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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos, o resistencia a los antibidticos, es la capacidad de ciertas bacterias
de sobrevivir y multiplicarse en presencia de uno o mas antibidticos y, por tanto, seguir causando
infecciones.

En la primera parte veremos cdmo se comportan las bacterias en ausencia de antibidticos,
generando lo que se denomina "curva de crecimiento sin antibiético", que nos da una indicacion de
la tendencia de crecimiento de una poblacion bacteriana.

Después de haber desarrollado esta curva y haber visto el crecimiento de las bacterias, cultivaremos
las bacterias en presencia de antibidticos, la rifampicina, generando otra curva de crecimiento, pero
esta seria con concentraciones diferentes del antibiético rifampicina.

La curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico mostrard un crecimiento exponencial,
pasando da una fase de latencia a una fase exponencial en la que las bacterias se desarrollan mucho
y con velocidad maxima.

También veremos como crezcan las bacterias inoculadas en un medio en presencia del antibiético.
Se observara en particular que la bacteria tendra un mayor crecimiento cuando el medio tenga bajas
concentraciones de rifampicina; a altas concentraciones su desarrollo es limitado. Asi, veremos que
la rifampicina es capaz de contrarrestar los microorganismos cuando estan presentes en cantidades

elevadas, matandolos o impidiendo su proliferacion.

ABSTRACT

Antibiotic resistance, or antibiotic resistance, is the ability of certain bacteria to survive and multiply
in the presence of one or more antibiotics and thus continue to cause infections.

In the first part we will see how bacteria behave in the absence of antibiotics, generating what is
called an "antibiotic-free growth curve", which gives an indication of the growth trend of a bacterial
population.

After having developed this curve and having seen the growth of the bacteria, we will grow the
bacteria in the presence of antibiotics, rifampicin, generating another growth curve, but this one
would be with different concentrations of the antibiotic rifampicin.

The growth curve of the bacteria without antibiotics will show an exponential growth, going from a
latent phase to an exponential phase in which the bacteria develop a lot and with maximum speed.
We will also see how bacteria inoculated in a medium in the presence of antibiotic grow. In

particular, it will be observed that the bacteria will have a higher growth when the medium has low



concentrations of rifampicin; at high concentrations their growth is limited. Thus, we will see that
rifampicin is capable of counteracting micro-organisms when present in high quantities, killing them

or preventing their proliferation.

INTRODUCCION

El antibidtico, en el uso comun actual, indica un farmaco, de origen natural (antibidtico en sentido
estricto) o sintético (quimioterapéutico), capaz de frenar o detener la proliferacién de las bacterias.
Asi, los antibidticos se dividen en bacteriostaticos (es decir, bloquean la reproduccién de la bacteria,
impidiendo que se desdoble) y bactericidas (es decir, matan directamente al microorganismo)
(Laneve, 2019).

Los antibidticos se han utilizado con éxito en el tratamiento de la mayoria de las enfermedades
infecciosas (a excepcién de las virales) desde la década de 1950. Durante este periodo se han
estudiado en detalle sus multiples usos y mecanismos de accién, y existe una gran cantidad de
informacidén sobre la farmacologia, la dosificacion, los efectos secundarios, etc., asociados a sus
aplicaciones clinicas. Las nuevas técnicas desarrolladas en los Ultimos afios han permitido estudiar
en profundidad el perfil de expresion génica de los antibidticos y otros inhibidores (Davies,
Spiegelman, & Yim, 2006).

Al principio, los antibiéticos se consideraban "medicamentos milagrosos", principalmente porque
se introdujeron en una época en la que sdlo se disponia de drenajes quirdrgicos o tratamientos
espontdneos para tratar las infecciones bacterianas graves. Durante las cinco o seis décadas
transcurridas desde su introduccién, han aparecido varias clases de estos farmacos, como las
sulfonamidas y la trimetoprima, las penicilinas, las cefalosporinas, el cloranfenicol, las tetraciclinas,
las colimicinas, los macrdlidos, las lincosamidas, las estreptograminas, las rifamicinas, los
glucopéptidos, los aminoglucésidos, las fluoroquinolonas, las oxazolidinonas, las glicilglicinas, los
lipoglucopéptidos y las variaciones sobre estos temas. Desgraciadamente, por diversos mecanismos
y tal vez como consecuencia de su uso profuso, muchos grupos bacterianos estan mostrando
resistencia a estos antibidticos (Zinner, 2007). En la actualidad, la mayoria de las infecciones
bacterianas pueden seguir tratandose con los antibidticos disponibles utilizados solos o en
combinacion, pero cabe esperar un nimero creciente de fracasos clinicos con el armamento actual.
La optimizacién de la dosis y la duracién del farmaco podria ayudar a minimizar la aparicion de

resistencias en algunas situaciones.



Los antibidticos son, sin duda, los farmacos mds potentes de la medicina, pero su mismo éxito
amenaza con ser su perdicidn. El uso generalizado, y a menudo inadecuado, de los antibidticos en
todo el mundo en los ultimos afios ha llevado a una situacién en la que los patdgenos bacterianos
multirresistentes (MDRO), como las bacterias gramnegativas B-lacta-masas de espectro extendido
(BLEE) y la tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB), son ahora una grave amenaza para la
eficacia continuada de estos medicamentos (Andersson & Hughes, 2014).

Cuando los antibidticos se introdujeron por primera vez en la medicina hace unos 70 anos, la
metodologia era relativamente sencilla: conseguir una dosis terapéutica en el lugar infectado lo
suficientemente alta como para eliminar la infeccidon bacteriana sin que tuviera un efecto téxico
grave en el paciente (Andersson & Hughes, 2014). Las primeras investigaciones sobre la
susceptibilidad bacteriana y la dosificacion de los antibidticos introdujeron uno de los conceptos
centrales del campo: la concentracién minima inhibitoria (CMI) (Andrews J. M., 2001), que se define
como la menor concentracién de farmaco que, en condiciones in vitro establecidas, inhibe el

crecimiento visible de una poblacién bacteriana objetivo.

CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI)

La CMI es la menor concentracion de antibidtico necesaria para impedir el crecimiento bacteriano
(Cercenado & Saavedra-Lozano, 2009). Los métodos de CMI se utilizan en la observacion de la
resistencia, en los estudios epidemiolégicos de susceptibilidad antimicrobiana in vitro realizados
con microorganismos sospechosos de causar enfermedades, y contra agentes nuevos y existentes
(ISO , 2019). Se mide en condiciones in vitro estandarizadas (es decir, un medio de crecimiento
definido, el tamafio del inéculo, la temperatura y la duracién de la incubacién) utilizando dos pasos
de dilucién del farmaco y la posterior evaluacion visual del crecimiento o no crecimiento bacteriano
como resultado (Andersson & Hughes, 2014).

Algunas advertencias obvias sobre la utilidad de la CMI incluyen el hecho de que los valores
determinados son relativamente imprecisos y pueden no traducirse facilmente en una
concentracién efectiva in vivo (porque la CMI se mide en condiciones muy especificas in vitro)
(Andersson & Hughes, 2014).

Una advertencia mas seria es que la CMI mide sélo la concentracién del fadrmaco que causa la
inhibicidn completa del crecimiento bacteriano visible y no proporciona informacién sobre el rango
de concentraciones del farmaco que, en diversos grados, reducen la tasa de crecimiento bacteriano

y cambian la dindamica de seleccion dentro de una poblacién (Andrews J. M., 2001).



La resistencia bacteriana a los farmacos esta causada por la exposicidon a concentraciones de
antibidticos por debajo de la CMI. Los informes sobre el impacto de las concentraciones minima
sub-inhibitorias (sub-CMI) de los fdrmacos antibacterianos en las bacterias han sido contradictorios.
Los informes recientes han demostrado que las sub-CMI de varios agentes antimicrobianos tienen
efectos tanto inhibitorios como estimulantes en la formacién de bio-peliculas de bacterias, como
E.coli, en las infecciones humanas (Donga, et al., 2019). Las concentraciones de antibiéticos sub-CMI
permiten que las cepas susceptibles sigan creciendo, lo que a veces resulta en una tasa de
crecimiento reducida en comparacion con la tasa de crecimiento observada en ausencia del farmaco
(Andersson & Hughes, 2014). El crecimiento continuo en presencia de niveles de antibidticos por
debajo de la CMI es un aspecto crucial de la actual crisis de resistencia a los antibidticos, ya que
estas concentraciones de farmacos se encuentran en muchos entornos naturales (como las aguas
residuales y los lodos, los rios, los lagos e incluso el agua potable), y también se dan en los pacientes
y el ganado durante la terapia con antibidticos (Andersson & Hughes, 2014).

Y lo que es mas importante, estudios recientes han demostrado que estas bajas concentraciones de
antibidticos ejercen sus efectos en al menos tres niveles diferentes: como selectores de resistencia
(enrigueciendo las bacterias resistentes preexistentes y seleccionando la resistencia de novo); como
generadores de variabilidad genética y fenotipica (aumentando la tasa de evolucion adaptativa,
incluyendo el desarrollo de resistencia); y como moléculas de sefializacion (influyendo en varias
actividades fisicas, incluyendo la virulencia, la formacién de biopeliculas y la expresién genética).
Asi, los efectos de los niveles sub-inhibitorios de antibidticos sobre las bacterias han sido
reconocidos desde hace tiempo, especialmente en lo que se refiere a su acciéon a nivel de la
superficie celular y sobre la morfologia de las células objetivo; tanto es asi que provocan numerosos
cambios fenotipicos (Davies, Spiegelman, & Yim, The world of subinhibitory antibiotic
concentrations, 2006). Esto se desprende claramente de varios estudios que demuestran que los
niveles subrepticios de antibidticos aumentan la frecuencia de persistencia. Los persisters son
variantes fenotipicas de crecimiento lento o sin crecimiento que surgen estocasticamente en
poblaciones bacterianas susceptibles y son refractarias a multiples antibidticos. Se cree que el
estado de crecimiento lento o de no crecimiento de las bacterias persistentes, que es el resultado
de una parada general de la actividad metabdlica, es el responsable de su capacidad para sobrevivir

a la exposicién a los antibidticos (Andersson & Hughes, 2014).



La resistencia a los antibidticos es consecuencia de una inmensa plasticidad genética de los
patégenos bacterianos que desencadenan respuestas especificas que dan lugar a adaptaciones
mutacionales, adquisicién de material genético o alteracién de la expresién de los genes que
producen resistencia a practicamente todos los antibidticos disponibles actualmente en la practica
clinica (Munita & Arias, 2016). Este fendmeno se produce de forma continua y natural desde hace
mil afios: los antibidticos son producidos por bacterias y hongos que pertenecen a la naturaleza, con
el objetivo principal de eliminar la competencia en un sistema ecolégico definido.

Las bacterias que tienen contacto con estos antibidticos, desarrollan mecanismos de defensa para
resistir su accién y asi poder colonizar ambientes ricos en nutrientes con pocos competidores.

La resistencia se transmite a diferentes tipos de bacterias y éste es uno de los problemas mas
importantes. Las bacterias, de manera general, poseen 3 formas diferentes de resistencia a los
antibidticos: a) alterar el objetivo del antibidtico, b) destruir el antibidtico y c) expulsar el antibidtico
fuera de la célula (Munita & Arias, 2016). De forma general, estos mecanismos de resistencia
pueden transmitirse tanto vertical como horizontalmente; bien pasando a las generaciones

siguientes o bien pasando a otras bacterias de la misma o diferente especie.

Asi que la resistencia a los antibidticos es un tipo particular de resistencia a los medicamentos
antimicrobianos. Otros microorganismos, como los virus o los hongos, también son capaces de
desarrollar resistencia contra los antimicrobianos (antivirales o antifungicos) (Batteri Resistenti agli

Antibiotici, 2018).

¢Cémo adquieren las bacterias resistencia a los antibidticos?

Hay muchas formas en las que las bacterias pueden adquirir resistencia a uno o mas antibidticos.
Uno de los principales factores es la presidn selectiva (Batteri Resistenti agli Antibiotici, 2018) que
es el acontecimiento desencadenado por el uso de antibidticos para tratar una infeccidon causada
por bacterias sensibles y resistentes a los medicamentos. De hecho, el uso del fdrmaco elimina las
bacterias sensibles responsables de la infeccion (patdgenas) y también las pertenecientes a la flora
bacteriana residente normal, pero, si estdn presentes, no las bacterias patdgenas resistentes
(Batteri Resistenti agli Antibiotici, 2018). Estos ultimos tienen asi la oportunidad de crecer y
expandirse. Aunque se trata de un proceso natural, la aparicién de la resistencia a los antibidticos

se ve favorecida por el uso frecuente de los mismos.



Las bacterias también pueden adquirir resistencia a los antibidticos mediante la transmisidn
horizontal (de una bacteria a otra) del material genético (Hinton-Sheley & B.Sc., 2019). Una de las
formas en que esto puede ocurrir es a través de la transmisidn de plasmidos. Se trata de pequenas
piezas circulares de ADN bacteriano que pueden transferirse facilmente entre bacterias y que
pueden llevar en su interior la informacién necesaria para producir enzimas que pueden conferir
resistencia a determinados antibidticos.

Ademads, la mutacidn espontanea del material genético bacteriano puede dar lugar a la aparicién de
resistencias, que pueden transmitirse a las generaciones futuras (GALAN, BAQUERO, MOROSINI, &
BAQUERO, 2006). Por lo tanto, con el tiempo, las bacterias pueden adquirir una o mas resistencias,
generando las llamadas bacterias multi-resistentes (Multidrug-resistant bacteria, s.d.). Las bacterias
resistentes a los antibidticos pueden propagarse entre e persona a persona o entre personas y
animales, incluidos los alimentos de origen animal, dando lugar a la propagacién de infecciones que

son dificiles o incluso imposibles de tratar (Antimicrobial resistance, 2020) .

CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Las curvas de crecimiento bacteriano son representaciones esenciales para caracterizar el
metabolismo de las bacterias en una variedad de composiciones de medios. La informacién
fenotipica cuantitativa puede integrarse facilmente en las estructuras de datos actuales que

describen un organismo bacteriano (Cuevas & Edwards, 2017).

Idealmente, los cultivos bacterianos crecen exponencialmente y la densidad 6ptica (DO) aumenta
en funcion de Log(DO), con el Log(DO) se observa un crecimiento lineal. La tasa de crecimiento es
el cambio en el nimero de células por minuto, que estimamos como el cambio en la DO por unidad
de tiempo. Pero el cambio instantdneo es una funcién del nimero de células presentes en un
momento dado. El crecimiento de los microorganismos se describe como un aumento de los
constituyentes celulares que conduce a un aumento del tamano de las células bacterianas, a un
aumento del nimero de la poblacién bacteriana o a ambos. Si un microorganismo aumenta de
tamafio y no se divide se denomina cenocitico (Wikipedia, 2021). En este caso no hay un aumento
numérico de la poblacidn. Si un microorganismo aumenta de tamafio y se divide, dando lugar a dos

células hijas, el niumero de células de la poblacién aumenta.



Por tanto, una curva de crecimiento permite identificar las diferentes fases de crecimiento y
determinar el tiempo de generacién del microorganismo en cuestién. Cada especie bacteriana tiene
un rango de temperatura dentro del cual es capaz de crecer y reproducirse que viene determinado
por la diferente sensibilidad de las enzimas y otros componentes celulares al calor y al frio; dentro
de este rango existe entonces una temperatura éptima de crecimiento a la que los microorganismos
se reproducen con el menor tiempo de generacién

Se puede dividir en:

- Fase de latencia: es el periodo que tarda el microorganismo en adaptarse al medio;

- Fase de crecimiento exponencial: en la que el microorganismo se multiplica rdpidamente;

- Fase estacionaria: en la que el microorganismo detiene su crecimiento porque se han

agotado uno o varios nutrientes;

- Fase de declive: en la que el nimero de microorganismos comienza a disminuir a medida

que las células muertas empiezan a superar a las que se dividen o estan inactivas (Minniti,

2020).
A una fase de retardo en la que el crecimiento estd ausente le sigue una fase de aceleracién durante
la cual la tasa de crecimiento aumenta hasta alcanzar una tasa de crecimiento estable durante la
fase exponencial. Finalmente, la tasa de crecimiento comienza a disminuir durante la fase de
desaceleracion y finalmente el crecimiento cesa debido al agotamiento de los recursos y/o la
acumulacién de residuos durante la fase de saturacion.
La duracién de la fase de retardo y la forma de la curva durante la fase de aceleracién dependen del
estado fisioldgico de las células del inéculo, de la fracciéon de células viables en el indculo y del
manejo de los cultivos del inéculo. Especialmente si se quiere controlar e interpretar la duracién de
la fase de retardo, es importante que los cultivos de indculo crezcan de forma constante. Los
inéculos deben cultivarse a la misma temperatura a la que se medird la tasa de crecimiento. Las
disminuciones en la tasa de crecimiento estimada pueden ser el resultado de una disminucion real
de la tasa o de la no linealidad de la DO en relacion con el numero de células a DO mas altas (Hall,

Acar, Nandipati, & Barlow, 2014).

El antibidtico que se va a utilizar sera la rifampicina. Este medicamento es un antibidtico de
rifampicina utilizado para prevenir y tratar la tuberculosis y otras infecciones. No funciona para las
infecciones virales (como el resfriado comun, la gripe) (Rifampin, s.d.). La rifampicina también se

utiliza a veces para tratar infecciones causadas por otros tipos de bacterias y para prevenir la



infeccion en personas que han estado en estrecho contacto con una persona que tiene ciertas

infecciones bacterianas graves (Rifampin, 2019).

El objetivo es ver cédmo reaccionan las bacterias E.coli tanto en ausencia de rifampicina como en
presencia de rifampicina. En particular, inocularemos las bacterias en diferentes medios que
contendran diferentes concentraciones de rifampicina, para ver cdmo reaccionan las bacterias a
estas concentraciones.

Ademads, crearemos bacterias definidas como adaptadas, es decir, adaptadas a un medio con el
antibidtico, concretamente se inoculard en un medio a la mitad de la CMI. Cuando hablamos de
bacterias adaptadas nos referimos a microorganismos que tienen la capacidad de cambiar sus
procesos metabdlicos, fisiolégicos y de comportamiento, lo que les permite adaptarse a las
condiciones del entorno en el que viven (Adaptacién bioldgica, 2020). A continuacion, estas
bacterias se compararan con las no adaptadas. Ambos tipos de bacterias se inoculardn en un medio
con doble de la CMI y en un medio sin rifampicina, y el resultado que esperamos serda mas
crecimiento en las bacterias adaptadas en comparacion con las bacterias no adaptadas, ya que las
bacterias adaptadas ya han tenido la oportunidad de crecer en un medio con antibidticoy, por tanto,
ser capaces de reaccionar y adaptarse a él. Ademas, se vera si las bacterias cultivadas en el medio

con CMI crecen mas que las cultivadas en un medio sin el antibidtico.

OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1. Ver el efecto de concentraciones sub-CMI en el crecimiento de las bacterias E.coli en el
medio a distintas concentraciones de rifampicina, especialmente a valor de CMI, al doble de
CMI (CMIx2), a mitad de CMI (CMIx0,5) y sin rifampicina (NO CMI).

2. Ver cdmo reaccionan las bacterias en el medio sin antibidtico, calculando su tasa de
crecimiento en 24 horas.

3. Ver la diferencia entre las bacterias adaptadas a los antibidticos, que han sido inoculadas en
un medio que tiene la mitad de CMI, y las bacterias no adaptadas, es decir, las bacterias
E.coli no inoculadas en un medio en presencia del antibidtico, caracterizadas por tanto por
sus condiciones naturales. Esa diferencia sera visible cuando crezcan en un medio con el

doble de la CMI o en un medio sin rifampicina.
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MATERIAL Y METODOS

1. DESCRIPCION DEL MODELO BACTERIANO

El modelo bacteriano que se ha utilizado es: Escherichia coli.

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo que es un organismo causante de muchas enfermedades,
como la diarrea del viajero, la disenteria, la neumonia, la bacteriemia y las infecciones abdominales.
Las enfermedades causadas por E.coli suponen una carga importante para los pacientes y el sistema
sanitario, por lo que es necesario un reconocimiento rapido y un tratamiento adecuado (Mueller &

Tainter, Escherichia Coli, 2020).

2. PREPARACION DE MEDIOS

El antibidtico que se utilizé es la rifampicina, un antibidtico bactericida del grupo de las rifamicinas.
Se utiliza para tratar la tuberculosis, la lepray la legionela (Alejandra Rodriguez-Verdugo B. S., 2013).
Para evaluar el nivel de resistencia de Escherichia coli (el patégeno que se utilizard) al antibiotico,
se utilizé la CMI de la rifampicina, que tiene un valor de 2,5 mg/L (Alejandra Rodriguez-Verdugo B.
S., Evolution of Escherichia coli rifampicin resistance in an antibiotic-free environment during
thermal stress, 2013). El valor de la CMI fue util para crear los distintos medios a diferentes nimeros
de veces la CMI: concretamente, se crearon medios al valor de CMI (CMI), al doble de la CMI (CMIx2)
y, finalmente, a la mitad de la CMI (CMIxO0,5). Esto nos permitié ver cémo reaccionaban las bacterias
a estas diferentes concentraciones y estimar la tasa de crecimiento en estas concentraciones.

El stock de rifampicina que se prepard a partir del producto puro (ya presente en el laboratorio) era

de 50 mg/ml.

Por lo que los medios creados fueron de cuatro tipos: medio sélido con TSA con agar 40gr/L, el
medio consistia en Digestidon de Papaina de Soja 5,0 gr/L, Digestidn pancreatica de la Caseina 15,0
gr/L, Cloruro de Sodio 5,0 gr/L y Agar 15,0 gr/L.

El medio liquido consistia en TSB 30gr/L que consistia en Digestion pancreatica de la Caseina 17 gr/L,
Péptido de Soja Digest 3,0 gr/L, Glucosa (Dextrosa) 2,5 gr/L, Cloruro de sodio 5,0 gr/L y Fosfato
Dipotasico 2,5 gr/L.

El medio liquido TSB con la concentracién doble de la CMI (CMIx2) y al final el medio liquido TSB con
la mitad de la CMI (CMIx0,5).

El medio solido gracias a sus propiedades nutricionales (ya que es muy rico en
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nutrientes), a la ausencia de inhibidores y a la posibilidad de ser complementado con
varios otros compuestos, se utiliza a menudo para el aislamiento de patégenos, para el
estudio de microorganismos de crecimiento radpido, para el mantenimiento de cepas de
coleccion y para procesos de fermentacion. Mientras que el medio liquido es un medio de
cultivo utilizado generalmente como liquido de enriquecimiento en la mayoria de los
laboratorios de microbiologia para el crecimiento de microorganismos aerébicos. En
microbiologia clinica también puede utilizarse para la suspension, el enriquecimiento y el
crecimiento de cepas previamente aisladas con otros medios de cultivo mas selectivos.
(Tryptic soy broth, 2015) (Tryptic Soy Agar, 2019).

Los antibidticos se esterilizaron por filtracién en autoclave 1 hora a 121°C.

3. MUESTRAS Y REPLICAS

La preparacion de las muestras se realizd con bacterias E.coli y medio liquido TSB.

Se cred una primera muestra, definida como muestra de referencia, con 100 pl de bacterias E.coli
en 20 ml de TSB a 30 °C durante 24 horas. Después de 24 horas, esta muestra se midid con un
espectrofotdmetro a una absorbencia de 600 nm. La importancia de esta muestra patron la
encontraremos mas adelante para la formacion de 3 muestras, que denominamos TSB1, TSB2 y
TSB3, utiles para la curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico, ya que era necesario
establecer un valor que se identificara como medida de densidad dptica a partir del cual se tomara
un volumen de bacterias para iniciar el cultivo y asi asegurar que todos comenzaran con la misma

cantidad de bacterias. El valor de absorbencia a 600 nm fue de 0,755.

3.1 Curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico

Las 3 muestras (TSB1, TSB2, TSB3), importante para crear la curva de bacterias sin antibiético, se
midieron cada 3 horas hasta 9 horas y media después del inicio del cultivo.
Todas las muestras se formaron utilizando el mismo procedimiento: se ha aplicado una dilucién de

100 pl en 20 ml de TSB a 30°C.

3.2 Curva de crecimiento de las bacterias en presencia de antibiotico

Una vez que terminé la formacion de las 3 muestras (TSB1, TSB2, TSB3), pasamos a la formacién de
4 nuevas muestras con 2 réplicas cada una que sirvieron para la formacién de la curva de

crecimiento de las bacterias con el antibiotico.
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Para formarlas se utilizaron los 4 medios que se habian formado previamente (TSB CMIx0,5, TSB
CMiIx2, TSB CMI y TSB sin CMI) esto es porque el propdsito era cultivar bacterias en medios
diferentes entre si y luego compararlas. Cada muestra y replica tenia que haber al final 20 ml de
volumen final.

Se utilizo, para crear estas 4 muestras con cada replica, un matraz que contenia 70 ml de TSBy 7 ul
de rifampicina. De esta cantidad, se tomaron 10 ml para crear la muestra a valor de CMI; 5 ml para
la muestra a CMIx0,5; ningun ml para la muestra NO CMI; el resto se dividié en la muestra a CMIx2.
La medicién de cada una de estas muestras con diferentes concentraciones de rifampicina se realizé
en un dia.

Inicialmente, cada muestra y sus respectivas réplicas se midieron cada 3 horas desde el inicio del
crecimiento, para desarrollarse, adaptarse al medio y superar la fase de latencia.

Una vez superada esta fase, las bacterias, presentes en cada muestra y réplica, ya no se midieron
cada 3 horas, sino que el intervalo de tiempo se redujo a 1 hora, para resaltar el crecimiento

exponencial que se producia con relativa rapidez.
La formacion de las dos curvas de crecimiento de las bacterias, en presencia y en ausencia del
antibidtico, era necesaria para ver como se relacionaban las bacterias E.coli en medios diferentes,

es decir, en un medio sin rifampicina y en un medio con rifampicina a diferentes concentraciones.

3.3 Comparacién entre bacterias E.coli control y bacterias adaptadas

Por ultimo, para evaluar aun mejor el comportamiento de las bacterias, se crearon 2 poblaciones
bacterianas que creas para crecer en dos condiciones de cultivo: la primera poblacidn bacteriana en
la que se aplicé una dilucion de 100 pl de bacterias adaptadas al antibiético en 20 ml de TSB CMIx05;
la segunda poblacion bacteriana en la que se aplicé una dilucidon de 100 pl de bacterias de control

E.colien 20 ml de TSB.

3.3.1 Bacterias adaptadas E.coli

Adaptamos la bacteria E.coli a un medio TSB que contenia la mitad de la concentracién de
rifampicina (TSB CMIx0,5). Esto sirvié para permitir la comparacién entre estas bacterias y las
bacterias E.coli no adaptadas con el fin de evaluar su desarrollo en dos medios diferentes: en el

medio con doble de CMI ( TSB CMIx2) y en el medio sin rifampicina (TSB NO CMI).
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A partir de las 2 muestras [3.3] se formaron 4 muestras con 3 réplicas cada una; en particular en 2
muestras se habia aplicado una dilucion de 100 pl de la muestra que tenia las bacterias adaptadas
en 20 ml de TSB CMIx2, y también en las respectivas 3 réplicas. En las otras 2 muestras restantes se
aplicé una dilucién de 100 pl de la muestra que tenia E.coli en 20 ml de TSB y en las 3 réplicas
restantes.

Se trataba de ver si las bacterias adaptadas, que crecian en un medio con el doble de concentracién
de la CMI, crecian mas que las bacterias E.coli de control, que también crecian en un medio con el
doble de concentracion de la CMI. Esto, si ocurria, significaba que las bacterias con el antibidtico ya

se habian adaptado al antibiodtico, al medio que lo contenia y eran resistentes.

4. MEDIDA DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

Una vez creados las 3 muestras (TSB1, TSB2 y TSB3) y las 4 muestras con dos replicas cada una (TSB
CMIx0,5, TSB CMIx2, TSB CMI y TSB sin CMI) se crearon las dos curvas de crecimiento de las bacterias
y se compararon para entender el comportamiento de las bacterias y discutir su resistencia o no al
antibidtico rifampicina.

En la primera curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico, se utilizaron muestras de TSB1,
TSB2 y TSB3; mientras que, en la segunda curva, en presencia de la rifampicina en diferentes
concentraciones, se utilizaron muestras de TSB CMIx0,5, TSB CMIx2, TSB CMI y TSB sin CMI.

Esta ultima curva me permitid ver la tasa de crecimiento de las bacterias bajo diferentes condiciones
para poder ver cdmo se comportan las bacterias en un medio con el antibiético, si son resistentes a
diferentes condiciones de CMI o ver cdmo reaccionan a las condiciones mencionadas

anteriormente.

RESULTADOS

Curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico:

Horas TSB 1 TSB 2 TSB 3
abs 600 nm abs 600 nm abs 600 nm

0,00 0,170 0,151 0,155

3,00 0,177 0,172 0,173

6,00 0,523 0,504 0,497

9,00 1,590 2,588 2,540

9,50 2,540 2,744 2,696
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Horas Media Desviacion tipica
abs 600 nm abs 600 nm
0,00 0,158 0,010
3,00 0,174 0,002
6,00 0,508 0,013
9,00 2,239 0,562
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0
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c)
Fig.1 (a) Curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico en un tiempo de 9 horas y medio. Estan
representadas los valores de absorbancia de tres muestras (TSB 1, TSB 2, TSB 3) de bacterias E.coli. frente al
periodo di tiempo en el cual se realizé el estudio.
(b) Curva de crecimiento de las tres muestras con valores de logaritmo frente al tiempo en el cual se realizo el
estudio. El crecimiento se muestra a través de rectas de regresion.

(c) Medias de las tres muestras y sus desviaciones tipicas estan representadas a través de barras de error.

En la Figura 1la podemos ver que las bacterias de las muestras TSB 2 y TSB 3 alcanzan valores de
crecimiento mas altos que la muestra TSB 1 a partir de las 9 horas, presentando también una mayor
tasa de crecimiento.

En la Figura 1b la curva de crecimiento presenta valores en forma logaritmica con respecto al
tiempo. Podemos ver que hay una correlacién linear (el cuyo valor es de 0,9999) con lo que dijimos
antes respecto al hecho de que las muestras TSB 2 y TSB 3 muestran valores logaritmicos mas altos
gue la muestra TSB 1 y ademas casi iguales entre si. Los valores a partir de las 9 horas del inicio del

estudio se vuelven positivos.
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En la Figura 1c representamos la media en correlacidén con su desviacion estandar en la que las

barras de error mas evidentes corresponden a las 9 horas y a las 9 y media horas. Durante las demas

horas, las barras de error son muy baja, porque la desviacién estandar es pequefia en comparacién

con los valores de la media y, por tanto, la variabilidad es baja.

Curva de crecimiento de las bacterias en presencia de antibidtico:

Horas Muestra 1 CMI Muestra 2 CMIX0,5 Muestra 3 NO CMI Muestra 4 CMIX2
abs 600 nm abs 600 nm abs 600 nm abs 600 nm
3,00 0,224 0,209 0,213 0,224 0,237 0,242 0,193 0,201
6,00 0,310 0,301 0,345 0,347 0,367 0,410 0,244 0,257
6,50 0,338 0,345 0,383 0,386 0,408 0,468 0,277 0,284
7,20 0,375 0,378 0,423 0,433 0,451 0,540 0,287 0,304
7,50 0,407 0,408 0,468 0,465 0,487 0,600 0,310 0,326
9,40 0,583 0,584 0,662 0,670 0,691 0,478 0,515
10,10 0,654 0,647 0,703 0,712 0,736 0,440 0,501
24,35 2,588 2,624 2,648 2,672 3,016 1,466 1,472
3’5 y=0,1387x - 0,4844
RZ=0,9713
3 .
2,5 ;
2
E y=0,1189x - 0,4159
8 1,5 R2 = 0,969
3 . ¥ 0,%{221:13493,4338
2 y=0,0637x-0,1274
R?=0,9769
0.5 b ¥ =0,0636x-0,1059
- R?=0,9823
0 .
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
0 Horas (h)
* muestra 1 CMI * CMI 2 muestra 2 CMIx0,5 CMIx0,5 2
a) + muestra 3 NO CMI - NOCMI 2 » muestra 4 CMIx2 + CMIx2 2
Horas Log 1 CMI Log 2 CMIX0,5 Log 3 NO CMI Log 4 CMIX2
log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm
3,00 -0,649 -0,679 -0,671 -0,649 -0,625 -0,616 -0,714 -0,696
6,00 -0,508 -0,521 -0,462 -0,459 -0,435 -0,387 -0,612 0,590
6,50 -0,471 -0,462 -0,416 -0,413 -0,389 -0,329 -0,557 -0,546
7,20 -0,426 -0,422 -0,373 -0,363 -0,345 -0,267 -0,542 -0,517
7,50 -0,390 -0,389 -0,329 -0,332 -0,312 -0,221 -0,508 -0,486
9,40 -0,234 -0,233 -0,179 -0,174 -0,160 -0,320 -0,288
10,10 -0,184 -0,189 -0,153 -0,147 -0,133 -0,356 -0,300
24,35 0,413 0,418 0,423 0,426 0,479 0,166 0,167
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Fig.2. a) Curva de crecimiento de bacterias en presencia de diferentes concentraciones de antibiético rifampicina
en un tiempo aproximativamente de 24 horas. Se representan los valores de absorbancia de las muestras CMI,

CMIx0,5, NO CMIy CMIx2, replicadas dos veces, frente al periodo de tiempo del estudio. El crecimiento se muestra

a través de rectas de regresion.

b) Curva de crecimiento de bacterias en presencia de diferentes concentraciones de antibidtico representados en

forma logaritmica (log CMI, log CMIx0,5, log NO CMI y log CMIx2) frente al periodo de tiempo del estudio.

En la Figura 2a podemos notar dos cosas: las bacterias de la muestra sin antibiético (NO CMI) tienen
los valores mas altos en comparacion con las muestras restantes; ademas, comparando las muestras
con el antibidtico a diferentes concentraciones, podemos notar que aquellas con una concentracién
normal de CMI o con la mitad de la misma alcanzan valores de crecimiento mas altos que la muestra
con doble concentracién de rifampicina, presentando también una mayor tasa de crecimiento.

En la Figura 2b el grafico muestra la curva de crecimiento de las bacterias en forma logaritmica con
respecto al tiempo, destacando cémo las bacterias inoculadas en medio con el doble de
concentracion de CMI crecen a un ritmo mas lento y por lo tanto alcanzan valores de crecimiento

mas bajos que todas las demas muestras

Resultados de la comparacién entre bacterias E.coli control y bacterias adaptadas :
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NO CMI 1 NO CMI 2 CMIx2 1 CMIx2 2
Horas abs 600 nm abs 600 nm abs 600 nm abs 600 nm
l1bad 2b.ad 3bad | 1bc 2bc 3bc |1bad 2bad 3bad | 1bc 2b.c b.c
3,00 0,118 0,122 0,199 | 0,112 0,115 0,116 | 0,207 0,109 0,107 | 0,204 0,101 0,102
6,00 0,413 0435 0416 | 0,376 0400 0,399 | 0,200 0,172 0,170 | 0,153 0,148 0,155
9,00 2,216 2,328 2,268 | 2,328 2,416 2,436 | 0,800 0,741 0,651 | 0,615 0,610 0,684
10,50 2,744 2,496 2,540 | 2,536 2,628 2,62 1,388 1,316 1,234 | 1,196 1,192 1,260
3 y=0,3756x - 1,3033
R?=0,9203
2,5
y=0,3575x - 1,2118
2 R?=0,9132
£
€ 15
o .
o :
(V-]
w 1
2 y =0,1663x - 0,5609
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O 5 : y =0,1564x - 0,5297
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........... ” R?=0,8317
o ————
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
_0’5 0,1383x - 0,4681
Horas (h) ‘
y=0,1381x-0,4713
- muestralNOMICb.ad - NO CMI2b.ad - NO CMI 3 b.ad muestra2NOCMIbc | %
*NOCMI2b.c *NOCMI3b.c » muestra 3 CMIx2 b.ad * CMIx2 2 b.ad
a) + CMIx2 3 b.ad + muestra 4 CMIx2 b.c + CMIx2 2 b.c CMIx2 3 b.c
Horas NO CMI b.ad NO CMl b.c CMIx2 b.ad CMIx2 b.c NO CMl b.ad NOCMIib.c CMiIx2 b.ad CMIx2 b.c
log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm log10(abs) 600 nm
Media por cada hora Log por cada hora
3,00 0,119 0,114 0,107 0,102 -0,922 -0,941 -0,968 -0,989
6,00 0,421 0,391 0,180 0,152 -0,375 -0,407 -0,744 -0,818
9,00 2,270 2,393 0,730 0,636 0,356 0,379 -0,136 -0,196
10,50 2,593 2,594 1,312 1,216 0,413 0,414 0,118 0,085
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Fig.3. Comparacion entre bacterias de E.coli control y bacterias adaptadas al medio con la mitad de

concentraciones de la CMI.

a) Valores de absorbancia de las 4 muestras triplicadas representadas respecto al tiempo del estudio. El

crecimiento se muestra a través de rectas de regresion.

b) Medias de las muestras por cada hora y sus logaritmos frente al tiempo del estudio. El crecimiento se muestra

a través de rectas de regresion.
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¢) Media de los valores de absorbancia de las 4 muestras. Sus desviaciones tipicas estdn representadas a través

de barras de error.

En la figura 3a podemos ver que las dos muestras sin el antibidtico alcanzan valores de crecimiento
considerablemente mas altos, casi el doble, en comparacidn con las dos muestras con el antibidtico
a partir de la hora 9.

La figura 3b muestra la representacion de la media y el logaritmo en funcién del tiempo, destacando
la diferencia significativa entre las dos muestras sin el micro y las dos muestras con el doble de
concentracion del micro.

La figura 3c muestra cémo la media de las bacterias adaptadas y el control del medio sin el

antibidtico es mucho mayor que el medio con el antibidtico.

DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo es ver el efecto de concentraciones de sub-CMI en el
crecimiento a distintas concentraciones de rifampicina de las bacterias E.coli. Este objetivo fue
posible al inocular las bacterias a diferentes de CMI, permitiendo asi un niumero de crecimiento
bacteriano diferente en los distintos medios.

También se inocularon las bacterias en medios en ausencia del antibidtico para crear la curva de
crecimiento bacteriano. Después las bacterias ademds se inocularon en medios en presencia de
diferentes concentraciones de rifampicina para creare otra curva de crecimiento bacteriano, con el
fin de comparar le dos curvas para evaluar el desarrollo de las bacterias.

La curva de crecimiento de las bacterias [Fig.1a] sin antibidtico muestra un crecimiento exponencial.
Los valores de absorbancia de tres muestras (TSB 1, TSB 2, TSB 3) de bacterias E.coli son muy
similares entre si durante las diferentes horas, pero en particular las muestras TSB 2 con la TSB 3.
Como podemos ver en la Fig.1a hay un aumento exponencial del crecimiento de las bacterias desde
las 6 horas hasta las 9 horas, en las que los valores de las bacterias son casi mas del doble que al
principio del crecimiento. Nos encontramos en una situacién en la que las bacterias han superado
la fase de adaptacidn para pasar a la fase exponencial en la que los microorganismos crecen y se
dividen a la maxima velocidad posible. La colonia no aumenta en un ndmero fijo de bacterias por
unidad de tiempo, sino en un numero proporcional al tamafio de la colonia. Por eso se llama
crecimiento exponencial.

Estos resultados responden a uno de los objetivos de este trabajo, es decir, la creacién de una curva

de crecimiento bacteriano en ausencia del antibidtico en la que las bacterias pasan de una fase de
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adaptacion al medio (fase de latencia), con valores bajos y similares, especialmente TSB 2 y TSB 3,
en los que las bacterias no se dividen y estan en plena actividad metabdlica, a una fase de
crecimiento exponencial cuyos valores son casi el doble que al principio. Esto se debe a que los
microorganismos se han adaptado y son capaces de multiplicarse y reproducirse a la maxima
velocidad posible.

En la fig.1b los valores se representan en forma logaritmica frente al tiempo del estudio. El uso del
logaritmo no cambia nada desde el punto de vista de los datos, pero la representacién logaritmica
se hace porque tiene algunas ventajas. Una de las ventajas es que cuando se tienen muchas células
bacterianas y se necesita trazarlas en un grafico con valores absolutos, seria muy dificil trazarlas
porgue se tendrian escalas muy grandes. Esto significa que el rango de variacién de los datos es
extremadamente alto y sélo el uso de logaritmos permite obtener un grafico de tamafio aceptable.
Ademas, la linea recta de la forma logaritmica es una muy buena prueba de la constancia de la tasa
de crecimiento.

En la figura podemos ver en particular que los valores logaritmicos de la absorbancia son
inicialmente negativos porque los valores de absorbancia correspondientes son menores que 1.
Luego los valores de absorbancia aumentan, siendo mayores que 1, y asi los valores logaritmicos
aumentan volviéndose positivos. Esto es algo que se ha visto en otras investigaciones como en
(Geeraerd, Valdramidis, & Van Impe, 2005).

Lo que habriamos esperado era justamente este resultado, ya que habiamos visto [Fig.1a] que la
curva de crecimiento de la muestra TSB 1 resultaba mds baja justamente porque los valores,
comparados con los de las otras dos muestras, eran menores. También en el caso de la
representacion logaritmica la representacion de la muestra TSB 1 resulta ser inferior a las demas.
Una vez representada la curva de las bacterias tanto en forma de valores de absorbancia como en
forma logaritmica, pasamos a representar la media y la desviacién tipica [Fig.1c].

En este caso, la desviacidn tipica es pequeiia en comparacidn con el valor de la media, en el sentido
de que hay una baja variabilidad. Cuanto mads se acerque la desviacidn tipica a 0, mas fiable serd Ia
media.

El dnico caso en el que se puede ver que la desviacidn tipica es mayor en comparacion con el valor
de la media es a las 9 horas, donde se representa un pico, lo que significa que hay mas variabilidad
en los datos. El valor de la desviacién ya no es acerque a 0 (como por ejemplo 0,01), sino que es de

0,562.
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También aqui notamos siempre la misma correspondencia con los casos anteriores en los que
vemos como la media de las primeras horas (entre las 0 horas y las 6 horas) es bastante baja, casi
del mismo curso de la curva, representando la fase de latencia, [fig.1a] para luego aumentar todos

juntos pasadas las 6 horas para representar la fase exponencial.

En el primer experimento mostramos cdmo se comportaban las bacterias sin el antibidtico,
observando que durante las primeras horas desde el inicio del crecimiento se reproducian
lentamente y se desarrollaban muy poco, sélo después de pasar la fase de latencia las bacterias eran
capaces de crecer considerablemente a una velocidad maxima representando la fase exponencial.
Ahora veremos como reaccionan las bacterias a un medio con antibidtico y las compararemos entre
si.

Cuando las bacterias estan introducidas en un medio donde estd presente la rifampicina a diferentes
concentraciones, ellas se comportan en manera diferentes: pueden ser mas o menos adaptadas,
pueden crecer mdas o menos, tener una tasa de reproduccion mayor o menor. En concreto hemos
trabajado a concentracion normal de la CMI, al doble de la CMI (CMIx2), a la medad de la CMI
(CMIx0,5) y sin rifampicina (NO CMI).

Con los resultados obtenidos se puede ver [Fig.2a] como las bacterias inoculadas en un medio sin el
antibidtico, en comparacién con las bacterias introducida en un medio en presencia del antibidtico
(no es importante a que concentracidn de esto), crece mas. Esto es posible porque obviamente si
en el medio el antibidtico, que es capaz de frenar o detener la proliferacién de las bacterias, no est3,
las bacterias crecen mas respecto a cuando esta el antibidtico porque no habra nada que impida su
crecimiento (Moroz, Glatman, Neshchadim, & Khanina, 1975).

Pero si se observa las bacterias introducidas en un medio con la mitad de concentracién de la CMI
y el doble de concentracién de la CMI se puede ver que con la mitad de la CMI han crecido mas que
cuando se inoculan en un medio con el doble de concentracién de CMI. El simple hecho de que las
bacterias que tienen un medio con menos antibiético tienen mas oportunidades vy libertad para
crecer, para reaccionar mejor entre si para el desarrollo, y también tienen una mayor tasa de
reproduccion (Ranieri, Whitchurch, & Burrows, 2018) (Jin, et al., 2020) (Doan, Yen-Nicolay, Bernet-
Camard, Martin-Verstraete, & Péchiné, 2020). Todo esto se puede ver en el grafico [Fig.2a] en la
gue las lineas de las bacterias en CMIx0,5 son mas altas que las de CMIx2 que tienen una menor
inclinacién y, por tanto, un desarrollo mas lento. Esto es esperable ya que las bacterias en CMIx0,5

tienen concentraciones de rifampicina que es menor.
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Esto es algo que se ha visto en otras investigaciones como en (Zhang, et al., 2000).

De acuerdo con la misma razén de la curva sin antibidtico, también en este caso [Fig.2b] los valores
se han representado en forma logaritmica, y también se puede ver que, durante las primeras horas
de crecimiento, en las que las bacterias deben comenzar a adaptarse al medio en el que fueron
inoculadas (fase de latencia) para luego pasar a lo que es la fase exponencial, es decir, la fase de
crecimiento y desarrollo, las bacterias tienen valores de logaritmo de la absorbancia negativos. Si se
compara este resultado con el anterior de la curva de crecimiento de las bacterias sin antibidtico
nos daremos cuenta de que la velocidad que tomaban las bacterias anteriormente era mayor que
ahora. Los valores positivos, en el caso de la curva sin antibiético, se obtenian antes de las 9 horas,
en este caso sélo después de las 10 horas desde el inicio del crecimiento. Esto nos hace comprender
como un medio con antibidtico, incluso en minima concentracidon, puede alterar la reproduccion de
las bacterias y su velocidad de formacién (Joon Oh, et al., 2019) (Ling, et al., 2015).

Ademas, es suficiente comparar los valores de los logaritmos entre las diferentes concentraciones
de CMI. Es evidente que las bacterias inoculadas en un medio al valor de la CMI, a la mitad y sin él
tienen valores casi similares entre si, excepto las bacterias en un medio con el doble de CMI. Esto
significa que el antibidtico, al estar presente en mayor cantidad, bloquea la accién de las bacterias,
la ralentiza mucho, no hace que se reproduzcan y por tanto tienen poca resistencia a este tipo de

medio.

Una vez realizadas las dos curvas de crecimiento bacteriano, una sin el antibiético y la otra en
presencia del antibidtico, el otro experimento consistia en el realizar 4 muestras con 3 replicas cada
una. Dos de estas 4 muestras tenian un medio sin la concentracién de la CMI, y las otras dos con un
medio al doble de la CMI. Se utilizaron bacterias E.coli de control y bacterias ya adaptadas a un
medio con el antibidtico, en concreto un medio con la mitad de CMI. Cuando hablamos de "bacterias
adaptadas" nos referimos a microorganismos que tienen la capacidad de cambiar sus procesos
metabdlicos, fisioldgicos y de comportamiento, lo que les permite adaptarse a las condiciones del
entorno en el que viven. Por lo tanto, un organismo que ha evolucionado a lo largo de un
determinado periodo de tiempo como efecto de la seleccidén natural, de tal manera que aumenta el

éxito reproductivo de ese organismo (Adaptacidn biolégica, 2020).
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Se inocularon estos dos tipos de bacterias tanto en las dos muestras sin CMI como en las dos
muestras con el doble de CMI. Se compararon los resultados para ver cudl de los dos tipos de
bacterias crecia mas y en qué tipo de medio tenian su maximo crecimiento.

Los resultados de este experimento han permitido constatar que las bacterias, tanto las de control
como las ya adaptadas, han crecido mas en el medio sin rifampicina, en comparacién con el medio
con el doble de CMI. Se puede ver [Fig.3a] como los valores de las bacterias al principio de las
primeras 6 horas, en los dos medios sin el CMI, han crecido lentamente, no variando mucho su
concentracion; después de 6 horas las bacterias han comenzado lo que se llama fase exponencial,
es decir se han desarrollado considerablemente a maxima velocidad alcanzando valores muy altos,
pasando da valores casi nulos a valores doble.

Una cosa completamente diferente ocurrié con las bacterias, tanto las de control como las
adaptadas, introducidas en los dos medios a doble concentracion de CMI. Las bacterias se
desarrollaron, creciendo mas sélo después de 9 horas desde el inicio de su crecimiento alcanzando
valores que no eran extremadamente altos. De hecho, si se observa el grafico [Fig3a] se puede ver
que las lineas de las bacterias inoculadas en los medios al doble de CMI son mas bajas.

Otra observacion a realizar es tener en cuenta los medios sin el CMI, se puede ver que las bacterias
adaptadas y de control varian muy poco sus valores tanto que en la grafica las lineas rectas estan
muy proximas. En concreto, las bacterias adaptadas son tan parecidas a las de control porque son
bacterias que se habian adaptado previamente a un medio en presencia del antibidtico, por lo que
pudieron desarrollar esas caracteristicas de resistencia al antibiético permitiéndoles crecer y tener
valores similares a las bacterias de control.

Por otro lado, si observamos los medios con el doble de CMI, podemos ver inmediatamente que las
bacterias adaptadas tienen valores mas altos que las de control, y esto también se puede ver en el
grafico donde las lineas se suceden. La razén por la que tienen valores mas altos es siempre la
misma: ya se habian adaptado a un medio a mitad de la concentracidn de la CMI y, por tanto, ya
estaban acostumbrados a crecer en presencia de antibidticos. Mientras que las bacterias de control,
es decir, las bacterias E.coli, que no se habian adaptado previamente, tenian mas dificultades para
reaccionar en presencia del mismo.

En este caso en la Figura 2b representamos los valores en forma logaritmica incluyendo también las
medias de las muestras en cada hora con respecto al tiempo. El conjunto se ha representado con
las lineas de regresidn en las que existe una estrecha correlacion entre las lineas de la media y las

del logaritmo. Estos Ultimos se sitlan en su mayoria en el cuarto cuadrante del eje cartesiano, por
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lo que los valores del crecimiento resultan negativos. En particular, existe una diferencia entre los
valores de las bacterias inoculadas en medio sin el antibidtico y las inoculadas con el doble de
concentracion de CMI. De hecho, estas ultimas alcanzan valores positivos sélo después de 10 horas
y media desde el inicio del crecimiento, lo que significa que tienen una tasa de crecimiento muy
baja.

Otra demostracion del crecimiento bacteriano se da en la Figura 1c, donde este grafico muestra el
promedio de las 4 muestras, cuyos valores se calcularon a una absorbencia de 600nm. Esta media
es claramente superior en las 2 medias en ausencia del CMI.

A partir de los resultados obtenidos en este experimento podemos reiterar que las bacterias si estan
en un medio con el doble de concentraciéon del CMI tienen dificultades para crecer porque el
antibidtico, presente a altas concentraciones, bloquea su accion; a diferencia de las bacterias que

estan en un medio sin antibidtico

CONCLUSIONES

En conclusién, podemos decir es que:

1. En la curva de las bacterias a diferentes concentraciones de rifampicina no se muestra la
misma tendencia porque las bacterias responden de forma diferente debido a la accion de
la rifampicina sobre los microorganismos. A partir de estas lineas es posible entender que
los microorganismos son resistentes a bajas concentraciones de CMI, permitiendo asi la
plasticidad fenotipica, es decir, la capacidad de un individuo de desarrollar diferentes
fenotipos en relacidon con diferentes condiciones ambientales. Asi, la rifampicina es capaz de
contrarrestar los microorganismos cuando estdn presentes en cantidades elevadas,
matdndolos o impidiendo su proliferacion.

2. Lacurva que no tiene rifampicina tiene un crecimiento exponencial sorprendente en el que
las bacterias se adaptan inicialmente al medio en el que viven depreddndose en cantidades
muy bajas, tanto que durante esta fase de latencia no se dividen, comienzan la sintesis de
enzimas, el aumento del material celular. Al cabo de unas horas, habiéndose adaptado al
medio, crecen exponencialmente (fase exponencial) dividiéndose de forma masiva con una
velocidad constante, cuya mortalidad se reduce al minimo y la duplicacién es maxima. Asi lo
demuestran los resultados obtenidos, en los que los valores se duplican considerablemente

después de 6 horas desde el inicio del crecimiento.
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3. La diferencia entre las bacterias adaptadas y las bacterias de control nos ha permitido
comprender cdmo las bacterias adaptadas son similares a las bacterias de control cuando
ambas se inoculan en un medio sin rifampicina, mientras que cuando se inoculan en un
medio al doble de CMI las bacterias adaptadas tienen valores mas altos porque se habian

adaptado previamente a un medio con antibidtico.

CONCLUSIONS

In conclusion, we can say that:

1. The curve of bacteria at different concentrations of rifampicin does not show the same trend
because the bacteria respond differently due to the action of rifampicin on the
microorganisms. From these lines it is possible to understand that microorganisms are
resistant to low MIC concentrations, thus allowing phenotypic plasticity, i.e. the ability of an
individual to develop different phenotypes in relation to different environmental conditions.
Thus, rifampicin is able to counteract micro-organisms when present in high numbers, killing
them or preventing their proliferation.

2. The curve without rifampicin has a surprising exponential growth in which the bacteria
initially adapt to the environment in which they live by predating themselves in very low
quantities, so much so that during this latency phase they do not divide, begin enzyme
synthesis, increase cellular material. After a few hours, having adapted to the environment,
they grow exponentially (exponential phase), dividing massively at a constant rate, with
mortality reduced to a minimum and duplication at a maximum. This is demonstrated by the
results obtained, in which the values double considerably after 6 hours from the start of
growth.

3. The difference between the adapted bacteria and the control bacteria has allowed us to
understand how the adapted bacteria are similar to the control bacteria when both are
inoculated in a medium without rifampicin, while when inoculated in a medium at twice the
MIC, the adapted bacteria have higher values because they had previously adapted to a

medium with antibiotic.
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