -galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio YPD en ausencia 

(azul) o presencia (rojo) de etanol al 3%. El etanol fue añadido al tiempo 0, y se tomaron muestras a los 

tiempos indicados en el figura. 

Fig. 9. Actividad de -galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio LB en ausencia 

(azul) o presencia (rojo) de etanol al 3%. El etanol fue añadido al tiempo 0, y se tomaron muestras a los 

tiempos indicados en el figura. 
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Parece no haber una relación entre la expresión del operon otsBA en presencia de etanol 

y la composición del medio de cultivo como se muestra en la fig. 10, descartando así la 

posibilidad de que en medio YPD el cual contiene dextrosa, esta última se utilice como 

sustrato para la síntesis de trehalosa. 

 

Fig. 10. Actividad de -galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio LB  en  

presencia de etanol (azul) y ausencia (verde) y en medio YPD en presencia de etanol (rojo) y ausencia 

(morado). Comparativa de las actividades enzimáticas en ambos medios de cultivo tomando solo tiempos 

con desviaciones estándar significativas. 

 

Expresión de la fusión transcripcional otsBp-lacZ en presencia de NaCl. 

 

Ha sido reportado que durante el estrés osmótico y durante la fase estacionaria de 

crecimiento ocurre la síntesis de trehalosa97. Nos planteamos determinar si en A. 

baumannii, la exposición a 2.5% NaCl promueve la expresión del operón otsBA.  

Para observar si existía alguna diferencia en el crecimiento del cultivo provocada 

por la inclusión de NaCl al 2.5%, tomamos muestras del cultivo a diferentes tiempos a 

partir del estímulo y medimos la D.O.600. (Fig. 11). Se encontró que a partir de los 75 min 

post estímulo existe un ligero decremento en el crecimiento del cultivo con NaCl al 2.5% 
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(Fig. 11). Al igual que en el caso de  los experimentos realizados en presencia de etanol, 

esta reducción en el crecimiento podría deberse a un desvío de la energía de las células 

para tratar de contrarrestar el efecto del NaCl 2.5%. Sin embargo, dadas las desviaciones 

estándar, las diferencias no son significativas, y que la presencia del NaCl no afecta el 

crecimiento.  

 

 

 

Fig. 11. Cinética de crecimiento de A. baumannii en ausencia (rombos) y presencia (cuadros) de NaCl 2.5%, 

en medio YPD.  
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Se procedió a determinar la actividad de -galactosidasa de la cepa de A. 

baumannii que lleva el plásmido pMP_otsBA, en ausencia y en presencia de NaCl. Como se 

puede observar en la figura 12, la presencia de NaCl provocó un moderado incremento en 

la cantidad de -galactosidasa de un 60% a los 25 min, 74% a los 45 min y 63% a los 

75min.Este resultado sugiere que el estrés osmótico también contribuye a estimular la 

transcripción del operón otsBA. 

 

 

 

Fig. 12. Actividad enzimática de -galactosidasa en ausencia (azul) y en presencia (rojo) de NaCl 2.5%, en 

medio YPD. 
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Sin duda alguna se observó que el etanol al 3% incrementa los niveles de actividad 

en el promotor otsBA pero la pregunta: ¿A qué tipo de estrés se debe éste incremento?, 

puede contestarse de varias formas. Una posibilidad es que este compuesto podría actuar 

como un osmolito que al desequilibrar la concentración del medio extracelular provoque 

un flujo de agua del interior hacia el exterior de la célula por ósmosis; por eso realizamos 

un experimento donde utilizamos NaCl al 2.5% para provocar un estrés osmótico y ver si 

este tipo de estrés era capaz de inducir la actividad del promotor otsBA. Los resultados de 

las pruebas de estrés osmótico por NaCl 2.5% muestran que,  al igual que en el caso del 

etanol, existe un incremento en la actividad del promotor otsBA, esto significa que la 

hipótesis acerca del etanol actuando como osmolito pudiera ser correcta ya que también 

el NaCl 2.5% es capaz de promover la actividad de éste promotor aunque en menor 

medida que el etanol. 

Otra explicación de por qué el etanol al 3% induce la actividad del promotor otsBA 

podría deberse a que el grupo alcohol genera radicales libres en la célula poniéndola ante 

un estrés de tipo oxidativo.Esta hipótesis explicaría también el por qué el gen que codifica 

para la catalasa es otro de los genes que incrementan su transcripción con etanol al 3% 

(resultados del laboratorio no publicados). Con el fin de evaluar esta posibilidad, se realizó 

un experimento con peróxido de hidrógeno en dos concentraciones y se evaluó la 

actividad del promotor otsBA utilizando el plásmido pMP_otsBA. 

En las pruebas realizadas con peróxido de hidrógeno con diferentes 

concentraciones (5 y 10 mM durante 20 min), se encontró que no hubo un incremento en 

la actividad debida al promotor otsBA en comparación con el control (Fig. 13), esto podría 

deberse a que la concentración del peróxido no fue lo suficientemente alta como para 

poder provocar un estrés oxidativo, o a que el tiempo en el cual se tomó la muestra no fue 

el adecuado, ya que el efecto del peróxido pudo haber sido inmediato y posteriormente 

pudo haber disminuido la intensidad de la respuesta (asumiendo que la respuesta ante el 

estímulo presenta un punto máximo a partir del cual disminuye). 
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Fig. 13. Actividad de -galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, en ausencia o presencia de 5 y 10 

mM peróxido de hidrógeno. 

 

Para descartar la posibilidad de que las células se estuvieran lisando por efecto del 

peróxido de hidrogeno, se llevó a cabo la determinación del número de células viables 

después de 20 min de exposición al peróxido de hidrógeno. En las cajas sembradas se 

halló que el número de colonias por tratamiento era muy similar entre 0 y 5 mM (tabla 2), 

lo que ayudó a descartar la hipótesis de que en presencia de peróxido de hidrógeno el 

promotor otsBA si pudiera ser inducido, pero que dado el número de células lisadas por el 

estímulo, este efecto no fuera detectable.  

 

 
Tabla.2 Cuentas viables en 
diferentes concentraciones de 
peróxido de hidrógeno. 

 

 

 

 

Concentración de H2O2 ufc/mL 

  Sin H2O2  5.16x108 

5mM H2O2  4.56x108 

10 mM H2O2  2.6x107 
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Inmunodetección de la proteína carbonilada  

 

              A pesar de que los resultados anteriores indican que el peróxido de hidrógeno no 

induce la expresión del operón otsBA, aún es posible que el etanol al 3% induzca otro tipo 

de estrés oxidativo, que por un lado incremente la síntesis de la catalasa y por el otro la 

síntesis de la trahalosa. Con el fin de explorar esta posibilidad, se llevó a cabo un ensayo 

de Western blot, para determinar la presencia de proteínas carboniladas generadas por 

etanol al 3% durante 25 min. 

En la inmunodetección realizada con el kit OxyBlot de la compañía Millipore, 

encontramos que en presencia de etanol al 3%, es posible detectar proteínas de alto peso 

molecular que reaccionaron con los anticuerpos (Fig. 14), esto quiere decir que el etanol sí 

es capaz de provocar la acumulación de proteínas carboniladas, en contraste con el 

peróxido de hidrógeno, en donde no se observa una reacción con el anticuerpo y esto 

puede ser por lo previamente explicado de que es necesario una mayor dosis de peróxido 

de hidrógeno o el tiempo al cual se tomó la muestra, las proteínas carboniladas ya se 

encontraban degradadas. 

 

 

Fig. 14. Western blot utilizando 

anticuerpos que detectan 

proteínas carboniladas. Las 

diferentes muestras probadas se 

indican en la parte superior del 

gel. Se observan algunas 

proteínas de alto peso molecular que corresponden al carril donde fue cargada la muestra con el estímulo 

de etanol tras haber transcurrido 25 min. 
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos postular que el 

etanol al 3% provoca la inducción del operón otsBA debido al estrés osmótico y oxidativo 

que este metabolito genera. 

En artículos previamente citados en la introducción, se menciona que la síntesis de 

trehalosa también es inducida mediante el estrés por desecación y el estrés térmico. En 

este sentido, el alcohol como agente químico desnaturaliza proteínas y deshidrata a las 

células, entrando en ellas y desplazando el agua, haciendo imposible para estas continuar 

con su metabolismo. Asimismo, en muchos de los casos en que se ha reportado un 

aumento en la síntesis de trehalosa, ésta se relaciona con la falta de agua, ya sea en el 

estrés osmótico donde ésta sale de la célula para tratar de equilibrar la concentración de 

un medio extracelular saturado, estrés por desecación donde no hay agua, o durante el 

estrés térmico, por altas temperaturas donde el agua puede evaporarse o a bajas 

temperaturas donde ésta se cristaliza y deja de encontrarse biodisponible para que las 

células la utilicen. En conjunto, estos hechos parecen apuntar a que la  inducción de los 

genes otsBA ocurre cuando la célula percibe escasez de agua. 
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Conclusiones 

 

El etanol al 3%  incrementa la actividad del promotor de los genes otsBA 

El NaCl al 2.5 % incrementa la actividad del promotor de los genes ostBA 

El etanol al 3% parece provocar la acumulación de proteínas carboniladas 

 

 

 

 

 

 

Perspectivas 

 

 

Determinar la cantidad intracelular de las proteínas  trehalosa 6-fosfato sintetasa  y 

trehalosa 6-fosfato fosfatasa presente en las diferentes condiciones de estrés aquí 

tratadas. 

 

Determinar la cantidad de trehalosa intracelular presente para las diferentes condiciones 

de estrés aquí tratadas. 
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