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Al iniciar este trabajo, me detengo en una idea fundamental que, aunque a veces pasa
desapercibida entre metodologias, datos y teorias, constituye el alma de toda empresa educativa
y cientifica genuina: la vocacién.

La vocacion no es solo un llamado, sino una chispa interior que transforma el aprendizaje en
un viaje de descubrimiento y la ensenanza en un acto de acompanamiento. En un mundo que
a menudo prioriza los resultados sobre los procesos, las calificaciones sobre la comprensién y la
especializacién sobre una vision amplia, recordar la importancia de esta chispa es mas crucial
que nunca.

Se trata de fomentar ese deseo innato de aprender, de cultivar la curiosidad hasta convertirla
en una herramienta sélida y constante para explorar la realidad. Nuestro papel, como el que
busco mediante esta maestria, es ser guia, es abrir caminos: mostrar las multiples puertas del
conocimiento, proporcionar las herramientas para abrirlas y, posteriormente, ofrecer el espacio
necesario para que cada estudiante decore su propia habitacion en la casa del saber.

En este camino, no debemos perder de vista el punto fundamental que da sentido a toda
ciencia, por compleja que sea: su capacidad para ayudarnos a comprender, con mayor sencillez y
claridad, la vida. La ciencia, en su esencia més pura, no es un conjunto de férmulas inaccesibles.
Es, quizés, la expresion mas organizada de nuestro asombro ante el mundo. Es el intento paciente
de desenredar, con humildad y rigor, los hilos de la existencia. Cada concepto, cada teoria, cada
pequeno hallazgo es una lente que nos permite ver un poco mejor el paisaje de lo que nos rodea
y de nosotros mismos.
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Resumen

La Resistencia a los Antimicrobianos (RAM) representa una de las crisis de salud ptblica
mas apremiantes a nivel global. El uso generalizado de antibioticos ha impulsado la seleccion
y evolucién de cepas bacterianas Multidrogorresistentes (MDR) y Panresistentes (XDR), lo
que reduce drasticamente la eficacia de los tratamientos clinicos. En este contexto, las Fluoro-
quinolonas (FQ), y en particular el Ciprofloxacino (CIP), son fairmacos de amplio espectro de
importancia critica en la medicina humana y veterinaria; sin embargo, su efectividad esta com-
prometida por el surgimiento de resistencia en patdgenos clave como es el caso de Fscherichia
coli. La evolucién de esta resistencia suele ser un proceso escalonado y complejo, que involucra

mutaciones genéticas especificas que confieren ventajas de supervivencia bajo presién selectiva.

El objetivo principal de este estudio fue analizar la morfologia y tiempo de crecimiento de
las bacterias para notar cambios en respuesta a la resistencia antimicrobiana, asi como de-
terminar y describir los genes resistentes en E. coli, siguiendo y caracterizando su trayectoria
evolutiva hacia la resistencia al CIP. Se busco la evolucién de la resistencia bajo un gradiente de
concentracion de antibidtico en un recinto evolutivo llamado Microbial Evolution and Growth
Arena (MEGA-plate), para conseguir los gradientes fue necesario determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC) y posterior a la obtencién de cepas, analizar sus fenotipos de cre-
cimiento y formacién de biofilm; asi como identificar y caracterizar las mutaciones genéticas

que confieren resistencia, con énfasis en la Regién Determinante de Resistencia a Quinolonas



(QRDR) del gen gyrA.

Para simular la evolucién bacteriana en un ambiente espacialmente heterogéneo y bajo
presién de seleccién, se empled la técnica del MEGA-plate (Microbial Evolution and Growth
Arena) [1]. Este modelo permite observar la adaptacion y evolucién de las bacterias a medida
que migran desde zonas sin antibidtico, siendo esta cepa nuestra cepa Wild Type (WT), hacia
zonas con concentraciones progresivamente crecientes de CIP. El crecimiento y la adaptaciéon

continua resultaron en la seleccion de cepas con distintos niveles de resistencia.

Las cepas aisladas de las zonas de alta concentracion de antibidticos fueron sometidas a
una caracterizacién fenotipica, donde se evalud su cinética de crecimiento mediante Densidad
Optica (DO600) para identificar posibles costos biolgicos asociados a la resistencia. Ademas,
se analizé la formacién de biofilm, cuantificada por (DO590) y se realizé un examen morfolégico
mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y de Transmision (TEM) para detectar
cambios estructurales en la superficie o membrana celular, para realizar una correlacién con
el analisis molecular de las cepas resistentes. Mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y secuenciacion, se aisld y analiz6 el material genético de interés. El analisis bioinfor-
méatico posterior, mediante la Alineacién de Secuencia Multiple (MSA), revel6 la aparicién de

Sustituciones de Nucledtidos (SNPs) especificas en las cepas resistentes.

Se confirmo que la principal ruta evolutiva para la resistencia a CIP se asocia a mutaciones
puntuales en el gen gyrA, especificamente en la region QRDR. Estas mutaciones resultan en
cambios de Aminoacidos (AA) que alteran la estructura de la enzima ADN girasa, su blanco de
accion, reduciendo la afinidad por el antibidtico y confiriendo altos niveles de resistencia. Adi-
cionalmente, se utilizo el gen 16S rRNA como marcador de control para confirmar la identidad

taxondmica de las cepas como F. coli.
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Los resultados fenotipicos mostraron que, si bien las cepas resistentes adquirieron la capa-
cidad de crecer en altas concentraciones de CIP, algunas presentaron ligeras modificaciones en
su velocidad de crecimiento o en su capacidad de formar biofilm en comparacién con la cepa

WT. Estos datos sugieren un posible costo biolégico asociado a la resistencia.

El examen morfologico (SEM/TEM), en fase avanzada de andlisis, busca establecer si las
mutaciones genéticas resultan en alteraciones visibles de la pared celular, de la membrana o
en la morfologia general, lo que podria explicar las diferencias observadas en la formacién de

biofilm o la susceptibilidad.

Este estudio contribuye a un campo emergente que busca delinear los mecanismos evolutivos
de la RAM desde una perspectiva integrada fenotipo-genotipo [2], [3]. Al caracterizar sistemati-
camente la secuencia de eventos morfolégicos y genéticos durante la adaptacion a un gradiente
de CIP, este trabajo no solo proporciona bases moleculares para comprender la organizacion si-
nérgica de poblaciones bacterianas bajo estrés, sino que también valida la morfologia como una
herramienta de deteccién temprana y potencial prediccion de la resistencia. En el futuro, este
conocimiento podria fundamentar el desarrollo de sistemas de vigilancia basados en inteligen-
cia artificial e imagen automatizada |4, capaces de alertar sobre la emergencia de resistencia
antes de que esta se consolide a nivel genémico, ofreciendo asi una ventana de intervencién

terapéutica més temprana y efectiva.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. La Crisis de la Resistencia Antimicrobiana: Impor-

tancia Global, Contexto Clinico y Econémico

La RAM se encuentra entre las amenazas mas relevantes para la salud a nivel mundial,
con repercusiones que trascienden el ambito clinico. Las estimaciones actuales indican que, de
no tomar acciones contundentes, las infecciones por patdgenos resistentes podrian ocasionar
alrededor de 10 millones de muertes anuales a partir del ano 2050, generando al mismo tiempo
un perjuicio econémico capaz de crear un problema socioeconémico importante a largo plazo.
Esta problematica mundial puede llevar a 28.3 millones de personas hacia la pobreza extrema,
comprometiendo metas globales de desarrollo, con un aumento estimado de los costos de salud
global anual. Asimismo, se prevé una caida de la produccién ganadera global de hasta un 7.5 %
anual, afectando la seguridad alimentaria. Dadas estas problematicas, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha posicionado a la RAM entre los diez riesgos globales para la salud més

urgentes [2].



El impacto de la RAM no se limita a la mortalidad o a las pérdidas econémicas, sino que
también limita la medicina contemporanea, incrementando los riesgos asociados a intervencio-
nes médicas; procedimientos como cirugias de alta complejidad, tratamientos de quimioterapia
y trasplantes de 6rganos dependen de manera crucial de la disponibilidad de antibidticos eficaces
para prevenir y combatir infecciones oportunistas. La diseminacion de cepas bacterianas multi-
rresistentes (MDR) y panresistentes (XDR) en entornos hospitalarios reduce drasticamente las
alternativas terapéuticas. Debido al avance y la adaptabilidad de la RAM, el sector hospitala-
rio se ve forzado en muchos casos al uso de farmacos de ultimo recurso, lo que incrementa la

duracién de los tratamientos, los costos y compromete la estabilidad de los pacientes [2], |5].

A nivel global, el costo econémico de la RAM se calcula en billones de délares, englobando
tanto los gastos sanitarios directos como las pérdidas indirectas en productividad. Esta carga
financiera se materializa también en el incremento de los costos operativos hospitalarios. Ademas
de afectar al sector salud, la RAM representa un problema en otros &mbitos de interés publico,
como la veterinaria y la agricultura, donde el empleo de antibidticos en la produccion pecuaria y
agricola acelera la dispersion de genes de resistencia. Esto impacta directamente en la seguridad
alimentaria y la economia del sector primario, ya que las enfermedades resistentes en animales

comprometen la produccién y las exportaciones [6].

También la seguridad alimentaria se ve afectada con bacterias resistentes, como es el caso
de E. coli, la cual es un agente causal frecuente de infecciones gastrointestinales y actiia tam-
bién como un reservorio crucial de genes de resistencia, siendo capaz de transferir elementos
genéticos moviles a otras especies bacterianas. El seguimiento de la resistencia en F. coli es de
importancia, ya que actia como un indicador clave para vigilar la diseminacién de la RAM en
el ecosistema bacteriano. Entre las cepas de alto riesgo destacan los linajes ST131 y ST410, que

exhiben resistencia concurrente a fluoroquinolonas, betalactamicos y carbapenémicos, lo cual



resalta la necesidad de establecer sistemas de vigilancia |7].

Las topoisomerasas II son enzimas fundamentales que modulan las propiedades del ADN
cromosémico bacteriano; forman parte del proceso para la replicacion, transcripcion y segre-
gacion cromosomica. En bacterias Gram-negativas, como es el caso de F. coli, las FQ ejercen
su efecto principal sobre dos enzimas particulares: la ADN girasa (Topoisomerasa II), que es
una enzima heterotrimérica compuesta por dos subunidades GyrA (codificadas por gyrA) y dos
GyrB (codificadas por gyrB), v que cataliza la introduccién de superenrollamientos negativos
en el ADN. Esta actividad es exclusiva de las bacterias y es vital para mantener el estado de
superhelicidad del cromosoma. La otra enzima donde se ve un efecto de las FQ es la Topoiso-
merasa [V, integrada por las subunidades ParC (codificada por parC') y ParE (codificada por
parE); esta enzima cumple un papel esencial en el proceso de decatenacién cromosémica, lo

que permite una correcta segregacion del material genético durante la divisién celular [8].

El proceso mediante el cual las FQ (estructura quimica representada en la Figura|l) desen-
cadenan su efecto letal implica una serie de eventos moleculares. Primero, se forma un complejo
ternario donde la molécula de CIP se intercala en el complejo transitorio que se forma entre la
topoisomerasa (ya sea la ADN girasa o Topoisomerasa IV) y su sustrato de ADN, generando
un complejo ternario farmaco-enzima-ADN. Posteriormente, el CIP estabiliza el complejo de
escision, que es un estado intermedio en el cual el ADN permanece cortado y unido covalente-
mente a la enzima a través de enlaces fosfodiéster entre residuos de tirosina de las subunidades
GyrA/ParC y los extremos 5-fosfato del ADN. En condiciones normales, este intermediario
es transitorio y se resuelve mediante la religacién de las hebras de ADN; sin embargo, al es-
tabilizar el complejo de escisién, el CIP impide el paso critico de religaciéon de la doble hebra
de ADN. Como consecuencia, se acumulan roturas de doble cadena sin reparar en el cromoso-

ma bacteriano [9]. La unién del CIP al complejo enzima-ADN se establece mediante multiples



interacciones no covalentes, como el puente de agua-ion metdlico; este puente molecular esta
coordinado por residuos aminoacidicos altamente conservados en el sitio activo de las topoiso-
merasas, especificamente una serina (Ser83 en GyrA) y un residuo acido (Asp87 en GyrA) de
E. coli, que quelan un cation divalente. Esta estructura permite la coordinacién precisa de la

FQ con el ADN cortado y la enzima [10].
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Figura 1: Esquema del mecanismo de acciéon de CIP en E. coli y de resistencia

1.2. La Vigilancia de la RAM y la Necesidad de Métodos

de Alerta Temprana

La vigilancia efectiva de la RAM es fundamental para contener su propagacion. Tradicional-
mente, esta vigilancia se ha basado en métodos fenotipicos, como la determinacion de la MIC,
y, cada vez mas, en técnicas gendmicas para identificar mutaciones y genes especificos de resis-
tencia. Sin embargo, estos enfoques suelen detectar la resistencia cuando ya esté establecida a

nivel poblacional y genético.

Aqui surge un paradigma prometedor y complementario: la morfologia bacteriana como bio-
marcador de alerta temprana. Diversos estudios cientificos destacan que, bajo presiéon antibioti-
ca, las bacterias experimentan cambios morfolégicos y ultraestructurales significativos —como

filamentacion, pleomorfismo o alteraciones en la division celular— que preceden y anuncian



la aparicién de mutaciones genéticas estables de resistencia [11]. Estos cambios representan
una respuesta adaptativa inmediata al estrés y pueden ser la primera senal fenotipica de que
una poblaciéon bacteriana esta iniciando un proceso evolutivo hacia la resistencia. Por tanto, la
cuantificacion y el seguimiento de estas dinamicas fenotipicas ofrecen una ventana tnica para
detectar y, posiblemente, predecir la emergencia de la RAM antes de que se fije en el genoma

[2]-

1.3. Marco del Estudio y Modelos Biolégicos

1.3.1. Ciprofloxacino: La Molécula y Mecanismo de Accién

El ciprofloxacino (Figura [2)) se define como un antibiético sintético de amplio espectro, per-
teneciente a las fluoroquinolonas, que cuenta con un mecanismo de acciéon bactericida basado en
la inhibicién selectiva de dos enzimas nucleares necesarias para la replicacién del ADN bacte-
riano: la ADN girasa (Topoisomerasa II) y la Topoisomerasa IV. La molécula actta ingresando
a la bacteria y afectando especificamente a la subunidad A de la ADN girasa (GyrA/GyrB
en Gram negativas). Al bloquear estas subunidades, el firmaco impide el resellado de la do-
ble cadena de ADN tras el corte necesario para liberar el superenrollamiento, lo que genera

fragmentacion cromosémica y detencién de la replicacion celular.

O O

OH

HN

QN N

Figura 2: Estructura quimica de la molécula de ciprofloxacino (CIP), una fluoroquinolona uti-
lizada como agente selectivo en el estudio.



1.3.2. El Dispositivo MEGA-Plate (Microbial Evolution and Growth

Arena)

El dispositivo MEGA-Plate es un entorno simulador evolutivo controlado disefiado para
analizar la trayectoria espacio-temporal de la resistencia a antibiéticos. Consiste en una placa
rectangular de gran tamano (54 x 40 cm), que cuenta con un sistema de capas superpuestas para
garantizar la esterilidad y permitir la movilidad bacteriana. El dispositivo establece un gradiente
escalonado de concentraciones crecientes de ciprofloxacino (desde 0X hasta 1000X la CMI),
forzando a la poblacién bacteriana a adaptarse genéticamente para colonizar los siguientes

sectores.

1.3.3. Escherichia coli ATCC 11229: El Modelo Biolégico

Para este estudio experimental se utiliza la cepa Escherichia coli ATCC 11229 como orga-
nismo modelo. Es un bacilo Gram negativo con una morfologia uniforme de aproximadamente
1-3 pum de longitud. Se seleccioné esta cepa por presentar Concentraciones Minimas Inhibito-
rias (CMI) bajas, lo cual facilita su manejo seguro en el laboratorio durante la induccién de
resistencia. Posee la capacidad de formar biofilms, estructuras complejas compuestas por una
matriz polimérica extracelular (polisacaridos, ADN extracelular y proteinas), lo cual es rele-
vante para estudiar mecanismos de supervivencia colectiva y tolerancia a farmacos. Bajo estrés
antibidtico, esta bacteria exhibe una notable plasticidad fenotipica, incluyendo filamentacion y

pleomorfismo, como respuesta al dano en la pared celular y estrés replicativo.



1.4. Antecedentes Relevantes

Diversos estudios han sentado las bases para esta investigacién. Baym et al. [1] establecieron
la metodologia del MEGA-plate y presentaron los primeros hallazgos de la evolucion bacteriana
en concentraciones crecientes de antibiéticos, demostrando que el camino de la resistencia esta
facilitado por presién selectiva moderada y mutaciones compensatorias. Cushnie [11] destaco la
importancia de los cambios morfologicos y ultraestructurales, donde los avances en microscopia
ayudan a un mejor entendimiento de los eventos moleculares. Butler [2] introdujo el concepto
de mutaciones inducidas por estrés, proponiendo cuantificar la dinamica fenotipica bajo estrés
antibidtico y la automatizacion de imagenes para el andlisis. Imkamp [3] clasific trayectorias
evolutivas mediante genotipo/fenotipo para algoritmos de deteccién. Finalmente, Nayak et al.
[4] demostraron con aiGeneR 1.0 cémo la inteligencia artificial puede acelerar la deteccion de

genes de resistencia, guiando el diseno de terapias.

1.5. Aportacion Cientifica

Este estudio presenta un analisis de la dinamica adaptativa de Escherichia coli frente a gra-
dientes de concentracion de ciprofloxacino, mediante el seguimiento y descripcion de los cambios
que conducen a la RAM. Dicha caracterizacion es necesaria para elucidar los mecanismos de
organizacion sinérgica y supervivencia que permiten a la bacteria persistir en nichos ecolégicos
extremos. El trabajo proporciona las bases necesarias para identificar redes de interaccion que

facilitan la deteccién de las bacterias resistentes.



Capitulo 2

Antecedentes y Marco Tedrico

2.1. Mecanismos Genéticos Clasicos de Resistencia a Fluo-

roquinolonas en FE. coli

Aldred et al. [12], en su articulo Topoisomerase IV-quinolone interactions are me-
diated through a water-metal ion bridge: Mechanistic basis of quinolone resistance,
mencionan que la resistencia a las FQ en Escherichia coli se basa principalmente en mutaciones
puntuales en las regiones determinantes de resistencia a quinolonas (QRDR) de sus enzimas
diana: la ADN girasa (genes gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (parC y parE). Las susti-
tuciones aminoacidicas mas frecuentes y significativas, como S83L y D87N en GyrA, alteran
criticamente el sitio de unién del antibidtico (especificamente el puente de agua-ion metalico),
lo que reduce su afinidad y genera un primer nivel de resistencia. Para alcanzar un fenotipo de
alta resistencia clinicamente relevante, como frente a la ciprofloxacina (CIP), suele ser necesaria
la acumulacién de una mutacién secundaria en parC' (por ejemplo, S80I), la cual actua de for-

ma epistitica, potenciando la resistencia conferida por gyrA. Esta trayectoria secuencial (gyrA



seguido de parC') esta solidamente respaldada por la evidencia, como es el caso de Huseby et al.
[13], en su estudio Mutation Supply and Relative Fitness Shape the Genotypes of

Ciprofloxacin-Resistant Escherichia coli.

Existen mecanismos complementarios, como la sobreexpresién de sistemas de eflujo (por
ejemplo, AcrAB-TolC), mediada a menudo por mutaciones en reguladores globales como marR.
Los hallazgos de Jang [14], en AcrAB—TolC, a major eflux pump in Gram-negative
bacteria: toward understanding its operation mechanism, indican que estas mutacio-
nes frecuentemente imponen un costo de aptitud, como una tasa de crecimiento reducida, lo
que puede conducir a la aparicion posterior de mutaciones compensatorias que restauran la

competitividad sin revertir la resistencia.

2.2. El Marco Evolutivo: Paisajes Adaptativos, Costo de

Aptitud y la Respuesta Fenotipica Temprana

La evolucién de la resistencia puede modelarse conceptualmente mediante la metafora del
paisaje adaptativo, donde la aptitud biologica se representa como la altura de una superficie
topografica, tal como se describe en el titulo Global epistasis on fitness landscapes de Diaz-
Colunga et al. [15]. La topografia de este paisaje, determinada por interacciones epistaticas,
define las trayectorias evolutivas accesibles. En la resistencia a FQ, se observa una epistasis
positiva caracteristica: la mutacion inicial en gyrA crea el contexto genético en el que una
mutacion posterior en parC confiere un beneficio adaptativo mayor, lo que guia la evolucién

hacia picos especificos de resistencia.

En el estudio Interaction between DINA gyrase and quinolones: Effects of alanine



mutations at GyrA subunit residues Ser83 and Asp87, Barnard y Maxwell [16] senalan
que estas mutaciones a menudo imponen un costo de aptitud, como una tasa de crecimiento
reducida, lo que puede conducir a la aparicion posterior de mutaciones compensatorias que

restauran la competitividad sin revertir la resistencia.

Recientemente, se ha destacado que el estrés antibiotico intenso puede inducir directamente
un aumento en la tasa de mutacion y desencadenar respuestas fenotipicas transitorias. Butler
et al. [2] sostienen que es fundamental “delinear los mecanismos evolutivos de la resis-
tencia’ mediante la cuantificacién de esta dinamica fenotipica bajo estrés, proponiendo el uso

de imagenes automatizadas para rastrear trayectorias adaptativas en tiempo real.

En este contexto, los cambios morfologicos y ultraestructurales emergen como un compo-
nente fenotipico critico y subestimado. Cushnie et al. [11] destaca la importancia de estas
alteraciones —como la filamentacion, el pleomorfismo y las modificaciones en la division celu-
lar— inducidas por antibidticos. Estas respuestas, observables mediante microscopia avanzada,
no son meros artefactos, sino indicadores fisiolégicos que pueden preceder y facilitar la posterior
identificaciéon de mutaciones genéticas, ofreciendo asi una ventana para la detecciéon temprana
del proceso adaptativo. Este enfoque se describe en el estudio Morphological and ultras-
tructural changes in bacterial cells as an indicator of antibacterial mechanism of

action.
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2.3. Plataformas Experimentales y el Futuro de la Vigi-

lancia Integrada Fenotipo-Genotipo

El estudio de estas trayectorias requiere plataformas que simulen la complejidad espacial
de la adaptacién. La MEGA-plate (Microbial Evolution and Growth Arena), desarrollada por
Baym et al. [1], representa una innovacién fundamental. Este dispositivo genera un gradiente
escalonado y espacial de antibidtico en una placa de agar de gran tamano, lo que permite
observar en tiempo real como las poblaciones bacterianas exploran y evolucionan para colonizar
zonas con concentraciones crecientes. Su disefio ha revelado la importancia de las mutaciones
compensatorias, la formacién de biopeliculas como estrategia de proteccién colectiva y el papel
de una presion selectiva moderada y estructurada espacialmente en la conectividad de los pasos

evolutivos Carr et al. |17].

Para descifrar la compleja relacion entre los cambios observados en dichas plataformas y su
base gendémica, se estan desarrollando enfoques de alto rendimiento. Imkamp et al. [3] trabajan
en algoritmos de clasificacién integrada genotipo-fenotipo, mientras que Nayak et al. [4] desa-
rrollaron “aiGeneR 1.0”, una herramienta de inteligencia artificial que acelera la identificacion
de genes mutados asociados a la resistencia a partir de datos de expresion génica. Estos avances
apuntan hacia un paradigma futuro en el que la prediccién de mecanismos de resistencia
y el disenio de terapias dirigidas se basardn en el analisis integrado y automatizado de
datos fenotipicos, como imagenes morfoldgicas y andlisis genémicos, tal como se menciona en el
estudio Escherichia coli survival in response to ciprofloxacin antibiotic stress corre-
lates with increased nucleoid length and effective misfolded protein management,

realizado por Butler et al. [2].
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2.4. Sintesis y Brecha de Conocimiento

En conjunto, los antecedentes establecen un marco sélido: i la resistencia a CIP en E. coli
sigue trayectorias genéticas secuenciales dentro de un paisaje adaptativo con epistasis; ii las
plataformas evolutivas espaciales (MEGA-plate) permiten analizar estas trayectorias in situ;
y iii las nuevas tecnologias (IA, andlisis automatizado de imégenes) prometen revolucionar la

capacidad de descifrar estas trayectorias a gran escala.

Sin embargo, persiste una brecha critica: la caracterizacion sistemética, temporalmente pre-
cisa y correlacionada de los cambios morfolégicos dindmicos que ocurren durante el proceso de
adaptacion en plataformas como la MEGA-plate, asi como su vinculo causal o predictivo con
la aparicion de mutaciones genéticas especificas. Esta tesis busca llenar ese vacio, posicionando
la morfologia como un biomarcador fenotipico integral y un indicador temprano de la evolu-
cién genotipica de la resistencia, un enfoque necesario para el desarrollo de sistemas de alerta

temprana.
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Capitulo 3

Hipétesis y Objetivos

3.1. Hipdtesis

La evolucién de FEscherichia coli bajo un gradiente de ciprofloxacino en un entorno es-
pacialmente estructurado como el MEGA-plate, es capaz de elucidar multiples trayectorias
genotipicas distintas, definidas por la acumulacién secuencial de mutaciones en el QRDR y
genes de eflujo. Mediante el empleo de técnicas avanzadas de microscopia, analisis fenotipicos
y secuenciacion, sera posible caracterizar y describir los cambios genotipicos y fenotipicos que
aportan resistencia a fluoroquinolonas y correlacionar los patrones evolutivos con parametros

de aptitud bacteriana.
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3.2.

Objetivos

3.2.1. Objetivo General

Comprender y describir en detalle los mecanismos de resistencia de FEscherichia coli bajo

presién de ciprofloxacino en un entorno espacialmente estructurado MEGA-plate, con el fin

de elucidar como las trayectorias genotipicas y los cambios fenotipicos determinan el nivel de

resistencia antimicrobiana y el costo de aptitud asociado.

3.2.2. Objetivos Especificos

Establecer la linea base de susceptibilidad mediante la validacién genética de la cepa

control E. coli ATCC 11229 y la determinacion de su MIC para ciprofloxacino.

Evaluar la trayectoria evolutiva y el costo de aptitud de las cepas evolucionadas (C1 a
C5) en condiciones de competencia selectiva, mediante cinéticas de crecimiento y cuanti-

ficacion de biopelicula.

Identificar los determinantes genéticos de la resistencia mediante la secuenciacién de las
cepas resistentes, con énfasis en el andlisis del QRDR (gyrA) para detectar mutaciones

puntuales y del gen 16S para la confirmacion de la identidad bacteriana.

Caracterizar los cambios fenotipicos asociados a la resistencia mediante un anélisis mor-
fologico detallado de las colonias y la visualizacion mediante SEM y TEM de las cepas

evolucionadas.

Integrar cuantitativamente los datos genotipicos y fenotipicos para correlacionar las mu-

taciones especificas con el nivel de resistencia y el costo de aptitud, permitiendo el mapeo
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del paisaje adaptativo.
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Capitulo 4

Metodologia Experimental

4.1. Materiales y Reactivos

Los reactivos y productos quimicos empleados en este proyecto son de grado analitico y se

describen en la Tabla [1]

Tabla 1: Materiales y equipos utilizados en el experimento MEGA-plate para evolucién de
resistencia en E. coli

Categoria Material Especificaciones Uso Especifico

Cepas E. coli ATCC 11229 1D catalogo 11229 Cepa parental

susceptible (tipo

silvestre)
Antibidticos Ciprofloxacino (CIP)  Grado clinico (250 Agente de presion
mg) selectiva principal en
MEGA-plate

Continia en la siguiente pdgina
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Categoria Material Especificaciones Uso Especifico
Kanamicina 30 pg/mL en la capa  Co-seleccién y
base marcaje adicional
Medios Base Caldo LB Miller Medio base nutritivo

Aditivos/Auxiliares

Soluciones

Placa de Evolucion

Placas de Ensayo

(Luria—Bertani)

Agar bacterioldgico

Tinta china

Glicerol estéril

Hipoclorito de sodio

Agua estéril

Jabon desinfectante

MEGA-plate

Placas de 96 pocillos

BD Bacto Agar

4 mL/capa

Solucién al 10% (v/v)

Acrilico personalizado

Fondo plano

(Corning, Costar)

para crecimiento
Agente solidificante
(capas al 2% y
0.28-0.35%)
Marcador visual de
capas (contraste)
Criopreservaciéon de
cepas (25% v/v)
Inmersion
desinfectante de la
MEGA-plate
Enjuague exhaustivo
post-quimico
Limpieza inicial de la
estructura de acrilico
Medidas

(80 x 62 x 0.6 cm)
MIC y mediciones de

DO

Continta en la siguiente pdgina



Categoria

Material

Especificaciones

Uso Especifico

Viales/Tubos

Material de Sellado

Equipos y

Analizadores de

Laboratorio

Crioviales, tubos de
ensayo

Adhesivo de silicona,
plastico y cinta
adhesiva

Cabina de seguridad

Lector de placas

Secuenciadores

Termociclador

Equipo de

electroforesis

Estériles

Aprobado por FDA

Flujo laminar

Clase II, Labconco

Multiskan Go

(Thermo Scientific)

Modelos 3500 y 3130
Genetic Analyzer
(Applied Biosystems)
Verity (Applied

Biosystems)

miniPCR

Almacenaje

Sellado de placa

Mantenimiento de
condiciones estériles y
control de flujo
Cuantificacion de
MIC, cinética de
crecimiento (DOggo) v
biofilm (DOsg)
Secuenciacion Sanger
de QRDR de gyrA y
parC

Amplificacion de
ADN por PCR punto
final

Verificacion de
tamano y pureza de

amplicones de PCR

Continia en la siguiente pdgina



Categoria

Material

Especificaciones

Uso Especifico

Material de Vidrio

Material Consumible

de Plastico

Microscopio 6ptico

Kits de extraccién

Incubadora

Campana UV

Vasos de precipitado

Botes con tapa

Tubos para centrifuga

Puntillas para

micropipetas

Inmersion 100x

(Fisher Scientific)

GeneJET Genomic
DNA Purification Kit
(Thermo Scientific)
Estética, 37°C (Lab

Companion)

Luz germicida

250, 500 y 1000 mL
(Pyrex)

500 mL y 1000 mL

1y 2 mL (Corning)

0.1-20 pL, 1-200 uL,
100-1000 pL

(Corning)

Examen morfolégico
y confirmacion de
tincién de Gram
Aislamiento y
purificacion de ADN
gendémico
Incubacion del
experimento
MEGA-plate
Esterilizacion
superficial de la
MEGA-plate

Usos varios

Preparacion y
almacenamiento de
agar para
MEGA-plate
Centrifugacion de
ADN

Usos varios

19

Continia en la siguiente pdgina



Categoria Material Especificaciones Uso Especifico

Tubos de centrifuga 15 y 50 mL (Corning) Usos varios

Placas de 96 pocillos  Corning Lecturas de muestras
en Multiskan Go

Placas Petri 60 mm x 15 mm Almacenamiento de

(Corning) cepas

4.1.1. Cepas Bacterianas y MIC inicial

La cepa de estudio y referencia utilizada fue FE. coli ATCC 11229, seleccionada por su
genotipo WT confirmado y su alta susceptibilidad a CIP. Las cinco cepas evolucionadas, C1 a

C5h, se aislaron a partir de la evolucién experimental en el MEGA-plate.

La cepa parental de FE. coli se cultivo inicialmente en Caldo LB; posteriormente, se de-
terminé la MIC inicial para CIP. La susceptibilidad de la cepa inicial se cuantificé mediante
microdilucién en caldo en placas de 96 pocillos. A partir de un cultivo overnight en LB sin an-
tibiético, se preparé una suspensién bacteriana de E. coli ATCC 11229 ajustada a ~ 1.5 x 10%
UFC/mL. Se prepararon diluciones seriadas de CIP en Caldo LB en proporcién 1:2, probando
un rango desde 1 pg/mL hasta 0.015625 pg/mL, incluyendo controles sin bacteria y control
inoculado sin antibidtico. Posteriormente, cada pocillo se inoculé para obtener una concentra-
cién final de ~ 5 x 10° UFC/mL. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. La MIC
se determin6 como la concentracion méas baja de CIP que inhibi6 visiblemente el crecimiento

bacteriano.
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4.2. Diseno, Preparacion y Esterilizacion

del Sistema MEGA-plate

El sistema experimental se fundamenté en el disenio original de la Microbial Evolution
and Growth Arena (MEGA-plate) descrita por Baym et al. [1], adaptado para el estudio de
la evolucion de la resistencia a ciprofloxacino (CIP). La estructura se fabricé a medida con
laminas de acrilico, constando de una base y tapa de 40 cm x 54 cm, un grosor de 0.6 cm de
altura y cinco separadores internos de 5 cm de alto: dos de 40 cm de longitud y dos de 54
cm, que definen seis carriles de 12.9 ¢m de ancho cada uno. Tras el ensamblaje y sellado con
diclorometano, la placa se sometié a un riguroso protocolo de esterilizaciéon por inmersién en
una solucién de hipoclorito de sodio al 10 % durante una hora. Finalmente, para eliminar los
residuos quimicos y asegurar la asepsia superficial, la placa se enjuagd abundantemente con
agua estéril y se expuso a luz ultravioleta germicida dentro de una campana de flujo laminar

durante 45 minutos.

4.2.1. Preparacion de Medios y Estratificacion con Gradiente de An-
tibidtico
Bajo condiciones estériles en cabina de flujo laminar Clase II, se vertieron 6 L de medio en

tres capas estratificadas. Las capas se vertieron de forma individual, 400 mL por carril en cada

capa, permitiendo la solidificacién completa de cada una antes de proceder con la siguiente.

La Capa 1 (C1) consta de 400 mL de LB con agar LB al 2%, 4 mL de tinta china y
Kanamicina (KAN) 300 ppm, como agente selectivo contra contaminantes debido a la duracién

del proyecto.
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La Capa 2 (C2) consta de 400 mL de LB con agar LB al 2% sin antibi6ticos, para aislar
la capa base de la superficial, y 4 mL de tinta china. Esta capa funge como separacion entre la

capa 1 y 3 y evita la mezcla de antibi6ticos.

La Capa 3 (C3) consta de agar LB semisélido (0.3 %) con un gradiente escalonado de CIP.
Las concentraciones en cada carril se establecieron en base a la MIC inicial de la cepa parental

E. coli ATCC 11229, siguiendo una progresion geométrica 0X, 1X, 10X, 100X y 1000X la MIC.

Permite el
movimiento

Evita la

. contaminacion
Evita la

contaminacion
de los
antibidticos

(%
%
Figura 3: Ejemplo grafico de vertido de MIC en el sistema MEGA-plate.

4.3. Inoculaciéon y Evolucién Experimental

Se inoculé un cultivo overnight (O/N) de la cepa inicial E. coli ATCC 11229 en el primer
carril con una concentracién de 0 pg/mL de CIP. La bacteria se dejé reposar hasta secarse
completamente para asegurar una siembra uniforme antes de sellar la placa. La MEGA-plate
se tapd con una cubierta de acrilico y se sell6 con plastico aprobado por FDA y cinta adhesiva
para mantener la humedad y la esterilidad. Se incubé en condiciones 6ptimas de crecimiento a
37°C en una incubadora estatica, bajo flujo de aire continuo y ambiente controlado, durante un
periodo de 10 dias. Se realizé un monitoreo diario de los patrones de migracién de las colonias.

Las cepas aisladas se designaron como C1 a C5.
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4.4. Aislamiento de cepas evolucionadas

Al concluir la incubacion, se aislaron colonias individuales de los frentes de migracion en
cada carril, designandose como cepas evolucionadas C1 a C5. Se preservaron en medio LB
con las concentraciones de CIP equivalentes a las presentes en el MEGA-plate. Para recrear
las condiciones de presion selectiva del MEGA-plate y asegurar el mantenimiento del fenotipo
resistente durante los estudios posteriores, se prepar6 Caldo LB con Gradiente de CIP, el cual
fue esterilizado y se dejé enfriar a 45-50 °C para posteriormente adicionarle ciprofloxacino en
las concentraciones equivalentes a cada carril de donde fueron aisladas las cepas. Las placas de
Petri con LB-Agar al 2% se prepararon vertiendo aproximadamente 20 mL de medio LB-agar

por placa, con concentraciones de CIP correspondientes.

4.5. Procesamiento y Preservacion de Cepas Evoluciona-

das (C1-C5)

4.5.1. Preparacion de Tincién Gram

Una pequena porcién de cada colonia aislada (C1-C5) se emulsion6 en una gota de agua
destilada estéril sobre un portaobjetos y se fijo por calor suave. Posteriormente, se realizaron
tinciones Gram en las cuales se aplicé Cristal Violeta (1 min), seguido de enjuague; Lugol, y
nuevo enjuague; decoloracién critica con acetona-alcohol (5-10 s), con enjuague inmediato; y
finalmente Safranina (1 min), con enjuague final. Las muestras se observaron bajo objetivo de
inmersién (100X) para verificar la tincién Gram-negativa caracteristica de E. coli y documentar

la morfologia celular, asi como la pureza.

23



Utilizando el software de analisis de imagen ImageJ /F1JI con el plugin MicrobelJ, se realiz6 la
deteccién de morfologias aberrantes baséndose en la frecuencia de células filamentadas (longitud

>10 pm), células miniaturizadas o con constricciones anémalas.

4.6. Examen Morfolégico de las Cepas Mediante SEM y

TEM

4.6.1. Preparacién para Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El proceso para SEM se centra en obtener una muestra deshidratada y con una buena
preservacion de la estructura superficial. Las muestras para SEM se procesaron para visualizar
alteraciones en la topografia y organizacion superficial de poblaciones enteras y biopeliculas

incipientes.

1. Filtraciéon y Fijacién
Se filtraron 10 mL de cultivo logaritmico a través de membranas Nucleopore 0.22 pm.
El fijador de eleccion es Glutaraldehido al 3 % en tampén fosfato 0.1 M. Este se prepara
a partir de una solucién comercial al 25 %. Se necesitan 3-4 ml de fijador por muestra.
Los filtros se colocan en placas de ELISA de pocillos grandes con los 3-4 ml de fijador; el

tiempo de fijacion debe ser de un minimo de 2 horas.

Las muestras en Glutaraldehido se limpiaron en tampén fosfato 0.1 M durante 10 minutos,
repitiendo este paso 2-3 veces. Pasando a la deshidratacion, que consistié en una serie de
soluciones de etanol de concentracion creciente, cambiando la muestra de una solucién a

otra y siguiendo este protocolo:

24



Etanol al 50 % (5-10 minutos).

Etanol al 70 % (2 veces).

Etanol al 90 % (3 veces).

Etanol al 96 % (3 veces).

Etanol Absoluto (3 veces a tiempos crecientes: 5, 10, 15 minutos).

2. Preparaciéon Final y Secado de Punto Critico

Las muestras se secaron por punto critico con CO, para evitar colapsos estructurales.
Posteriormente, se metalizaron con una capa fina (10-15 nm) de oro-paladio en un me-
talizador por sputtering. Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de
barrido. Se documentaron caracteristicas como rugosidad de superficie, presencia de fim-

brias o vesiculas, y organizacién celular en microcolonias.

4.6.2. Preparacion para Microscopia Electrénica

de Transmision (TEM)

El proceso para TEM requiere pasos adicionales como la post-fijacién, que consta de la

inclusion en resina y el corte en secciones ultrafinas.

El protocolo para TEM se optimizé para revelar detalles ultraestructurales asociados al
estrés antibiético y a mecanismos de resistencia. Las muestras se recolectaron en tubos de mi-
crocentrifuga de 2 mL para obtener un pellet visible e inmediatamente se agrego6 el fijador.
Los pellets celulares se fijaron primariamente con glutaraldehido al 2.5 % en tampén cacodilato
0.1 M (2 h, 4°C) y se post-fijaron con tetréxido de osmio al 1% (1 h, 4°C) para contrastar

lipidos y membranas. Tras lavados, la deshidratacién se realizé con EtOH en series crecientes.
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Las muestras se infiltraron e incluyeron en resina epdxica Spurr’s. La resina se polimerizd me-
diante calor (60 °C) para endurecer la muestra. Los bloques se cortaron en un ultramicrétomo
para obtener cortes ultrafinos (60-80 nm), que se recolectaron en rejillas de cobre. Los cortes
se tineron con acetato de uranilo y citrato de plomo para aumentar el contraste. Las observa-
ciones se realizaron en un microscopio electronico de transmision. Se buscaron y documentaron
alteraciones especificas como: (i) engrosamiento o irregularidades en la pared celular y mem-
brana externa; (ii) condensacién o segregacién del material nucleoide (ADN); (iii) presencia de

inclusiones citoplasmaticas o vesiculas de membrana externa.

4.6.3. Procesamiento de Imagenes y Analisis Cuantitativo de Datos

Para el andlisis cuantitativo de la morfologia y la ultraestructura bacteriana, las micrografias
obtenidas fueron procesadas digitalmente utilizando el software especializado Fiji (ImagelJ). El
tratamiento de las imagenes se dividio en dos enfoques dependiendo de la técnica microscépica

empleada.

Procesamiento de Imagenes de SEM (Morfometria)

En el caso de las imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), se calibré inicial-
mente la escala de cada micrografia para asegurar la precision dimensional. Se determinaron
las Regiones de Interés (ROI) contorneando las células bacterianas individuales y se utiliz6 la

funcién Set Measurements para extraer los parametros morfométricos descritos en la Tabla
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Tabla 2: Parametros morfométricos configurados en Set Measurements de Fiji para el analisis

de imagenes de SEM.

Parametro (Fiji)

Equivalente en espanol

Interpretaciéon y uso en el estudio

Shape descriptors

Aspect Ratio (AR)

Solidity

Clircularity

Roundness

Descriptores de forma

Indice de Elongacién

Indice de Integridad Superficial

Circularidad

Redondez

Grupo de métricas para evaluar la
proporcion y regularidad del con-
torno bacteriano. Comprende los sub-
parametros siguientes:

Cociente entre el eje mayor y el eje
menor de la elipse ajustada. Emplea-
do para cuantificar la magnitud de la
filamentacion bacteriana asociada a la
respuesta celular SOS.

Cociente entre el area real y el area
convexa de la bacteria. Permite eva-
luar topograficamente la rugosidad, el
dano en la envoltura celular o la for-
macién de vesiculas.

Parametro geométrico complementa-
rio (4r-Area/Perfmetro®); valor de 1.0
indica circunferencia perfecta.

Inverso del Aspect Ratio; mide la com-
pacidad del eje menor respecto al ma-
yor.

Feret’s diameter

Didmetro de Feret

Didmetro méximo (Feret) y minimo
(MinFeret) de la celda medidos como
distancias caliper. Representa la lon-
gitud total real de la bacteria en pm;
contrasta con el AR para validar el ta-
maiio celular absoluto.

Area Area Superficie bidimensional total abarca-
da por la bacteria dentro del contorno
trazado.

Perimeter Perimetro Longitud total de la linea de contorno

celular. En relacién matematica con el
area, facilita la parametrizacion de la
rugosidad superficial.

Procesamiento de Imagenes de TEM (Ultraestructura)

Para las micrografias de Microscopia Electronica de Transmisién (TEM), el enfoque consistid

en evaluar la densidad y organizacion intracelular. Se procedié a delimitar manualmente el

citoplasma de las bacterias mediante la herramienta Polygon Selection, excluyendo la pared
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celular para evitar sesgos en la medicion de la densidad interna. Los parametros analiticos

configurados en Set Measurements se detallan en la Tabla

Tabla 3: Parametros analiticos configurados en Set Measurements de Fiji para el analisis de
imagenes de TEM.

Parametro (Fiji) Equivalente en espanol Interpretaciéon y uso en el es-
tudio
Area Area citoplasmadtica Tamano exacto de la zona cito-

plasméatica delimitada; normaliza
las mediciones de densidad al area
real analizada.

Mean gray value Valor medio de gris Indicador de la Densidad Elec-
tronica Relativa. Cuantifica qué
tan “vacia” o densa se encontraba
la bacteria, reflejando cambios en
contenido macromolecular frente
al tratamiento.

Standard deviation Desviacion estandar del gris Mide el grado de heterogeneidad
interna de la distribucion de gri-
ses. Funciona como indicador de
presencia de aglomeraciones, con-
densacion o segregaciéon del ADN
(nucleoide).

Min & maz gray value Valores minimo y maximo de gris Meétrica de control de calidad para
verificar que los rangos de inten-
sidad de la imagen (0-255) estén
correctamente normalizados.

Tratamiento Estadistico y Visualizacién de Datos

Durante el procesamiento, el cédigo agrupo las variables para aplicar estadistica descrip-
tiva, calculando medidas de tendencia central (medias) y de dispersion (desviacion esténdar)
para cada fase evolutiva. Finalmente, con el uso de librerfas estadisticas (tales como Pandas y
Seaborn), el script generé de manera automatizada la visualizacién de los datos estadisticos:
diagramas de violin para observar la densidad de probabilidad y heterogeneidad fenotipica de
la poblacién (ej. distribucion de la elongacién), diagramas de cajas (boxplots) para evaluar la

integridad intercuartilica y la mediana poblacional (ej. solidez), y graficos de dispersién (scat-
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ter plots) para correlacionar variables intracelulares complejas, como la densidad frente a la

condensacion del ADN.

4.7. Evaluacién del crecimiento mediante Densidad ()p-

tica y Capacidad de formacién de Biofilm

La aptitud biol6gica de las cepas evolucionadas (C1 a C5) se evalué midiendo la cinética de
crecimiento en medio de cultivo sin CIP alo largo de 16 h. El crecimiento se monitorizé mediante
densidad éptica (DO), automatizando un ciclo de lecturas durante 16 h; posteriormente, se
cuantificé la capacidad de formacion de biopeliculas mediante tincién con Cristal Violeta al

0.1 % y medicién de la DO a 590 nm.

Se prepararon cultivos de cada cepa (C1-C5) en Caldo LB con sus respectivas concentra-
ciones de CIP. Las cepas se dispensaron en una placa de 96 pocillos con Caldo LB. La placa se
colocé en un Lector de Placas Multiskan Go (Thermo Scientific) y el crecimiento se monitorizé
automaticamente a 37 °C durante 16 h, tomando lecturas de DOggg cada hora. Los datos de la
cinética de crecimiento se utilizaron para calcular la tasa de crecimiento especifica para cada
cepa. Paralelamente, las cepas C1-C5 se cultivaron en Caldo LB en placas de 96 pocillos du-
rante 48 horas en condiciones estaticas a 37 °C para evaluar la formacién de biopelicula. Tras
la incubacion, se retir6 el medio, se lavaron suavemente los pocillos, se tineron los biofilms con
Cristal Violeta al 0.1 % (15 min), se lavé el exceso de colorante, se disolvi6 el colorante unido

con etanol, y se cuantifico la intensidad de la tincién midiendo la DOs5gp.
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4.8. Analisis Genotipico

La caracterizacion genotipica se centrd en identificar mutaciones puntuales y confirmar la
identidad bacteriana. Este proceso fue realizado por LANBAMA-IPICYT, San Luis Potosi:

Laboratorio de Referencia, quienes amplificaron y secuenciaron productos de PCR.

Se identifico el gen 16S rTRNA (como control taxonémico) y se secuencio las regiones QRDR
de gyrA. Se amplificaron mediante PCR de punto final en un Termociclador Verity (Applied
Biosystems). La calidad y el tamano de los productos de PCR amplificados se verificaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefniido con bromuro de etidio, utilizando un
estandar de peso molecular. Una vez obtenidas las bandas confirmatorias se procedié a realizar
la secuenciacion de las muestras purificadas mediante el método de Sanger en los Secuenciadores

Modelo 3500 y 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Las secuencias crudas se analizaron bioinformaticamente, realizando una Alineacién de Se-
cuencia Multiple (MSA) para el QRDR de gyrA con la secuencia de referencia de E. coli K-12
MG1655 tomada de GeneBank, para confirmar el genotipo de Tipo Silvestre del control e

identificar las sustituciones de nucleétidos (SNPs) en las posiciones criticas (Ser-83 y Asp-87).

4.8.1. Identificacion y Agrupacién de Secuencias

Se obtuvo la secuencia del gen gyrA de la cepa de referencia E. coli K-12 MG1655 de
NCBI, tomando en cuenta que la secuencia de referencia debe ser el Tipo Silvestre (WT)
para el gyrA, que ya se confirmé en el control E. coli ATCC 11229. Posteriormente, se realizé
la Alineacién de Secuencia Multiple (MSA); para este paso se usé el software bioinformatico

disenado para realizar alineamientos de secuencia multiple, Clustal Omega. Alli se ingresaron
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todas las secuencias de gyrA (las 9 muestras de las cepas C1-C5 y la secuencia de referencia
WT). La MSA alinea nucledtido por nucleétido cada secuencia con la secuencia de referencia
WT, asegurando que las regiones homoélogas y las posiciones de los codones coincidan. El
objetivo de la MSA para el gyrA fue confirmar el genotipo de Tipo Silvestre del control y
detectar Sustituciones de Nucle6tidos (SNPs) en las posiciones criticas. Para la detecciéon de
las SNPs, se localizaron las Regiones Determinantes de Resistencia (QRDR), especificamente
en los codones 67-106 de gyrA y 56-108 de parC, concentrandose en la bisqueda de SNPs en

las posiciones criticas: Ser-83 y Asp-87.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Determinacion de la MIC del Control

El ensayo de microdilucién confirmé la alta sensibilidad de E. coli ATCC 11229 a cipro-
floxacino (CIP). El valor de la MIC se determiné en 1 pg/mL, dado que la MIC se define
como la concentracién mas baja que inhibe visiblemente el crecimiento (crecimiento menor al
1% del control sin antibiético). El ensayo arrojé los siguientes resultados que sustentan esta

determinacién (Tabla [4)).

Tabla 4: Ensayo de microdilucién para determinar la MIC de ciprofloxacino en E. coli ATCC
11229

MIC (ug/mL) % de crecimiento

1 0.78
0.5 1.76
0.25 3.36

En la concentracién de 1 pg/mL, el crecimiento fue de solo 0.78 %, cruzando el umbral de

inhibiciéon. Este valor confirma que la cepa de control es altamente susceptible, estableciendo
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una linea base para evaluar la evolucién experimental.

5.2. Crecimiento en Sistema MEGA-plate tras 12 dias

El crecimiento de E. coli en el sistema MEGA-plate (Figura E[) revela una dinamica adap-
tativa compleja y espacialmente estructurada. Se observa una expansion progresiva desde el
carril inicial (0X) hacia regiones con mayor concentracion de ciprofloxacino, evidenciando la
capacidad de la poblacién para superar la presion selectiva de manera escalonada. Las forma-
ciones de crecimiento son notablemente irregulares, presentando patrones dendriticos y frentes
de colonizaciéon no uniformes. Esta morfologia sugiere fuertemente la formacién de biopeliculas
superficiales y una expansién activa mediante motilidad colectiva, estrategias que permiten a

la bacteria explorar y colonizar nichos adversos.

Figura 4: Crecimiento de FE. coli en el sistema MEGA-plate tras 12 dias de incubacion. Se
observa la expansion de la poblacién a través de un gradiente de ciprofloxacino con concentracion
creciente de izquierda a derecha.

a4

e R |

33



5.3. Fenotipo de Crecimiento y Costo de Aptitud de las

Cepas Evolucionadas

Los resultados del crecimiento de las cinco cepas evolucionadas (C1 a C5, Figura [5)) revelaron
diferencias significativas en su aptitud biolégica. La evolucién de la DO corregida a lo largo
de 16 horas sugiri6 la existencia de diferentes estrategias adaptativas y costos asociados a las

mutaciones adquiridas.

Evolucién de DO Corregida por Carril
(Intervalos de Confianza 95%)
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Figura 5: Cinética de crecimiento de las cepas evolucionadas (C1-C5) de E. coli durante 16
horas. Las curvas representan la Densidad Optica (DO) corregida y sus intervalos de confianza
al 95%. Se observan diferencias en la tasa de crecimiento, donde C1 y C2 muestran la mayor
aptitud, mientras que C4 y C5 presentan el crecimiento mas reducido.

Las cepas C1 y C2 exhibieron la mayor velocidad de crecimiento y alcanzaron las mayores
densidades celulares. Este patron sugiere una adaptacion exitosa, donde los linajes probable-
mente acumularon mutaciones secundarias compensatorias que mitigan el costo de aptitud
impuesto por las mutaciones primarias de resistencia. Las cepas C3 y C4 mostraron la mayor

reduccion en la tasa de crecimiento; C4 presentd un crecimiento casi nulo hasta la hora 6. Este
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fenotipo es la confirmacion clasica del costo de aptitud, tipicamente asociado a las primeras mu-
taciones de resistencia antes de que surjan mecanismos compensatorios. La baja aptitud de C3
y C4 sugiere un estadio evolutivo mas temprano. La cepa C5 mostré un patrén de crecimiento

intermedio, con un retraso en la fase lag.

La capacidad de producir biopeliculas (Figura @ también fue variada, lo que sugiere que
las trayectorias evolutivas afectan no solo a las enzimas diana, sino también a la regulacién
de la matriz extracelular. Las cepas C2 y C5 mostraron los niveles més altos de biomasa de
biofilm, un fenotipo que puede acelerar la evolucién de la RAM y conferir protecciéon frente al
antibiético. En comparacion, las cepas C1 y C3 presentaron los niveles més bajos de biomasa.

Biomasa de Biofilm de E. coli
(Sin outliers, método IQR)
3.0 4 1.55 = 1.39

2.05 + 0.44

2.5 1 [ 1.86 + 0.52
2.0 A l

1.5

1.00 = 0.36

1.06 + 0.18 ‘|’
1.0

: 1

0.0 T T T
Cl c2 c3 ca c5

Condiciones Experimentales

Densidad Optica (590 nm)

0.5 4

Figura 6: Cuantificacién de la biomasa de biofilm producida por las cepas evolucionadas (C1-
C5) de E. coli. Las barras representan la absorbancia media a 590 nm, indicando que la cepa
(C2 exhibe la mayor capacidad de formacion de biofilm.
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5.4. Fenotipos Morfolégicos y de Susceptibilidad Visual

Preliminar

5.4.1. Morfologia Macroscopica de Colonias

Las imégenes de la Figura[7]revelan una serie de placas de agar LB que presentan el impacto
de CIP. Cada placa, senalada como C1 a C5, representa la concentracién particular de CIP

equivalente a 1X, 10X, 100X y 1000X.

Figura 7: Morfologia de las colonias de las cepas evolucionadas (C1-C5) de E. coli. Se observan
variaciones fenotipicas en tamario, brillo y textura, desde colonias circulares y brillantes (C1)
hasta colonias més pequefias y opacas con posible formacién de biofilm (C4-C5).

La placa C1 manifiesta la mas alta densidad de crecimiento bacteriano; esto se debe a que
en el primer carril no existe concentracion de CIP y, por tanto, no presenta estrés para su
crecimiento. El efecto sobre el desarrollo bacteriano es muy poco o inexistente. Las colonias

parecen estar bien formadas y distribuidas, mostrando un crecimiento sano y caracteristico de

E. coli.

Pasando a las placas C2 y C3, se aprecia una baja notable en la densidad de las colonias.
Si bien atn se aprecia un crecimiento considerable, el niimero de colonias es menor, y estas se
observan de un tamafo mas pequeno o esparcidas en comparacién con Cl. Esto sugiere que
estas concentraciones y las mutaciones adquiridas ejercen un efecto notable sobre el crecimiento

de bacterias, disminuyendo la viabilidad o la velocidad de proliferacién.
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En la placa C4, los efectos de las mutaciones conferidas por el intento de supervivencia de
E. coli se hacen atin mas evidentes. La densidad de colonias es mucho més baja en comparacion
con C2 y C3, y ademas se aprecian zonas de agar sin colonias mas amplias. Esto sefiala que la
concentracion y las mutaciones que conllevaron a la resistencia del CIP en C4 se hacen notar
en una significativa disminucion de células capaces de formar colonias y en una disminucién

notable del tamaifio e irregularidad en las colonias.

La placa C5 exhibe la menor cantidad de crecimiento bacteriano, con solo unas pocas
colonias aisladas. Esto sugiere que la concentracién mas alta de CIP a la que fue expuesta F.
coli afecta considerablemente su crecimiento. La presencia de algunas colonias podria indicar la
aparicion de mutantes resistentes o la supervivencia de un pequeno porcentaje de la poblacion
que tolera esta concentracion. El grupo de imagenes muestra sin duda una relacion dosis-
respuesta clara en relaciéon con la concentracion del CIP y su efecto en el crecimiento de las
cepas de E. coli. Se observa como desciende gradualmente la densidad de colonias desde C1
hasta C5, lo cual sugiere un efecto bacteriostatico o bactericida dependiente de la concentracién
que no llegd a danar por completo las cepas y les permitié adquirir las mutaciones pertinentes

para sobrevivir.

Las formaciones irregulares y la extension del crecimiento sugieren que se estan formando
biofilms o que las colonias estan expandiéndose activamente sobre la superficie del agar a lo largo
del gradiente, evidenciando el potencial evolutivo de E. coli para superar la presion selectiva

de los antibidticos.
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5.4.2. Morfologia Celular (Microscopia Optica)

La muestra C1 en la Figura |8 denota un campo denso de bacilos Gram-negativos uniformes,
con la morfologia tipica de E. coli sin estrés. La cepa C2 muestra bacilos que, aunque conservan
la morfologia Gram-negativa, son mas alargados o filamentosos que el control. La filamentacién
es una respuesta comin al dano en el ADN inducido por las FQ. Que C2 presente este rasgo a
pesar de su alta aptitud sugiere que, si bien es resistente, la enzima diana GyrA sigue siendo
afectada, pero la bacteria ha desarrollado mecanismos como la posible sobreexpresién de AcrAB-
TolC para sobrevivir. La cepa C3 exhibe una morfologia celular mas corta e irregular. La
presencia de formas menos uniformes y la baja aptitud sugieren un mayor estrés celular y una
posible disrupcion en la divisién celular, compatible con una mutaciéon primaria de resistencia
GyrA S83L que impone un alto costo bioldgico. La cepa C4 muestra bacilos Gram-negativos
notablemente alargados y filamentosos, incluso mas acentuados que C2. Esta filamentaciéon
severa se correlaciona con la descripcion fenotipica de crecimiento casi nulo reportada para
C4 y es una manifestacion clara de la respuesta SOS activada por la fuerte inhibicion del
complejo ADN-topoisomerasa. El genotipo de esta cepa puede representar el estadio evolutivo
mas temprano, con una mutacion primaria de resistencia que ofrece poca proteccion y un costo
de aptitud maximo. La cepa C5 parece comenzar a exhibir una morfologia celular mas corta.
La presencia de formas menos uniformes y la baja aptitud sugieren un mayor estrés celular que

puede conllevar una mutacion de importancia para la supervivencia bacteriana.
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Figura 8: Micrografias de las cepas evolucionadas (C1-C5) de E. coli mediante tincién de Gram
(100X). Se aprecian variaciones morfolégicas como la filamentacién en respuesta al estrés (C2)
y la presencia de células mas pequenas e irregulares (C4, C5).

5.5. Micrografias

5.5.1. SEM

El andlisis por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) (Figura [J) permitié caracterizar
la topografia superficial de las cepas. La cepa parental C1 mostré bacilos de tamano uniforme
con superficie lisa e integra. Las cepas evolucionadas, en cambio, exhibieron una notable hete-
rogeneidad morfologica. Se confirmo¢ la filamentacion extrema en las cepas C2 y C4, con células
que alcanzan longitudes varias veces superiores a la cepa control, indicativo de un bloqueo
en la citocinesis inducido por el dafio al ADN. Asimismo, se observaron irregularidades en la
superficie celular, como rugosidades y posibles vesiculas de membrana, particularmente en las
cepas sometidas a mayores concentraciones de antibidtico, lo que sugiere una desestabilizacion

de la envoltura bacteriana como respuesta al estrés.
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(e) Micrografia SEM de la cepa C5.

Figura 9: Micrografias SEM de E. coli para los carriles C1-C5.
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5.5.2. TEM

Complementariamente, la Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) (Figura re-
veld alteraciones a nivel ultraestructural. Mientras que C1 presenté una morfologia interna
conservada con membranas bien definidas, las cepas resistentes mostraron evidencias claras de
dafio celular y reorganizacion estructural. Se identificaron engrosamientos irregulares en la pa-
red celular y la membrana externa en ciertos linajes, una posible adaptacién para limitar la
entrada del farmaco. Ademas, se observaron zonas de baja densidad electrénica en el citoplasma
y formacién de vacuolas en las cepas con mayor costo de aptitud (C3, C4), signos caracteristicos

de muerte celular programada o lisis parcial en respuesta a la toxicidad del ciprofloxacino.
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(e) Micrografia TEM de la cepa C5.

Figura 10: Micrografias TEM de E. coli para los carriles C1-C5.
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5.6. Confirmacién de la Cepa de Control y Analisis Ge-

némico de Tipo Silvestre

El analisis bioinformético confirmé que las secuencias del Grupo “-1” se asignaron a la
Region Determinante de Resistencia a Quinolonas (gyrA QRDR) y las secuencias del Grupo

“-5” corresponden al gen rRNA, un marcador de control 16s (Figura .

3 45 6 7 8 9 10

2

1500 pb >

850pb — >

Figura 11: Anadlisis por Electroforesis en Gel de Agarosa de ADN de E. coli., de las 5 cepas
(duplicados). El carril 1 corresponde a un marcador de peso molecular. Se observan bandas
de aproximadamente 1500 pb correspondientes a la amplificacién del gen gyrA y bandas de
850 pb correspondientes al fragmento del gen 16S rRNA, confirmando la presencia y tamano
consistente de los amplicones esperados en las muestras analizadas.

El alineamiento de las secuencias de la cepa control confirmé un genotipo de Tipo Silvestre
(WT) en los sitios de mutacién mas criticos del QRDR (Ser-83 y Asp-87), los resultados se

muestran en la Tabla 5| Este genotipo WT predice un fenotipo susceptible.
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Tabla 5: Mutaciones observadas en la posicion 83 de la region QRDR del gen gyrA en las cepas
evolucionadas de E. coli

Cepa Codon Aminoacido Mutacion
(AA)
C1 TCC S WT
C2 TCC S WT
C3 TTT F S83F
C4 TTC F S83F
Ch TTC F S83F

5.7. Analisis Cuantitativo de la Morfologia y Ultraes-

tructura Bacteriana

5.7.1. Dinamica Morfométrica (SEM)

El analisis estadistico de los graficos obtenidos mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) revelé que E. coli experimenta una transformacion fisica drastica bajo la presién selectiva
de ciprofloxacino. El Indice de Elongacién (Aspect Ratio) mostré una estabilidad basal en los
carriles ¢l y ¢2 (2.23 y 2.29 respectivamente), seguida de un incremento critico en el carril ¢3,
alcanzando un promedio de 4.01. Este fenémeno de filamentacién se vio acompanado por una
pérdida de la Integridad Superficial (Solidity), la cual descendié de 0.985 (cl) a 0.946 (c3),
indicando un aumento en la rugosidad de la envoltura celular. Hacia el carril ¢5, la poblacion
recuper6 un fenotipo similar al silvestre (AR: 2.39), sugiriendo una estabilizacién de la forma

en la cepa resistente.
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Evolucion de la Filamentacion (Respuesta SOS)
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Figura 12: Distribucién del Aspect Ratio (fndice de Elongacién) a lo largo de los carriles evo-
lutivos (c1-cb), representada mediante diagrama de violin. Se observa el pico de filamentacion
heterogénea en c3 y la estabilizacion fenotipica de la cepa resistente en cb.
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Figura 13: Diagrama de cajas del indice Solidity (fndice de Integridad Superficial) en los carriles
cl—c5. Se ilustra el descenso progresivo de la solidez del contorno bacteriano como indicador
del dano en la membrana y el aumento de rugosidad superficial.

5.7.2. Caracterizaciéon Ultraestructural Intracelular (TEM)

Complementariamente, la interpretacién de los diagramas de la microscopia electronica de
transmision (TEM) permitié observar la reorganizacion del contenido citoplasmético. La Densi-
dad Electrénica Relativa (Mean gray value) disminuyd significativamente desde el control (163.8
u.a.) hasta el carril ¢4 (108.0 u.a.), evidenciando un proceso de vaciamiento citoplasmatico y

formacion de células “fantasma”. Simultaneamente, el Grado de Heterogeneidad del Nucleoide
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(StdDev) se redujo de 48.2 (c1) a 37.7 (¢3). Esta transicién hacia un citoplasma mas homogéneo
sugiere una desorganizacion de la arquitectura compacta del ADN, consecuencia directa de la
interferencia del antibiético con las enzimas de superenrollamiento. En la fase final (c5), los va-
lores de densidad (125.9 u.a.) y heterogeneidad (40.4) alcanzaron un nuevo estado estacionario,
distinto al de la cepa original.
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Figura 14: Distribucién de la Densidad Electrénica Relativa (Mean gray value) del citoplasma en
los carriles c1—ch. Se observa la caida progresiva de la intensidad media de gris como indicador
de lisis parcial y aumento de permeabilidad intracelular.
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Figura 15: Distribucién de la desviacién estandar de la intensidad de gris (StdDev) como in-
dicador del Grado de Heterogeneidad del Nucleoide en los carriles c1—ch. La reduccion de la
dispersién refleja la desorganizacion de la arquitectura del ADN inducida por el ciprofloxacino.
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Sorrelacion entre la densidad citoplasmatica y la organizacién del nucleoide durante la adquisicion de resistencia.
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Figura 16: Diagrama de dispersion bivariante de la Densidad Electrénica frente a la Heteroge-
neidad del Nucleoide. Se ilustra la trayectoria evolutiva de las subpoblaciones desde el control
(cl), a través de la maxima desestabilizacién celular (c3—c4), hasta el nuevo estado estacionario
de la cepa resistente (cb).
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Capitulo 6

Discusién y Perspectivas

6.1. Discusion de Resultados

Esta investigacién integré un modelo evolutivo espacial (MEGA-plate), caracterizacion fe-
notipica multinivel y analisis genémico para rastrear la trayectoria adaptativa de E. coli hacia
la resistencia al CIP. Los resultados confirman que los cambios morfolégicos y fisiologicos son
biomarcadores tempranos y dinamicos que preceden y acompafan la fijacion de mutaciones
genéticas, validando el enfoque integrado fenotipo-genotipo para descifrar los mecanismos de la
RAM. El uso de sistemas como el MEGA-plate ha demostrado ser una herramienta poderosa

para visualizar y cuantificar la dindmica evolutiva en tiempo real 1], [17].
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6.1.1. La Cinética de Crecimiento y el Costo de Aptitud: Evidencia

de un Paisaje Adaptativo Rugoso

La cinética de crecimiento diferencial (Figura[j]) revela el costo de aptitud (fitness cost) aso-
ciado a la adquisiciéon de resistencia, un fenémeno ampliamente documentado en la evolucién
de bacterias bajo presién antibiotica [13], [18]. Las cepas de los primeros carriles C1 y C2 man-
tuvieron un crecimiento constante, mientras que C3, C4 y C5 mostraron latencias prolongadas,
tasas de crecimiento reducidas y una mayor variabilidad (reflejada en las amplias barras de
error del intervalo de confianza del 95 %). Esta variabilidad no es artefactual; es un indicador
de heterogeneidad poblacional e inestabilidad fenotipica durante etapas criticas de adaptacion,

tal como se ha observado en estudios de evolucién en gradientes de antibidticos [19].

Como postula el modelo de paisajes adaptativos [15], [20], la evolucién hacia la resistencia
implica transitar por “valles’ de baja aptitud. Nuestros datos son consistentes con esto: las
cepas que colonizaron concentraciones mas altas (C3-C5) pagaron un costo metabdlico por su
resistencia inicial. La recuperacion tardia en el crecimiento de C5 sugiere que, tras un cuello
de botella poblacional, surgieron mutaciones compensatorias que restauraron parcialmente la
aptitud, un fenémeno documentado en sistemas evolutivos espaciales |1| y que ha sido carac-
terizado como “evoluciéon compensatoria por intercambio’ (exchange compensation) en paisajes
con compensaciones adaptativas [18]. El éxito de una cepa en este proceso no solo depende
de su resistencia intrinseca, sino también de su capacidad para gestionar el estrés proteico y

mantener la integridad del nucleoide [2].
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6.1.2. Biofilm y Morfologia: Estrategias Fenotipicas de Superviven-

cia y Persistencia

La capacidad de formar biopelicula mostré un patréon bimodal, con picos significativos en
C2 y C5 (Figura @ Este resultado es crucial: la formacion de biofilm no es correlato de la
concentracion de antibiético, sino una estrategia fenotipica discreta y potente. En C2 (atn ge-
notipo salvaje, WT), el biofilm pudo actuar como un mecanismo de tolerancia colectiva que
permitio la supervivencia inicial sin mutaciones en las QRDR, coincidiendo con lo reportado
sobre el papel de los biopolimeros extracelulares en la proteccion bacteriana [21]. La exposi-
cién a concentraciones subinhibitorias (sub-MIC) de CIP puede, paradéjicamente, modular la
formacion de biofilm y la expresion de genes de virulencia [22]. En C5, un mutante con costo
de aptitud intermedio, la fuerte producciéon de biofilm pudo ser una compensacién fenotipica
que le permitio persistir y avanzar en el gradiente, evidenciando que el éxito adaptativo puede
depender de inversiones en fenotipos de persistencia, no solo en la velocidad de crecimiento. La
evolucion de la resistencia en biopeliculas expuestas a altas dosis de antibidticos puede seguir

trayectorias aceleradas [23], lo que subraya la relevancia de nuestro modelo.

La morfologia celular fue el biomarcador més dindmico. La filamentacién severa observada
en C4 (Figura es una manifestacion clasica de la respuesta SOS activada por el dano al
ADN, tal como describen [24] y [11]. Esta alteracion, junto con el pleomorfismo observado, no
es aleatoria: es una respuesta programada de supervivencia que precede a la division celular
y permite la reparacion del material genético. La correlacion entre la filamentacion extrema
y un crecimiento casi nulo en C4 ilustra vividamente el alto costo biolégico de las primeras
mutaciones de resistencia. Estudios recientes correlacionan la supervivencia de E. coli al estrés
por CIP con un aumento en la longitud del nucleoide y una gestién efectiva de las proteinas mal

plegadas [2|. La plasticidad morfol6gica puede ser, en si misma, un mecanismo de resistencia al
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alterar la relacién superficie-volumen y la acumulacién intracelular del antibidtico [25].

6.1.3. Correlacion Fenotipo-Genotipo: De la Morfologia a la Muta-

cion

El andlisis genémico proporciond el vinculo causal final (Seccion . Las cepas C1 y C2,
a pesar de crecer bajo presion antibiética, mantuvieron el genotipo wild type en el QRDR
de gyrA. Esto sugiere fuertemente que su supervivencia inicial se sustenté en mecanismos no
mutacionales o preexistentes, como la sobreexpresion de bombas de eflujo (AcrAB-TolC) [14] o
la presencia de genes de resistencia mediada por plasmidos (gnr) [26], un hallazgo consistente
con modelos cuantitativos que desglosan la contribucion de distintos mecanismos a la CMI de
la CIP [27]. La resistencia de bajo nivel y multirresistencia pueden desarrollarse y seleccionarse

incluso en un rango extendido de concentraciones subinhibitorias [28].

Por el contrario, las cepas C3, C4 y C5 presentaron la mutaciéon S83F en GyrA. Esta
sustitucién, que altera el sitio de unién del CIP en la ADN girasa [6], [29], es la puerta de entrada
genética a la resistencia de alto nivel. La correlacion es clara: la aparicién de esta mutacion
coincide con los fenotipos de mayor costo (crecimiento lento) y estrés morfoldgico extremo
(filamentacién). Nuestros datos trazan asi una trayectoria evolutiva: i) tolerancia fenotipica
(biofilm, filamentacion) en bajas concentraciones, ii) adquisicién de una mutacién primaria
costosa (S83F) bajo presién alta, y iii) exploracién de compensaciones (posiblemente segunda
mutacién o regulacién de eflujo) para restablecer la aptitud, como sugiere el éxito de C2 (que
podria albergar mutaciones compensatorias no detectadas en parC o reguladores). El orden y
la combinacion especifica de mutaciones en gyrA y parC son determinantes para el nivel final

de resistencia y su costo asociado [30].
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6.1.4. Validacion Ultraestructural: El Costo Adaptativo se Hace Vi-

sible

Las imagenes de SEM y TEM proporcionaron la validacion ultraestructural. En SEM, la
superficie celular rugosa y las fallas en el septo observadas en C3 y Cb son la firma visible del
estrés en la sintesis de la pared celular y la divisién (Figura @, directamente relacionado con
la inhibicién de las topoisomerasas [31]. En TEM, la condensacién anormal del nucleoide y la
reduccion de ribosomas en cepas como C4 reflejan el colapso de la maquinaria de replicacion
y traduccion, un dafo interno coherente con el mecanismo de acciéon bactericida de las fluoro-
quinolonas [11]. Estas técnicas no solo corroboran los datos fisiologicos, sino que convierten el
“costo de aptitud’ en una imagen tangible, mostrando las consecuencias citologicas de la accion

antibidtica y la respuesta adaptativa de la bacteria.

6.1.5. La Morfologia como Biomarcador Predictivo: Convergencia

con Enfoques de Inteligencia Artificial

La reversion de la filamentacién observada en el carril C5 sugiere que la morfologia bac-
teriana actia como un “codigo de barras” fenotipico del estado de resistencia. Este hallazgo
es consistente con estudios recientes de bioinformética estructural; por ejemplo, Ikebe et al.
demostraron mediante microscopia éptica y aprendizaje profundo (Deep Learning) que las ca-
racteristicas morfologicas, tales como la longitud y el ancho celular, poseen una asociacién
estadistica directa con los perfiles de resistencia a antibiéticos. En concordancia con nuestros
resultados de Aspect Ratio, Ikebe y colaboradores validaron que las bacterias resistentes pre-
sentan firmas morfométricas distinguibles de sus parentales sensibles, lo que respalda el uso de

la elongacion como un biomarcador predictivo y no solo como un rasgo descriptivo del estrés
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celular [32].

Por otro lado, la homogeneizacion del citoplasma y la alteracion en la textura del nucleoide
identificadas en nuestros analisis de TEM coinciden con reportes que vinculan la ultraestruc-
tura con la identidad de la cepa resistente. Hayashi-Nishino et al. establecieron un precedente
crucial al utilizar Redes Neuronales Convolucionales (CNN) para clasificar bacterias farmaco-
rresistentes basandose exclusivamente en imagenes de microscopia electrénica de transmision.
Sus hallazgos confirman que las bacterias resistentes exhiben patrones de textura intracelular
imperceptibles para el ojo humano pero cuantificables computacionalmente. Esto valida nuestra
observacién de que la disminucién en la Desviacion Estandar (heterogeneidad) en el carril C3
no es un artefacto, sino una caracteristica estructural conservada que refleja la reorganizacion

del material genético ante la inhibicién de la girasa [33].

Finalmente, la robustez de los datos morfométricos (SEM) y densitométricos (TEM) ob-
tenidos en este estudio sugiere su potencial aplicacién en el entrenamiento de algoritmos de
Inteligencia Artificial para el diagnostico rapido. La viabilidad de este enfoque ha sido de-
mostrada recientemente por Guan et al., quienes desarrollaron un sistema de “huella dactilar
morfolégica” impulsado por aprendizaje profundo (Deep Learning) capaz de identificar patoge-
nos con alta precision mediante el analisis de patrones visuales simples [34]. De manera anédloga,
proponemos que las métricas de Solidez y Densidad Electrénica descritas en esta tesis podrian
alimentar modelos de redes neuronales para predecir, de manera automatizada y libre de cultivo,

la fase evolutiva de resistencia en la que se encuentra una muestra clinica de FE. coli.
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6.1.6. Implicaciones y Perspectivas: Hacia una Vigilancia Predictiva

de la RAM

Este estudio demuestra que el analisis morfolégico cuantitativo y dindmico puede servir
como un sistema de alerta temprana. Los cambios en la forma celular, la formaciéon de biofilm
y las alteraciones en el crecimiento son senales fenotipicas que se manifiestan antes de que una
mutacion de resistencia se fije y disemine en la poblacién. Fenotipos como la filamentacién po-
drian utilizarse como biomarcadores rapidos y accesibles para inferir mecanismos de resistencia

subyacentes [31].

Esta vision abre la puerta a tecnologias de vigilancia predictiva y diagndsticos mas rapidos.
La integracion de nuestros datos multinivel (imagenes, cinéticas, gendmica) con algoritmos de
aprendizaje automatico (Machine Learning) e inteligencia artificial podria entrenar modelos
predictivos robustos. Por ejemplo, se han desarrollado algoritmos como QUIRMIA para inferir
mecanismos de resistencia a quinolonas a partir de datos fenotipicos de difusion en disco [3],
y herramientas como aiGeneR 1.0 que utilizan aprendizaje profundo para identificar genes de
resistencia informativos [4]. Asimismo, se han creado modelos de ML para predecir la CMI de
CIP baséndose en perfiles genémicos [35]. El campo de la nanobiotecnologia también promete
biosensores avanzados para la deteccién rapida de bacterias y resistencia [36], [37], [38]. En un
futuro cercano, un sistema automatizado que analice en tiempo real la morfologia y dindmica
de crecimiento de un aislado clinico, posiblemente acoplado a biosensores electroquimicos o
nanomateriales [39], podria predecir su potencial evolutivo hacia resistencias mas complejas
y guiar terapias mas precisas y tempranas, mitigando la crisis global de la RAM [5], [40]. El
enfoque de Una Sola Salud (One Health) es crucial para comprender y contener la diseminacion

de resistencias en interfaces ambientales, animales y humanas [41], [42].
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Capitulo 7

Conclusiones

Los hallazgos de esta investigacion, basados en la caracterizacién genotipica parcial y la
evaluacion fenotipica multinivel de linajes de E. coli evolucionados en un gradiente espacial
de ciprofloxacino (MEGA-plate), permiten validar la hipdtesis central del trabajo y ofrecer

respuestas a los objetivos planteados.

1. Validacion del modelo experimental y del punto de partida sensible. La cepa
control E. coli ATCC 11229 confirmé un genotipo salvaje (WT) en los residuos criticos
Ser83 y Asp87 de la regiéon QRDR de gyrA, correlacionandose fenotipicamente con una
alta susceptibilidad al CIP (MIC = 1 pg/mL). Este valor establecié la linea base de
sensibilidad, permitiendo cuantificar de manera confiable el incremento en la resistencia
adquirida por los mutantes evolucionados y validando el sistema MEGA-plate como un

modelo robusto para estudiar trayectorias adaptativas en tiempo real [1].

2. Caracterizacion de la trayectoria adaptativa inicial y el costo de aptitud. Los
linajes C3, C4 y C5 fueron confirmados como mutantes primarios portadores de la sus-

titucion S83L/F en GyrA. Esta mutacién, aunque necesaria para conferir resistencia, se
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asocio con una marcada penalizacién en la aptitud bioldgica, evidenciada por laten-
cias prolongadas, tasas de crecimiento reducidas y, en el caso de C4, una filamentacién
celular extrema que refleja la activacion maxima de la respuesta SOS. Estos resultados
confirman que la evolucién hacia la resistencia en un paisaje adaptativo rugoso [15] im-
plica transitar por “valles” de baja aptitud, donde la mutacién primaria es insuficiente

para compensar el dafio celular inducido por el antibiético.

3. Identificacién de mecanismos de compensaciéon y emergencia de picos adapta-
tivos. Los linajes de mayor éxito replicativo (C1 y C2) exhibieron cinéticas de crecimiento
robustas. Este hallazgo sugiere fuertemente la operacién de epistasis positiva y la adqui-
sicién de mutaciones compensatorias secundarias [18], [30]. Dichas mutaciones, ain por
identificar completamente, probablemente residen en genes como parC' o en reguladores
de sistemas de eflujo (AcrAB-TolC [14]), y son esenciales para restaurar la eficiencia ce-
lular sin comprometer el nivel de resistencia, permitiendo a estas cepas ascender a nuevos

“picos” en el paisaje adaptativo.

4. El papel de las estrategias fenotipicas no mutacionales en la persistencia. La
cuantificacion de biofilm revel6 que la adaptacion no se limita a alteraciones genéticas. Las
cepas C2 y C5 fueron clasificadas como altas productoras de biopelicula. En particular,
para C5 (un mutante primario con aptitud intermedia), la inversiéon en biofilm parece
actuar como una estrategia de compensacién fenotipica 21|, que le permitio persistir
en zonas de alta concentracién antibidtica aun con un crecimiento replicativo limitado.
Esto subraya la multifactorialidad de la adaptacién, donde mecanismos de tolerancia y
persistencia pueden operar de forma concertada o alternativa a las mutaciones en dianas

primarias.

5. Implicaciones para la vigilancia y el diagndéstico de la resistencia. Los cambios
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morfolégicos drasticos (como la filamentacién severa) y las alteraciones en la cinética de
crecimiento se manifestaron como biomarcadores fenotipicos tempranos del estrés
antibiotico y de la adquisicion de mutaciones costosas. Esto valida el enfoque integrado
fenotipo-genotipo y sienta las bases para el desarrollo de herramientas de vigilancia pre-
dictiva. La correlaciéon sistematica de estos fenotipos con genotipos especificos, potenciada
por algoritmos de aprendizaje automaético [3], [4], podria conducir a métodos diagndsticos

mas rapidos que anticipen la evolucién hacia resistencias de alto nivel.

Esta investigacion demuestra que la evolucién de E. coli bajo presiéon de ciprofloxacino en
un entorno espacialmente estructurado sigue un modelo de paisaje adaptativo rugoso y
multifactorial. La ruta hacia un éxito replicativo sostenible no es lineal, sino que requiere
superar umbrales de costo biolégico mediante la combinacién de: i) mutaciones primarias en
dianas farmacolégicas (p. €j., gyrA), ii) mutaciones compensatorias secundarias que restablezcan
la aptitud, y iii) la activaciéon de estrategias fenotipicas de persistencia como la formacion
de biofilm. Estos hallazgos no solo aportan una comprensiéon mas dinamica e integrada de
la emergencia de la resistencia, sino que también destacan la utilidad de los biomarcadores

fenotipicos como senales tempranas en la vigilancia de esta amenaza global para la salud publica

.

7.1. Ciclo Evolutivo de Resistencia: Desestabilizacién y

Recuperacion Fenotipica

Se concluye que la morfologia celular y la ultraestructura interna de E. coli trascienden
la simple descripcion fisica, constituyendo indicadores sensibles y predictivos de su estado de
resistencia antimicrobiana. A través del analisis de imdgenes (SEM y TEM), se demostr6 que
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la trayectoria evolutiva frente a la presion selectiva del ciprofloxacino no es lineal, sino que esta

definida por un ciclo medible de desestabilizacion y recuperacion fenotipica:

» Fase de Crisis (estrés agudo): Caracterizada cuantitativamente por una elongacion
celular masiva (pico en el Aspect Ratio) y una desorganizacién profunda de la arquitectura
del nucleoide (reduccién en la Desviacién Esténdar de la densidad electrénica). Esta fase
denota la activaciéon del sistema de emergencia SOS y el impacto directo del antibiotico
sobre su diana molecular (las topoisomerasas), impidiendo la correcta segregacién del

ADN.

» Fase de Adaptacién (costo biol6gico): Marcada por la pérdida de la integridad topo-
grafica de la membrana (caida en la Solidez) y un vaciamiento citoplasmatico significativo.
Mas alla de ser un proceso aleatorio, la lisis de la subpoblacion mas susceptible libera
ADN extracelular (eDNA), el cual funciona como un andamio estructural para la for-
macion de biofilms. Esta matriz protege a la subpoblacién sobreviviente y promueve la
resistencia comunitaria, demostrando que la muerte celular de unos facilita la adaptacion

del resto.

» Fase de Resistencia (consolidacién): Identificada por el retorno a la estabilidad mor-
fométrica de bacilo corto y la adopcion de una nueva configuracion de densidad interna.
Esta fase confirma la fijacion de mutaciones genéticas que permiten a la célula restau-
rar su homeostasis, aunque manteniendo una firma estructural o fitness cost sutilmente

distinta a la de la cepa silvestre.
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7.2. Perspectivas e Innovaciéon Cientifica

Los descubrimientos de este estudio confirman que parametros como la elongacion, la rugosi-
dad superficial, la densidad citoplasmatica y la textura del nucleoide funcionan como verdaderos

biomarcadores o “cddigos de barras” fenotipicos.

Al demostrar que estas variaciones morfologicas son consistentes y estadisticamente cuan-
tificables, esta investigacién sienta las bases para la integracién de la microbiologia clasica con
herramientas de bioinformatica avanzada. Se concluye que los c6digos morfométricos y densito-
métricos aqui descritos poseen una verificaciéon matematica necesaria para alimentar y entrenar
algoritmos de Inteligencia Artificial (IA) y modelos de aprendizaje profundo (Deep Learning)
[32], [33], [34]. En el futuro, se espera la implementacién de estas tecnologias utilizando los
parametros estandarizados en esta tesis permitira identificar, clasificar y predecir la fase de
resistencia de cepas clinicas de manera automatizada, rapida y libre de cultivo, revolucionando

el diagndstico oportuno frente a la crisis global de la resistencia a los antimicrobianos [5].
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