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RESUMEN 

La resistencia a antibióticos es una grave amenaza global, por lo que es urgente 

desarrollar nuevos fármacos contra bacterias resistentes. Además de los 

microorganismos terrestres, el entorno marino también alberga un potencial 

desconocido para descubrir nuevos antibióticos. En este estudio, examinamos 82 

cepas bacterianas marinas del Golfo de México (GoM) como posibles fuentes de 

nuevos antibióticos. Identificamos ocho cepas con actividad inhibitoria contra 

bacterias patógenas, incluyendo una nueva especie de Pseudomonas, 

Pseudomonas sp. GOM7, que mostró actividad antibacteriana contra bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas, incluyendo cepas de Staphylococcus aureus 

resistentes al antibiótico meticilina; S. aureus resistente a meticilina es uno de los 

patógenos prioritarios establecidos por la Organización Mundial de la Salud para el 

desarrollo de nuevos antibióticos. Determinamos que los compuestos anti-S. aureus 

de Pseudomonas sp. GOM7 pueden extraerse con acetato de etilo. Para 

complementar el estudio de Pseudomonas sp. GOM7, se realizó la secuenciación 

completa de su genoma; el análisis bioinformático del mismo reveló la presencia de 

seis grupos de genes que codifican para posibles compuestos antimicrobianos. 

Las 7 cepas marinas restantes que presentaron actividad antibacteriana fueron 

identificadas como P. aeruginosa, la cual es una bacteria patógena oportunista que 

se encuentra en diversos nichos hospitalarios y ambientales. El análisis de las 

propiedades de virulencia y la resistencia a antibióticos de los patógenos 

ambientales es de gran interés desde la perspectiva de "Una Salud", este es un 

concepto que resalta la interconexión entre la salud humana, animal y ambiental. 

En nuestro estudio determinamos que la cepas marinas de P. aeruginosa aisladas 

del GoM presentan propiedades de virulencia similares a las cepas clínicas, como 

la expresión de varios factores involucrados en virulencia de esta bacteria y la 

capacidad de matar a larvas de Galleria mellonella. En contraste, la cepas marinas 

de P. aeruginosa aisladas del GoM mostraron mayor sensibilidad a antibióticos que 

las cepas clínicas. Adicionalmente, encontramos una mayor presencia de 

integrones de clase 1 en las cepas clínicas que en las cepas marinas; la presencia 

de estos integrones se utiliza como marcadores de impacto antropogénico. 

Nuestros resultados muestran el potencial del Golfo de México, y en particular el de 

la cepa Pseudomonas sp. GOM7, como una fuente con potencial para la 

identificación de nuevos antibióticos. Además, nuestros resultados indican que las 

cepas de P. aeruginosa aisladas de este ambiente marino presentan propiedades 

de virulencia similares a las de cepas clínicas de esta bacteria, pero su nivel de 

resistencia a antibióticos es bajo comparado con las cepas clínicas. 
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ABSTRACT 

Antibiotic resistance is a serious global threat and there is an urgent need to develop 

new drugs against resistant bacteria. In addition to terrestrial microorganisms, the 

marine environment holds an unknown potential for the discovery of new antibiotics. 

In this study, we screened the antibacterial activity of 82 bacterial strains isolated 

from water samples collected in the Gulf of Mexico. We identified eight marine strains 

showing growth inhibitory activity against pathogenic bacteria, one of these marine 

strains is a new Pseudomonas species, Pseudomonas sp. GOM7, which was not 

pathogenic in Galleria mellonella larvae, a widely used model to test bacterial 

virulence. Pseudomonas sp. GOM showed antibacterial activity against Gram-

positive and Gram-negative bacteria, including strains of Staphylococcus aureus 

resistant to the antibiotic methicillin; methicillin-resistant S. aureus is one of the 

priority pathogens identified by the World Health Organization for the development 

of new antibiotics. We found that the anti-S. aureus compounds produced by 

Pseudomonas sp. GOM7 can be extracted with ethyl acetate. To complement the 

characterization of Pseudomonas sp. GOM7, its complete genome was sequenced; 

bioinformatic analysis of the genome revealed the presence of six clusters of genes 

encoding for potential antimicrobial compounds. 

The remaining seven marine strains with antibacterial activity were identified as P. 

aeruginosa, an opportunistic pathogen found in both hospital and environmental 

settings. Analyzing the virulence characteristics and antibiotic resistance of 

environmental pathogens is important from a “One Health” perspective, which 

underscores the interconnectedness of human, animal, and environmental health. 

Our study revealed that P. aeruginosa strains from the Gulf of Mexico exhibited 

similar virulence characteristics to clinical strains, including the expression of several 

virulence factors and the ability to kill G. mellonella larvae. However, these marine-

isolated strains showed greater antibiotic sensitivity compared to clinical strains. 

Furthermore, we observed a higher presence of class 1 integrons, markers of 

anthropogenic impact, in clinical strains than in marine strains. 

Our results demonstrate the potential of the Gulf of Mexico, and in particular that of 

Pseudomonas sp. GOM7, as a potential source for the identification of new 

antibiotics. Furthermore, our results indicate that P. aeruginosa strains isolated from 

this marine environment have virulence properties similar to clinical strains of this 

bacterium, but their level of antibiotic resistance is low compared to clinical strains.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Crisis mundial de antibióticos 

La resistencia a antibióticos (RA) es un fenómeno en el cual los microrganismos 

desarrollan la capacidad de resistir los efectos de los antibióticos. Esta resistencia 

se debe a cambios genéticos en las bacterias que les permiten neutralizar, destruir 

o evitar los efectos de los antibióticos. La aparición, diseminación y persistencia de 

bacterias resistentes a uno o varios antibióticos, las cuales se denominan multidrogo 

resistentes (MDR), se ha convertido en un grave problema de salud pública a nivel 

mundial. La RA reduce la efectividad de los tratamientos antimicrobianos y puede 

llevar a infecciones más difíciles de controlar y tratar [1]. 

La importancia de la RA es tal que la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha 

declarado que esta problemática es una de las 10 principales amenazas para la 

salud pública a las que se enfrenta la humanidad. Para tratar de combatir esta 

situación, la OMS ha implementado un plan de acción mundial para el control de la 

RA, cuyo objetivo principal es garantizar el tratamiento de enfermedades infecciosas 

mediante el uso responsable de antibióticos y el desarrollo de nuevos 

antimicrobianos [2,3].  

Esta crisis tiene múltiples dimensiones y los datos disponibles sobre esto son 

alarmantes. Estudios recientes sugieren que, si no se realizan cambios significativos 

en el uso de antibióticos, para el año 2050 podrían morir alrededor de 10 millones 

de personas anualmente debido a infecciones causadas por bacterias resistentes a 

múltiples fármacos, con pérdidas económicas estimadas en 100 trillones de dólares 

[4]. Además, en 2019 se estimó que la RA en bacterias estuvo relacionada con más 

de 4.5 millones de muertes, de las cuales alrededor de 1.2 millones fueron 

directamente atribuidas a la RA [5]. Por lo tanto, resulta urgente la implementación 

de políticas que modifiquen los patrones actuales de uso de antibióticos y el 

desarrollo de nuevas estrategias de búsqueda para la identificación y 

descubrimiento de nuevas moléculas con actividad antibacteriana. 

En 2017, la OMS publicó una lista de 12 bacterias de bacterias resistentes a 

antibióticos denominadas patógenos prioritarios, las cual incluye patógenos que 
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representan un grave riesgo para la salud humana y para los cuales es necesario 

promover la búsqueda y desarrollo de nuevos antibióticos. Estos patógenos fueron 

clasificados como de prioridad  crítica, alta y media, según la necesidad del 

desarrollo de nuevos antimicrobianos que las combatan, así como por la alta 

incidencia en infecciones y el grado de RA [6]. En esta lista se encuentran bacterias 

como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., entre otras. Esta lista prioritaria de 

patógenos se considera como un indicador para la priorización de incentivos y 

fondos para investigación y desarrollo destinados al descubrimiento de nuevos 

antibióticos. 

 

1.2. Aparición de la resistencia a antibióticos 

La RA es un aspecto particular de la evolución  natural de las bacterias que se ha 

desarrollado a lo largo de millones de años de evolución, como parte de su 

capacidad para adaptarse y sobrevivir en ambientes hostiles. A pesar de que este 

fenómeno se relaciona principalmente con el uso clínico de los antibióticos, múltiples 

estudios apuntan a que este tipo de moléculas pueden tener otro tipo de rol 

ecológico mostrando efectos no letales en niveles de concentración más bajos [7,8].  

La resistencia a los antibióticos no es un fenómeno reciente, cada vez más estudios 

apoyan que la exposición ambiental a diferentes moléculas ha generado diversos 

mecanismos de resistencia a éstos, incluso antes del uso clínico de los antibióticos. 

Por ejemplo, estudios han demostrado la presencia de bacterias resistentes a β-

lactámicos, tetraciclinas y glicopéptidos en diferentes tipos de suelo, así como en 

una región aislada de una cueva con aproximadamente 4 millones de años de 

antigüedad [9,10]. Además, mediante análisis metagenómicos se han detectado 

genes de resistencia en muestras de permafrost en Alaska con una antigüedad 

aproximada de 30,000 años [11]. Estos hallazgos respaldan la idea de que la 

resistencia a los antibióticos es un fenómeno natural, antiguo y estrechamente 

relacionado con la evolución bacteriana. 
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Diversas investigaciones muestran la rápida progresión de  la  resistencia bacteriana 

a los antibióticos alrededor del mundo [12]. Esta resistencia puede ser intrínseca, 

provenir de mutaciones, o bien originarse por transferencia horizontal de genes. En 

los siguientes puntos abundaremos un poco sobre los diferentes mecanismos de 

resistencia antibióticos presentes en las bacterias. 

 

1.3. Resistencia intrínseca y resistencia adquirida  

La resistencia intrínseca en bacterias se refiere a las características inherentes a 

cada familia, especie o grupo bacteriano que generan un fenotipo de resistencia, 

independientemente de la presencia de una presión de selección (Fig. 1). Esta 

resistencia suele estar codificada en el genoma del organismo y no se adquiere por 

factores externos como la transferencia horizontal de genes (HGT por sus siglas en 

inglés) [13]. Las bacterias pueden tener varias formas de resistencia intrínseca, un 

ejemplo es la membrana externa en bacterias Gram-negativas, que es impermeable 

a ciertos antibióticos y actúa como barrera. Otro ejemplo es la presencia de bombas 

de eflujo y porinas, que expulsan moléculas tóxicas como antibióticos, antisépticos 

y metales pesados [14,15]. 

 

Figura. 1. Mecanismos de resistencia a antibióticos. Se muestran diferentes mecanismos de 
resistencia a antibióticos, incluyendo la expulsión de antibióticos mediante bombas de eflujo, la 
modificación enzimática y degradación de antibióticos, así como la modificación del sitio blanco. 
Modificado de Aslam et al.,  2018. Imagen Creada con Biorender.com.  
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Por otro lado, la resistencia adquirida abarca diversos mecanismos que permiten a 

las bacterias sobrevivir ante la presencia de compuestos tóxicos, especialmente 

como respuesta a la exposición constante a antibióticos. Estos mecanismos pueden 

surgir tanto en ambientes clínicos como en entornos naturales, debido a la presión 

selectiva ejercida por la exposición a los antibióticos y permite que las bacterias 

sobrevivan a la actividad de los antibióticos mediante cambios genéticos específicos 

como la generación de mutaciones o la adquisición de genes de resistencia de otras 

bacterias mediante HGT [16,17]. 

Existen tres principales mecanismos utilizados para la HGT: la conjugación, la 

transformación y la transducción; la conjugación implica contacto directo entre 

bacterias, la transformación involucra la internalización de material genético 

exógeno y la transducción media la transferencia de genes a través de fagos [18]. 

En el contexto de la resistencia a los antibióticos, la HGT desempeña un papel 

crucial en la diseminación de genes de resistencia entre las bacterias. Permite que 

una bacteria previamente susceptible adquiera resistencia al recibir genes de 

resistencia de otra bacteria. Este proceso acelera la propagación de la resistencia 

a los antibióticos entre diversas poblaciones bacterianas, lo que representa un 

desafío significativo en el control de las enfermedades infecciosas. 

En el caso de la resistencia adquirida mediante mutaciones, uno de los mecanismos 

más extendidos implica  la modificación del sitio blanco de acción, mediante el cual 

se altera el blanco molecular del antibiótico, disminuyendo su afinidad por el mismo 

y evitando su efecto [19]. 

 

1.4. Resistencia a antibióticos en ambientes naturales 

La RA es un fenómeno dinámico y en constante evolución. No se limita 

exclusivamente a los entornos clínicos, donde el uso excesivo e indiscriminado de 

antibióticos es una práctica común, sino que también se ha detectado en ambientes 

naturales como suelos y cuerpos de agua. Aunque el uso excesivo e inadecuado de 

antibióticos ha acelerado la aparición y propagación de la RA, existen otros factores 

relacionados con el origen de este problema. Por ejemplo, la presencia de 
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moléculas  antimicrobianas en el ambiente, producidas por microorganismos o como 

contaminantes liberados en el ambiente, proporciona una fuente adicional de 

presión selectiva que podría  favorecer la aparición de RA [20].  

Se ha demostrado que las moléculas antibióticas presentes en el ambiente pueden 

cumplir diferentes funciones, como la activación transcripcional de rutas de 

respuesta a estrés o la modulación de interacciones dentro de comunidades 

bacterianas [21,22]. Además, la "hipótesis del productor" sugiere que los 

microorganismos ambientales que producen antibióticos deben poseer genes de 

resistencia para evitar la actividad inhibitoria de los compuestos antimicrobianos que 

producen. Estos genes de resistencia podrían ser transferidos horizontalmente a 

microorganismos de importancia clínica [23]. 

Esto sugiere que los ambientes naturales actúan como un reservorio de genes de 

resistencia. Además, cada vez hay más evidencia que respalda la idea de que la 

resistencia a antibióticos tiene su origen en las bacterias ambientales [24,25]. Por lo 

tanto, comprender mejor el papel ecológico de los antibióticos y la resistencia a 

antibióticos en entornos naturales puede ser clave para predecir y combatir la 

aparición y evolución de la resistencia a antibióticos en las bacterias patógenas. 

 

1.5. Causas de la crisis y RA en la actualidad  

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 y la posterior introducción de los 

antibióticos en la práctica clínica en la década de 1940, estos medicamentos han 

sido fundamentales para salvar millones de vidas. Sin embargo, su uso excesivo e 

innecesario ha contribuido significativamente a la evolución de la resistencia a los 

antibióticos. Por ejemplo, estudios han reportado que el consumo mundial de estos 

compuestos ha aumentado aproximadamente un 46% entre los años 2000 y 2018, 

de acuerdo al Centro para el control y prevención de enfermedades (CDC), en 

Estados Unidos la RA incrementó un 15% entre 2019 y 2020 [26,27]. 

Además de su uso en el ámbito clínico, los antibióticos también se emplean 

ampliamente como promotores de crecimiento en animales de granja a nivel global 
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[28,29]. Según el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, en el año 2011 

un 73% de los ganaderos administraron al menos un antibiótico al ganado con el fin 

de estimular su crecimiento o como medida profiláctica. Además, se estima que más 

de 14,788 toneladas de antibióticos fueron vendidos para su uso en animales entre 

los años 2009 y 2013, el total de antibióticos clínicamente importantes vendidos o 

distribuidos para su uso en animales destinados a la producción de alimentos 

aumentó un 20% en ese período [30]. 

Otra de las causas que podría explicar la crisis de la resistencia a los antibióticos en 

los últimos años es el desinterés de la industria farmacéutica en el desarrollo de 

nuevos compuestos. En 1998 se introdujeron en el mercado mundial 20 nuevos 

antibióticos, pero para el año 2011 este número se redujo significativamente a solo 

4. En la actualidad, se encuentran en desarrollo clínico 42 antibióticos, de los cuales 

solo 11 tienen el potencial para tratar infecciones causadas por patógenos 

prioritarios listados por la OMS [31,32]. Varias compañías farmacéuticas, como 

Abbot, Merck y Roche, han abandonado el campo del desarrollo de nuevos 

antibióticos, dejando solamente 5 laboratorios (Astra-Seneca, Glaxo-Smith Kline, 

Novartis, Sanofi-Aventis y Schering-Plow) trabajando en la investigación y 

desarrollo de nuevos antibióticos [33]. La principal razón detrás de este desinterés 

en la industria farmacéutica es la baja rentabilidad de la inversión en el desarrollo 

de nuevas moléculas antimicrobianas. El proceso para crear nuevos antibióticos es 

complejo y costoso, con un porcentaje de éxito de aproximadamente el 5%. 

Además, el tiempo que transcurre desde la aparición de un nuevo antibiótico hasta 

que las bacterias desarrollan resistencia a él puede ser de menos de dos años 

[31,34].  

Como resultado de la falta de desarrollo de nuevos antibióticos, sumado a las 

prácticas inadecuadas y el uso extensivo de estos compuestos en el ámbito clínico 

y la producción animal, nos enfrentamos a un problema urgente de salud pública, 

con la disminución de opciones de tratamiento efectivas para las infecciones 

bacterianas resistentes a los antibióticos. 
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Para abordar la problemática de la RA, la OMS desarrolló un plan de acción que fue 

ratificado internacionalmente durante la Asamblea Mundial de la Salud en 2015. El 

plan de la OMS busca promover la conciencia y la responsabilidad en el uso de 

antibióticos, garantizando su uso sólo cuando sea necesario y bajo prescripción 

médica adecuada. Además, enfatiza en la importancia de mejorar la vigilancia y 

recopilación de datos y destaca la necesidad de invertir en investigación y desarrollo 

para encontrar nuevas alternativas terapéuticas y métodos de diagnóstico más 

efectivos. En general, este plan de acción global de la OMS es un esfuerzo integral 

para combatir la resistencia a los antibióticos y preservar la eficacia de estos 

medicamentos para el futuro [2,35]. 

 

Dada la complejidad de la RA, se ha propuesto un enfoque colaborativo para 

abordar esta problemática desde dos perspectivas principales: "Una Salud" (One 

Health) y "Salud Mundial" (Global Health) [36,37]. La primera enfatiza en las 

interacciones que existen entre seres humanos, animales y ecosistemas para 

alcanzar un bienestar máximo. En el contexto de la RA, cada uno de estos tres 

componentes está vinculado debido al uso irresponsable y excesivo de 

antimicrobianos en diferentes sectores como la agricultura, ganadería y la medicina 

humana. Bajo esta perspectiva, agentes infecciosos como bacterias, virus o 

parásitos adquieren relevancia al cruzar con facilidad barreras inter-especie. El 

ambiente también juega un papel crucial, ya que los cambios en los ecosistemas 

debido al impacto antropogénico pueden condicionar y modificar las diferentes 

poblaciones de microorganismos que habitan dichos ecosistemas. Por lo tanto, 

analizar a los patógenos, incluyendo las bacterias ambientales, desde este punto 

de vista proporciona un mejor entendimiento de su origen, transmisión y amenaza 

potencial para la salud [38]. 

 

Por otro lado, la perspectiva de "Salud Mundial" se enfoca en las condiciones que 

facilitan la diseminación global de la resistencia a los antibióticos y en las acciones 

necesarias para controlarla a nivel mundial. Esto incluye el desarrollo y la 

implementación de políticas y estrategias coordinadas a nivel internacional, la 
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vigilancia y el seguimiento de la resistencia en diferentes regiones del mundo. 

Ambos enfoques son complementarios y se refuerzan mutuamente para abordar la 

RA de manera integral y efectiva [39].  

 

En nuestro país, la evaluación de la RA sigue siendo irregular y no existe una red 

organizada de laboratorios que proporcione una visión integral de la situación. 

Aunque en 2018 se publicó en el Diario Oficial de la Federación el "Acuerdo por el 

que se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de Acción contra la 

Resistencia a los Antimicrobianos", aún no se cuenta con datos que reflejen el 

impacto directo de las bacterias resistentes a antibióticos en las tasas de mortalidad 

o en la economía. No obstante, se han realizado estudios que revelan una alta 

prevalencia de estas bacterias en el país [40]. Por ejemplo, se ha reportado que 

cepas de A. baumannii aisladas de pacientes en diferentes hospitales del país 

presentan resistencia a la mayoría de los antibióticos evaluados, incluyendo los 

carbapenémicos. De manera similar, se ha observado un incremento en la 

resistencia a aztreonam en cepas de P. aeruginosa [41]. Además, se ha detectado 

la presencia de 7 de los 12 patógenos prioritarios enlistados por la OMS en 47 

centros hospitalarios mexicanos, y se ha observado un aumento en el porcentaje de 

aislados resistentes a los principales antibióticos utilizados entre 2010 y 2020 [42]. 

Sin embargo, debido a la falta de procedimientos claros, los datos sobre resistencia 

a los antibióticos en México son poco confiables. Ante esta situación, la UNAM ha 

propuesto, a través del Programa Universitario de Investigación en Salud, un plan 

de acción para controlar la resistencia a los antimicrobianos en el país (PUCRA) 

[43]. Estos esfuerzos se alinean con los principales puntos abarcados en el plan 

mundial de la OMS. A pesar de esto, hasta la fecha, ninguna de las acciones 

sugeridas en el acuerdo nacional ha visto avances significativos, y la crisis 

provocada por la pandemia de COVID-19 ha generado aún más problemas en el 

sistema de salud mexicano. Esta situación muestra la gravedad del problema de la 

RA en el país y resalta la necesidad de abordar esta problemática de manera 

urgente y efectiva.  
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1.6. COVID-19 y RA 

La pandemia de COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, ha impactado 

globalmente desde su aparición a finales de 2019. Para diciembre de 2020, había 

infectado a más de 97 millones de personas y causado más de 2 millones de 

muertes, afectando todos los aspectos de la sociedad y evidenciando las 

deficiencias en los sistemas de salud a nivel mundial [44]. 

En medio de esta crisis, la RA, otro de los problemas más alarmantes y urgentes a 

nivel mundial, ha quedado eclipsada. La ausencia de un tratamiento efectivo en las 

etapas iniciales de la pandemia condujo al uso excesivo e inadecuado de 

antibióticos en su tratamiento [45]. Además, la aparición de infecciones bacterianas 

en pacientes con COVID-19, el incremento de hospitalizaciones, incluyendo la 

necesidad de ventilación mecánica y la prolongación de la estancia hospitalaria, 

crearon un entorno que propició el aumento del consumo de antibióticos en los 

hospitales y elevó el riesgo de adquisición de infecciones nosocomiales causadas 

por bacterias MDR [46]. 

Varios estudios revelaron que alrededor del 71.9% de los pacientes con COVID-19 

recibieron antibióticos [47,48]. Además, durante la crisis de COVID-19, se observó 

un aumento en el uso de productos desinfectantes, bactericidas, fungicidas y 

antivirales, así como detergentes, especialmente en los hospitales [49]. El uso 

excesivo de estos productos genera una presión de selección adicional en las 

bacterias expuestas a ellos. Además, puede resultar en la liberación involuntaria de 

moléculas con actividad antimicrobiana en el ambiente, lo que favorece el desarrollo 

de la RA. [50]. Sumado a esto, la investigación en áreas no relacionadas con la 

COVID-19, incluida la resistencia a los antibióticos, ha sido pospuesta, retrasada o 

cancelada. Los recursos económicos destinados a este tipo de proyectos se han 

reducido y el efecto a largo plazo en la investigación sobre la resistencia a los 

antibióticos aún es incierto.  

La pandemia de COVID-19 ha tenido un impacto aún incierto en la lucha contra la 

RA. No obstante, la aparición de bacterias MDR no se detiene. La suma de estos 

factores, junto con los problemas preexistentes, podría propiciar la emergencia de 
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nuevas y más peligrosas “súper bacterias”. Esto podría tener consecuencias a largo 

plazo en la lucha contra la RA [51]. 

 

1.7. Búsqueda de nuevos compuestos antimicrobianos 

Los microorganismos producen una amplia variedad de moléculas con diferentes 

actividades biológicas [52]. Alrededor del 70% de todos los antibióticos disponibles 

son compuestos provenientes del metabolismo secundario de microorganismos del 

suelo, mientras que los últimos antibióticos que han salido al mercado han sido 

obtenidos principalmente mediante modificación química de antibióticos naturales 

[53]. Con el surgimiento de la problemática ocasionada por la RA ha resurgido el 

interés de la comunidad científica por identificar nuevos antibióticos, principalmente 

productos naturales obtenidos de plantas, animales o microorganismos. Los 

productos naturales exhiben un amplio rango de farmacóforos con un alto grado de 

estereoquímica, esta característica contribuye con la capacidad de las moléculas de 

interactuar con diferentes blancos moleculares, presentando una ventaja contra los 

compuestos sintéticos [54].  

 En la era dorada del descubrimiento de antibióticos nuevas clases de antibióticos 

eran descubiertas regularmente, principalmente de bacterias del suelo; antibióticos 

como la actinomicina, estreptomicina, tetraciclinas, entre otros, fueron identificados 

principalmente de bacterias pertenecientes al género Streptomyces [53]. Sin 

embargo, actualmente es claro que debido a la explotación de este ambiente, la 

identificación de nuevos compuestos antibacterianos en este nicho es más 

compleja, a pesar de que solo una pequeña parte del suelo terrestre ha sido 

muestreado en la búsqueda de microorganismos productores de antibióticos. Por 

ese motivo, en los últimos años se ha empezado a realizar la búsqueda de este tipo 

de productores en una amplia variedad de nichos ecológicos, con la idea de que en 

nichos ecológicos poco explorados pueden habitar microorganismos raros con 

características metabólicas únicas que puedan producir compuestos naturales 

novedosos; por ejemplo, geiseres o ambientes marinos, antárticos, desérticos, entre 

otros [55,56]. Más aún, la exploración de ambientes previamente inaccesibles o 
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inexplorados, junto con el uso de nuevas tecnologías para el aislamiento y la 

búsqueda de compuestos bioactivos, proporcionan una nueva y multidisciplinaria 

perspectiva para descubrir nuevos antibióticos. Este enfoque es crucial para 

explotar la diversidad de compuestos naturales producidos por bacterias en estos 

ambientes [57]. 

 

1.8. Estrategias de búsqueda de nuevos antibióticos 

El descubrimiento de antibióticos esenciales como los β-lactámicos, tetraciclinas y 

macrólidos marcó una era dorada, que ahora parece agotada. Este logro se basó 

principalmente en la utilización de la plataforma Waksman, un método que implica 

cultivar microorganismos ambientales para identificar posibles agentes 

antimicrobianos [58]. Sin embargo, su eficacia para descubrir nuevos antibióticos es 

limitada. Las técnicas microbiológicas convencionales, que se apoyan en la 

fisiología, bioquímica y genética bacterianas, enfrentan desafíos para identificar 

compuestos significativos, lo que a menudo resulta en descubrimientos redundantes 

o fracasos en la aplicación clínica de estas moléculas. Sin embargo, los avances en 

técnicas de cultivo, minería metagenómica y metabolómica, así como la 

identificación de reservorios microbianos no explotados, han revelado nuevas vías 

para expandir la búsqueda de nuevos y mejores antibióticos [59]. 

Algunas de estas nuevas estrategias para la búsqueda de antibióticos incluyen el 

cultivo de microorganismos “incultivables”, que son prevalentes en la naturaleza 

pero no crecen en condiciones de laboratorio convencionales. El cultivo in situ, que 

imita los entornos naturales, ha permitido el crecimiento de estas bacterias, 

conocidas como “materia oscura bacteriana”. Un ejemplo de éxito es la teixobactina, 

un antibiótico derivado de Eleftheria terrae, una bacteria Gram-negativa. El 

aislamiento de E. terrae se logró mediante la tecnología de “chip de aislamiento” 

(iChip), que utiliza compuestos naturales para promover el crecimiento en cámaras 

aisladas, similares a unidades de contención enterradas [60,61]. Esto facilita el 

crecimiento y aislamiento de nuevas especies en cultivos puros a través de una 

membrana semipermeable para la transferencia de nutrientes. Otra estrategia para 
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el descubrimiento de antibióticos implica el cultivo conjunto de microorganismos 

interrelacionados. Se utilizan cepas “auxiliares” para estimular el crecimiento 

mediante moléculas bioactivas, lo que activa las vías biosintéticas [62]. 

Otro enfoque para evitar la redundancia en el descubrimiento de antibióticos es el 

uso de métodos in silico para evaluar productores potenciales. La gran cantidad de 

genomas secuenciados en bases de datos públicas ha revelado numerosos grupos 

de genes biosintéticos (BGC) de metabolitos secundarios aún no caracterizados 

[63]. La minería genómica examina los genomas microbianos para identificar 

nuevos conjuntos de genes productores de antibióticos, utilizando herramientas 

como la espectrometría de masas y la informática para refinar las predicciones de 

programas de amplio espectro como antiSMASH. Adicionalmente, los análisis 

metagenómicos permiten analizar todos los microorganismos de un ambiente 

determinado, incluidos los no cultivables, lo que acelera el descubrimiento de 

nuevas moléculas bioactivas y vías biosintéticas en comparación con los métodos 

tradicionales [64]. 

El estudio con estas tecnologías innovadoras de hábitats no explorados podría 

revelar nuevas moléculas antimicrobianas de organismos desconocidos. Además, 

en sintonía con cambios regulatorios, iniciativas gubernamentales y modelos de 

innovación abierta, podrían acelerar el desarrollo de antimicrobianos novedosos 

para combatir el fenómeno de RA. 

 

1.9. Ambiente marino como una fuente de nuevos compuestos con 

actividad biológica 

La tecnología moderna amplía el acceso de los investigadores a los recursos 

naturales del planeta, revelando nuevos reservorios de microorganismos y sus 

singulares capacidades biosintéticas. Los microorganismos marinos representan 

una fuente amplia para la búsqueda de compuestos con diferentes actividades 

biológicas, entre ellos, antibióticos. El ambiente marino contiene aproximadamente 

la mitad de la biodiversidad del planeta, por lo cual representa una prometedora 

fuente para la búsqueda de nuevos compuestos antibacterianos [65]. Las bacterias 
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marinas están expuestas a variaciones en las condiciones ambientales, como la 

temperatura, la presión, la luz y la salinidad, algunos reportes demuestran que la 

producción de moléculas antibacterianas se favorece por la competencia de espacio 

y nutrientes favoreciendo la producción de compuestos únicos [66–68]. Se han 

identificado microorganismos marinos que producen compuestos con propiedades 

antimicrobianas, citotóxicas y anticancerígenas, entre otras [69,70]. No obstante, el 

microbioma marino es uno de los ambientes menos estudiados y se estima que 

alrededor del 91% de las especies bacterianas que habitan el océano se 

desconocen [71]. Las bacterias marinas, adaptadas a diferentes entornos y 

condiciones extremas, han desarrollado diversas rutas metabólicas que producen 

compuestos secundarios, como alcaloides, esteroides, terpenoides, péptidos y 

pólicétidos, que son poco comunes en el ambiente terrestre [72]. Estos compuestos 

pueden tener un gran potencial para el desarrollo de nuevos medicamentos 

antibacterianos. 

En los últimos años se ha incrementado el descubrimiento de compuestos naturales 

con potencial antimicrobiano producidos por bacterias marinas [73,74]. Algunos 

ejemplos incluyen la desotamida y la desotamida B, ciclohexapeptidos con actividad 

contra bacterias Gram-positivas; la antramicina, un compuesto con efecto 

antibacteriano contra B. anthracis [75]; la bacicyclina, un péptido cíclico activo contra 

E. faecalis y S. aureus; las aqabamycinas, producidas por Vibrio sp., que muestran 

actividad contra varias cepas bacterianas; y el 1-acetil-beta-carbonil producido por 

una cepa de Pseudomonas, con actividad contra S. aureus resistente a meticilina 

(MRSA) [76,77]. Estos hallazgos muestran el potencial de los compuestos 

antimicrobianos aislados del ambiente marino. 

1.10. El Golfo de México como fuente de biodiversidad 

El Golfo de México (GoM) es un ecosistema marino de gran importancia, abarcando 

1.5 millones de km2 con profundidades promedio de 1615 m y máximas de 4400 m 

[78]. En el norte predominan aguas poco profundas, con hábitats como arrecifes de 

ostras y marismas, así como estuarios y lechos de pastos marinos en bahías [79]. 



14 
 

En el sur se encuentran manglares, pantanos, bahías y lagunas con arrecifes de 

ostras [80]. 

El campo de la diversidad bacteriana en el GoM es un área marginalmente 

explorada que tiene un gran potencial para la búsqueda de microorganismos 

capaces de producir moléculas bioactivas, más potentes y con mecanismos de 

acción inusuales debido a las características propias de este ambiente marino [81].  

Se han publicado diversos estudios sobre la diversidad bacteriana del GoM 

principalmente en relación con la degradación de hidrocarburos [82–84]. Entre los 

géneros bacterianos más abundantes en el GoM se encuentra Pseudomonas, 

cuyas especies se han descrito en diferentes entornos, como agua, suelo, animales 

y plantas [85]. Sin embargo, hasta el momento no se ha abordado la búsqueda de 

bacterias en el GoM que produzcan nuevos compuestos antimicrobianos. 

 

1.11. Género Pseudomonas 

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos más complejos, con un total de 

259 especies descritas hasta la fecha. Sin embargo, este número está en constante 

evolución, con alrededor de 30 nuevas especies de Pseudomonas descritas entre 

los años 2020 y 2021 [86]. Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos 

Gram-negativos, móviles, no formadores de esporas. Estas bacterias tienen una 

distribución amplia, siendo capaces de colonizar diferentes ambientes, incluidos el 

suelo, agua, plantas y animales. Además, tienen una capacidad metabólica versátil, 

pudiendo utilizar una variedad de compuestos inorgánicos como fuente de energía, 

aunado a esto, presentan una alta resistencia intrínseca a diferentes compuestos 

antimicrobianos de importancia clínica, veterinaria y agrícola. Son capaces de 

producir una gran cantidad de metabolitos secundarios con actividades biológicas 

diversas y algunas especies son patógenos oportunistas de plantas, hongos, 

insectos y animales [87,88].   

 

Toda esta gama de características se ven reflejadas en la estructura del genoma de 

Pseudomonas. Las especies de Pseudomonas presentan una gran variabilidad 
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genética y metabólica, con la mayor parte de sus genes siendo específicos para 

cada especie o compartidos únicamente entre un subconjunto de ellas [89]. En los 

últimos años se ha propuesto la presencia de un conjunto de genes conservados 

(“core genome”)  y un genoma accesorio, el cual es transmitido de manera horizontal 

y que contiene genes que le permiten  la adaptación a nichos o condiciones 

ambientales específicas [90].   

 

1.12. P. aeruginosa  

Dentro del género Pseudomonas se encuentran algunas especies como P. 

fluorescens, P. putida, P. syringae, P. alcaligenes y P. aeruginosa. Dentro de estas, 

P. aeruginosa es el patógeno oportunista de origen ambiental más prevalente y una 

de las principales causas de infecciones nosocomiales, siendo clasificada dentro de 

la categoría “critica” en la lista de patógenos prioritarios de la OMS, para los que se 

necesita investigación y desarrollo de nuevos antibióticos [6]. P. aeruginosa  es  

capaz de generar infecciones agudas y crónicas debido a la amplia gama de 

factores de virulencia, lo que le confiere una notable flexibilidad y la capacidad de 

adaptarse a diferentes condiciones. Además, la efectividad de P. aeruginosa como 

patógeno se debe a su alta resistencia intrínseca y adquirida a los antibióticos. Esta 

última puede generarse tanto por la acumulación de mutaciones, particularmente 

durante infecciones crónicas, como por la adquisición de genes de resistencia [91].  

 

Uno de los principales factores que contribuyen a la patogenicidad de P. aeruginosa 

es la presencia del sistema de secreción tipo 3 (SST3). Este sistema, codificado en 

el genoma, facilita la secreción de proteínas efectoras desde el citoplasma 

bacteriano hacia el citoplasma de la célula huésped, provocando una serie de 

cambios en esta última. En términos generales, el SST3 es una maquinaria proteica 

compleja que se asemeja a una jeringa molecular y consta de cinco elementos 

principales: una estructura en forma de aguja, un dispositivo de translocación, un 

sistema de regulación, chaperonas y proteínas efectoras [92]. P. aeruginosa secreta 

diferentes proteínas efectoras a través de su SST3. Estas proteínas pueden 
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interferir con la señalización celular, la respuesta inmunitaria y otros procesos 

celulares para favorecer la supervivencia de la bacteria [93].  

 

Las proteínas efectoras de P. aeruginosa incluyen las toxinas ExoS, ExoT, ExoU y 

ExoY. Una vez translocadas al interior del citoplasma de la célula huésped, estas 

proteínas efectoras interactúan con los cofactores eucarióticos asociados. Los 

efectores ExoS y ExoT, los primeros en ser identificados en P. aeruginosa, son 

enzimas de doble función con actividad de GTPasas y ADP-ribosiltransferasa, 

desencadenando reorganizaciones en el citoesqueleto de la célula huésped. La 

actividad de estas proteínas genera citotoxicidad y favorece la reorganización de 

citoesqueleto limitando la fagocitosis [94]. ExoY es una proteína con actividad de 

nucleotidilil ciclasa de amplio espectro, la cual actúa rompiendo las uniones entre 

células endoteliales [95]. Por otro lado, ExoU es enzima potente con actividad de 

fosfolipasa, que tiene la capacidad de provocar una muerte celular rápida en células 

eucariotas [93]. Se ha vinculado a la toxina ExoU de P. aeruginosa con 

consecuencias graves en modelos de infección animal e infecciones humanas [96]. 

Interesantemente, las variantes clínicas y ambientales de P. aeruginosa muestran 

diferencia en los efectores del SST3 codificados en su genoma, lo cual define la 

fisiopatología de cada cepa o aislado específico. Se ha reportado que en los casos 

de infecciones agudas, el gen exoS está presente en aproximadamente un 65% de 

los aislados de P. aeruginosa evaluados, mientras que el gen exoU aparece en 

alrededor del 35%, exoY en aproximadamente el 90%, y exoT en el 100%. Por 

motivos que aún no se comprenden completamente, la mayoría de las cepas 

poseen o el gen exoS o el gen exoU, pero no ambos [93,97].  

 

Adicionalmente, P. aeruginosa tiene la capacidad de formar biopelículas en tejidos 

vivos y superficies inertes, incluyendo catéteres y válvulas cardíacas. La biopelícula 

representa la principal forma de vida de las bacterias en el ambiente, donde están 

envueltas por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta 

matriz puede proporcionar a las bacterias patógenas una estrategia para sobrevivir 

a condiciones adversas, como cambios de temperatura, escasez de nutrientes y la 
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acción de antibióticos, mientras que aumenta la capacidad de las bacterias para 

persistir en superficies tanto bióticas como abióticas [98]. La habilidad de formar 

biopelículas es uno de los rasgos primordiales de P. aeruginosa, siendo 

comúnmente observadas en individuos con infecciones crónicas. En P. aeruginosa 

y otras muchas bacterias, la formación de biopelículas es un importante factor tanto 

de virulencia como de resistencia a antibióticos [99,100]. 

 

Otros de los factores relacionados a la virulencia en P. aeruginosa  son la 

producción de sideróforos y pigmentos como la piocianina. La piocianina es un 

compuesto nitrogenado aromático que pertenece a la categoría de las fenazinas 

tricíclicas. Presenta una tonalidad azul verdosa a pH neutro y alcalino, la cual 

cambia a un tono rosado rojizo en condiciones ácidas. La piocianina tiene la 

capacidad de aceptar electrones de agentes reductores, como NADH o glutatión 

reducido, y transferirlos a aceptores de electrones como el oxígeno [101]. Hasta la 

fecha, diversos estudios han evidenciado la importancia de la piocianina en la 

virulencia y patogenicidad de las infecciones causadas por P. aeruginosa, así como 

sus posibles efectos tóxicos. Se ha demostrado que esta molécula ejerce múltiples 

efectos adversos en el huésped, tanto en entornos in vivo como in vitro, incluyendo 

actividades pro inflamatorias y generación de radicales libres que provocan daño y 

muerte celular [102]. Sumado a esto, la producción de proteasas, particularmente la  

elastasa B (LasB), es otro factor relacionado a virulencia en P. aeruginosa. Esta 

proteasa, también llamada pseudolisina, es una metaloproteasa neutra (con 

cofactores Zn2+/Ca2+), la cual posee una marcada toxicidad que desencadena daño 

en los tejidos e infiltración y favorece la formación de biopelículas. Los efectos de 

LasB adquieren una relevancia considerable en el desarrollo de infecciones 

persistentes por P. aeruginosa [98,103].  

 

Junto con los factores previamente citados, los ramnolípidos (RLs) también 

desempeñan un papel en la virulencia de P. aeruginosa. Los RLs son glicolípidos 

tensoactivos. Si bien durante mucho tiempo se consideró que P. aeruginosa era el 

principal productor de RLs, en años recientes se ha documentado que numerosas 
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especies bacterianas también los generan. Investigaciones indican que estas 

moléculas pueden tener diversas funciones derivadas de las propiedades 

fisicoquímicas conocidas de los RLs, como capacidad de humedecer, capacidad de 

actuar como detergente y otras cualidades relacionadas con su naturaleza 

anfipática [104]. Se ha comprobado que los RLs provocan la quimiotaxis directa de 

los neutrófilos, muestran efectos citotóxicos en los macrófagos humanos  y en 

concentraciones más bajas pueden inhibir la respuesta fagocítica de los 

macrófagos. Los RL también intervienen en el desarrollo de biopelículas, induciendo 

la liberación de lipopolisacáridos, por tanto, aumentan la hidrofobicidad de la 

superficie celular, lo que puede favorecer la adhesión primaria de células 

planctónicas [105]. 

 

1.13. S. aureus resistente a meticilina 

Dentro de la lista de bacterias resistentes a antibióticos catalogadas como 

patógenos prioritarios por la OMS, se encuentra S. aureus, particularmente las 

cepas resistentes al antibiótico meticilina, conocidas como MRSA [106]. S. aureus 

es un importante patógeno oportunista capaz de producir una diversidad 

impresionante de factores de virulencia. Estos incluyen una amplia gama de toxinas 

y mecanismos para evadir la respuesta inmunitaria, así como diversos factores 

proteicos y no proteicos que facilitan la colonización del huésped. Como resultado, 

puede provocar una variedad de infecciones, desde leves, como infecciones 

cutáneas, hasta graves, como bacteriemia, endocarditis, neumonía e infecciones 

quirúrgicas [107,108]. 

El éxito de S. aureus como patógeno humano también se debe a su notable 

capacidad de adaptación a la presión selectiva ejercida por los antibióticos. A lo 

largo del tiempo, ha desarrollado resistencia a casi todos los antibióticos utilizados 

para tratarlo. Específicamente, la resistencia a meticilina, identificada en 1981, se 

basa en la expresión de la transpeptidasa PBP2a con afinidad reducida hacia los β-

lactámicos, incluidas las penicilinas. La transpeptidasa PBP2a está codificada por 

el gen mecA en el cromosoma. Estas cepas MRSA son responsables de infecciones 
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hospitalarias graves y se asocian con altas tasas de morbilidad y mortalidad 

[109,110]. 

Las tasas de resistencia a la meticilina entre los aislados clínicos de S. aureus varían 

considerablemente de un país a otro. Por ejemplo, en EE. UU., China y América 

Latina, las tasas de MRSA superan el 50%. Aunque en general la hospitalización 

asociada a MRSA está disminuyendo, en países en vías de desarrollo sigue 

aumentando. Incluso en EE. UU., la mortalidad causada por MRSA sigue siendo la 

más alta entre todas las enfermedades ocasionadas por bacterias resistentes a los 

antibióticos. Según el CDC, en 2018 hubo alrededor de 20,000 muertes 

relacionadas con infecciones ocasionadas por MRSA [111]. 

 

1.14. Galleria mellonella  

 

Galleria mellonella, un insecto del orden Lepidoptera y de la familia Pyralidae, ha 

ganado relevancia como modelo experimental para evaluar la virulencia microbiana, 

la toxicidad de los compuestos y evaluar la efectividad de compuestos 

antimicrobianos [112]. La utilización de este modelo no requiere equipo especial de 

laboratorio y no necesita aprobación de comités de bioética [113].  

Las características fisiológicas e inmunológicas de la larva son fundamentales para 

el éxito de este modelo. Las larvas pueden ser mantenidas a 37 °C, temperatura 

promedio de huéspedes mamíferos. El sistema inmune de G. mellonella tiene 

similitudes con la respuesta inmune innata de los mamíferos, lo que permite evaluar 

la virulencia de patógenos, generando resultados comparables con los de modelos 

animales [114].  

1.15. Antecedentes 

El Consorcio de Investigación del Golfo de México (CIGoM) se especializa en 

proyectos multidisciplinarios relacionados a posibles impactos ambientales de la 

industria del gas y petróleo en los ecosistemas marinos del Golfo de México. 

Estudios recientes del CIGoM han mostrado la presencia de gran diversidad de 

microorganismos en los sedimentos de aguas profundas del GoM. Además, han 
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proporcionado indicios sobre la adaptación de los mismos al ambiente con alto 

contenido de hidrocarburos [83].  

 

En 2018 se publicó un estudio metagenómico de la diversidad bacteriana en el GoM. 

Sorprendentemente, este estudio permitió la identificación de diversos géneros de 

bacterias presuntivamente patógenas en el GoM, como: Acinetobacter, 

Burkholderia, Enterobacter, Escherichia, Haemophilus, Halomonas, Klebsiella, 

Listeria, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shewanella, 

Vibrio y Yersinia, en muestras de agua y sedimentos marinos [85]. Los resultados 

obtenidos revelan que factores naturales, antropogénicos y ecológicos influyen en 

la diversidad bacteriana del GoM. Algunos bacterias identificadas están en la lista 

de patógenos prioritarios de la OMS, lo que sugiere una posible relación con la RA 

o producción de compuestos antimicrobianos.  

 

En nuestro grupo, en colaboración con el equipo de la Dra. Liliana Pardo López, 

miembro del CIGoM, estamos estudiando una colección de bacterias aisladas del 

GoM como posible fuente de nuevos compuestos antibacterianos. Asimismo, nos 

interesa conocer si cepas de P. aeruginosa presentes en el GoM tienen el mismo 

potencial patogénico y de RA que las cepas clínicas de esta bacteria. 

Así, en el presente proyecto se plantean dos enfoques principales:  

1. Identificación de bacterias del GoM productoras de compuestos con actividad 

antibacteriana, particularmente contra cepas MDR.  

2. Caracterización de perfiles de resistencia a antibióticos y de propiedades de 

virulencia de cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM. 
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2. HIPÓTESIS 

El ambiente acuático del Golfo de México alberga bacterias que sintetizan nuevos 

compuestos antibacterianos contra bacterias patógenas como S. aureus, estas 

bacterias marinas pueden presentar resistencia a antibióticos y/o rasgos de 

virulencia. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Identificar bacterias aisladas del GoM que produzcan compuestos antimicrobianos 

y determinar si cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM  presentan resistencia a 

antibióticos y si son potencialmente patógenas. 

 

Objetivos específicos: 

 Identificar bacterias del GoM que inhiban el crecimiento de patógenos 

prioritarios.  

 Determinar la especie y caracterizar fenotípicamente a las bacterias 

de mayor interés que muestren actividad antibacteriana.  

 Caracterizar parcialmente él o los compuestos con actividad 

antibacteriana. 

 Determinar si las cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM presentan 

propiedades de virulencia y de RA similares a las de las cepas clínicas 

de esta bacteria. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Diagrama general de trabajo 

 

Figura. 2. Diagrama general de trabajo. Se muestra el diagrama general de trabajo de este 

proyecto. 

4.2. Cepas bacterianas utilizadas 

Las cepas marinas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por la Dra. 

Liliana Pardo López. Se analizaron ochenta y dos bacterias marinas aisladas 

previamente de sedimentos y muestras de agua del Golfo de México [82]. Entre 

ellas, Pseudomonas sp. GOM7 se obtuvo de una muestra de agua de mar obtenida 

a 55 m de profundidad (25° 38,199′ N; 95°1,283′ O) [82,83,115]. Las cepas 

bacterianas no marinas utilizadas en el estudio se describen en la Tabla 1. Los 

aislados resistentes a antibióticos de S. aureus provinieron de adultos jóvenes 

sanos (18-21 años), recolectados de exudados nasales o faríngeos en el periodo de 

2019 a 2021, e identificados fenotípicamente mediante el sistema API®Staph 

(BioMérieux, Marcy l'Étoile, Francia). Los aislados clínicos de P. aeruginosa (P1165, 

P1483, P1503, P1546 y P1547) fueron obtenidos de diferentes pacientes durante 

su tratamiento en el Instituto Nacional de Rehabilitación Luis Guillermo Ibarra Ibarra 

(INR), en la Ciudad de México, y fueron identificados en el laboratorio del hospital 

siguiendo los protocolos de rutina. Además, se utilizaron los aislados P6103 y P3536 
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previamente reportados [116,117]. Las cepas de referencia se obtuvieron de la 

American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA).  

Tabla. 1. Cepas bacterianas no marinas utilizadas en este proyecto. 

Bacteria Características relevantes 

Escherichia coli ATCC 25922 Cepa de referencia 

Escherichia coli DH10β Cepa de referencia 

Escherichia coli DH5⍺ Cepa de referencia 

Salmonella enterica serotype Typhimurium 
SL1344 Cepa de referencia 

Klebsiella quasipneumoniae ATCC 700603 Cepa de referencia 

Acinetobacter baumannii ATCC 17978 Cepa de referencia 

Bacillus subtilis 168 Cepa de referencia 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 
15692) Cepa de referencia 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Cepa de referencia 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Cepa de referencia 

Pseudomonas aeruginosa PA14 Cepa de referencia 

Enterococcus faecium  ATCC 19434 Cepa de referencia 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Cepa de referencia 

S. aureus ATCC 43300 Cepa de referencia, MRSA. 

S. aureus 8N2*  
Obtenido de exudado nasal, 
MRSA. 

S. aureus 4N34*  
Obtenido de exudado nasal, 
MRSA. 

S. aureus 14F4A*  
Obtenido de exudado faríngeo, 
MRSA. 

S. aureus 25F4*  
Obtenido de exudado faríngeo, 
MRSA. 

S. aureus 15N4*  
Obtenido de exudado nasal, 
MRSA. 

S. aureus 1N3*  
Obtenido de exudado nasal, 
MRSA. 

S. aureus 13F3* 
Obtenido de exudado faríngeo, 
MRSA. 

S. aureus 21F3* 
Obtenido de exudado faríngeo, 
MRSA. 

S. aureus 6N3*  
Obtenido de exudado nasal, 
MDR. 
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S. aureus 18F1*  
Obtenido de exudado faríngeo, 
MDR. 

S. aureus 24N2*  
Obtenido de exudado nasal, 
MDR. 

S. aureus 25F2*  
Obtenido de exudado faríngeo, 
MDR. 

S. aureus 17F3*  
Obtenido de exudado faríngeo, 
MDR. 

S. aureus 17N3* 
Obtenido de exudado nasal, 
MDR. 

P. aeruginosa P6103a 

Obtenido de muestra del 
CMSXXI [116]. 

P. aeruginosa P3536a 

Obtenido de muestra ambiental 
hospitalaria [117]. 

P. aeruginosa P1165b Obtenido de hemocultivo. 

P. aeruginosa P1483b 

Obtenido de aspirado 
endotraqueal. 

P. aeruginosa P1503b Obtenido de muestra de tendón. 

P. aeruginosa P1546b Obtenido de herida infectada. 

P. aeruginosa P1547b Obtenido de urocultivo. 

*Cepas proporcionadas por el Dr. Jaime Bustos Martínez; aCepas proporcionadas por el Dr. Jesús 

Ulises Garza Ramos; bCepas proporcionadas por el Dr. Rafael Franco Cendejas. 

 

4.3. Declaración de ética  

El protocolo de muestreo para el aislamiento de S. aureus fue aprobado por el 

Comité de Ética de la División de Ciencias Biológicas y de la Salud de la UAM-

Xochimilco (Documento: DCBS.CD.056.18). Todos los participantes dieron su 

consentimiento informado por escrito para participar como voluntarios. No se 

ofrecieron incentivos. 

 

4.4. Medios de cultivo utilizados 

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio de lisogenia (LB), compuesto por 

1% de triptona, 0.5% de extracto de levadura y 1% de NaCl, ajustado a un pH de 

7.5. La producción cualitativa de piocianina se evaluó en el medio selectivo cetrimida 
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(Merck Millipore™), diseñado para favorecer el crecimiento de especies de 

Pseudomonas y estimular la producción de pigmentos como piocianina, pioverdina, 

piomelanina y fluoresceína. Este medio contiene 20 g de peptona de gelatina, 1.4 g 

de MgCl2, 10 g de K2SO4 y 0.3 g de cetrimida por litro. 

Para evaluar la actividad antibacteriana del sobrenadante liofilizado se utilizó el 

medio Mueller-Hinton (MH), que contiene 2% de extracto de carne, 1.75% de 

hidrolizado de caseína y 0.1% de almidón, ajustado a un pH de 7.5. Para determinar 

la susceptibilidad a antibióticos se adicionaron cationes Mg++ y Ca++ al medio MH. 

Se prepararon soluciones stock de CaCl2 y MgCl2 a una concentración de 10 mg 

mL-1 y se añadieron 2.07 mL y 0.87 mL por litro de medio MH, respectivamente. El 

medio MH al que se le añadieron los cationes se conoce como medio MH ajustado 

con cationes (CAMHB). 

 

4.5. Susceptibilidad a antibióticos de las cepas de S. aureus 

Se determinó la sensibilidad a diferentes antibióticos de los aislados de S. aureus 

mediante el método de difusión en disco de Kirby-Bauer, siguiendo las 

recomendaciones del CLSI [118]. Los antibióticos analizados fueron ciprofloxacino 

(CIP), fosfomicina (FOS), trimetoprim/sulfametoxazol (TRS), penicilina (P), 

vancomicina (VAN), tetraciclina (TET), eritromicina (ERY), clindamicina (CLI), 

gentamicina (GEN) y cefalotina (CEF), adquiridos de Sigma-Aldrich. La resistencia 

a la meticilina se determinó mediante la medición de la concentración mínima 

inhibitoria (MIC) de oxacilina (OXA) [119]. Los perfiles de susceptibilidad a los 

antibióticos se muestran en la Tabla 2. 

Tabla. 2. Perfiles de susceptibilidad a antibióticos de las cepas de S. aureus. 

Cepas 
de S. 
aureus  

CIP FOS TRS P VAN TET ERY CLI GEN CEF 
OXA 
(MIC) 

CRA 

8N2  S S S R S R R R R S 8 MRSA 

4N3A S S S R S S S R S S 8 MRSA 
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14F4A S S S R S S R S S S 4 MRSA 

25F4 S S S R S S S S S S 4 MRSA 

15N4 S S S R S S R R S S 32 MRSA 

1N3 S S S R S S S S S S 4 MRSA 

13F3 S S S R S S S S S S 4 MRSA 

21F3 S S S R S S S S S S 4 MRSA 

6N3  S S S R S R R S S S 2 MDR 

18F1  S S S R S S R R S S 2 MDR 

24N2 S S S R S R R R R S 2 MDR 

25F2  S S S R S R R R S S <2 MDR 

17F3  S S S R S S R R S S <2 MDR 

17N3  S S S R S S R R S S <2 MDR 

CIP= ciprofloxacino; FOS= fosfomcina; TRS= trimetroprim/sulfametoxazol; P= penicilina; VAN= 
vancomicina; TET= tetraciclina; ERY= eritromicina; CLI= clindamicina; GEN= gentamicina; CEF= 
cefalotina; La determinación de resistencia o sensibilidad a los antibióticos evaluados se indica con 
la letra R en color rojo o la letra S en color negro, respectivamente. CRA=Clasificación de resistencia 
a antibióticos; MRSA= Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MDR= Multidrogo resistente. 
MIC (µg mL-1) para oxacilina (OXA).  

 

4.6.  Búsqueda de actividad antibacteriana en las cepas aisladas del GoM 

La capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano se evaluó mediante el método de 

colonia [59]. Las cepas indicadoras (no marinas) se cultivaron en LB a 37 °C hasta 

alcanzar una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0.6 (aproximadamente 1 x 108 

UFC mL-1). Luego, se inocularon placas de agar LB con 5 mL de cada cultivo de 

cepa indicadora, posteriormente se retiró el cultivo y las placas se dejaron secar en 

esterilidad durante 5 min. Las bacterias productoras (marinas) se cultivaron durante 

la noche en LB a 37 °C. Posteriormente, se concentraron 3 mL de estos cultivos por 

centrifugación y se resuspendieron en 50 µL de LB estéril. Se aplicó una gota de 10 
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μL de las suspensiones de bacterias productoras en puntos equidistantes en las 

placas de agar LB previamente inoculadas con las cepas indicadoras. Las placas 

se incubaron durante 24 h a 37 °C. La cepa E. coli DH10β se utilizó como control 

negativo de bacterias productoras. Como control positivo de inhibición se utilizó la 

cepa de P. aeruginosa PAO1, la cual produce el compuesto antibacteriano 

piocianina. La presencia de un halo de inhibición alrededor de la cepa productora 

indicó la presencia de actividad antibacteriana. Todas las cepas con actividad 

antibacteriana fueron seleccionadas como posibles candidatas para la identificación 

del compuesto antibacteriano. 

 

4.7. Extracción orgánica del sobrenadante de cultivo 

Los extractos orgánicos crudos de los sobrenadantes de cultivo se obtuvieron 

mediante la separación con solventes de diferentes polaridades, incluyendo n-

hexano, cloroformo y acetato de etilo. Para ello, las cepas de Pseudomonas sp. 

GOM7 o E. coli DH10β fueron cultivadas en 200 mL de LB diluido (1:4) durante 48 

h a 30°C con aireación. Las células bacterianas fueron eliminadas por centrifugación 

a 14,000 g durante 30 min a 4°C. Luego, se extrajeron 100 mL del sobrenadante 

con el solvente adecuado en una proporción de 5:1. La mezcla fue agitada 

enérgicamente durante 10 min y se dejó reposar durante 5-10 min. Después se 

obtuvo la fase orgánica y se repitió la extracción dos veces añadiendo solvente 

fresco a la fase acuosa. La fase orgánica se secó a temperatura ambiente en una 

campana de extracción y el polvo obtenido se almacenó hasta su utilización. 

Finalmente, los extractos orgánicos se disolvieron en una solución estéril de 

dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%, hasta alcanzar una concentración final de ~0.6 g 

mL-1. 

 

4.8. Determinación de la actividad antibacteriana 

Para evaluar la actividad antibacteriana de los sobrenadantes de cultivo 

bacterianos, se liofilizaron los sobrenadantes de Pseudomonas sp. GOM7 o E. coli 

DH10β utilizando un sistema de liofilización de sobremesa FreeZone™ 2,5 de 
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Labconco™. El polvo obtenido se rehidrató con 5 mL de agua Milli-Q estéril, 

concentrándolo 40 veces. La actividad antibacteriana se determinó mediante un 

ensayo en placas de agar MH inoculadas con bacterias indicadoras, como se 

mencionó anteriormente. Se utilizaron puntas de micropipeta estériles de 1 mL para 

crear pocillos en las placas de agar. Luego, se cargaron 100 µL del sobrenadante 

liofilizado resuspendido en cada pocillo, y las placas se incubaron durante 24 h a 

30°C. La presencia de un halo de inhibición alrededor de los pocillos se consideró 

positiva para la actividad antibacteriana en estos ensayos. 

Para evaluar la viabilidad bacteriana en los extractos orgánicos se utilizaron 

métodos previamente descritos, con algunas modificaciones [120,121]. Se cultivó 

S. aureus ATCC 43300 en LB hasta alcanzar una DO600 de 0.6 (aproximadamente 

1 x 108 UFC mL-1), luego se inocularon 10 µL de este cultivo en 1 mL del extracto 

orgánico solubilizado y las muestras se incubaron a 37 °C durante 5 h. Se 

cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) a los 0, 30, 60, 120, 180 y 

300 min después de la inoculación, mediante cuentas viables en placas de agar LB. 

Los extractos orgánicos de la cepa E. coli DH10β y el crecimiento en medio LB se 

utilizaron como control negativo en estos ensayos. 

 

4.9. Cromatografía en capa fina 

El análisis de los compuestos presentes en las fracciones orgánicas se realizó 

mediante cromatografía en capa fina (TLC). De manera breve, se utilizó una placa 

cromatográfica TLC Sílica gel 60 F254 (Supelco®) de 4cm x 8 cm. Las muestras a 

evaluar se prepararon disolviendo 3 mg de los extractos orgánicos obtenidos en 1 

mL de metanol.  Las muestras se aplicaron en la placa mediante un capilar de vidrio 

(1.15 mm de diámetro) a una distancia de 0.5 cm del borde inferior de la placa. Se 

aplicaron 15 gotas de cada uno de los extractos evaluados, dejando secar entre 

cada gota. Una vez aplicada la muestra se procedió a hacer la separación 

cromatográfica, para esto, una cámara cromatográfica fue saturada con 10 mL de 

la fase móvil. Se utilizaron 2 fases móviles: 1) Butanol-Ácido acético-Agua (BAW) 

en una proporción 4:1:5; o 2) Acetato de etilo-Ácido fórmico-Ácido acético-Agua 
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(EFAW) en proporción 50:5.5:5.5:13. La placa preparada anteriormente se colocó 

dentro de la cámara y la separación de compuestos se desarrolló durante 

aproximadamente 15 min, de modo que la longitud de corrida de la fase móvil llegara 

aproximadamente 1 cm antes del borde superior, distancia que permitió observar la 

separación de grupos de compuestos de acuerdo a la polaridad. Posteriormente se 

dejó secar la placa a temperatura ambiente en la campana de extracción y se 

observó bajo la luz de una lámpara UV a 234 nm. 

 

4.10. Cuantificación de la producción de piocianina 

La producción de piocianina se determinó inicialmente cultivando las cepas 

bacterianas en agar cetrimida (Merck Millipore™); las bacterias que formaron 

colonias verdes-azules se consideraron productoras de piocianina. Posteriormente, 

la cuantificación de la piocianina en el sobrenadante de los cultivos se realizó como 

se ha descrito con anterioridad [122]. Las cepas productoras de piocianina se 

cultivaron en LB durante 24 h en agitación, la extracción del pigmento se realizó 

mezclando vigorosamente 5 mL del sobrenadante de cultivo con 3 mL de 

cloroformo, y dejando reposar durante 5 min hasta la separación de las fases. 

Luego, se recuperó la fase orgánica (azul) y se transfirió a un tubo limpio donde se 

le agregó 1 mL de HCl 0.2 N. La solución rosa-roja resultante se transfirió a una 

celda y se cuantificó la absorbancia a 520 nm en un espectrofotómetro 

(BioSpectrometer Eppendorf™), utilizando HCl 0.2 N como blanco. La 

concentración de piocianina en µg mL-1 se calculó multiplicando la absorbancia por 

el coeficiente de extinción molar específico del pigmento (17.072). 

 

4.11. Cuantificación de la formación de biopelícula 

La cuantificación de biopelícula se realizó en una microplaca de poliestireno con 

fondo plano de 96 pozos (Costar® 3599; Corning Incorporated), mediante el método 

descrito por Stepanovic, con algunas modificaciones [123]. A partir de un cultivo de 

toda la noche en medio LB, se realizó una dilución 1:100 con medio LB fresco. 200 

µL de esta suspensión bacteriana se inocularon en los pozos de la microplaca. 
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Luego, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después de la incubación, se 

removió el medio y los pozos se lavaron tres veces con 200 µL de PBS estéril. La 

biopelícula adherida se fijó con metanol y se tiñó con cristal violeta al 2% durante 

10 min. Posteriormente, se retiró el colorante de los pozos y se eliminó el exceso 

con lavados consecutivos con PBS estéril. Finalmente, la biopelícula adherida se 

solubilizó con ácido acético al 33% y se cuantificó la densidad óptica a 570 nm 

(DO570) utilizando un lector de placas Epoch™ 2 (Biotek™). Los ensayos se 

realizaron por triplicado. 

Para la interpretación de los resultados se estableció un valor de corte (DOc), el 

cual se define como tres desviaciones estándar por arriba del valor promedio de la 

DO570 del control negativo: DOc = DO570 promedio del control negativo + (3×SD del 

control negativo). La densidad óptica final (DOf) para cada cepa evaluada se 

estableció como el valor promedio de la DO570 menos el valor de corte: DOf = DO570 

promedio – valor DOc. Las cepas evaluadas fueron clasificadas siguiendo los 

siguientes criterios:  

Tabla. 3. Criterio de clasificación de formación de biopelícula. 

Criterio Clasificación 

ODf ≤ ODc No productor de biopelícula 

ODc < ODf ≤ 2×ODc Productor débil de biopelícula 

2×ODc < ODf ≤ 4×ODc Productor moderado de biopelícula 

ODf > 4×ODc Productor fuerte de biopelícula 

ODc= Valor de corte; ODf= Densidad óptica final. 

 

4.12. Ensayos de proteasas 

La actividad proteolítica de las cepas de fue detectada como zonas de hidrolisis en 

placas de agar-leche descremada al 10% [124]. Las  cepas a evaluadas fueron 

inoculadas en placas de agar-leche descremada, las cuales fueron incubadas 

durante 18 h a 37 °C.  
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La actividad de elastasa se determinó utilizando el ensayo de Elastasa-Rojo Congo, 

como se ha descrito anteriormente [125]. Las cepas a evaluar se cultivaron en medio 

LB a 37 °C hasta alcanzar una DO600 de 0.6, luego, se recuperó el sobrenadante de 

cultivo y se almacenó a -20°C hasta su uso. Para la reacción, se pesaron 5 mg de 

elastina rojo-congo (Sigma Aldrich™) y se colocaron en tubos de 1.5 mL limpios. A 

estos tubos se les adicionaron 850 µL de PBS 10 mM pH 7.5 y 150 µL de los 

sobrenadantes obtenidos con anterioridad. Como control negativo,  se utilizó LB 

fresco, el cual se añadió a un tubo de reacción. Los tubos se incubaron a 37 °C 

durante 3 h y posteriormente se centrifugaron a 4 °C para obtener el sobrenadante. 

La actividad elastolítica se calculó midiendo la densidad óptica del sobrenadante a 

495nm utilizando un espectrofotómetro (BioSpectrometer Eppendorf™). Se utilizó 

el control negativo como blanco.  

4.13. Ensayos de patogenicidad 

Para evaluar la virulencia de las cepas bacterianas de P. aeruginosa se evaluó la 

patogenicidad en el modelo de larva del gusano de cera Galleria mellonella, el cual 

se ha utilizado para evaluar infecciones producidas por bacterias [113]. El ensayo 

con las larvas se realizó mediante la modificación del protocolo indicado por Loh y 

colaboradores en 2013 [126].  

Para criar las larvas, se utilizó una dieta artificial que consiste en 97.5 mL de miel 

de abeja, 120 mL de glicerol estéril, 37.5 g de salvado de trigo estéril, 300 g de 

cereal seco para lactantes de arroz Gerber® y 75 g de levadura amarga. Todos los 

componentes de la dieta se mezclaron y distribuyeron en recipientes de 

polipropileno de 1 L con tapa (Reyma®). Los huevecillos fueron colocados en la 

dieta recién preparada para su eclosión en recipientes mantenidos a temperatura 

ambiente. Luego de completar los estadios larvales y la formación de pre-pupas y 

pupas, se recolectaron los imagos (insectos adultos) y se trasladaron a nuevos 

recipientes para la obtención de nuevos huevos. 

Para realizar los ensayos de infección se seleccionaron larvas de 2-3 cm de 

longitud, con un peso aproximado de 180-250 mg, las cuales se mantuvieron sin 
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alimento durante 24 h. Para la infección se utilizaron grupos de 10 larvas por cada 

una de las cepas a evaluar. 

Las cepas bacterianas a evaluar se cultivaron en medio LB a 37 °C hasta alcanzar 

una DO600 de 0.6 (equivalente a 1 x 108 UFC mL-1). A continuación,  las bacterias 

fueron obtenidas mediante centrifugación y se lavaron con PBS 1X estéril. Luego, 

se resuspendieron en PBS estéril hasta obtener una DO600 de 0.6. Para la 

inoculación de las larvas se realizaron diluciones en PBS 1X estéril, ajustando el 

número de UFCs requeridas. La cantidad de UFC en cada dilución se comprobó 

mediante cuentas viables en agar LB. 

Los grupos de larvas fueron infectadas con un inoculo de 10 µL de los cultivos 

ajustados a concentraciones que van de ≈1 x 102 a ≈1x 106 UFC mL-1. La inoculación 

de las larvas se realizó en la última pro-pierna izquierda utilizando una jeringa de 

insulina U-1000 (BD Ultra-fine 6mm™). Cada grupo de larvas inoculadas fue 

incubado a 30 °C en cajas Petri estériles de 9 cm sin alimento y su supervivencia 

fue evaluada durante 5 días.  

 

4.14. Producción de ramnolípidos  

Las cepas se cultivaron toda la noche en medio LB a 37 °C. A partir de este cultivo, 

se inocularon matraces con medio PPGAS [127], a una DO600 inicial de 0.1, y se 

incubaron durante 24 h a 37 °C. Después de la incubación se obtuvo el 

sobrenadante mediante centrifugación durante 10 min a 4 °C. Posteriormente, se 

ajustó el pH del sobrenadante a 2.0 mediante la adición de HCl concentrado. Luego, 

se mezclaron 5 mL de este sobrenadante con 5 mL de una mezcla de cloroformo-

metanol (2:1) y se agitaron vigorosamente durante 15 min. Se recolectó la fase 

orgánica (inferior) en tubos de polipropileno y el solvente se dejó evaporar en la 

campana de extracción. Este proceso se repitió una vez más. Una vez evaporado 

todo el solvente, se adicionaron 100 µL de metanol para disolver el extracto. Los 

ramnolípidos presentes en los extractos fueron detectados mediante cromatografía 

en capa fina (TLC) siguiendo el método descrito por Matsuyama [128]. 
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4.15. Secreción y detección de ExoS y ExoU 

Las cepas se cultivaron toda la noche en medio LB a 37 °C. A partir de este cultivo, 

se inocularon matraces de 125 mL con 15 mL de medio inductor (LB + 20 mM Mg2Cl 

+ 5 mM EGTA) a una DO600 inicial de 0.5. Los matraces se incubaron a 37 °C con 

agitación hasta alcanzar una DO600 de 1.5. Luego, se tomaron alícuotas de 1 mL y 

se centrifugaron a 14,000 g y 4°C, durante 2 min. La fracción soluble se transfirió a 

un tubo estéril y se centrifugó nuevamente. Posteriormente, se separaron 900 µL 

de la fracción soluble y se añadieron 100 µL de ácido trifluoroacético (TCA) al 100% 

y esta mezcla se incubó a 4 °C durante 16 h para precipitar las proteínas. 

Las proteínas precipitadas se concentraron por centrifugación durante 15 min a 

14,000 g, se desechó el sobrenadante y las proteínas se disolvieron con buffer 

Laemmli 1x normalizado con la DO600 al momento de la toma. Después, las 

muestras fueron desnaturalizadas a 95 °C durante 5 min. La separación de 

proteínas se realizó en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% siguiendo los 

protocolos de Bio-rad.  

Este gel se utilizó para detectar ExoS y ExoU mediante Western Blot, siguiendo el 

protocolo previamente descrito [129]. Primero, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa de 0.2 µm (Millipore) en una cámara de transferencia 

semi-seca (Bio-Rad) durante 2 h a 4°C. Las membranas con las proteínas 

transferidas se bloquearon con leche descremada al 10% (Blotto Chem-Cruz, Santa 

Cruz Biotechnology) a 4°C durante toda la noche. Los lavados posteriores se 

realizaron con TBS-T (20 mM Tris-base, 1.5 M NaCl, pH = 7.4, 1% Tween 20). 

Luego, las membranas se incubaron con los anticuerpos policlonales anti-ExoS o 

anti-ExoU, además de anti-GroEL (Sigma), todos diluidos 1:10,000 en TBS-T, y se 

incubaron a 4°C durante 1 hora con agitación. Después de este tiempo, las 

membranas se lavaron 3 veces con TBS-T con agitación durante 10 min. Las 

membranas se revelaron con el sustrato quimioluminiscente HRP luminol Super 

Signal (Thermo Scientific). 
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4.16. Determinación de la susceptibilidad a antibióticos  

La susceptibilidad a antibióticos de las cepas de P. aeruginosa fue evaluada 

mediante la determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC, por sus 

siglas en inglés) usando el método de micro dilución en placa [130,131], de acuerdo 

con las especificaciones indicadas en el manual del CLSI. 

Para realizar los ensayos, a partir de un cultivo de toda la noche en LB a 37 °C, las 

células de 3 mL de cultivo fueron concentradas mediante centrifugación y lavadas 

con PBS 1X estéril. La pastilla celular se resuspendió en PBS estéril y se ajustó a 

una turbidez de 0.5 del nefelómetro de McFarland (1-2 x108 UFC mL-1). 

Inmediatamente después de la preparación de la suspensión a 0.5 de McFarland, 

se realizó una dilución 1:20 en medio Müller-Hinton (MH), en un volumen final de 1 

mL (50 l de MH + 950 l del cultivo a 0.5 de McFarland), para producir 5 x 106 UFC 

mL-1, posteriormente estas diluciones se utilizaron para inocular las microplacas de 

96 pozos. 

Se seleccionaron los siguientes antibióticos: ceftazidima (CAZ), piperacilina (PIP), 

meropenem (MER), norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN), 

Imipenem (IPM) y amikacina (AMK). Estos antibióticos son recomendados para el 

tratamiento de infecciones ocasionadas por P. aeruginosa [132]. Los antibióticos 

seleccionados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.  

Para preparar las soluciones de antibióticos, se pesó 0.00512 g del antibiótico 

seleccionado y se disolvió en 1 mL de diluyente apropiado, obteniendo una 

concentración de 5,120 µg mL1. Luego, las soluciones se esterilizaron por filtración 

con un filtro de 0.22 µm (MILLEX® GV, Millipore™) y se repartieron en alícuotas de 

100 µL, las cuales se almacenaron en tubos estériles a una temperatura de -20°C. 

Los antibióticos sensibles a la luz se guardaron en tubos estériles de color ámbar. 

Los ensayos de susceptibilidad se llevaron a cabo en placas de 96 pozos. Se 

probaron diferentes concentraciones de cada antibiótico siguiendo las 

recomendaciones del CLSI. Para ello, se realizaron diluciones de los antibióticos a 

evaluar utilizando medio CAMHB como diluyente, obteniendo así las 

concentraciones deseadas. Luego, se agregaron 100 µL de los antibióticos 
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ajustados a cada pozo, y se inocularon 10 µL de las suspensiones bacterianas 

preparadas previamente. Como control de esterilidad se inocularon los pozos con 

medio CAMHB esteril. Las placas fueron incubadas durante 18 h a 37 °C.  

Para la interpretación de la prueba, se analizaron los controles de esterilidad y el 

crecimiento de las cepas control (E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853) 

para validar que se encontraran dentro de los parámetros establecidos por el CLSI. 

Luego, para determinar la MIC se realizó un análisis visual del crecimiento de las 

cepas experimentales y se midió la DO600. Las cepas se clasificaron como 

susceptibles, con susceptibilidad intermedia o resistente a los antibióticos 

evaluados, según los puntos de corte establecidos en el CLSI. Cada ensayo se 

realizó por triplicado para cada uno de los antibióticos evaluados. 

 

4.17. Identificación de asilados bacterianos mediante el análisis de la 

secuencia del gen rRNA 16S 

Para la identificación de las cepas bacterianas, el DNA genómico se purificó a partir 

mediante el método descrito por Sambrook con algunas modificaciones [133]. Para 

ello, se utilizaron 3 mL  de cultivos bacterianos obtenidos después de una noche de 

incubación en medio LB a 37°C.  

Para la secuenciación del gen rRNA16S, se llevó a cabo una PCR utilizando el DNA 

genómico purificado, los oligonucleótidos universales fD1 y rP2 (Tabla 4), y la DNA 

polimerasa GoTaq Flexi (Promega, Wisconsin, Estados Unidos). Las condiciones 

de PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 10 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C 

durante 1 min, 55 °C durante 1 min y 72 °C durante 1 min 30 s, con una extensión 

final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit 

DNA Clean & Concentrator de Zymo Research (Irvine, CA, Estados Unidos) y luego 

se sometieron a secuenciación por el método Sanger en la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología (IBt) / UNAM. Las secuencias 

resultantes se procesaron utilizando Chromas v.2.6.6 

(http://technelysium.com.au/wp/chromas/) para su limpieza, se ensamblaron 

mediante CAP en BioEdit v7.1 [134] y se anotaron mediante una búsqueda BLASTN 
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en la base de datos del NCBI de secuencias de RNA ribosomal 16S para Bacterias 

y Archaea, además de la base de datos EZBioCloud [135,136]. 

Tabla. 4. Oligonucleótidos utilizados para la identificación de cepas 
bacterianas. 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Tm Fuente 

16s-fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 60 [137] 

16s-rP2 CGGCTACCTTGTTACGACTT 64 [137] 

 

4.18. Secuenciación del genoma de la cepa de Pseudomonas sp. GOM7 

Para la secuenciación del genoma de Pseudomonas sp. GOM7,  el DNA total se 

purificó utilizando el Kit ZymoBiomics™ DNA Miniprep de Zymo Research (Irvine, 

CA, Estados Unidos), según lo descrito por el fabricante. Para ello se utilizaron 

cultivos de 24 h en medio LB diluido 1:4 a 37 °C. 

La secuenciación del genoma se realizó mediante una combinación de las 

plataformas Illumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) y Oxford Nanopore 

Technologies MinION en la Unidad de Secuenciación Masiva del IBt / UNAM. Para 

la secuenciación Illumina se utilizó el kit Nextera (Illumina, Inc.) y se generaron 

fragmentos de un tamaño medio de 500 pb. Posteriormente, Se obtuvieron 556,352 

lecturas paired-end con una longitud de 300 pb utilizando un kit de secuenciación 

de 600 ciclos. La calidad de las lecturas se evaluó con FastQC v0.11.9 [138] y las 

secuencias se filtraron con una calidad ≥Q20 mediante Trimmomatic v0.39 [139]. 

Para la secuenciación Nanopore, se prepararon bibliotecas utilizando el kit SQK-

LSK109 y se multiplexaron con el kit de códigos de barras EXP-NBD104. Las 

bibliotecas se cargaron en una celda de flujo R9.4.1. Para demultiplexar las lecturas 

y asignar las bases se utilizó Guppy v4.4.1 [140]. Luego, se recortaron los 

adaptadores y se separaron los códigos de barras mediante Porechop v0.2.4 

(https://github.com/rrwick/Porechop). La calidad de las lecturas se evaluó con 

NanoPlot v1.30.1 [141]. La secuenciación, ensamblaje y anotación del genoma de 

Pseudomonas sp. GOM7, así como los análisis bioinformáticos del genoma fueron 
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realizados en colaboración con el Dr. Jorge Rojas Vargas del grupo de trabajo de la 

Dra. Liliana Pardo. 

 

4.19. Ensamblaje, anotación y análisis del genoma de Pseudomonas sp. 

GOM7 

El ensamblaje del genoma de novo se realizó con el ensamblador Unicycler v0.4.8  

utilizando los parámetros predeterminados [142]. El análisis de la calidad del 

ensamblaje se realizó con QUAST v4.0 [143] y la integridad y contaminación se 

evaluaron con CheckM v1.1.3 [144]. El genoma completo de  Pseudomonas sp. 

GOM7 se cargó en el servidor web BV-BRC (https://www.bv-brc.org/) para la 

predicción de genes y la anotación funcional con RASTtk [145]. 

Este genoma también se examinó en busca de grupos de genes biosintéticos de 

metabolitos secundarios utilizando la herramienta en línea antiSMASH v6.1.1 con 

parámetros predeterminados [146] y la comparación entre genes se realizó con el 

programa Clinker [147]. 

Para el análisis genómico comparativo se examinó el genoma de Pseudomonas sp. 

GOM7 junto con los genomas de Pseudomonas más cercanos, seleccionados 

mediante criterios filogenómicos descritos más adelante. Se determinó el número 

de familias de genes compartidas por los genomas utilizando el software CMG 

BioTools v2.2 [148]. Además, se llevaron a cabo análisis de sintenia de los genomas 

mediante el software Sibelia v3.0.7 [149], utilizando un tamaño mínimo de bloque 

de 20,000 pb. Los bloques sinténicos resultantes fueron visualizados en Circos 

[150]. 

 

4.20. Identificación taxonómica y filogenia de la cepa Pseudomonas sp. 

GOM7 

Para identificar los genomas más cercanos a Pseudomonas sp. GOM7 se utilizó 

GTDBtk v2.0.0106 con la base de datos de referencia GTDB R207 que contiene 

317,542 genomas (al 9 de abril de 2022) y el comando de_novo_wf [151]. Se 
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emplearon diversos criterios filogenómicos para la definición de especies 

bacterianas utilizando  como comparación los genomas más cercanos predichos 

por GTDBtk. Los criterios utilizados fueron los siguientes: 1) distancia del genoma 

(Mash-D < 0.05) estimada por el programa Mash [152]; 2) promedio de identidad de 

nucleótidos basado en MUMmer (ANIm > 95%) por JSpeciesWS [153]; 3) promedio 

de identidad de aminoácidos (AAI > 96%) con la herramienta CompareM 

(https://github.com/dparks1134 /CompareM); 4) fórmula d4 de hibridación digital 

DNA-DNA (dDDH > 70%) y diferencia porcentual del contenido de G+C (< 1%), 

ambos calculados por TYGS [154]. Se utilizó el genoma de Azotobacter vinelandii 

cepa DSM 279 (GCA_900119555.1) como grupo externo, descargado del NCBI 

(consultado el 13 de marzo de 2023). 

 

4.21. Identificación de integrones clase 1 

Se utilizó el DNA genómico de cada aislado de P. aeruginosa como molde para 

amplificar por PCR un fragmento del gen intI1, utilizando los oligonucleótidos 

HS463a y HS464 (Tabla 5) [155]. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la 

enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El proceso de amplificación consistió en 

un clico a 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 95 °C 

durante 1 min, 60 °C durante  30 s y 72 °C durante 90 s,  con una extensión final a 

72 °C durante 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados mediante 

electroforesis en agarosa al 0.8%. 

Tabla. 5. Oligonucleótidos utilizados para la identificación de integrones clase 
1. 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Tm Fuente 

HS463a CTGGATTTCGATCACGGCACG 59 [155] 

HS464 ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 57 [155] 
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4.22. Análisis estadístico  

Los resultados se expresan como el promedio ± desviación estándar. Los análisis 

estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad Prism versión 8.0.1 

para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se empleó el análisis 

de varianza de una via (ANOVA), junto con la prueba de comparaciones múltiples 

de Dunnett o la prueba de Log-Rank, según corresponda. Los valores de P < 0.05 

se consideraron estadísticamente significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Identificación de bacterias productoras de antibacterianos 

En un estudio previo, se aisló una colección de bacterias del GoM, la cual fue 

analizada para evaluar su capacidad de degradar hidrocarburos [82]. En este trabajo 

nos enfocamos en analizar esta misma colección de bacterias marinas en busca de 

posibles fuentes de antibióticos. Evaluamos la actividad antibacteriana de un total 

de 82 bacterias aisladas del GoM frente a las cepas de referencia  A. baumannii 

ATCC 17978, S. enterica serotipo Typhimurium (S. Typhimurium) SL1344, S. aureus 

ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922, mediante el ensayo de colonia. Los resultados 

revelaron halos de inhibición del crecimiento alrededor de colonias de bacterias 

marinas, en las placas de agar LB que contenían las cepas indicadoras, lo cual 

indica la producción de compuestos antimicrobianos (Fig. 3). El tamaño de los halos 

de inhibición producidos varió según las cepas evaluadas (Fig. 3). Se consideró 

positiva la actividad inhibitoria independientemente del tamaño del halo. Como 

control, en estos ensayos se utilizó la cepa E. coli DH1β0, ya que no generó 

inhibición contra ninguna de las cepas evaluadas.  

 

Figura. 3. Identificación de bacterias productoras de antibacterianos. Se muestran imágenes 
representativas de los ensayos de inhibición para la identificación de cepas productoras de 
antibacterianos. Las figuras muestran ensayos realizados sobre un césped de las cepas indicadoras 
S. aureus ATCC29213 y A. baumannii ATCC17978. Los ensayos se realizaron en placas de agar LB 
y fueron incubadas a 37 °C. Se muestra la actividad de las cepas marinas LP16, LP17, LP18, LP21 
y LP34. La cepa E. coli DH10β fue utilizada como control negativo.  
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En total, de la colección de 82 cepas del GoM, se identificaron 8 con la capacidad 

de generar halos de inhibición del crecimiento en las cepas patógenas evaluadas. 

Estas cepas marinas fueron: LP16, LP17, LP18, LP21, LP34, LP35, LP36 y LP89 

(Tabla 6).  4 (LP16, LP17, LP18, LP21) de estas 8 cepas fueron obtenidas a 55 m 

de profundidad, 3 (LP34, LP35, LP36) fueron recolectadas de muestras extraídas a 

1000 m de profundidad y la cepa LP89 fue obtenida a partir de una muestra 

recolectada a 30 m de profundidad.  

Tabla. 6. Espectro de actividad antibacteriana de cepas marinas contra cepas 
de referencia de bacterias patógenas. 

Cepas 

 
Profundidad 

de 
aislamiento 

(m) 

AB SA KP EC STM 
Actividad 

a 37 °C 
Actividad 

a 30 °C 

LP16 55 + + + + + + + 

LP17 55 + + + + + + + 

LP18 55 - + - + + + + 

LP21 55 + + + + + + + 

LP34 1000 + + + + + + + 

LP35 1000 + + + + + + + 

LP36 1000 + + + + + + + 

LP89 30 + + + + + + + 
Cepas evaluadas: AB= A. baumannii; SA= S. aureus; KP= K. pneumoniae; EC= E. coli; STM= S. 
Typhimurium; += inhibición del crecimiento; -= sin inhibición de crecimiento. 

Se realizó una evaluación de la inhibición generada por las 8 cepas seleccionadas 

a 37°C y 30°C, con el propósito de determinar si en alguna de estas temperaturas 

se observaba mayor actividad. Los resultados obtenidos en ambas temperaturas 

fueron consistentes y similares (Tabla 6). En conjunto, estos resultados demuestran 

la actividad antibacteriana de estas 8 cepas contra cepas patógenas e indican que 

existen bacterias en el GoM que producen compuestos con actividad antibacteriana. 

 

5.2. Identificación taxonómica de las cepas marinas con actividad 

antibacteriana mediante secuenciación del gen rRNA 16S  

El análisis de la secuencia del gen rRNA ribosomal 16S es ampliamente empleado 

para la identificación de géneros bacterianos [137]. Para la identificación de las 
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cepas productoras de compuestos antibacterianos se realizó la secuenciación y 

análisis  del gen rRNA 16S. Cabe destacar que la cepa LP16 (GOM1) ya había sido 

previamente identificada y reportada como P. aeruginosa [82]. Nuestros análisis 

permitieron determinar que siete de estas cepas corresponden a P. aeruginosa, 

mientras que la cepa LP18 fue identificada como Pseudomonas sihuiensis. Los 

detalles de la identificación de cada cepa se presentan en la tabla 7. 

Tabla. 7. Identificación de las cepas productoras de antibacterianos mediante 
la secuenciación y análisis del gen rRNA 16S.  

Cepas 
Especie 

identificada 
Identidad (%) Cobertura (%) 

GOM1* P. aeruginosa 99.93 n.d. 

LP17 P. aeruginosa 100 100 

LP18 Pseudomonas 
sihuiensis 

98.94 100 

LP21 P. aeruginosa 100 100 

LP34 P. aeruginosa 99.71 99 

LP35 P. aeruginosa 99.76 99 

LP36 P. aeruginosa 99.14 96 

LP89 P. aeruginosa 99.66 99 

El análisis de la secuencias se realizó utilizando la base de datos de EZBioCloud; n.d. no 

determinado. * Cepa marina de P. aeruginosa reportada por Muriel-Millán et al., 2019 [82] . 

5.3. Selección de la cepa LP18 como candidata para caracterización 

Estudios previos han evidenciado que las cepas de P. aeruginosa tienen la 

capacidad de producir piocianina, un pigmento derivado de las fenazinas con 

propiedades antibacterianas [156]. Como parte de la caracterización inicial de los 

ocho aislados marinos de Pseudomonas con actividad antibacteriana, se realizó una 

evaluación cualitativa de la producción de piocianina en agar cetrimida. Los 

resultados demostraron que las siete cepas identificadas como P. aeruginosa no 

solo son capaces de crecer en este medio, sino también de sintetizar piocianina con 

diferentes niveles de producción (Fig. 4). En contraste, la cepa LP18 tuvo un 

crecimiento limitado, en comparación con las cepas de P. aeruginosa, sin 

producción de piocianina (Fig. 4). 
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Figura. 4. Producción de piocianina de las bacterias aisladas del GoM en agar cetrimida. Se 
muestran el crecimiento de las cepas de Pseudomonas aisladas del GoM en agar cetrimida durante 
18 h a 37 °C. A) Se observa un pigmento difusible azul-verdoso en el crecimiento de las cepas 
relativo al pigmento piocianina característico de las cepas de P. aeruginosa. B) Se observa la 

producción de pigmentos bajo luz UV para evidenciar la presencia de pigmentos como fluoresceína.  

Así, la cepa LP18 fue la única en exhibir actividad antibacteriana no atribuida a la 

producción de piocianina. La ausencia de este pigmento sugiere, además, que esta 

bacteria no corresponde a la especie P. aeruginosa. En virtud de esto, procedimos 

a llevar a cabo la secuenciación y anotación del genoma de la cepa LP18. El análisis 

genómico posterior, reveló que la cepa LP18 representa una nueva especie dentro 

del género Pseudomonas, la cual denominamos Pseudomonas sp. GOM7 (GOM7). 

Estos hallazgos iniciales orientaron nuestro proyecto hacia dos enfoques 

fundamentales: 1) la caracterización de la actividad antibacteriana de la cepa GOM7 

y 2) el análisis de las propiedades de virulencia y resistencia a antibióticos de las 

cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM. Estas perspectivas se exploran 

detalladamente en las secciones siguientes. 

 

5.4. Pseudomonas sp. GOM7 muestra actividad inhibitoria contra cepas de 

S. aureus resistentes a antibióticos.   

Se realizó una evaluación de la actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7 

frente a diversas especies bacterianas con el fin de establecer su espectro de 

acción. La selección de bacterias Gram-positivas incluyó aislados de S. aureus 

resistentes a antibióticos, gentilmente proporcionados por el Dr. Jaime Amadeo 
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Bustos de la Universidad Autónoma Metropolitana. Asimismo, se incorporaron en el 

estudio bacterias Gram-negativas como E. coli y S. Typhimurium. 

Tanto la colonia como el sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 

(concentrado mediante liofilización), mostraron actividad inhibitoria frente a todos 

los aislados de S. aureus resistentes a antibióticos evaluados (Tabla 8). 

Tabla. 8. Espectro de actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7. 

Cepa evaluada Pseudomonas sp. GOM7a 

Colonia Sobrenadante Extracto de 
acetato de etilo 

Gram-positivas 

S. aureus ATCC 29213  + + + 

S. aureus ATCC 43300 (MRSA) + + + 

S. aureus 8N2 (MRSA) + + + 

S. aureus 4N34 (MRSA) + + + 

S. aureus 14F4A (MRSA) + + + 

S. aureus 25F4 (MRSA) + + + 

S. aureus 15N4 (MRSA) + + + 

S. aureus 1N3 (MRSA) + + n.d. 

S. aureus 13F3 (MRSA) + + n.d. 

S. aureus 21F3 (MRSA) + + + 

S. aureus 6N3 (MDR) + + + 

S. aureus 18F1 (MDR) + + + 

S. aureus 24N2 (MDR) + + + 

S. aureus 25F2 (MDR) + + n.d. 

S. aureus 17F3 (MDR) + + + 

S. aureus 17N3 (MDR) + + + 

B. subtilis 168 + - n.d. 

Enterococcus faecium ATCC 
19434 

- - n.d. 

Gram-negativas 

E. coli  ATCC 25922 + - n.d. 

S. Typhimurium SL1344 + - n.d. 

Klebsiella quasipneumoniae 
ATCC 700603 

- - n.d. 

A. baumannii ATCC 17978 - - n.d. 
aLa actividad antibacteriana del sobrenadante de cultivo liofilizado o el extracto de acetato de etilo 
se determinó por la formación (+) o no (-) de halos de inhibición de las cepas evaluadas; n.d. no 
determinado. S. aureus resistente a meticilina (MRSA), S. aureus multi-drogo resistente (MDR). La 
cepa E. coli DH10β, usada como control negativo, no presentó actividad antibacteriana, ni en colonia 
ni su sobrenadante. Placas de agar LB o M-H fueron utilizadas para analizar la producción de halos 
de inhibición en los ensayos de colonia o en los ensayos con el sobrenadante liofilizado o con los 
extractos de acetato de etilo, respectivamente. Estas placas fueron incubadas a 37°C para los 
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ensayos de colonia y a 30°C para los ensayos con el sobrenadante liofilizado y los extractos de 
acetato de etilo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

En contraste, solamente las colonias de Pseudomonas sp. GOM7 exhibieron halos 

de inhibición frente a Bacillus subtilis 168, S. Typhimurium SL1344 y E. coli ATCC 

25922. Ni las colonias ni los sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 

generaron halos de inhibición frente a E. faecium ATCC 19434, K. quasipneumoniae 

ATCC 700603 y A. baumannii ATCC 17978 (Tabla 8 y Fig. 5). Conforme a lo 

esperado, tanto las colonias bacterianas como los sobrenadantes de cultivo de la 

cepa E. coli DH10β, empleada como control negativo, no mostraron formación de 

halos de inhibición frente a las bacterias evaluadas (Fig. 5). Estos resultados 

muestran que Pseudomonas sp. GOM7 tiene actividad antibacteriana, 

principalmente anti-S. aureus. 
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Figura. 5. Actividad antibacteriana de la cepa Pseudomonas sp. GOM7. Se muestran imágenes 
representativas de la formación de halos  de inhibición del crecimiento producidos por la colonia o 
por el sobrenadante de cultivo concentrado de Pseudomonas sp. GOM7 contra diferentes bacterias. 
La cepa E. coli DH10β fue utilizada como control negativo. La cepa de S. aureus ATCC 43300 y el 
aislado S. aureus 8N2 son MRSA. 

Para obtener información sobre la solubilidad de los compuestos antibacterianos 

producidos por Pseudomonas sp. GOM7, se evaluó la capacidad inhibitoria de 

extractos del sobrenadante de cultivo obtenidos con diferentes solventes orgánicos 

(n-hexano, cloroformo y acetato de etilo, de menor a mayor polaridad, 
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respectivamente). Como control negativo se probaron extractos del sobrenadante 

de cultivo de E. coli DH10β obtenidos con los mismos solventes. Solo el extracto 

obtenido con acetato de etilo de Pseudomonas sp. GOM7 formó halos de inhibición 

contra S. aureus, incluidas cepas MRSA (Tabla 8). Adicionalmente, analizamos la 

supervivencia de la cepa MRSA S. aureus ATCC 43300 expuesta a los extractos de 

Pseudomonas sp. GOM7 o de E. coli DH10β obtenidos con n-hexano, cloroformo o 

acetato de etilo. De manera importante, el extracto de acetato de etilo de 

Pseudomonas sp. GOM7 redujo ~60% la supervivencia de S. aureus después de 5 

h de exposición, mientras que las bacterias inclusive se replicaron en los extractos 

de n-hexano y cloroformo (Fig. 6). Como era de esperarse, no se observó ningún 

efecto inhibitorio con los extractos de solventes de E. coli DH10β.  

 

Figura. 6. El extracto de acetato de etilo de Pseudomonas sp. GOM7 reduce la supervivencia 
de S. aureus. Aproximadamente 1 x 106 UFC mL-1 de S. aureus ATCC 43300 se incubaron en medio 
LB (negro) o en los extractos del sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 (A) o de E. 
coli DH10β (B) obtenidos con n-hexano (verde), cloroformo (azul) o acetato de etilo (rojo). En los 
tiempos indicados se determinaron las UFC mL-1 mediante cuenta viable en agar LB y se determinó 
el porcentaje de supervivencia. El valor de P fue calculado utilizando el análisis de ANOVA de una 
vía combinado con la prueba de Dunnett. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Los datos representan 

el promedio ± S.D. de tres experimentos diferentes.  

En conclusión, Pseudomonas sp. GOM7 produce uno o más compuestos 

antibacterianos solubles en acetato de etilo que afectan la viabilidad de S. aureus, 

incluidas cepas MRSA. 
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5.5. Secuenciación y anotación del genoma de Pseudomonas sp. GOM7 

Para determinar las características genéticas de Pseudomonas sp. GOM7 se realizó 

la secuenciación, ensamble y anotación de su genoma completo. Estos análisis, en 

conjunto con la clasificación filogenómica y la predicción de posibles genes 

relacionados a la producción de compuestos antibacterianos se realizaron en 

colaboración con el Dr. Jorge Vargas Rojas del CIGoM. 

El cromosoma circular completo de Pseudomonas sp. GOM7 tiene un tamaño de 

5.424.934 pares de bases en una única secuencia continua, mostrando un 

contenido de G+C del 63,35% (Fig. 7). Mediante el uso de la anotación RASTtk, se 

logró la identificación de un total de 4.774 secuencias codificantes. En este genoma 

se destacan 64 genes que codifican RNAt y 12 genes que codificantes de RNAr, 

además de incluir 63 repeticiones CRISPR. También se observa la presencia de 

cuatro copias del gen rRNA16S, cada una con una longitud de 1.532 pares de 

bases. 

 

Figura. 7. Representación circular del genoma de Pseudomonas sp. GOM7. Los anillos 

representados se disponen desde el más externo hacia el centro de la siguiente manera: ( ) CDS 
forward y CDS reverse, ( ) contenido de GC, ( ) GC skew, y tamaño del genoma. Algunos genes 
anotados codificantes de factores de virulencia, resistencia antimicrobiana y posibles resistencias a 
otros compuestos, están señalados en color azul. Las áreas que comprenden los grupos de genes 
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biosintéticos (BGC) que han sido identificados por antiSMASH como posibles codificadores de 
compuestos antimicrobianos se destacan en rojo ( ). La figura fue realizada utilizando el servidor 
CGView. 

Los datos de secuenciación del genoma completo y las secuencias sin procesar 

correspondientes a Pseudomonas sp. GOM7 se encuentran disponibles en el NCBI 

con el número de acceso CP113519. Además, el proyecto asociado a estas 

secuencias tiene asignado el número de acceso BioProject PRJNA905872. Los 

archivos de lectura de secuencias (SRA) relacionados son SRX18440904 (datos de 

secuenciación sin procesar obtenidos con Illumina) y SRX18440905 (datos de 

secuenciación sin procesar obtenidos con MinION).  

 

5.6. Pseudomonas sp. GOM7 es una nueva especie de Pseudomonas  

El análisis de genomas completos, como la identidad media de nucleótidos (ANI) y 

la hibridación digital del DNA-DNA (dDDH), han emergido como enfoques sólidos 

en los estudios filogenómicos y la delimitación de especies [157,158]. Dentro del 

género Pseudomonas, el análisis multilocus de secuencias (MLSA) ha demostrado 

ser un enfoque efectivo para determinar relaciones filogenéticas, empleando genes  

como el rRNA 16S, gyrB, rpoB y rpoD [159,160]. Para lograr una identificación más 

precisa de Pseudomonas sp. GOM7, inicialmente llevamos a cabo un análisis 

exhaustivo utilizando GTDB-Tk, el cual emplea una alineación concatenada de 120 

genes bacterianos, incluyendo genes como rRNA16S, gyrB y rpoB, derivados tanto 

del genoma de Pseudomonas sp. GOM7 como de los genomas presentes en la 

base de datos de GTDB-Tk. Este análisis reveló 25 especies de Pseudomonas, 

como las especies más cercanas a Pseudomonas sp. GOM7 (Fig. 8).  
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Figura. 8. Especies de Pseudomonas filogenéticamente más cercanas a Pseudomonas sp. 
GOM7. A) Posición del genoma de Pseudomonas sp.GOM7 (flecha roja) en el árbol de referencias 
inferido por GTDB-Tk con FastTree v2.1.10 bajo el modelo WAG a partir del alineamiento 
concatenado de 120 genes bacterianos ubicuos. B) Clado del árbol de referencia en el que el 
genoma de Pseudomonas sp.GOM7 (rojo) se asignó junto con los genomas de otras especies de 
Pseudomonas. El genoma con el número de acceso en azul ha sido eliminado del NCBI. 

Posteriormente se utilizaron cinco criterios filogenómicos para clasificar a 

Pseudomonas sp. GOM7, utilizando su genoma completo para compararlo contra 

el genoma de las especies de Pseudomonas más próximas seleccionadas 

anteriormente, y al genoma de Azotobacter vinelandii DSM 279 como grupo externo 

(Tabla 9). En esta evaluación, la asignación a una especie específica exige que el 

genoma analizado cumpla con los criterios filogenómicos calculados en relación a 

los genomas de referencia, (dDDH >70%, ANI% >96%, AAI >96%, Mash D <0,05 y 

diferencias en el contenido de G+C <1%) [152,154,161]. Sin embargo, nuestros 

resultados mostraron que ninguno de los genomas de Pseudomonas analizados 

(filogenéticamente más cercanos) se ajustó completamente a estos parámetros; 

solo unos pocos genomas manifestaron diferencias en el contenido de G+C 

inferiores al 1% (Tabla 9). En consecuencia, Pseudomonas sp. GOM7 no pudo ser 

clasificada como una especie ya conocida dentro del género Pseudomonas. 
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Tabla. 9. Criterios filogenómicos para identificar taxonómicamente la especie 
de Pseudomonas sp. GOM7. 

Genoma comparado 
dDDH 
(d4, %) 

ANIm 
(%) 

AAI 
(%) 

Mash 
D 

Diferencia del 
contenido 
G+C (%) 

P. guguanensis JCM 18416 
(GCA_900104265.1)a 

31.3 88.30 88.19 0.11 0.86 

P. composti LY1 
(GCA_001567565.1) 

31.2 88.25 88.59 0.12 0.36 

Pseudomonas sp. P818 
(GCA_000418555.1) 

30.9 88.17 88.24 0.12 0.07 

P. indoloxydans JCM 
14246 (GCA_003052605.1)a 

30.8 88.00 87.94 0.11 1.10 

P. mendocina EF27 
(GCA_008041835.1) 

30.8 87.96 87.71 0.12 1.56 

P. oleovorans subsp. 
oleovorans 
(GCA_002197815.1)a 

30.7 87.90 88.26 0.11 1.29 

P. alcaliphila JAB1 
(GCA_001941865.1) 

30.6 87.97 87.49 0.12 0.81 

P. mendocina PSB00032 
(GCA_016008875.1) 

30.5 87.87 87.55 0.12 0.24 

Pseudomonas sp. MY50 
(GCA_009932725.1)a 

30.4 88.09 87.79 0.12 0.53 

P. sihuiensis KCTC 32246T 
(GCA_900106015.1)a 

30.3 87.96 87.54 0.11 0.82 

P. chengduensis DSM 
26382 (GCA_900102635.1)a 

30.3 87.93 87.95 0.12 1.03 

P. chengduensis 402 
(GCA_015712065.1) 

30.2 87.89 87.65 0.12 0.72 

P. mendocina NCTC10897 
(GCA_900636545.1)a 

30.1 87.88 88.00 0.11 0.59 

Pseudomonas sp. ZH-FAD 
(GCA_002803095.1) 

30.1 87.85 87.40 0.12 1.13 

P. alcaliphila JCM 10630 
(GCA_900101755.1)a 

30.1 87.77 87.87 0.11 0.47 

P. toyotomiensis JCM 
15604 (GCA_900115695.1)a 

30.0 87.84 87.79 0.12 0.74 

P. khazarica TBZ2T 
(GCA_004521985.1)a 

30.0 87.65 87.33 0.11 1.61 

Pseudomonas sp. AOB-7 
(GCA_003696305.1) 

30.0 87.66 86.01 0.12 3.27 

Pseudomonas sp. 8Z 
(GCA_902506535.1) 

30.0 87.57 88.81 0.12 2.49 
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P. mendocina FFL34 
(GCA_007049795.1) 

29.9 87.67 87.68 0.12 1.37 

P. composti CCUG 59231 
(GCA_900115475.1)a 

29.8 87.66 87.97 0.12 0.94 

Pseudomonas sp. 8O 
(GCA_902506495.1) 

29.7 87.57 87.50 0.12 0.88 

P. sediminis PI11 
(GCA_002741105.1)a 

29.4 87.57 87.72 0.12 0.87 

Pseudomonas sp. MSPm1 
(GCA_014109765.1) 

29.3 87.31 87.10 0.12 0.94 

P. mendocina NEB698 
(GCA_003008615.1) 

29.2 87.34 87.00 0.12 0.92 

Azotobacter vinelandii 
DSM 279 

(GCA_900119555.1)b 

22.4 84.43 72.67 0.19 2.13 

a Cepa tipo de acuerdo con la base de datos de NCBI consultada el 6 de Noviembre de 2022. 
b Genoma seleccionado como grupo externo.  
 

El genoma de P. guguanensis JCM 18416 mostró los valores más altos de dDDH 

(31,3%) y ANIm (88,30%) (Tabla 8), señalando su proximidad con Pseudomonas 

sp. GOM7. Los genomas de Pseudomonas sp. GOM7 y P. guguanensis JCM 18416 

comparten 3.450 familias génicas del total de 5.564 predichas por CMG BioTools 

(Fig 9A). Al examinar los bloques de alineamiento múltiple (cuyas extensiones 

mínimas superan los 10.000 pb) entre ambos genomas, se identificaron 27 regiones 

de sintenia compartidas que abarcan un 29,21% del genoma de Pseudomonas sp. 

GOM7 (Fig. 9). Estas áreas de sintenia se reparten en 14 contigs del genoma de P. 

guguanensis JCM 18416, aunque dispuestas en un orden distinto al observado en 

el genoma de Pseudomonas sp. GOM7. La escasa cobertura del genoma y las 

variaciones en la distribución de los bloques de sintenia sugieren que el genoma de 

Pseudomonas sp. GOM7 posee una organización genética distinta en comparación 

con P. guguanensis JCM 18416. En conjunto, estos hallazgos apoyan la evidencia 

de que Pseudomonas sp. GOM7 es una nueva especie dentro del género 

Pseudomonas. 
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Figura. 9. Análisis de las familias de genes y comparación de bloques de alineamiento múltiple 
entre genomas de Pseudomonas sp. Comparación de Pseudomonas sp. GOM7 (azul) y P. 
guguanensis JCM 18416 (púrpura). A) Representación en diagrama de Venn que representa la 
distribución de familias de genes compartidas y exclusivas entre ambos genomas. B) Representación 
de bloques de sintenia obtenidos a través de Sibelia. Desde el anillo exterior hacia el centro, se 
presenta la siguiente disposición: los dos genomas se muestran en azul y morado, los contigs de 
cada genoma se visualizan en verde pálido, y los bloques de sintenia se diferencian mediante 
diversos tonos. En el anillo de contigs, los bloques en rojo indican direcciones inversas de las 
secuencias. 

 

5.7. Predicción de los compuestos antibacterianos en el genoma de 

Pseudomonas sp. GOM7  

El análisis genómico mostró que Pseudomonas sp. GOM7 carece de los genes 

necesarios para la biosíntesis de piocianina presentes en P. aeruginosa, lo que 

confirma los resultados fenotípicos al respecto. Sin embargo, Pseudomonas sp. 

GOM7 alberga cinco genes que exhiben similitud con aquellos asociados a la 

síntesis de fenazinas (phzC, phzF, phzG, phzH y phzS). Estos genes se encuentran 

distribuidos en el genoma y comparten la mayor similitud (84-97%) con genes 

putativos de cepas de Pseudomonas sp. 8Z, P. mendocina y P. composti (Fig. 10). 

Se ha reportado que fenazinas distintas a la piocianina también pueden tener 

actividad antimicrobiana [162]. Así, podría plantearse que la actividad antibacteriana 
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producida por Pseudomonas sp. GOM7 está relacionada con compuestos 

diferentes a las fenazinas. 

 

Figura. 10. Genes requeridos para la síntesis de piocianina en P. aeruginosa. A) Los dos 
operones que sintetizan piocianina en P. aeruginosa [163]. Las enzimas codificadas en los genes 
phzA-phzG transforman el ácido corísmico en el ácido fenazina-1-carboxílico (PCA), que es 
convertido en diferentes fenazinas por las enzimas codificadas en los genes phzH, phzS y phzM; 
una de ellas es luego transformada en piocianina por la enzima codificada en el gen phzS. B) 
Probables genes ortólogos de phzH, phzC, phzF, phzG y phzS presentes en el genoma de 
Pseudomonas sp. GOM7. Esta figura fue creada con BioRender.com. 

Para identificar otros potenciales genes responsables de la producción de 

compuestos antimicrobianos, se analizó el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 con 

la herramienta antiSMASH, la cual permite predecir grupos de genes biosintéticos 

(BGC) relacionados a metabolitos secundarios con posible actividad antimicrobiana. 

Este análisis reveló la existencia de seis BGCs en el genoma de Pseudomonas sp. 

GOM7, los cuales podrían estar vinculados con la actividad antibacteriana exhibida 

(Fig. 11). Se predijo que dos BGCs codifican péptidos sintetizados por el ribosoma 

y luego modificados post traduccionalmente (RiPPs) (Fig. 11A). Estos BGCs tienen 

un único gen tipo RiPP, el cual presenta una similitud del 42% entre sí y no 

comparten parentesco con otros BGCs reportados (Fig. 11A). Adicionalmente, otros 

dos BGCs de Pseudomonas sp. GOM7 están relacionados con la síntesis potencial 

de β-lactonas (Fig. 11B). Otro de los BGCs predichos presenta posibles ortólogos 

de los genes yngEGHJ de Bacillus velezensis FZB42, estos genes se encuentran 
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en operón con los genes fenABCDE para sintetizar el lipopéptido antifúngico 

fengicina [164]. Además, en el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 se identificó la 

existencia de dos BGCs anotados como "módulos de sintetasas peptídicas no 

ribosomales" (NRPs) (Fig. 11C). Uno de estos NRPs contiene posibles ortólogos de 

17 de los 31 genes de un NRP previamente detectado en el genoma de 

Pseudomonas sp. 8Z [165], con una similitud entre el 30% y el 97% (Fig. 11C). De 

igual manera, este NRP en Pseudomonas sp. GOM7 presenta ortólogos de 7 genes 

de Cupriavidus necator H16, vinculados con la creación del sideróforo cupriachelin 

[166]. No obstante, Pseudomonas sp. GOM7 carece de varios genes necesarios 

para la síntesis completa de cupriachelin (Fig. 11C). El otro NRP predicho en el 

genoma de Pseudomonas sp. GOM7 incluye todos los genes esenciales para la 

generación de los lipopéptidos antimicrobianos syringomycina de P. syringae y 

nunapeptin/nunamicyn de P. florescens [167,168], exhibiendo una similitud entre el 

31% y el 82%. En conjunto, este análisis nos permitió identificar posibles genes 

involucrados en la actividad antibacteriana exhibida por Pseudomonas sp. GOM7. 
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Figura. 11. Grupos de genes biosintéticos predichos en el genoma de Pseudomonas sp. 
GOM7 y su comparación con los BGCs de otras bacterias. La figura muestra los BGCs predichos 
utilizando el programa antiSMASH seleccionando el parámetro de detección relajado. (A) BGCs que 
codifican para RiPPs. (B) BGCs que codifican para β-lactonas. (C) BGCs que codifican para péptidos 
no ribosomales. Los genes se representan como flechas y la dirección de la flecha indica la sintenia. 
La función probable de los genes y la identidad entre ellos se indican con colores según las leyendas 
mostradas. 

 

5.8. Caracterización parcial del compuesto con actividad antibacteriana  

Como se mencionó anteriormente, los extractos obtenidos del sobrenadante de 

cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 con acetato de etilo mostraron ser capaces de 
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inhibir el crecimiento de S. aureus (Tabla 8). Por lo tanto, se decidió analizar los 

compuestos presentes en este extracto con el objetivo de identificar el o los 

compuestos responsables de la actividad antibacteriana observada. 

La figura 12A muestra los halos de inhibición producidos por la  fracción de acetato 

de etilo contra la cepa MRSA S. aureus ATCC 43300. El acetato de etilo tiene un 

nivel intermedio de polaridad, además, se destaca por su bajo grado de toxicidad 

[169]. Estos resultados sugieren que los compuestos con actividad antibacteriana 

presentes en el extracto de acetato de etilo tienen una polaridad intermedia. 

 

Figura. 12. Caracterización parcial del compuesto antimicrobiano de Pseudomonas sp. GOM7. 
A) Se muestra una imagen  de la formación de halos  de inhibición del crecimiento producidos por el 
extracto de acetato de etilo obtenido del sobrenadante de Pseudomonas sp. GOM7 contra S. aureus 
ATCC 43300. El extracto de acetato de etilo del  sobrenadante de cultivo de la cepa E. coli DH10β 
fue utilizado como control negativo. La cepa de S. aureus ATCC 43300 es MRSA. B) Se muestran 
los compuestos presentes en los extractos de acetato de etilo (*) separados mediante TLC en placas 
cromatográfica  desarrolladas con dos diferentes fases móviles y reveladas con luz UV de onda larga 
a 254 nm. Se utilizó como control extractos de acetato obtenidos de etilo de medio LB estéril. C= 
control. 

El índice de polaridad del acetato de etilo nos permitió proponer un sistema de 

cromatografía en capa fina (TLC), como una aproximación inicial para separar los 

compuestos presentes en la fracción de acetato de etilo obtenida del sobrenadante 

de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7. Este sistema utilizó dos fases móviles, 

ambas de naturaleza polar, pero que se diferencian en la polaridad de los solventes 
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que las componen. La fase EFAW, compuesta por acetato de etilo, ácido fórmico y 

agua, posee un índice de polaridad más elevado. Por otro lado, la fase móvil BAW 

está conformada por butanol, ácido acético y agua (Fig. 12B). El desarrollo de las 

placas cromatográficas reveló que ambas fases móviles utilizadas facilitaron la 

separación de los compuestos en la placa de sílice, permitiendo identificar cinco 

posibles compuestos de diversas polaridades (Fig. 12B). Sin embargo, los patrones 

de separación de los compuestos variaron, mostrando una mejor separación con la 

fase EFAW. 

En conjunto, estos resultados muestran la presencia de 5 compuestos de naturaleza 

polar que podrían estar relacionados con la actividad anti-S. aureus exhibida por 

Pseudomonas sp. GOM7. No obstante, es necesario realizar ensayos adicionales 

para determinar cuál de estos compuestos es el responsable de la actividad 

antibacteriana observada. 

 

5.9. Pseudomonas sp. GOM7 no presentó propiedades de virulencia 

Como un aspecto importante para el estudio de una nueva especie bacteriana, 

investigamos si Pseudomonas sp. GOM7 exhibe propiedades de virulencia 

similares a las de P. aeruginosa, la especie clínica más importante dentro del género 

Pseudomonas. El potencial de virulencia de ambas cepas se evaluó utilizando el 

modelo de infección en larvas de Galleria mellonella, el cual es ampliamente 

utilizado para estudiar la virulencia de bacterias patógenas [113]. Como era 

esperado, la cepa de P. aeruginosa mató el 100 % de las larvas a las  40 h post-

infección, con una dosis infectiva de 0.6 x 103 UFC mL-1. En contraste, 

Pseudomonas sp. GOM7 y la cepa no virulenta de E. coli DH5α (utilizada como 

control negativo) no mataron a ninguna de las larvas durante todo el experimento, 

inclusive la infección con dosis mayores de bacterias (1 x 103, 1 x 104, and 1 x105 

UFCs) no provocó ningún efecto letal (Fig. 13). Estos resultados indican que la cepa 

Pseudomonas sp. GOM7 no es virulenta comparada con la cepa P. aeruginosa 

PAO1 en el modelo de G. mellonella. 
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Figura. 13. Supervivencia de G. mellonella infectada con diferentes dosis de Pseudomonas 
sp. GOM7. Se muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de las larvas infectadas con 
diferentes dosis de las siguientes cepas: Pseudomonas sp. GOM7 (azul) y  P. aeruginosa PAO1 
(rojo) como control. El valor de P fue calculado utilizando el análisis de log-rank. ***, P <0.001. Las 
larvas se incubaron a 30 °C y su viabilidad fue monitoreada durante 5 días. No hubo efectos letales 
en las larvas infectadas con E. coli DH5α, inyectadas con PBS o sin inyectar.   

Aunado a esto, se comparó la capacidad de formación de biopelículas y secreción 

de proteasas entre Pseudomonas sp. GOM7 y P. aeruginosa, ya que estos fenotipos 

están relacionados con la virulencia de P. aeruginosa [170]. Como control negativo 

la cepa E. coli DH5α también fue evaluada. Nuestros resultados mostraron una clara 

formación de biopelículas y secreción de proteasas por parte de P. aeruginosa (Fig. 

14). En contraste, Pseudomonas sp. GOM7 y E. coli DH5α mostraron una formación 

de biopelículas aproximadamente ~5 y ~14 veces más baja que P. aeruginosa, 

respectivamente, y no presentaron secreción de proteasas (Fig. 14). El análisis 

genómico de Pseudomonas sp. GOM7 reveló la presencia de genes que se 

relacionan con la virulencia, pero que también están presentes en bacterias no 

patógenas, como genes para la síntesis de flagelo y para el pili tipo IV, así como la 

producción de alginato, entre otros. En general, estos resultados indican que 

Pseudomonas sp. GOM7 no es una bacteria patógena. 



61 
 

Figura. 14. Comparación de las propiedades de virulencia de Pseudomonas sp. GOM7, P. 
aeruginosa (patogénica) y E. coli DH5α (no patogénica). A) Observación de la coloración azul 
verdosa generada por la piocianina en bacterias cultivadas en agar cetrimida. B) Medición de 
piocianina en el sobrenadante de los cultivos de Pseudomonas sp. GOM7 y P. aeruginosa PAO1 
tras una extracción secuencial con cloroformo, seguida de cuantificación por espectrofotometría. C) 
Evaluación de la secreción de proteasas. Se analizó la producción de proteasas extracelulares en 
agar de leche descremada. D) Cuantificación de la formación de biopelículas. Se empleó la técnica 
de tinción con violeta cristal para cuantificar la formación de biopelícula. Estos análisis se realizaron 
con bacterias cultivadas en medio LB a una temperatura de 37 °C. Las barras representan el 
promedio ± desviación estándar. El valor de P fue calculado utilizando el análisis de ANOVA de una 
vía combinado con la prueba de Dunnett con respecto al control PAO1. * P <0.05, ** P <0.01, *** P 
<0.001. Las barras representan el promedio ± S.D. Las cepas P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5α 
se utilizaron como controles positivo y negativo, respectivamente. Todos los ensayos se realizaron 
por triplicado.  

 

5.10. Las cepas marinas y clínicas de  P. aeruginosa son virulentas en el 

modelo de G. mellonella. 

Como se indicó anteriormente, de las cepas del GoM que mostraron actividad 

antibacteriana, identificamos 7 como P. aeruginosa. Dado que es un patógeno 

oportunista con una amplia distribución ambiental y bajo la perspectiva de “Una 

Salud”, nos interesó determinar si estas cepas, donde se podría esperar un bajo 
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impacto antropogénico, son potencialmente patógenas y sí presentan resistencia a 

antibióticos. Para ello, comparamos la patogenicidad de estas cepas marinas con 

un número igual de cepas clínicas de P. aeruginosa, utilizando el modelo de larvas 

de G. mellonella. 

La virulencia de P. aeruginosa en G. mellonella y ratones ha sido reportada con 

anterioridad [171,172]. Primero determinamos su capacidad de matar a larvas de G. 

mellonella.  Los 7 aislados clínicos y 5 de las 7 cepas marinas mataron a las larvas 

44 h post-infección, un fenotipo similar al mostrado por la cepa P. aeruginosa PAO1 

(control positivo de virulencia); las otras 2 cepas marinas mataron las larvas a las 

68 h post-infección (Fig.15). Como era esperado, la cepa E. coli DH5α (no patógena) 

no mató ninguna larva en las 116 h evaluadas. Estos resultados indican que en 

general las cepas marinas y los aislados clínicos probados de P. aeruginosa poseen 

una virulencia similar en el modelo de G. mellonella. 

 

Figura. 15. Aislados marinos y clínicos de P. aeruginosa exhiben una virulencia similar en el 
modelo de G. mellonella. Larvas de gusano de cera fueron infectadas con ~ 1 x 102 UFC mL-1 de 
las cepas marinas o clínicas de P. aeruginosa y su viabilidad fue monitoreada durante 5 días. Curvas 
de supervivencia de Kaplan-Meier de las larvas infectadas con cepas marinas (A) o cepas clínicas 
(B). Los grupos control fueron P. aeruginosa PAO1 (patógena) y E. coli DH5α (no patógena). El valor 
de P fue calculado utilizando el análisis de Log-rank. ***, P <0.001.  
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5.11. Las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa son capaces de formar 

biopelícula. 

La formación de biopelícula es un fenotipo relacionado a la virulencia de P. 

aeruginosa [173]. En este estudio se comparó la capacidad de formar biopelículas 

en microplacas de poliestireno entre las cepas marinas y los aislados clínicos de P. 

aeruginosa, utilizando el método de tinción con cristal violeta [123]. Los resultados 

revelaron que tanto las cepas marinas como las clínicas exhibieron diferentes 

niveles de formación de biopelícula (fuerte, moderada o débil); las 7 cepas marinas 

formaron biopelícula, mientras que 5 de los 7 aislados clínicos también lo hicieron 

(Fig. 16). Las cepas de P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5α usadas como control 

positivo y negativo, respectivamente, mostraron los fenotipos esperados. Estos 

hallazgos indican que, si bien existe variación entre las diferentes cepas, en general 

se puede concluir que tanto las cepas marinas como los aislados clínicos de P. 

aeruginosa probados son capaces de formar biopelícula. 

 

Figura. 16. Los aislados marinos y clínicos de P. aeruginosa forman biopelícula. Se utilizó el 
método de tinción con cristal violeta para cuantificar la formación de biopelícula. Las cepas se 
clasificaron como productoras de biopelícula: fuertes (morado), moderadas (amarillo), débiles (verde) 
o no formadoras de biopelícula (negro) según lo descrito por Stepanovic [123]. La línea punteada 
muestra el valor de corte utilizado para la clasificación el cual fue obtenido del promedio de la O.D570 
+ 3 veces la S.D. del control negativo E. coli DH5α. Las barras representan el promedio de 3 
experimentos independientes ± S.D. P. aeruginosa PAO1 fue utilizada como control positivo. 
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5.12. Las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa expresan factores 

asociados a virulencia. 

Diversos factores se han asociado a la virulencia de P. aeruginosa, entre ellos las 

exotoxinas ExoS y ExoU, la piocianina, la elastasa y los ramnolípidos [174]. Por lo 

tanto, se determinó la presencia de estos factores de virulencia entre las cepas 

marinas y los aislados clínicos de P. aeruginosa en estudio.  

En su proceso infeccioso P. aeruginosa utiliza un sistema de secreción de tipo III 

(SST3) para inyectar proteínas efectoras en el citoplasma de la célula huésped. 

Algunos de estos efectores son las exotoxinas ExoU que es una potente citotoxina 

con actividad de fosfolipasa, y ExoS una toxina bifuncional con actividad de proteína 

activadora de GTPasa en el extremo carboxilo terminal y actividad de ADP-

transferasa [175]. Para evaluar la producción de las exotoxinas ExoS y ExoU y su 

secreción  mediante el SST3, la presencia de estas proteínas fue analizada en el 

sobrenadante de cultivo de las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa mediante 

Western blot. Los resultados mostraron que  6 de 7 cepas marinas y 4 de 7 aislados 

clínicos secretaron ExoS, un fenotipo que muestra la cepa P. aeruginosa PAO1 

(solo produce ExoS), mientras que 1 cepa marina y  3 aislados clínicos secretaron 

ExoU, un fenotipo que muestra la cepa P. aeruginosa PA14 (solo produce ExoU) 

(Fig. 17). Como era esperado, en la cepa P. aeruginosa ATCC 9027, usada como 

control negativo en estos ensayos, no se detectaron las toxinas ExoS y ExoU (Fig. 

17). Estos resultados muestran que tanto las cepas marinas como las clínicas son 

capaces de producir las toxinas ExoS o ExoU y secretarlas a través del SST3. 

 

Figura. 17. Detección de las toxinas ExoS y ExoU producidas por los aislados de P. 
aeruginosa. La presencia de ExoS y ExoU en el sobrenadante de cultivo de las cepas marinas (A) 
o clínicas (B) fue analizada mediante Western blot usando anticuerpos policlonales anti-ExoS o anti-
ExoU. La proteína GroEL fue identificada con el anticuerpo anti-GroEL (control de carga). Las cepas 
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P. aeruginosa PAO1 y PA14 que expresan ExoS y ExoU, respectivamente, fueron utilizadas como 
controles positivos, mientras que P. aeruginosa ATCC9027 que no expresa ninguna de estas toxinas 
se usó como control negativo. Los paneles  marcados con el número 1 y 2 fueron obtenidos con una 
mezcla de los anticuerpos anti-ExoS y anti-ExoU o únicamente con el anticuerpo anti-GroEL, 
respectivamente.  

Otros de los factores asociados a virulencia que se evaluaron fueron la producción 

de piocianina y elastasa. La piocianina es una molécula derivada de las fenazinas, 

relacionada a la formación de especies reactivas de oxígeno, mientras que la 

elastasa, es una proteasa que facilita la colonización bacteriana induciendo daños 

en el tejido del huésped [102,176]. Se comparó la producción de estos factores entre 

las cepas marinas y los aislados clínicos de P. aeruginosa, como controles positivo 

y negativo se usaron las cepas P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5α, respectivamente 

(Fig. 18). En general, la producción de piocianina y de elastasa fue mayor en las 

cepas marinas que en las clínicas; las 7 cepas marinas mostraron niveles de 

piocianina más altos que los de 6 aislados clínicos, mientras que las 7 cepas 

marinas mostraron niveles de elastasa más altos que los de 5 aislados clínicos (Fig. 

18). Como esperado, la cepa P. aeruginosa PAO1, produjo piocianina y elastasa, 

mientras que E. coli DH5α no produjo ninguno de los dos factores (Fig. 18). Estos 

resultados muestran que los aislados marinos producen una mayor cantidad de 

piocianina y de elastasa que los aislados clínicos. 

  

Figura. 18. Producción de piocianina y elastasa por aislados marinos y clínicos de P. 
aeruginosa. A). Cuantificación de piocianina en el sobrenadante de cultivos de aislados de P. 
aeruginosa tras la extracción secuencial con cloroformo y la medición de absorbancia por 
espectrofotometría. B) Producción de elastasa. La producción de elastasa extracelular se evaluó 
mediante el ensayo de Elastasa- Rojo Congo. Las cepas P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5α se 
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utilizaron como controles positivo y negativo, respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por 
triplicado. El valor de P fue calculado utilizando el análisis de ANOVA de una vía combinado con la 
prueba de Dunnett con respecto al control PAO1. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Las barras 
representan el promedio ± S.D. Las barras azules corresponden a las cepas marinas de P. 
aeruginosa, mientras que las barras rojas corresponden a los aislados clínicos de esta bacteria. La 

línea punteada muestra el valor obtenido para PAO1. 

Los factores de virulencia extracelulares desempeñan un papel crucial en la 

virulencia de P. aeruginosa [177]. Entre estos factores encontramos a los 

ramnolípidos (RLs), los cuales son biosurfactantes con una amplia variedad de 

actividades. P. aeruginosa produce tanto mono-RLs (contiene 1 molécula de 

ramnosa) como di-RLs (contiene 2 moléculas de ramnosa). Se ha demostrado que 

los RLs desempeñan un papel crítico en la promoción de la virulencia [178]. Para 

evaluar la expresión de estos factores, la presencia de los RLs se detectó en el 

sobrenadante de cultivo de las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa. Como 

controles se utilizaron RLs purificados y la cepa P. aeruginosa PAO1, ya que esta 

cepa produce mono y di-RLs. Tanto las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa 

mostraron producción de ramnolípidos, tanto mono-RLs como di-RLs (Fig. 19), lo 

que concuerda con hallazgos previos sobre los tipos predominantes de RLs 

producidos por P. aeruginosa [179]. Estos resultados indican que tanto las cepas 

marinas como las clínicas poseen la capacidad de producir ambos tipos de 

ramnolípidos. 

Figura. 19. Producción de ramnolípidos por cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa. Se 
empleó la cromatografía en capa fina (TLC) para analizar la producción de RLs en el sobrenadante 
de cultivos de los aislados marinos y clínicos de P. aeruginosa.  Las placas de TLC muestran la 
producción de RLs en los cepas. Como control, se utilizó una mezcla de mono-RL y Di-RL (RLs), o 
sólo Di-RL (Di-RL). El panel A representa los RLs producidos por los aislados marinos  de P. 
aeruginosa, mientras que el panel B muestra los RLs producidos por las cepas clínicas de P. 
aeruginosa. 

En conjunto, nuestros resultados muestran variabilidad de fenotipos entre las cepas 

de P. aeruginosa analizadas, pero en general indican que las cepas marinas son 
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capaces de mostrar fenotipos o expresar factores relacionados a virulencia de una 

manera similar o incluso a un nivel mayor que los aislados clínicos.  

 

5.13. Las cepas marinas presentan mayor susceptibilidad a 

antibióticos que las cepas clínicas de P. aeruginosa. 

La RA se ha observado principalmente en bacterias presentes en entornos clínicos, 

pero también se ha detectado en bacterias ambientales [17]. Para saber si los 

aislados marinos de P. aeruginosa exhiben RA, se determinaron perfiles de 

resistencia a distintos antibióticos en estas cepas y se hizo una comparación con 

los perfiles de RA de los aislados clínicos en estudio. Se seleccionaron los 

antibióticos: ceftazidima, piperacilina, meropenem, imipenem, norfloxacino, 

ciprofloxacino, gentamicina y amikacina, ya que estos son fármacos utilizados para 

el tratamiento de infecciones provocadas por P. aeruginosa [132,180]. Los 

resultados obtenidos indican que los aislados marinos presentan en general una 

mayor susceptibilidad a los antibióticos probados en comparación con los aislados 

clínicos, los cuales mostraron resistencia o resistencia intermedia a la mayoría de 

los antibióticos seleccionados (Fig. 20). Sin embargo, de manera interesante, 3 

cepas marinas mostraron resistencia a algunos antibióticos (piperacilina, 

meropenem e imipenem). Por otro lado, las fluoroquinolonas inhibieron el 

crecimiento de todas las cepas marinas y fueron los antibióticos que mostraron la 

mayor inhibición en las cepas clínicas, esto es relevante ya que son medicamentos 

de primera elección en el tratamiento de infecciones ocasionadas por P. aeruginosa 

[181].  Estos resultados dan más evidencia del impacto que tiene la exposición de 

antibióticos en ambientes hospitalarios en la generación de bacterias resistentes, 

pero también muestran que en sitios sin exposición directa a antibióticos, como el 

ambiente marino, también puede haber bacterias resistentes. Esto último podría ser 

debido a la exposición a compuestos que generan resistencia cruzada a antibióticos 

o podría ser ocasionada por la contaminación bacteriana por actividades humanas. 
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Figura. 20. Susceptibilidad a antibióticos de cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa. Se 
muestra un mapa de calor que indica la susceptibilidad a los antibióticos seleccionados. Los colores 
rojo, amarillo y verde indican resistencia, resistencia intermedia y  susceptibilidad, respectivamente. 
La clasificación de las cepas se realizó estableciendo la susceptibilidad a antibióticos mediante la 
determinación de la concentración mínima inhibitoria, según lo establecido por el CLSI. Los ensayos 
se realizaron por triplicado.  CAZ: ceftazidima, PIP: piperacilina, MER: meropenem, IPM: imipenem, 
NOR, norfloxacino, CIP: ciprofloxacino, GEN: gentamicina, AMK: amikacina. 

 

5.14. Análisis del impacto antropogénico sobre las cepas marinas y 

clínicas de P. aeruginosa. 

El impacto de la actividad humana en el ambiente se relaciona con la presencia de 

contaminantes, incluyendo los antibióticos. Los integrones de clase 1 han sido 

utilizados como indicadores de este impacto en bacterias, ya que son una 

importante plataforma para el reclutamiento y movilización de genes de resistencia 

a antibióticos u otros compuestos antibacterianos; la abundancia de estos 

integrones puede cambiar rápidamente en respuesta a la presión de selección 

ejercida por estos compuestos y se pueden encontrar tanto en bacterias patógenas 

como no patógenas [182,183]. Para analizar el impacto antropogénico en las cepas 

marinas y clínicas de P. aeruginosa, nosotros detectamos por PCR el gen intI1 que 

codifica la integrasa del integrón clase 1 [155]. Los resultados revelaron la presencia 

del gen intI1 en 1 de las 7 cepas marinas y en 6 de las 7 cepas clínicas (Fig. 21). 
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Como podría ser esperado, estos resultados indican un mayor impacto 

antropogénico en los aislados clínicos que en las cepas marinas. De manera 

interesante, la cepa marina en la que se detectó  intI1 fue la que mostró resistencia 

a 3 diferentes antibióticos (LP35), asimismo,  la cepa clínica en la que no se detectó  

intI1 fue la que mostró mayor susceptibilidad a antibióticos  (P1165).  

 

Figura. 21. Detección del gen int1 en las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa. Se realizó 
la amplificación mediante PCR del gen int1 (A) o del gen rRNA 16S (utilizado como control) (B) en 
las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa. Las bandas corresponden a los productos de PCR 
visualizados mediante electroforesis en agarosa al 0.8%. Las reacciones de PCR se realizaron por 
triplicado. Para las reacciones de PCR se utilizó DNA genómico que fue obtenido de manera 
independiente para cada una de las determinaciones.  
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6. DISCUSIÓN  

Los microorganismos marinos han sido poco explorados como fuente de moléculas 

con actividad biológica, los cuales producen una amplia gama de compuestos 

altamente complejos incluidos antibióticos y otras moléculas antimicrobianas. 

En nuestro estudio, de un análisis de 82 cepas aisladas de agua del GoM, 

identificamos una cepa, Pseudomonas sp. GOM7, que muestra actividad 

antibacteriana especialmente contra S. aureus resistente a antibióticos. 

Interesantemente, la secuenciación y análisis del genoma de Pseudomonas sp. 

GOM7 reveló que esta bacteria es una nueva especie del género Pseudomonas. 

Nuestros resultados indican que la especie bacteriana más cercana a 

Pseudomonas sp. GOM7 es P. guguanensis JCM 18416, la cual fue aislada de una 

muestra de agua termal en Taiwán [184]. Cuatro de las 25 especies de bacterias 

más cercanas a Pseudomonas sp. GOM7 fueron aislados de fuentes marinas, 

incluyendo P. alcaliphila JCM 10630, aislada a partir de agua de mar [185], así como 

P. chengduensis 402, Pseudomonas sp. 8Z y Pseudomonas sp. 8O, aisladas a partir 

de algas marinas [165]. Así, el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 parece 

contener rasgos particulares de especies de Pseudomonas que habitan en medios 

acuáticos.  

Tanto las colonias como el sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 

tuvieron actividad contra todas las cepas resistentes a antibióticos de S. aureus 

probadas; las colonias, pero no el sobrenadante de cultivo también tuvieron 

actividad contra E. coli, S. Typhimurium y B. subtilis. Nuestros resultados indican 

que Pseudomonas sp. GOM7 tiene mayor actividad antibacteriana contra bacterias 

Gram-positivas. Es probable que esta diferencia en la susceptibilidad esté 

relacionada con la membrana externa en las bacterias Gram-negativas, la cual 

proteje de la actividad de Pseudomonas sp. GOM7 [186]. Notablemente, 

Pseudomonas sp. GOM7 inhibió el crecimiento y presentó actividad bactericida 

contra S. aureus resistente a meticilina, que es uno de los patógenos prioritarios 

establecidos por la OMS para los cuales es urgente el desarrollo de nuevos 

antibióticos. 
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El o los compuestos anti-S. aureus producidos por Pseudomonas sp. GOM7 se 

extrajeron del sobrenadante de cultivo utilizando acetato de etilo, el cual es un 

solvente medianamente polar. El análisis mediante TLC del extracto de acetato de 

etilo mostró la presencia de 5 diferentes compuestos con naturaleza polar. Varios 

estudios han demostrado la eficacia del acetato de etilo en la extracción de 

compuestos antibacterianos a partir de cultivos de diferentes bacterias, incluyendo 

cepas marinas [187,188]. Diferentes tipos de compuestos como péptidos, ácidos 

grasos, ésteres, esteroles, alquenos y terpenos se pueden extraer con acetato de 

etilo [189,190]. Metabolitos con actividad anti-MRSA, como quinolonas, glucósidos, 

alcaloides y ácidos grasos, han sido identificados mediante extracciones con 

acetato de etilo a partir de cultivos de bacterias [191,192]. Así, la actividad 

antibacteriana mostrada por Pseudomonas sp. GOM7 puede estar relacionada a los 

compuestos mencionados. 

El análisis del genoma de Pseudomonas sp. GOM7 reveló seis BGCs que codifican 

probables metabolitos secundarios relacionados con actividad antimicrobiana, dos 

parecen ser únicos (no se identificaron ortólogos según antiSMASH) y cuatro 

presentan similitud con BGCs previamente reportados y caracterizados (Fig. 11). 

Los dos BGCs únicos de Pseudomonas sp. GOM7 codifican RiPPs, que son 

péptidos abundantes en el microbioma humano y a los que se les reconoce actividad 

antibiótica [193]. Recientemente se encontró un BGC tipo RiPP que está implicado 

en la actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. RGM2144 contra el patógeno 

de peces Flavobacterium psychrophylum [194]. Otros dos de los BGC de 

Pseudomonas sp. GOM7 codifican para β-lactonas, compuestos que se han 

relacionado con una amplia gama de actividades biológicas, incluyendo actividades 

antibacterianas, antifúngicas y antivirales [195]. Pseudomonas sp. y P. fluorescens 

ATCC 39502 producen las β-lactonas EM5395 y obafluorina (BGC0001437), 

respectivamente, que tienen actividad contra bacterias Gram-negativas y Gram-

positivas [196,197]. Las otras dos BGCs predichas de Pseudomonas sp. GOM7 

contienen NRPs. Los NRPs son metabolitos peptídicos secundarios que se 

encuentran en bacterias, cianobacterias y hongos, además, se han reportado NRPs 

antimicrobianos producidos por bacterias marinas [198]. Uno de esos NRP de 
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Pseudomonas sp. GOM7 es similar a un NRP putativo de Pseudomonas sp. 8Z 

[165]. El otro NRP predicho mostró la mayor similitud con un NRP de la bacteria del 

suelo P. fluorescens In5, la cual sintetiza nunapeptina y nunamicina, dos péptidos 

con actividad antibacteriana contra el fitopatógeno Rhizoctonia solani [168]. Es 

importante señalar que la mayoría de los BGCs predichos de Pseudomonas sp. 

GOM7 codifican péptidos, que son moléculas que pueden extraerse con el 

disolvente acetato de etilo [190]. Por lo tanto, es tentador especular que la actividad 

antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7 se debe a uno o más péptidos.  

El género Pseudomonas es ubicuo y produce una variedad de moléculas con 

distintas actividades biológicas, que incluyen compuestos antimicrobianos, 

sideróforos, enzimas líticas, fenazinas, péptidos, glicolípidos e hidrocarburos 

alifáticos [87,199]. Estudios anteriores han reportado otras especies marinas de 

Pseudomonas con actividad antibacteriana contra S. aureus. Por ejemplo, la cepa 

de Pseudomonas sp. UJ-6 produce el metabolito secundario 1-acetil-beta-corbolina 

con actividad antibacteriana contra MRSA [76]. Otro metabolito llamado 2,4-

diacetilfloroglucinol (DAPG), un policétido fenólico, producido por Pseudomonas sp. 

AMSN mostró actividad anti-MRSA [200]. Asimismo, los compuestos andrimida y 

moiramida A-C de P. flourescens mostraron actividad antibacteriana contra S. 

aureus MRSA [201]. Por otro lado, la cepa marina de P. alcaliphila JCM 10630 

produce toxoflavina que tiene propiedades antibióticas contra Legionella 

pneumophila y su huésped, la ameba Vermamoeba vermiformis [202]; sin embargo, 

los genes para la producción de toxoflavina no se encontraron en el genoma de 

Pseudomonas sp. GOM7. Por otra parte, el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 

tampoco presenta los genes flc que producen fluopsina C, relacionada con la 

actividad antibacteriana de P. aeruginosa contra S. aureus [203]. Además, el 

genoma de Pseudomonas sp. GOM7 presenta sólo algunos de los genes phz 

implicados en la síntesis de piocianina, un derivado de las fenazinas que muestra 

actividad antibacteriana contra B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, P. 

teessidea, y P. clemancea [204].  
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En favor de continuar con su análisis como fuente de probables nuevos compuestos 

antibacterianos, nuestros resultados apoyan que Pseudomonas sp. GOM7 presenta 

nula virulencia comparada con P. aeruginosa, la especie de Pseudomonas de mayor 

relevancia clínica.   

Además de Pseudomonas sp. GOM7, identificamos otras 7 cepas aisladas del GoM 

que muestran actividad antibacteriana contra todas las cepas patógenas probadas. 

Estas 7 cepas fueron identificadas como P. aeruginosa mediante el análisis de la 

secuencia del gen rRNA 16S. Varios estudios han reportado que P. aeruginosa 

produce piocianina, un pigmento que tiene actividad antibacteriana de amplio 

espectro [205]. Por lo tanto, en nuestro estudio no ahondamos más sobre la 

actividad antibacteriana de las cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM. Sin 

embargo, considerando que P. aeruginosa es un patógeno oportunista y que es 

importante analizar el riesgo para la salud que podría representar la presencia de 

este tipo de patógenos en el ambiente, decidimos analizar las propiedades de 

virulencia y de resistencia a antibióticos de las cepas de P. aeruginosa del GoM. A 

este respecto, encontramos que las cepas de P. aeruginosa del GoM presentaron 

una virulencia similar a cepas clínicas de P. aeruginosa, en el modelo de larvas de 

G. mellonella. Diversos estudios han utilizado a G. mellonella para el análisis de 

virulencia bacteriana [206]; en el caso de cepas de P. aeruginosa se ha determinado 

que entre 10 a 100 bacterias generan la muerte de G. mellonella en 

aproximadamente 24 h después de la infección [207]. Nuestros resultados muestran 

que con dosis infectivas similares tanto las cepas marinas como los aislados clínicos 

de P. aeruginosa son capaces de provocar la muerte de larvas de G. mellonella. 

Previos estudios han mostrado que cepas ambientales de P. aeruginosa presentan 

virulencia en el modelo de G. mellonella [208,209]. Asimismo, nuestros resultados 

mostraron que las cepas marinas y las cepas clínicas de P. aeruginosa que 

evaluamos forman biopelícula, en ambos casos se presentó variación entre las 

cepas en los niveles de biopelícula formada.  La formación de biopelícula representa 

un mecanismo de resistencia a las condiciones ambientales adversas, incluyendo 

la presencia de antibióticos, y es un importante factor de virulencia, lo cual facilita la 

colonización de tejidos y de superficies abióticas, como dispositivos médicos 
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[210,211]. Se ha reportado que en el ambiente, incluido el marino, la biopelícula es 

la principal forma de vida de las bacterias, la cual permite la formación de complejas 

asociaciones microbianas [212,213]. Diversos estudios han reportado cepas 

marinas de P. aeruginosa capaces de formar biopelícula [214,215]. Además, 

nuestros resultados indican que las cepas marinas y las cepas clínicas de P. 

aeruginosa evaluadas expresan factores involucrados en la virulencia de esta 

bacteria (expresión del SST3, producción de las toxinas ExoS y ExoU, piocianina, 

elastasa y RLs). La producción de factores como la piocianina y la elastasa fue 

incluso mayor en las cepas marinas que en las clínicas.  

La mayoría de las cepas marinas (6 de 7) secretaron la toxina ExoS, solo la cepa 

LP35 secretó la toxina ExoU, en el caso de las cepas clínicas 4 secretaron ExoS y 

3 secretaron ExoU. Se ha reportado que ExoS es más prevalente en aislados 

ambientales y que ExoU es más común en aislados clínicos de P. aeruginosa [97]. 

La secreción de toxinas como ExoS, ExoT, ExoU y ExoY, mediante el SST3, se ha 

asociado con una mayor virulencia en P. aeruginosa [216]. Además, la presencia de 

ExoU está significativamente ligada con la resistencia a múltiples antibióticos 

[217,218]. Los resultados de secreción de las toxinas ExoS y ExoU indican además 

que las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa analizadas tienen un SST3 

funcional. Este sistema de secreción se asocia a virulencia; sin embargo, también 

puede hallarse en numerosas bacterias no patógenas. Hu y colaboradores 

analizaron alrededor de 20,000 genomas bacterianos e identificaron genes para un 

SST3 en 109 géneros, abarcando desde bacterias ambientales no relacionadas con 

huéspedes eucariontes hasta bacterias benéficas para las plantas, como rizobios y 

algunas especies de Pseudomonas [219].  

Estudios previos también han reportado la producción de piocianina y elastasa en 

cepas ambientales de P. aeruginosa [125,220,221]. La piocianina es un pigmento 

con propiedades redox-activas, actúa como un importante aceptor de electrones, 

además de su papel en virulencia, tiene funciones ecológicas relacionadas con 

señalización [222]. La elastasa B es la proteasa más abundante en el secretoma de 

P. aeruginosa y su función ecológica está relacionada con la obtención de nutrientes 
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mediante la degradación de proteínas [223]. Por otro lado, también se ha reportado 

la producción de RLs en cepas marinas de P. aeruginosa [224–226]. Los RLs 

desempeñan un papel crucial en la formación y maduración de biopelículas, así 

como en la motilidad, dispersión y propagación de las bacterias embebidas en la 

biopelícula [227].  

En conjunto, nuestros resultados muestran que las cepas de P. aeruginosa aisladas 

del GoM poseen propiedades de virulencia similares a las de los aislados clínicos 

de esta bacteria, lo cual sugiere que factores asociados a virulencia  en P. 

aeruginosa cumplen una función ecológica, permitiendo a la bacteria prosperar en 

diversos entornos [228]. Nuestros hallazgos concuerdan con estudios previos que 

indican que todas las cepas de P. aeruginosa podrían ser potencialmente 

patógenas, independientemente de sus nichos ecológicos, incluido el ambiente 

marino. 

Además de las propiedades de virulencia, también comparamos la susceptibilidad 

a antibióticos entre las cepas marinas y clínicas de P. aeruginosa en estudio. 

Nuestros resultados muestran que las cepas marinas son más susceptibles a 

antibióticos que los aislados clínicos de esta bacteria. Esto coincide con 

investigaciones previas, las cuales indican una mayor proporción de susceptibilidad 

en cepas ambientales comparadas con aislados clínicos de P. aeruginosa 

[229,230]. Interesantemente, algunas cepas marinas mostraron resistencia a 

carbapenémicos, como meropenem e imipenem. Esto podría explicarse, al menos 

en parte,  a la existencia de mecanismos de resistencia no específicos, como las 

bombas de eflujo [231]. Algunos estudios sugieren que el aumento de la actividad 

del sistema de eflujo contribuye a la resistencia a antibióticos de cepas ambientales 

de P. aeruginosa, incluidas las procedentes de entornos acuáticos. [232,233]. 

Adicionalmente, estudios anteriores han revelado la presencia de determinantes 

genéticos de resistencia a antibióticos en bacterias que habitan entornos naturales 

prístinos, como cuevas, aguas profundas y el subsuelo [10,234,235].  

La aparición de RA se asocia principalmente con la exposición a antibióticos 

resultante de las actividades humanas. Los integrones de clase 1 están implicados 
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en la adquisición y propagación de genes de resistencia a los antibióticos y se 

utilizan como marcadores de este impacto antropogénico [182,236]. Se sabe que 

los integrones desempeñan un papel importante en la generación de diversidad 

fenotípica y la respuesta adaptativa, además del desarrollo de la resistencia a los 

antibióticos y movilización de genes [237]. La fuerte presión selectiva ejercida por el 

uso humano de antibióticos favorece la rápida aparición, fijación y propagación de 

estos integrones clase 1 en las poblaciones bacterianas. Numerosos estudios 

demuestran que la abundancia de la integrasa de clase 1 ( gen intI1) coincide con 

los niveles de impacto antropogénico y los niveles de contaminación en diferentes 

entornos [238,239]. Así, nosotros evaluamos la presencia de integrones de clase 1 

en los genomas de las cepas de P. aeruginosa en estudio, para comparar el impacto 

antropogénico entre las cepas marinas y clínicas. Como podría ser esperado, estos 

integrones clase 1 se detectaron en casi todas las cepas clínicas (en 6 de las 7 

cepas) y en solo una de las 7 cepas marinas, lo que indica una influencia 

antropogénica más marcada en los aislados clínicos en comparación con los 

marinos. Interesantemente, la cepa marina (LP35) que exhibe una menor 

susceptibilidad a los antibióticos es precisamente la que posee el integrón clase 1. 

Esta correlación podría indicar que su origen se encuentra en un hábitat con una 

mayor exposición antropogénica o más contaminada. Es importante destacar que 

los ambientes acuáticos son reconocidos como uno de los reservorios y rutas de 

diseminación de resistencia a antibióticos más importantes a nivel global [240]. 

Varios estudios han documentado la presencia de integrones clase 1 en cepas de 

P. aeruginosa resistentes a antibióticos procedentes de diversos ambientes, 

incluyendo entornos acuáticos [241,242]. En contraste, el aislado clínico que carece 

del integrón clase 1 podría tener un origen ligado a un ambiente con una menor 

influencia antropogénica, lo que se refleja también en su mayor susceptibilidad a los 

antibióticos. Importante destacar que investigaciones previas han arrojado 

resultados similares a los nuestros al identificar la presencia de integrones clase 1 

en aislados tanto ambientales como clínicos de P. aeruginosa [243]. 

En conjunto, nuestros resultados resaltan el potencial del ambiente marino del GoM 

como una fuente de búsqueda de nuevos antibióticos para combatir la problemática 
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de la RA. Asimismo, muestran que las cepas de P. aeruginosa obtenidas de este 

ambiente poseen propiedades de virulencia similares a las de cepas clínicas de esta 

bacteria y expresan factores que se han asociado a la virulencia de cepas clínicas 

Además, nuestros resultados indican que las cepas del GoM que analizamos 

presentan una mayor susceptibilidad a los antibióticos en comparación con las 

cepas clínicas, lo que indica una menor presión selectiva en el entorno marino. En 

apoyo a esto, nuestro análisis reveló un menor impacto antropogénico en las cepas 

marinas comparadas con las clínicas.  
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7. CONCLUSIONES 

 

 8 de 82 cepas bacterianas del GoM analizadas presentaron actividad 

antibacteriana extracelular.  

 

 Se identificó una nueva especie de Pseudomonas con actividad 

antibacteriana, principalmente contra cepas de S. aureus resistentes a 

antibióticos, la cual no es virulenta en el modelo de G. mellonella. 

 

 

 En el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 se predijeron seis potenciales 

BGCs relacionados a la producción de compuestos antimicrobianos con la 

herramienta antiSMASH. 

 

 La actividad anti-S. aureus producida por Pseudomonas sp. GOM7 está 

relacionada con un compuesto de polaridad media y soluble en acetato de 

etilo. 

 

 Cepas de P. aeruginosa del GoM presentan propiedades de virulencia 

similares a aislados clínicos de la misma especie.  

 

 La susceptibilidad a antibióticos es mayor en cepas de P. aeruginosa 

provenientes del GoM que en aislados clínicos de la misma especie. Esto 

parece estar relacionado a un mayor impacto antropogénico en los aislados 

clínicos que en las cepas marinas, lo cual se determinó por la presencia de 

integrones de clase 1. 
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8. PERSPECTIVAS 

 Identificar él o los compuestos con actividad antibacteriana producidos por 

Pseudomonas sp. GOM7 y analizar su aplicación como antibacteriano.  

 Mutar los genes de biosíntesis de piocianina de las cepas LP35 y LP36 para 

evaluar si hay otros compuestos producidos por estas cepas que tengan 

actividad antibacteriana.  

 Analizar los determinantes genéticos de resistencia a antibióticos en las 

bacterias del GoM que presentan RA. 
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10. ANEXOS 
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