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RESUMEN 
 

En el presente estudio se realizaron análisis de resistencia a antibióticos 

comerciales en seis cepas que fueron aisladas previamente de muestras de Agua 

termal. La determinación del perfil de resistencia se llevó a cabo en diferentes 

condiciones nutricionales: Medio Tris G (restrictivo en nutrientes), Agar P 

(empleado para el cultivo de bacterias del género Pseudomonas) y agar LB 

(condición de cultivo general para diversos microorganismos).  Los resultados 

indicaron que las cepas probadas mostraron ser resistentes por lo menos a 8 

antibióticos comerciales. Las cepas mostraron tener resistencia a Sulfonamidas, 

por lo que una vez identificado el perfil de resistencia o susceptibilidad, se 

determinó por PCR la amplificación de genes de resistencia a sulfonamidas (Sul1, 

Sul2, Sul3 y Sul14), para lo cual se extrajo el ADN genómico de las dos cepas de 

Pseudomonas aeruginosa, la amplificación de los genes fue determinada en 

electroforesis en gel de agarosa, se obtuvo amplificación de los genes Sul1, Sul2  

en una de las cepas analizadas.  

Debido a que P. aeruginosa es una de las bacterias que suelen presentar mayor 

resistencia ante los antibióticos en la actualidad, es de suma importancia la 

búsqueda de nuevas alternativas para combatirlos, por lo que en este estudio se 

realizó la prueba de susceptibilidad de las cepas de P. aeruginosa a metabolitos 

extraídos a partir de cepas cultivadas de bacterias Bacillus subtilis, con la 

finalidad de observar el posible efecto antagónico. Las cepas empleadas en este 

estudio son pertenecientes a la colección del Laboratorio de Microbiología 402 

del EMA-6, las cuales fueron cultivadas en diferentes condiciones nutricionales. 



 

Para este análisis se emplearon dos cepas de P. aeruginosa (9 y 10) y tres cepas 

de B. subtilis (49.1, 49.2 y 49.3), las cuales son productoras de metabolitos 

secundarios durante la fase estacionaria de crecimiento.  

Los metabolitos extracelulares producidos por las cepas con los B. subtilis, 

fueron probados en cultivos en medio sólido de las cepas de P. aeruginosa, 

posterior a la incubación se registró la inhibición del crecimiento (halo de 

inhibición) o el crecimiento de cultivo. Los resultados indicaron reducción en el 

desarrollo de las cepas de P. aeruginosa, por lo que a futuro estos metabolitos 

podrían representar una alternativa al tratamiento de cepas multirresistentes a 

antibióticos. 
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1.- INTRODUCCIÓN 
 

Las bacterias son organismos unicelulares que habitan en todos los ambientes, 

obteniendo los nutrientes necesarios para la proliferación de estos mismos, y llevar a 

cabo sus diferentes funciones, algunos pueden ocasionar enfermedades, mientras que 

otros pueden ser benéficos para el hombre, un claro ejemplo de esto son; las bacterias 

que habitan en el sistema digestivo, las cuales ayudan a procesar de manera correcta 

los alimentos, otro caso son aquellos microorganismos que pueden producir nuevos 

antibióticos, ya que es posible que en la naturaleza se encuentran presentes una 

amplia diversidad de microorganismos productores de metabolitos secundarios, 

algunos de ellos de naturaleza antibiótica (Chavez J et al., 2020). 

 En el ambiente, también existen bacterias que son llamadas oportunistas, las 

cuales pueden afectar principalmente a pacientes inmunocomprometidos, causando 

infecciones que pueden conducir a la muerte. P. aeruginosa es considerado un 

patógeno oportunista de suma importancia en el ámbito intrahospitalario, ya que los 

pacientes inmunocomprometidos pueden infectarse mediante lesiones en la capa 

protectora de la piel, intervención médica, el empleo de respiradores, catéteres, o por 

cortaduras, quemaduras, entre otros. 

 P. aeruginosa ha sido reportada por provocar daños a la salud, debido a que presenta 

una resistencia natural a ciertos antibióticos y a su capacidad de formar biopelículas, lo 

cual puede conducir a graves problemas en pacientes intrahospitalarios. (Mielko K. et 

al., 2019). 



 

 Se considera que una bacteria es resistente a los antibióticos cuando  los 

esquemas de tratamiento son poco eficaces o existen bajas posibilidades de éxito. 

(Baquero F. et al., 2021). 

Dicha resistencia en los microorganismos puede ser el resultado de cambios a nivel de 

secuencias genéticas, que favorecen el desarrollo de estos en ambientes con la 

presencia de antibióticos, esta resistencia puede además ser transmitida a través de 

las generaciones (Baquero F. et al., 2021), por lo que la comprensión de cómo los 

microorganismos  desarrollaron estas estrategias de resistencia es fundamental.  

1.1 Género Pseudomonas. 

 

Pseudomonas es uno de los grupos de bacterias más estudiados, se considera que 

aproximadamente el 90% de su genoma se encuentra altamente conservado (Goldberg 

J et al., 2008). Este tipo de bacterias son Gram-negativas, poseen membrana externa, 

apéndices superficiales y, en ocasiones, capas adicionales de cápsulas o proteínas 

extracelulares, además tienen la capacidad de evadir las defensas inmunitarias del 

huésped a través de mecanismos de adhesión, la colonización y la formación de 

biopelículas. (Tun F et al., 2022 ).   

Los miembros del género Pseudomonas son microorganismos que se 

encuentran ampliamente distribuidos y han sido objeto de intensas investigaciones, 

algunas especies debido a su papel como agente causal de algunas enfermedades 

(Mulcahy, L. R., 2014.) Otras son utilizadas  como agentes de control biológico en 

cultivos por su capacidad para sintetizar compuestos antimicrobianos o al inducir 

resistencia sistémica al activar la respuesta inmunitaria en plantas (Diaz, M et al., 2022)  



 

Otra de las aplicaciones de algunas especies de este género son en  

biorremediación; esto debido a su capacidad de poder oxidar diversos contaminantes, 

como son los hidrocarburos, además de mostrar tolerancia a compuestos xenobióticos  

(Ivanova A et al., 2022, Goveas L et al., 2022).  

En un estudio realizado por Goveas y col en 2022 se demuestra capacidad de 

degradación del petróleo, ya que se produjeron ramnolípidos, en un 86%-100% de 

todos los hidrocarburos de bajo y alto peso molecular que se encontraban presentes 

en el petróleo crudo (Goveas L et al., 2022), por lo que se considera que su uso en 

protocolos de biorremediación es adecuado para el tratamiento de derrames de 

petróleo en mares y océanos. 

Sin embargo un miembro de este género, ha cobrado relevancia; la bacteria P. 

aeruginosa la cual forma parte de un grupo de bacterias conocido como ESKAPE 

conformado por: Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter spp, las cuales han mostrado 

ser multirresistentes a antibióticos (Chávez J et al., 2020); además estas mismas  

bacterias patógenas están en una lista publicada por la OMS para los que se requiere el 

desarrollo de nuevos antibióticos eficaces (De Oliveira et al., 2020). 

1.2 P. aeruginosa. 

 

P. aeruginosa es un organismo bacteriano patógeno en forma de bacilo que puede 

alcanzar los 0,5-1 µm de diámetro y de 1-1,5 µm de largo. 



 

 Esta especie se caracteriza por la producción de exotoxinas que pertenecen al grupo 

de las fenazinas, que pueden inhibir el desarrollo de otros organismos (Justo S et al., 

2016), presenta flagelo polar que permite su movimiento (Paz-Zarza et al., 2019). 

Algunas de sus características fisiológicas son; el tolerar condiciones bajas de oxígeno, 

de nutrientes y se puede desarrollar en un amplio rango de temperatura desde los 4°G 

hasta los 42°. 

Un aspecto de suma importancia es que P. aeruginosa puede transmitirse en el ámbito 

intrahospitalario provocando infecciones (Tuon F. et al., 2022).  

Esta bacteria ha sido frecuentemente aislada de ambientes intrahospitalarios, aunque 

tiene una amplia distribución en otros ambientes. Se ha reportado que en el caso del 

ambiente intrahospitalario pueden causar y exacerbar infecciones pulmonares (Parkis 

M et al., 2018), además en pacientes inmunocomprometidos puede ocasionar daño en 

tejidos blandos, infecciones en quemaduras, heridas abiertas y postoperatorias; puede 

causar además complicaciones en pacientes que cursan enfermedades crónicas como 

diabetes e individuos con alteraciones de la circulación microvascular, incluso puede 

estar presente en catéteres  lo que facilita que el paciente se infecte con estos 

microorganismos (Köhler et al., 2000, Morin C et al., 2021), en la literatura se han 

reportado casos de neumonía asociada con la ventilación mecánica (Nicolau, C & 

Oliver, A. 2010). 

En la Figura 1; se muestran algunas de las infecciones ocasionadas por P. aeruginosa. 



 

 

Fig. 1. Algunas de las infecciones provocadas por P. aeruginosa.  
 Tomado de Tuon et al. 2022. 

 

 

En la última década se ha reportado que la eficacia del tratamiento contra este tipo de 

bacterias ha disminuido considerablemente, lo que provoca un aumento en la 

morbilidad, y costos de la estancia hospitalaria (Ahmadi et al., 2016, De Sousa T et al., 

2021). 

Algunas de las razones por las cuales P. aeruginosa puede ser tan resistente a los 

antibióticos son la presencia de mecanismos de evasión ante los antibióticos como la 

presencia de β-lactamasas de amplio espectro, metalo-β-lactamasas (MBL), alteración 

en  las proteínas fijadoras de penicilina (PBP), mutación de las proteínas porinas, 

modificación enzimática plasmídica, mutación en las ADN-girasas y bombas de 

expulsión activa (Ochoa et al., 2013). 

 

 

 



 

1.3 Factores de patogenicidad 

 

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas presentan una gran cantidad de 

mecanismos que le permiten multiplicarse con éxito en las primeras etapas de la 

infección (Moradali M et al., 2017). En general los factores de patogenicidad se pueden 

agrupar en dos tipos: los asociados a la célula bacteriana y los que son secretados (Paz-

Zarza et al., 2019). Estos factores de patogenicidad se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1. Factores de patogenicidad de  Pseudomonas spp. 

 

Tomado de Paz-Zarza et al. (2019).  

 

Estos factores de patogenicidad le permiten a la bacteria interactuar con el huésped, 

adhiriéndose a la mucosa de las vías respiratorias y secretando péptidos 

antimicrobianos, además la capacidad de movilizarse a través de flagelos le permiten 

colonizar diferentes entornos y la formación de biopelículas (Goldberg, J et al., 2008).  

Otra de las características que más beneficia a este tipo de bacterias es el swarming es 

un movimiento coordinado de bacterias a través de una superficie semisólida. Se ha 

reportado que las condiciones que promueven el swarming, podrían ser las mismas 

que se presentan en las capas mucosas que de las superficies epiteliales (Yeung A et 



 

al., 2009). También se ha documentado la presencia de cambios físicos en las células 

que realizan swarming como es el alargamiento y la expresión de ciertos genes de 

virulencia relacionados con el sistema de secreción de tipo III, los cuales están 

regulados en la población microbiana por moléculas de señalización como la N-acil 

homoserina lactona, se ha reportado que el swarming y la formación de biofilms 

pueden contribuir a la resistencia a ciertos antibióticos como: la ciprofloxacina, la 

gentamicina y la polimixina B (Eberl, L et al., 1996).  

1.4  El Quorum Sensing 

 

Es el mecanismo por el cual se comunican las bacterias a través de  moléculas de 

señalización como la acil-homoserina lactona (AHL), las cuales regulan globalmente la 

expresión de los genes y controlan el comportamiento de la población microbiana 

(Cady N et al.  2012, Vadakkan K. et al., 2018). 

Se ha documentado que esta vía de comunicación entre organismos,  participa en la 

transferencia horizontal o vertical de genes, por lo que podría influir en la transmisión 

de genes de resistencia entre poblaciones bacterianas. Este proceso de comunicación 

celular involucra moléculas como homoserina lactona, y genes que codifican a 

reguladores como el rsaL. Este mecanismo es  dependiente de la densidad poblacional 

y ayuda a la comunidad bacteriana a coordinarse y trabajar como una sola unidad, 

además de participar regulando la virulencia y transmisión de genes entre las bacterias 

(Vadakkan K. et al., 2018). 

 
 

 



 

1.5 Formación del Biofilm y la patogenicidad. 

 

El biofilm funciona como una matriz que permite que las bacterias se adhieran a las 

superficies, al mismo tiempo confiere protección contra la respuesta inmune del 

huésped, proporciona los nutrientes para el desarrollo y facilita la comunicación entre 

las células bacterianas. 

EL biofilm le ha permitido a las bacterias sobrevivir en diversos ambientes, por ejemplo 

en condiciones de carencia de nutrientes, como escasez de hierro, estas bacterias 

producirán pioverdinas, para la adquisición del mismo en el medio extracelular (Cezard 

C et al. 2014), donde estas moléculas funcionan como captadores de hierro (III) y 

transportadores de este ión (Cezard C et al. 2014). 

P. aeruginosa es capaz de formar dos tipos generales de biopelícula; 

1.- Plana o inicial: caracterizada por presentar una distribución uniforme de bacterias 

en la superficie  (Paz-Zarza et al., 2019). Se inicia con ella cuando la bacteria se adhiere 

a superficies tisulares, lo que conduce a la formación de microcolonias. 

2.-  Estructurado o maduro: está compuesto por agregados bacterianos separados por 

canales (Bolívar V et al., 2021). 

En el caso de un biofilm cuya distribución de las células es heterogénea, las células que 

se ubican en la superficie de la biopelícula tendrán un diferente suministro de 

nutrientes con respecto a las de la parte interna del biofilm, las de la parte externa 

serán metabólicamente más activas en comparación con las células internas, esto 

debido probablemente a las limitaciones en nutrientes y oxígeno (De Kievit, T et al., 

2001). 



 

Para la formación del Biofilm se ha reportado que es necesario la presencia de diversas 

moléculas como: proteínas, lípidos, sustancias poliméricas extracelulares (EPS), 

polipéptidos, polisacáridos, exopolisacáridos como Psl, Pel y alginato, además de ADN 

de tipo extracelular (eDNA) (Thi, M., Wibowo, D., & Rehm,  2020). 

 

1.6 Características genéticas de P. aeruginosa y su relación con la 

patogenicidad 
 

La estructura principal del genoma de estos microorganismos consta de dos partes: 

Una altamente conservada y un genoma accesorio de naturaleza  variable, en este 

último se pueden presentar mutaciones, que conducen a cambios de expresión de 

proteínas (Kung V et al., 2010). Por lo que al ser una región variable del genoma, puede 

presentar cambios constantes, que podrían  ser ocasionados por factores presentes en 

el medio de desarrollo (condiciones de cultivo) y pueden ser transmitidos a través del 

tiempo a futuras generaciones. Algunos de los cambios reportados en el genoma de P. 

aeruginosa son: las deleciones, reordenamientos y mutaciones dentro del genoma 

central. Lo anteriormente mencionado junto con la transferencia horizontal de genes 

pueden  contribuir a la evolución del genoma de P. aeruginosa  (Kung V et al., 2010).  

En la Tabla 2 se muestran algunos genes que codifican para factores de virulencia y sus 

efectos sobre el huésped.   

Tabla 2. Genes que codifican para toxinas y otros factores de virulencia. 

Genes que codifican 
para toxinas o 

factores de virulencia 

Efectos sobre el huésped y la 
célula 

Referencias 



 

Exo S Cambios en el citoesqueleto, 
alterando la fagocitosis y muerte 

celular 

(Jurado M et al., 2021) 

Exo T Inhibe la fagocitosis de la bacteria por 
parte de las células epiteliales y 
reconocimiento por parte de los 

macrofagos  

(Jurado M et al., 2021) 

Exo U Provoca lesiones pulmonares, 
infecciones graves o agudas,sepsis y 

mortalidad, causa daño en 
macrófagos células epiteliales y 

fibroblastos 

(Jain M., et al., 2004) 

Exo A Inhibición de  síntesis de proteínas del 
huésped 

(Cady K et al., 2012) 

Swarming Codifican el sistema de secreción de 
tipo III y sus efectores, modificando 

proteasas extracelulares y los 
asociados con transporte de hierro, 

haciendo posible su supervivencia en 
ambientes difíciles para su 

crecimiento 

(Overhage J et al., 2008) 

LasB y PvdQ Participa en la degradación de células 
de huésped, en el proceso 

inflamatorio. 

(Everett, M et al, 2023) 

LasR y rhl Regulan la transcripción de genes de 
virulencia involucrados en infecciones 

agudas y daño de la célula 

 

(Jurado M et al., 2021) 

(Oluwabusola E et al., 2022) 

3-oxo-C12-HSL Induce apoptosis en macrófagos y 
neutrófilos 

(Golpasha ID et al., 2015) 

MexY Confieren resistencia a los 
antibióticos a nivel de plásmido y 

transmembrana 

(Lau CH, et al ., 2014). 

Elaboración propia. 

 
 



 

1.7 Resistencia a los antibióticos 

 

Pseudomonas spp. Puede contrarrestar el efecto de los antibióticos por medio de tres 

tipos de resistencia: intrínseca, adquirida y adaptativa.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 2. Tipos de resistencia a los antibióticos en  bacterias.  
Modificado de (Khan F et al., 2020). 

 

1.- Resistencia natural o intrínseca: se presenta en bacterias que de forma natural son 

resistentes a ciertos antibióticos, por ejemplo  por presentar cambios en la 

permeabilidad de la membrana externa, la presencia de bombas de salida que 

expulsan los antibióticos fuera de la célula y la producción de enzimas que inactivan a 

los antibióticos (Pang Z et al., 2019).  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/outer-membrane


 

2.- Resistencia adquirida: se presenta cuando la bacteria adquiere genes por 

transferencia horizontal, provocando la expresión de un fenotipo que los ayude a 

resistir los efectos de los antibióticos. , por ejemplo; la síntesis  de enzimas como las 

beta-lactamasas, que hidrolizan el anillo β-lactámico de los antibióticos y destruyen el 

sitio activo del AB inhibiendo su actividad (Gómez et al., 2005).  

 

 

Figura 3. Mecanismos de adquisición horizontal de genes de resistencia en bacterias. 
Elaboración propia. 

 

Los mecanismos por los cuales una bacteria puede adquirir genes de resistencia son:  

1) La transducción: es la transferencia de material genético de una bacteria a otra 

mediante un virus que infecta bacterias (bacteriófago). En este caso el material 

genético del virus puede integrarse en el genoma bacteriano, recombinarse y 



 

transferirse cuando el virus infecta a otra célula, posibilitando la transferencia 

de genes de resistencia a los antimicrobianos (Moreno M et al., 2009). 

2) La conjugación: es un mecanismo de transferencia de material genético que 

requiere el contacto directo entre dos células bacterianas, una donadora y la 

otra receptora, y media la transferencia de plásmidos conjugativos que pueden 

conferir resistencia a diferentes compuestos (Chávez J et al., 2020). 

3) La transformación: es la incorporación de material genético que fue liberado 

mediante la lisis de la célula donadora y una célula receptora puede incorporar 

genes de resistencia a su genoma (Chávez J et al., 2020). 

En la Figura 4; se muestran los mecanismos por los cuales las bacterias pueden  

adquirir genes de resistencia.  

 

Figura 4. La resistencia puede evolucionar a través de dos mecanismos; a) La 
evolución vertical representa la generación de una nueva mutación en el genoma 

bacteriano y la subsecuente transferencia a su progenie. b) La adquisición de genes 
de resistencia de manera horizontal puede ocurrir mediante transducción, 

conjugación o transformación. 
Tomado de Chávez J et al., 2020. 

 



 

3.- Resistencia adaptativa: Es un tipo de resistencia que se manifiesta principalmente 

en características fenotípicas de una bacteria una población de microorganismos, por 

ejemplo se ha reportado en la literatura que  la formación de biopelículas confiere 

resistencia a las bacterias al impedir el acceso de los antibióticos y otros 

antimicrobianos (Ochoa et al, 2015). En este caso el biofilm funciona como barrera 

selectiva que impide el paso de los antibióticos.  

1.8 Resistencia a los antimicrobianos provocados por cambios en la 

estructura de la bacteria, producción de enzimas y bombas de expulsión.  

 

Algunas de las razones por las cuales P. aeruginosa puede ser tan resistente a los 

antibióticos son la presencia de mecanismos de evasión ante los antibióticos como la 

presencia de β-lactamasas de amplio espectro, metalo-β-lactamasas (MBL), alteración 

en  las proteínas fijadoras de penicilina (PBP), mutación de las proteínas porinas, 

modificación enzimática plasmídica, mutación en las ADN-girasas y bombas de 

expulsión activa (Ochoa et al., 2013). 

Producción de enzimas: Se han identificado diversas enzimas que pueden realizar 

modificaciones como: fosforilación, acetilación y las que adenilan al fármaco, además 

se ha mostrado que altos niveles de resistencia pueden estar relacionados con la 

metilación del 16 rRNA (Lister P et al., 2009, Pang Z et al., 2019). 

Se ha reportado que P. aeruginosa es capaz de producir betalactamasas 

cromosómicas, las cuales tienen actividad de cefalosporinasa y son inducibles ante la 

exposición a los antibióticos beta-lactámicos (Ortiz et al., 2007, Lister P., et al 2009, 

Nicolau, C & Oliver, A. 2010, Pourmand M et al., 2015). 

Bombas de expulsión: 



 

Está documentado que la resistencia a los antibióticos puede estar causada por 

modificaciones cromosómicas que dan lugar a alteraciones en  la permeabilidad de la 

membrana de la bacteria, la pérdida de porinas y la sobreexpresión de la bomba de 

flujo (Yoon E et al., 2021). Por ejemplo se ha reportado que los genes; mexR, los cuales 

codifican para una hiperexpresión de MexAB-OprM,  el cual es un complejo que 

constituye una bomba de membrana citoplasmática, donde canales de salida, 

proteínas ligadoras que facilitan la salida de detergentes y sustancias anfipáticas, 

podrían causar la muerte de la bacteria, además de permitir la resistencia a los 

antimicrobianos: tetraciclina, cloranfenicol, entre otros (Gómez et al. 2005). También 

está documentado que  las mutaciones en los genes nfx C y nfx b implicados en la 

penetración de la membrana externa, provocan un incremento en la resistencia a 

antibióticos  (Hooper D et al 1993). 

1.9 Complicaciones ocasionadas por la infección con P. aeruginosa. 
 

Las infecciones causadas por P. aeruginosa pueden causar severas complicaciones en 

personas inmunocomprometidas, se ha reportado que estas bacterias pueden 

colonizar el tracto intestinal de humanos que padecen alguna otra enfermedad 

(Verhoeve V et al., 2022), en pacientes oncológicos se ha llegado a comprobar que el 

10% de los pacientes que ingresan a las zonas de emergencia pueden adquirir este 

microorganismo del ambiente intrahospitalario en un periodo de tiempo de seis meses 

(Griffith et al., 1989). 

En enfermedades como la fibrosis quística, donde existe una respuesta inmunitaria 

hiperinflamatoria, la presencia de esta bacteria ocasiona  infecciones pulmonares 



 

crónicas en las vías respiratorias, que resultan en un incremento en la morbilidad, la 

reducción en la vida de la persona o incluso la muerte (Malhotra S et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.- ANTECEDENTES 
 

P. aeruginosa es una bacteria con grandes capacidades de adaptación, que se puede 

encontrar ampliamente distribuida, no sólo en el ambiente intrahospitalario, donde 

frecuentemente ha sido asociada a áreas como la de cuidados intensivos, o a los 

fomites contaminados que son empleados para el tratamiento de los pacientes en 

diversas áreas. Diversos estudios indican que P. aeruginosa es capaz de causar 

infecciones tanto agudas como crónicas, debido a la gran cantidad de factores de 

virulencia que posee (Jurado M et al., 2021). Además su alta resistencia a los 

antibióticos la han colocado como una de las principales bacterias para las cuales es 

urgente se realicen investigaciones para ofrecer tratamientos eficaces contra su 

desarrollo.  

A nivel local en investigaciones llevadas a cabo previamente el laboratorio de 

Microbiología 402 EMA-6 de la BUAP, se realizó el aislamiento de cepas de P. 

aeruginosa a partir de muestras de origen termal, las cuales son multirresistentes a 

más de 7 antibióticos comerciales. En este trabajo se planteó determinar el efecto 

antimicrobiano del empleo de metabolitos producidos por cepas de B. subtilis contra 

cepas de P. aeruginosa. 

Los Bacillus son un grupo de bacterias Gram positivas, aerobias, de amplia distribución 

en la naturaleza, son formadoras de endosporas ante condiciones ambientales 

adversas, se ha reportado que tienen capacidad para metabolizar una amplia gama de 

sustratos. (Dhruw C. et al., 2020). Por lo cual se han realizado diversos estudios que 

muestran su capacidad metabólica para la producción de moléculas de importancia a 



 

nivel industrial tales como: la riboflavina, estreptavidina, β-lactamasa entre otras 

(Maughan H et al., 2011).  

El género Bacillus además ha sido de interés debido a los metabolitos de naturaleza 

antibiótica que produce, en estudios recientes han sido de interés para la búsqueda y 

caracterización de nuevos antimicrobianos (Samaras, A et al., 2021, Oni F et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3.- JUSTIFICACIÓN. 

 
Las infecciones causadas por microorganismos multiresistentes a los antibióticos son 

una de las preocupaciones de mayor relevancia a nivel mundial en la actualidad, P. 

aeruginosa es uno de los microorganismos de mayor importancia por su papel como 

patógeno oportunista en el ambiente intrahospitalario, además de formar parte de la 

lista de patógenos prioritarios pertenecientes al grupo ESKAPE para los cuales la OMS 

ha emitido una alerta a nivel mundial desde 2017 debido a su resistencia a diversos 

antibióticos, dado que es un microorganismo ampliamente distribuido en la naturaleza 

es indispensable la determinación del perfil de resistencia a antibiótico de cepas de P. 

aeruginosa aisladas a partir de muestras ambientales, en este caso agua termal. 

Además se comparará el efecto de la adición de metabolitos producidos por B. subtilis 

en el desarrollo de cepas de P. aeruginosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4.- OBJETIVOS. 

 

Objetivo general 

Determinar el fenotipo de resistencia a antibióticos comerciales en cepas del género P. 

aeruginosa aisladas a partir de muestras de agua de origen termal y analizar su 

resistencia o susceptibilidad ante metabolitos extracelulares sintetizados por cepas de 

B. subtilis. 

Objetivos específicos 

● Cultivar en diferentes condiciones nutricionales cepas de bacterias del género 

P. aeruginosa. 

● Determinación de resistencia a antibiótico en cepas bacterias del género P. 

aeruginosa 

● Aislar metabolitos del género B. Subtilis. 

● Evaluar el efecto antimicrobiano de metabolitos producidos por B. subtilis en P. 

aeruginosa. 

 

 

 

 

 

 
 



 

5.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

La metodología empleada en esta investigación se muestra en la figura 5; 

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodología empleada en esta investigación. 

5.1 Microorganismos empleados  
 

Los microorganismos empleados en los análisis de determinación de resistencia a 

antibióticos comerciales fueron seis cepas de P. aeruginosa correspondientes a las 

cepas número 16, 24, 27, 32, 38 y 39  también se emplearon bacterias pertenecientes 

al género B. subtilis cepas 49.1, 49.2 y 49.3, las cuales son productoras de metabolitos 

secundarios y fueron utilizadas en los ensayos de actividad antimicrobiana contra las 



 

cepas 9 y 10 de P. aeruginosa.  Las cepas bacterianas fueron previamente obtenidas y 

pertenecen a colecciones del Laboratorio de Microbiología 402-EMA 6, lo que se 

muestra en la tabla 3. 

Tabla 3. Cepas empleadas en esta investigación 

Nombre de la cepa Género de la cepa Origen de la cepa 

27             P. aeruginosa Agua termal, 2019 
 

                32 P. aeruginosa Agua termal, 2019   

39             P. aeruginosa Agua termal, 2019 
 

38 P. aeruginosa Agua termal, 2019   

16              P. aeruginosa Agua termal, 2019 
 

9 P. aeruginosa Agua termal, 2019   

10              P. aeruginosa Agua termal, 2019 
 

24 P. aeruginosa Agua termal, 2019   

49.1 B. Subtilis Rizósfera de planta 
medicinal, 2019 

49.2 B. Subtilis Rizósfera de planta 
medicinal, 2019 



 

49.3 B. Subtilis Rizósfera de planta 
medicinal, 2019 

 

5.2 Medios de Cultivo empleados 

 

Se emplearon tres medios de cultivo, los cuales se muestran en la tabla 4. 

1.- Medio Luria-Bertani (LB): Es empleado para el aislamiento y crecimiento 

microbiano, debido a que proporciona condiciones adecuadas para el desarrollo de 

una amplia variedad de bacterias, esto es debido a que es un medio rico en nutrientes 

como la triptona (o peptona) y el extracto de levadura, además de contener NaCl 

(Garboza F et al., 2011). 

2.- Medio Tris G: Es un medio de cultivo restrictivo en nutrientes, ya que sus 

principales componentes son sales y una baja cantidad de glucosa y extracto de 

levadura como fuente de carbono y nitrógeno respectivamente.  

3.- Agar P: Medio de cultivo utilizado para el aislamiento, la detección y la 

diferenciación de especies del género P. aeruginosa en base a la producción de 

piocianina. 

Tabla 4. Medios de cultivo empleados. 

Medios de cultivo Uso Microorganismos 
cultivados  

Luria-Bertani (LB) Aislamiento y crecimiento bacteriano Amplio espectro de 
crecimiento. 



 

Tris G Cultivo y producción de metabolitos 
secundarios de naturaleza antimicrobiana 

y producción de pigmentos 

Bacillus  spp. y 
Pseudomonas spp. 

Agar P Es un medio selectivo para la 
identificación y aislamiento de especies 

de Pseudomonas spp, debido a la 
producción de piocianina 

P. aeruginosa 

 

Las cepas de P. aeruginosa y B. subtilis, que estaban preservadas en ultracongelación 

fueron cultivadas de la siguiente forma, una asada del contenido de bacterias en un 

criovial de cada cepa fue inoculada en tubos conteniendo 3 mL de medio LB líquido, los 

cuales fueron incubados a 28 oC en agitación constante a 120 rpm durante 24 horas, 

transcurrido el tiempo de incubación las cepas fueron sembradas por  estría cruzada, 

con la finalidad de obtener  colonias aisladas y corroborar la morfología colonial 

esperada. Este procedimiento se realizó con todas las cepas proporcionadas. 

5.3 Pruebas de resistencia a antibiótico de las cepas empleadas.  

 

Para los ensayos de resistencia a antibióticos, las cepas de los microorganismos fueron 

inoculadas en 3 mL de medio LB, los tubos fueron incubados con agitación constante a 

una temperatura de 37°C para las cepas de P. aeruginosa y 28°C para las cepas de B. 

subtilis  por 18 horas, posteriormente las bacterias empleadas fueron cultivadas en 

diferentes condiciones nutricionales: Agar  P, Medio Tris G y medio LB, para lo cual se 

inocularon 100 µL de los cultivos de las cepas, los cuales fueron sembrados por la 

técnica de extensión en placa con asa de Vidrio de Digralsky, se esperaron 30 minutos 

para posteriormente colocar los discos de antibióticos. 



 

Los antibióticos para las cepas de P. aeruginosa fueron de la serie 2 para Gram 

negativos multidiscos PT-35 Multibac I.D con 12 antimicrobianos: Amikacina, 

Ampicilina, Carbenicilina, Cefalotina, Cefotaxima, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, 

Gentamicina, Netilmicina, Nitrofurantoina, Norfloxacino y Sulfametoxazol/Trimetoprim 

y en el caso de las cepas de B. subtilis fueron la serie para Gram positivos PT-34 

Multibac con los antibióticos: Ampicilina, Cefalotina, Cefotaxima, Ciprofloxacino, 

Clindamicina, Dicloxacilina, Eritromicina, Gentamicina, Penicilina, Tetraciclina, 

Sulfametoxazol/Trimetoprim y Vancomicina. Ambas series de la marca de Investigación 

diagnóstica. 

Las cajas Petri fueron incubadas a temperatura de 37°C para las cepas de P. aeruginosa 

y 28°C para las cepas de B. subtilis, ambas por 48 horas. Transcurrido el tiempo de 

incubación se midieron los halos de inhibición. 

En cuanto a los resultados, estos dependen de la relación que exista entre el tamaño 

del halo de inhibición y el crecimiento de colonias en el medio de cultivo utilizado, 

clasificando en tres categorías; sensible, intermedia y resistente según los parámetros 

obtenidos como se muestran en la tabla 5.  

Tabla 5. Patrones parámetros para halos de inhibición en P. aeruginosa y 
Acinetobacter spp. 



 

Tabla obtenida a partir de Picazo, J. J. de datos del 2000 

 

Tabla 6. Patrones parámetros para halos de inhibición en P. aeruginosa y 
Acinetobacter spp. 

 

 

 

 

 

Tabla obtenida a partir de Picazo, J. J. datos del 2000 

 

 

5.4 Obtención de metabolitos producidos por B. subtilis  

 

Las cepas de B. subtilis 49.1, 49.2 y 49.3 fueron inoculadas en 3 mL de medio de cultivo 

Tris G, fueron incubados con agitación constante a una temperatura de 28°C durante 

120 horas, posteriormente para extraer los metabolitos de naturaleza extracelular, los 



 

cultivos fueron microfiltrados con membranas de 0.22 μ y fueron colocados a pruebas 

de esterilidad durante 24 horas.  

5.5 Pruebas de inhibición de los metabolitos de  B. subtilis en cepas de P. 

aeruginosa. 

 

Las cepas del género P. aeruginosa correspondientes a las número nueve y diez, 

fueron sembradas en medio LB agar y medio Tris G, para lo cual se colocaron 100 µL de 

un cultivo líquido previamente obtenido de cada cepa, el cual fue inoculado por 

extensión en placa empleando asa de Digralsky, 30 minutos posteriores las placas se 

dividieron en cuatro áreas, tres para los microfiltrados de los metabolitos y uno para el 

control. De cada uno de los metabolitos microfitrados se colocaron 20 µL, los cuales 

fueron rotulados con los números 49.1, 49.2 y 49.3 y la letra C para el control negativo, 

en el cual no se le administró ningún tipo de metabolito por lo que se esperaría un 

crecimiento de las bacterias. 

 

5.6 Extracción de ADN de las cepas de P. aeruginosa.  

 

Se llevó a cabo la extracción de ADN genómico de las cepas utilizadas pertenecientes a 

P. aeruginosa mediante el siguiente protocolo: a partir de cultivos en caja Petri se 

tomó una asada y se inoculó en tubos que contenían de medio líquido LB, los tubos 

fueron incubados a 30°C en agitación constante a 200 rpm por 24 horas. 

Posteriormente se colocaron 1.5 mL del cultivo de cada cepa en tubos Eppendorf los 

cuales fueron centrifugados a 11,000 rpm por 5 minutos, posterior a ese tiempo se 

decantó el sobrenadante, la pastilla  se resuspendió en 150 microlitros de buffer de 



 

lisis y 30 μl de lisozima, y los tubos fueron colocados en un termoblock durante 30 

minutos a una temperatura de 37°, transcurrido el tiempo para complementar el 

procedimiento de lisis se agregaron 22 µL de Sarcosil al 20%. A los tubos se les agregó  

un  volumen de solución Fenol- Cloroformo-Alcohol Isoamílico (V/V), y los tubos se 

invirtieron suavemente durante 5 minutos aproximadamente, la emulsión se 

centrifugó por 5 minutos a 11,000 rpm y la fase acuosa fue transferida a otro tubo al 

cual le fue adicionado nuevamente un volumen de Fenol-Cloroformo-Alcohol 

isoamílico para luego mezclarlo por inversión durante 5 minutos, los tubos fueron 

centrifugados a 11,000 rpm por 5 minutos y se transfirió la fase acuosa a otro tubo, se 

les agregó un volumen de cloroformo, los tubos fueron homogenizados por inversión 

durante 5 minutos, posteriormente fueron centrifugados nuevamente por 5 minutos a 

11,000 rpm, la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y se repitió nuevamente el 

paso anterior. 

La fase acuosa que contenía el ADN  fue transferida a un nuevo tubo al cual se le 

adicionó un 10% del volumen obtenido de Acetato de Sodio 3M pH 7 y 2 volúmenes de 

etanol absoluto frío. Los tubos fueron mantenidos a una temperatura de  -20°C 

durante 10 minutos, para posteriormente centrifugar a 11,000 rpm por 5 minutos. 

Finalmente a la pastilla de ADN resultante se le adicionaron 200 μL de etanol al 70%, se 

decantó la fase acuosa y los tubos se dejaron secar. 

La pastilla de ADN fue resuspendida en 20 μL de agua libre de nucleasas y se almacenó 

en el ultracongelador a -20°C. 

Para confirmar la integridad del ADN se procedió a realizar una electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8%, el gel fue visualizado con luz UV en un transiluminador Maestrogene. 



 

 

5.7 Amplificación por PCR del gen que codifica para la resistencia a 

sulfonamidas.    

 

Una vez obtenidos los ADNs de las bacterias utilizadas se procedió a realizar la 

detección por PCR de los genes que codifican la resistencia a sulfonamidas (Sul1, Sul2, 

Sul3 y Sul4) en cepas de P. aeruginosa, con la finalidad de corroborar el fenotipo de 

resistencia obtenido en los antibiogramas. 

Para realizar las reacciones de PCR para la detección  de los genes Sul 1, Sul 2, Sul 3 y 

Sul4 se emplearon los componentes de la tabla 6 para reacciones de 25 μL.  

Tabla 7. Componentes para Reacción de PCR para la amplificación de los genes de 
resistencia a sulfonamidas SUL 1, Sul2, Sul3 y Sul4 

 

Componentes Cantidades  

Buffer  2.5 μL 

dNTP´s 0.5 μL 

Primer Forward  0.5 μL 

Primer Reverse  0.5 μL 

Taq polimerasa  0.5 μL 

Agua libre de nucleasa 19.5 μL 

ADN genómico 1 μL 

 

Se emplearon las siguientes condiciones de amplificación: 



 

● Desnaturalización a 94°C por 1:30 minutos 

● Alineamiento a 94° por 0:30 segundos 

● Hibridación a 55°C por 45 segundos  

● Elongación a 72°C por 1 minuto.  

● 30 ciclos de amplificación. 

● Conservación a 72°C por 4 minutos. 

Para visualizar los fragmentos amplificados se llevó a cabo una electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8%.   

 

5.8 Amplificación del gen que codifica para el ARNr 16S 
 

Se realizó la amplificación del gen que codifica para el ARNr 16S, para lo cual se empleó 

ADN de la cepa 39 de P. aeruginosa utilizando los primers: 

TXBA1  5´AGAGTTTGATCATGGCTCA 3´  100nm STD  

TXBA101  5´AGGAGGTGATCCAACCGCA 3´  100nm STD  

 

En la Tabla 8 se muestran los reactivos empleados para la reacción de amplificación, 

donde se realizó la preparación para el MIX para el volumen final de 25 μL. 

Tabla 8. Componentes para Reacción de PCR para la amplificación del gen que 
codifica para el ARNr 16S 

Componentes Cantidades  

ADN genómico  1 μL 



 

Primer TXBA 101 0.5 μL 

Primer reverse TXBA 1  0.5 μL 

Buffer TAQ  5 μL 

Taq polimerasa  0.5 μL 

Agua libre de nucleasas  

17.5 μ 

 

Las condiciones de PCR para 30 ciclos:  

●  95 ⁰C para 1.30 minutos  

●  94 ⁰C para 30 segundos 

●  54 ⁰C para 45 segundos  

●  55 ⁰C para 2 minutos  

●  72 ⁰C para 1 minuto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6.- RESULTADOS 

 

6.1 Pruebas de resistencia a antibióticos comerciales en cepas P. 

aeruginosa y B. subtilis. 

 

Se realizaron pruebas de susceptibilidad o resistencia a antibióticos comerciales a dos 

cepas de P. aeruginosa y tres de B. subtilis, los ensayos fueron realizados en tres 

condiciones nutricionales: Agar TrisG, Agar P y Agar LB, los resultados indicaron que 

existe una relación entre el tamaño del halo de inhibición y la condición nutricional 

empleada para el cultivo de las cepas, de acuerdo a los parámetros mostrados en las 

tablas 5 y 6 en los apartados de materiales y métodos, los microorganismos fueron 

clasificados en tres categorías: resistentes, sensibles o intermedios. 

Para realizar los antibiogramas de las cepas de P. aeruginosa y B. subtilis empleando 

antibióticos comerciales en discos para bacterias Gram Negativas y Positivas 

respectivamente. 

Para el caso del medio Tris G, que es un medio de cultivo restrictivo en nutrientes, que 

contiene principalmente sales, una baja cantidad de glucosa y extracto de levadura, 

como fuentes de carbono y nitrógeno respectivamente, los resultados indicaron que 

las cepas de P. aeruginosa fueron resistentes al menos a 7 de 12 antibióticos 

comerciales, todas las cepas  presentaron sensibilidad a la Amikacina (AK), 

Ciprofloxacino (CPF), Norfloxacino (NOF) y a Gentamicina (GE), algunas cepas 

mostraron tener resistencia o una resistencia intermedia a Netilmicina (NET) (Tabla 9 y 

Figura 6).  

 

 



 

Tabla 9.  Pruebas de resistencia a antibióticos de cepas de P. aeruginosa  en medio 
Tris G. 

Antibiótico  

 Cepas de P. aeruginosa 

16 24 27 32 38 39 

 

Ampicilina (AM) 

R  

s/h 

R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Amikacina (AK) 

R= ≤ 14mm 

I= 15-16 mm 

S= ≥17 

S  

1.8 cm  

S 

 2 cm 

S  

1.7 cm 

S  

1.9 cm 

S 

 2 cm 

S  

1.9 cm 

Carbenicilina (CB) R 

 s/h 

R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Gentamicina(GE) 

R= ≤ 12mm 

I= 13-14 mm 

S= ≥15 

S  

1.7  cm 

S  

1.8  cm 

S  

1.8  cm  

S 

 1.6  cm 

S  

2  cm 

S  

1.7  cm  

 Cefalotina (CF) R  

s/h 

R 

 s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Cefotaxima (CFX) R  

s/h 

R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Netilmicina (NET) 

R= ≤ 12mm 

I= 13-14 mm 

S= ≥15 

I 

1.2  cm 

I 

1.4  cm 

I 

 1.3  cm 

R 

 1.1 cm 

I 

1.4  cm 

      R 

  1.2  cm 



 

  

Ciprofloxacino(CPF) 

R= ≤ 15mm 

I= 16-20 mm 

S= ≥21 

I 

1.6  cm 

S  

2.5  cm 

S  

2.5  cm 

S 

 2.5  cm 

I 

 1.8  cm  

I 

 1.8  cm 

Norfloxacino (NOF) 

R= ≤ 12 mm 

I= 13-16 mm 

S= ≥17 

S 

 2  cm 

S 

 1.8  cm 

S 

 2  cm 

S 

 1.7  cm 

S  

2  cm 

S  

1.7  cm 

Cloranfenicol (CL) R  

s/h 

R  

s/h 

R 

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Trimetropin (STX) R  

s/h 

S R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Nitrofurantoína(NF) R  

s/h 

R 

s/h  

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R = Resistente 
S = Sensible 
I = Intermedia 
s/h = Sin halo de inhibición 

En la Figura 6 se muestran las fotografías de los antibiogramas realizados en cepas de 

P. aeruginosa en medio de cultivo Tris G. 

        

a)16        b)24       c)27 



 

         

d)32         e)38                 f)39  

Figura 6.  Pruebas de resistencia a antibiótico en cepas de P. aeruginosa en medio Tris G. 

 

Se realizó el ensayo de resistencia en el medio Agar P, el cual es un medio rico en 

nitrógeno y carbono, además contiene glicerol que es empleada como fuente de 

carbono, este medio es utilizado frecuentemente para la diferenciación entre 

diferentes especies del género Pseudomonas. Con respecto a los resultados de los 

antibiogramas, se observó que las cepas de P. aeruginosa fueron resistentes a 10 de 

los 12 antibióticos, esto de acuerdo a los parámetros de comparación, las cepas 

presentaron resistencia intermedia a Gentamicina y sensibilidad a Ciprofloxacino(CPF) 

y Norfloxacino (NOF) (Tabla 10  y figura 7). 

Tabla 10.  Pruebas de resistencia a antibióticos de cepas de P. aeruginosa en medio 
Agar P. 

Antibiótico  Cepas de P. aeruginosa 

16       24 27 32 38 39 

Ampicilina (AM) R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Amikacina (AK) 

R= ≤ 14mm 

R 

1 cm 

R 

1.2 cm 

R 

 1 cm 

R 

1.2 cm 

R 

1.2 cm 

R  

1 cm  



 

I= 15-16 mm 

S= ≥17 

Carbenicilina (CB) R 

 s/h 

R 

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Gentamicina(GE) 

R= ≤ 12mm 

I= 13-14 mm 

S= ≥15 

I 

 1.4  cm 

I 

1.3  cm  

I 

1.3  cm 

I 

1.3  cm  

I  

1.3  cm 

I  

1.3  cm 

 Cefalotina (CF) R  

s/h 

R 

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

Cefotaxima (CFX) R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R 

 s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

Netilmicina (NET)  R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Ciprofloxacino(CPF) 

R= ≤ 15mm 

I= 16-20 mm 

S= ≥21 

S 

 2.3  cm 

S 

 2.8  cm 

S  

2.6  cm 

S  

2.9  cm 

S 

 2.4  cm  

S 

2.5  cm 

Norfloxacino (NOF) 

R= ≤ 12 mm 

I= 13-16 mm 

S= ≥17 

S 

 2.5  cm 

S  

2.4  cm 

S 

 2.1  cm 

S 

 2.5  cm 

S  

1.9  cm 

S 

 2.6  cm 

Cloranfenicol (CL) R  

s/h 

R 

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

R  

s/h 

Trimetropin (STX) R  

s/h 

R 

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

R 

 s/h 

R 

 s/h 



 

Nitrofurantoína(NF) R  

s/h 

R 

s/h 

R 

 s/h 

R  

s/h 

R 

 s/h 

R 

 s/h 

R = Resistente 
S = Sensible 
I = Intermedia 
s/h = Sin halo de inhibición 
 

Los resultados indican que en Agar P se favoreció la producción de piocianina que es 

un pigmento característico de P. aeruginosa, lo cual se aprecia de forma evidente en la 

figura 7, donde se muestran los resultados de las pruebas de antibiograma comercial 

en medio Agar P en 6 cepas de P. aeruginosa. En este medio las cepas mostraron un 

comportamiento similar, ya que resultaron ser resistentes o sensibles a los mismos 

antibióticos (Tabla 11 y figura 7). 

   

                 a)16                  b)24    c)27 

            

       c)32     d)38    e)39 



 

Figura 7. Pruebas de resistencia a antibiótico en cepas de P. aeruginosa en medio 
Agar P. 

 

Finalmente en Medio LB, el cual se caracteriza por ser un medio que proporciona la 

mayoría de los nutrientes necesarios para el desarrollo de una amplia variedad de 

microorganismos, contiene como fuente de nitrógeno peptona de caseína y extracto 

de levadura, además de contener cloruro de sodio el cual ayuda al equilibrio osmótico. 

En este medio al realizar los ensayos de resistencia a antibiótico todas las cepas de  P. 

aeruginosa mostraron ser resistentes por lo menos a 8 antibióticos: Ampicilina, 

Carbenicilina, Cefotaxima, Cloranfenicol, Trimetropin y Nitrofurantoína, y tener una 

resistencia intermedia o ser sensible a 4 antibióticos  (Tabla 12). 

Tabla 12.  Pruebas de resistencia a antibióticos de cepas de P. aeruginosa  en medio 
LB 

 

Antibiótico  Cepas de P. aeruginosa 

16 24 27 32 38 39 

Ampicilina (AM) R R R R R R 

Amikacina (AK) 

R= ≤ 14mm 

I= 15-16 mm 

S= ≥17 

R  R 

 1.4 cm 

S 

 1.8 cm 

R S  

1.7 cm 

S  

1.7 cm 

Carbenicilina (CB) R R R R R R 

Gentamicina(GE) R S  

1.8 cm  

S  

1.6  cm 

R  

1.2 cm 

S 

 1.8  cm 

S  

1.6  cm  



 

R= ≤ 12mm 

I= 13-14 mm 

S= ≥15 

 Cefalotina (CF) R R R R R R 

Cefotaxima (CFX) R R R R R R 

Netilmicina (NET)  R       R R R R R 

Ciprofloxacino(CPF) 

R= ≤ 15mm 

I= 16-20 mm 

S= ≥21 

R 

0.9  cm 

I 

 1.8  cm 

S  

2.5  cm 

I 

 1.8  cm  

S 

 2.5  cm 

S  

2.5  cm 

Norfloxacino(NOF) 

R= ≤ 12 mm 

I= 13-16 mm 

S= ≥17 

I 

 1  cm 

R S 

 1.7  cm 

R S 

 1.8 cm 

S 

 2.3  cm 

Cloranfenicol (CL) R R R R R R 

Trimetropin (STX) R R R R R R 

Nitrofurantoína(NF) R R R R R R 

R = Resistente 
S = Sensible 
I = Intermedia 
s/h = Sin halo de inhibición 
 

En la figura 8; Se muestran los resultados de las pruebas de resistencia a antibióticos 

comerciales en medio Medio LB en 6 cepas de P. aeruginosa. Con respecto a la 

sensibilidad ante los antibióticos probados: cuatro de las cepas fueron sensibles a 

Gentamicina (GE), tres a Amikacina (AK), Ciprofloxacino(CPF), Norfloxacino (NOF).  



 

En este ensayo las cepas 16 y 32 mostraron tener una gran resistencia a 11 de los 12 

antibióticos probados. 

 

 a)16     b)24    c)27 

 

d)32     e)38    f)39 

Figura 8.  Pruebas de resistencia a antibiótico en cepas de P. aeruginosa en medio Agar LB. 

 

En los diferentes medios de cultivo probados se observó que el fenotipo de resistencia 

o sensibilidad cambió dependiendo de los nutrientes que tengan las bacterias a su 

disposición en los diferentes medios de cultivos. 

6.2 Amplificación por PCR de genes de resistencia a antibióticos  en cepas 

de P. aeruginosa 

 



 

Para corroborar la presencia de genes de resistencia en cepas de P. aeruginosa, se 

obtuvieron cultivos de las cepas en medio LB, para posteriormente extraer ADN 

genómico de acuerdo a la técnica mostrada en materiales y métodos.  En la figura 9 se 

muestran las extracciones de ADN genómico de las cepas 16, 38 y 39. 

 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa del ADN genómico de cepas de   
P. aeruginosa.  

 

Debido a los resultados obtenidos en las pruebas de resistencia a antibióticos, donde 

las cepas mostraron ser resistentes a Trimetropin-Sulfametoxazol (STX), se decidió 

realizar la amplificación de los genes que codifican para la resistencia a sulfonamidas.  

Una vez que se extrajo el ADN genómico de las cepas de P. aeruginosa de acuerdo a 

materiales y métodos, se realizó la detección por  PCR de los genes que codifican para 

la resistencia a sulfonamidas: Sul1, Sul2, Sul3 y Sul4 (Figura 10 y tabla 13).  

Los resultados indicaron la amplificación del gen Sul1 y Sul2 en la cepa 39 y su ausencia 

en las otras cepas probadas. El fragmento de amplificación para Sul1 correspondió a 

288 pb. 



 

  

Figura 10. Detección por PCR del gen Sul1 en cepas de P. aeruginosa.  

 

En el caso del gen Sul2  se obtuvo un amplicón de 850 pb, correspondiente con el 

tamaño esperado (Figura 11 y tabla 13).  

 

Figura 11. Detección por PCR del gen Sul2 en cepas de P. aeruginosa.  

 



 

Para los genes Sul3 y Sul4 , no se mostró amplificación en las cepas probadas (Tabla 

13). 

Tabla 13.  Detección por PCR del gen Sul1, Sul2, Sul3, Sul4 en cepas de P. aeruginosa. 

Cepa Sul1 Sul2 Sul3 Sul4 

32 - - - - 

38 - - - - 

39 + + - - 

 

 

6.3 Pruebas de resistencia a antibióticos comerciales en cepas de B. 

subtilis. 

 

Se realizaron pruebas de resistencia y sensibilidad a antibióticos comerciales a tres 

cepas de B. subtilis, las cuales pertenecen a la colección de microorganismos del 

Laboratorio de Microbiología 402-EMA6, las cuales en investigaciones previas 

realizadas se ha demostrado que producen metabolitos secundarios de naturaleza 

extracelular (Amaya et.al., 2023), capaces de inhibir el desarrollo de hongos 

fitopatógenos, por lo que resultó interesante evaluar la actividad de su metabolitos 

contra las cepas de P. aeruginosa cuya multirresistencia fue evaluada en este proyecto 

de investigación, debido al desconocimiento de su fenotipo de resistencia a 

antibiótico, este fue determinado. Los resultados de las pruebas de resistencia a 

antibióticos comerciales de las cepas de B. subtilis en medio Tris G, muestran que las 

cepas B. subtilis son sensibles a la mayoría de ellos, todas las cepas mostraron ser 

resistentes a penicilina (PE) (Tabla 14).  



 

 Tabla 14. Pruebas de resistencia a antibióticos de cepas de B. subtilis   en medio TRIS 
G 

Antibiótico  Cepas de B. subtilis 

49.1 49.2 49.3 

Ampicilina (AM) S 

1 cm  

R R 

Cefalotina (CF) S  

1 cm  

R R 

Cefotaxima (CFX) R S 

1 cm 

S 

1.5 cm 

Tetraciclina (TE) S  

1 cm 

R S  

2.3  cm  

Dicloxacilina (DC) S 

1 cm 

S 

1 cm 

R 

Ciprofloxacino (CPF) S 

1 cm  

S 

1 cm 

S 

2.8 cm 

Gentamicina (GE) S  

1  cm 

S 

 1 cm 

S 

 1.5  cm 

Clindamicina(CLM) S 

1.3  cm 

R R 

Eritromicina (E) S 

 1  cm 

R R 

Trimetoprim (SXT) S S S 



 

1cm  1 cm 1 cm 

Penicilina (PE) R R R 

Vancomicina (VA) S 

1 cm  

R R 

R = Resistente 
S = Sensible 
I = Intermedia 
s/h = Sin halo de inhibición 
 

 

En la figura 12; se observa claramente el efecto inhibitorio de la mayoría de 

antibióticos sobre el desarrollo de la cepa 49.1 (10 de 12 antibióticos), en el caso de la 

cepa 49.2 Y 49.3 se mostraron resistentes a 5 de 12 antibióticos. 

a) Cepa 49.1               b) Cepa 49.2                       c) Cepa 49.3 

 

 

 

 

Figura 12. Pruebas de resistencia a antibióticos en cepas de B. subtilis en el medio Tris G. 

 

En el caso de las pruebas realizadas en medio LB, los resultados indicaron  variaciones 

en el fenotipo de resistencia a los antibióticos en las tres cepas de B. subtilis, todas las 

cepas fueron resistentes a tres antibióticos: Ampicilina (AM), Cefalotina (CF) y 

Penicilina (PE). 



 

Tabla 13. Pruebas de resistencia a antibióticos de cepas de B. subtilis  en Medio LB 

Antibiótico  Cepas de B. subtilis 

49.1 49.2 49.3 

Ampicilina (AM) R R R 

Cefalotina (CF) R R R 

Cefotaxima (CFX) R R S 

1.5 cm 

Tetraciclina (TE) S  

1 cm 

S 

 1.3  cm 

S  

2.3  cm  

Dicloxacilina (DC) R R S 

0.6 cm  

Ciprofloxacino (CPF) R  S 

1.8 cm 

S 

1.2 cm 

Gentamicina (GE) S  

1.5  cm 

S 

 1.2 cm 

S 

0 .6  cm 

Clindamicina(CLM) R R S 

1.2 cm 

Eritromicina (E) S 

 1.6  cm 

R S 

0.6 cm 

Trimetoprim (SXT) S 

1.5 cm  

S 

1.2 cm 

R 



 

Penicilina (PE) R R R 

Vancomicina (VA) S 

1 cm  

R R 

R = Resistente 
S = Sensible 
I = Intermedia 
s/h = Sin halo de inhibición 
 

En la figura 13; se muestra que la cepa 49.3 presentó una mayor resistencia ante los 

antibióticos expuestos (7 de 12 antibióticos) en comparación a las cepas 49.1 la cual 

demostró una resistencia de 5 de los 12 antibióticos empleados y finalmente en el caso 

de la cepa 49.2 demostró haber sido resistente a 4 de los 12 antibióticos. 

 a) Cepa 49.1                    b) Cepa 49.2                    c) Cepa 49.3 

Figura 13.  Pruebas de resistencia a antibióticos en cepas de B. subtilis en medio LB. 

 

6.4 Prueba de inhibición del ultrafiltrado que contiene los metabolitos de 

B. subtilis contra P. aeruginosa 

 

En esta investigación resultó relevante determinar el efecto de los metabolitos 

extracelulares producidos por cepas de B. subtilis en cepas de P. aeruginosa (cepas 9 y 

10) que como se muestra en esta investigación resultaron ser multirresistentes a 

antibióticos y comparar si estos metabolitos muestran una inhibición en su desarrollo y 



 

que pudieran ser considerados como una alternativa al manejo de estos 

microorganismos. Los metabolitos extracelulares fueron recuperados de cultivos de 

cepas de B. subtilis mediante microfiltración en membranas de 0.22 μl como es 

descrito en la sección de materiales y métodos. Los resultados indican que al realizar el 

ensayo de inhibición de cepas de P. aeruginosa con el microfiltrado de los metabolitos 

de cepas de B. subtilis, se observó un crecimiento de P. aeruginosa excepto en las 

áreas donde se aplicaron los metabolitos, observándose un área notable de inhibición 

en la región administrada como se muestra en la Figura 14 y 15. 

En la figura 14; se observa el efecto de la adición de metabolitos en un cultivo de la 

cepa 10, los metabolitos probados pertenecientes a las cepas 49.1, 49.2 y 49.3, 

inhibieron el desarrollo de esta cepa en comparación con el control al cual no se le 

adicionaron metabolitos. 

Metabolitos 49.2 Metabolitos 49.1 

  

Metabolitos 49.3 Control Positivo Cepa 10 



 

  

Figura 14. Análisis del efecto antimicrobiano en cepas de  P. aeruginosa de los metabolitos 
producidos por tres cepas de B. subtilis en la cepa 10. 

 

En la figura 15; se observa el efecto inhibidor de los metabolitos en el cultivo de la 

cepa 9 de P. aeruginosa ante los metabolitos de B. subtilis. 

Metabolitos 49.1 Control Positivo Cepa 9 

  

Metabolitos 49.2 Metabolitos 49.3 



 

   

 

Figura 15. Análisis del efecto antimicrobiano en cepas de  P. aeruginosa de los 
metabolitos producidos por tres cepas de B. subtilis en la cepa 9. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7.- DISCUSIÓN 
 

En los tiempos actuales, debido a la problemática mundial de resistencia 

antimicrobiana, la cual de acuerdo a diversos autores se ha convertido en una 

amenaza global que no sólo afectará a la salud humana, también a la animal e incluso 

alimentaria (Gagetti P et al., 2020), por lo que las investigaciones a nivel mundial son 

de suma importancia con respecto a la búsqueda de nuevos antimicrobianos como 

alternativa al tratamiento de estos microorganismos. La resistencia a los antibióticos es 

cada vez más frecuente, además el tiempo invertido en la recepción de un tratamiento 

eficaz pueden afectar considerablemente el escenario de evolución de una infección 

ocasionada por este tipo de microorganismos, lo cual se asocia con peores resultados y 

mayores tasas de mortalidad en pacientes con infecciones de microorganismos 

multiresistentes a antibióticos.  

P. aeruginosa es considerada una especie de suma relevancia en el ámbito 

intrahospitalario, esto debido a su alta resistencia a antibióticos y las complicaciones 

que esta puede ocasionar  (Horcajada J et al., 2019, Tuon F et al., 2022). En este 

trabajo se realizó la caracterización del fenotipo de resistencia de cepas de P. 

aeruginosa, las cuales fueron aisladas del ambiente natural. En los experimentos de 

crecimiento y expresión del fenotipo de resistencia a antibiótico en diferentes 

condiciones nutricionales, se demostró que P. aeruginosa tiene un crecimiento 

adecuado en los diferentes medios de cultivo empleados y que estas bacterias han 

desarrollado la resistencia ante diversos antibióticos (al menos 8). En estudios 

recientes, se ha demostrado que la tolerancia y el desarrollo de estrategias contra los 

antibióticos son cada vez más frecuentes por parte de los microorganismos, ya sea por 



 

la adaptación de estos mismos o debido al mal uso desmedido de los medicamentos 

(Zhao C et al., 2019). En países con bajos recursos se han observado que la pobreza y la 

privación material pueden ser factores de riesgo importantes para la aparición y 

transmisión de la resistencia a los antimicrobianos, estos estudios evidencian que los 

peores indicadores socioeconómicos estuvieron asociados con las tasas más altas de 

resistencia a los antimicrobianos (Allel K et al., 2020 ), además de implicar que el 

tiempo de tratamiento en los casos más graves, será mayor y más costoso por 

consecuencia (Sistanizad M et al., 2013). Lo anterior afectaría de la siguiente forma: la 

adquisición del público en general de tratamientos costosos no sería posible y reduciría 

el grupo de personas que pueden acceder a ellos. 

En estudios recientes se ha observado, que es necesario conocer la fisiología 

microbiana y composición de la estructura  celular, por ejemplo de la pared celular 

bacteriana, para tener una idea clara de los elementos que participan en el fenómeno 

de resistencia (Chauhan J et al., 2016). 

Las Sulfonamidas son antibióticos ampliamente empleados en la medicina debido a sus 

propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antifúngicas, además de ser 

utilizados frecuentemente en la ganadería (Zhao C et al., 2019). En este trabajo se 

mostró que las cepas empleadas fueron resistentes a las sulfonamidas. Con respecto a 

la detección por PCR de los genes que codifican para la resistencia a sulfonamidas, se 

amplificaron los genes Sul1 y Sul2 en las cepas 38 y 39 de P. aeruginosa. 

En los ensayos de resistencia a la exposición de las cepas de P. aeruginosa a los 

metabolitos producidos por cepas de B. subtilis, se encontró que en las zonas de 

aplicación de los metabolitos se inhibió el desarrollo de P. aeruginosa. La adición de los 



 

metabolitos  de origen microbiano causó además la pérdida del color característico de 

los pigmentos producidos por P. aeruginosa.  

A nivel internacional se están realizando esfuerzos para generar conocimiento y 

prevenir  o tratar infecciones que son causadas por P. aeruginosa (Moradali M et al., 

2017). Las investigaciones han demostrado que  es necesario el desarrollo de nuevos 

antibióticos que sean eficientes contra esta bacteria (Pang Z et al., 2019).  

Algunos autores mencionan diversas alternativas para inhibir el desarrollo de esta 

bacterias por ejemplo el empleo de metabolitos, como se realizó en este trabajo, uso 

de moléculas con efecto quelante del hierro, uso de terapias con fagos, estas 

investigaciones suponen que el empleo de metabolitos puede contribuir a reducir los 

efectos de los factores de virulencia que poseen microorganismos como P. aeruginosa. 

Otras estrategias son: el desarrollo de nuevas vacunas y empleo de nanopartículas y 

péptidos antimicrobianos (Pang Z et al., 2019). Sin embargo como medida de 

tratamiento, y el control de las infecciones causadas sólo se usa la terapia combinada 

de fármacos. 

Por lo anterior es necesario seguir investigando las bacterias resistentes a los 

antibióticos, ya que el entendimiento de la resistencia en este tipo de bacterias es el 

punto de partida para enfrentarlas, por ejemplo conocer sus mecanismos de infección, 

elementos moleculares implicados en la interacción con el huésped y por último los 

medicamentos necesarios a emplear en su tratamiento terapéutico (Lister P et al., 

2009).  

La principal causa de la resistencia a los antibióticos es el uso excesivo de estos 

mismos, lo cual influye en la reducción de la eficacia de los tratamientos, para un 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/iron-chelation
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacteriophages


 

manejo integral de la resistencia a antimicrobianos es de vital importancia un cambio 

en la cultura de su uso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8.-  CONCLUSIONES 
 

La resistencia a los antibióticos es un problema preocupante a nivel mundial  en la 

actualidad, que puede desembocar en una crisis de salud, en el presente trabajo se 

evidenció el fenotipo de multiresistencia a antibióticos de cepas aisladas de ambientes 

naturales, por lo menos a ocho antibióticos probados, lo cual es de suma relevancia ya 

que se tiene principalmente información de cepas obtenidas del ámbito 

intrahospitalario. Esto pone de manifiesto la necesidad del desarrollo de 

antimicrobianos efectivos. 

Por técnicas moleculares como PCR se demostró la presencia de los genes Sul 1 y Sul2 

que codifican para la resistencia a sulfonamidas, en la cepa 39. 

En esta investigación se realizaron pruebas a  la exposición de metabolitos producidos 

por cepas de B. subtilis en la inhibición del desarrollo de cepas de P. aeruginosa, 

confirmando que las bacterias B. subtilis producen metabolitos que son liberados al 

medio de cultivo provocando un efecto antagónico, estos metabolitos se encuentran 

presentes en el microfiltrado libre de células y evitan el crecimiento de otras bacterias, 

por lo que representan una alternativa de tratamiento en cepas de P. aeruginosa. 
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