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Generalidades microbiológicas

Pseudomonas 

aeruginosa
Bacilo Gram Negativo

Características

Genes reguladores
Factores 

Virulencia

Pigmentos
Biopelículas, QS

Alginato

Alginato
Capsula 

Resistencia a A/B 
Evasión Rta Inmune 

Adaptabilidad

Resistencia 

antimicrobianos
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Asociación con 

enfermedades

Cystic Fibrosis Foundation. Patient Registry Annual Data Report to the

Center Directors 2019. Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry

[internet] 2020

ETAPAS 

INFECCIÓN
Aguda

Crónica 

Adquisición



Regulación de la producción de alginato

D-mannuronico 

L-guluronico
Alginato Polímero

Regulación de la biosíntesis de alginato: conversión y reversión mucoide. 

Operón biosintético alginato

algTmucABCD

Requiere actividad del 

Factor Sigma
AlgT

CODIFICADO

Biosíntesis

Mutaciones

Gen mucA
Impacto clínico

Cambio 🡪 fenotipo

FENOTIPO MUCOIDE

Tasas de mortalidad
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Objetivo General

Caracterizar el gen mucA en tres cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infección

crónica producida en fibrosis quística.

Objetivos Específicos

- Aislar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infección crónica

producida en fibrosis quística, mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

- Identificar posibles mutaciones que se encuentren en el gen mucA en cepas de

Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infección crónica producida en fibrosis quística

mediante el análisis bioinformático de las secuencias nucleotídicas obtenidas.
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Metodología del objetivo 1

1

Muestra

- Cepa ATCC Pseudomonas aeruginosa

27853

- 3 aislamientos de P. aeruginosa de

pacientes con F.Q

Conservación de los aislados

Secretaria de Salud de Bogotá

- Crioviales con Skim Milk y se dejan a -

70°C

Aislar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infección crónica

producida en fibrosis quística, mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

6



Cultivo e identificación de aislados clínicos1

Curvas de crecimiento de aislados clínicos y cepa ATCC 278532

Metodología del objetivo 1
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Extracción de ADN genómico a partir de los aislados clínicos y ATCC 278533

Metodología del objetivo 1
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Métodos
Kit comercial

1. Lisado de células 

2. Precipitación de proteínas 

3. Precipitación ADN

Salting Out



Cuantificación de ADN de los productos de extracción 4

Diseño de primers5

Metodología del objetivo 1

9

Alineamiento de la secuencia del gen mucA de 

las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 

PAO1 y 27853

6

genomes.atcc.org (cepa ATCC 27853)

pseudomonas.com (cepa PAO1).



Estandarización de la PCR y electroforesis7

Purificación y secuenciación de productos de PCR8

Metodología del objetivo 1

Método
Secuenciación de Sanger por 

electroforesis capilar

10



Caracterización fenotípica de los aislados clínicos

Cultivo e identificación de aislados clínicos1

Figura 2AI, BI y CI (Agar MacConkey)

Colonias traslúcidas (bacteria no fermentadora)

Figura 2AIII, 2BIII y 2CIII (Gram)

Bacilos Gram negativos

Prevalencia P. aeruginosa - Cystic Fibrosis 

Foundation 

1994 🡪 60%                  2020 🡪 30%

P. fluorescens 🡪 Especie ambiental 
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Perfiles de resistencia de los aislados

Perfiles de resistencia de los aislados clínicos2

- Penicilinas

- Cefalosporinas de tercera y

cuarta generación

- Carbapenémicos

- Aminoglucósidos

- Fluoroquinolonas

Sensibilidad 

A/B

Excepción
Aislado P. fluorescens

Resistencia intermedia a ciprofloxacino
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Figura 6. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

3 réplicas del inóculo y 3 controles de

medio (LB)

Fase Lag: 13 horas (800 min)

Fase Log: 14 horas (820 min 🡪 1700

min)

Fase Estacionaria: 6 horas (1700 🡪

2200 min)

Fase Muerte: 10 horas (2200 min 🡪

2800 min)

Curvas de crecimiento de cepas evaluadas

Curvas de crecimiento de cepa ATCC y aislados clínicos3

Estudio por 

Liu y col.

2020

P. aeruginosa ATCC 9027 🡪 Variación duración de las fases (lag de 4 horas; 

log de 5 a 36 horas); 
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Figura 7. Curva de crecimiento

del aislado 1 (Pseudomonas

fluorescens)

14

Figura 8. Curva de crecimiento del aislado 2

(Pseudomonas aeruginosa)

Figura 7. Curva de crecimiento del aislado

1 (Pseudomonas fluorescens)

Figura 8. Curva de crecimiento del aislado 3

(Pseudomonas aeruginosa)

Estudio por Liu 

y col.

2020

AISLADOS tienen curvas de 

duración menores

Curvas de crecimiento de cepas evaluadas



Se obtuvo una mayor concentración y pureza óptima del

ADN genómico obtenido por el Kit de Promega,

comparado con lo obtenido por el método de Salting

Out.

Cuantificacion ADN genómico
Cuantificación ADN genómico4

Estudio 

Becker y col.

(2016)

Pureza DNA del estudio 🡪 1,5

[DNA] 🡪 18,1 µg/ml
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Figura 10. Electroforesis de ADN genómico obtenido por 

dos métodos de extracción (Kit y Salting Out). Los carriles 

1 al 4, corresponden a las muestras extraídas por el Kit de 

Promega; el carril 5, corresponde al marcador de peso 

molecular, HyperLadder I; los carriles 6 al 9, corresponden a 

las muestras extraídas por Salting Out. 

Electroforesis de ADN genómico

Electroforesis ADN genómico5
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Figura 13. Ubicación de primer forward (amarillo) y primer

reverse (azul) en la secuencia fasta del gen mucA.

Diseño y confirmación de utilidad experimental de los primers

Diseño de primers 6
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Alineamiento de secuencias7

Porcentaje de similitud: 99,83%

La posición 342, en el caso de la cepa PAO1, hay

una Adenina y la ATCC 27853, hay una Guanina.



Figura 14. Electroforesis del gen mucA de las

cepas ATCC 27853 y aislados clínicos

amplificados por PCR. En el carril 1 se encuentra el

marcador de peso molecular (HyperLadder I); el carril 2,

corresponde al aislado 1 (P. aeruginosa); el carril 3,

correspondiente al aislado 2 (P. fluorescens); el carril 4,

correspondiente al aislado 3 (P. aeruginosa); en el carril 5,

corresponde a la cepa ATCC 27853, y, por último, en el

carril 6, se encuentra un control negativo con agua free.

Electroforesis de PCR

Electroforesis de la PCR del gen mucA8
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Metodología del objetivo 2

2 Identificar posibles mutaciones que se encuentren en el gen mucA en cepas de Pseudomonas

aeruginosa asociadas a la infección crónica producida en fibrosis quística mediante el análisis

bioinformático de las secuencias nucleotídicas obtenidas.

Visualización de las secuencias obtenidas1

Depuración de las secuencias2

3 Alineamiento de las secuencias con los primers forward y reverse 

(Secuencia consenso)

4 Comparación con bases de datos

5 Alineamiento secuencia consenso con secuencia ATCC 
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Electroferogramas de secuencias 

ATCC 
Visualización de secuencias cepa ATCC 278539.1

Figura 12. Electroferogramas de

un fragmento del gen mucA de P.

aeruginosa ATCC 27853 obtenido

a partir del secuenciamiento con

el primer forward y reverse. (A)

fragmento del electroferograma obtenido

a partir del primer forward; (B) fragmento

del electroferograma obtenido a partir

del primer reverse.
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Blast de comparación con bases de datos

Blast de búsqueda de secuencia ATCC en base de 

datos
9.2

Longitud de la secuencia del gen mucA ATCC

Secuencia abarcada por las bases de datos

Figura 13. Blast de comparación de

secuencia ATCC y bases de datos
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Alineamiento de secuencia consenso y ATCC

Comparación con bases de datos9.3

Figura 13. Alineamiento de secuencia consensus ATCC

27853 y la secuencia de la base de datos de ATCC

27853.

Figura 14. Porcentaje de identidad obtenido al hacer el 

alineamiento en Clustal-Omega.
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Visualización de secuencias aislado 29.4

Figura 15. Fragmento del

electroferograma del gen mucA

del aislado 2 obtenido a partir del

secuenciamiento con el primer

forward y reverse. (A) fragmento

obtenido a partir del primer forward;

(B) fragmento obtenido a partir del

primer reverse.

No fue posible obtener la 

secuencia de los aislados 1 y 

3 (picos superpuestos)
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Electroferogramas de secuencias aislado 2



Blast de búsqueda de secuencia en base de datos9.5

Longitud de la secuencia del gen mucA

Secuencia abarcada por las bases de datos
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Figura 16. Blast de comparación de

secuencia ATCC y bases de datos

Blast de comparación con bases de datos



Alineamiento secuencia consenso 

aislado 2 y ATCC

Comparación con bases de datos - aislado 29.6

Figura 17. Alineamiento de secuencia consensus

aislado 2 y la secuencia de la base de datos de ATCC

27853. En color amarillo se observan las bases que no fueron

compatibles en la secuencia consensus y, por lo tanto, no fue

compatible con la secuencia ATCC 27853. En color rojo, se

observan las mutaciones que se presentaron a lo largo de la

secuencia.

🡪 17 mutaciones en la secuencia

consensus (flecha de color rojo)

🡪 10 bases las cuales no fueron

identificadas en la secuencia (color

amarillo).
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Identificación de mutaciones en aislado 2

Identificación de mutaciones en el aislado 29.7

9 mutaciones por

transversión

7 mutaciones por

transición

1 mutación por

inserción

Estudio Candido y 

col. (2018)

Evalúan cambio en 

secuencia, mutaciones del 

gen mucA y fenotipo 

Mutaciones: 

sustituciones, inserciones 

Bragonzi y col.

(2006)

Mutaciones del gen 

mucA 🡪

SUSTITUCIÓN 

(transición =168)
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Conclusiones

27

- Se observó una variabilidad en cuanto a presencia de diferentes cepas de

Pseudomonas spp. en pacientes con Fibrosis Quística, permitiendo no solamente

encontrar a P. aeruginosa, sino también a P. fluorescens.

- Existe una variación en cuanto a las curvas de crecimiento de los aislados, la cual

puede estar relacionada con el método y tiempo evaluado, lo cual se evidencia en las

diferencias de la duración de las fases lag, log y estacionaria de cada uno.

- En el presente estudio, se dan a conocer mutaciones del tipo inserción y sustitución

(predominan las transversiones) que anteriormente no han sido descritas en la

literatura revisada.

- No necesariamente todas las mutaciones presentes en el gen mucA van a influir de

forma directa en el cambio del fenotipo bacteriano (de no mucoide a mucoide), y que

existe algunas descritas en literatura que se conocen porque están presentes en el

fenotipo mucoide como es el caso de la mutación mucA22.



Perspectivas futuras
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➢ Volver a secuenciar los aislados 1 y 3 para determinar si en estas

secuencias también hubo mutaciones presentes.

➢ Realizar un nuevo estudio con un número mayor de aislados, en donde

se identifiquen a mayor escala las mutaciones presentes en el gen

mucA de P. aeruginosa en pacientes con F.Q.

➢ Continuar en un futuro con los estudios sobre los aislados, en este caso,

haciendo una correlación entre los niveles de alginato y el fenotipo

presentado por los aislados.

➢ Inducir el fenotipo mucoide en los aislados de forma in vitro y

nuevamente evaluar la presencia de mutaciones en el gen mucA.



Participación en eventos
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