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Resumen 

 
La resistencia antibiótica en Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es una preocupación 

global. La eficacia de los antibióticos dirigidos a la proteína ARN polimerasa (ARNP) la 

convierte en un blanco apropiado para la creación de nuevos agentes antituberculosos. 

Sin embargo, el cribado de antibióticos para Mtb conlleva desafíos y riesgos adicionales. 

 

Recientemente, el Laboratorio de Moléculas Individuales de la UPCH diseñó una E. coli 

que expresa una proteína fluorescente verde (GFP), dependiente de la actividad de la 

ARNP de Mtb producida en su interior. Esta Bacteria Reportera permitiría el cribado de 

nuevos inhibidores de esta enzima, reduciendo así los riesgos para la salud, gastos y 

tiempo. Sin embargo, los posibles efectos en E. coli podrían dificultar la interpretación 

de resultados. Por ello, hemos planteado evaluar antibióticos con acción sobre E. coli para 

discernir entre efectos sobre la ARNP de Mtb y sobre la célula hospedera. 

 

Se seleccionó un antibiótico que afecta la viabilidad de E. coli (Cefuroxima) y otro que 

afecta a sus ribosomas (Cloranfenicol). Se evaluaron sus efectos sobre la supervivencia 

bacteriana, la fluorescencia normalizada, así como las tasas de crecimiento y 

fluorescencia de GFP. Además, se comparó su acción con otros antibióticos que inhiben 

la actividad de ARNP-Mtb (Rifaximina y Rifampicina). Para todos los antibióticos se 

observó una tendencia común: una reducción en la fluorescencia que no necesariamente 

se correlaciona con una disminución del crecimiento. Esta observación fue respaldada por 

un modelo matemático que mostró un resultado similar, incluso para la Cefuroxima. Sin 

embargo, los gráficos de fluorescencia indicaron que los antibióticos que afectan a la 

ARNP-Mtb generan una caída más lenta y abrupta de producción de GFP que aquellos 

que solo afectan a la bacteria hospedera. Aunque el sistema actual puede usarse para el 

cribado de antibióticos dirigidos a la ARNP-Mtb, es necesario evaluar a otros antibióticos 

con diferentes blancos de acción. 

 

Palabras clave: Antibióticos, Mycobacterium tuberculosis, Proteínas Recombinantes.
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Abstract 

 
Antibiotic resistance in Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is a global concern. The 

efficacy of antibiotics targeting the RNA polymerase protein (ARNP) makes it an 

appropriate target for the development of novel anti-tuberculosis agents. However, 

antibiotic screening for Mtb carries additional challenges and risks. 

 

Recently, the Laboratorio de Moléculas Individuales at UPCH engineered an E. coli that 

expresses a green fluorescent protein (GFP), dependent on the Mtb ARNP activity 

produced within it. This reporter bacterium would allow the screening of new inhibitors 

of this enzyme, thus reducing health risks, expenses and time. However, possible effects 

on E. coli could make interpretation of results difficult. Therefore, we set out to evaluate 

antibiotics with action on E. coli to discern between effects on Mtb ARNP and on the host 

cell. 

 

An antibiotic that affects the viability of E. coli (Cefuroxime) and another that affects its 

ribosomes (Chloramphenicol) were selected. Their effects on bacterial survival, 

normalized fluorescence, as well as growth and GFP fluorescence rates were evaluated. 

In addition, their action was compared with other antibiotics that inhibit ARNP-Mtb 

activity (Rifaximin and Rifampicin). For all antibiotics, a common trend was observed: a 

reduction in fluorescence that does not necessarily correlate with a decrease in growth. 

This observation was supported by a mathematical model that showed a similar result, 

even for Cefuroxime. However, the fluorescence plots indicated that antibiotics that affect 

ARNP-Mtb generate a slower and steeper drop in GFP production than those that only 

affect the host bacterium. Although the current system can be used for screening 

antibiotics targeting ARNP-Mtb, other antibiotics with different targets of action need to 

be evaluated. 

 

Keywords: Antibiotics, Mycobacterium tuberculosis, Recombinant Proteins.
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I. Introducción 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente causante de la tuberculosis (TB), es 

considerado el segundo patógeno con mayor índice de mortalidad a nivel mundial (1). En 

los años posteriores a la pandemia de la COVID-19, el número de notificaciones de casos 

de TB volvió a niveles prepandémicos, indicando un retroceso en la meta global de 

reducción de la tuberculosis para el año 2030. Además, la proliferación de variantes 

resistentes en países considerados de alta carga, como el Perú, presenta un desafío 

significativo para erradicar definitivamente la enfermedad.  

Hasta hace algunos años, la Rifampicina, un antibiótico de primera línea para combatir la 

TB, fue ampliamente utilizado para tratar variantes resistentes. Su eficacia radica en 

inhibir el inicio de la transcripción mediada por la ARN polimerasa (ARNP) de M. 

tuberculosis (2). Sin embargo, entre los años 2020 y 2021, hubo un aumento de 3.1% en 

el número de personas que adquirieron cepas multidrogoresistentes y resistentes a la 

Rifampicina a nivel mundial (3). Esto obliga al uso de medicamentos de segunda línea, 

los cuales son difíciles de encontrar en el mercado y altamente tóxicos; lo que desalienta 

al paciente a continuar con el tratamiento (4). Dicha problemática promueve la búsqueda 

de nuevos antibióticos con actividad eficaz.  

No obstante, encontrar nuevos antibióticos para combatir a M. tuberculosis representa un 

desafío. En países con alta incidencia de la enfermedad, se han reportado casos de 

infección tanto en el personal de centros de salud como en el personal de laboratorio que 

manipula fluidos de pacientes con tuberculosis (5,6). El riesgo de infección aumenta en 

los laboratorios que realizan ensayos de susceptibilidad antibiótica o se manejan muestras 

que contienen cepas resistentes (7).  

Dado que la transmisión de esta enfermedad infecciosa ocurre por vía aérea, es 

fundamental evitar la liberación de aerosoles que contengan a la bacteria. Por ese motivo, 

los laboratorios que investigan a M. tuberculosis, clasificados como de nivel de 

bioseguridad 3, están obligados a cumplir con estrictas normas de bioseguridad, tales 

como: buenas prácticas de laboratorio, una constante evaluación de riesgos, uso de equipo 

de protección personal, equipamiento de laboratorio, medidas de vigilancia sanitaria, 

entre otros (7,8).  
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Una alternativa para evitar riesgos sanitarios, consiste en trabajar con micobacterias 

menos peligrosas, como M. bovis o M. smegmatis. Por ejemplo, la cercanía genética entre 

M. tuberculosis y M. bovis convierte a esta última en una opción adecuada y menos 

riesgosa para investigar la fisiología de Mtb (9). Sin embargo, ambas especies pertenecen 

a un grupo de micobacterias caracterizado por su lento tiempo de crecimiento, lo que 

significa que las colonias pueden tardar días o semanas en formarse después de la siembra 

(10). Esto retarda la posibilidad de obtener resultados rápidos para un antibiótico 

candidato.  

Asimismo, M. smegmatis es otra micobacteria que es utilizada en lugar de M. 

tuberculosis. Aunque esta especie ofrece la ventaja de un crecimiento más rápido (2 

horas), es genéticamente menos semejante a Mtb (11). Dichos obstáculos, asociados a las 

características particulares de estas micobacterias, han disminuido el interés por descubrir 

nuevos antibióticos contra M. tuberculosis.  

Por otro lado, la tecnología de ADN recombinante implica la manipulación y construcción 

de secuencias de ADN, con el propósito de mejorar las características de los organismos 

receptores de este ADN foráneo, también denominados “chasís”(12). Entre muchas de 

sus contribuciones a la salud y a la medicina, esta tecnología ha ampliado la exploración 

de nuevos fármacos y la producción de estos en grande escala. Asimismo, la expresión 

de proteínas heterólogas por microorganismos de rápido crecimiento y sencillo manejo 

en laboratorio, como Escherichia coli, ha facilitado diferentes abordajes biológicos.  

Las investigaciones sobre M. tuberculosis también han sido beneficiadas por la tecnología 

de ADN recombinante. Por ejemplo, la producción de proteínas recombinantes de Mtb 

ha sido útil para entender mejor su función durante la patología de la enfermedad (13,14). 

Estos sistemas recombinantes también reducen el riesgo de trabajar directamente con 

microorganismos patogénicos, optimizan la producción de proteínas y aceleran la 

obtención de datos (15). Además, la adición de genes reporteros en organismos vivos ha 

favorecido la generación de bacterias que expresan proteínas fluorescentes bajo 

determinadas condiciones, las cuales son de gran utilidad para observar el efecto de 

compuestos antibacterianos en procesos celulares y en la supervivencia de la bacteria 

(16,17). 
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Debido a la vital importancia de la enzima ARN polimerasa en la supervivencia de Mtb 

y la eficacia del antibiótico Rifampicina (18,19), esta proteína es considerada un blanco 

crucial deacción antibiótica. Este reconocimiento también impulsó el diseño de sistemas 

de transcripción que permiten explorar la actividad bactericida de nuevas moléculas. Los 

sistemas de transcripción in vivo adoptan un enfoque semejante al ambiente interno de la 

bacteria, proporcionando datos más reveladores sobre la farmacodinámica (20). Este 

enfoque ha sido desarrollado por algunos investigadores (21,22),  utilizando una bacteria 

inocua y de rápido crecimiento como hospedero para expresar la enzima heteróloga ARN 

polimerasa de Mtb.   

No obstante, en los trabajos de Banerjee et al. y Sharma et al. (21,22) se describe que la 

bacteria alberga 3 plásmidos, dos de los cuales contienen genes que codifican las 

subunidades de la ARNP-Mtb y uno que produce una proteína reportera fluorescente. 

Durante la división celular, el costo energético de mantener la misma cantidad de tantos 

plásmidos puede causar inestabilidad en su repartición (23). Por esta razón, es necesario 

el desarrollo de sistemas de transcripción más estables para el cribado yurifenotípico de 

nuevos antibióticos contra Mtb. 

Recientemente, el Laboratorio de Moléculas Individuales de los Laboratorios de 

Investigación y Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, desarrolló una 

bacteria E. coli que expresa la proteína fluorescente GFP en forma dependiente de la 

actividad de la ARNP-Mtb producida en su interior, lo que permitiría el cribado de nuevos 

antibióticos con actividad sobre esta enzima. Sin embargo, los efectos sobre E. coli, célula 

hospedera de este sistema recombinante, podrían dificultar la interpretación de resultados. 

Por ello, planteamos evaluar diversos antibióticos con acción sobre E. coli, interrogando 

si es posible discernir entre efectos sobre la ARNP de Mtb y los efectos sobre la célula 

hospedera.  

Para ello, se investigó el efecto de antibióticos que afecten la viabilidad de E.coli. Dicha 

evaluación fue desarrollada mediante ensayos de inhibición, en los cuales se midieron los 

valores de crecimiento bacteriano y fluorescencia de la proteína GFP (esta última 

expresada por la proteína heteróloga). A partir de los datos, se generaron gráficos y tasas 

de crecimiento.  Finalmente, los resultados fueron analizados y comparados con aquellos 
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obtenidos de otros antibióticos que sí afectan a la ARNP-Mtb o que no afectan a ninguno 

de los dos blancos (ARNP-Mtb y E. coli). 
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II. Marco Teórico 

A. Antibióticos 

1. Definición 

Los antibióticos son moléculas pequeñas que inhiben el crecimiento bacteriano. Su 

clasificación es principalmente basada en el blanco de acción y la estructura química.  

Existen 5 mecanismos de acción en los que los antibióticos inhiben la supervivencia y/o 

crecimiento de las bacterias: síntesis de pared celular (betalactámicos, glicolipopéptidos), 

síntesis de proteínas (macrólidos, aminoglucósidos, tetraciclinas, fenicoles), síntesis de 

ácidos nucleicos (rifampicina, fluoroquinolonas), metabolismo celular (trimetoprim-

sulfametoxazol) y función de membrana celular (lipopéptidos, péptidos macrocíclicos) 

(24).  

 

2. Función 

La capacidad inhibitoria de los antibióticos puede definirse como bacteriostática o 

bactericida. La inhibición bacteriostática detiene el crecimiento de la bacteria sin 

necesariamente causarle la muerte. Sin embargo, existe la posibilidad de antibióticos 

bacteriostáticos que cuenten con un mecanismo de acción que a largo plazo cause muerte 

celular (25). Por otro lado, la inhibición bactericida sí genera muerte celular (24). 

 

3. Antibióticos utilizados en este trabajo 

a) Cefuroxima 

Cefuroxima (CFX) es un antibiótico que forma parte del grupo de los betalactámicos. Es 

clasificada como una cefalosporina de segunda generación; por ello, cuenta con una 

estructura que tiene menos propensión a sufrir hidrólisis por betalactamasas y mayor 

polaridad, lo que le confiere más efectividad contra bacterias Gram-negativas (26,27). 

Aun así, Cefuroxima es poco soluble en agua (28); por ello, suele ser disuelto en DMSO, 

un solvente orgánico comúnmente usado para la administración de fármacos.  

 

Su mecanismo de acción incluye la inhibición de las transpeptidasas o proteínas de unión 

a penicilina (PBP). Son las transpeptidasas de mayor tamaño las que catalizan la última 

etapa de la biosíntesis de pared celular (29): el entrecruzamiento de la subunidad de D-
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Alanyl-D-Alanina para la síntesis de peptidoglucano (30). La semejanza estructural entre 

la molécula de Cefuroxima y el dipéptido favorece que las PBPs catalicen la acilación 

con el antibiótico, produciendo una unión irreversible entre el anillo betalactámico y el 

sitio activo de la enzima (24,30). Esta acción reduce la cantidad de PBP disponibles para 

la formación de pared, produciendo lisis celular.  

 

En E. coli, Cefuroxima tiene una alta afinidad por las transpeptidasas PBP3, PBP1a y 

PBP1b (31). La MIC90 de Cefuroxima Acetil in vitro para E. coli se encuentra en un 

rango de 4 mg/L – 8 mg/L (o 5 µM – 10 µM), en algunos casos siendo 32 mg/L (40 µM) 

(27,32). 

 

Sin embargo, en la actualidad no se tiene un conocimiento preciso acerca de cómo 

exactamente el antibiótico desencadena el proceso de muerte celular (24,26). De acuerdo 

con las investigaciones de Tomasz et al. (30), se sugiere que este proceso sería provocado 

por la debilidad de la pared celular frente al continuo crecimiento de la biomasa 

bacteriana, eventualmente provocando lisis. Además, se ha observado que la toxicidad de 

los betalactámicos se basa en su capacidad para impactar en múltiples procesos de manera 

simultánea, como alterar la actividad de proteínas implicadas en la biosíntesis de la pared 

(33,34), influir en procesos relacionados con la respiración celular y la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) (35–37), así como afectar la presión de turgencia 

(38).  

b) Rifampicina y Rifaximina 

La Rifampicina (RIF) y la Rifaximina (RFX) son antibióticos que pertenecen al grupo de 

las rifamicinas. Ambos inhiben la fase inicial de la transcripción al asociarse a la 

subunidad beta de la ARN polimerasa, cerca del área en donde ocurre la extensión del 

ARN mensajero naciente (2,39). La unión de las rifamicinas a dicha subunidad genera un 

impedimento estérico que obstaculiza la transcripción después de que la polimerasa ha 

catalizado el enlace fosfodiéster del tercer nucleótido (2).   

 

La Rifampicina es un antibiótico de amplio espectro, en el que se puede destacar su 

actividad contra la ARN polimerasa de M. tuberculosis. Sin embargo, debido al desarrollo 

de mutaciones en los genes asociados a las subunidades de esa proteína (40), suele 
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combinarse con otros antibióticos de primera línea contra la tuberculosis. Para E. coli, la 

MIC50 y la MIC90 de Rifampicina abarcan desde 8 mg/L (9.6 µM) – 16 mg/L (19.2 µM) 

(40), mientras que para M. tuberculosis, abarcan desde 0.5 mg/L (0.6 µM) – 8 mg/L (9.6 

µM) (40,41). 

 

Por otro lado, la Rifaximina es un derivado de la Rifampicina y se utiliza mayormente 

para infecciones gastrointestinales (40). No obstante, también inhibe a la ARNP-Mtb en 

condiciones in vitro. La MIC50 y la MIC90 de este antibiótico para E. coli abarcan un 

rango desde a 8 mg/L (10.2 µM) – 32 mg/L (40.8 µM)  (42); mientras que la MIC90 para 

Gram-positivas como M. tuberculosis, serían desde 0.01 (0.01 µM)  – 0.5 mg/L (0.64 

µM)   (43).  

 

A pesar de que ambos antibióticos tienen actividad sobre bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas, se ha reportado que las concentraciones mínimas inhibitorias más altas 

en bacterias Gram-negativas se debería a su capacidad de traspasar la membrana externa 

(44). Por tal motivo, son considerados bacteriostáticos en este grupo y bactericidas en 

Gram-positivas (24).  

c) Cloranfenicol 

Cloranfenicol (CAM) es un antibiótico bacteriostático de amplio espectro que interfiere 

en la última fase de expresión proteica, la traducción (24). Naturalmente, la síntesis de 

aminoácidos sucede por la intervención de los ARN de transferencia (ARNt), quienes 

transportan a los aminoácidos hacia la subunidad ribosomal menor, donde ya se encuentra 

el ARN mensajero (ARNm). Una vez que los codones del ARNm y anticodones del ARNt 

se han posicionado correctamente, la subunidad ribosomal mayor se une al complejo para 

catalizar el enlace peptídico mediado por la enzima peptidil-transferasa (45). Finalmente, 

ocurre una traslocación en la posición del ARNt previo y uno nuevo ingresa al sitio inicial 

(sitio A) para que el proceso se repita (46).  

 

En presencia de CAM, este compite contra el ARNt por el sitio A de la subunidad 

ribosomal mayor. Al unirse reversiblemente, inhibe la función de la peptidil-transferasa 

e impide la elongación del péptido naciente (45,47). De acuerdo con la literatura, la 
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MIC50 y la MIC90 de Cloranfenicol para E. coli es 8 mg/L (24.8 µM) – 16 mg/L (49.6 

µM)  (48). 

 

4. Cribado de alto rendimiento (HTS) 

La validación de la actividad antibiótica es un procedimiento esencial para confirmar si 

nuevas moléculas son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano o matar a la bacteria 

(49). El cribado de antibióticos es una metodología por la cual es posible realizar esta 

evaluación para una diversidad de moléculas candidatas, pudiendo ser basado en un 

blanco o en un fenotipo. En el  primer abordaje se trabaja con un blanco predefinido sobre 

el cual se generan hipótesis para la actividad del antibiótico, mientras que en el segundo 

se espera observar un efecto en alguna vía o macromolécula para posteriormente entender 

su mecanismo de acción (50). 

 

El cribado de alto rendimiento, HTS por sus siglas en inglés, es un enfoque en el que se 

realizan evaluaciones a gran escala para encontrar moléculas con potencial antibiótico. 

Los ensayos HTS se realizan en placas multipozo y, dependiendo del objetivo de 

investigación, pueden ser basados en un blanco específico (ej: receptores, enzimas, 

hormonas, etc.) o basados en el fenotipo de células vivas (51,52). A través de la 

sistematización, es posible identificar miles de compuestos diariamente de manera 

efectiva, económica y rápida en comparación con el cribado tradicional (53). En la 

actualidad, su aplicación se ha extendido al descubrimiento de sustancias de origen 

natural que sean eficaces para el tratamiento de enfermedades e infecciones (54,55).  

 

B. Sistema de expresión del bacteriófago T7 

Es uno de los sistemas de expresión más utilizados para producir proteínas recombinantes. 

Consta de una ARN polimerasa T7 (ARNP-T7) que cuando reconoce a su promotor T7, 

es capaz de transcribir 5 veces más rápido que la polimerasa de E. coli y presenta una 

gran selectividad (56,57). Esta enzima se encuentra dentro del genoma de algunas cepas 

bacterianas de E. coli que fueron modificadas genéticamente, conocido como el sistema 

DE3.  
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Para inducir este sistema, la ARNP-T7 suele estar bajo el control del promotor lac-UV5. 

Esta secuencia de ADN es similar a la del promotor lac, pero contiene algunas mutaciones 

que le brindan cualidades ventajosas al sistema de expresión (56,58). En ausencia de 

inductor, la expresión de la ARNP-T7 es inhibida por el complejo formado entre el 

represor LacI y la región operadora del operón, cerca al promotor (58). En presencia de 

un azúcar como el IPTG, el complejo LacI – operador se deshace y la polimerasa es 

expresada. La transcripción de esta enzima permite la subsecuente transcripción del gen 

de interés. Este gen de interés usualmente está dentro de un plásmido y se encuentra 

asociado a un promotor T7 que es reconocido por la ARN polimerasa T7. 

C. Proteína fluorescente verde (GFP) 

La proteína fluorescente verde (GFP) es una macromolécula que emite fluorescencia de 

dicho color. Originalmente producida por la medusa Aequorea victoria, fue descubierta 

por Osamu Shimomura en el año 1961 y posteriormente aislada en el año 1962. Después 

de que se demostró que la secuencia clonada de GFP podía ser producida sin problemas 

en diferentes organismos (59), su expresión comenzó a generar mayor interés. Una de las 

razones para esta característica se debería a que dicha proteína contiene señales peptídicas 

para la traducción en el citosol (60).  

 

Adicionalmente, la GFP presenta un peso molecular de 27 kDa y su estructura proteica 

terciaria está compuesta por un barril de 11 hojas beta que contiene en su interior al 

cromóforo p-hidroxibencilidenimidazolinona (HBDI) (61). Así como el plegamiento, la 

maduración de la GFP implica la síntesis correcta de este cromóforo, por lo que es el 

último paso limitante para la funcionalidad de la proteína (62). La biosíntesis del HBDI 

ocurre mediante la ciclización post-traduccional de los aminoácidos serina, tirosina y 

glicina; ubicados en las posiciones 65, 66 y 67 del polipéptido, respectivamente (61,62). 

Asimismo, para la biosíntesis se requiere únicamente de la presencia de oxígeno, otro 

factor que facilita su expresión en organismos diferentes.   

 

Con el crecimiento de la biología sintética, la GFP ha sido utilizada ampliamente como 

reportera a nivel celular y sistémico. Esto también motivó al mejoramiento de algunas 

características de la proteína. Por ejemplo, la GFP nativa presenta una óptima maduración 

a temperaturas menores de 37°C (61). Además, la duración de la madurez es muy extensa; 
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según el estudio de Heim et al. (63), se puede observar fluorescencia a partir de las 4 

horas post-inducción a temperatura ambiente. Con la generación de la proteína 

fluorescente verde mejorada (EGFP) y sus derivados, se ha facilitado y ampliado su uso 

en diferentes abordajes. Mediante mutagénesis dirigida, la EGFP fue desarrollada a partir 

de la sustitución del aminoácido serina por treonina y fenilalanina por leucina en las 

posiciones 65 y 64, respectivamente (63,64). Estas modificaciones brindaron al 

cromóforo mayor fotoestabilidad, mayor termoestabilidad a 37°C, menor tiempo de 

maduración y 5 veces más brillo que la GFP nativa (65). 

 

D. Cultivos productivos en dos fases 

El rendimiento de proteínas recombinantes depende de las condiciones de cultivo en las 

que se encuentra sometido el chasís (66). Las alteraciones en este entorno pueden generar 

cambios en el metabolismo y así, afectar la asignación de recursos de la célula hospedera 

hacia la supervivencia y reproducción, poniendo en compromiso la producción de la 

proteína heteróloga (67). Debido a este inherente conflicto entre los funciones nativas y 

la función heteróloga deseada por los investigadores o usuarios de biotecnología, es 

común la estrategia de realizar cultivos bifásicos. 

 

En estos, se prioriza en una etapa la reproducción de los microorganismos, y en una 

segunda etapa, la producción de proteínas recombinantes. En la primera fase, se prioriza 

la proliferación celular y la generación de biomasa mediante el establecimiento de 

condiciones óptimas, con la finalidad de obtener una alta densidad de células (68). 

Posteriormente, se realiza un cambio en las condiciones para establecer la segunda fase. 

El cambio en un factor ambiental (pudiendo ser pH, temperatura de crecimiento, adición 

del inductor, oxigenación, etc.) producirá que el crecimiento sea afectado (en algunos 

casos podría detenerse) y se priorice la producción de las proteínas recombinantes (67). 

Actualmente, el concepto de cultivos bifásicos resulta ser muy útil para alcanzar el mayor 

rendimiento posible de diversas proteínas heterólogas con función terapéutica o 

industrial. 
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Este concepto fue adoptado previamente en el trabajo de Tesis Doctoral de K. Espinoza, 

ya que se requirió definir el momento y dosis adecuados para añadir el inductor IPTG en 

el sistema recombinante, y así, separar la fase de crecimiento de la fase heteróloga.  

E. Modelo matemático 

La expresión de una proteína heteróloga puede llegar a ser una carga metabólica 

considerable para el hospedero (23). Esto ocurre debido al consumo extra de los recursos 

naturales necesarios para procesos metabólicos de mayor importancia para la célula (69). 

Asimismo, algunas bacterias han demostrado ser capaces de adaptarse a cambios en el 

ambiente, como la adición de elementos genéticos móviles (70). Esta adaptación implica 

redistribuir los recursos internos para sobrevivir en diferentes condiciones (71). Por otra 

parte, esto genera inconvenientes en los circuitos sintéticos y la producción de diversas 

proteínas recombinantes. Dichos obstáculos han motivado a los investigadores a entender 

el funcionamiento de los circuitos metabólicos en sistemas biológicos para aprender a 

cómo controlarlos.  

 

Según el estudio de Arias & Guerra (72,73), es posible descomponer el proteoma en 

fracciones. Cada fracción proteómica Φi será equivalente a la masa de la proteína i con 

respecto al total de proteínas m:  

𝜙𝑖 =
𝑚𝑖

𝑚
 

 

Asimismo, de acuerdo con el trabajo de Scott et al. (74), la composición del proteoma 

puede ser descompuesta en 3 grupos: ɸR , ɸP y ɸQ. El primero representa la fracción 

ribosomal, el segundo, la fracción constitutiva y el tercero, la fracción invariable. En una 

célula modificada por ingeniería genética, el proteoma puede ser dividido hasta en 4 

fracciones:  

 

𝜙𝑅 +  𝜙𝑄 +  𝜙𝐶 +  𝜙𝐻 = 1 

Donde: 

- ΦR  corresponde a la fracción ribosomal o de producción de proteínas 

- ΦQ  corresponde a la fracción estructural o de mantenimiento celular 

- ΦC corresponde a la fracción fijadora de nutrientes en la célula 
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- ΦH corresponde a la fracción heteróloga o producción de proteínas recombinantes 

 

El flujo total de la producción de una bacteria (Jr) contiene a cada una de las fracciones 

proteómicas. Por lo tanto, la descripción de la partición de Jr para un conjunto de proteínas 

i está dada de la siguiente manera:  

𝐽𝑖  = 𝐽𝑟 ∙ 𝑓𝑖 

Donde 𝑓𝑖 es la fracción del flujo total destinada a la proteína ɸi, también denominada 

fracción de expresión. 

 

En el siguiente diagrama, se muestra el flujo de producción de proteínas en una célula, 

distribuido en los 4 grupos presentados. Las proteínas estructurales son constitutivas y 

conforman la pared celular. Por otro lado, las proteínas heterólogas son inducidas en 

presencia de IPTG. Las proteínas fijadoras se encargarán de incorporar los sustratos del 

medio de cultivo al interior celular. Estos serán convertidos en precursores anabólicos (ej: 

aminoácidos y cetoácidos), los cuales posteriormente serán utilizados por los ribosomas 

para producir proteínas de diferente naturaleza.  Estos pueden ser ribosomas, GFP, 

enzimas fijadoras o de importancia estructural.  

 

Figura 1. Diagrama esquemático del modelo matemático desarrollado por Arias & 

Guerra (72), inspirado en el trabajo de Towbin et al. (73). Se muestra la leyenda de 

cada símbolo en la parte superior. 



15 
 

 

Para un cultivo bacteriano, la fracción ΦR, que representa la forma en que los ribosomas 

producen proteínas dentro de una célula, está expresada en la siguiente ecuación (71): 

   𝜇 = 𝛾 ∙ 𝜑𝑅 ∙
𝑥

𝑥+𝑘2
   

Donde: 

- μ es la tasa de crecimiento del cultivo 

- x representa a los precursores anabólicos  

- γ es la constante de velocidad máxima 

- k2 es la concentración de precursores al momento en que la producción alcanza la 

mitad de la velocidad máxima 

 

Esta fórmula indica que la tasa de crecimiento de un cultivo está directamente relacionada 

con la biomasa que representa a los ribosomas.  

 

Por otra parte, la fracción ΦC, que representa la manera en que las proteínas 

transmembrana capturan el sustrato desde el exterior hacia el interior celular, y a su vez, 

la cantidad de precursores regula de forma alostérica esta captura, se encuentra expresada 

en la siguiente ecuación:  

𝑌 = 𝛽 ∙ 𝜑𝑐 ∙
𝑘1

𝑥 +  𝑘1
∙

𝑆

𝑆 +  𝑘𝑆
 

Donde: 

- Y representa la tasa de consumo 

- S es el sustrato 

- β es la constante de velocidad máxima 

- k1 es la concentración de precursores a la que el consumo se reduce a la mitad 

- kS es la concentración de sustrato a la que el consumo alcanza la mitad de su 

velocidad máxima  

 

Para modelar el comportamiento de los precursores anabólicos x, es importante tener en 

cuenta los flujos de proteínas fijadoras (productores de x) y proteínas productoras 

(agotadores de x). Al construir una ecuación diferencial, se obtiene la tasa de x:  
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𝑑𝑥

𝑑𝑡
= 𝜁′ ∙ 𝑌 −

1

𝜉′
∙ 𝜇 

Donde ζ’ y ξ' corresponden a factores de rendimiento de la producción de x a partir de 

sustratos y el consumo de x por los ribosomas, respectivamente.  

 

Ya con las ecuaciones previamente obtenidas, la derivada de una fracción i es equivalente 

a la siguiente ecuación:  

𝑑𝜑𝑖

𝑑𝑡
= 𝜇 ∙ (𝑓𝑖 − 𝜑𝑖) 

Donde fi corresponde a la fracción de expresión, la cual está definida como la fracción de 

una función de regulación ri sobre la sumatoria de todas las funciones de regulación 

modeladas:  

 

𝑓𝑖 =
𝑟𝑖

∑ 𝑟𝑗
 

Una función de regulación intenta representar el modo de regulación de una fracción 

proteica, la cual puede ser: 

 

a. Constitutiva: que no se encuentra regulada 

𝑟 =  𝜃 

b. Represora: que está siendo regulada negativamente por un inhibidor 

𝑟 =  
𝑘𝑅𝑝

𝑅𝑝 +  𝑘𝑅𝑝
∙ 𝜃 

c. Inductora: que está siendo regulada positivamente por un inductor 

𝑟 =
𝐼

𝐼 + 𝑘𝐼
∙ 𝜃 

 

Donde: 

- θ es una representación de la capacidad máxima de producción del sistema  

- Rp e I son concentraciones de represor e inductor, respectivamente  

- kRp y kI son constantes de afinidad del inhibidor y del inductor, respectivamente 
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III.  Hipótesis 

 Hipótesis general 

- En un sistema recombinante de expresión de ARN polimerasa de M. 

tuberculosis en E. coli, se pueden discernir los efectos de los antibióticos 

seleccionados que afectan a la actividad de esta enzima de aquellos que 

impactan la supervivencia de la célula hospedera. 

 

 Hipótesis específicas 

- Aquellos antibióticos seleccionados en este trabajo que son capaces de 

reducir la viabilidad de E. coli, afectarán indirectamente la expresión de la 

GFP. Siendo así, se anticipa que agregar el antibiótico disminuirá la tasa 

de crecimiento, antes de reducir la tasa de producción de fluorescencia. 

- Los antibióticos seleccionados que afectan la viabilidad de la célula 

hospedera no afectarán directamente a la enzima heteróloga, sino a la 

maquinaria celular que permite la síntesis de la proteína reportera. Por lo 

tanto, este antibiótico tendrá un efecto retardado en la tasa de producción 

de fluorescencia.  

- Los antibióticos seleccionados que inhiben directamente la actividad de 

ARNP-Mtb generarán una caída en la expresión de GFP de manera 

relativamente temprana y no necesariamente acoplada a una reducción del 

crecimiento. 
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IV. Objetivos 

Objetivo general 

- Evaluar los efectos de antibióticos en un sistema recombinante mediante 

la actividad de la ARN polimerasa de M. tuberculosis en E. coli, con el 

objetivo de distinguir entre aquellos que inhiben la enzima heteróloga de 

aquellos que afectan a la célula hospedera. 

 

Objetivos específicos 

- Establecer un protocolo eficaz para discernir los efectos de los antibióticos 

en el sistema recombinante, definiendo variables como concentraciones de 

antibiótico y tiempo de inoculación del antibiótico. 

- Comparar las tasas de crecimiento bacteriano y fluorescencia de la E. coli 

reportera antes y durante la actividad inhibitoria de los antibióticos.  

- Comparar los resultados obtenidos con los antibióticos que afectan a la 

célula hospedera, con datos reportados de antibióticos que inhiben la 

actividad de la enzima heteróloga.  
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V. Materiales y métodos 

A. Exploración en la literatura actual y selección de antibióticos 

Se realizó una extensiva búsqueda bibliográfica en reconocidos repositorios de artículos 

científicos, tales como el National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

PubMed, Google Scholar y Scielo. El propósito de este primer paso fue revisar 

información actualizada sobre las distintas clases de antibióticos, por lo que se buscó en 

artículos de revisión (24,75). Posteriormente, se establecieron los siguientes criterios para 

seleccionar los antibióticos de este trabajo: a) El antibiótico tiene actividad 

antimicrobiana en E. coli y b) El mecanismo de acción del antibiótico no interfiere con la 

biosíntesis de proteínas. Tales requisitos fueron determinados debido a que el chasís del 

sistema es una cepa de Escherichia coli. Esta cepa, además de expresar la enzima ARNP 

de M. tuberculosis, ha sido modificada genéticamente para expresar la GFP cuando es 

inducida. Por este motivo, no podía ser seleccionado un antibiótico que inhiba la 

expresión de proteínas. 

 

Se emplearon los antibióticos seleccionados (Cefuroxima y Cloranfenicol) para 

establecer las condiciones y variables de los ensayos de inhibición con el sistema 

recombinante. Para ello, previamente se obtuvo información acerca de sobre su 

Concentración Mínima Inhibitoria, mecanismo de acción, solubilidad y disponibilidad.  

 

B. Estableciendo condiciones y variables en ensayos de inhibición 

1. Materiales 

 

a) Bacterias usadas 

Para hacer los ensayos de inhibición, se emplearon dos bacterias de la cepa E. coli BLR 

(DE3), diseñadas y optimizadas en el trabajo doctoral de K. Espinoza (76). Una de estas, 

denominada en este trabajo como la Bacteria Reportera (BR), alberga un sistema 

recombinante diseñado para evaluar la actividad de la ARNP de M. tuberculosis in vivo. 

La BR presenta una integración cromosómica de los genes rpoA, rpoB, rpoC-3Gly-rpoD 

y rpoZ, que codifican las subunidades de la ARNP-Mtb. Además, contiene un plásmido 

pUC SinP3-GFP que incluye al promotor SinP3 (reconocido por la ARNP-Mtb), el gen 
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EGFP (codificante de la proteína fluorescente verde) y un marcador de resistencia a la 

Ampicilina (76).  

 

Inducción del sistema de expresión 

Cuando se agrega el inductor IPTG al cultivo de la Bacteria Reportera, se induce la 

producción de la enzima ARN polimerasa de M. tuberculosis. Este proceso es iniciado 

mediante la activación del sistema DE3 y T7, donde la ARN polimerasa T7 (previamente 

sintetizada por la ARN polimerasa de E. coli) reconoce al promotor T7 y sintetiza la 

ARNP-Mtb. Posteriormente, la ARNP-Mtb activa reconoce al promotor SinP3 del 

plásmido y transcribe el gen de la GFP. La producción de esta proteína fluorescente 

proporciona una medida cuantitativa de la actividad de la enzima ARNP-Mtb heteróloga 

(sistema optimizado en el trabajo de tesis doctoral de K. Espinoza) (76). Este proceso 

secuencial también ha sido representado gráficamente en la Figura 2. 

 

Figura 2. Funcionamiento de la Bacteria Reportera cuando es inducida con IPTG.  

Figura hecha en Biorender.com. 

 

La segunda bacteria E. coli empleada en este trabajo fue denominada Bacteria Control 

(BC). A diferencia de la BR, esta variante carece de la proteína heteróloga integrada y en 

su lugar, alberga dos plásmidos (76). Uno de estos es un pUC SinP3-GFP, el cual también 

está presente en la Bacteria Reportera. El segundo plásmido es un pAcyc AOS, que 

contiene a los genes rpoA y rpoZ de la enzima heteróloga ARNP-Mtb, así como un 

marcador de resistencia al Cloranfenicol. Durante los ensayos de inhibición, la Bacteria 

Control se empleó como un control negativo de la fluorescencia inducida por IPTG. 
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b) Reactivos 

Agua MiliQ, Medio Luria Bertani, Agar-agar, CaCl2, MgSO4, Cas-aminoácidos, 

glucosa, Medio M9, IPTG, DMSO, alcohol de 96°. 

Antibióticos: Ampicilina y Cloranfenicol de ImmunoChem. Pastilla de Cefaloxime 

(Cefuroxima) 500 mg de Laboratorios AC Farma S.A. 

 

c) Equipos 

Lector de placas TECAN Infinite M Plex, refrigeradores de -20 °C y de -70°C, 

minicentrífuga y cabina de flujo. 

 

2. Ensayos preliminares con antibióticos 

Para evaluar el efecto de los antibióticos seleccionados sobre el sistema recombinante, 

primero se establecieron dos variables: concentración de antibióticos óptima y tiempo 

óptimo de inoculación de antibióticos. La primera variable fue definida para hallar 

concentraciones pre-inhibitorias que afecten mínimamente el crecimiento del chasís y 

alteren la producción de fluorescencia.  Para ello, se comenzó realizando un ensayo de 

punto final (ver Protocolo N°1 en Anexos), probando concentraciones alrededor de la 

MIC90 de cada antibiótico para confirmar su efecto bactericida sobre la Bacteria 

Reportera.  

 

Posteriormente, se realizaron ensayos de inhibición en placas multipozo (ver Protocolo 

N°2 ya establecido en Anexos), en los que se evaluó el crecimiento bacteriano y la 

fluorescencia en el tiempo. A partir de esta técnica también pudo definirse el tiempo 

óptimo de inoculación del antibiótico. Esta segunda variable fue definida con el fin hallar 

el tiempo adecuado en el que pueda observarse el efecto del ATB sobre el crecimiento 

y/o la fluorescencia. 

 

a) Cefuroxima 

La preparación del stock de Cefuroxima se hizo a partir de una pastilla de 500 mg de 

Cefuroxima Acetil. Esta se pulverizó y se calculó la cantidad requerida para preparar un 

stock de 1000 mg/L. Después, se resuspendió la Cefuroxima en DMSO al 100% P/V y se 

almacenó a -20 °C.  
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Concentración Óptima: 

Debido a que en el género Enterobactericeae Cefuroxima cuenta con un amplio intervalo 

de valores de MIC (27), se realizó un ensayo de punto final a una concentración de 20 

mg/L. Al observarse una reducción en la OD final del cultivo con antibiótico a 

comparación del cultivo control, se desarrolló un primer ensayo de inhibición en placa 

multipozo para analizar los efectos de CFX en el crecimiento y la fluorescencia en el 

tiempo. Para dicho experimento se utilizaron concentraciones de CFX de 8 mg/L, 10 

mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L y 25 mg/L.  

 

Ya que en ese momento no se había definido aún el tiempo óptimo para inocular el 

antibiótico, después de añadir el inductor se esperó observar en el registro del lector un 

momento en el que coincidiera el crecimiento exponencial y el inicio de la producción de 

GFP, lo cual ocurrió antes de las 4 horas con 15 minutos del ensayo (150 min después de 

la inducción). Por ello, se pausó el ensayo en aquel momento para añadir el antibiótico en 

esterilidad y luego se reanudó hasta completar las 13 horas. 

 

Tiempo óptimo de inoculación de antibiótico:  

Para establecer el mejor tiempo de inoculación de ATB y observar el efecto inhibitorio 

de los antibióticos, se evaluaron tres puntos en el tiempo durante el ensayo: 

 

Tabla 1. Condiciones para definir el tiempo de inoculación del antibiótico. 
 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 

Tiempo transcurrido desde la 

adición de IPTG 

0 min 45 min 90 min 

Puntos registrados en el lector 

de placas (cada 15 min) 

1.75 

 

2.5  

 

3.25  

 

Tiempo equivalente al punto 

registrado en el lector * 

1 h 45 min 2 h 30 min 3 h 15 min 

Tiempo transcurrido desde el 

inicio del ensayo 

2 h 2 h 45 min 3 h 30 min 

* Se colocó en Negrita el tiempo considerado para la presentación de los resultados. 
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Llegado el momento de añadir el antibiótico, se pausó el ensayo en el lector de placas y 

se adicionó el volumen de antibiótico en un ambiente estéril. Después, la placa se colocó 

nuevamente en el equipo hasta completar las 13 h de ensayo. 

 

b) Cloranfenicol 

Concentración óptima y tiempo de inoculación óptimo: 

Se realizó un ensayo de punto final utilizando las concentraciones de Cloranfenicol 

próximas a la MIC50 para E. coli: 8.5 mg/L (26.4 µM) y 17 mg/L (52.7 µM).  

Posteriormente, se realizó un ensayo de crecimiento en placa multipozo, utilizando una 

concentración de 17 mg/L. Este experimento se hizo simultáneamente con los ensayos de 

tiempo óptimo de inoculación de Cefuroxima, por lo que también se evaluó si CAM tenía 

el mejor efecto inhibitorio a las 2 h 30 min. Al no observarse ningún indicio de 

crecimiento después de la adición del antibiótico, se evaluó su efecto a concentraciones 

pre-inhibitorias, añadidas al mismo tiempo de inoculación. 

 

Para este propósito, primero se preparó un stock de 1 M de CAM diluido en etanol al 

96%. Después, se preparó otro stock de 20 mM diluido en agua filtrada, a partir del stock 

inicial. Adicionalmente, fueron elaborados dos stocks de trabajo: uno a 2 mM, a partir del 

stock de 20 mM, y otro a 0.4 mM a partir del stock de 2 mM (ambos también fueron 

diluidos en agua filtrada).  

 

Finalmente, se procedió a desarrollar el primer ensayo de inhibición en placa multipozo, 

en presencia y ausencia de IPTG, agregando las siguientes concentraciones a las 2 h 30 

min: 10 µM, 12 µM, 14 µM y 16 µM.  

 

c) Efecto del solvente en ensayos con CFX: dimetilsulfóxido (DMSO)  

Para anular el efecto del solvente en los ensayos de Cefuroxima, se agregó más volumen 

DMSO en algunas condiciones, de forma que todas las concentraciones de antibiótico 

tuvieran la misma concentración final del solvente. Este procedimiento se realizó al 

momento de pausar el lector para añadir el antibiótico, al tiempo establecido de 2 h 30 

min. La adición del solvente fue hecha en las condiciones con y sin inductor. Además, se 

añadió una condición control de DMSO, en la que se agregó sólo el solvente a la Bacteria 
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Reportera y a la Bacteria Control (Ver esquema de placa multipozo en Anexos: Figura 

A2). 

 

d) Localización de fluorescencia 

Los experimentos de localización de fluorescencia fueron realizados al día siguiente del 

ensayo de inhibición con Cefuroxima, aproximadamente 8 horas después de la 

finalización del experimento. Primero, se extrajo de la placa multipozo el volumen del 

cultivo correspondiente a las condiciones en que se adicionó CFX e IPTG y, 

cuidadosamente, fue trasferido a tubos de 1.5 mL estériles. Este procedimiento se hizo 

individualmente para cada concentración de CFX en la que se aplicó el inductor (Figura 

3). 

 

Figura 3. Esquema de distribución de cultivo para ensayo de localización de 

fluorescencia. La gradiente de colores, tanto en la placa como en los tubos, refleja 

condiciones diferentes. Por lo tanto, de la placa se colectó individualmente el volumen 

total de cultivo de cada condición y se transfirió al tubo correspondiente de 1.5 mL.  

La imagen de la placa multipozo fue adaptada del trabajo de K. Espinoza (76). 

 

Una vez preparados los tubos, estos fueron centrifugados a 4500 RPM durante 10 

minutos. Después, el sobrenadante fue retirado cuidadosamente en esterilidad y 

transferido a un segundo tubo de 1.5 mL estéril, que se mantuvo reservado. Por otro lado, 

el pellet restante del primer tubo se resuspendió en 600 µL de nuevo medio M9 

suplementado y se centrifugó de nuevo a las mismas condiciones para eliminar cualquier  

residuo del medio anterior. Después de esta segunda centrifugación, se eliminó el 

sobrenadante y nuevamente se resuspendió el pellet bacteriano en 600 µL de medio 

nuevo. Al final, por cada condición o concentración de CFX se generaron dos tubos: el 

Repetición 

(200 µL) 

Volumen 

total 

colectado 

(600 µL) 
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primero con el sobrenadante, donde se esperó encontrar la GFP liberada en el medio de 

cultivo y el segundo tubo, conteniendo a las bacterias resuspendidas con GFP intracelular. 

 

En una nueva placa multipozo estéril, se adicionó por cada condición: 200 µL del 

sobrenadante y 200 µL de la bacteria resuspendida. Además, se incluyó 200 µL de medio 

M9 suplementado como blanco. Posteriormente, se midió tanto la OD como la 

fluorescencia de la GFP y se calcularon los porcentajes de fluorescencia para cada 

condición. 

 

3. Curvas dosis – respuesta del antibiótico: Efecto en el crecimiento y la 

fluorescencia 

Se realizaron los ensayos de inhibición utilizando varias concentraciones subletales de 

Cefuroxima y Cloranfenicol sobre la Bacteria Reportera, tanto en presencia como en 

ausencia de IPTG. Para ello, se siguió el Protocolo N°2 detallado en Anexos. Por cada 

antibiótico, se hizo dos experimentos a diferente tiempo de inoculación: a) 45 minutos 

después de añadir el inductor (equivalente al Tiempo 2: 2 h 30 min) y b) simultáneamente 

con la adición del inductor (Equivalente al Tiempo 1: 1 h 45 min). En este último caso, 

la Cefuroxima y el solvente (en ese orden) fueron añadidos inmediatamente después del 

IPTG. En cada uno de los cuatro experimentos, se designaron condiciones sin antibiótico 

tanto para la Bacteria Reportera como para la Bacteria Control. Para CFX, estas 

condiciones también incluyeron la misma concentración de DMSO.  

 

Tabla 2. Concentraciones finales para los ensayos de inhibición con Cloranfenicol y 

Cefuroxima. 

Cloranfenicol 

(Tiempo 1 y 

Tiempo 2*) 

2 µM 4 µM 6 µM 8 µM 10 µM 12 µM 14 µM 16 

µM 

Cefuroxima** 

(Tiempo 1 y 

Tiempo 2*) 

4 mg/L 8 mg/L 16 mg/L 20 mg/L 24 mg/L 28 mg/L 32 mg/L  

*Tiempo 1 y Tiempo 2 de inoculación del ATB: 1 h 45 min y 2 h 30 min, respectivamente. 

**Ver esquema de placa multipozo para CFX en Anexos: Figura A3. 
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Al finalizar los ensayos, se examinó el crecimiento de la BR a través de las curvas de OD 

a 600 nm, y la actividad de ARNP-Mtb se analizó mediante las curvas de fluorescencia 

normalizada (Fluorescencia de GFP dividida entre la OD). Asimismo, se elaboraron 

gráficas de crecimiento y fluorescencia para cada curva de concentración de antibiótico, 

así como las tasas de crecimiento y fluorescencia para cada condición. 

 

 

a) Ensayo de susceptibilidad para Cefuroxima 

Para confirmar la actividad bactericida del antibiótico, se hizo un ensayo adaptado de 

susceptibilidad antibiótica por el método de microdilución en caldo. Como base de este 

experimento, se siguieron las indicaciones del manual del Instituto de Estándares Clínicos 

y de Laboratorio (CLSI) (77). Se preparó un preinóculo de la Bacteria Reportera un día 

antes del ensayo, al día siguiente se midió la OD y se preparó una dilución para una OD 

inicial de 0.0004 (equivalente a una concentración de 5x105 CFU/mL). Se sembró el 

cultivo en la placa multipozo y se prepararon 3 condiciones: una sin antibiótico y dos en 

las que se añadió el antibiótico al comienzo del ensayo. Las condiciones con antibiótico 

contenían concentraciones de Cefuroxima equivalentes a la MIC90 reportada: 4 mg/L y 

8 mg/L (27). Las tres condiciones fueron hechas por triplicado.  

C. Tratamiento de datos: Gráficos de crecimiento y fluorescencia 

Se elaboraron gráficos a partir de los datos experimentales para describir la evolución del 

crecimiento y la fluorescencia producida por el cultivo en el tiempo. Se empleó el 

software Microsoft Excel para generar las curvas de crecimiento y fluorescencia 

normalizada. Además, se calcularon las tasas de crecimiento bacteriano y producción de 

fluorescencia utilizando los programas Microsoft Excel y R Studio (76). 

 

Se denomina Fluorescencia Normalizada al cociente de la fluorescencia total divida entre 

la densidad óptica correspondiente a la población bacteriana (76). Esto se hizo para cada 

punto medido con la finalidad de representar aproximadamente una cantidad de señal por 

unidad de población bacteriana.  

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 =  
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑈𝐹)

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑂𝐷600)
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Normalizar la fluorescencia facilita la comparación de la fluorescencia producida por la 

GFP en diferentes cultivos bacterianos, independientemente de su densidad. De esta 

manera, es posible evaluar la actividad de la ARNP-Mtb en diferentes ensayos.  

 

Por otro lado, la tasa de crecimiento refleja la variación en la duplicación bacteriana, 

mientras que la tasa de producción de fluorescencia indica la variación en la producción 

de GFP. Al representar estas tasas en gráficos, es posible observar el impacto del 

antibiótico mediante cuán rápido aumenta o disminuye la densidad bacteriana y/o la 

producción de fluorescencia. Las gráficas fueron generadas utilizando un script de R 

Studio creado por N. Arias, en el cual se calculan las pendientes de las curvas de densidad 

óptica y de fluorescencia total. Las gráficas resultantes fueron comparadas en condiciones 

previas y posteriores a la adición del antibiótico y del inductor. 

 

Configuración de ganancia 

Cabe resaltar que los datos de fluorescencia generados por el lector de placas TECAN 

podían ser de dos tipos: ganancia 50 (valores de 0-1,000) y ganancia 100 (valores de 0 -

10,000,000) (78). La ganancia es una configuración del fotomultiplicador del lector, el 

cual afecta la sensibilidad del equipo y los valores de fluorescencia que este mide. Sin 

embargo, esta diferencia en la ganancia no implica características físicas de la muestra.  

 

Se le advierte al lector que la ganancia configurada durante cada ensayo está indicada en 

el pie de página de las figuras de fluorescencia normalizada y tasas de crecimiento. 

Además, se destaca que sólo son comparables aquellos ensayos en los que se haya 

utilizado la misma configuración de ganancia.   

 

D. Comparación de la actividad antibiótica en E. coli, ARNP-Mtb y ribosomas 

Se comparó el efecto de cuatro antibióticos (Cefuroxima, Rifampicina, Rifaximina y 

Cloranfenicol) con diferente mecanismo de acción sobre el crecimiento y la fluorescencia 

producida por la Bacteria Reportera.  

 

Primero, se hizo una comparación directa de las gráficas de crecimiento y fluorescencia 

normalizada de los cuatro antibióticos, bajo las mismas condiciones experimentales. Para 
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ello, los experimentos de inhibición con Rifampicina (RIF) y Rifaximina (RFX) 

reportados en el trabajo de K. Espinoza (76) fueron citados y comparados con los 

resultados del presente trabajo. Como complemento, se realizó un ensayo en el que se 

comparó el impacto de los antibióticos CAM y CFX (a la misma concentración) sobre el 

crecimiento y la fluorescencia de la BR (Ver Anexos: Figuras A4-A6). 

 

La segunda parte de esta sección incluyó el uso de un modelo matemático titulado  

Modelo de Asignación de Biosíntesis, el cual fue desarrollado por Arias & Guerra (72). 

A diferencia de la comparación directa de curvas, este modelo matemático fue aplicado 

para modelar y entender el efecto regulatorio de los cuatro antibióticos sobre la fracción 

de la biosíntesis total que es destinada a la producción de GFP (Ver Marco Teórico). 

 

Para ello, se procesaron los datos de la fluorescencia normalizada y de la OD. 

Posteriormente, se seleccionaron los valores más altos de la fluorescencia normalizada 

para cada concentración de ATB (ver Anexos: Figuras A7-A10). En el caso de RIF y 

RFX, los datos de fluorescencia fueron previamente convertidos a ganancia 50 para ser 

comparables con los datos de CFX y CAM. Cabe resaltar que para el modelo se igualaron 

las unidades de concentración de antibióticos a molaridad, de acuerdo con la siguiente 

tabla: 

 

Tabla 3. Concentraciones de los antibióticos utilizados para el modelo matemático. 

* En todos los ensayos el tiempo de adición de ATB fue a la 1 h 45 min. 

 

Antibiótico* Concentración (µM)  

Cefuroxima 0 5 10 20 25 30 35 40   

Cloranfenicol 0 2 4 6 8 10 12 14 16  

Rifaximina 0 0.26 0.38 0.4 0.51 0.64 0.77 0.89 1.02 1.15 

Rifampicina 0 0.12 0.24 0.3 0.48 0.6     
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VI. Resultados 

A. Selección de antibióticos 

Se realizó una búsqueda bibliográfica en la literatura actual y se seleccionó un antibiótico 

que cumpliera con los siguientes requisitos: a) El antibiótico tiene actividad 

antimicrobiana sobre E. coli y b) El mecanismo de acción del antibiótico no interfiere con 

la biosíntesis de proteínas. A partir de estas informaciones, se seleccionó la clase de los 

betalactámicos.  

 

Ya que la Bacteria Reportera presenta un plásmido que contiene un marcador de 

resistencia a Ampicilina (un betalactámico), se seleccionó Cefuroxima. La Cefuroxima 

es otro betalactámico del grupo de las cefalosporinas de segunda generación, lo que le 

brinda mayor estabilidad ante la actividad de betalactamasas (26).  Por otro lado, también 

se seleccionó al antibiótico Cloranfenicol (CAM). A pesar de que su función es inhibir la 

actividad de los ribosomas (inhibición de la traducción), se incluyó en los ensayos para 

observar diferencias en la traducción de GFP (afectando la fluorescencia) con respecto a 

la traducción de proteínas nativas de la Bacteria Reportera (afectando la viabilidad).  

B. Estableciendo condiciones y variables de prueba de inhibición 

1. Ensayos preliminares con los antibióticos seleccionados 

Se evaluó preliminarmente el efecto de los antibióticos seleccionados sobre el sistema 

recombinante. Para ello, se establecieron dos variables para los futuros ensayos de 

inhibición: concentración óptima y tiempo óptimo de inoculación del antibiótico. 

1.1. Ensayos preliminares de Cefuroxima 

a) Concentración Óptima 

Se realizó un ensayo de punto final para evaluar la susceptibilidad de la Bacteria 

Reportera al añadir una concentración de 20 mg/L de Cefuroxima. Al medir la OD final, 

se observó un crecimiento diez veces menor en la condición con CFX (OD: 0.1) que en 

la condición sin antibiótico (OD: 1). Por lo tanto, a la concentración evaluada se confirmó 

el efecto inhibitorio de CFX. 
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Posteriormente, se realizaron dos ensayos en placa multipozo, en los que se evaluó otras 

concentraciones alrededor de 20 mg/L. Dado que no se había definido el tiempo de 

inoculación de antibiótico, se añadió la CFX a las 4 h 15 min.  Sin embargo, no se observó 

una reducción significativa en el crecimiento bacteriano (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Crecimiento de Bacteria Reportera en presencia de Cefuroxima (CFX) a 

partir las 4 h 15 min. Se probaron 5 valores mayores a la MIC90 para analizar el rango 

de sobrevivencia. Densidad óptica inicial: 0.01. 

b) Tiempo óptimo de inoculación del antibiótico 

 

En un principio, se estimó que un momento propicio para la adición del antibiótico debía 

abarcar parte de la fase de crecimiento exponencial y coincidir con la detección de 

fluorescencia en el ensayo. Con esta elección, se esperaba observar efectos generados por 

el antibiótico, ya sea en el crecimiento o en la fluorescencia. Este intervalo de tiempo fue 
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equivalente a 150 min después de la inducción (4 h 15 min desde el inicio del ensayo).  

Sin embargo, se observó que agregar tardíamente el antibiótico no inhibía más el 

crecimiento que en la condición sin antibiótico (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Comparación de las tasas de crecimiento de la Bacteria Reportera en 

ausencia de antibiótico y a 25 mg/L de Cefuroxima (Adicionado a 4 h 15 min). Líneas 

de la gráfica: Tasa de crecimiento (rojo), tasas de fluorescencia (amarillo), la densidad 

óptica (azul) y la fluorescencia (verde). Datos de fluorescencia obtenidos a ganancia 50. 

CFX: Cefuroxima. T: tiempo de adición. La flecha indica el momento en que fue añadido 

el antibiótico. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

Por ello, se decidió evaluar el efecto de 20 mg/L de CFX, en 3 momentos de inoculación 

del antibiótico: al mismo tiempo de la inducción (1 h 45 min), 45 min después de la 

inducción (2 h 30 min) y 90 min después de la inducción (3 h 15 min). Este ensayo se 

realizó asumiendo que añadir el antibiótico cuando la densidad bacteriana aún es baja 

podría resultar en un efecto bactericida más pronunciado. 
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Figura 6. Crecimiento de la Bacteria Reportera en diferentes tiempos de inoculación 

de Cefuroxima (CFX) 20 mg/L. Arriba (a): Curva de crecimiento bacteriano en los 3 

tiempos de inoculación evaluados. Abajo (b): Tasas de crecimiento (línea roja) en los 3 

tiempos en que se colocó el antibiótico. Datos de fluorescencia obtenidos a ganancia 50. 

Densidad óptica inicial: 0.01. 
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De los tres tiempos evaluados, el segundo tiempo fue escogido como el más apropiado 

para añadir el antibiótico. A diferencia del resto, a 2 h 30 min se pudo observar una 

reducción significativa en la población bacteriana (Figura 6), sin inhibir completamente 

la producción de fluorescencia (Figura 7). Por lo tanto, fue este el tiempo escogido para 

añadir Cefuroxima para los siguientes ensayos. 

 

 

Figura 7. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, a diferentes 

tiempos de inoculación de Cefuroxima (CFX) 20 mg/L. Se muestra la fluorescencia 

normalizada en los 3 tiempos con antibiótico y la Bacteria Control (BC). Resultados a 

ganancia 50.  

1.2. Ensayos preliminares de Cloranfenicol 

a) Concentración Óptima y tiempo óptimo para inocular el antibiótico 

 

Al igual que con Cefuroxima, se desarrolló un ensayo de punto final en el que se 

evaluaron concentraciones alrededor de la MIC50 y la MIC90 de CAM: 17 mg/L (52.7 

µM) y 8.5 mg/L (26.4 µM). Ya que a ambas concentraciones no se observó crecimiento 

bacteriano (OD < 0.006), se confirmó el efecto bactericida de Cloranfenicol. 

 

Se procedió a realizar un ensayo de crecimiento bacteriano en placa multipozo. Para ello, 

se utilizó 17 mg/L (52.7 µM) de CAM y se añadió el antibiótico al tiempo establecido 

para Cefuroxima (2 h 30 min). Bajo esas condiciones, se observó que ya no hubo 

crecimiento media hora después de añadir del antibiótico (Figura 8). Este resultado 
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confirmó que la actividad de CAM, al tiempo previamente establecido para CFX y a la 

concentración seleccionada, tuvo una actividad letal sobre la Bacteria Reportera.  

 

 

Figura 8. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cloranfenicol. 

Nótese el rápido efecto del antibiótico en el crecimiento a comparación de la condición 

sin antibiótico. Tiempo de inoculación de CAM: 2 h 30 min. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

El experimento en placa multipozo se replicó usando concentraciones pre-inhibitorias de 

CAM. En esta ocasión, se evaluó el impacto del antibiótico en el crecimiento y la 

fluorescencia de la BR. Se evidenció una reducción en el crecimiento y en la fluorescencia 

que fue proporcional a la concentración suministrada del antibiótico (Figuras 9 y 10).  
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Figura 9. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cloranfenicol. Se 

observa una reducción proporcional a mayor cantidad de antibiótico. Tiempo de 

inoculación de CAM: 2 h 30 min. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

 

 

Figura 10. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cloranfenicol. Nótese el mismo comportamiento visualizado en la gráfica 

de crecimiento. Resultados a ganancia 50. Tiempo de inducción con IPTG: 1 h 45 min. 

Tiempo de inoculación de CAM: 2 h 30 min. 
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2. Efecto del solvente en ensayos con CFX: dimetilsufóxido (DMSO) 

 Durante los ensayos preliminares con Cefuroxima, observó que a concentraciones más 

elevadas del antibiótico, la OD y la fluorescencia también aumentaban (Figuras 11a y 

12a). Dado que una concentración más alta del antibiótico implicaba una mayor dilución 

con solvente, se sospechó que los resultados tengan relación con el volumen de DMSO. 

Por esta razón, se replicó el ensayo con Cefuroxima, sólo que esta vez se agregó un 

volumen adicional de DMSO en ciertas condiciones. Esta medida fue tomada para igualar 

la concentración final del solvente en todas las concentraciones de Cefuroxima y eliminar 

los efectos provocados por el solvente. Además, se incluyó una condición control para el 

solvente, en la que se les añadió a las bacterias el mismo volumen de DMSO. 

 

 

Figura 11. Comparación del crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de 

Cefuroxima (CFX) y del solvente DMSO. Arriba (a): A diferentes concentraciones de 

antibiótico y del solvente. Abajo (b): Sólo varían las concentraciones del antibiótico. 

Tiempo de adición de CFX: 2 h 30 min. Densidad óptica inicial: 0.01. 
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Figura 12. Comparación de la Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera 

inducida, en presencia de Cefuroxima (CFX) y el solvente DMSO. Arriba (a): A 

diferentes concentraciones del antibiótico y del solvente. Abajo (b): Sólo varían las 

concentraciones del antibiótico. Resultados a ganancia 100. BC: Bacteria Control. 

Tiempo de inducción con IPTG: 1 h 45 min. Tiempo de inoculación de CFX: 2 h 30 min. 

 

Realizando este ajuste en el ensayo, se eliminó el efecto del DMSO y en su lugar, se vio 

una disminución en la fluorescencia que era producido por las concentraciones más altas 

de Cefuroxima (Figura 12b). Por otro lado, en este experimento se evidenció que el 

solvente por sí solo no alteró el crecimiento bacteriano, pero sí produjo un aumento en la 

fluorescencia (Figura 13). 
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Figura 13. Comparación de tasas de crecimiento de la Bacteria Reporta sin inducir 

e inducida, en presencia y ausencia del solvente DMSO. Con el solvente, no se observa 

diferencia en la tasa de crecimiento (línea roja) ni en la densidad óptica (línea azul); 

mientras que al cuando se indujo a la BR, sí hubo un gran aumento de fluorescencia (línea 

verde). Datos de fluorescencia obtenidos a ganancia 100. Densidad óptica inicial: 0.01. 

3. Ensayos de localización de fluorescencia 

Teniendo en cuenta los resultados de fluorescencia con Cefuroxima (Figura 12b), se 

hipotetizó que las células podrían estar liberando GFP al medio extracelular debido al 

efecto del antibiótico sobre la pared bacteriana. Por ello, se desarrolló un pequeño ensayo 

al finalizar los experimentos en la placa multipozo, con el propósito de comparar la 

fluorescencia en el medio extracelular y dentro de la bacteria.  
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Se comparó la localización de la GFP bajo el efecto de Cefuroxima y DMSO, y sólo bajo 

el efecto de Cefuroxima (misma concentración de DMSO). En el primer ensayo, se 

observó que la mayor parte de la fluorescencia estaba localizada dentro de la bacteria 

(Figura 14a). Cuando se repitió el ensayo, esta vez evaluando sólo el efecto del 

antibiótico, se observó el mismo comportamiento (Figura 14b). En base a estos resultados, 

no se pudo determinar una diferencia en la localización de fluorescencia asociada al efecto 

del antibiótico ni al solvente.  

 

 

Figura 14. Resultados del ensayo de localización de fluorescencia. Las 

concentraciones de Cefuroxima (CFX) y DMSO fueron añadidas al tiempo establecido 

de 2 h 30 min. Arriba (a): se muestran los porcentajes de fluorescencia normalizada 

incluyendo el efecto del DMSO. Abajo (b): se muestran los porcentajes de fluorescencia 

normalizada sólo bajo el efecto del antibiótico. Resultados obtenidos a ganancia 100. 
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C. Ensayos de inhibición 

Al tener todas las condiciones establecidas, se desarrollaron los ensayos de inhibición. 

Tales experimentos fueron realizados con la Bacteria Reportera y la Bacteria Control 

mediante una curva dosis – respuesta.  Además, se utilizaron varias concentraciones 

para cada antibiótico y se analizó su efecto en el crecimiento del chasís y en la 

fluorescencia de GFP. 

1. Curva dosis – respuesta con Cefuroxima 

Se realizó una curva dosis - respuesta para ver los efectos de diferentes concentraciones 

de Cefuroxima sobre el crecimiento y la fluorescencia. Como se indicó previamente, se 

igualó la concentración de DMSO en todas las condiciones, incluyendo al grupo sin 

antibiótico de las bacterias.  

 

Figura 15. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cefuroxima 

(adicionado a 2 h 30 min). Nótese un aumento constante en la OD a medida que aumenta 

la concentración del antibiótico. BC: Bacteria Control. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

Se observó un incremento en la densidad óptica directamente proporcional a la 

concentración de Cefuroxima (Figura 15). Asimismo, en las tasas de crecimiento se vio 

que la tasa máxima de crecimiento ocurría a las 3 h 15 min para la BR en ausencia de 

antibiótico y al añadir Cefuroxima, ocurría a las 4 h (Figura 19). Sin embargo, a medida 

que se agregaba más antibiótico, la Bacteria Reportera producía cada vez menos 

fluorescencia (Figura 16). 

 



41 
 

 

Figura 16. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cefuroxima (adicionado a 2 h 30 min). Se observa una reducción el a 

fluorescencia producida a mayor concentración de antibiótico. Resultados a ganancia 50. 

BC: Bacteria Control. Tiempo de inducción con IPTG: 1 h 45 min.  

 

Debido al resultado anterior, el experimento se repitió bajo las mismas concentraciones 

de Cefuroxima y DMSO, pero cambiando el tiempo de adición del antibiótico a 1 h 45 

min. Esta modificación hizo que el crecimiento se redujera a casi una unidad de OD 

respecto al ensayo previo. Sin embargo, esto no impidió que el crecimiento continuara 

aumentando a concentraciones más altas de antibiótico (Figura 17).  

 

Mientras que la Bacteria Reportera y la Bacteria Control presentaron menor crecimiento 

sin Cefuroxima, al añadir el antibiótico más temprano se visualizó el mismo aumento en 

el crecimiento. A diferencia del ensayo anterior, la tasa máxima de crecimiento para la 

Bacteria Reportera, con o sin CFX, ocurrió a las 3 h 45 min (Figura 20).  
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Figura 17. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cefuroxima 

(adicionado a 1 h 45 min). BC: Bacteria Control. Densidad óptica inicial: 0.01. 

En cuanto a la fluorescencia, nuevamente se observó una reducción provocada por la 

Cefuroxima (Figura 18). A diferencia del resultado de fluorescencia anterior, las 

fluorescencias tuvieron un comportamiento más gradual en este segundo experimento. 

Por otro lado, como era esperado, la Bacteria Control no produjo fluorescencia en ninguno 

de los dos ensayos (Figura 16 y 18). 

 

Figura 18. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cefuroxima (adicionado a 1 h 45 min). Resultados a ganancia 50. BC: 

Bacteria Control. Tiempo de inducción con IPTG: 1 h 45 min. 
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Al comparar las tasas de crecimiento en ambos momentos de inoculación del antibiótico, 

se observó una tendencia consistente: la Bacteria Reportera experimentaba un aumento 

en su velocidad de su crecimiento, particularmente en las dos primeras horas después de 

inocular la CFX (Figuras 19 y 20). Este comportamiento se manifestaba de manera más 

pronunciada cuando CFX se añadía a las 2 h 30 min.  En contraste, la tasa de fluorescencia 

mostró una disminución constante con el aumento de las concentraciones del antibiótico.  

 

Además, se observó una reducción en el crecimiento bacteriano de un poco más de la 

mitad cuando se añadió tanto el antibiótico como el inductor, en comparación con la 

bacteria expuesta únicamente al antibiótico (Figuras 19 y 20, columna derecha). 
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Figura 19. Tasas de crecimiento (rojo) y producción de fluorescencia (amarillo), 

densidad óptica (azul) y fluorescencia (verde) de la Bacteria Reportera a diferentes 

concentraciones de Cefuroxima (adicionadas a 2 h 30 min). Columna izquierda: 

Bacteria sin inducir. Columna derecha: Bacteria inducida. Dato de fluorescencia a 

ganancia 50. CFX: Cefuroxima. Densidad óptica inicial: 0.01. 
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Figura 20. Tasas de crecimiento (rojo) y producción de fluorescencia (amarillo), 

densidad óptica (azul) y fluorescencia (verde) de la Bacteria Reportera a diferentes 

concentraciones de Cefuroxima (adicionadas a 1 h 45 min). Columna izquierda: 

Bacteria sin inducir. Columna derecha: Bacteria inducida. Dato de fluorescencia a 

ganancia 50. CFX: Cefuroxima. Densidad óptica inicial: 0.01. 
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Debido a los resultados de crecimiento con Cefuroxima, se realizó un ensayo de 

susceptibilidad antibiótica para confirmar la letalidad del antibiótico sobre la Bacteria 

Reportera. Para ello, se preparó un cultivo bacteriano con una OD inicial de 0.0004 y 

antes de iniciar el ensayo se le adicionó la concentración de CFX equivalente a la MIC90 

para E. coli. Con estos resultados (Figura 21), se pudo comprobar que el antibiótico sí 

tenía una actividad bactericida a una baja densidad bacteriana.  

 

 

Figura 21. Prueba de Susceptibilidad Antibiótica con la Bacteria Reportera para 

Cefuroxima. Se muestra la Densidad óptica inicial de cada cultivo en los corchetes. No 

se observó sobrevivencia al antibiótico añadido al inicio del experimento. 

2. Curva dosis – respuesta con Cloranfenicol 

Se realizó una curva dosis – respuesta con Cloranfenicol, con el objetivo de comparar la 

actividad del antibiótico sobre la célula hospedera y la enzima heteróloga, a un mayor 

rango de concentraciones. 

 

Cabe mencionar que durante el primer ensayo de inhibición hubo una desconfiguración 

en el lector de placas, por lo que el ensayo no se pausó al tiempo establecido para añadir 

el antibiótico, sino 15 minutos después (2 h 45 min). Sin embargo, comparando con los 

resultados anteriores (Figuras 9 y 10), no se vio diferencias en la actividad del antibiótico 

a este tiempo. Por lo tanto, la curva de concentraciones realizada a 2 h 45 min fue 

mantenida y analizada en este trabajo. 
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Figura 22. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cloranfenicol.  Se 

adicionó el antibiótico a las 2 h 45 min. Se observa el mismo efecto inhibitorio cuando 

CAM es añadido a 2 h 30 min. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

Al igual que en el ensayo preliminares, se observó una inhibición tanto en el crecimiento 

como en la fluorescencia (Figuras 22 y 23). Las diferencias en el crecimiento pudieron 

distinguirse 30 minutos después de añadir el antibiótico, mientras que para la 

fluorescencia fue luego de 15 minutos. A concentraciones menores de 8 µM, las 

diferencias fueron muy sutiles con respecto a la condición sin antibiótico. En cambio, a 

concentraciones de 8 µM a más, la reducción fue más drástica.  

 

Cabe mencionar que, para las dos concentraciones más altas, 14 µM y 16 µM, se visualizó 

un crecimiento mayor que a 8 µM (Figura 22), a pesar de que la fluorescencia normalizada 

es menor (Figura 23). Esto se debería a que posiblemente hubo una mayor densidad 

bacteriana en ambas condiciones, por lo que al dividir el valor de fluorescencia total entre 

OD para obtener la fluorescencia normalizada, se visualiza la producción de GFP real que 

se debe al antibiótico.  
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Figura 23. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cloranfenicol (adicionado a 2 h 45 min). Se observa una reducción rápida 

y gradual a mayor cantidad de CAM. Resultados a ganancia 50. Tiempo de inducción con 

IPTG: 1 h 45 min.  

 

Se repitió el ensayo con CAM, esta vez inoculando el antibiótico a 1 h 45 min. 

Nuevamente, se observó una reducción en la fluorescencia (Figura 25). Sin embargo, el 

crecimiento fue más estable bajo las mismas concentraciones de antibiótico (Figura 24).  

 

Figura 24. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cloranfenicol 

(adicionado a 1 h 45 min). A diferencia del tiempo de inoculación a 2 h 45 min, se 

visualiza un crecimiento muy similar a todas las concentraciones. Densidad óptica inicial: 

0.01. 
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Figura 25. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cloranfenicol (adicionado a 1 h 45 min). Resultados a ganancia 50. BC: 

Bacteria Control. Tiempo de inducción con IPTG: 1 h 45 min. 

 

Además, se calcularon las tasas de crecimiento y de producción de fluorescencia de la 

Bacteria Reportera en ambos momentos de adición de Cloranfenicol. En el primer ensayo, 

se evidenció una reducción notable en ambas tasas a partir de la concentración de 8 µM 

(Figura 26). Esta tendencia también se vio tanto en presencia como en ausencia del 

inductor. Sin embargo, en el segundo ensayo, no se observaron diferencias significativas 

en la tasa de crecimiento en las condiciones con antibiótico (Figura 27). Además, se 

destacó una tasa de crecimiento relativamente constante en presencia del inductor. 
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Figura 26. Tasas de crecimiento (rojo), tasas de fluorescencia (amarillo), densidad 

óptica (azul) y fluorescencia (verde) de la Bacteria Reportera a diferentes 

concentraciones de Cloranfenicol (adicionado a 2 h 45 min). Columna izquierda: 

Bacteria sin inducir. Columna derecha: Bacteria inducida. Dato de fluorescencia a 

ganancia 50. CAM: Cloranfenicol. Densidad óptica inicial: 0.01. 
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Figura 27. Tasas de crecimiento (rojo), tasas de fluorescencia (amarillo), densidad 

óptica (azul) y fluorescencia (verde) de la Bacteria Reportera a diferentes 

concentraciones de Cloranfenicol (adicionado a 1 h 45 min). Columna izquierda: 

Bacteria sin inducir. Columna derecha: Bacteria inducida. Dato de fluorescencia a 

ganancia 50. CAM: Cloranfenicol. Densidad óptica inicial: 0.01.
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D. Comparación de actividad antibiótica en E. coli, ARNP-MTb y ribosomas 

Se comparó el mecanismo de acción de cuatro antibióticos (Cefuroxima, Cloranfenicol, 

Rifampicina y Rifaximina) en función de su efecto sobre el crecimiento de la célula 

hospedera y sobre su fluorescencia producida. Los resultados comparados fueron 

desarrollados bajo las mismas condiciones experimentales.  

 

 

Figura 28. Blancos de acción de los antibióticos seleccionados para los experimentos 

con la Bacteria Reportera. Figura hecha en Biorender.com 

 

Cefuroxima (CFX) vs Rifampicina (RIF) 

En primer lugar, se observó que la producción de GFP es afectada de forma distinta por 

RIF y por CFX. En el caso de RIF, a concentraciones menores de la MIC50 para M. 

tuberculosis, la fluorescencia normalizada demora en disminuir alrededor de 6 horas 

desde el momento en que se añadió el antibiótico. Fue a las casi 8 h de ensayo que se 

visualizó una caída drástica en la fluorescencia con respecto a la condición sin antibiótico 

(Figura 29a). En cambio, al emplear CFX a concentraciones superiores a la MIC90 para 

E. coli, se notó que la fluorescencia experimentó una alteración rápida provocada por el 

antibiótico (aproximadamente a las 2 horas y 30 minutos después de la adición de CFX) 

pero este cambio se produjo de manera progresiva (Figura 29b). 
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Figura 29. Fluorescencia Normalizada a diferentes concentraciones de a) 

Rifampicina y b) Cefuroxima. Las flechas indican tiempo de inoculación (naranja) e 

inducción (verde): 1 h 45 min. Figuras a ganancia 100. Gráfico de Rifampicina adquirido 

del trabajo de K. Espinoza (76), donde BR4 corresponde a la BR en este trabajo. 

 

Cefuroxima (CFX) vs Rifaximina (RFX) 

Así como sucedió con RIF, la Rifaximina a concentraciones inferiores a la MIC90 para 

M. tuberculosis provocó una disminución abrupta en la fluorescencia normalizada, 

observada seis horas después de la adición del antibiótico. A pesar de que ambos 

antibióticos inhibieron la producción de fluorescencia, se observó que la inhibición 

causada por RFX fue más pronunciada a medida que aumentaba la concentración (Figura 

30a). En contraste, con CFX, la producción de GFP fue rápidamente alterada y de manera 

progresiva en el tiempo (Figura 30b). 

 
Figura 30. Fluorescencia Normalizada a diferentes concentraciones de a) Rifaximina 

y b) Cefuroxima. Las flechas indican tiempo de inoculación (naranja) e inducción 

(verde): 1 h 45 min. Figuras a ganancia 100. BC: Bacteria Control. Gráfico adquirido del 

trabajo de K. Espinoza (76), donde BR4 corresponde a la BR en este trabajo. 
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Cefuroxima (CFX) vs Cloranfenicol (CAM) 

El crecimiento bacteriano fue relativamente parecido entre ambos antibióticos. Con 

Cloranfenicol a concentraciones menores a la MIC50 para E. coli, el crecimiento aumentó 

de manera gradual a medida que se incrementaba la concentración, exhibiendo una mayor 

estabilidad en comparación con Cefuroxima (Figura 31a).  De manera similar, con este 

último antibiótico se observó un incremento notorio en la densidad óptica, el cual también 

fue directamente proporcional a la concentración del antibiótico (Figura 31b).  

Figura 31. Crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de a) Cloranfenicol 

y b) Cefuroxima. La flecha naranja indica tiempo de inoculación: 1 h 45 min. BC: 

Bacteria Control. Densidad óptica inicial: 0.01. 

 

Respecto a la fluorescencia, la incorporación de cada uno de los antibióticos condujo a 

una rápida y progresiva disminución en la producción de GFP. Mientras que Cefuroxima 

generó una reducción en la fluorescencia después de 2 horas y 30 minutos (Figura 32b), 

Cloranfenicol manifestó un efecto más rápido, evidenciándose a tan solo 1 hora y 30 

minutos después de añadir el antibiótico (Figura 32a). 

Figura 32. Fluorescencia Normalizada a diferentes concentraciones de a) 

Cloranfenicol y b) Cefuroxima. Las flechas indican tiempo de inoculación (naranja) e 

inducción (verde): 1 h 45 min. Figuras a ganancia 100. BC: Bacteria Control. 
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Modelo matemático  

Se utilizó un modelo matemático con el fin de comprender y visualizar cómo cada 

antibiótico altera la fracción de biosíntesis asociada a las proteínas heterólogas. En 

términos generales, se identificó una relación de hipérbole negativa para los cuatro 

antibióticos, señalando que redujeron la fracción total de biosíntesis destinada a las 

proteínas heterólogas (Figura 33). 

 

Asimismo, se destacó principalmente la actividad de RFX ya que, con muy poca 

concentración de antibiótico, consiguió reprimir rápidamente la fracción. El segundo 

antibiótico que presenta esta rápida acción inhibitoria es RIF. Por otro lado, a pesar de 

que CFX no afecta directamente la síntesis proteica de GFP, se observó que también 

presentaba un comportamiento inhibitorio según el modelo. Sin embargo, a diferencia de 

los antibióticos previos, esta actividad sería dependiente de una mayor concentración de 

CFX. Esto también fue evidente para CAM, pues se observó una reducción gradual a 

fuerte en la velocidad de inhibición a mayores concentraciones. 

 

 
Figura 33. Función de regulación del efecto de antibióticos en la fracción 

heteróloga (GFP). 

 Antibiotic concentration (µM) 
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VII. Discusión 

En este trabajo se aborda un sistema biológico modificado con componentes genéticos de 

diferentes orígenes (E. coli, M. tuberculosis, y bacteriófago T7) que lo alejan de sus 

funciones naturales. El manejo de este organismo sintético y la interpretación de su 

comportamiento es un reto complejo, especialmente debido a que la información que 

obtenemos aquí consiste únicamente en la producción de una proteína reportera (medida 

con una señal fluorescente) y la tasa de crecimiento (medida como un cambio en la 

densidad óptica). 

 

Para facilitar el análisis de la totalidad de los datos presentados en este estudio, primero 

daremos cuenta de las hipótesis específicas declaradas en la sección III, que formularemos 

aquí a modo de premisas. Con este formato, pretendemos ofrecer respuestas directas y 

sencillas basadas en los supuestos iniciales. 

 

En una segunda parte de esta discusión, haremos una revisión de los procedimientos que 

se realizaron para llegar a un protocolo bien pautado que permita comparar la acción de 

diferentes antibióticos. Finalmente, en la tercera parte, nos aproximaremos a los 

experimentos realizados con cada antibiótico con mayor detalle para realizar un análisis 

más profundo, sopesando los supuestos iniciales y posibles interpretaciones alternativas.  

A. Comprobación de hipótesis: Identificando el efecto de los antibióticos sobre 

ARNP-Mtb y sobre E. coli  

 

En relación con la disminución del crecimiento antes de la reducción de fluorescencia, 

cuando se utiliza un antibiótico que afecta la viabilidad de la célula hospedera: 

Si bien el aumento en la concentración de Cefuroxima generó una caída en la 

fluorescencia (Figuras 16 y 18), previamente no se observó una reducción en el 

crecimiento de la Bacteria Reportera (Figuras 15 y 17). Por el contrario, después de añadir 

el antibiótico, la tasa de crecimiento demostró un rápido aumento (Figuras 19 y 20). Esto 

evidenciaría que no hay una afección de la célula hospedera antes de la inhibición de la 

enzima heteróloga.  
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Se especula que el aumento en el crecimiento sea producto de una deficiencia de 

antibiótico para la alta densidad bacteriana (efecto de inóculo) o consecuencia de un 

aumento de masa celular (cambio de forma celular a filamentos) y no necesariamente de 

un aumento en el número de bacterias.  

Con respecto al retraso en la reducción de fluorescencia cuando se utilizan antibióticos 

que afectan la viabilidad de la célula hospedera: 

Los resultados de Cefuroxima (blanco: pared celular) demostraron una caída de 

fluorescencia más rápida y progresiva que con aquellos antibióticos que inhiben la 

transcripción o traducción (Figuras 29-32). 

 

Así como otros betalactámicos, la caída de fluorescencia con Cefuroxima se debería a la 

actividad del antibiótico sobre diversos blancos del metabolismo celular, no asociados 

necesariamente a la producción de la proteína fluorescente. 

 

Con respecto a una reducción temprana en la fluorescencia sin alterar el crecimiento, 

al añadir antibióticos que inhiben directamente la actividad de la ARNP-Mtb: 

Aunque los antibióticos utilizados y analizados afectaron la producción de fluorescencia, 

su relación con el crecimiento fue distinta. Con antibióticos que afectan directamente a la 

ARNP-Mtb, Rifampicina y Rifaximina, se observó que la reducción de fluorescencia fue 

lenta y sólo después de 6 h se observó una caída abrupta, sin una reducción del 

crecimiento (Figuras 29a, 30a y 33). En cambio, con un antibiótico que afecta la 

traducción de proteínas como Cloranfenicol, siempre se observó una reducción rápida y 

progresiva en la fluorescencia (Figuras 23 y 25), mientras que el comportamiento sobre 

el crecimiento depende del tiempo en que el antibiótico es añadido. Cuando se adicionó 

CAM durante la inducción (con IPTG) el crecimiento fue normal, y cuando se añadió 45 

minutos después de la inducción, el crecimiento se redujo (Figuras 22 y 24). Finalmente, 

con un antibiótico que no afecta a la producción de proteínas (Cefuroxima), la caída de 

fluorescencia también ocurrió de forma rápida y progresiva. 

 

Este comportamiento podría estar relacionado al blanco de acción y a su sensibilidad. En 

el caso de Rifaximina y Rifampicina, ambos afectan tanto a las ARNPs de E. coli y M. 

tuberculosis (esta última más sensible a ambos ATBs). Dado que las concentraciones no 
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letales inhibieron sólo la actividad de la enzima heteróloga, la producción de 

fluorescencia dependería sólo de la cantidad de transcritos de GFP y del número de 

ARNPs de Mtb no inhibidas. Por otro lado, al añadir Cloranfenicol, la rápida caída en la 

fluorescencia se atribuiría a una reducción en el número de ribosomas disponibles y el 

efecto en el crecimiento en función del tiempo dependería de la adaptación metabólica de 

la bacteria. 

En relación con la evaluación del sistema recombinante para discernir la actividad de 

un antibiótico sobre la célula hospedera E. coli de un antibiótico que afecta a la ARNP-

Mtb:  

El modelo matemático aquí utilizado está basado en la asignación de flujo de biosíntesis 

en el punto de equilibrio entre el inductor y la maquinaria de expresión. En estas 

condiciones, se observó el mismo comportamiento para todos los antibióticos probados: 

una reducción en la fracción heteróloga (Figura 33). Por tanto, no sería distinguible su 

acción. 

 

Por otro lado, según la comparación directa entre las curvas de fluorescencia, sí fue 

posible diferenciar el efecto de antibióticos con distintos blancos de acción. No obstante, 

esta diferencia sólo fue observada mediante la rapidez en que la fluorescencia disminuía. 

Aquellos antibióticos que afectaban la actividad de la ARNP-Mtb, como RIF y RFX, 

causaron una caída lenta y posteriormente abrupta. En cambio, Cefuroxima y 

Cloranfenicol, que afectan a E. coli, causaron una caída más rápida y progresiva, 

probablemente producto del estrés ejercido sobre la bacteria. 

B. Discusión detallada de los experimentos 

 

1. Estableciendo condiciones y variables de los ensayos de inhibición  

En este proyecto, se determinaron condiciones como en qué momento y cuánto del 

antibiótico seleccionado hay que añadir al cultivo para ver efectos significativos en el 

crecimiento del chasís y en la actividad de la ARNP-Mtb. Para ello, primero se comprobó 

la susceptibilidad antibiótica de la Bacteria Reportera mediante un ensayo de punto final, 

utilizando concentraciones cercanas a la MIC de Cefuroxima y Cloranfenicol para E. coli.  
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En segundo lugar, se realizaron ensayos basados en el tiempo y concentración adecuados 

para ver efectos en el crecimiento y/o la fluorescencia. De acuerdo con los resultados, al 

tiempo de 2 h 30 min y utilizando concentraciones pre-inhibitorias en una curva dosis-

respuesta, se observó la acción de cada antibiótico sobre la viabilidad de la Bacteria 

Reportera y/o sobre la actividad de la ARNP-Mtb. En esta segunda parte, se analizará con 

mayor profundidad el establecimiento de condiciones para un protocolo eficaz orientado 

al cribado de antibióticos. 

 

Diferencias del protocolo propuesto para el uso de la Bacteria Reportera, con respecto 

a un protocolo convencional de susceptibilidad antibiótica 

Las concentraciones de trabajo seleccionadas para Cefuroxima y Cloranfenicol fueron 

determinadas a partir de ensayos de punto final en los que se confirmó un efecto 

bactericida en la Bacteria Reportera. Estos fueron seguidos de ensayos en placa multipozo 

en los que se añadió el antibiótico al cultivo y se observó su efecto en el tiempo, tanto en 

el crecimiento como en la fluorescencia. Para ello, el rango de concentraciones analizadas 

fue escogido en base a las diluciones dobles seriadas que son empleadas comúnmente en 

los ensayos de susceptibilidad del tipo microdilución en caldo (79). 

 

No obstante, en dichos ensayos de susceptibilidad se usa una concentración bacteriana de 

5x105 CFU/mL (OD: 0.0004) y el antibiótico es agregado al inicio para medir su efecto 

en el tiempo (79). En cambio, durante los ensayos de inhibición realizados con este 

sistema recombinante, se utilizó como concentración inicial del cultivo 12,5 x 106 

CFU/mL (OD: 0.01). Esto representa un cultivo 25 veces más concentrado que la cantidad 

indicada para los ensayos de susceptibilidad. 

 

Conforme al trabajo doctoral de K. Espinoza, la concentración inicial del cultivo en el 

ensayo de inhibición fue establecida para rápidamente reactivar el crecimiento del cultivo 

y para posteriormente priorizar la síntesis de la proteína heteróloga (76). Al igual que en 

los cultivos productivos bifásicos (Revisar Marco Teórico), estas condiciones fueron 

previamente establecidas para maximizar el rendimiento de las proteínas recombinantes. 

 

De acuerdo con nuestros resultados, a la concentración bacteriana establecida por K. 

Espinoza (OD:0.01) se evidenciaron alteraciones en el crecimiento y/o en la producción 
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de fluorescencia después de inocular el antibiótico. Por el contrario, trabajar con 

concentraciones de cultivo más bajas implicaría prolongar el tiempo antes de añadir el 

inductor o que las bacterias sobrevivientes no generen una cantidad significativa de 

fluorescencia.  

 

Concentración óptima 

Si bien en el ensayo de punto final la adición de cada antibiótico consiguió inhibir el 

crecimiento de la Bacteria Reportera, en los ensayos en placa multipozo para CFX y CAM 

se observaron resultados distintos. Este contraste se debería a que en cada experimento se 

utilizaron diferentes concentraciones de cultivo bacteriano. Para el experimento de punto 

final, se picó una colonia para añadirla en medio líquido y después se incubó por una hora 

antes de añadir el antibiótico. Esto indicaría que la densidad óptica debe haber sido 

considerablemente más baja que la empleada para el ensayo de placa multipozo 

(OD:0.01). 

 

Además, la actividad farmacodinámica de cada antibiótico es distinta. CFX inhibe la 

formación de la pared celular durante el crecimiento bacteriano, por lo que presenta una 

actividad dependiente del tiempo (80). Por otro lado, CAM es un antibiótico que inhibe a 

los ribosomas de manera reversible, por lo que su actividad es dependiente de la 

concentración de antibiótico (80). Por esta razón, tanto la concentración inicial del cultivo 

como la actividad de cada antibiótico serían las razones por las que se observaron 

comportamientos tan diferentes en dichos experimentos.  

 

Tiempos de inoculación del antibiótico 

Se evaluó el impacto del antibiótico sobre la Bacteria Reportera en tres momentos del 

experimento, para identificar el momento en que se pueda observar efectos significativos 

en el crecimiento y/o en la fluorescencia (Figuras 6 y 7). Los primeros experimentos en 

las placas multipozo con Cefuroxima indicaron que agregar el antibiótico a las 4 h 15 min 

resultaba en una reducción insignificante en la tasa de crecimiento (Figura 5). Esta 

observación podría estar relacionada con la fase de crecimiento en el momento en que se 

añade el antibiótico al cultivo. De hecho, la adición del antibiótico a 4 h 15 min fue 

considerablemente tardía. En cambio, en el ensayo de susceptibilidad antibiótica (Figura 
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21), Cefuroxima se añadió desde el comienzo de la fase de adaptación (al inicio del 

ensayo), momento en el cual se verificó su máxima eficacia antibacteriana (81).  

 

En fases de crecimiento posteriores a la fase de adaptación, también podría haber ocurrido 

un efecto de inóculo. Este fenómeno, conocido en compuestos betalactámicos como 

Cefuroxima (82), se percibe como una disminución en la actividad antibiótica a medida 

que la población bacteriana aumenta (83). Esto genera que la cantidad de moléculas de 

antibiótico por bacteria sea cada vez menor, haciendo que la dosis administrada al cultivo 

se vuelva insuficiente (83,84). Dicho comportamiento es semejante al visto en el 

experimento en el que se adicionó Cefuroxima a mayor tiempo.  

 

Adicionalmente, es probable que en el cultivo haya habido bacterias metabólicamente 

inactivas (85). Se ha documentado que esta divergencia en el crecimiento del cultivo 

brinda una ventaja de supervivencia a la población en momentos de estrés como la adición 

de antibióticos (85,86). Al no haber división celular en estas bacterias, la transcripción de 

las PBP se reduce y la Cefuroxima se vuelve ineficaz (87). En el caso de la fluorescencia, 

la menor producción de la GFP se debería a una reducción en la síntesis de proteínas, 

causado por el estado de baja energía de las bacterias.  

 

Por el contrario, al añadir el antibiótico en fases tempranas, se observó un mayor efecto 

inhibitorio en el crecimiento y en la fluorescencia (Figuras 6 y 7). Esto también fue 

corroborado para Cloranfenicol (Figura 8), un antibiótico cuya actividad no es 

perjudicada por el efecto de inóculo (88). Los ensayos de inhibición con las condiciones 

establecidas para cada antibiótico serán discutidos detalladamente en las secciones 

posteriores.  

 

Efecto del solvente en los ensayos de Cefuroxima 

Durante los ensayos preliminares con Cefuroxima, se observó un efecto acumulativo en 

la fluorescencia, el cual se sospechó que podría estar relacionado con la presencia del 

solvente DMSO (Figuras 11 y 12). Investigaciones previas han reportado que la 

exposición al DMSO aumenta la fluorescencia de GFP (89,90). Además, se ha observado 

en estudios in vivo e in vitro que este solvente puede actuar como un agente aclarador, es 

decir, incrementando la emisión de fluorescencia y reduciendo la dispersión de luz (91).  
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Por otro lado, se ha documentado que el DMSO altera el transcriptoma de E. coli aun a 

concentraciones inocuas, regulando positiva o negativamente la expresión de diversos 

genes (92). Estas observaciones conducen a la hipótesis de que este solvente tendría un 

efecto físico en la visualización de GFP y además, que podría mejorar la eficiencia de 

transcripción de genes heterólogos. Sin embargo, para confirmar estas hipótesis, se 

requerirá realizar investigaciones adicionales. 

 

Respecto al crecimiento bacteriano, se observó que las concentraciones de DMSO 

evaluadas en los ensayos no produjeron cambios (Figura 13). Aunque el DMSO tiene un 

efecto bacteriostático en E. coli a concentraciones superiores a 8% (93), se ha reportado 

que también posee un efecto protector (92,94). En efecto, un estudio reportó que el DMSO 

contrarrestaba la muerte causada por ROS (especies reactivas de oxígeno) cuando este 

fue añadido a células de E. coli junto con cuatro antibióticos, incluida la Ampicilina (94). 

Sin embargo, este efecto dependería de la dosis administrada. Otra investigación 

demostró que incluso a concentraciones mínimas del 1% y 2.5%, la producción de ROS 

en E. coli se redujo en casi un 78% y un 74%, respectivamente (92).  

 

En los ensayos con CFX no se observó una reducción concreta en el crecimiento 

bacteriano, por lo que no puede descartarse que el solvente haya interferido en la actividad 

del antibiótico. No obstante, es importante recordar que con el propósito de eliminar la 

influencia del DMSO en la fluorescencia y el crecimiento, en este trabajo se igualaron las 

concentraciones finales del solvente para todas las concentraciones de CFX. 

 

Ensayo de localización de fluorescencia 

Para evaluar el mecanismo de acción de la Cefuroxima, se llevó a cabo un experimento 

de localización de GFP después del ensayo de inhibición. En presencia de diferentes 

concentraciones de DMSO, se observó una proporción ligeramente mayor de 

fluorescencia en el interior de la bacteria (Figura 14a). De igual manera, esta proporción 

se mantuvo cuando las concentraciones del solvente fueron igualadas y solo variaba la 

concentración del antibiótico (Figura 14b).  

 

Naturalmente, la proteína GFP no es excretada al medio extracelular (60). A su vez, la 

tolerancia de E. coli hacia solventes orgánicos depende de su membrana externa, la cual 
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actúa como una barrera para sustancias apolares mediante modificaciones en la 

composición lipídica de la membrana y en la proporción de bombas de eflujo (95,96). 

Según el trabajo de Dyrda et al. (97), la exposición a partir de 4.8% de DMSO puede 

alterar mínimamente la fluidez de la membrana externa de E. coli. Esta información 

podría explicar por qué no se observaron diferencias entre ambas condiciones.  Por otro 

lado, esto también indicaría que el solvente a diferentes concentraciones no habría 

afectado la permeabilidad de la bacteria (se mantiene la misma proporción de 

fluorescencia en ambas condiciones). 

 

2. Efecto de diferentes concentraciones de Cefuroxima  

Se evaluó a la Bacteria Reportera a varias concentraciones de Cefuroxima para analizar 

su efecto sobre el chasís y sobre la ARN-Mtb. Una vez establecidas las concentraciones 

y el tiempo, se desarrollaron ensayos de inhibición con diferentes concentraciones de 

Cefuroxima y a dos tiempos de inoculación del ATB: a) al mismo tiempo en que se agrega 

el IPTG (1 h 45 min) y b) 45 min después de añadir IPTG (2 h 30 min).  

 

En la primera hipótesis se postuló que un antibiótico que afecta únicamente la viabilidad 

de la Bacteria Reportera tendría un efecto indirecto en la fluorescencia, el cual se debería 

a la reducción del crecimiento bacteriano. Efectivamente, se observó que a mayor 

concentración de CFX, hay una reducción en fluorescencia (Figuras 16 y 18). Sin 

embargo, no hubo una previa disminución en el crecimiento (Figuras 15 y 17). Por el 

contrario, se observó un rápido aumento en la tasa crecimiento después de añadir el 

antibiótico (Figuras 19 y 20). Además, sólo en el experimento de susceptibilidad 

antibiótica se confirmó muerte celular causada por Cefuroxima (Figura 21).  

 

Bajo condiciones de estrés, como cambios de temperatura o la adición de antibióticos 

(98–100), la morfología bacteriana puede ser alterada. Uno de estos fenómenos se llama 

filamentación celular, un proceso por el cual la bacteria es incapaz de dividirse al ser 

impedida la formación de un septo en la pared celular (101). Sin embargo, esto no limita 

su proliferación celular o la síntesis de biomasa. En consecuencia, las bacterias 

filamentosas crecen sin capacidad de separarse, aumentando su probabilidad de morir por 

lisis celular (38). 

 



64 
 

Se ha reportado que la actividad de betalactámicos en E. coli genera filamentación, lo que 

resulta en un aumento en la densidad óptica. Según el estudio de Spratt (102), los 

betalactámicos que inhiben a las transpeptidasas de E. coli PBP3 y PBP1 evitan la división 

celular y la elongación celular, respectivamente. Por lo tanto, la unión de CFX a PBP3 

produce filamentación, mientras que a mayores concentraciones, su unión a otras PBPs 

causa otras alteraciones morfológicas (formación de esferoplastos y lisis celular sucesiva) 

(27,29).  

 

Asimismo, los resultados del estudio de Stevenson et al. (103) demostraron que la adición 

de concentraciones subletales de Ampicilina incrementaba la densidad óptica, debido al 

mayor tamaño de los filamentos y no por un aumento en el número de células. Esto puede 

provocar que los valores de OD se desvíen de los valores reales del crecimiento, por causa 

de la mayor dispersión de luz producida por el tamaño de las bacterias (104). Estas 

informaciones podrían explicar el aumento en el crecimiento y en las tasas de crecimiento 

con este antibiótico.  

 

Teniendo en cuenta los fenómenos descritos, se recomienda tomar con precaución los 

datos de densidad óptica. Dado que no se pudo distinguir si la turbidez medida en el 

cultivo con CFX corresponde a células vivas o muertas, no fue posible determinar la 

actividad del antibiótico sobre el chasís.  A su vez, probablemente las tasas de crecimiento 

hayan sido simplemente un reflejo directo de los datos de OD registrados y que fueron 

usados para generar las gráficas. En futuros ensayos de inhibición, la calibración del 

espectrofotómetro y/o la revisión del cultivo mediante microscopía ayudarían a confirmar 

si realmente ocurrió una reducción en la densidad bacteriana por causa del antibiótico. 

 

Por otro lado, la fluorescencia normalizada experimentó una reducción progresiva a 

mayores concentraciones de Cefuroxima (Figuras 16 y 18). Aunque su mecanismo de 

acción no está directamente relacionado con la actividad de ARNP-Mtb, es probable que 

la Cefuroxima haya afectado indirectamente la fluorescencia al inhibir procesos 

metabólicos asociados al ensamblaje de la pared celular (33,34) y mediante la producción 

de ROS en el citoplasma (35,37). Adicionalmente, esta última actividad habría dañado a 

múltiples macromoléculas. Bajo estas condiciones de estrés metabólico, la producción de 

GFP podría haber pasado a un segundo plano para priorizar la supervivencia de la célula. 
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Adicionalmente, la inducción con IPTG generó un gasto metabólico importante en la 

bacteria (105), lo que podría haber incrementado el estrés causado por el antibiótico. Por 

ende, estas informaciones respaldarían la disminución de fluorescencia causada por CFX.  

 

Finalmente, de acuerdo con los métodos descritos, la obtención del stock del antibiótico 

fue realizada de forma artesanal y sin confirmación de ningún estándar. Por lo tanto, se 

considera que el uso de este antibiótico fue exploratorio y sería necesario repetir los 

ensayos con un antibiótico estándar de Cefuroxima a futuro para confirmar lo reportado 

en este trabajo. 

 

3. Efecto de diferentes concentraciones de Cloranfenicol  

Se utilizó Cloranfenicol para evaluar la inhibición de la traducción y su efecto tanto en la 

producción de la proteína heteróloga como de las proteínas nativas del chasís.  

 

Como tercera hipótesis, se postuló que aquellos antibióticos que inhiben directamente la 

actividad de ARNP-Mtb generarían una reducción en la expresión de GFP de manera 

relativamente temprana y no necesariamente acoplada a una reducción del crecimiento. 

A diferencia de los antibióticos anteriores, la actividad de Cloranfenicol está dirigida a 

los ribosomas. Esto quiere decir que suprimirá la traducción de todos los transcritos 

producidos por la ARNP de E. coli, la ARNP del sistema T7 y la ARNP de M. 

tuberculosis. Durante los ensayos preliminares con CAM añadido a 2 h 30 min, se 

demostró una función muy rápida y letal por parte de este antibiótico (Figura 8). Esto se 

debería a la gran afinidad por los ribosomas y rápida difusión al interior de E. coli 

(106,107). Por tanto, para ver variaciones leves en la fluorescencia y crecimiento, fue 

necesario definir las concentraciones adecuadas de antibiótico (Figuras 9 y 10).  

 

Como fue esperado, al agregar concentraciones sub-inhibitorias de CAM 45 minutos 

después de la inducción, se visualizó una reducción rápida y de forma simultánea en el 

crecimiento y en la fluorescencia (Figuras 22, 26 y 23). Por otro lado, cuando se agregó 

CAM al mismo tiempo de la inducción (como fue hecho para Rifampicina y Rifaximina), 

la fluorescencia también disminuyó (Figura 25). Sin embargo, el crecimiento se mantuvo 

constante y la tasa de crecimiento no se redujo a mayores concentraciones (Figuras 24 y 

27).  
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Estas diferencias en los resultados podrían atribuirse al estrés generado por el antibiótico. 

Se ha reportado que Cloranfenicol es muy eficaz durante el crecimiento exponencial 

(108), etapa en donde casi la mitad de la energía total es invertida en la traducción de 

proteínas (109). Dentro de un sistema recombinante como la Bacteria Reportera, parte del 

pool de ribosomas activos sería empleado para sintetizar las proteínas que conforman el 

circuito sintético: la ARNP-T7, ARNP-Mtb y GFP. Esta demanda adicional representaría 

una carga metabólica para el metabolismo y generaría una respuesta de estrés celular (69). 

Asimismo, esta situación sería exacerbada al añadir el antibiótico tiempo después de la 

inducción, ya que el número de ribosomas activos se reduciría aún más, limitando la 

producción de fluorescencia (110).  

 

Por otra parte, cuando se adicionó simultáneamente el inductor y el antibiótico, se vio 

mayor estabilidad en el crecimiento y poca reducción en la tasa de crecimiento. Se ha 

reportado que las bacterias son capaces de adaptar rápidamente su metabolismo cuando 

son expuestas tempranamente a eventos de estrés, como es la adición de antibióticos 

(111). Ya que al momento de añadir el antibiótico no estaba activo el circuito de IPTG y 

el cultivo aún estaba relativamente fresco, las células bacterianas podrían haber 

modificado su metabolismo de forma que puedan maximizar su crecimiento bajo esa 

condición de estrés. Esto podría explicar por qué la bacteria no experimentó cambios 

mayores en su crecimiento, pero sí en la producción de proteínas. 

 

4. Comparación de actividad antibiótica en E. coli, ARNP-Mtb y ribosomas 

Actividad de antibióticos en el tiempo 

Rifampicina, Rifaximina, Cloranfenicol y Cefuroxima tuvieron efectos distintos ya sea 

en el chasís o en la actividad de la enzima heteróloga de Mtb. En este trabajo se evaluó la 

actividad de CAM y CFX, midiendo su efecto en el chasís a través del crecimiento 

bacteriano y para censar el efecto sobre la proteína heteróloga se midió fluorescencia. 

Posteriormente, los resultados fueron comparados con los reportados para RIF y RFX, 

bajos las mismas condiciones. 

 

En las condiciones en las que se compararon los efectos de CAM y CFX (Tiempo de 

adición: 1 h 45 min), no se detectó una disminución en el crecimiento (Figuras 31a y 31b). 

Como se mencionó en secciones anteriores, ante la posibilidad de fenómenos como el 
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efecto de inóculo y filamentación, no es posible determinar el efecto real de CFX en la 

viabilidad de la bacteria. De forma semejante, cuando se añadió CAM se observó poca 

reducción en la tasa de crecimiento. Los resultados fueron confirmados por un ensayo de 

inhibición con ambos antibióticos a 5 µM bajo las mismas condiciones (ver Anexos: 

Figuras A4-A5). Dado que aparentemente el crecimiento del chasís no fue afectado, se 

procedió a comparar los efectos de los antibióticos sobre la actividad de la enzima de M. 

tuberculosis. 

 

A diferencia del crecimiento, se observaron diferencias en la producción de fluorescencia 

con todos los antibióticos evaluados. Al comparar los datos reportados de RIF y RFX con 

los resultados de CFX, fue notable primero la caída lenta y posteriormente abrupta en la 

producción de fluorescencia en los dos primeros (Figuras 29a y 30a). Este 

comportamiento no se esperaba, dado que ambos antibióticos actúan inhibiendo 

directamente el inicio de la transcripción. En el caso de CAM, su blanco de acción se 

encuentra en la última etapa de la expresión proteica, la traducción, por lo que se esperaba 

una reducción temprana en la producción de la fluorescencia (Figura 32a). En contraste, 

CFX interfiere en la construcción de la pared de peptidoglucano; por ende, no se esperaba 

una disminución directa en la producción de GFP. Aun así, se observó que en su presencia 

hubo una reducción rápida y progresiva (Figuras 29b, 30b y 32b), lo que podría deberse 

a un efecto indirecto en la maquinaria interna (concordando parcialmente con la segunda 

hipótesis postulada). 

 

Probablemente para Cefuroxima, la caída rápida y progresiva en la producción de 

fluorescencia fue causada por un conjunto de cambios metabólicos en la bacteria, una 

característica de la forma en que actúan los antibióticos bactericidas (112). Uno de los 

efectos principales es el aumento de ROS (36,37), promovido por alteraciones en la 

respiración celular (113) y ciclos metabólicos fútiles (34,114). Aunque estos procesos no 

estén ligados directamente a la expresión de GFP, es posible que el estrés oxidativo 

perjudique la estabilidad de macromoléculas como el ADN y el correcto funcionamiento 

de varias proteínas, que incluso podrían estar asociadas a la producción de fluorescencia. 

A su vez, para contrarrestar el efecto de CFX, la célula activaría mecanismos de 

sobrevivencia, como la respuesta SOS y respuesta al estrés oxidativo (100,115). Esta 



68 
 

acción también podría haber desplazado cualquier otro circuito metabólico que no sea 

vital para la bacteria, como la actividad de la enzima heteróloga. 

 

Por otro lado, según la tercera hipótesis, con CAM, RIF y RFX se esperaba una reducción 

temprana en la fluorescencia debido a sus mecanismos de acción. Sin embargo, dicha 

característica sólo fue observada con CAM. En el caso de RIF y RFX, los ensayos fueron 

realizados a concentraciones cercanas a la MIC50 y la MIC90 para M. tuberculosis, 

siendo esta bacteria más sensible que E. coli (40,43). Probablemente, esta observación de 

una demora en la reducción de la fluorescencia se deba a factores como la vida media de 

los transcritos de GFP y la disponibilidad de enzimas heterólogas no inhibidas. En el caso 

de CAM, es posible que la menor cantidad de ribosomas disponibles para la traducción 

de las proteínas recombinantes haya limitado la fluorescencia (110).  

 

Actividad de antibióticos de acuerdo con un modelo matemático 

El análisis de los datos de crecimiento y producción de fluorescencia es complejo, y para 

su interpretación es útil observarlo a través de un modelo que explica con parámetros 

cinéticos la producción de biomasa y la producción de proteínas heterólogas. Un modelo 

de asignación de biosíntesis (71–74) describe cómo la bacteria regula su capacidad de 

producción de proteínas, dividida en fracciones de proteoma, donde cada una de estas 

tiene una función de regulación en conjunto (p.ej. cAMP, ppGpp) y cumple un rol en la 

célula (p.ej. fijación de carbono, o síntesis de proteínas). Dado que el modelo indica 

cuánto de la biosíntesis total corresponde a la fracción heteróloga, se consideró que su 

aplicación ayudaría a descifrar el comportamiento de los antibióticos analizados sobre 

dicha fracción. 

 

Se comparó la actividad inhibitoria de 4 antibióticos sobre la fracción heteróloga: 

Cefuroxima, Cloranfenicol, Rifampicina y Rifaximina. Los datos experimentales fueron 

usados para generar la función de regulación a través del modelo (72). La hipótesis 

principal del presente trabajo postulaba que el sistema recombinante sería útil para 

discernir la actividad de antibióticos que afectan al chasís de los que afectan únicamente 

a la ARNP-Mtb. Sin embargo, en todos los casos, se observó un comportamiento 

inhibitorio sobre la fracción de la biosíntesis total correspondiente a la producción de GFP 

(Figura 33).  
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Cefuroxima 

Con Cefuroxima, en el modelo matemático se vio una disminución progresiva sobre la 

fracción heteróloga. Esto es semejante a lo observado en las gráficas de fluorescencia 

cuando Cefuroxima es añadida a 1 h 45 min (Figura 19). No obstante, en el modelo se 

esperaba observar que este antibiótico no modificara la fracción heteróloga, ya que su 

actividad está asociada a la fracción estructural (ΦQ). Dicho resultado podría deberse a 

que el modelo utiliza como base los datos de densidad óptica y fluorescencia, por lo que 

este comportamiento en la gráfica no necesariamente se debería un efecto inhibitorio 

sobre la fracción heteróloga, sino más bien, a una consecuencia de la reducción en la 

fluorescencia. 

 

Asimismo, teniendo en cuenta el efecto multifuncional de los betalactámicos antes 

descrito (34,37,113), es posible que este haya impactado a otras moléculas del 

metabolismo celular de E. coli. El aumento de estrés en la bacteria causaría una reducción 

de forma indirecta en la actividad de ARNP-Mtb y, por ende, menos GFP sería producida.  

 

Rifaximina y Rifampicina 

Los antibióticos con mayor efecto represor en la síntesis de la proteína heteróloga fueron 

Rifaximina y Rifampicina. Este efecto fue diferente al observado en las gráficas de 

fluorescencia normalizada citadas del trabajo de K. Espinoza (76), en donde se visualizó 

una reducción más lenta en la fluorescencia. Esta información apoyaría que, aun no 

estando a una concentración letal para M. tuberculosis y no letal para E. coli, ambos 

antibióticos inhiben directamente la actividad de ARNP-Mtb y con ello, reducen 

fuertemente la fracción heteróloga. 

 

Cloranfenicol 

Finalmente, Cloranfenicol presentó una actividad inhibitoria más fuerte a medida que la 

concentración aumentaba. Al ser un represor ribosomal, afecta la expresión de la proteína 

heteróloga y del resto del proteoma, aumentando el ratio de ARN/proteínas o la fracción 

proteómica productora (ΦR) (74,113). A su vez, esta modulación reprimiría a la fracción 

de consumo (ΦC) (74), debido a la acumulación de precursores en el interior celular. Por 

ende, no se esperaba que hubiera una reducción en la fracción heteróloga.  
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Es probable que esta disminución se deba a que la cantidad limitada de ribosomas activos 

fue redistribuida principalmente entre los procesos metabólicos asociados a la 

supervivencia bacteriana y al estrés (110). En consecuencia, dicho comportamiento habría 

reducido la producción de fluorescencia, aunque la fracción heteróloga no haya sido 

afectada directamente. 

 

Perspectivas 

Analizando los resultados de las comparaciones directas de curvas y del modelo 

matemático, podemos decir que no hay una respuesta exacta que confirme que en este 

sistema recombinante se pueda discernir los efectos de los antibióticos seleccionados que 

afectan a la actividad de esta enzima de aquellos que impactan la supervivencia de la 

célula hospedera. Por un lado, el modelo matemático señala que todos presentan un efecto 

inhibitorio sobre la biosíntesis que corresponde a la fracción heteróloga. Sin embargo, las 

comparaciones directas en las gráficas de fluorescencia muestran comportamientos 

específicos para aquellos antibióticos que afectan a la ARNP-Mtb y los que afectan a E. 

coli. Por ejemplo, aquellos que afectan a la ARNP-Mtb producen una caída lenta y 

abrupta, mientras que aquellos que afectan al chasís producen un efecto rápido y de 

manera progresiva en el tiempo. 

 

Siendo solo 4 los antibióticos comparados, sería necesario evaluar otros fármacos de las 

mismas familias para determinar si estas características se agrupan de manera consistente 

con sus mecanismos de acción.  Por lo tanto, se requiere analizar más antibióticos para 

continuar evaluando sus efectos sobre el chasís y en la enzima heteróloga. Algunas de las 

posibles de opciones de antibióticos a ser probados se presentan en la siguiente tabla: 

 

Tabla 4. Antibióticos que podrían ser empleados para continuar evaluando al sistema 

recombinante. 

Clase Blanco de acción 

Aminoglucósidos Unión a LPS, ribosomas y a mRNA 

Quinolonas Replicación de ADN 

Trimetropin-sulfametoxazol Metabolismo de precursores de ácidos nucleicos 

Carbapenems / Penicilinas Síntesis de pared celular 
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Limitaciones y recomendaciones 

Ciertamente, con la metodología empleada en este proyecto, no se logró determinar con 

exactitud qué ocurría en el interior de la Bacteria Reportera. Por consiguiente, se investigó 

sobre las posibles causas de los efectos vistos en el crecimiento bacteriano y/o en la 

fluorescencia durante los ensayos de inhibición. 

 

En relación con los ensayos de inhibición con Cefuroxima, no se observó una disminución 

en el crecimiento bacteriano bajo las condiciones establecidas. Únicamente en el ensayo 

de susceptibilidad antibiótica pudo comprobarse que el tiempo de inoculación y la 

concentración de inóculo eran factores determinantes para ver un efecto bactericida sobre 

el crecimiento.  Además, en los ensayos de punto final, no se midió la concentración 

inicial del cultivo antes de añadir el antibiótico. Esta información habría sido útil para 

comparar el efecto de Cefuroxima a diferentes concentraciones del inóculo.  Por lo tanto, 

se sugiere considerar la farmacodinámica del antibiótico en futuros ensayos, evaluando si 

el efecto del antibiótico varía en función del tiempo o de la concentración.  

 

En caso se desee explorar el uso del sistema recombinante para analizar otros antibióticos 

betalactámicos, se recomienda modificar la concentración inicial del cultivo o suministrar 

más dosis del antibiótico en menos tiempo para evitar efectos de inóculo. 

 

Adicionalmente, el sistema recombinante actual no posibilita la observación directa del 

efecto de los antibióticos sobre la transcripción. Esto se debe a que en los ensayos de 

inhibición se mide únicamente la fluorescencia de la GFP, que corresponde al producto 

final de la transcripción (mediada por la ARNP-Mtb) y de la traducción. Sin embargo, los 

transcritos de la GFP pueden ser traducidos múltiples veces, lo que impide que la 

fluorescencia medida sea un reflejo directo de la actividad de la ARN polimerasa de M. 

tuberculosis. Por ello, se propone a futuro modificar el sistema para medir directamente 

la síntesis de los ARN mensajeros producidos por la enzima heteróloga. 

 

Este trabajo también evidenció que es necesario implementar algunas mejoras en el 

modelo matemático presentado. Actualmente, el modelo está diseñado para un circuito 

sintético simple. Sin embargo, la Bacteria Reportera produce una proteína heteróloga y 

una proteína reportera (ARNP-Mtb y GFP, respectivamente), en la que una es sintetizada 
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en función de la otra. Como fue observado en este trabajo, sólo se está representando la 

fracción heteróloga mediante la expresión final de GFP. Por tal motivo, es probable que 

la gráfica obtenida del modelo no sea muy precisa describiendo la actividad de los 

antibióticos evaluados en el sistema recombinante. Aun así, esta retroalimentación 

contribuirá a la mejora de esta herramienta para explicar, a través de un abordaje 

matemático, el comportamiento de sistemas recombinantes más complejos.



73 
 

VIII. Conclusiones 

Se utilizó la Bacteria Reportera desarrollada en el Laboratorio de Moléculas Individuales 

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, con el objetivo de evaluar el efecto de 

diversos antibióticos y discernir entre aquellos que inhiben la producción de la proteína 

heteróloga de los que afectan a la bacteria hospedera.  

 

En base a nuestros resultados, se puede concluir lo siguiente: 

• Los antibióticos que afectan a la proteína heteróloga y los que afectan al chasís 

(Cefuroxima, Rifampicina, Rifaximina y Cloranfenicol) causaron una caída de la 

producción de fluorescencia, sin necesariamente generar siempre una reducción 

en el crecimiento.  

• A pesar de que se observó el mismo comportamiento inhibitorio entre los 

antibióticos comparados, estos presentaron diferencias en la rapidez con que 

disminuía la producción de fluorescencia. 

• Como fue observado en las curvas y tasas de crecimiento, la Bacteria Reportera 

es sensible a pequeñas variaciones en la concentración de antibiótico, siendo 

posible observar cambios en el crecimiento y en la producción de fluorescencia. 

• El protocolo establecido para los ensayos de inhibición es adaptable para el 

desarrollo, por ejemplo, de ensayos de susceptibilidad antibiótica dirigidos a la 

actividad de la ARNP-Mtb.  

• Con las variables establecidas, el sistema puede ser útil para evaluar compuestos 

con actividad antibiótica sobre la ARNP-Mtb, sin tener que emplear organismos 

que representen mayor riesgo a la salud, altos costos por equipamiento y 

experiencia del personal.  

• Aun así, se requiere evaluar más antibióticos con actividad sobre el chasís, con 

el propósito de continuar estudiando su actividad sobre el sistema heterólogo.
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X. Anexos 

Tabla A1. Preparación de medio mínimo suplementado 

Reactivos Concentración de Stock Concentración final 

Medio M9 5X 1X 

MgSO4 1M 1mM 

CaCl2 1M 0.1mM 

Glucosa  20% 0.24% 

Cas aminoácidos 10% 0.2% 

Agua MiliQ (para enrazar a 

volumen deseado) 

-- -- 

 

Protocolo N°1: de ensayo de punto final 

Se preparó un preinóculo de 3 mL a partir de una colonia picada de la BR, y se dejó 

incubando por aproximadamente una hora, a 220 RPM y a 30°C. Transcurrido este 

tiempo, se adicionó un mililitro de preinóculo a dos tubos de 1.5 mL. En seguida, a uno 

de estos tubos se le añadió la concentración seleccionada de antibiótico, mientras que el 

otro se mantuvo como la condición control (sin antibiótico). Ambos tubos fueron 

incubados durante toda la noche bajo las mismas condiciones y al siguiente día se midió 

su densidad óptica final. 

 

Protocolo N°2: de ensayo de inhibición 

Se siguió el protocolo de transcripción in vivo detallado en la tesis doctoral de K. Espinoza 

(76). Primero, se prepararon placas Petri con aproximadamente 20 mL de medio LB junto 

con el antibiótico correspondiente para cada bacteria. Las concentraciones de Ampicilina 

y Cloranfenicol fueron 0.1 mg/L y 0.034 mg/mL, respectivamente. Una vez que el medio 

se solidificó, las bacterias fueron sembradas a partir de un cultivo criopreservado y 

posteriormente fueron incubadas a 30°C durante toda la noche para su crecimiento. Al 

día siguiente, se preparó un preinóculo para cada bacteria; para ello, se tomó una colonia 

de la placa Petri y se inoculó en un tubo con medio mínimo suplementado (ver 

componentes en Anexos: Tabla A1) junto con el antibiótico correspondiente y se incubó 

durante toda la noche a 30°C y a 200 RPM. 

 

Al siguiente día, se extrajo un volumen de 450 µL de cada preinóculo y se diluyó a la 

mitad con medio fresco sin antibiótico en tubos de 1.5 mL. Este paso se hizo para medir 

la absorbancia del cultivo a 600 nm. Posteriormente, las diluciones fueron centrifugadas 
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durante 10 minutos a 4500 RPM. Durante este intervalo, se realizaron los cálculos de los 

volúmenes de cada dilución y del medio requeridos para que el cultivo de cada bacteria 

tenga una densidad óptica de 0.01 al inicio del experimento en placa multipozo. Cabe 

resaltar que la concentración inicial del inóculo fue previamente establecida en el trabajo 

de K. Espinoza (76). Tras la centrifugación, se eliminó cuidadosamente el sobrenadante 

de cada tubo y el pellet bacteriano fue resuspendido en medio fresco con su antibiótico 

correspondiente. Con los cálculos hechos, en tubos estériles se preparó las nuevas 

diluciones con una OD igual a 0.01. 

 

Posteriormente, los volúmenes de cultivo resultantes fueron sembrados en una placa 

multipozo estéril (esquema completo de la placa del experimento en Anexos: Figura A1), 

colocando 200 µL de cultivo por pozo. Las condiciones, tanto con IPTG como sin IPTG, 

se evaluaron por triplicado (3 pozos).  Una vez preparada la placa, esta fue incubada en 

un lector de placas con agitación, previamente configurado para efectuar mediciones de 

densidad óptica y fluorescencia de la GFP (GFP, excitación 485nm / emisión 510 nm) 

cada 15 minutos durante 13 horas, a una temperatura constante de 30°C. Para los ensayos 

fue utilizado el elector de placas multipozo TECAN Infinite M Plex. 

 

Para la inducción, se pausaba el lector momentos antes de cumplirse las dos horas desde 

el inicio del experimento (aproximadamente a una OD equivalente a 0.02), tiempo 

establecido por K. Espinoza (76) y se adicionaba 0.25 mM de IPTG a la zona de la placa 

asignada para esta condición.  

 

Para la evaluación de inhibidores, primero se probaron concentraciones cercanas o iguales 

a la MIC reportada sobre el crecimiento y se estableció que el tiempo más adecuado para 

inocular el antibiótico sería a las 2 h 30 min.  Al terminar el ensayo en el lector de placas, 

se extrajeron los datos y se realizaron los análisis de curvas, tasas de crecimiento y 

producción de fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 



83 
 

 

Placa: Ensayo de inhibición 

Bacterias empleadas BR BC BR BR BR BR BR BR BR BR  

CON INHIBIDOR X [0] [0] [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8]   

Sin IPTG 

H20  H20  H20  H20   H20 H20  H20  H20  H20  H20  H20  H20  

H20                      H20  

H20                      H20  

H20                     H20  

Con IPTG 

H20                     M 

H20                     M 

H20                     M 

H20   H20  H20 H20   H20  H20 H20  H20  H20   H20 H20   H20 

Figura A1. Esquema convencional de la placa multipozo para los ensayos de 

inhibición. Se muestra una placa de 96 pozos, en la cual se evalúan 8 concentraciones de 

un inhibidor (el número de concentraciones puede variar por ATB), en presencia y 

ausencia de IPTG, cada condición se mide por triplicado. BR: Bacteria Reportera. BC: 

Bacteria control. M: Medio M9 suplementado (Blanco). Adaptado del trabajo de K. 

Espinoza (76). 

 

Placa: Ensayo de inhibición para Cefuroxima (sin efecto de DMSO) 

Bacterias empleadas BR BC BR BC BR BC BR BC BR BC  

CON INHIBIDOR X [0] [0] [1] [2] [3]   

CON % DMSO 0% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5%  

Sin IPTG 

H20  H20  H20  H20   H20 H20  H20  H20  H20  H20  H20  H20  

H20                      H20  

H20                      H20  

H20                     H20  

Con IPTG 

H20                     M 

H20                     M 

H20                     M 

H20   H20  H20 H20   H20  H20 H20  H20  H20   H20 H20   H20 

Figura A2. Esquema de la placa multipozo para los ensayos de inhibición con 

Cefuroxima (Efecto del solvente). Se muestra una placa de 96 pozos, en el cual se 

evalúan 3 concentraciones de Cefuroxima, en presencia y ausencia de IPTG, cada 

condición se mide por triplicado. A diferencia del anterior esquema, este muestra una 

condición control para DMSO, así como una misma concentración del solvente para todas 

las concentraciones de Cefuroxima. BR: Bacteria Reportera. BC: Bacteria Control. M: 

Medio M9 suplementado (Blanco). 
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Placa: Ensayo de inhibición para Cefuroxima (sin efecto de DMSO) 

Bacterias empleadas BR BC BR BR BR BR BR BR BR BR  

CON INHIBIDOR X [0] [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8]   

 % DMSO FINAL 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5%  

Sin IPTG 

H20  H20  H20  H20   H20 H20  H20  H20  H20  H20  H20  H20  

H20                      H20  

H20                      H20  

H20                     H20  

Con IPTG 

H20                     M 

H20                     M 

H20                     M 

H20   H20  H20 H20   H20  H20 H20  H20  H20   H20 H20   H20 

Figura A3. Esquema de la placa multipozo para los ensayos de inhibición con curva 

de Cefuroxima. Se muestra una placa de 96 pozos, en el cual se evalúan 8 

concentraciones de Cefuroxima, en presencia y ausencia de IPTG, cada condición se mide 

por triplicado. Después de determinar el efecto del solvente, se utilizó este esquema para 

realizar las curvas de concentración de Cefuroxima. El porcentaje de DMSO final 

mostrado es referencial. BR: Bacteria Reportera. BC: Bacteria Control. M: Medio M9 

suplementado (Blanco). 
 

 

Figura A4. Crecimiento de la Bacteria Reportera en presencia de Cloranfenicol y 

Cefuroxima, desde 1 h 45 min. 

 

Figura A5. Fluorescencia Normalizada de la Bacteria Reportera inducida, en 

presencia de Cloranfenicol y Cefuroxima, a 5 µM (ganancia 50). 
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Figura A6. Tasas de crecimiento y fluorescencia de la Bacteria Reportera a 5 μM de 

Cloranfenicol (CAM) y Cefuroxima (CFX). Tasas de crecimiento (rojo), tasas de 

fluorescencia (amarillo), densidad óptica (azul) y fluorescencia (verde) de la Bacteria 

Reportera a la misma concentración de Cloranfenicol y Cefuroxima (adicionados a 1 h 

45 min). Columna izquierda: Bacteria sin inducir. Columna derecha: Bacteria inducida. 

Datos de fluorescencia en ganancia 50. 
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Figura A7. Fluorescencia máxima de la Bacteria Reportera inducida, en presencia 

de diferentes concentraciones de Cefuroxima a 1 h 45 min (ganancia 50). 
 

 

 

 

Figura A8. Fluorescencia máxima de la Bacteria Reportera inducida, en presencia 

de diferentes concentraciones de Cloranfenicol a 1 h 45 min (ganancia 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Concentración de CFX (µM)

F
/O

D
0 µM

5 µM

10 µM

20 µM

25 µM

30 µM

35 µM

40 µM

0

200

400

600

800

1000

1200

Concentración de CAM (µM)

F
/O

D

0 µM

2 µM

4 µM

6 µM

8 µM

10 µM

12 µM

14 µM

16 µM



87 
 

 

 

Figura A9. Fluorescencia máxima de la Bacteria Reportera inducida, en presencia 

de diferentes concentraciones de Rifaximina a 1 h 45 min (ganancia 100). 

 

 

 

Figura A10. Fluorescencia máxima de la Bacteria Reportera inducida, en presencia 

de diferentes concentraciones de Rifampicina a 1 h 45 min (ganancia 100).
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