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RESUMEN 

El incremento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes representa un 

importante problema de salud pública; en el ámbito hospitalario, patógenos como el grupo 

ESKAPE favorecen infecciones y brotes recirculantes. Este fenómeno se ha relacionado con 

el desarrollo de estados de tolerancia antimicrobiana, o persistencia bacteriana, los cuales se 

creen permiten la evasión de la respuesta inmune y recurrencia de infecciones, resaltando la 

necesidad de profundizar en su estudio para mejorar estrategias de diagnóstico y control. 

Objetivo. Evaluar el impacto del estado persistente en la respuesta inmune innata 

desencadenada por Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Métodos. Se 

utilizaron cepas clínicas MDR y cepas ATCC de P. aeruginosa y S. aureus. La persistencia 

fue inducida mediante NaClO (6 y 10 ppm). La viabilidad se evaluó mediante resazurina y 

recuento de UFC, buscando curvas bifásicas de muerte como criterio de persistencia. 

Posteriormente, se analizó la susceptibilidad al sistema de complemento utilizando suero 

humano. Se estableció un modelo de infección in vitro utilizando macrófagos RAW 264.7 

infectados con bacterias basales y persistentes a una MOI de 5. La supervivencia intracelular 

se determinó mediante recuperación de UFC tras lisis celular y la activación oxidativa de los 

macrófagos se evaluó mediante nitroazul de tetrazolio (NBT). Resultados. La exposición al 

NaClO produjo una disminución de la viabilidad bacteriana en los primeros 30 minutos, 

seguida de una fase de meseta en S. aureus y P. aeruginosa. En el ensayo con suero humano, 

S. aureus mostró alta tolerancia al complemento, mientras que la persistencia protegió a P. 

aeruginosa en menor medida. Asimismo, las poblaciones persistentes tendieron a mantener 

o incrementar su actividad metabólica en condiciones de suero inactivado. Las persistentes 

mantienen niveles de interiorización en los macrófagos similares a las bacterias basales; sin 

embargo, presentan una mayor supervivencia intracelular tras la fagocitosis. Los ensayos de 

NBT sugieren una mayor activación del estallido respiratorio frente a bacterias persistentes, 

paradójicamente favoreciendo su permanencia intracelular. Conclusiones. El estrés 

oxidativo inducido por NaClO favorece la formación de persistentes, este estado parece 

favorecer la supervivencia ante el sistema de complemento; así como la supervivencia 

intracelular en macrófagos. Estos hallazgos sugieren que la persistencia bacteriana podría 

contribuir a la evasión inmunológica y a la recurrencia de infecciones.  
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ABSTRACT 

The increase in infections caused by multidrug-resistant bacteria represents a major public 

health problem. In hospital settings, pathogens such as the ESKAPE group promote 

healthcare-associated infections and recurrent outbreaks. This phenomenon has been 

associated with the development of transient states of antimicrobial tolerance, known as 

bacterial persistence, which are linked to immune response evasion and recurrent infections, 

highlighting the need for further research to improve diagnostic and control strategies. 

Objective. To evaluate the impact of the persistent state on the innate immune response 

triggered by Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Methods. MDR clinical 

strains and ATCC strains of P. aeruginosa and S. aureus were used. Persistence was induced 

using NaClO (6 and 10 ppm). Bacterial viability was assessed by resazurin assay and CFU 

counting, searching for biphasic killing curves as a persistence criteria. Subsequently, 

susceptibility to the complement system was analyzed using human serum. Finally, an in 

vitro infection model was established using RAW 264.7 macrophages infected with basal and 

persistent bacteria at an MOI of 5. Intracellular survival was determined by CFU recovery 

after cell lysis, while macrophage oxidative activation was evaluated using nitroblue 

tetrazolium (NBT). Results. Exposure to NaClO produced a decrease in bacterial viability 

during the first 30 minutes, followed by a plateau phase in S. aureus and P. aeruginosa. In 

the human serum assay, S. aureus showed high complement tolerance, whereas persistence 

provided lower protection to P. aeruginosa. Persistent populations also tended to maintain or 

increase their metabolic activity under heat-inactivated serum conditions. Persistent bacteria 

maintained macrophage internalization levels similar to basal bacteria; however, they 

exhibited greater intracellular survival after phagocytosis. NBT assays suggested increased 

respiratory burst activation against persistent bacteria, paradoxically favoring their 

intracellular persistence. Conclusions. Oxidative stress induced by NaClO promotes the 

formation of persisters, and this state appears to favor survival against the complement 

system as well as intracellular survival within macrophages. These findings suggest that 

bacterial persistence may contribute to immune evasion and the recurrence of chronic or 

subclinical infections.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Uno de los mayores retos actuales en materia de salud pública es el aumento de casos de 

infecciones causadas por patógenos que presentan resistencia a diversos agentes 

antimicrobianos, encontrando microorganismos especialmente notorios por su capacidad de 

sobrevivir en el entorno hospitalario y generar brotes recirculantes intrahospitalarios (Flores-

Paredes et al. 2021). 

Esta capacidad de supervivencia en hospitales puede agravar la trasmisión de agentes 

resistentes a antibióticos, propiciando así la aparición de infecciones asociadas a la atención 

de la salud (IAAS); particularmente de aquellos organismos pertenecientes al grupo 

ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Flores-Paredes et al. 

2021; Zumaya-Estrada et al. 2021). 

Bajo este contexto, se estima que la mortalidad anual asociada a la resistencia a antibióticos 

alcance los 10 millones de defunciones para el 2050. Aunado a esto, debido a la pandemia 

causada por el COVID-19 y el uso excesivo de antimicrobianos en respuesta a coinfecciones, 

se espera que esta tasa aumente considerablemente (de Oliveira Santos et al. 2022; Loyola-

Cruz et al. 2023). 

Sin embargo; el aumento de casos de brotes recirculantes sigue siendo un problema 

multifactorial. Muchas bacterias tienen la capacidad de infectar y persistir dentro de sus 

hospederos durante largos períodos de tiempo, esto puede deberse a la inmunosupresión del 

paciente, una posible evasión inmune por parte del patógeno y/o a la supervivencia ante un 

tratamiento antimicrobiano ineficaz (Fisher et al. 2017a). Las bacterias sobrevivientes 

pueden ser resistentes o tolerantes al tratamiento. La persistencia es un estado transitorio 

bacteriano en el cual una subpoblación adquiere una tolerancia temporal al tratamiento. A 

menudo, estas bacterias dejan de multiplicarse o reducen su tasa de crecimiento y lo reanudan 

después del estrés letal (Niu et al. 2024). 

La diversidad fenotípica de células persistentes ha favorecido encontrar diferentes 

subpoblaciones de una misma cepa bacteriana con distintas capacidades para adaptarse con 

éxito a los cambios ambientales, por lo que este estado se ha relacionado con la reaparición 
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de brotes, una mayor capacidad de evadir la respuesta inmune, así como un aumento de la 

resistencia a antibióticos (Kaldalu et al. 2020; Niu et al. 2024). 

El enmascaramiento y heterogeneidad de las bacterias persistentes, aunado a la poca 

investigación referente, a conllevado a subestimar la carga bacteriana presente en ambientes 

hospitalarios, así como sus implicaciones en infecciones subclínicas; por lo que comprender 

los mecanismos de evasión inmunológica asociados a fenotipos persistentes aportará 

información clave para el diseño de nuevas estrategias de diagnóstico y control (Gollan et al. 

2019). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Infecciones bacterianas persistentes 

2.1.1 Infecciones crónicas, recurrentes y subclínicas 

En condiciones óptimas, una infección bacteriana es controlada cuando el sistema inmune 

del hospedero la elimina o el tratamiento antimicrobiano tiene efecto. No obstante, en ciertos 

casos la bacteria es capaz de eludir al sistema inmune y multiplicarse, prolongando la 

infección, lo cual puede conllevar a lo que conocemos como infección crónica; o bien, 

provocar una infección subclínica, usualmente asintomática, pero con la posibilidad de 

reactivarse después de un largo período de tiempo, convirtiéndose en una enfermedad 

clínicamente significativa (Fisher et al. 2017a; Grant and Hung 2013). 

Existen varios factores que contribuyen al surgimiento de infecciones persistentes, 

incluyendo la resistencia a los antibióticos y la inmunosupresión del hospedero. Esta 

combinación de factores conduce a la aparición de episodios continuos o recurrentes de 

infecciones bacterianas (Figura 1). 

 

Figura 1. Clasificación de infecciones  

Las infecciones pueden clasificarse según el tiempo de infección y la carga bacteriana en 

aguda y persistente. Las infecciones agudas (izq) presentan una resolución completa tras un 

pico inicial de crecimiento; mientras que las infecciones persistentes (der) pueden 

manifestarse como a) infecciones recurrentes (con episodios de reactivación) o b) infecciones 

crónicas. Fuente: Elaboración propia. 
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Las infecciones persistentes asintomáticas no se diagnostican regularmente y pueden ser 

causadas por bacterias en crecimiento o cuyo crecimiento esté detenido; sin embargo, cuando 

una infección persistente es causada por una bacteria en crecimiento activo no sólo es capaz 

de reactivarse dentro del huésped, sino que también pueden propagarse a otros y causar 

enfermedades (Fisher et al. 2017a; Grant and Hung 2013). 

2.1.2 Infecciones causadas por el grupo ESKAPE: impacto clínico 

Existe una diversidad de especies bacterianas cuyos mecanismos de virulencia les permiten 

causar infecciones persistentes (Tabla 1). Estos organismos son patógenos críticos en 

personas inmunosuprimidas, por lo que el entorno hospitalario adquiere un papel importante 

en el desarrollo de las infecciones persistentes, ya que este funciona como un importante 

reservorio de patógenos (Loyola-Cruz et al. 2023). 

Estos microorganismos intrahospitalarios son aislados de superficies inertes, dispositivos 

médicos e inclusive en el mismo personal de atención médica. A estas infecciones generadas 

durante la estancia hospitalaria o posterior a la estancia de un paciente se le conoce como 

infección asociada a la atención de la salud (IAAS) (Loyola-Cruz et al. 2023) 

Tabla 1. Ejemplos de especies bacterianas causantes de infecciones persistentes. 

Sitio de 

infección 

Especies asociadas Tipo de 

infección 

persistente 

Mecanismos 

bacterianos 

Respiratorio Mycobacterium tuberculosis 

Pseudomonas aeruginosa 

Burkholderia cepacia 

Infecciones 

sintomáticas y 

asintomáticas 

(activas o 

latentes) 

Crecimiento 

intracelular, 

formación de 

biopelícula, 

variantes de colonias 

pequeñas, células 

persistentes 

Gastrointestinal Helicobacter pylori  

Brucella abortus 

Clostridium difficile 

Sistemático Salmonella enterica  

Staphylococcus aureus 

Streptococcus pyogenes 

Adaptado de Fisher et al. 2017; Grant and Hung 2013. 
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En México, las IAAS son un problema de salud pública importante debido a su frecuencia, 

morbilidad y mortalidad que provocan. De acuerdo con los datos obtenidos por la Red 

Hospitalaria Epidemiológica (RHOVE) a octubre de 2025 se notificaron un total de 104275 

IAAS en el país, siendo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, 

los principales 3 organismos identificados causantes de estas patologías (RHOVE 2025) 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Panorama epidemiológico IAAS en México (Octubre 2025) 

A) Mapa correspondiente al número de IAAS reportadas por la RHOVE por entidad 

federativa. B) Principales microorganismos aislados en IAAS de enero a octubre del 2025 

 

Un grupo de bacterias infecciosas que han recibido especial atención por su capacidad para 

evadir (o “escapar”) las terapias de uso común a través del desarrollo de la resistencia 

antimicrobiana es el conocido como grupo “ESKAPE”, el cual fue definido por primera vez 

en 2008, siendo las especies que lo componen Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter 

spp (Rice 2008). 

Las cepas resistentes a antibióticos pertenecientes a bacterias del grupo ESKAPE se 

consideran patógenos nosocomiales importantes que causan morbilidad y mortalidad graves 

en todo el mundo. El grupo ESKAPE se ha convertido en un conjunto de organismos 

endémicos en muchas instituciones de salud en todo el mundo, y como resultado, se ha 

convertido en el principal foco de los esfuerzos internacionales de control de infecciones; 
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siendo colocado dentro de la lista de patógenos prioritarios de la OMS del 2024 (OMS 2024). 

La OMS clasificó los patógenos prioritarios bajo diversos criterios: Mortalidad, incidencia, 

carga sanitaria, tendencia a la resistencia, transmisibilidad, prevención, tratabilidad y 

posibilidad de nuevos tratamientos en un futuro cercano (Figura 3). 

 

Figura 3. Patógenos bacterianos prioritarios de la OMS, 2024 

La OMS clasificó a los géneros bacterianos en tres grupos de prioridad: grupo crítico (azul), 

grupo alto (morado) y grupo medio (celeste), respectivamente. Adaptado de (OMS 2024) 

 

2.2 Estrés ambiental y respuestas de adaptación bacteriana 

2.2.1 Resistencia y tolerancia bacteriana 

La capacidad de supervivencia intrahospitalaria bacteriana se ha asociado históricamente a 

su capacidad de resistir a la acción de los agentes antimicrobianos esto incluye tanto 

antibióticos como desinfectantes. 
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La habilidad de las bacterias de resistir o tolerar al ataque antimicrobiano depende 

directamente del mecanismo de acción del agente. Los antibióticos pueden ser tanto 

bacteriostáticos como bactericidas. Un antibiótico bacteriostático tiene la capacidad de 

detener el crecimiento de una población bacteriana; mientras que un antibiótico bactericida 

tiene la capacidad de matar a las bacterias al inducir un mal funcionamiento de un proceso 

biológico vital para su supervivencia (Kaldalu et al. 2020). 

El mismo principio antimicrobiano se aplica con la desinfección. Los desinfectantes, también 

llamados biocidas contienen uno o más compuestos activos que les permite, dependiendo de 

este, inhibir el crecimiento o eliminar a los microorganismos presentes en una superficie, ya 

sea viva o inerte (Rozman et al. 2021). 

Hablamos de resistencia antimicrobiana cuando una bacteria es capaz de resistir la inhibición 

del crecimiento debido a una modificación genética adquirida que permite la degradación o 

expulsión del antibiótico, o la modificación de la diana del antibiótico; mientras que la 

tolerancia bacteriana se refiere a la capacidad de una población bacteriana para reducir su 

susceptibilidad con respecto al tiempo (muerte más lenta), ya sea debido a la baja actividad 

diana o la baja absorción de fármacos, a menudo asociados con un crecimiento lento o un 

metabolismo reducido inducido por el estrés (Fisher et al. 2017a; Kaldalu et al. 2020). 

La tolerancia bacteriana a su vez puede ser genotípica o fenotípica. La tolerancia fenotípica 

suele ser resultado de un estrés ambiental, que ocasiona un retraso o la ausencia de su 

crecimiento, surge de una variación fenotípica que permite la degradación o eliminación del 

antibiótico, o modificación del objetivo (Fisher et al. 2017a; Kaldalu et al. 2020).  

En estos estados se ha podido observar que las bacterias exhiben una alta heterogeneidad 

tanto fenotípica como genotípica, los niveles de resistencia y tolerancia a los antibióticos 

suelen variar entre células individuales o subpoblaciones y las de la población en general, las 

cuales suelen deberse en gran medida a la tasa de crecimiento bacteriano (Gollan et al. 2019; 

Kaldalu et al. 2020) (Figura 4). 
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Figura 4. Diferentes susceptibilidades bacterianas a los antibióticos 

Diagrama representativo de las características esenciales de una población bacteriana o célula 

para distinguir su susceptibilidad teórica a un antibiótico. Los rayos amarillos representan 

estrés. Adaptado de (Gollan et al. 2019). Elaborado en: Biorender.com 

 

2.2.2 Persistencia bacteriana 

La persistencia es un fenómeno dentro de los estados de tolerancia, en el cual existe una 

subpoblación de células bacterianas viables (membrana íntegra, metabolismo activo) de 

crecimiento lento o detenido, las cuales tienen una susceptibilidad reducida a la muerte por 

antibióticos bactericidas dentro de una población clonal susceptible, inducida por estrés 

ambiental (Fisher et al. 2017a; Niu et al. 2024). 
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Las bacterias persistentes (o persisters) son una subpoblación de células extremadamente 

tolerante a los antibióticos, quienes están en un estado transitorio de no crecimiento, lo cual 

distingue a este estado de la resistencia bacteriana. La persistencia no es heredable, los 

persisters son genéticamente idénticos a las bacterias sensibles, por lo que, al reanudar su 

crecimiento, las células hijas constarán de una mezcla de células sensibles con una pequeña 

fracción de persistentes. (Gollan et al. 2019; Kaldalu et al. 2020). 

Estas células presentan una heterogeneidad fenotípica, lo cual ha dificultado su estudio, 

donde destacan 3 cualidades principales (Ayrapetyan, Williams, Baxter, et al. 2015; Balaban 

et al. 2004; Fisher et al. 2017a; Niu et al. 2024):  

1) Diversidad metabólica, existen dos tipos de persistentes, bacterias metabólicamente 

estancadas en la fase estacionaria (tipo I) y bacterias de lento crecimiento (tipo II)  

2) La variabilidad de la persistencia, hay bacterias cuyo nivel de persistencia es débil o 

superficial, mientras que otras presentan un nivel más fuerte o profundo, como aquellas 

bacterias capaces de ser inducidas al estado viable pero no cultivable (VBNC), un estado que 

se ha observado coexiste al mismo tiempo que las persistentes 

3) El tamaño de las colonias, puede reflejarse en la aparición de variantes de colonias 

pequeñas (SCV), colonias aproximadamente 5 o 10 veces menor que el tipo de colonia más 

común, y una tasa de crecimiento más lenta en comparación con la cepa madre. 

2.2.3 Estrés como inductor de persistencia bacteriana 

La generación de bacterias persistentes es relativa y depende de diversos factores, entre ellos 

el tipo de cepa, la fase de crecimiento (la mayor cantidad de células persistentes se alcanza 

al llegar a la fase estacionaria), el antimicrobiano utilizado (que reducen la actividad 

metabólica bacteriana e interfieren con el crecimiento bacteriano y la replicación, tales como 

quinolones y macrólidos, conducirá a más bacterias entrar en un estado persistente para 

resistir el efecto), así como el nivel de estrés ambiental presente (Kaldalu et al. 2020; Niu et 

al. 2024). 

En los últimos años se ha demostrado que diversas vías sugeridas para la formación de células 

persistentes implicaban el uso del estrés oxidativo como desencadenante. Este rol central del 

estrés oxidativo se ha podido estudiar en diversos modelos de estudio, esto incluye bacterias 
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intracelulares, en variantes de células pequeñas, así como la inducción de formación de 

biopelículas (Grant and Hung 2013; Vega et al. 2012) (Figura 5). 

 

Figura 5. El papel del estrés oxidativo en diferentes modelos de persistencia bacteriana 

El estrés oxidativo induce la regulación de enzimas antioxidantes, bombas de eflujo y 

disminuye la de compuestos prooxidantes. Se muestran los mecanismos moleculares 

específicos asociados a a) biopelículas, b) células persistentes c) bacterias intracelulares en 

fagocitos y d) variantes de colonia pequeña. Las células tolerantes se representan con óvalos 

negros y las sensibles con óvalos blancos. Adaptado de (Grant and Hung 2013) 

 

2.3 Interacción entre bacterias persistentes y la respuesta inmune innata 

Existen pocos estudios referentes a la interacción existente entre bacterias persistentes y las 

células de la respuesta inmune. En algunos patógenos intracelulares pertenecientes a las 

micobacterias se ha observado especies capaces de no solo evitar la maduración del 

fagosoma, sino sobrevivir al estallido respiratorio en macrófagos activados por IFN-γ, como 

lo son Mycobacterium tuberculosis y M. marinum, las cuales muestran tolerancia a los 

antibióticos, dependiente de la expresión de las bombas de eflujo necesarias para su 

crecimiento intracelular (Grant and Hung 2013). 

En una investigación realizada por Hastings y colaboradores (2023) evaluaron la capacidad 

de Pseudomonas aeruginosa persistentes para evadir la respuesta innata del huésped, 

encontraron que las células persistentes resisten la muerte mediada por complemento, al 

evitar la unión con C5b; además, observaron que estas células son absorbidas por los 

macrófagos en menor tasa que su contraparte vegetativa regular, mientras que las células que 

si son interiorizadas provocan la polarización inicial al fenotipo M2 (Figura 6). 
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Figura 6. Persistencia bacteriana y respuesta inmune innata 

1). Las células persistentes de P. aeruginosa fueron absorbidas significativamente menos (P 

< 0,001) por los macrófagos THP-1 en comparación con las células vegetativas regulares. 2) 

Se comparó la concentración de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Il-10) entre 

macrófagos infectados por células persistentes y células vegetativas. Adaptado de Hastings 

et al. (2023). 

 

Además de la capacidad de modular la respuesta inmune, se ha reportado un aumento en la 

citotoxicidad de las bacterias persistentes. Demostraron que el sistema toxina-antitoxina 

HigB-HigA de Pseudomonas aeruginosa es requerido para inducir persistencia mediada por 

la exposición a ciprofloxacina; mientras que, a su vez, la sobreexpresión de HigB aumenta la 

expresión de los genes asociados al sistema de secreción bacteriana tipo 3 (T3SS), así como 



 

14 
 

la citotoxicidad bacteriana hacia macrófagos, comparada con las células vegetales (Li et al. 

2016). 

Un efecto similar esta reportado para Salmonella, Stapels et al. (2018) observaron que la 

Salmonella persistente reprograma macrófagos a un perfil antinflamatorio mediante efectores 

secretados por el sistema de secreción del tipo 3 (TSS3) codificado por la isla de 

patogenicidad 2 de Salmonella (SPI-2). En su modelo de manipulación de macrófagos por 

Salmonella persistentes, los autores proponen tres diferentes situaciones que pueden ocurrir 

durante la interacción entre la bacteria y el hospedero: 

 Susceptible a la muerte por antibiótico: Las bacterias en crecimiento translocan 

efectores SPI-2 que manipulan la polarización M2 y crean un entorno menos hostil. 

La proliferación hace que las bacterias sean susceptibles al tratamiento. 

 Susceptible a la muerte inmunológica: La Salmonella no creciente inactiva no puede 

translocar los efectores del SPI-2 y se muere en el entorno fuertemente 

antimicrobiano. 

 Persistente a ambos efectos: Los persistentes activos manipulan la polarización de las 

células del huésped a través de la translocación de los efectores SPI-2, y a su vez 

retienen su actividad y mantienen la capacidad de sobrevivir en el huésped mientras 

son tolerantes a los antibióticos 

Si bien la mayoría de la investigación referente a la persistencia bacteriana se ha llevado a 

cabo en bacterias Gram negativas, existen estudios donde se ha demostrado efectos similares 

en la respuesta inmune generada por bacterias Gram positivas persistentes.  

Los macrófagos representan un nicho importante durante la bacteremia causado por 

Staphylococcus aureus y un trabajo reciente de demostró que el peroxinitrito, producto de la 

reacción entre el superóxido y el óxido nítrico del estallido respiratorio del macrófago, es el 

principal mediador de la tolerancia en aislados clínicos de S. aureus (Beam et al. 2021). 

Existen estudios que demuestran que la persistencia bacteriana en Staphylococcus aureus 

disminuye la patogenia y virulencia de la bacteria en comparación a su contraparte activa. 

(Mina and Marques 2016) observaron que la bacteria no es capaz de iniciar infecciones en 

Arabidopsis thaliana y presentan una virulencia significativamente reducida hacia C. elegans 
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en comparación con las poblaciones totales. Por el contrario, las células persistentes de S. 

aureus reactivadas son capaces de iniciar infecciones en A. thaliana y en Caenorhabditis 

elegans aunque con menor mortalidad. 

Este efecto es similar a lo observado en células viables pero no cultivables, estado que 

coexiste con la persistencia (Ayrapetyan et al. 2015). Liao et al. (2021) infectaron células 

HeLa con Staphylococcus aureus cultivables y no cultivables, demostraron que las células 

VBNC se interiorizan en menor manera que las células cultivables, provocando una menor 

deformación de la célula; asimismo, la expresión de genes asociados al sensor inmunitario 

de la célula (TLR2, NOD1) se disminuyó significativamente al interactuar con las células 

VBNC con respecto a las cultivables (Figura 7) 

  

Figura 7. Patogenicidad de Staphylococcus aureus VBNC 

1) Imágenes de microscopia confocal de barrido láser (CLSM) de células HeLa no infectadas 

o células HeLa infectadas con S. aureus cultivable (CK) o viable pero no cultivable (VBNC). 

Los círculos rojos indican S. aureus dentro de las células HeLa, y las flechas rojas apuntan a 

S. aureus unido a la superficie celular HeLa. 2) Niveles de expresión de genes inmunes 

(codificando TLR2 y NOD1) en células HeLa. 

 

 

 



 

16 
 

Esta diversidad de resultados demuestra la existencia de vacíos importantes en el 

conocimiento sobre el efecto de la persistencia bacteriana sobre la patogenia y virulencia 

bacteriana, así como su interacción con las células de la respuesta inmune, así como la 

adecuación de nuevas metodologías para su inducción in vitro para su estudio. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las bacterias del grupo ESKAPE representan una de las principales amenazas para la salud 

pública debido a su alta resistencia a las terapias antimicrobianas, así como a su capacidad 

de sobrevivir en ambientes hospitalarios. En los últimos años, se ha reconocido que, además 

de la resistencia genética, estos patógenos poseen estrategias de persistencia fenotípica, en 

las cuales las bacterias mantienen su viabilidad metabólica, pero disminuyen su capacidad 

replicativa, dificultando su detección y favoreciendo la subestimación de la carga bacteriana 

en entornos clínicos. 

Es posible que la persistencia bacteriana en bacterias ESKAPE pueda contribuir a la 

cronicidad de las infecciones, así como a la evasión de la respuesta inmune y la reaparición 

de brotes tras periodos de aparente eliminación, además de incrementar la tolerancia frente a 

los tratamientos, lo cual representa un desafío para los programas de control y vigilancia 

microbiológica; por lo que comprender el papel de los fenotipos persistentes en la evasión 

inmunológica aportará información clave para el diseño de nuevas estrategias de diagnóstico 

y control microbiológico. 
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4. HIPÓTESIS 

El estado persistente de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, inducido por 

estrés oxidativo, favorece la evasión del reconocimiento por células de la inmunidad innata 

in vitro, así como su supervivencia bacteriana. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el impacto del estado persistente en la respuesta inmune innata desencadenada por 

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Evaluar la capacidad del hipoclorito de sodio para inducir persistencia bacteriana en 

aislados clínicos de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus bajo 

diferentes concentraciones y tiempos de exposición. 

 Comparar la susceptibilidad al sistema de complemento humano de Pseudomonas 

aeruginosa y Staphylococcus aureus, persistentes y en estado basal 

 Evaluar la activación de vías oxidativas y la supervivencia intracelular de 

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en estado persistente y basal 

durante la interacción con macrófagos RAW 264.7.   
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Aislamiento e identificación 

6.1.1 Resiembra de las cepas clínicas 

Para evaluar las diferencias entre la capacidad de inducir persistencia bacteriana en bacterias 

Gram positivas y negativas, se utilizaron cepas clínicas de Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa, multidrogorresistentes (MDR), las cuales se compararon con dos 

cepas de referencia, sensibles a los antibióticos: S. aureus ATCC 29213 y P. aeruginosa 

ATCC 27853 (n=4). 

Partiendo de un cultivo primario de cada cepa se realizó una resiembra en 4 cuadrantes para 

cada bacteria. Para realizar las resiembras se utilizaron agares selectivos para los 

requerimientos de cada bacteria, siendo en el caso de las bacterias Gram positivas agar sangre 

azida; mientras que para Gram negativos usaremos agar MacConkey. En ambos casos las 

condiciones de incubación fueron de 37°C durante 24 horas. Pasado este tiempo se revisó la 

pureza de los cultivos y se repitió el proceso en caso de ser necesario hasta obtener cultivos 

puros.  

Para cada bacteria se llevó a cabo una comparativa de las características fenotípicas de las 

colonias obtenidas (p. ej. mucosidad, hemólisis del agar sangre, producción de pigmentos) y 

comparamos con lo reportado en la literatura para cada especie. 

6.1.2 Tinciones y pruebas bioquímicas 

Para llevar a cabo la reidentificación de las cepas obtenidas, se llevó a cabo la identificación 

bacteriana a través de métodos microbiológicos convencionales. En primer lugar, se realizó 

la tinción Gram para las bacterias analizadas, las cuales se fijaron en un portaobjetos limpio 

con una gota de agua, y una vez fijado se procedió a colorear conforme al siguiente orden y 

tiempos: cristal violeta por 1 minuto, yodo lugol por 1 minuto, alcohol acetona por 10 

segundos, y finalmente safranina por 1 minuto. Una vez teñida cada muestra se observó a 

40X y 100X en un microscopio óptico. 

Para las pruebas bioquímicas se realizaron las pruebas de catalasa y coagulasa, para la 

identificación de Staphylococcus aureus, así como la prueba de oxidasa y un sistema 

bioquímico de identificación para Pseudomonas aeruginosa. Para la prueba de catalasa, se 



 

21 
 

añadieron una gota de peróxido de hidrógeno a un portaobjetos limpio, para después colocar 

una colonia de la bacteria y esperar a que hiciera reacción. Se considera una reacción positiva 

si hay aparición de burbujas y si no hay presencia de estas se considera un resultado negativo. 

Para la prueba de coagulasa se colocó una gota de plasma en un portaobjetos seco y limpio, 

para posteriormente agregar una colonia presuntiva al plasma. Se considera que la bacteria 

es coagulasa positivo cuando es capaz de generar aglutinación en un periodo no mayor a 15 

segundos. 

Para la prueba de oxidasa se utilizó una ampolleta del reactivo N,N,N',N'-tetrametil-p-

fenilenediamina dihidrocloruro, cuyo contenido se depositó en un papel filtro en el cual se 

colocó una colonia bacteriana. Se considera una reacción positiva si hay un cambio en el 

color del reactivo de amarillo a azul-violeta en menos de 30 segundos y si no hay cambios o 

hay un cambio después de este tiempo se considera un resultado negativo. 

Finalmente, se prepararon juegos de sistemas bioquímicos para cada Pseudomonas obtenida, 

en este caso se usaron 6 pruebas para cada sistema, las cuales son: MIO (Motilidad-Indol-

Ornitina), TSI (Triple azúcar hierro), LIA (Lisina-Hierro-Agar), SIM (Sulfuro-Indol-

Movilidad), citrato y urea. Cada prueba se inoculó por tubo mediante las técnicas de punción 

y estría, punción simple u homogenización dependiendo de la prueba bioquímica y se dejaron 

incubar de 18 a 24 horas en condiciones de 37°C. Posterior a ese tiempo se interpretaron las 

pruebas bioquímicas. 

6.2 Inducción de células persistentes en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus 

aureus 

Para inducir la persistencia bacteriana se utilizó el hipoclorito de sodio (NaClO) como agente 

inductor de estrés oxidativo. El hipoclorito tiene la capacidad para generar especies reactivas 

de cloro que afectan múltiples blancos celulares, incluyendo proteínas, lípidos de membrana 

y ácidos nucleicos, sin dirigirse a un único mecanismo de acción. A concentraciones 

subletales, el hipoclorito no provoca una muerte bacteriana inmediata, sino que puede inducir 

una supresión transitoria de la actividad metabólica, favoreciendo la entrada de las bacterias 

en estados fisiológicos tolerantes al estrés (Chen et al. 2018; Ye et al. 2020). 
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6.2.1 Cloración 

Se prepararon diluciones de hipoclorito utilizando como base hipoclorito de sodio comercial 

(a concentración inicial de 6% v/v). A partir de una solución madre de 30 ppm de cloro libre 

se prepararon las concentraciones a utilizar, las cuales fueron: 12 y 20 ppm de cloro libre. 

Para estandarizar el inóculo inicial, se realizó un cultivo puro de cada bacteria en medio BHI 

(infusión cerebro corazón) a 37° C por 18 horas (fase estacionaria). Después de este tiempo 

las bacterias fueron sedimentadas mediante centrifugación a 5000 rpm por 10 minutos. 

Posteriormente, las células se resuspendieron en solución salina de NaCl (0.9%) hasta 

alcanzar una concentración aproximada de 106 UFC/mL.  

En un tubo Falcon se agregaron en partes iguales 10 mL de la suspensión bacteriana junto a 

10 mL de la solución acuosa de NaClO, a fin de conseguir la concentración final de estudio 

(6 y 10 ppm, respectivamente).  

6.2.2 Ensayos de viabilidad bacteriana 

A determinados tiempos de contacto de 30, 60, 90 y 120 minutos, las muestras se 

neutralizaron con tiosulfato de sodio pentahidratado (Na2S2O3) al 0.12% en relación 1:100. 

Usando 1 mL de la muestra neutralizada se realizó la cuenta en placa para determinar el 

número de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), las placas se incubaron 

a 37° C por 24 a 48 horas, dependiendo de la tasa de crecimiento. Con el crecimiento obtenido 

analizamos las características fenotípicas de las colonias y reidentificamos la bacteria. 

Utilizando otro mililitro se determinó la reducción de la resazurina (azul alamar) como 

indicador de viabilidad celular y actividad metabólica (Rampersad 2012). Para esto, se añadió 

resazurina (0,015 %) a una placa de 96 pocillos (30 µL por cada 200 µL de muestra 

neutralizada por pocillo); posteriormente, la placa se incubó a 37° C de 2 a 4 horas en 

oscuridad y, finalmente, se medirá la absorbancia con una longitud de onda 570 nm y 600 

nm. El porcentaje de viabilidad de la población se determinó mediante la siguiente ecuación 

(Ecuación 1): 
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Ecuación 1. Porcentaje de reducción de resazurina 

 % 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =  
(𝜀𝑜𝑥𝑖600  × 𝐴570)−(𝜀𝑜𝑥𝑖570  × 𝐴600)

(𝜀𝑟𝑒𝑑570  × 𝐶600)−(𝜀𝑟𝑒𝑑600 × 𝐶570)
 ×  100  , donde: 

 A570 = Absorbancia del tratamiento a 570 nm 

 A600 = Absorbancia del tratamiento a 600 nm 

 C570 = Absorbancia del control negativo a 570 nm 

 C600 = Absorbancia del control negativo a 600 nm 

 ε = Coeficientes de extinción molar, la intensidad con que la resazurina absorbe luz a 

una longitud de onda. La tabla 2 muestra los valores para las formas oxidada y 

reducida. 

Tabla 2. Coeficientes de extinción molar de la resazurina. 

Longitud ε red ε oxi 

570 nm 155677 80586 

600 nm 14652 117216 

 

Una vez obtenido los porcentajes de viabilidad relativa, estos se analizaron mediante un 

ANOVA de dos vías para evaluar el efecto de la concentración de cloro, el tiempo de contacto 

y su interacción. Cuando se detectaron diferencias significativas, se realizaron 

comparaciones múltiples mediante la prueba de Tukey. Los datos corresponden a cinco 

réplicas biológicas independientes. Se consideró significancia estadística p < 0.05. 

Para considerar que nuestros ensayos lograron obtener células persistentes, además de 

obtener células sobrevivientes a la cloración, nuestras curvas de cuenta en placa y actividad 

metabólica debieron mostrar la curva bifásica de muerte, es decir, mostrar una reducción 

dependiente del tiempo donde muestre caída rápida de UFC (bacterias sensibles) y después 

una meseta o pendiente mucho menor (subpoblación persistente) (Figura 8). 
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Figura 8. Ensayo de cloración y viabilidad bacteriana 

Para inducir el estrés oxidativo en las bacterias modelo, se realizó un ensayo de inactivación 

por cloro (1), una vez concluido el tiempo de contacto se neutralizó el cloro y se determinó 

la viabilidad bacteriana (2), tanto en crecimiento en placa (2a) como su metabolismo (2b).  

 

6.3 Efecto del suero humano en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 

persistentes 

El siguiente protocolo se basa en el experimento de (Hastings et al. 2023a). Para este 

protocolo se recolectó sangre completa de pacientes sanos para extraer suero humano 

completo (Anexo 1). Las células regulares y persistentes de P. aeruginosa, S. aureus se 

estandarizaron a una concentración final de 107 UFC/mL. Posteriormente, las diluciones de 

bacterias se resuspendieron en suero humano completo, PBS o suero inactivado por calor, en 

relación 1:1. 

Las células se incubaron a 37 °C, y se determinó la viabilidad bacteriana mediante la técnica 

de resazurina, para esto se adicionaron 10 μL de EDTA 10 mM para detener la reacción a los 

30 y 60 minutos de incubación, seguida 30 μL de resazurina. Las placas de 96 pocillos se 

incubaron durante 4 h a 37 °C y posteriormente en un lector de placas se midió la absorbancia 
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con una longitud de onda 570 nm y 600 nm y se obtuvieron porcentajes de viabilidad tal 

como se describió anteriormente. (Figura 8) 

 

Figura 9. Ensayo de actividad de complemento 

Los inóculos bacterianos persistentes y regulares fueron expuestos a suero humano activo, 

suero inactivado o PBS, seguido de la inhibición de la actividad de complemento con EDTA. 

La viabilidad bacteriana se determinó mediante la reducción de resazurina. 

 

6.4 Interacción entre macrófagos y Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 

persistentes 

6.4.1 Mantenimiento de macrófagos RAW 264.7 

La línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7 se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, a 37 °C en una atmósfera con 5% de CO₂, con 

cambios de medio cada 2 a 3 días. Los cultivos se dividieron una vez que alcanzaron un 70 

a 80% de confluencia. Para los ensayos, las células se sembraron en placas de 24 pocillos a 

una densidad aproximada de 5×10⁵ células por pocillo y se dejaron adherir durante 24 h antes 

de la infección. 
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6.4.2 Infección con Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus persistentes 

Previo a la infección, se resuspendieron las células de P. aeruginosa y S. aureus persistentes 

y regulares hasta alcanzar una concentración estándar de 5x106 UFC/mL. A un grupo se le 

adicionaron suero activo por 1 hora para evaluar diferencias en la interiorización de acuerdo 

con la opsonización de las bacterias. Se iniciaron las infecciones con una MOI de 5 y se 

incubaron durante 120 minutos. Posterior al período de infección, se retiró el medio de 

cultivo y las células se lavaron dos veces con PBS para después lisarlos con 10% de Triton 

X-100 durante 45 min. La viabilidad de las bacterias intracelulares se determinó mediante la 

técnica de drop plate, sembrando alícuotas sobre agar y cuantificando el porcentaje el área 

de crecimiento ocupada por las colonias bacterianas mediante el programa Fiji/ImageJ 

(Figura 9). 

 

Figura 10. Ensayo de infección de macrófagos 

Para determinar la supervivencia intracelular bacteriana, las células RAW 264.7 fueron 

infectadas con S. aureus y P. aeruginosa (MOI 5), posterior a las 2 horas de infección fueron 

lisadas y procesadas por diluciones y conteo de crecimiento. 
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6.4.3 Cambios morfológicos y producción de óxido nítrico 

La activación de vías oxidativas en macrófagos RAW 264.7 fue evaluada mediante un ensayo 

de reducción de Nitro Blue Tetrazolium (NBT), adaptando el protocolo establecido por Sim 

Choi et al. (2006). Los macrófagos se infectaron con células regulares y persistentes de P. 

aeruginosa y S. aureus tal como se describió anteriormente. Posterior al periodo de infección, 

las células fueron incubadas con una solución de NBT bajo condiciones controladas de 

temperatura y tiempo. En algunos grupos experimentales se utilizó forbol 12-miristato 13-

acetato (PMA) como estimulador de la activación oxidativa celular. 

La reducción intracelular del NBT por especies reactivas de oxígeno generadas durante el 

estallido respiratorio produjo la formación de cristales de formazán insoluble. 

Posteriormente, los cristales fueron solubilizados con una solución de KOH 2 M y DMSO, y 

la absorbancia fue determinada mediante espectrofotometría a 620 nm. Los resultados fueron 

expresados como valores de absorbancia, utilizándose como indicador indirecto de la 

activación oxidativa de los macrófagos. Como control se evaluó la reducción de NBT de 

macrófagos no infectados, con y sin PMA (Figura 11). 

 

Figura 11. Ensayo de activación oxidativa NBT. 

Las células RAW 264.7 infectadas con S. aureus o P. aeruginosa fueron incubadas con NBT 

para evaluar la producción de ROS mediante la reducción a formazán. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Efecto del estrés oxidativo en la inducción de persistencia bacteriana 

Con el objetivo de evaluar el impacto del estrés oxidativo sobre la viabilidad bacteriana y la 

recuperación de subpoblaciones tolerantes persistentes, se analizaron cinéticas de reducción 

de resazurina en Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, sensibles y resistentes 

a antibióticos, expuestas a cloro a concentraciones de 6 y 10 ppm. 

La exposición de Staphylococcus aureus a estrés oxidativo inducido por cloro produjo una 

disminución abrupta de la viabilidad durante los primeros 30 minutos de contacto, seguida 

de una fase estable caracterizada por una viabilidad residual baja, pero constante. Este 

comportamiento se observó tanto en la viabilidad metabólica como en el crecimiento de 

colonias, en ambas cepas, sensible y resistente, independientemente de la concentración de 

cloro utilizada.  

Este patrón bifásico observado en las cinéticas de reducción de resazurina y en el crecimiento 

en placa coincide con la descripción propuesta en la literatura para la persistencia bacteriana, 

con una caída inicial drástica de la densidad bacteriana, seguida por la formación de una 

meseta poblacional (sin aumento ni disminución en la población), lo que sugiere la 

supervivencia de una subpoblación metabólicamente activa tras el estrés oxidativo; pero cuya 

capacidad replicativa se ve altamente disminuida (Figura 11). 

Para descartar el efecto de la resistencia antimicrobiana sobre la supervivencia al estrés 

oxidativo, comparamos la viabilidad residual durante la fase de meseta de la cepa MDR de 

S. aureus con la cepa de referencia, ATCC. La cepa resistente presentó valores ligeramente 

mayores en comparación con la cepa ATCC, en ambas concentraciones de trabajo, tanto en 

términos metabólicos como en recuentos de UFC. Esta diferencia estadísticamente 

significativa sugiere una mayor tolerancia al estrés oxidativo en la cepa MDR con respecto a 

la cepa de referencia. 
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Figura 12. Efecto del estrés oxidativo sobre Staphylococcus aureus 

Viabilidad metabólica (izq.) y cuenta en placa (der.) de las cepas ATCC 29213 (A) y MDR 

(B). (C) Colonias post-tratamiento de menor tamaño (abajo) respecto al control (arriba). 

Análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías. Los asteriscos indican diferencias 

significativas entre concentraciones (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). 

 

Efecto similar se observó en las cepas de Pseudomonas aeruginosa. La exposición al estrés 

oxidativo inducido por cloro produjo una disminución de la viabilidad metabólica durante 

los primeros 30 minutos de contacto, seguida de una fase de meseta que se mantuvo estable 

hasta los 120 minutos de evaluación, tal como ocurrió en Staphylococcus aureus. Este patrón 

bifásico fue consistente tanto en la cepa de referencia ATCC como en la cepa MDR, y no 

mostró variaciones significativas entre las concentraciones de 6 y 10 ppm de cloro (Figura 

12). 

No obstante, a diferencia de lo observado en Staphylococcus aureus, donde la cepa MDR 

mostró una mayor viabilidad residual con respecto a la cepa estándar, en Pseudomonas 

aeruginosa la cepa ATCC presentó una fracción sobreviviente ligeramente superior en 

comparación con la cepa MDR.  
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Figura 13. Efecto del estrés oxidativo sobre Pseudomonas aeruginosa 

Viabilidad metabólica (izq.) y cuenta en placa (der.) de las cepas ATCC 27853 (A) y MDR 

(B). (C) Colonias post-tratamiento de menor tamaño (abajo) respecto al control (arriba). 

Análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías. Los asteriscos indican diferencias 

significativas entre concentraciones (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). 

 

Esta diferencia entre ambas bacterias parece indicar que la tolerancia al estrés oxidativo no 

se correlaciona necesariamente con el perfil de resistencia antimicrobiana; lo cual sugiere 

que las características fisiológicas asociados a la resistencia antimicrobiana son 

independientes a los mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo, así como dependientes de 

la especie bacteriana. 

En general, la viabilidad residual de ambas bacterias no mostró una dependencia 

estadísticamente significativa a la concentración de cloro, lo que sugiere que la presencia de 

subpoblaciones tolerantes al estrés depende principalmente del tiempo de contacto con el 

agente oxidativo. 

Adicionalmente, el análisis de comparaciones múltiples reveló que distintos grupos 

comparten niveles de viabilidad estadísticamente indistinguibles, tanto en metabolismo como 
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en formación de colonias, lo que indica que la respuesta al estrés no es homogénea, sino que 

refleja un continuo cambio de estados fisiológicos dentro de la población bacteriana (Figura 

13). 

En resumen, estos resultados concuerdan con la definición de persistencia bacteriana y 

validan el uso de este modelo para el estudio e inducción de subpoblaciones tolerantes al 

estrés oxidativo. 

 

Figura 14. Viabilidad residual de las cepas tras el estrés oxidativo 

Porcentaje de viabilidad metabólica (A) y crecimiento en placa (B) residuales tras los ensayos 

antimicrobianos en las cuatro cepas probadas. Letras distintas indican diferencias 

significativas entre cepas (Tukey, p < 0.05), mientras que letras compartidas indican ausencia 

de diferencias significativas. 
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7.2 La persistencia disminuye la susceptibilidad al sistema de complemento humano 

en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 

Posterior a la inducción de persistencia se evaluó la susceptibilidad al sistema de 

complemento de bacterias en estado basal como persistente, mediante la actividad metabólica 

(reducción de resazurina) en condiciones de suero activo, suero inactivado y solución salina. 

En Staphylococcus aureus, se observó que, tal como se describe en la literatura, la exposición 

a suero activo no redujo de manera importante la actividad metabólica tanto en la población 

basal como en la persistente. En contraste, el tratamiento con suero inactivado mostró valores 

de actividad metabólica superiores al 100% respecto al control en ambas condiciones, siendo 

este efecto más evidente en la población persistente (Figura 14). 

 

Figura 15. Efecto del suero humano en la viabilidad de Staphylococcus aureus persistente 

La actividad metabólica fue evaluada mediante la reducción de resazurina y se expresa como 

porcentaje relativo respecto al control. Se compararon tres condiciones: solución salina, 

suero activo y suero inactivado (56 °C, 30 min). Los datos se presentan como media ± SD de 

3 experimentos independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre 

tratamientos (Tukey, p < 0.05), mientras que letras compartidas indican ausencia de 

diferencias significativas. 

 

Por otro lado, en Pseudomonas aeruginosa, la exposición al suero humano activo resultó en 

una disminución marcada de la actividad metabólica en comparación con el control, lo que 

indica una mayor susceptibilidad al sistema de complemento. Este efecto se observó tanto en 
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bacterias en estado basal como en persistentes, aunque la reducción fue ligeramente menos 

pronunciada en estas últimas. En contraste, el suero inactivado no indujo una disminución de 

la actividad metabólica, e incluso, al igual que en S. aureus, se observó un incremento relativo 

en comparación con la solución salina (Figura 15). 

 

Figura 16. Efecto del suero humano en la viabilidad de Pseudomonas aeruginosa persistente 

La actividad metabólica fue evaluada mediante la reducción de resazurina y se expresa como 

porcentaje relativo respecto al control. Se compararon tres condiciones: solución salina, 

suero activo y suero inactivado (56 °C, 30 min). Los datos se presentan como media ± SD de 

3 experimentos independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre 

tratamientos (Tukey, p < 0.05), mientras que letras compartidas indican ausencia de 

diferencias significativas. 

 

De manera general, los resultados muestran un comportamiento diferencial entre especies: 

mientras que Staphylococcus aureus presentó una alta tolerancia al sistema de complemento, 

Pseudomonas aeruginosa fue significativamente susceptible. Asimismo, las poblaciones 

persistentes tendieron a mantener o incrementar su actividad metabólica en condiciones de 

suero inactivado, en comparación con sus contrapartes basales. 

Es importante destacar que los valores superiores al 100% observados en suero inactivado 

probablemente reflejan un incremento en la actividad metabólica bacteriana inducido por 

componentes del suero, en contraste con la solución salina, la cual una condición 

metabólicamente limitada.  
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Estos resultados sugieren que los estados de tolerancia bacteriana pueden limitar el efecto 

del sistema de complemento sobre la actividad metabólica. Asimismo, es posible que, en 

ausencia de actividad del complemento, las bacterias aprovechen los componentes del suero 

para reactivar su metabolismo, evidenciando que la tolerancia bacteriana, en particular la 

persistencia, es un estado fisiológico dinámico capaz de responder a condiciones favorables 

y, por lo tanto, reversible. 
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7.3 El estado persistente favorece la supervivencia intracelular Pseudomonas 

aeruginosa y Staphylococcus aureus en macrófagos murinos RAW 264.7 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la persistencia bacteriana sobre la capacidad de 

supervivencia intracelular, se comparó la recuperación bacteriana posterior a la infección de 

macrófagos RAW 264.7 de células normales y persistentes de Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa, tanto en condiciones opsonizadas como no opsonizadas. 

Para determinar la recuperación bacteriana, analizamos de manera semicuantitativa el 

crecimiento obtenido en las placas de Petri mediante cuantificación del porcentaje de área 

ocupada por crecimiento utilizando el programa Fiji/ImageJ. Tras comparar el promedio de 

los porcentajes de nuestras 3 réplicas observamos diferencias entre ambos fenotipos 

bacterianos en ambas especies. 

En condiciones sin opsonización, las bacterias persistentes de S. aureus mostraron una mayor 

recuperación intracelular en comparación con las bacterias normales de la misma especie. 

Las células persistentes presentaron un área de crecimiento de 6.78%, mientras que las 

bacterias normales mostraron únicamente 1.51% de área ocupada por crecimiento bacteriano. 

Estos resultados sugieren una mayor capacidad de supervivencia intracelular asociada al 

estado persistente en S. aureus. 

Por otro lado, P. aeruginosa presentó porcentajes más elevados de recuperación intracelular 

tanto en bacterias normales como persistentes, en comparación con S. aureus. No obstante, a 

diferencia de lo observado en S. aureus, las diferencias entre ambos estados fisiológicos 

fueron mínimas, siendo que las bacterias normales mostraron un porcentaje de recuperación 

de 13.4%, mientras que las persistentes alcanzaron 14.62%. 

Posteriormente, con el fin de evaluar el efecto de la opsonización sobre la interiorización de 

las bacterias persistentes, colocamos nuestros cultivos en contacto con suero activo por una 

hora. Tras este proceso y posterior infección, se observaron cambios en el patrón de 

recuperación intracelular.  

En S. aureus, la recuperación de bacterias normales aumentó considerablemente respecto a 

las condiciones no opsonizadas, alcanzando 5.58%; mientras que las bacterias persistentes 

presentaron un valor ligeramente disminuido de 4.93%. Por su parte, P. aeruginosa mantuvo 
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niveles elevados de recuperación intracelular tras la opsonización, observándose 13.39% para 

bacterias normales y 10.90% para bacterias persistentes. 

Estos datos en conjunto sugieren que las bacterias persistentes poseen una mayor capacidad 

de supervivencia al ambiente intracelular de los macrófagos, inclusive tras estar en contacto 

con suero activo. Además de esto, las diferencias observadas entre especies plantean 

estrategias distintas de interacción con la respuesta inmune innata, donde S. aureus 

persistente parece asociarse con una mayor tolerancia al entorno intracelular, mientras que P. 

aeruginosa presenta una elevada recuperación bacteriana independientemente del estado 

persistente (Figura 16 a y b). 

Otro dato importante es que se observaron diferencias morfológicas asociadas tanto a la 

especie bacteriana como a las condiciones de opsonización tras la infección. En condiciones 

sin opsonización, las bacterias persistentes recuperadas tendieron a restablecer características 

morfológicas similares a las observadas en sus estados basales.  

Particularmente, en el caso de Pseudomonas aeruginosa, tanto las bacterias normales como 

las persistentes presentaron nuevamente producción visible de pigmentación compatible con 

pioverdina, además de una morfología colonial más extendida y difusa sobre el medio de 

cultivo. Estos hallazgos sugieren una recuperación parcial de la actividad metabólica 

bacteriana posterior a la interacción intracelular con los macrófagos. 

En contraste, tras la opsonización se observó una modificación en la morfología de las 

bacterias recuperadas; tanto en P. aeruginosa como S. aureus las colonias fueron más 

compactas y con menor dispersión sobre el agar, así como la ausencia de pigmentación. Estas 

características fueron consistentes con las observadas previamente durante los ensayos 

iniciales de inducción de persistencia bacteriana. 

En conclusión, estos hallazgos parecen indicar que la opsonización podría influir no 

solamente en la interacción fagocítica, sino también afectando características asociadas con 

el estado metabólico y la expresión fenotípica bacteriana (Figura 16 c). 
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Figura 17. Supervivencia intracelular de bacterias persistentes en macrófagos 

Se muestran los porcentajes de recuperación, expresados por área de crecimiento en placa, 

de S. aureus (a) y P. aeruginosa (b), en condiciones normales y de opsonización. Los datos 

se presentan como media ± SD de 3 experimentos independientes. Además, se muestran las 

morfologías obtenidas tras la recuperación intracelular (c), sin opsonizar (izq.) y tras 

opsonizar (der.). SAN: S. aureus normal, SAP: S. aureus persistente, PAN: P. aeruginosa 

normal, PAP: P. aeruginosa persistente. 
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Una vez evaluada de supervivencia intracelular, se decidió evaluar la activación de 

mecanismos oxidativos en macrófagos RAW 264.7 tras las infecciones con bacterias 

normales y persistentes, se determinó la reducción de nitroazul de tetrazolio (NBT) como 

indicador indirecto de producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Los macrófagos 

fueron infectados con células normales y persistentes de Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa, en presencia o ausencia de PMA como control de activación de 

los macrófagos. 

En el modelo de infección con S. aureus, los macrófagos infectados con bacterias persistentes 

mostraron un incremento significativo en la reducción de NBT en comparación con aquellos 

infectados con bacterias normales, tanto en ausencia como en presencia de PMA (Figura 17). 

En condiciones sin PMA, las células infectadas con bacterias persistentes presentaron los 

valores más elevados de absorbancia, indicando una mayor activación de vías oxidativas. De 

manera similar, en presencia de PMA se mantuvo esta tendencia, observándose nuevamente 

una mayor reducción de NBT en el grupo persistente respecto al grupo normal y al control 

no infectado. 

Sin embargo, en el modelo de infección de P. aeruginosa se observó un patrón distinto. En 

ausencia de PMA, los macrófagos infectados con bacterias persistentes mostraron un 

incremento significativo en la reducción de NBT respecto al control no infectado, aunque las 

diferencias frente a las bacterias normales fueron menos pronunciadas y presentaron mayor 

dispersión entre réplicas biológicas.  

Asimismo, en presencia de PMA, las diferencias entre la reducción de NBT por parte de P. 

aeruginosa normales y persistentes tendieron a disminuir, observándose valores 

relativamente similares entre ambos grupos experimentales, siendo estos ligeramente 

superiores a los observados en los macrófagos control sin infección. 

Estos resultados indican que las bacterias persistentes conservan la capacidad de inducir 

activación oxidativa en macrófagos, particularmente en el caso de S. aureus. Asimismo, los 

datos sugieren que la persistencia bacteriana no necesariamente se asocia con una 

disminución de la activación inmune innata, sino que podría coexistir con una respuesta 

oxidativa elevada por parte del hospedero. 
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Si bien la supervivencia al estrés oxidativo lo pudimos corroborar mediante la inducción de 

persistencia con hipoclorito de sodio, este fenómeno podría reflejar mecanismos de tolerancia 

al estrés oxidativo que permiten la supervivencia bacteriana aun en un entorno 

inmunológicamente activo como lo es dentro de los fagosomas de los macrófagos. 

 

Figura 18. Efecto de la persistencia bacteriana sobre la activación de macrófagos RAW 

264.7 

Se muestran los valores de absorbancia obtenidos de la reducción de NBT por los macrófagos 

infectados por S. aureus (a) y P. aeruginosa (b). Los datos se presentan como media ± SD de 

5 experimentos independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías. Los 

asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p 

< 0.001, ****p < 0.0001). 

 

En conjunto, los resultados de la recuperación intracelular y la reducción del NBT sugieren 

que la activación oxidativa de los macrófagos no elimina completamente las bacterias 

persistentes. Este comportamiento sugiere que la persistencia permite a las bacterias resistir 

los mecanismos microbicidas activos sin evitar completamente el reconocimiento 

inmunológico. Dicho fenómeno podría estar relacionado con adaptaciones metabólicas 
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transitorias, mecanismos antioxidantes bacterianos y una disminución de la susceptibilidad a 

especies reactivas de oxígeno. 

Por otro lado, a diferencia de S. aureus, P. aeruginosa presentó una elevada recuperación 

intracelular, pero con una respuesta oxidativa menos pronunciada, lo cual parece indicar un 

modelo diferente de persistencia, más inclinado a mecanismos de modulación inmune, más 

que únicamente con resistencia directa al estrés oxidativo.  
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8. DISCUSIÓN 

Las infecciones crónicas representan un desafío terapéutico a nivel global. Hay cada vez más 

evidencia del papel que juegan las bacterias persistentes en la recaída y cronicidad de 

infecciones bacterianas. La caracterización de estas células persistentes es importante, no 

solo en lo que comprende a la dinámica poblacional, sino también con respecto al estudio de 

tolerancia a los antibióticos y la supervivencia ambiental en entornos hospitalarios; sin 

embargo, son pocos los estudios que analizan la formación de persistencia en aislados 

clínicos.  

En nuestro trabajo, la cuantificación de las células persistentes de Pseudomonas aeruginosa 

y Staphylococcus aureus demostró que la exposición al estrés oxidativo inducido por 

hipoclorito no solo genera una reducción rápida de la viabilidad bacteriana, sino que favorece 

la presión selectiva de subpoblaciones tolerantes. Sin embargo, la discrepancia entre la 

viabilidad metabólica y en el crecimiento en placa de ambas bacterias indica que la respuesta 

al estrés oxidativo no es homogénea, sino que refleja la coexistencia de distintos estados 

fisiológicos dentro de la población bacteriana. 

Tal como está descrito en la literatura, un patrón que ha sido ampliamente descrito como un 

sello distintivo de la persistencia bacteriana es una cinética de reducción bacteriana bifásica, 

con una reducción inicial abrupta de la viabilidad seguida de una fase de meseta (Fisher et 

al. 2017; Gollan et al. 2019). La exposición a concentraciones subinhibitorias del hipoclorito 

de sodio permitió observar este comportamiento bifásico característico en ambas bacterias.  

No obstante, un hallazgo relevante en este estudio es la diferencia observada entre la 

viabilidad metabólica (resazurina) y el recuento en placa (UFC), especialmente en 

Staphylococcus aureus. Mientras que la actividad metabólica residual se mantiene en niveles 

relativamente mayores, la capacidad de formar colonias se encuentra significativamente 

reducida. Este fenómeno sugiere la presencia de subpoblaciones viables con actividad 

metabólica conservada, pero con una capacidad replicativa disminuida. 

La idea de la coexistencia de subpoblaciones viables cultivables y no cultivables está 

parcialmente reportado en la literatura. El equipo de Ayrapetyan, Williams, y Oliver (2015), 

por mencionar un ejemplo, estableció el concepto de dormancia continua. En este modelo, 

las células pueden transitar entre estados fisiológicos con distintos niveles de actividad 
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metabólica y capacidad de crecimiento, dependiendo del grado de estrés ambiental. En 

particular, los autores concluyen que el total de células recuperadas tras el efecto de un estrés 

bactericida depende del equilibrio entre células persistentes y las células VBNC. 

Bajo esta perspectiva, que la viabilidad reportada con base en la capacidad metabólica 

detectada por la reducción de resazurina fuera mayor en comparación con los valores de UFC 

podría explicarse por la presencia simultánea de células persistentes y VBNC, las cuales 

contribuyen a la actividad redox sin ser detectadas por métodos basados en culturabilidad. 

Esto es consistente con lo reportado por otro estudio del grupo de trabajo de Ayrapetyan y 

colaboradores (2015), donde se demostró que la viabilidad medida por métodos 

independientes de cultivo puede exceder significativamente la fracción cultivable, 

evidenciando que los métodos tradicionales subestiman la supervivencia bacteriana, 

concluyendo que el mismo estrés ambiental genera estocásticamente una cantidad de células 

persistentes y en VBNC. 

Otro hallazgo encontrado por este grupo de trabajo y que concuerda con lo observado en 

nuestro proyecto es la capacidad de Pseudomonas aeruginosa persistente de modular la 

respuesta contra el complemento humano.  

De manera interesante, Ayrapetyan et al. demostraron que el propio suero humano puede 

inducir la formación de persisters y células VBNC, apoyando la idea de que la presión 

inmunológica actúa como un estímulo ambiental capaz de favorecer estados de dormancia 

bacteriana. Esto podría explicar por qué durante infecciones crónicas ciertas subpoblaciones 

bacterianas sobreviven incluso en presencia de una respuesta inmune funcional. 

Particularmente, en P. aeruginosa persistente se ha observado que estas células resisten la 

eliminación mediada por el complejo de ataque a membrana (MAC), aun cuando presentan 

opsonización por C3b, esto no relacionado a una falta en el reconocimiento inmunológico, 

sino debido principalmente a una menor deposición de C5b sobre la superficie bacteriana, 

limitando así la formación eficiente del MAC (Hastings et al., 2023). 

Estos resultados parecen apuntar a que el estado persistente no permite la evasión 

inmunológica, sino que modula la respuesta asociada a su reconocimiento por parte de las 

células de la respuesta inmune. Para evaluar este efecto, se realizó los ensayos de infección 
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de macrófagos RAW 264.7, con el fin de determinar cuándo la célula era capaz de reconocer 

e interiorizar a la bacteria, dependiendo de su fenotipo.  

Los resultados obtenidos durante los ensayos de infección de macrófagos sugieren que las 

bacterias persistentes presentan una interacción alterada con las células fagocíticas, 

poseyendo ventajas adicionales más allá de la tolerancia antimicrobiana, sino también con la 

supervivencia intracelular y la evasión de mecanismos efectores de la inmunidad innata. 

Diversos estudios recientes han demostrado que P. aeruginosa es capaz de invadir células del 

hospedero y establecer nichos intracelulares que favorecen su persistencia a largo plazo. El 

ensayo de recuperación intracelular que realizamos complementa y fortalece esta 

interpretación.  

Tanto en condiciones pre como post-opsonización se observó recuperación bacteriana 

intracelular de las poblaciones persistentes, lo que sugiere que la internalización por los 

macrófagos no necesariamente se traduce en eliminación bacteriana efectiva. La 

opsonización favoreció la recuperación intracelular, indicando probablemente un aumento en 

la fagocitosis mediada por receptores Fc y/o complemento. Sin embargo, las bacterias 

persistentes continuaron sobreviviendo tras la internalización 

Estudios recientes que describen a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus como 

patógenos intracelulares no canónicos capaces de establecer nichos replicativos dentro de 

células del hospedero. En P. aeruginosa se ha documentado la formación de estructuras 

intracelulares tipo biopelícula, y desarrollo reversible de fenotipos persister dentro de células 

infectadas (Kember et al. 2022). 

Entre los principales mecanismos involucrados destacan los sistemas de secreción tipo III 

(T3SS) y tipo VI (T6SS), cuyos efectores alteran activamente la señalización celular y el 

citoesqueleto del hospedero. Particularmente, se ha estudiado la capacidad de la proteína 

efectora ExoS para inhibir la acidificación vacuolar y facilitar el escape desde fagosomas, 

permitiendo la supervivencia intracelular de P. aeruginosa dentro de macrófagos, así como 

la lisis de macrófagos infectados, favoreciendo tanto la evasión inmunológica como la 

diseminación bacteriana (Garai et al. 2019). 
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Por otra parte, Staphylococcus aureus posee múltiples mecanismos de persistencia 

intracelular, incluyendo alteración de la acidificación fagosomal, la manipulación de 

autofagia y retraso de vías de muerte celular del hospedero. Estos mecanismos podrían 

contribuir a explicar la supervivencia observada en la población persistente tras fagocitosis 

y opsonización (Kember et al. 2022). 

Posteriormente, al evaluar la capacidad de activación de los macrófagos mediante el ensayo 

NBT, observamos que las poblaciones persistentes ocasionaron una mayor reducción del 

NBT, asociándose a una mayor actividad oxidativa; no obstante, aun con la estimulación con 

PMA, esta elevada actividad no se tradujo en una mayor actividad bactericida; por el 

contrario, las condiciones persistentes mostraron una respuesta atenuada al estímulo.  

Este patrón sugiere que la persistencia bacteriana podría asociarse no a una ausencia de 

activación inmune, sino a una reprogramación funcional de la respuesta oxidativa del 

macrófago.  

La aparente paradoja observada entre una mayor reducción basal de NBT y una menor 

respuesta inducida tras PMA podría interpretarse como evidencia de un estado oxidativo 

basal sostenido, pero funcionalmente no efectivo. En este sentido, las bacterias persistentes 

podrían inducir una activación crónica o subóptima del macrófago, suficiente para mantener 

señales redox detectables, pero insuficiente para desencadenar un estallido oxidativo 

plenamente eficiente. 

Siguiendo esta lógica, existen reportes de que Pseudomonas aeruginosa puede modular el 

estallido oxidativo de células fagocíticas e interferir específicamente con vías activadas por 

PMA y proteína cinasa C (lo que normalmente promueve el ensamblaje de la NADPH 

oxidasa y la producción de especies reactivas de oxígeno), disminuyendo la capacidad de 

amplificación de la respuesta oxidativa inducida experimentalmente  (Terada et al. 1999; Wu 

et al. 2016).  

Bajo este contexto, es posible que las células persistentes de P. aeruginosa tengan 

capacidades inmunomoduladoras, que reduzcan la activación oxidativa inducida por PMA. 

Esto explicaría por qué, a pesar de la estimulación exógena, no se observó un incremento 

robusto en la respuesta oxidativa o inflamatoria. De hecho, Hastings y colaboradores (2023) 
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reportaron que las células persistentes de P. aeruginosa inducen inicialmente una 

polarización de macrófagos con características tipo M2, acompañada por menores niveles de 

citocinas proinflamatorias y mayor producción relativa de IL-10. 

Las diferencias observadas entre la actividad oxidativa causada por S. aureus y P. aeruginosa 

persistentes sugieren estrategias distintas de interacción con la inmunidad innata. Mientras 

S. aureus pareció inducir una respuesta oxidativa e inflamatoria más intensa, P. aeruginosa 

mostró un perfil más compatible con inmunomodulación activa. 

Por un lado, S. aureus aparentemente induce una fuerte activación de los macrófagos, 

asociada con elevadas concentraciones de ROS, favoreciendo posteriormente la selección de 

subpoblaciones tolerantes al estrés oxidativo para su posterior diseminación; mientras que 

modular la respuesta inflamatoria del hospedero y establecer infecciones persistentes de larga 

duración (Figura 18) 

Aunque los resultados corresponden a un modelo exploratorio y requieren validación 

adicional mediante técnicas complementarias, los hallazgos apoyan la hipótesis de que la 

persistencia bacteriana puede ser inducida por desinfectantes y otros agentes oxidantes 

(Nordholt et al. 2021, 2024) y que este fenotipo podría alterar la dinámica funcional de la 

interacción hospedero-patógeno, favoreciendo estados de supervivencia intracelular e 

inclusive la modulación la respuesta inmune innata.  
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Figura 19. Modelos propuestos de supervivencia de S. aureus y P. aeruginosa persistentes 

Nuestros resultados sugieren que la persistencia bacteriana influye de manera distinta 

dependiendo de la especie; por un lado, S. aureus persistente (izq) permite la activación de 

las vías oxidativas del fagolisosoma, con el fin de seleccionar aquellas subpoblaciones más 

persistentes para su posterior diseminación; mientras que P. aeruginosa (der) modula la 

respuesta oxidativa para generar nichos replicativos intracelulares y reactivar su metabolismo 
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9. CONCLUSIONES 

1. La exposición a concentraciones subletales de hipoclorito de sodio favoreció la 

formación de subpoblaciones bacterianas tolerantes en Pseudomonas aeruginosa y 

Staphylococcus aureus, compatibles con un fenotipo persistente.  

2. Las bacterias persistentes mostraron una mayor capacidad de supervivencia frente a 

mecanismos de la inmunidad innata, particularmente frente a la exposición al suero 

humano y durante la interacción con células fagocíticas.  

3. Los resultados sugieren que el estado persistente no solamente implica tolerancia 

antimicrobiana, sino también adaptaciones fisiológicas asociadas con evasión 

inmunológica y resistencia al estrés oxidativo.  

4. En P. aeruginosa, la limitada activación oxidativa observada incluso bajo 

estimulación con PMA sugiere la posible modulación de rutas de señalización celular 

asociadas con PKC y NADPH oxidasa, contribuyendo a una respuesta inflamatoria 

menos eficiente.  

5. S. aureus mostró una interacción distinta con las células inmunes, caracterizada por 

una respuesta oxidativa más intensa, lo que podría favorecer la selección de 

subpoblaciones altamente tolerantes al estrés oxidativo y con capacidad de 

persistencia intracelular.  

6. En conjunto, este trabajo aporta evidencia sobre la relación entre estrés oxidativo, 

persistencia bacteriana e inmunoevasión en dos patógenos clínicamente relevantes 

asociados con infecciones crónicas y recurrentes. 
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10. PERSPECTIVAS 

 Caracterizar la expresión de genes asociados con persistencia, respuesta oxidativa y 

sistemas toxina-antitoxina en P. aeruginosa y S. aureus durante la exposición a estrés 

oxidativo. 

 Analizar la producción de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias durante la 

interacción entre macrófagos y bacterias persistentes para definir con mayor precisión 

los mecanismos de inmunomodulación. 

 Evaluar la participación de rutas de señalización intracelular asociadas con PKC, 

PI3K/Akt y NF-kB durante la infección con células persistentes de P. aeruginosa. 

 Determinar si las bacterias persistentes presentan alteraciones en la activación, 

ensamblaje o actividad de la NADPH oxidasa en células fagocíticas. 

 Investigar la capacidad de las células persistentes para sobrevivir intracelularmente a 

largo plazo y establecer nichos compatibles con infección crónica. 

 Explorar estrategias terapéuticas dirigidas tanto contra bacterias persistentes como 

contra mecanismos de evasión inmunológica, incluyendo terapias combinadas 

antimicrobianas e inmunomoduladoras; por ejemplo, péptidos antimicrobianos. 

  



 

49 
 

10. ANEXOS 
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