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A las personas con las que aprendi a explicar el mundo con bacterias, pero
especialmente a una persona que sin quererlo me mostro un mundo
maravilloso en el que las bacterias, quiza, no sean tan importantes.



Resumen

En este estudio investigamos el efecto de los estados fisiolégicos de swarming,
swimming y plantonico de Pseudomonas sp. sobre su resistencia al ciprofloxacino
y sobre la concentracion de oxigeno del medio. Realizamos induccion diferencial de
los 3 estados modificando la concentracion de agar del medio e hicimos ensayos de
resistencia por difusion de antibiético en agar al mismo tiempo estimamos la
concentracion de oxigeno final en el medio utilizando indicadores redox. El estado
que presentd mayor resistencia fue el plancténico, seguido del de swimming y
finalmente del swarming. Se detect6 una reduccion en la concentracion de oxigeno
en los estados de swimming y plancténico. Concluimos que la tasa metabdlica y la
concentracion de oxigeno se encuentran inversamente relacionadas con la

resistencia a antibiéticos.



Introduccién

El estudio de la resistencia bacteriana a los antibioticos es de trascendental
importancia por el enorme costo que esta ha tenido para la humanidad. Se estima
que en el 2007 se produjeron 400,000 infecciones por bacterias resistentes a
antibioticos, las cuales causaron 25,000 muertes en Europa. Al mismo tiempo, la
resistencia a los antibioticos genera un gasto de 55 mil millones de dolares anuales,
repartido entre gastos médicos y pérdidas laborales en Estados Unidos (Bush et al,
2011).

Los antibidticos son substancias que en concentraciones bajas en comparacion con
otros compuestos actlan como antagonistas al desarrollo, causando la muerte o
deteniendo el crecimiento microbiano. Estos tienen una enorme diversidad quimica
y cada uno de ellos tiene un blanco y mecanismo de accidén especifico. Aunque

todos ellos actuan interfiriendo con la fisiologia bacteriana (Kohanski et al, 2010).

Podemos definir la fisiologia como el conjunto de reacciones quimicas y fisicas que
una bacteria realiza en respuesta al medio. La mayoria de las especies bacterianas
pueden desarrollarse en multiples habitats, ya que tienen la capacidad de expresar
diferentes estados fisioldgicos dependiendo de en cual se encuentren (Kjeldgaard
et al, 1958; Adler y Templeton, 1967).

Las dos formas mas comunes de estudiar a las bacterias en el laboratorio son en
cultivos liquidos o solidos sobre agar, durante estos dos estados las bacterias
expresan perfiles proteicos similares (Mikkelsen et al, 2007) por lo que es posible
considerarlos como equivalentes, debido a esto en la literatura se les refiere como

estado planctonico (Costerton et al, 1987).

El estado planctonico se caracteriza por la ausencia de movilidad activa y una tasa
de replicacion exponencial. Este estado es cotidianamente inducido por una alta
concentracion de nutrientes y una baja disponibilidad hidrica, sin embargo estas
condiciones rara vez son encontradas durante la vida natural de las bacterias. Aun
asi, es durante este estado cuando se estudia la resistencia a antibiéticos desde

hace mas de 90 afios (Fleming, 1964).



Ademas del estado planctonico, existen al menos dos estados fisiologicos
bacterianos mas que son de suma importancia en los ciclos de vida bacterianos: el
swarming y el swimming (Josenhans, 2002; Matz y S. Kjelleberg, 2005; Easom et
all, 2008). Ambos son mecanismos de movilidad mediados por flagelos, sin embargo
existen suficientes diferencias entre ellos como para considerar a cada uno como

un fisioldgico distinto (Armitage, 1981; Kim y Surette, 2004).

La concentracidén de agar del medio es el factor que causa la expresion diferencial
entre el swarming y el swimming (Alberti y Harshey, 1990; Sharma y Anand, 2002;
Verstraeten et al, 2008,). Por ejemplo Pseudomonas sp. realiza swarming en medios
con una concentracion de agar del 0.5% y swimming en concentraciones menores
o iguales al 0.25% (Overhage et al, 2008).

Desde el punto de vista energético, existen dos diferencias importantes entre el
swarming y el swimming. La primera es el niumero de flagelos (Harshey, 2004),
durante el swimming las bacterias presentan uno o pocos flagelos, mientras que
durante el swarming el nimero de flagelos se incrementa considerablemente. La
segunda diferencia durante el swarming es la produccion de factores de virulencia
(pioverdina, piocianina, exotoxina y endoproteasas) Yy agentes tensoactivos
(Caiazza et al, 2005) u osmoéticos (Chen et al, 2007). Por lo anterior, podemos
deducir que el swarming es un mecanismo de movilidad energéticamente mas

costoso que el swimming.

El incremento de las necesidades energéticas de las bacterias se puede ver
reflejado en los medios altamente nutritivos que se requieren para la induccion de
swarming (Zuino et al, 1994; Kearns, 2010), a diferencia de los utilizados para otros
tipos de movilidad tales como el swimming, el twitching (Henrichsen, 1975) y el
gliding (Gorski et al, 1993).

El elevado requerimiento energético del swarming es un fenbmeno ampliamente
distribuido entre las proteobacterias, ya que Pseudomonas aureuginosa (Tremblay
y Deziel, 2010), Salmonella typhimurium (Kim y Surette, 2004) y Escherichia coli

(Inoue et al, 2007) todas presentan un incremento en la transcripcion de genes



relacionados con la sintesis de aminoacidos, ciclo de Krebs y varias ATP-sintetesas

durante el swarming a diferencia del swimming.

El requerimiento energético de cada estado fisioldgico tiene un efecto importante
sobre la resistencia a los antibioticos, ya que este se relaciona directamente con
tasa metabdlica, la cual al incrementarse genera una mayor susceptibilidad a
antibioticos (Toumanen et al, 1986; Gilbert et al, 1990; Brown et al, 1990). Mdltiples
estudios han mostrado que una tasa metabdlica baja incrementa la resistencia a los
antibioticos lo cual es independiente del modo de crecimiento ya que se ha visto
tanto en células planctonicas en estado estacionario (Ashby et al, 1994: Spoering y
Lewis, 2001) como en biopéliculas (Brown et al, 1988; Evans et al, 1990, Stewart y
Costerton, 2001), las cuales deben su resistencia a las poblaciones bacterianas en
estado estacionario con una tasa metabdlica disminuida (Drenkard y Frederick,
2000; Walters et al, 2003).

El estrés oxidativo es la conexidn entre la tasa metabdlica y la susceptibilidad a los
antibioticos, esto se debe a que independientemente del blanco celular del
antibiotico éste ejerce su actividad bactericida generando especies reactivas de
oxigeno (Kohanski et al, 2007; Kohanski et al, 2010). Por lo tanto, la muerte celular
es causada cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes celulares es
superada por la suma del dafio oxidativo generado por el antibiético, el metabolismo

celular y otros agentes pro oxidantes.

El efecto de los agentes pro oxidantes sobre las bacterias depende de la
concentracion de estos. Durante los ensayos de resistencia la concentracion de
agentes pro oxidantes como metales y vitaminas puede ser regulada para que su
efecto sea igual en todos los estados fisiol6gicos. Sin embargo el oxigeno es uno
de los agentes pro oxidantes mas importantes y su concentracién es modificada por
el crecimiento bacteriano debido a que durante el estado planctonico (Loesche,
1969) y de swimming (Matsuyama et al, 1995) las bacterias tienen acceso al interior
de la columna del medio en donde la difusion de oxigeno se encuentra limitada por
el crecimiento bacteriano, mientras que en el estado de swarming las bacterias

estan limitadas a la superficie del medio (Benjacob et al, 2000).
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La concentracion de oxigeno es de gran importancia en los ensayos de resistencia,
se ha reportado que concentraciones altas de oxigeno incrementan la sensibilidad
de las bacterias a los antibiéticos (Knighton et al, 1986). Asi mismo se ha visto que
el crecimiento de bacterias en ambientes micro aerobios lleva al incremento en la
resistencia a los antibiéticos (Tresse et al, 1995; Walters et al, 2003; Borriello et al,
2004; Borriello et al, 2005).

La resistencia a los antibiéticos de Pseudomonas sp. depende de su capacidad para
contrarrestar la suma del estrés oxidativo generada por su metabolismo y el
antibiotico. Durante sus diferentes estados fisioldgicos tiene diferentes necesidades
energéticas y en algunos casos acceso diferentes concentraciones de oxigeno.
Suponemos que su resistencia al ciprofloxacino sera mayor en el estado fisiologico
que le permita contrarrestar con mayor efectividad el estrés oxidativo generado por
el antibiotico. Proponemos que este estado serd aquel que tenga un menor
requerimiento energético y probablemente en el que tenga acceso a
concentraciones bajas de oxigeno, por lo tanto nos preguntamos durante cual de
los estados fisiolégicos mencionados anteriormente Pseudomonas sp. sera mas

resistente al ciprofloxacino.



Objetivos
General

e Estudiar el efecto de los estados fisiologicos planctonico, swarming y
swimming de Pseudomonas sp. sobre su resistencia al ciprofloxacino y

el estado redox de su medio
Particulares

e Aislar una cepa de Pseudomonas sp. del suelo de Zapotitlan de las
Salinas, Puebla.

¢ Inducir los estados fisiol6gicos de swarming, swimming y plancténico en
Pseudomonas sp.

e Determinar la resistencia de Pseudomonas sp. al ciprofloxacino durante
los estados fisioloégicos de swarming, swimming y plancténico

e Determinar si los cambios en la resistencia de Pseudomonas sp. se
deben al estado fisioldgico o a la aparicion de bacterias resistentes

e Determinar el efecto de los estados fisiologicos sobre el estado redox

del medio



Materiales y métodos
Obtencion y mantenimiento de Pseudomonas sp.

Un gramo de costra microbiana de Zapotitlan de las Salinas, Puebla fue disuelto en
agua destilada estéril. Se realizaron 5 diluciones seriales hasta obtener una dilucién
1/100000. 50 pL de esta dilucion fueron inoculados en medio diferencial King B.
Después de 48 horas de revisaron las cajas con luz ultravioleta para detectar
pioverdina. Se selecciond una colonia productora de pioverdina y se sembrd por

estrias en medio King B.

Los criterios utilizados para la determinacion de Pseudomonas sp. fueron; forma
celular bacilar, reaccion de Gram negativa, movilidad positiva, sin produccién de
esporas, produccion de gas negativa con glucosa y lactosa, catalasa positiva y

produccion de pioverdina (Topley, 2005).

La cepa de Pseudomonas sp. aislada fue colocada para su preservacion en solucion
salina y glicerol (85/15 v/v), para su mantenimiento se colocd en agar King B a
temperatura ambiente durante la duracion del experimento. Se realizaron un
maéaximo de 2 resiembras de las cajas de mantenimiento para asegurar la integridad

genética de la cepa.
Induccion de estados fisiologicos

La induccién del swarming depende no solo de la concentracién de agar sino de los
nutrientes presentes en el medio, por lo tanto se probaron 5 medios diferentes;
medio nutritivo, soya y caseina, King B sin glicerol, medio minimo m8 y swarm E1
(8 g peptona, 3 g extracto de levadura), todos los medios fueron adicionados con
5 g de glucosa por litro y con una concentracion de agar del 0.5%. Para determinar
el estado de swarming se detecto la expresion diferencial de pioverdina mediante la
exposicion a luz ultravioleta. Ya que la produccion es negativa en los frentes de

swarming y positiva en el cuerpo de este (Tremblay y Deziel, 2010).

El medio de soya y caseina fue el que presentd mejores condiciones para el

swarming, para reducir las variables se utilizé este mismo medio para la induccion



de los otros dos estados fisiologicos modificando Unicamente la concentracion de

agar utilizando 0.25% para swimming y 1.5% para planctonico.
Ensayos de resistencia

Los ensayos de swarming se realizaron con medio de soya y caseina con 5 g de
glucosa por litro y una concentracion de agar del 0.5%, se colocaron 8ml del medio
en cajas de Petri de vidrio de 8 cm de diametro. Las cajas fueron secadas abiertas
por 20 minutos en una campana de flujo laminar, en un extremo de la caja se colocé
un disco de papel filtro con 15 pg de ciprofloxacino o agua y en el extremo opuesto
un inéculo de 5 pL de Pseudomonas sp. de un cultivo liquido de toda la noche. Las
cajas se incubaron por 48 h a temperatura ambiente y se midi6 la cobertura lineal
como indicador de resistencia, se utilizo luz ultravioleta para detectar la produccién

diferencial de pioverdina como indicador de swarming.

Los ensayos de swimming se realizaron con medio de soya y caseina con 5 g de
glucosa por litro y una concentracion de agar del 0.25%. Estos se llevaron a cabo
en cajas de Petri de vidrio de 8 cm, en las cajas se colocaron 8 ml de medio, en un
extremo un disco de papel filtro con 15 ug de ciprofloxacino o agua y en el extremo
opuesto un inéculo de 5 pL de Pseudomonas sp. de un cultivo liquido de toda la
noche. Las cajas se incubaron por 48 h a temperatura ambiente y se midi6 la

cobertura lineal como indicador de resistencia.

Se realizaron dos grupos de ensayos del estado plancténico, el “plancténico I”
donde las bacterias solo tienen acceso a la superficie del medio y el “plancténico II”
donde las bacterias fueron incluidas en el agar para permitir de esta manera que

tuvieran acceso a la columna del medio.

Los ensayos del estado “plancténico I” se realizaron con medio de soya y caseina
con 5 g de glucosa por litro y una concentracion de agar del 1.5%, se colocaron 8ml
del medio en cajas de Petri de vidrio de 8 cm de diametro, se realizo una estria de
bacterias con un hisopo utilizando un inéculo de un cultivo liquido de toda la noche,
se colocé en uno de los extremos de la estria un disco con ciprofloxacino o agua y

se midio la cobertura lineal como indicador de resistencia.



Los ensayos del estado “planctonico II” se realizaron con medio de soya y caseina
con 5 g de glucosa por litro y una concentracion de agar del 1.5%, el medio fue
enfriado a 35°C e inoculado con 0.7 x10° UFC/10ml de un cultivo de toda la noche,
se colocaron 8ml del medio en cajas de Petri de vidrio de 8 cm de diametro, se
colocd en uno de los extremos de la estria un disco con ciprofloxacino o agua y se
midié la cobertura lineal como indicador de resistencia, se realizaron 10

repeticiones. Todo lo anterior se repitié en 10 ocasiones.
Deteccion de bacterias resistentes

La concentracion minima inhibitoria (MIC) fue determinada por el método de
microdiluciones (Goldman y Green, 2009) en medio de soya y caseina con 5 g de
glucosa por litro. Para detectar la presencia de bacterias resistentes se tomé con un
palillo una muestra de bacterias de la zona de crecimiento mas cercana al disco de
y se inoculo en tubos con caldo de soya y caseina con 0.5 pg de ciprofloxacino
(MIC). Como control se utilizaron tubos con medio base sin antibidtico. Los tubos
fueron incubados a temperatura ambiente por 48 horas y se determind la existencia
0 ausencia de crecimiento bacteriano. Este procedimiento fue realizado en todos los

ensayos de resistencia.

Determinacion del efecto de los estados fisiolégicos sobre el estado

redox

El estado redox del medio después de los ensayos de resistencia fue utilizado como
indicador de la concentracién de oxigeno del medio, basandonos en el hecho de en
el medio que existe equilibro electroquimico y que la reacciones redox entre las

tinciones y las parejas redox del medio son reversibles (Rose y Long, 1988).

Se desarrollé6 un método para determinar colorimétricamente el estado redox del
medio, en el cual se agregaron a los ensayos de resistencia los indicadores redox;
azul de metileno (E°, V = +0.01) que en su estado oxidado es azul y en reducido
incoloro y safranina (E°, V =-0.29) que es rosa en estado oxidado y transparente en

el reducido.
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Analisis estadisticos

Para determinar la significancia estadistica de las diferencias encontradas entre la
resistencia al ciprofloxacino durante los estados fisiologicos estudiados asi como si
la adiccion de los indicadores redox tuvo algun efecto sobre la resistencia se realizé
un ANOVA de 2 vias con un alfa de 0.05 utilizando Microsoft Excel 2013.
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Resultados
Ensayos de resistencia y estado redox del medio

La resistencia de Pseudomonas sp. al ciprofloxacino fue afectada por su estado
fisiologico. En los ensayos control con agua en lugar de ciprofloxacino siempre hubo
cobertura lineal completa de la caja (figura 1, linea 1) a diferencia de los

tratamientos con ciprofloxacino (Figura 1, lineas 2-4).

Figura 1. Ensayos de resistencia al ciprofloxacino

PI = Plancténico I, Pll = Planctdnico I, S = Swimming, Sw = Swarming, 1 = Control, 2 = Medio sin tincién redox, 3 =

Medio con azul de metileno, 4 = Medio con safranina
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El promedio de la cobertura lineal de ensayos de resistencia de los diferentes
estados fisiologicos fue estadisticamente diferente entre todos los estados
fisiologicos (P = 4.8498). La adicion de indicadores redox no tuvo ningin efecto
estadisticamente significativo sobre la resistencia al ciprofloxacino (p = 0.95) (figura
2).

Figura 2. Promedio y desviacion estandar de la cobertura lineal de las ensayos de

resistencia
8
7 6.69 6.65 6.68
——
__6 548552 55
e peil
25 4.38 4.43 433 4.51 4.56 4.54
© - Ea
c£4 3.46 3.5 3.5
©
53
£
g2
o
(@)
1
0 L I L s L e L s e L e e
Int Ext Swim planc Swam

BOSinindicador redox @ Azul de metileno @ Safranina

Las diferencias entre los estados fisioldgicos son estadisticamente significativas (n=30, P =
4.84%). No hay diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos con y sin
tinciones redox (n=10, p = 0.95). Pla Il Int = plancténico Il interior; Pla Il ext = Planctdénico Il
exterior; Planc | = Plancténico |.

La mayor resistencia al ciprofloxacino se detecto6 en el estado plancténico I, con una
cobertura lineal promedio de 6.69 cm (n = 10, o = 0.09), durante esté las bacterias
formaron una sola estria con elevacion sobre el medio. En este estado no se detecto

reduccion del azul de metileno ni de safranina.
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El estado plancténico Il presentd dos zonas de crecimiento diferentes. Una primera
zona donde hubo crecimiento bacteriano en la parte superior del medio, similar a
una pelicula sin elevacién notable asi como en la columna del medio y una segunda
zona donde hubo crecimiento Unicamente en la columna del medio (figura 3, a). De
ahora en adelante nos referiremos a la primera zona como zona exterior y la

segunda como zona interior.

Figura 3. Ensayos del estado plantdénico 2

a) Ensayo plantdnico 2 visto con luz ultravioleta para apreciar las 2 zonas de
crecimiento b) Reduccién del azul de metileno bajo la zona interior de
crecimiento

La zona interior del estado plancténico Il fue la segunda en cuanto a resistencia con
una cobertura lineal de 5.48 cm (n = 10, o = 0.06), en esta zona se observo
reduccion del azul de metileno por debajo de la superficie del agar (figura 3, b), no

hubo reduccién de safranina.

La cobertura lineal promedio de zona exterior de inhibicion del estado plancténico Il
fue de 4.3cm (n =10, 0 0.11). Esto fue similar al promedio de la cobertura del estado
de swimming 4.5 cm (n=10, o = 0.15), sin embargo las diferencias son
estadisticamente significativas (p = 4.84%). El azul de metileno fue reducido en los
ensayos de swimming, no hubo reduccién en de swarming y en ninguno de los dos

casos hubo reducciéon de safranina.
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El swarming fue el estado que presentdé menor resistencia al ciprofloxacino, con una
cobertura lineal promedio de 3.46 cm (n = 10, o = 0.15). Durante este estado no
hubo reduccién del azul de metileno. Se confirmé la expresion del estado por la

produccion diferencial de pioverdina en el cuerpo y frente del swarming (figura 4).

Figura 4. Produccion diferencial de pioverdina

a) Frentes de swarming b) cuerpo del swarming

Prueba de aparicién de bacterias resistentes

En todos los tubos con caldo de soya y caseina sin ciprofloxacino hubo crecimiento
lo que muestra que el tamafio del in6culo y el medio permiten el crecimiento
bacteriano. En ninguno de los tubos con ciprofloxacino se detecté crecimiento
bacteriano, esto descarta que los resultados obtenidos hayan sido generados por la

aparicién de bacterias resistentes.
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Discusioén

Los resultados presentados muestran que el estado fisioldgico tiene efecto sobre la
resistencia al ciprofloxacino de Pseudomonas sp. Los ensayos de susceptibilidad
mostraron que el estado fisiolégico que le otorga mayor resistencia contra el
ciprofloxacino es el plancténico con el cual tienen una cobertura lineal de 6.7 cm,
seguido por el swimming con 4.5 cm y por el swarming con 3.46 cm. Se descarto

que las diferencias hubieran sido causadas por la aparicion de bacterias resistentes.

Lo ensayos de resistencia demuestran que bajo las condiciones evaluadas
Pseudomonas sp. es mas resistente al ciprofloxacino durante estado plancténico
que durante el swimming y el swarming. Estudios similares han reportado que la
resistencia a los antibioticos es mayor durante el swarming (Kim y Surette, 2003;
Overhage et al, 2008; Lai et al, 2009), sin embargo estos estudios no ofrecen una
explicacion sobre las causas del incremento en la resistencia. Nosotros proponemos
gue el cambio en la resistencia encontrado se debe a los diferentes requerimientos
energéticos de los estados fisiologicos (Eloe et al, 2008; Tremblay y Deziel, 2010;
Salvetti et al, 2011) y en la generacibn de micro ambientes con una baja

concentracion de oxigeno en relacion a la atmosférica (Leboffe et al, 2011).

El ensayos del estado plancténico | y Il presentaron diferencias significativas en la
resistencia al ciprofloxacino. Atribuimos esto a que durante el estado planctoénico |
las bacterias se desarrollan como una colonia la cual puede actuar como una
barrera selectiva para la difusion del antibiotico por la acciéon de las bombas
efectoras de multiples antibiéticos (Kohler et al, 1997; Bambeke at al, 2003), las
cuales son mas eficientes cuando se encuentran estructuradas en biopeliculas o
colonias (Mah y O’'Toole, 2001). Ademas de que dentro de las colonias también
existen gradientes de oxigeno (Paerl y Prufert, 1987). Durante el estado planctonico
II'y el swimming, las bacterias presentaron una resistencia al ciprofloxacino similar
con un promedio de 4.4 y 4.5 cm respectivamente. Durante estos dos estados las
bacterias se desarrollan bajo condiciones similares, ya que tienen acceso a una

zona del agar con condiciones micro anaerobias bajo las cuales las bacterias
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incrementan su resistencia a los antibiéticos (Tresse et al, 1995; Walters et al, 2003;
Borriello et al, 2004; Borriello et al, 2005).

Atribuimos la formacién de la zona exterior en el estado “planténico II” a que en esta
zona la concentracion de antibidtico fue insuficiente para inhibir el crecimiento
bacteriano. Podemos confirmar esto ya que el crecimiento en esta zona es similar
al de los controles. La zona interior se formé porque en esta zona la concentracion
de antibiotico Unicamente permitié el crecimiento de las bacterias en el interior del
medio cuya resistencia se incrementd por la menor concentracion de oxigeno dentro

del medio.

La reduccion en la concentracion de oxigeno en esta segunda zona de crecimiento
durante los ensayos del estado planctonico Il fue confirmada por la reduccion del
azul de metileno, sin embargo no se detectd reduccion en la zona exterior ni en el
control con agua, por lo que es asumimos que la reduccion de la concentracion de
oxigeno dentro de la columna de medio fue inducida por la concentracion sub

inhibitoria de ciprofloxacino.

En los ensayos de swimming se detecto reduccion del azul de metileno en toda la
zona de crecimiento, tanto en los ensayos con ciprofloxacino como en los controles.
Asumimos que la reduccion fue causada por el consumo de oxigeno dentro del
interior del medio, lo que refleja la demanda energética extra en comparacion con
el estado plancténico de las bacterias causada por el uso de flagelos para moverse

en el agar.

El swimming fue el estado fisiolégico que presentd menor resistencia al
ciprofloxacino con 3.5 cm de cobertura lineal. Esto lo atribuimos a dos factores; el
primero es que de todos los estados fisioldgicos estudiados es el swarming es el de
mayor demanda energética y el segundo es que durante el swarming las bacterias
se encuentran limitadas a la superficie del agar (Benjacob et al, 2000) sin acceso a
los gradientes de oxigeno del medio, pero a diferencia del estado plancténico

durante el swarming las bacterias forman una pelicula con agua que extraen del
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medio (Cohen et al, 2001; Gerin et al, 2012) y suponemos que al hacerlo tienen un

mayor contacto con el ciprofloxacino que se encuentra disuelto en ella.

Conclusioén

El estudio de la resistencia a antibidticos es extremadamente complejo, debido al
namero de factores que estan involucrados en ella. En este estudio mostramos que
la resistencia se ve afectada por al menos tres factores; (1) el estado fisiolégico, ya
gue todos los tratamientos mostraron diferencias significativas en la resistencia al
ciprofloxacino; (2) por la concentracion de oxigeno del medio, ya que los estados
fisiologicos donde las bacterias tuvieron acceso a gradientes de oxigeno fueron los
que presentaron mayor resistencia; (3) la distribucion espacial de las bacterias en
el medio, debido a que los ensayos del estado planténico | y Il mostraron diferencias
significativas entre ellos, teniéndola como Unica diferencia. Se requieren mas

estudios para determinar el efecto individual de cada uno de los factores.
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