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RESUMEN 

El sistema de quorum sensing es de gran importancia biológica debido a que regula la expresión 

genética de diversos procesos, entre ellos, la producción de factores de virulencia, por lo que la 

inhibición de este sistema podría funcionar como coadyuvante en tratamiento de infecciones 

bacterianas. Algunos antibióticos, como la azitromicina y el ciprofloxacino en concentraciones 

subinhibitorias, han mostrado tener efecto inhibidor sobre la regulación de este sistema. Nos 

preguntamos si los antibióticos cloranfenicol, tobramicina y gentamicina tendrían un efecto similar 

sobre la regulación de este sistema. Por lo anterior, en este estudio evaluamos el efecto de 3 

concentraciones subinhibitorias de cloranfenicol, tobramicina y gentamicina sobre la actividad 

proteolítica, como fenotipo regulado por el sistema de QS de Pseudomonas aeruginosa.  

Obtuvimos que gentamicina presentó una mayor inhibición de la actividad proteolítica en todas sus 

concentraciones, mientras que tobramicina inhibió esta actividad en las concentraciones de ¼ y ⅛ de 

CMI, y promovió la actividad en la concentración de ½ de la CMI. Adicionalmente, agrupamos a los 

antibióticos para obtener un rango amplio de concentraciones y se obtuvo que los aminoglucósidos 

tienen una respuesta no-monotónica trifásica. Esto da paso a seguir con estudios que corroboren los 

tipos de respuestas de los antibióticos en diferentes concentraciones, como alternativa en el control 

de la patogenicidad bacteriana. Por otro lado, P. aeruginosa mostro resistencia al cloranfenicol. 
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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones bacterianas representan un grave problema de salud a nivel mundial que 

cuesta 55 billones de dólares anualmente sólo en los Estados Unidos de América (Smith and Coast 

2019). El daño causado por enfermedades microbianas es producido por diversos factores de 

virulencia como la movilidad, la producción de toxinas y la formación de biopelículas (Josenhans and 

Suerbaum 2002; Rutherford et al. 2012; Yousefi et al. 2016). Estos factores de virulencia son 

regulados por el sistema de QS (Smith, Bu and Suga 2003; Gupta, Setia and Harjai 2011), por lo tanto, 

la inhibición de este sistema presenta una oportunidad en el desarrollo de nuevas  terapias.  

Se han reportado múltiples compuestos con la capacidad de inhibir QS, entre ellos los aceites 

esenciales (Khan et al. 2009; Husain et al. 2015), hormonas (Sperandio et al. 2003), aminoácidos no 

proteinogénicos (Keshavan et al. 2005), y antibióticos (Skindersoe et al. 2008b). Estos últimos son 

compuestos prometedores ya que han pasado pruebas clínicas y su uso es relativamente seguro. Las 

diferentes familias de antibióticos en concentraciones subinhibitorias han mostrado inhibir el QS en 

Pseudomonas aeruginosa; carbapenems ( El-Mowafy et al. 2017), quinolonas (Gupta et al, 2016), 

aminoglucósidos (Bahari et al. 2017) y macrólidos (Bala, Kumar and Harjai 2011). Sin embargo, en 

Chromobacterium violaceum, las penicilinas (Deryabin and Inchagova 2017) y tetraciclinas (Wang et 

al. 2013) han presentado un efecto promotor. Por lo que nos preguntamos cuál es el efecto de 

cloranfenicol, tobramicina y gentamicina sobre el sistema de QS en P. aeruginosa.  

Para estudiar el sistema de QS utilizamos el modelo de producción de proteasas en P. 

aeruginosa. La producción de proteasas es regulada por el sistema QS, por lo que ha sido utilizada en 

múltiples ocasiones como método de estudio de este sistema. Este modelo se basa en la detección 

de la actividad proteolítica de proteasas sobre caseína de leche en agar. Este modelo se utilizó para 

determinar el efecto de concentraciones subinhibitorias de cloranfenicol, tobramicina y gentamicina 

sobre el sistema de QS de P. aeruginosa.  
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MARCO TEÓRICO 

Quorum sensing 

Definición e importancia 

Muchas especies de bacterias y algunos hongos pueden comunicarse a través de un sistema 

llamado Quorum Sensing (QS). El QS es un mecanismo que regula la expresión genética en respuesta 

a la densidad poblacional celular, basada en la producción y detección de moléculas autoinductoras 

(AI) (Miller & Bassler 2001; Rutherford et al., 2012). Cuando la densidad poblacional aumenta y la 

concentración del AI llega a un umbral, se activa un factor transcriptivo positivo que se encarga de la 

regulación de diversos genes.  

La regulación genética por QS controla algunas de las actividades fisiológicas bacterianas. Entre 

ellas está la conjugación (Fuqua and Winans 1996) producción de exoenzimas (Pirhonen et al. 1993), 

bioluminiscencia (Lilley and Bassler 2000), producción de factores de virulencia (Skindersoe et al. 

2008a) y movilidad (Weiss et al. 2008). 

Los sistemas QS son diferentes entre bacterias gram-positivas y gram-negativas.  Las bacterias 

gram-negativas poseen un sistema de tres componentes (Hentzer and Givskov 2003): un AI de tipo 

lactona N-acil homoserina LAH), una sintasa de tipo LuxI y un receptor de señal tipo LuxR. El AI 

funciona como molécula de señalización entre las especies gram-negativas, el cual es sintetizado a 

un nivel basal bajo por la sintasa LuxI y es difundido fuera de la bacteria. Al aumentar la población 

celular bacteriana se produce un umbral en la concentración del AI que interactúa con el receptor de 

señal LuxR, activando el factor de transcripción que regula la expresión de genes controlados por QS 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1. Sistema de QS en bacterias gram-negativas 
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En bacterias gram-positivas el sistema de QS está conformado por dos componentes (Waters 

and Bassler 2005): oligopéptidos como molécula de señalización, y proteínas de dos componentes de 

histidina quinasa como receptores de la señal (Figura 2). Las bacterias secretan oligopéptidos a través 

de una proteína exportadora ABC, al llegar a la concentración umbral éstos son reconocidos por las 

proteínas quinasas de dos componentes unidas a la membrana citoplasmática, iniciando una cascada 

de fosforilación que activa al factor de transcripción que se encarga de regular los genes controlados 

por QS. 

 

 

Además, algunas bacterias presentan un circuito híbrido que posee componentes de los 

sistemas QS gram-positivos y gram-negativos. Por ejemplo, Vibrio harvery utiliza el autoinductor AI-

1 para comunicarse con bacterias gram-negativas y a su vez, posee un segundo autoinductor llamado 

AI-2, que permite la comunicación con especies de bacterias gram-positivas y gram-negativas 

(Bassler, Greenberg and Stevens 1997). 

Fenotipos de estudio de QS 

El sistema de QS puede ser estudiado utilizando métodos de estudio directos o indirectos. De 

manera directa se estudia el sistema cuantificando la concentración del AI (Miller 1972). Mientras 

que de manera indirecta se estudia alguno de los fenotipos regulados por el sistema QS, por ejemplo, 

cuantificando la producción de toxinas (Skindersoe et al. 2008a) o bioluminiscencia (Schaefer et al. 

1996). 

En la Tabla 1 se mencionan los principales fenotipos y organismos utilizados como modelos 

para estudiar los sistemas de QS. 

Figura 2. Sistema de QS en bacterias gram-positivas. 
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Tabla 1. Principales fenotipos y organismos de estudio de los sistemas de QS 

Fenotipo Modelo Referencia 

Producción de violaceína  C. violaceum (McClean et al. 1997) 

Bioluminiscencia  
V. fischeri 
V. harveyi 

(Schaefer et al. 1996) 
Mariscal 2003 

Movilidad por swarming y twitching 

P. aeruginosa 
S. liquefaciens 
B. cepacia H111 
A. baumannii 

Inoue y otros, 2008 
(Rasmussen et al. 2000) 
(Huber et al. 2001) 
(Saroj and Rather 2013) 

Producción de toxinas 
E. faecalis 
S. aureus 
P. aeruginosa 

(Sifri et al. 2002) 
(Qazi et al. 2006) 
(Sokol, Ohman and Iglewski 1979) 

 

Inhibidores de QS 

Existen diversas estrategias que algunos organismos han desarrollado para interferir en el 

sistema QS como mecanismo de defensa contra los competidores. Los inhibidores de QS (IQS) 

pueden actuar de 5 maneras diferentes sobre el AI: 1) inhibir su síntesis; 2) degradarlo 

enzimáticamente; 3) competir contra el para unirse a los sitios receptores; 4) interferir en su unión 

con los promotores de genes; y 5) eliminación (Dong, Wang and Zhang 2007).  

La naturaleza química de los IQS es muy diversa. Algunos de estos son enzimas cómo 

lactonasas, oxidorreductasas, acilasas, lactonasas similares a fosfotriesterasa, y péptidos cíclicos 

(Dong et al. 2000; Fetzner 2015). Por otro lado, existen análogos naturales y sintéticos que pueden 

competir con el AI al ser similares en su estructura química, o interferir en la síntesis y reconocimiento 

de los AI nativos (Khan et al. 2009). 

Los inhibidores naturales de QS son importantes en la ecología de las bacterias, ya que median 

interacciones con otros organismos. Por ejemplo, las furanonas halogenadas presentes en el alga 

Delisea pulchra interfieren en la movilidad por swarming controlada por el sistema QS de Serratia 

liquefaciens (Rasmussen et al. 2000). El extracto de la planta Combretum albiflorum contiene 

flavonoides que reducen los factores de virulencia regulados por el sistema QS de P. aeruginosa 

(Vandeputte et al. 2010). Por otro lado, el ácido salicílico extraído de la planta Arabidopsis thaliana 

mostró una reducción en la formación de biopelículas y la producción de  piocianina, proteasa y 

elastasa en P. aeruginosa (Prithiviraj et al. 2005). Mientras que la bacteria marina Halobacillus salinus 
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produce dos metabolitos de Feniletilamina que inhiben la producción de bioluminiscencia en V. 

harveryi  (Teasdale et al. 2009).  

También existen inhibidores sintéticos de QS, que son producidos por modificaciones químicas 

en el AI. Algunas de las alteraciones más comunes a los AI son sobre la cadena lateral del acilo y/o 

alteraciones en el anillo de lactona (Kalia and Purohit 2011). Por ejemplo, la producción de 

bioluminiscencia por V. fischeri fue inhibida por la presencia del AI con varias sustituciones en el C4 

de la cadena de acilo de 30C6HL o C6HSL (Reverchon et al. 2002).  

Mientras que el análogo del AI 3-OC12HSL, denominado 2-oxociclohexil-3oxododecanamida 

mostró una reducción en la producción de piocianina, elastasa y de la formación de biopelículas por 

P. aeruginosa (Smith, Bu and Suga 2003). También existen moléculas sintéticas similares a AI con la 

capacidad de inhibir el QS como algunos antibióticos (Bahari et al. 2017). 

Quorum sensing y enfermedades infecciosas 

Importancia de las enfermedades infecciosas 

Las enfermedades infecciosas son producidas por la presencia y crecimiento de organismos 

capaces de causar daño al hospedero, comúnmente llamados patógenos. Entre los organismos 

patógenos responsables de estas infecciones se encuentran bacterias, hongos, protozoos y virus. A 

nivel mundial las enfermedades infecciosas representan un grave problema de salud, siendo una de 

las 20 primeras causas de muerte (OMS, 2014), así como son responsables de generar un gasto de 

55 billones de dólares anualmente, tan solo en Estados Unidos (Smith and Coast 2019). En México, 

hasta el año 2014, estas enfermedades han sido la principal causa de morbilidad y mortalidad 

ocupando los tres primeros sitios las infecciones respiratorias agudas, las infecciones intestinales y 

las infecciones de vías urinarias (Soto-Estrada, Moreno-Altamirano and Pahua Díaz 2016). 

Entre las infecciones más agudas se encuentra las infecciones nosocomiales, las cuales son 

adquiridas tras haber recibido atención médica dentro de hospitales y que estaban ausentes antes 

de ingresar (Khan, Baig and Mehboob 2017). Se estima que afectan al 15% de los pacientes 

hospitalizados a nivel mundial, incrementando la tasa de mortalidad y las pérdidas financieras 

(Sydnor and Perl 2011). En México, se calcula que 450.000 casos de infecciones nosocomiales causan 

32 muertes por cada 100.000 habitantes por año (OMS, 2020).  
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Importancia del QS en la patogenicidad y virulencia bacteriana 

La patogenicidad es la capacidad que tiene un microorganismo de causar daño o enfermedad 

en un huésped susceptible. La cantidad de daño generado por la relación patógeno-hospedero 

resulta de factores microbianos y/o de la respuesta del hospedero, la cual se denomina virulencia y 

está relacionada con el número de microorganismos necesarios para causar una enfermedad (Pirofski 

and Casadevall 2012) 

El proceso por el cual un patógeno causa una enfermedad se divide en 4 pasos (Balloux and 

van Dorp 2017), de los cuales 3 pueden ser regulados por QS, lo que resalta su importancia en las 

enfermedades bacterianas. El primero de estos es la exposición, que consiste en el contacto directo 

del patógeno con el hospedero. El siguiente paso es la adhesión al tejido del hospedero, la cual 

depende de adhesinas que son reguladas por QS, como ocurre en Escherichia coli y Serratia 

marcescens (Vuong et al. 2000; Labbate et al. 2007). Éste es seguido de la invasión, donde el 

microorganismo  evade el sistema inmune del hospedero y penetra los tejidos, por lo que utiliza 

mecanismos regulados por QS como proteasas y mecanismos de movilidad como swarming y 

twitching (Huber et al. 2001; Patriquin et al. 2008). Finalmente se lleva a cabo la infección, donde el 

daño que sufre el hospedero es causado por la producción de diversas toxinas reguladas por QS 

(Gupta, Chhibber and Harjai 2016).  

 

Antibióticos 

Los antibióticos son sustancias químicas que tienen un efecto antagónico sobre el crecimiento 

de microorganismos (Waksman 1961). En el entorno natural, son utilizados por los microorganismos 

tanto como para la supervivencia, como ventaja competitiva frente a otros (Davies 1990) y durante 

varias décadas han tenido un papel muy importante en el tratamiento contra infecciones bacterianas.  

Se han propuesto diversas teorías del papel de los antibióticos en la naturaleza, como que 

actúan como armas químicas para inhibir el crecimiento de competidores, ya sea de manera 

defensiva o depredadora, así como que pueden participar en la señalización con otras bacterias u 

otros (Andersson y Hughes, 2014). 
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Clasificación 

Los antibióticos pueden clasificarse de diferentes maneras. Una de ellas es basándose en el 

efecto que tendrán sobre la bacteria. Aquellos que inducen la muerte celular se conocen como 

bactericidas, mientras que aquellos que sólo inhiben el crecimiento celular se denominan 

bacteriostáticos (Kohanski, Dwyer and Collins 2010). También pueden clasificarse de acuerdo con su 

estructura química, mecanismo de acción y espectro de acción. La Tabla 2 muestra una clasificación 

de los antibióticos considerando el mecanismo y espectro de acción y su blanco. 

Tabla 2. Tipos y mecanismo de acción de antibióticos 

Mecanismo Antibiótico Blanco 

Inhibición de la 
síntesis de ADN 

Fluoroquinolonas Topoisomerasa II (DNA girasa), 

topoisomerasa IV 

Sulfamida Síntesis de ácido tetrahidrofólico. 

Inhibición de la 
síntesis de ARN 

Rifamicinas RNA polimerasa dependiente de DNA 

Inhibición de la 
síntesis de la pared 

celular 

β-lactámicos Proteínas de unión a penicilina 

Glicopéptidos Unidades de peptidoglicano terminal 

D-Ala-D-Ala dipéptido 

Lipopéptidos Lipopolisacárido en la membrana externa 

Inhibición de la 
síntesis de proteínas 

Aminoglucósidos Ribosoma 30S 

Macrólidos Ribosoma 50S 

Anfenicoles Ribosoma 50S 

Tetraciclinas Ribosoma 30S 

 

Aminoglucósidos 

Los aminoglucósidos son una clase de antibióticos bactericidas utilizados ampliamente en el 

tratamiento por enfermedades bacterianas. Presentan mayor potencia contra bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae, y también han mostrado eficacia contra S. aureus, P. aeruginosa y A. baumanii 

(Forge y Schacht, 2000) 

Su estructura central presenta 5 o 6 grupos amino o azúcar conectados por enlaces 

glucosídicos a un aminociclitol, comúnmente 2-desoxstreptamina (Mingeot-Leclercq, Glupczynski 
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and Tulkens 1999; Krause et al. 2016). La presencia de múltiples grupos amino e hidroxilo los hace de 

naturaleza hidrófila, bastante polares, básicos y solubles en agua (Jadhav et al. 2019).  

Los aminoglucósidos se clasifican en 4 subclases basadas en sustituciones en el anillo de 

desoxtreptamina (Magnet and Blanchard 2005; Wachino and Arakawa 2012): 1) sin desoxtreptamina, 

como estreptomicina; 2) un anillo monosustituido, como apramicina; 3) un anillo 4,5-disustituido, 

como neomicina; y 4) un anillo de 4,6-disustituido, como amikacina, gentamicina y tobramicina 

(Figura 3). 

Figura 3. Estructura química de las subclases de aminoglucósidos. A. sin desoxtreptamina; B. anillo 

monosustituido; C. anillo 4,5-disustituido; y D. anillo de 4,6-disustituido. Modificado de Krause et al., 2016. 
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El mecanismo de acción de los aminoglucósidos consiste en inhibir la síntesis de proteínas. 

Éstos antibióticos se unen con gran afinidad al sitio A en el ARN ribosómico 16 S del ribosoma 30 S 

(Kotra, Haddad and Mobashery 2000), provocando una codificación errónea en la traducción. Las 

proteínas mal traducidas se insertan y causan daño en la membrana citoplasmática, facilitando una 

rápida adsorción de aminoglucósidos en el citoplasma que aumenta la inhibición de síntesis de 

proteínas y acelera la muerte celular (Ramirez and Tolmasky 2010).  

Cloranfenicol  

El cloranfenicol es un antibiótico de amplio espectro que debido a la toxicidad que presenta es 

utilizado como antibiótico sistémico por su efectividad contra infecciones que ha sido utilizado en el 

tratamiento de infecciones bacterianas. Sin embargo, debido a que ha mostrado ser tóxico dejó de 

ser en primera que presenta toxicidad no se utiliza en primera elección. 

Su estructura está conformada por un grupo p-nitrofenilo y un sustituyente de N-dicloroacetilo 

unido a un 1,3-propanodiol con dos centros quirales (Shaw, 1991) (Figura 4).   

El mecanismo de acción del cloranfenicol consiste en inhibir la síntesis de proteínas al unirse a 

la subunidad 50 S, específicamente al centro de peptidil transferasa, en el ribosoma 70 S (Wareham 

y Wilson, 2002). Impide el ensamblaje de los aminoacil-ARNt que transportan los aminoácidos al 

ribosoma, inhibiendo la formación del enlace peptídico (Schwarz et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química del cloranfenicol. (Tomado de Tereshchenkov et al, 2018). 
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Importancia de la concentración de los antibióticos 

La concentración de los antibióticos juega un papel importante en las bacterias. Esto se debe 

a que la probabilidad de que un antibiótico interactúe con su blanco es directamente proporcional a 

su concentración. Las concentraciones de antibióticos usualmente son clasificadas de acuerdo con su 

efecto sobre la viabilidad y tasa de reproducción de las bacterias. La clasificación más común es en 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB). La CMI es la 

concentración mínima que inhibe el crecimiento de bacterias, mientras que la CMB es la 

concentración mínima que elimina a más del 99.9% de bacterias.  

También es posible estudiar el efecto de un rango de concentraciones. Dentro de este rango 

encontramos a la CMI y CMB que inhiben el crecimiento bacteriano, sin embargo, también hay 

Concentraciones Subinhibitorias (CSI) capaces de promover su crecimiento, probablemente porque 

los antibióticos en concentraciones bajas tienen funciones de señalización en bacterias (Goh et al. 

2002; Davies, Spiegelman and Yim 2006). Este tipo de respuesta bacteriana no lineal es conocida 

como no-monotónica (Conolly and Lutz 2004) y es característica de múltiples antibióticos (Deng et 

al. 2012; Mathieu et al. 2016)  

. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

➢ ¿Qué efecto tendrán las concentraciones subinhibitorias de cloranfenicol, tobramicina y 

gentamicina sobre el sistema quorum sensing? 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 

Si las CSI de cloranfenicol, tobramicina y gentamicina inhiben la producción de proteasas regulada 

por QS en P. aeruginosa, entonces existirá una reducción en halos de degradación de proteólisis. 
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OBJETIVOS 

 

GENERAL 

• Evaluar el efecto de concentraciones subinhibitorias de cloranfenicol, tobramicina y 

gentamicina sobre el sistema QS de P. aeruginosa.  

 

 

PARTICULARES 

● Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de cloranfenicol, tobramicina y 

gentamicina para P. aeruginosa 

● Determinar el efecto inhibitorio de las CSI de cloranfenicol, tobramicina y gentamicina sobre 

la actividad proteolítica de P. aeruginosa. 

  



 

 

18 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención y mantenimiento de P. aeruginosa 

P. aeruginosa PAO1 fue amablemente proporcionada por el laboratorio de Osmorregulación 

de la UMF de la FES Iztacala, UNAM. Esta se mantuvo en placas de agar nutritivo a 32 °C entre los 

experimentos.  

Diseño experimental 

Para determinar el efecto inhibitorio de las CSI de antibióticos sobre el sistema QS de P. 

aeruginosa se evaluó la actividad proteolítica. El diseño experimental consistió en tres grupos: 

cloranfenicol, tobramicina y gentamicina y cada grupo estaba conformado por 5 subgrupos con 0.5, 

0.25 y 0.125 de la CMI de los antibióticos, ácido salicílico 5 mM como control positivo (Gupta, 

Chhibber and Harjai 2016) y agua como control negativo. Se realizaron 7 repeticiones de cada 

tratamiento. 

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

La determinación de la CMI de cloranfenicol, tobramicina y gentamicina se realizó por el 

método de microdiluciones en agar. Se realizaron diluciones seriadas en agar nutritivo, preparando 

una serie de 10 placas con agar nutritivo adicionadas por separado con una solución stock de 3 mg/ml 

de tobramicina, 5 mg/ml de gentamicina y 5 mg/ml de cloranfenicol en un rango de 0 - 5 µg/ml, 0 - 

0.50 µg/ml y 0 - 70 µg/m, respectivamente (Tabla 3). Se consideró como CMI a la concentración más 

baja de antibiótico que inhibió el crecimiento de la bacteria en el agar. Tobramicina Opko 

Cloranfenicol Son’s frasco con 15 ml 

 

Tabla 3. Rango de concentraciones de antibióticos 

 

 

Antibiótico 
Sol. 

stock 
Diluciones (µg/ml) 

Tobramicina 5 0 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 

Gentamicina 3 0 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 

Cloranfenicol 5 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 



 

 

19 

Evaluación del efecto de los antibióticos sobre el sistema de QS  

Para determinar el efecto CSI de los antibióticos utilizamos el método propuesto por Pailin y 

colaboradores en 2001 (Pailin et al. 2001) basado en el tamaño del halo de proteólisis en cajas de 

agar de leche. Se utilizaron cajas de agar leche (leche en polvo 72 g/L, agar 25 g/L, glicina 20g/L). El 

agar y la leche fueron esterilizados por separado. Se mezcló la leche y el agar y se vertió la mezcla en 

cajas Petri y se les adicionó por separado 0.5, 0.25 y 0.125 de la CMI de tobramicina, gentamicina y 

cloranfenicol.  

Las placas fueron inoculadas con 5µL de P. aeruginosa PAO1 que contenían 1x105 UFC/µL. El 

inóculo se preparó centrifugando 500 µl de cultivo de toda la noche de P. aeruginosa PAO1 a 8,000 

rpm por 5 minutos y la pastilla fue resuspendida en 200 µl de caldo nutritivo. Una vez inoculadas las 

placas, fueron incubadas a 27 °C durante 24 h y finalmente fueron fotografiadas para la posterior 

medición del diámetro de los halos con ImageJ versión 1.52a.  

 

Análisis de datos  

La normalidad de los datos fue revisada con una prueba de Shapiro-Wilk, la prueba resultó 

positiva, por lo que los datos fueron analizados con un ANOVA de un factor, seguido de una prueba 

de Tukey. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 Para evaluar el efecto de los antibióticos sobre el sistema QS se obtuvieron las CMI y 

posteriormente se determinaron sus CSI. La CMI de gentamicina fue 0.3 µg/ml, mientras que para 

tobramicina fue de 2 µg/ml. Por otro lado, P. aeruginosa presentó una gran resistencia al cloranfenicol, 

por lo que no fue posible determinar su CMI y, por lo tanto, su efecto sobre el sistema QS. 

 Para obtener un rango amplio en las CSI se tomó ½, ¼ y 1/8 de la CMI de gentamicina y 

tobramicina (Tabla 4) 

 

 

 

 

La búsqueda de inhibidores del sistema de QS es de suma importancia ya que estos pueden ser 

usados para controlar la virulencia de bacterias. Encontramos que los antibióticos probados inhiben el 

sistema QS de P. aeruginosa, donde gentamicina muestra una mayor reducción en los halos de inhibición 

de proteasas en las concentraciones probadas (Figura 6), similar al ácido salicílico (Figura 5). Mientras que 

en tobramicina se observa una menor reducción en la inhibición de proteasas en comparación con el ácido 

salicílico (Figura 7). 

  

 
Gentamicina 

(µg/ml) 
Tobramicina 

(µg/ml) 

1/2 0.15 1 

1/4 0.075 0.5 

1/8 0.037 0.25 

Tabla 4. Concentraciones subinhibitorias (CSI) de gentamicina y tobramicina. 

Figura 5. Control positivo y negativo.                                                                   

a. Ácido salicílico 5 mM; b. Agua destilada 
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Figura 6. Actividad proteolítica de P. aeruginosa en las CSI de gentamicina. 

a. 0.150 µg/ml; b. 0.075 µg/ml; c. 0.037 µg/ml  
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Gentamicina causó la mayor inhibición de la actividad proteolítica de los antibióticos probados, este 

inhibió el 70%, 83%, y 72% (n=7, P=<0.001) de la actividad en las concentraciones de 0.15, 0.075 y 0.037 

µg/ml, respectivamente. Lo anterior muestra que gentamicina tiene una actividad inhibitoria en las 

concentraciones estudiadas y una eficiencia similar al ácido salicílico, el cual inhibió el 88% de la actividad 

proteolítica (Figura 8). 

Figura 7. Actividad proteolítica de P. aeruginosa en las CSI de tobramicina. 

a. 1 µg/ml; b. 0.5µg/ml; c. 0.25 µg/ml  
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Figura 8. Inhibición de la actividad proteolítica de P. aeruginosa por gentamicina. 

La inhibición de la actividad proteolítica por las diferentes concentraciones de gentamicina concuerda con 

lo observado en estudios similares en P. aeruginosa donde se ha utilizado azitromicina (Tateda et al. 2001; 

Bala, Kumar and Harjai 2011) y polimixina (Cummins et al. 2009) para inhibir el sistema de QS. Algunas 

otras substancias con propiedades antibacteriana como las antraquinonas (Coenye et al. 2007) y el 

carvacrol en concentraciones subinhibitorias también causan inhibición del sistema QS (Burt et al. 2014).  

A diferencia de gentamicina, tobramicina presentó un efecto altamente dependiente de su concentración, 

causando una inhibición del 51% y 6% (n=7, P = <0.001) de la actividad proteolítica en las concentraciones 

de 0.5 y 0.25 µg/ml, respectivamente. Además, encontramos un efecto promotor del 6% (n=7, P = <0.001) 

de la actividad proteolítica en la concentración de 1 µg/ml (Figura 9).  
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Figura 9. Inhibición y promoción de la actividad proteolítica de P. aeruginosa por tobramicina. 

Lo anterior sugiere que P. aeruginosa presenta una respuesta no-monotónica a la tobramicina. 

Para analizar esto, realizamos una correlación entre la concentración absoluta de tobramicina y su 

actividad inhibitoria, encontrando una relación inversamente proporcional a la concentración del 

antibiótico (R = 0.785, n = 21) (Figura 10). Esto contradice lo observado para tobramicina, donde se mostró 

que la inhibición del sistema de QS fue directamente proporcional a su concentración (Garske et al. 2004). 

No obstante, en el estudio antes mencionado utilizaron concentraciones dos órdenes de magnitud más 

elevadas que en nuestro estudio. 
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Figura 10. Correlación entre la concentración absoluta y la actividad inhibitoria de tobramicina. 

Tobramicina y gentamicina pertenecen al grupo de antibióticos aminoglucósidos, por lo que son 

similares químicamente y comparten un mismo mecanismo de acción. Sin embargo, el efecto de ambos 

antibióticos es muy diferente. Nos preguntamos si estas respuestas se relacionan con la concentración 

absoluta de antibiótico por lo que realizamos una regresión entre la concentración absoluta y el 

porcentaje de inhibición del sistema de QS (Figura 11). Encontramos una relación entre la concentración 

absoluta de antibióticos y la actividad proteolítica al obtener un rango más amplio de concentraciones 

agrupando ambos antibióticos. 
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Figura 11. Correlación entre la concentración y la actividad inhibitoria de aminoglucósidos.  

Al observar la relación entre la actividad absoluta y la actividad proteolítica podemos sugerir que 

P. aeruginosa presenta una respuesta no-monotónica de tres fases a los aminoglucósidos (R = 0.785, n = 

21). La primera fase se presenta en concentraciones muy bajas de aminoglucósidos, mostrando una 

respuesta inhibitoria de la actividad proteolítica; la segunda fase ocurre en concentraciones bajas, 

causando una respuesta promotora de la actividad proteolítica; mientras que la tercera fase presente en 

concentraciones altas causa inhibición del crecimiento bacteriano.  

Respuestas no-monotónicas similares a las observadas en este estudio han sido descritas en 

múltiples ocasiones. Por ejemplo, Escherichia coli presenta una respuesta de este tipo a ampicilina 

(Mathieu et al. 2016) y tetraciclina (Migliore, Rotini and Thaller 2013), así como Photobacterium a las 

sulfonamidas (Deng et al. 2012). A diferencia de estos estudios donde la respuesta no-monotónica es de 

dos fases, nuestro trabajo muestra la existencia de una respuesta de tres fases. No obstante, este tipo de 

respuestas son observadas utilizando rangos amplios de concentraciones, por lo que para confirmar esto, 

es necesario realizar un nuevo diseño experimental para extender el rango de concentraciones de ambos 

antibióticos.  
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CONCLUSIÓN 

Encontramos una respuesta no monotónica en los aminoglucósidos estudiados, tobramicina y 

gentamicina, dentro de esta respuesta encontramos CSI en las que el antibiótico presenta una alta 

capacidad inhibitoria del sistema de QS de P. aeruginosa, esto muestra que estos aminoglucósidos tienen 

un alto potencial para ser usados como inhibidores del sistema QS 
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