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RESUMEN 

La resistencia a los antibióticos representa un importante problema de 

salud pública debido a la capacidad de las bacterias de adaptarse a la presión 

selectiva ejercida por estos fármacos y de desarrollar mecanismos que reducen 

su eficacia. En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el 

efecto de la historia evolutiva bajo presión fuerte de ampicilina sobre la 

competencia bacteriana y los perfiles de resistencia cruzada y sensibilidad 

colateral en clonas de Escherichia coli MG1655, con el fin de determinar su 

influencia en la adaptación a otros antibióticos.  

Para ello, se analizaron cuatro clonas de E. coli MG1655 evolucionadas 

bajo presión fuerte de ampicilina (IC90), pertenecientes a fases evolutivas 

tempranas (D3 y D8) y tardías (MP51 y P59). Se determinaron los valores de 

MIC e IC50 de amoxicilina, cefotaxima, piperacilina y gentamicina en las cepas 

de referencia WT y WT-GFP, validando el uso de esta última al no mostrar costos 

de fitness significativos. Posteriormente, se realizaron ensayos de competencia 

entre las clonas evolucionadas y la cepa WT-GFP en presencia de cada 

antibiótico, y su desempeño competitivo se evaluó mediante citometría de flujo a 

las 0, 3 y 6 horas de incubación. 

Los resultados mostraron que las clonas de fase temprana presentaron 

una ventaja competitiva frente a piperacilina y gentamicina, mientras que las de 

fase tardía presentaron una mayor capacidad adaptativa al desplazar a la cepa 

de referencia, incluso en presencia de cefotaxima. Ninguna de las clonas mostró 

ventaja competitiva frente a la amoxicilina. 

Se concluye que la evolución bajo presión fuerte de ampicilina favorece la 

acumulación de adaptaciones que modifican la respuesta bacteriana frente a 

otros antibióticos. Las clonas de fases avanzadas desarrollaron una mayor 

capacidad competitiva y perfiles compatibles con una resistencia cruzada más 

amplia, lo que evidencia la influencia de la historia evolutiva en la adaptación 

bacteriana. 

 

Palabras clave: Escherichia coli, evolución experimental, fitness competitivo, 

resistencia cruzada, citometría de flujo. 

 

 



   

 

ABSTRACT 

Antibiotic resistance represents a major public health challenge due to bacteria's 

ability to adapt to the selective pressure exerted by these drugs and to develop 

mechanisms that reduce their effectiveness. In this context, the aim of this study 

was to evaluate the effects of evolutionary history under strong ampicillin 

pressure on bacterial competition and on patterns of cross-resistance and 

collateral sensitivity in Escherichia coli MG1655 clones, to determine their 

influence on adaptation to other antibiotics. 

To achieve this, four E. coli MG1655 clones evolved under strong 

ampicillin pressure (IC90) were analyzed, including two early-stage clones (D3 

and D8) and two late-stage clones (MP51 and P59). MIC and IC50 values for 

amoxicillin, cefotaxime, piperacillin, and gentamicin were determined in the WT 

and WT-GFP reference strains, thereby validating the use of the latter, which 

showed no significant fitness costs. Competition assays were subsequently 

performed between the evolved clones and the WT-GFP strain in the presence 

of each antibiotic, and their competitive performance was assessed by flow 

cytometry at 0, 3, and 6 hours of incubation. 

The results showed that early-stage clones displayed a competitive 

advantage in the presence of piperacillin and gentamicin, whereas late-stage 

clones exhibited greater adaptive capacity, outcompeting the reference strain 

even in the presence of cefotaxime. None of the clones showed a competitive 

advantage in the presence of amoxicillin. 

These findings indicate that evolution under strong ampicillin pressure 

promotes the accumulation of adaptations that alter bacterial responses to other 

antibiotics. Late-stage clones developed greater competitive capacity and profiles 

consistent with broader cross-resistance, highlighting the important role of 

evolutionary history in bacterial adaptation. 

 

Keywords: Escherichia coli, experimental evolution, competitive fitness, cross-

resistance, flow cytometry. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Las bacterias han habitado la Tierra durante miles de millones de años y 

constituyen uno de los grupos de organismos más abundantes y diversos del 

planeta. Debido a su amplia capacidad adaptativa y diversidad metabólica, se 

encuentran distribuidas en prácticamente todos los ambientes, desde 

ecosistemas extremos, hasta residir en otros organismos, incluido el ser 

humano. La mayoría de las bacterias son completamente inofensivas e incluso 

desempeñan funciones esenciales en múltiples procesos biológicos, ecológicos 

y biogeoquímicos (Benítez-Colio y Osuna-Martínez, 2024).  

Sin embargo, existen algunas bacterias capaces de causar enfermedades 

en distintos huéspedes y se clasifican como patógenas. Dichas bacterias 

cuentan con diversos mecanismos que les permiten colonizar al huésped, evadir 

las defensas del sistema inmunológico y establecer infecciones. Uno de los 

métodos más utilizados para combatir bacterias patógenas es la administración 

de antibióticos. 

1.1. Antibióticos 

Los antibióticos son compuestos que inhiben el crecimiento o provocan la 

muerte de las bacterias mediante su interacción con objetivos específicos de la 

célula bacteriana; pueden ser de origen natural, semisintéticos o sintéticos y se 

utilizan para tratar diversas infecciones causadas por bacterias (Andersson y 

Hughes, 2017).  

Debido al impacto que las enfermedades causadas por bacterias han 

tenido en la salud humana, el descubrimiento y desarrollo de antibióticos 

representaron uno de los avances más importantes de la medicina moderna, ya 

que permitieron el tratamiento y el control efectivos de numerosas infecciones 

bacterianas, contribuyendo significativamente a la disminución de las tasas de 

morbilidad y mortalidad asociadas a dichas enfermedades durante el siglo XX 

(Aminov, 2009). 
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1.1.1. Mecanismos de acción 

Los antibióticos pueden clasificarse con base en distintos criterios, como 

su estructura química, su espectro de actividad o su mecanismo de acción. Entre 

estas clasificaciones, una de las más utilizadas es la que se basa en el 

mecanismo mediante el cual inhiben o eliminan a las bacterias. Los principales 

mecanismos de acción de los antibióticos se describen a continuación. 

1.1.1.1. Inhibición de la síntesis de la pared celular 

Las bacterias cuentan con una pared celular que las recubre y está 

formada por peptidoglicano, una capa compuesta por largas cadenas de 

azúcares. Algunos antibióticos, como los beta-lactámicos y los glucopéptidos, 

interfieren con la síntesis de la pared celular al inhibir su formación (Kapoor et 

al., 2017). 

Dentro del grupo de los beta-lactámicos se encuentran las penicilinas, las 

cefalosporinas, los carbapenémicos y los monobactámicos, entre otros. Son 

antibióticos que se caracterizan por tener en su estructura un anillo beta-

lactámico y actúan inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana en su 

última etapa, que corresponde a la síntesis del peptidoglicano, y también 

activando la autolisina bacteriana endógena, que destruye el peptidoglicano; son 

de amplio espectro y ejercen su acción en bacterias Gram-positivas, Gram-

negativas y espiroquetas (Seija y Vignoli, 2006).  

Los beta-lactámicos conforman a la clase de antibióticos más numerosa y 

también la más utilizada en la clínica (Suárez y Gudiol, 2009). Tienen un efecto 

bactericida parcial, puesto que solo actúan en fase exponencial de crecimiento y 

son dependientes del tiempo, su efecto bactericida máximo ocurre a 

concentraciones del antibiótico libre 4-5 veces por encima de la concentración 

mínima inhibitoria o MIC, por sus siglas en inglés (Minimum Inhibitory 

Concentration), por lo que es vital respetar los intervalos entre las dosis. 

Provocan mayor respuesta inflamatoria debido a que inducen mayor liberación 

de endotoxina derivada de su capacidad bactericida rápida (Goméz et al., 2015). 

1.1.1.2. Inhibición de la síntesis de proteínas 

Los antibióticos que poseen este mecanismo de acción actúan 

selectivamente sobre el ribosoma bacteriano de 70S. Una clase de antibiótico 
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que ejerce este mecanismo de acción son los aminoglucósidos, los cuales se 

unen de manera irreversible a la subunidad ribosomal 30S, inhibiendo la síntesis 

de proteínas y provocando la lisis celular. Los fármacos de este grupo están 

estructurados por 3 aminoazúcares unidos por enlaces glucosídicos a un anillo 

aminociclitol; se obtienen de Actimomycetes del suelo (Etebu y Arikekpar, 2016). 

Son bactericidas de amplio espectro, con actividad contra bacilos aerobios 

Gram-negativos y ciertas bacterias Gram-positivas (Peterson, 2008). Presentan 

un efecto bactericida dependiente de la concentración, intenso y de rápida 

aparición, con efecto postantibiótico. En la clínica, generalmente se administran 

en combinación con un beta-lactámico, con el objetivo de lograr sinergia (Sermet 

y Alfandari, 2021). 

El aminoglucósido más antiguo que se conoce es la estreptomicina, el 

cual ha sido utilizada ampliamente para el tratamiento de la peste bubónica, 

tularemia y tuberculosis (Talaro y Chess, 2008). Con la investigación posterior 

se descubrieron otros aminoglucósidos, como la neomicina, la gentamicina, la 

amicacina y la tobramicina. Otros inhibidores de la subunidad 30S son las 

tetraciclinas. 

Por otra parte, dentro de los inhibidores de la subunidad ribosomal 50S se 

encuentran el cloranfenicol y los macrólidos, que tienen en su estructura un anillo 

de lactona cacrocíclica (Upmanyu y Malviya, 2020, Cobos-Trigueros et al. 2009), 

así como las oxazolidinonas, que tienen un mecanismo de acción único al unirse 

cerca del sitio P de la subunidad 50S, evitando que se una el ARN de 

transferencia iniciador (Kadam, 1994). 

1.1.1.3. Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos 

Un ejemplo de antibióticos que presentan esta clase de mecanismo de 

acción son las quinolonas, compuestos sintéticos y bactericidas que inhiben la 

síntesis de ADN provocando roturas de doble cadena mediante la interferencia 

con la topoisomerasa de tipo II, la ADN girasa y la topoisomerasa de tipo IV 

durante la replicación (Kapoor et al., 2017, Singh et al., 2017). Realizan su efecto 

citotóxico al penetrar la membrana bacteriana y alcanzar la diana celular, la ADN 

girasa o la topoisomerasa IV, lo que induce la muerte celular. Se agrupan por 

generaciones según su época de aparición y su espectro bacteriano. Las 

quinolonas de 1ª generación son efectivas frente a bacterias Gram-negativas, 
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con excepción de algunos bacilos no fermentadores; las de 2ª generación son 

activas también frente a algunos patógenos atípicos. Las de 3ª y 4ª generación 

conservan su efectividad frente a Gram-negativos y micobacterias, pero son más 

eficaces frente a Gram-positivos, anaerobios y patógenos atípicos (Cué-

Brugueras et al., 2005). 

1.1.1.4. Inhibición de la síntesis de ácido fólico 

Existen fármacos que inhiben el metabolismo del ácido fólico, bloqueando 

así pasos clave en la producción de un cofactor necesario para la síntesis de 

nucleótidos. Los ejemplos de fármacos pertenecientes a esta clase son las 

sulfonamidas y trimetoprima (Kapoor et al., 2017, Shaikh et al. 2015). 

1.1.1.5. Desorganización de la membrana celular 

Se trata de compuestos con la capacidad de alterar la membrana 

citoplasmática, aumentando la permeabilidad que permite la fuga del contenido 

bacteriano, entre ellos los iones de potasio, elementos vitales para la viabilidad 

bacteriana, o permitiendo la entrada de otros elementos que en altas 

concentraciones alteran el metabolismo normal. Estos fármacos actúan como 

bactericidas y pueden ser tóxicos también para las células humanas, ejemplos 

de ellos son la polimixina y gramicidina (Calvo y Martínez-Martínez, 2009). 

 

1.2. Resistencia a antibióticos 

A pesar del gran avance que supuso el descubrimiento de los antibióticos, 

su uso extensivo y, en muchos casos, inadecuado, ha favorecido la aparición y 

la propagación de bacterias resistentes.  

Otros factores que han contribuido al incremento de la resistencia a los 

antibióticos incluyen la disminución del desarrollo de nuevos antimicrobianos, el 

uso inadecuado de estos compuestos y diversas limitaciones en los sistemas de 

atención médica, como la prescripción empírica de antibióticos sin realizar 

pruebas diagnósticas previas. Asimismo, distintos autores han señalado que el 

modelo económico predominante en la industria farmacéutica ha reducido el 

interés por el desarrollo de nuevos antibióticos debido a su baja rentabilidad 

frente a otros medicamentos de uso crónico (Akram et al., 2022). 
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La resistencia a antibióticos se define como la capacidad de una bacteria 

para sobrevivir a concentraciones de antibiótico que inhiben o matan a otras 

bacterias de la misma especie (Alós, 2015). En este contexto, una bacteria 

susceptible es aquella cuyo crecimiento puede inhibirse con concentraciones 

habituales del antibiótico, lo que permite controlar la infección mediante un 

tratamiento convencional. Por otro lado, una bacteria presenta una 

susceptibilidad intermedia cuando su respuesta frente al antibiótico es variable, 

de modo que el tratamiento puede ser efectivo únicamente bajo ciertas 

condiciones, como una mayor concentración del antibiótico en el sitio de 

infección o el uso de dosis más elevadas. Se considera que una bacteria es 

resistente cuando no puede inhibirse ni eliminarse por concentraciones de un 

antibiótico que normalmente serían efectivas para detener el crecimiento de 

bacterias susceptibles (De la Fuente-Salcido et al., 2015). 

Una bacteria se denomina multirresistente si presenta resistencia a al 

menos un fármaco de tres o más clases distintas de antibióticos (Camacho-

Silvas et al., 2021). 

1.2.1. Tipos de resistencia bacteriana 

La resistencia a los antibióticos puede clasificarse en intrínseca, 

adquirida o adaptativa. La resistencia intrínseca es aquella que resulta de 

propiedades específicas del microorganismo, es decir que es una 

característica natural de las especies bacterianas, resultado de 

características estructurales o funcionales inherentes, y su aparición no 

depende de una exposición previa a fármacos (Blair et al., 2014). Por su 

parte, la resistencia adquirida es aquella que se adquiere por mutaciones 

genéticas y, más comúnmente, mediante la transferencia horizontal de genes 

entre especies bacterianas, lo que permite adquirirla mediante conjugación, 

transformación o transducción. Por otro lado, la resistencia adaptativa se 

define como la pérdida de la sensibilidad a los antibióticos utilizados, la cual 

surge debido a la presión ambiental ejercida por estos, lo que produce 

respuestas celulares dinámicas al estrés antibiótico (Tavares-Carreón et al., 

2023). 
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1.2.2. Crisis global 

Actualmente, la resistencia antimicrobiana representa uno de los 

principales desafíos para la salud pública a nivel mundial debido al incremento 

sostenido de cepas resistentes y a la disminución del desarrollo de nuevos 

compuestos antimicrobianos eficaces (Davies y Davies, 2010; Ardal et al., 2019). 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), la resistencia 

antimicrobiana compromete la capacidad de tratar infecciones comunes y 

amenaza diversos procedimientos médicos que dependen del uso eficaz de 

antibióticos, incluidos cirugías, trasplantes y tratamientos oncológicos (WHO, 

2023). 

La OMS ha situado la resistencia a los antimicrobianos entre las 10 

principales amenazas para la salud pública. Esto señala una necesidad urgente 

de una mejor gestión del consumo de antibióticos; dicho problema ha cobrado 

gran importancia debido al uso indiscriminado de los antibióticos no solo en la 

atención médica, sino también en el uso veterinario, la acuicultura y la agricultura 

(Elshobary et al., 2025). 

En 2019, la resistencia a antibióticos se relacionó directamente con 1.2 

millones de muertes en todo el mundo, y se estima que provocará al menos 10 

millones de muertes para el año 2050 y supondrá un costo de alrededor de 100 

mil millones de dólares en todo el mundo (Tarín-Pelló et al., 2022, Cook y Wright, 

2022). 

En la reciente crisis mundial por COVID-19, las prácticas generalizadas 

de adopción de antibióticos de amplio espectro como tratamiento para la 

enfermedad aumentaron los niveles de resistencia, ya que, según informes, solo 

entre el 7% y 8% de los pacientes diagnosticados con COVID-19 padecían 

alguna infección bacteriana, sin embargo, la ingesta de antibióticos en todo el 

mundo se elevó en un 71.9% debido a su uso excesivo e innecesario (Akram et 

al., 2022). 

1.2.3. Mecanismos de resistencia bacteriana a antibióticos 

Existen diversos mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden 

presentar resistencia a antibióticos; además, una misma bacteria puede tener 

más de un mecanismo simultáneamente (Fig. 1 y Tabla 1). 
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1.2.3.1. Modificación del sitio blanco del antibiótico 

Cambios estructurales en la diana que impiden que el antibiótico se una 

de forma eficaz, pero permiten que la diana mantenga su función normal en la 

célula. La mayoría de las modificaciones se producen en las subunidades 

ribosómicas (Baweja et al., 2025). 

1.2.3.2. Expulsión activa del antibiótico 

Las bombas de eflujo son proteínas vitales relacionadas con la resistencia 

a antibióticos que transportan muchos antibióticos del interior de la célula hacia 

el exterior, cuando estas se sobreexpresan, pueden proporcionarle a la bacteria 

altos niveles de resistencia a antibióticos (Blair et al., 2014). 

Se han descrito seis familias de bombas de eflujo según su capacidad 

para expulsar antibióticos: familia de resistencia a múltiples fármacos pequeños 

(SMR), superfamilia del facilitador principal (MFS), familia de resistencia-

nodulación-división (RND), superfamilia de casete de unión a ATP (ABC), familia 

de extrusión de compuestos tóxicos y de múltiples fármacos (MATE) y familia de 

eflujo de compuestos antimicrobianos proteobacterianos (PACE) (Gauba y 

Miraz-Rahman, 2023). 

1.2.3.3. Inactivación del antibiótico 

Las bacterias pueden presentar resistencia a un antibiótico mediante la 

expresión de enzimas modificadoras que degradan o modifican covalentemente 

el antibiótico, lo que conduce a su inactivación (De Pascale y Wright, 2010). Se 

han identificado múltiples enzimas que presentan el mismo comportamiento, lo 

que conduce a la degradación de las moléculas de los antibióticos (Shaikh et al., 

2014). 

Se trata de uno de los mecanismos más importantes, y se observó por 

primera vez en la resistencia a ampicilina, la cual es inactivada por beta-

lactamasas. Las beta-lactamasas son enzimas producidas por bacterias, como 

E. coli, sometidas a presión de selección antibiótica (Varela et al., 2021). 

1.2.3.4. Permeabilidad reducida 

Se refiere a la disminución de la entrada a la célula de antibióticos al 

alterar la permeabilidad de la membrana o la pared celular (Planson et al., 2011). 
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Las bacterias Gram-negativas poseen una membrana externa que está 

compuesta por una bicapa lipídica, lo que evita fácilmente la absorción de solutos 

hidrofílicos, por lo tanto, contiene proteínas que forman canales para permitir el 

ingreso de nutrientes, dichas proteínas son las porinas (Nikaido, 2003). La 

producción de porinas depende específicamente del tipo de bacteria, y la 

eliminación de una o más porinas puede resultar en la generación de resistencia 

bacteriana. como ejemplo, la pérdida de la porina OprD provoca una deficiencia 

en el efecto antimicrobiano de muchos fármacos de amplio espectro contra P. 

aeruginosa (McPhee et al., 2009). 

Las bacterias que presentan mayor resistencia a beta-lactámicos 

generalmente presentan mutaciones en el gen ompF, la inactivación de su gen 

estructural impide la entrada de beta-lactámicos, quinolonas y otros antibióticos 

mediante la disminución de la permeabilidad de la pared celular (Tang et al., 

2020). 

 

 
Figura 1. Principales mecanismos de resistencia a los antibióticos. 1) Reducción 
de la permeabilidad; 2) Expulsión activa del antibiótico; 3) Inactivación del antibiótico; 4) 
Modificación del sitio blanco del antibiótico (ver texto). Tomado de Uso Racional de 
Antibióticos (http://www.femeba.org.ar/documentos/download/3049?utm_medium=). 
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Tabla 1. Principales mecanismos bioquímicos de resistencia a antibióticos. 
Tomado de Baweja et al., 2025. 

 

1.3. Respuesta evolutiva de las bacterias frente a antibióticos 

1.3.1. Evolución bacteriana y adaptación 

Aunque con frecuencia el problema de la resistencia a los antibióticos se 

aborda desde una perspectiva clínica, la resistencia bacteriana constituye en 

realidad un proceso evolutivo dinámico. Las poblaciones bacterianas poseen una 

enorme capacidad de adaptación debido a sus cortos tiempos de generación, 

elevadas tasas de reproducción y la capacidad de adquirir mutaciones o genes 

de resistencia mediante la transferencia horizontal (Andersson y Hughes, 2010). 

Cuando una población bacteriana es expuesta a un antibiótico, este actúa como 

una presión selectiva que elimina a las células susceptibles y favorece la 

supervivencia de variantes con mecanismos de resistencia preexistentes o 

adquiridos de novo. Como consecuencia, las poblaciones resistentes pueden 

Mecanismo Bacterias que lo presentan Genes/enzimas clave 

Permeabilidad 

reducida 

Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa,  

Escherichia coli 

ompK36, ompF, ompC 

Bombas de 

eflujo 

E. coli, Staphylococcus 

aureus, P. aeruginosa, 

Campylobacter jejuni 

RND (AcrAB-TolC), 

MFS (NorA), MATE 

(MepA), SMR, 

transportadores ABC 

Modificación del 

sitio blanco 

Mycobacterium tuberculosis, 

S. aureus 
erm, rpoB, gyrA, mecA 

Inactivación de 

antibióticos 

E. coli, K. pneumoniae, 

Enterobacter spp., 

Campylobacter coli 

β-lactamasas (AmpC, 

ESBL, NDM-1), AME 

(acetil-, fosfo-, 

nucleotidil-

transferasas) 
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expandirse rápidamente y dominar el ambiente bajo condiciones de estrés 

antimicrobiano (Levin et al., 1997). 

La evolución de la resistencia no depende únicamente de la presencia del 

antibiótico, sino también de la intensidad y la duración de la presión selectiva. 

Estudios experimentales han demostrado que diferentes concentraciones de 

antibióticos pueden modificar significativamente las trayectorias adaptativas 

bacterianas (Toprak et al., 2012). En particular, ambientes con selección fuerte 

favorecen la rápida fijación de mutaciones altamente resistentes, mientras que 

presiones selectivas más suaves pueden permitir la coexistencia de múltiples 

variantes adaptativas y una mayor diversidad genética dentro de las poblaciones 

(Mahrt et al., 2021). Estas diferencias pueden afectar no solo la velocidad de 

adquisición de resistencia, sino también la estabilidad de las mutaciones 

seleccionadas y el comportamiento evolutivo posterior de las bacterias. 

Además, actualmente se reconoce que los antibióticos no solo ejercen 

presión selectiva en ambientes clínicos, sino también en ecosistemas naturales 

contaminados con residuos antimicrobianos provenientes de actividades 

humanas, agrícolas e industriales (Martínez, 2009; Berendonk et al., 2015). 

Incluso concentraciones subletales de antibióticos pueden favorecer la selección 

de variantes resistentes y modificar la dinámica evolutiva de las poblaciones 

bacterianas (Gullberg et al., 2011). Esto ha llevado a considerar la resistencia 

antimicrobiana como un problema ecológico y evolutivo de gran complejidad, en 

el que las interacciones entre el ambiente, la historia evolutiva y la presión 

selectiva determinan la emergencia y la persistencia de cepas resistentes. 

En los últimos años, diversos estudios de evolución experimental han 

demostrado que la adaptación bacteriana no depende exclusivamente del 

antibiótico al que una población está expuesta, sino también de su historia 

genética evolutiva previa. Este fenómeno, conocido como contingencia histórica, 

propone que las adaptaciones adquiridas en el pasado pueden influir en las 

trayectorias evolutivas futuras y modificar tanto la velocidad como las 

posibilidades de adaptación ante nuevos ambientes selectivos (Weinreich et al., 

2006; Blount et al., 2018). 

La importancia de la contingencia histórica radica en que mutaciones 

previamente adquiridas pueden condicionar el efecto de mutaciones posteriores 

mediante interacciones epistáticas, favoreciendo o limitando determinadas rutas 
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evolutivas (Lukačišinová et al., 2020). De esta manera, dos poblaciones 

bacterianas que inicialmente eran idénticas pueden evolucionar de forma distinta 

según las presiones selectivas a las que hayan estado expuestas previamente. 

Card et al. (2019) demostraron que cepas bacterianas con diferentes 

antecedentes evolutivos presentan capacidades distintas para desarrollar 

resistencia frente a nuevos antibióticos. Estos autores observaron que el 

contexto genético previo modifica las trayectorias adaptativas y altera la rapidez 

con la que las poblaciones adquieren resistencia.  

La evolución experimental se ha convertido en una herramienta 

particularmente útil para estudiar estos procesos, ya que permite observar en 

tiempo real cómo las poblaciones bacterianas responden a distintas presiones 

selectivas y cómo la interacción entre selección, mutación y contingencia 

histórica moldea las trayectorias evolutivas (Barrick y Lenski, 2013). En este 

contexto, comprender cómo la historia evolutiva modifica la adaptación 

bacteriana posterior resulta relevante para comprender la persistencia de la 

resistencia antimicrobiana y su posible impacto en las estrategias terapéuticas 

futuras. 

1.3.2. Fitness bacteriano y costos adaptativos 

La adquisición de resistencia a los antibióticos a menudo conlleva costos 

fisiológicos para las bacterias. Estos costos adaptativos pueden surgir debido a 

alteraciones metabólicas, regulatorias o estructurales asociadas a los 

mecanismos de resistencia y pueden afectar negativamente procesos esenciales 

como el crecimiento, la reproducción o la competitividad bacteriana en ausencia 

del antibiótico (Andersson y Levin, 1999; Melnyk et al., 2015). 

Desde una perspectiva evolutiva, el fitness bacteriano se refiere a la 

capacidad relativa de una cepa para sobrevivir, reproducirse y competir con éxito 

en una población determinada. En muchos casos, las mutaciones que confieren 

resistencia generan desventajas competitivas cuando el antibiótico ya no está 

presente, ya que las adaptaciones resistentes pueden requerir un gasto 

energético adicional o alterar procesos celulares importantes (Andersson y 

Hughes, 2010). 

Sin embargo, las poblaciones bacterianas poseen una elevada capacidad 

de compensación evolutiva. Durante procesos evolutivos prolongados pueden 
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seleccionarse mutaciones compensatorias que disminuyen o incluso eliminan los 

costos asociados a la resistencia, permitiendo que las cepas resistentes 

mantengan altos niveles de fitness aun en ambientes libres de antibióticos (Levin 

et al., 2000). Esto representa uno de los principales problemas en el control de 

la resistencia antimicrobiana, ya que algunas mutaciones resistentes pueden 

persistir incluso después de suspender el uso del antibiótico. Estos hallazgos 

resaltan la importancia de analizar no solo los niveles de resistencia alcanzados 

por una población bacteriana, sino también su desempeño competitivo y su 

estabilidad evolutiva. En este sentido, los ensayos de competencia bacteriana 

constituyen una herramienta útil para evaluar diferencias de fitness entre cepas 

susceptibles y resistentes, lo que permite estudiar de manera más integral las 

consecuencias evolutivas asociadas a la resistencia antimicrobiana. 

1.3.3. Resistencia cruzada y sensibilidad colateral 

La evolución de la resistencia a un antibiótico puede modificar 

simultáneamente la susceptibilidad bacteriana a otros compuestos 

antimicrobianos. Este fenómeno puede manifestarse como resistencia cruzada, 

cuando una adaptación incrementa la resistencia frente a múltiples antibióticos, 

o como sensibilidad colateral, cuando la resistencia adquirida frente a un 

antibiótico incrementa la susceptibilidad frente a otro compuesto (Szybalski y 

Bryson, 1952; Imamovic y Sommer, 2013). 

La resistencia cruzada ocurre cuando los mecanismos que le confieren 

resistencia a una bacteria inducen resistencia a más de un antibiótico 

simultáneamente, esto les ofrece una ventaja selectiva para que puedan evadir 

la mortalidad que les provocarían los fármacos (Obolski et al., 2016). 

La resistencia cruzada puede surgir debido a mecanismos compartidos 

entre diferentes antibióticos, como alteraciones de la permeabilidad de la 

membrana, modificación de blancos celulares o activación de bombas de eflujo 

multidroga (Blair et al., 2014). Por ejemplo, cambios en los sistemas de 

transporte o en la envoltura celular pueden afectar simultáneamente la entrada 

o la acumulación intracelular de distintos antibióticos, incluso pertenecientes a 

familias diferentes. 

Por otro lado, la sensibilidad colateral representa un fenómeno 

particularmente interesante desde el punto de vista evolutivo y terapéutico, ya 
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que implica la existencia de compromisos adaptativos o fisiológicos asociados a 

la resistencia. Así, la sensibilidad colateral describe una situación en la que se 

produce una compensación evolutiva entre los mecanismos que confieren a las 

bacterias resistencia a los antibióticos. En estos casos, la adaptación que mejora 

la supervivencia frente a un antibiótico puede generar susceptibilidad frente a 

otro (Hernando-Amado et al., 2023; Pál et al., 2015), lo que significa que una 

cepa que presente sensibilidad colateral mostrará inhibición del crecimiento con 

concentraciones más bajas de antibiótico o su eliminación será más rápida en 

comparación con las cepas que no poseen el mecanismo de resistencia 

(Roemhild y Andersson, 2021). Según estudios realizados in vitro, el 74% de las 

cepas resistentes a ciertos antibióticos mostraron sensibilidad cruzada a uno o 

más agentes antimicrobianos (Imamovic y Sommer, 2013). 

Debido a ello, en años recientes se ha propuesto que las redes de 

sensibilidad colateral podrían utilizarse para diseñar tratamientos secuenciales 

capaces de limitar la evolución de la resistencia bacteriana (Imamovic y Sommer, 

2013; Barbosa et al., 2017). 

Diversos estudios de evolución experimental han demostrado que los 

perfiles de resistencia cruzada y sensibilidad colateral pueden variar según la 

historia evolutiva de las poblaciones bacterianas y la intensidad de la selección 

aplicada durante el proceso adaptativo (Oz et al., 2014). Esto sugiere que 

poblaciones evolucionadas bajo condiciones distintas pueden responder de 

manera diferencial frente a nuevos antibióticos aun cuando presenten niveles 

similares de resistencia al compuesto original. 
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2. ANTECEDENTES 

 

El antecedente directo de este trabajo corresponde al estudio realizado 

por Cisneros-Mayoral et al. (2022), en el que se evaluó experimentalmente cómo 

distintas intensidades de selección afectan la adaptación de poblaciones de E. 

coli MG1655 expuestas a ampicilina.  

En dicho estudio, las poblaciones bacterianas fueron sometidas a dos 

regímenes de selección distintos: selección suave (IC50: concentración del 

antibiótico que inhibió el crecimiento del 50% de la población) y selección fuerte 

(IC90: concentración del antibiótico que inhibió el crecimiento del 90% de la 

población), mediante experimentos de evolución adaptativa en presencia de 

concentraciones crecientes de ampicilina. Los autores observaron que las 

poblaciones evolucionadas bajo selección fuerte adquirieron resistencia más 

rápidamente que las evolucionadas bajo selección suave. Sin embargo, a pesar 

de alcanzar niveles similares de resistencia fenotípica, las poblaciones 

evolucionadas bajo ambos regímenes presentaron diferencias importantes en 

sus perfiles genéticos y dinámicas evolutivas. El análisis genómico reveló que 

las poblaciones sometidas a selección fuerte acumularon mutaciones distintas 

de las observadas bajo selección suave, lo que indica que la intensidad de la 

selección modifica las trayectorias adaptativas bacterianas. Además, Cisneros-

Mayoral et al. (2022) analizaron la estabilidad de las mutaciones resistentes tras 

cultivar las poblaciones en ausencia de antibiótico. Encontraron que las 

mutaciones seleccionadas bajo presión fuerte tendían a perderse más 

rápidamente al retirar el antibiótico, mientras que varias mutaciones adquiridas 

bajo selección suave permanecían estables incluso en ambientes libres de 

antibióticos. Estos resultados sugieren que la intensidad de selección no solo 

afecta la velocidad de adquisición de la resistencia, sino también la estabilidad 

evolutiva y los costos adaptativos asociados a las mutaciones resistentes. 

Adicionalmente, el estudio mostró que poblaciones evolucionadas bajo 

selección fuerte fueron capaces de compensar parcialmente los costos 

fisiológicos asociados a resistencia después de crecer en ausencia de 

antibiótico, recuperando parte de su fitness competitivo.  

Asimismo, cuando el antibiótico fue reintroducido, las poblaciones 

previamente evolucionadas bajo selección suave mostraron una readaptación 



   

 

15 

 

más rápida, lo que evidencia que la historia evolutiva modifica la respuesta 

bacteriana frente a exposiciones posteriores al antibiótico.  

Con base en estos antecedentes, resulta relevante analizar si clonas 

bacterianas derivadas de distintas fases evolutivas, sometidas a una fuerte 

presión de ampicilina, presentan diferencias en el fitness competitivo y en los 

perfiles de resistencia cruzada frente a otros antibióticos. El estudio de estas 

interacciones puede contribuir a comprender cómo la historia evolutiva y la 

intensidad de la selección influyen en la adaptación bacteriana posterior y en la 

expansión de perfiles fenotípicos de resistencia antimicrobiana. 

En este trabajo se retoman clonas de E. coli resistentes a ampicilina 

provenientes del régimen de selección fuerte del experimento evolutivo para 

evaluar su susceptibilidad a distintos antibióticos de las familias beta-lactámicas 

y aminoglucósidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



   

 

16 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

La resistencia a los antibióticos se ha convertido en uno de los problemas 

más importantes para la salud pública a nivel mundial, ya que cada vez es más 

frecuente encontrar bacterias capaces de sobrevivir a tratamientos que antes 

eran eficaces. Esta situación no solo dificulta el tratamiento de infecciones 

bacterianas, sino que también incrementa el riesgo de propagación de cepas 

resistentes. Por ello, comprender cómo las bacterias desarrollan resistencia y 

cómo su historia evolutiva influye en su capacidad de adaptación frente a 

distintos antibióticos resulta fundamental para entender la persistencia de este 

problema. 

Diversos estudios han demostrado que las bacterias pueden evolucionar 

de manera distinta dependiendo de la intensidad de la presión selectiva a la que 

son expuestas, generando cambios que afectan tanto la estabilidad de las 

mutaciones resistentes, como su desempeño competitivo. Sin embargo, todavía 

hay poca información sobre cómo estas diferencias evolutivas modifican la 

capacidad de las bacterias para competir y responder frente a otros antibióticos. 

En este contexto, el presente trabajo busca analizar clonas de E. coli 

evolucionadas bajo una fuerte presión de ampicilina para evaluar sus perfiles de 

competencia bacteriana y de resistencia cruzada. A través de este análisis, se 

pretende comprender mejor cómo la historia evolutiva puede influir en la 

adaptación bacteriana y en la respuesta frente a distintos antibióticos. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Las clonas de Escherichia coli evolucionadas bajo una fuerte presión de 

ampicilina presentarán perfiles diferenciales de resistencia cruzada y 

sensibilidad colateral, dependientes de su historia evolutiva, en los que las clonas 

provenientes de fases tardías mostrarán mayor fitness competitivo y mayor 

adaptación frente a otros antibióticos. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de la historia evolutiva bajo presión fuerte de ampicilina 

sobre la competencia bacteriana y los perfiles de resistencia cruzada y 

sensibilidad colateral de clonas de Escherichia coli mediante citometría de 

flujo, para determinar su influencia en la adaptación a otros antibióticos. 

 

 

5.2. Objetivos específicos 

5.2.1. Determinar la concentración mínima inhibitoria de E. coli MG1655 

WT y E. coli MG1655 WT-GFP frente a distintos antibióticos para 

establecer sus perfiles basales de susceptibilidad antimicrobiana. 

5.2.2. Calcular la concentración inhibitoria media de las cepas E. coli 

MG1655 WT y E. coli MG1655 WT-GFP para cada antibiótico 

evaluado con el fin de caracterizar cuantitativamente su 

susceptibilidad antimicrobiana. 

5.2.3. Evaluar mediante citometría de flujo la competencia bacteriana 

entre clonas mutantes y la cepa E. coli MG1655 WT-GFP en 

presencia de distintos antibióticos, para determinar las diferencias en 

el fitness competitivo asociadas a su historia evolutiva. 

5.2.4. Comparar los perfiles de resistencia cruzada y de sensibilidad 

colateral entre clonas derivadas de distintas fases evolutivas bajo 

presión de selección fuerte con ampicilina. 
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6. METODOLOGÍA 

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados, se diseñó una estrategia 

experimental que integró ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, 

experimentos de competencia bacteriana y análisis mediante citometría de flujo. 

La Figura 2 resume de manera esquemática las principales etapas 

metodológicas desarrolladas en este estudio, desde la determinación de 

parámetros de susceptibilidad a antibióticos hasta la evaluación de la respuesta 

competitiva y los perfiles de resistencia de las clonas evolucionadas. 

 

El procedimiento experimental inicia con dos conjuntos de cepas bacterianas. 

Por un lado, se utilizan las cepas de referencia E. coli MG1655 WT y E. coli 

MG1655 WT-GFP, y por otro, cuatro clonas derivadas de un experimento previo 

de evolución bajo presión de selección fuerte con ampicilina (Cisneros-Mayoral 

et al., 2022). A partir de las cepas de referencia, se determina inicialmente la MIC 

mediante ensayos de microdilución en placa con los antibióticos seleccionados. 

Posteriormente, los datos obtenidos se procesan para calcular la concentración 

inhibitoria media (IC50) de cada antibiótico. 

 

Los valores de IC50 obtenidos sirven como referencia para diseñar los 

experimentos de competencia bacteriana, en los cuales cada clona evolucionada 

se enfrenta a la cepa E. coli MG1655 WT-GFP en presencia de los antibióticos 

evaluados. En esta etapa convergen las dos ramas del diagrama: las clonas 

evolucionadas y las cepas de referencia. Una vez realizados los experimentos 

de competencia, las muestras se analizan mediante citometría de flujo, 

aprovechando la fluorescencia de la cepa WT-GFP para diferenciarla de las 

clonas mutantes no fluorescentes y cuantificar la proporción relativa de cada 

población bacteriana. 

 

Posteriormente, los datos obtenidos por citometría se procesan para evaluar 

la respuesta de crecimiento y el desempeño competitivo de las cepas en cada 

condición experimental. Finalmente, el análisis de estos resultados permite 

identificar patrones de resistencia cruzada o sensibilidad colateral de las clonas 

evolucionadas frente a los antibióticos estudiados, y determinar si las 
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adaptaciones adquiridas durante la evolución bajo presión fuerte de ampicilina 

modificaron su respuesta a otros agentes antimicrobianos. 

 
Figura 2. Estrategia experimental empleada en el estudio. Las cepas E. coli MG1655 
WT y WT-GFP se utilizaron para determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) y 
calcular la concentración inhibitoria media (IC50) frente a distintos antibióticos. Los 
valores de IC50 se emplearon para establecer las condiciones de los experimentos de 
competencia bacteriana entre cuatro clonas evolucionadas bajo presión fuerte de 
ampicilina y la cepa WT-GFP. La proporción relativa de las poblaciones se cuantificó 
mediante citometría de flujo y los datos obtenidos se analizaron para evaluar el 
desempeño competitivo e identificar perfiles de resistencia cruzada o sensibilidad 
colateral frente a los antibióticos evaluados. 

 

6.1. Cepas bacterianas 

Las cepas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el 

Programa de Biología de Sistemas del Centro de Ciencias Genómicas (CCG), 

UNAM. Previamente, en el mismo laboratorio se realizó un experimento de 

evolución experimental utilizando E. coli MG1655 sometida a diferentes 

presiones selectivas de ampicilina: débil (IC50) y fuerte (IC90) (Cisneros-

Mayoral, 2022). Durante dicho experimento se aislaron y criopreservaron clonas 

isogénicas en distintos puntos temporales asociados a cambios en los niveles de 

resistencia al antibiótico. Como resultado de este proceso, se obtuvieron clonas 

derivadas de las dos presiones selectivas aplicadas: débil y fuerte. Para el 

presente trabajo, se seleccionaron cuatro clonas provenientes de poblaciones de 
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E. coli MG1655 evolucionadas bajo presión de selección fuerte a ampicilina 

(IC90), aisladas en distintos puntos temporales correspondientes a la primera y 

tercera fase evolutiva del experimento. En la Tabla 2 se muestran el identificador 

de las clonas seleccionadas, el día de aislamiento, la microplaca de origen y el 

pocillo correspondiente. 

Los cultivos de las clonas provenientes del experimento de evolución bajo 

presión de selección fuerte con ampicilina se recuperaron a partir de las 

correspondientes placas maestras de 96 pozos, almacenadas a −80 °C y que 

contenían glicerol al 25 % como crioprotector. Para ello, se preparó medio LB 

agar suplementado con ampicilina (10 μg/mL) y se realizaron siembras por 

estriado utilizando aproximadamente 10 μL de cada cultivo criopreservado, con 

el fin de obtener colonias aisladas. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16-

20 h.  

 

Tabla 2. Clonas de E. coli MG1655 provenientes de la condición de presión de selección 
fuerte (IC90) utilizadas en este estudio.  

Fase 

evolutiva 
Clona 

Día de 

selección 
Nombre de la placa 

Pocillo en la 

placa 

Fase 1 

D3 3 

EVOL_MG1655_AMP_D

AY 3_STRONG 

SELECTION 26/04/17 

C12 

D8 8 

EVOLUTIVO_MG1655_A

MP_STRONG 

SELECTION_DAY 8 

02/06/17 

F1 

Fase 3 

MP51 13 Microplaca 51 

 

B12 

 

P59 18 

DR_Amp_PLACA 

59_Re_evol_01 julio 

2019_SSyMS 

B1 
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Adicionalmente, se utilizaron las cepas de E. coli MG1655 tipo silvestre o 

WT (wild type), consideradas una cepa de referencia con mínima manipulación 

genética, y E. coli WT-GFP, derivada de MG1655 WT y portadora del plásmido 

pFPV25.1, que expresa el gen gfpmut3a constitutivamente para producir la 

proteína fluorescente verde (GFP, del inglés green fluorescent protein); dicho 

plásmido también porta un gen que confiere resistencia a la ampicilina.   

 

6.2. Medios de cultivo 

Para la preparación de medio LB líquido se utilizó LB Broth (Lennox) de 

Laboratorios Conda S.A. Pronadisa (20 g/L), mientras que para el medio LB 

sólido se utilizó LB Agar (Lennox) de Laboratorios Conda S.A. Condalab (35 g/L).  

En la Figura 3 se muestra el procedimiento general para la preparación de 

medios de cultivo. El medio deshidratado se pesó en una balanza de precisión 

(Nimbus Adam), se suspendió en agua destilada y se homogenizó en un agitador 

magnético (Thermolyne nuova II). Posteriormente, se esterilizó en autoclave 

(Market Forge Sterilmatic STM-EX/ELX) a 121 °C y 15 psi durante 20 minutos. 

En el caso de los medios sólidos, una vez esterilizados, se vertieron 

aproximadamente 25 mL del medio en cada caja Petri estéril y se dejó solidificar 

a temperatura ambiente. Finalmente, las cajas se almacenaron en refrigeración 

hasta su uso. 

 

 
 
 
Figura 3. Diagrama del procedimiento general para la preparación de medios de 
cultivo. (1-3) El medio deshidratado se pesó, se suspendió en agua destilada, se 
homogenizó y se esterilizó en autoclave. (1-4) En el caso de los medios con agar, el 
medio esterilizado se vertió en cajas Petri estériles y se dejó solidificar antes de su uso. 
Imagen creada en BioRender. 
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6.3. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) 

La MIC es la menor concentración de un antibiótico, expresada en µg/mL, 

capaz de inhibir el crecimiento visible de una bacteria en condiciones 

experimentales específicas y durante un periodo de incubación determinado 

(Belanger y Hancock, 2021). La determinación de la MIC se realizó mediante 

ensayos de microdilución en caldo siguiendo los lineamientos establecidos en el 

documento M07-A10 (10a edición, 2015) del Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, por sus siglas en inglés).  

Se determinó la MIC de los antibióticos piperacilina, gentamicina, 

cefotaxima y amoxicilina para las cepas E. coli MG1655 WT y E. coli MG1655 

WT-GFP. Las concentraciones evaluadas para realizar las curvas de dosis-

respuesta se seleccionaron con base en datos del CLSI (2017): para cada 

antibiótico se identificaron los puntos de corte (breakpoints) reportados para 

enterobacterias y, tomando como referencia el valor correspondiente a la 

categoría de resistencia intermedia, se seleccionaron cuatro o más 

concentraciones inferiores y superiores para delimitar el rango de evaluación 

(Tabla 3). Debido a que el CLSI (2017) no establece puntos de corte específicos 

para amoxicilina sola en enterobacterias, se utilizaron como referencia los 

valores reportados para ampicilina, dado el estrecho vínculo estructural y 

funcional entre ambas aminopenicilinas. Estos valores se emplearon únicamente 

para definir el rango de concentraciones utilizado en los ensayos y para construir 

las curvas dosis-respuesta necesarias para la determinación experimental de la 

MIC, mas no para clasificar a las cepas como susceptibles, intermedias o 

resistentes. 

 

Tabla 3. Rangos de concentración utilizados para determinar la concentración mínima 
inhibitoria (MIC) de los antibióticos seleccionados en las cepas de E. coli evaluadas. 
 

Antibiótico Rango de concentración (µg/mL) 

Piperacilina 4 - 512 

Gentamicina 1 - 64 

Cefotaxima 0.06 - 16 

Amoxicilina 2 - 128 
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Una alícuota de 100 µl de cultivos de las cepas E. coli MG1655 WT o E. 

coli MG1655 WT-GFP, previamente incubados en medio LB a 37°C con agitación 

constante (230 rpm) durante toda la noche, se utilizó para inocular 5 mL de medio 

LB fresco. Cada cultivo se incubó a 37°C con agitación constante (230 rpm) hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0.6 a 600 nm (OD600), correspondiente a 

aproximadamente una concentración de 1-2 x108 UFC/mL en E. coli. Entonces, 

los cultivos se diluyeron en medio LB en una proporción 1:20 para conseguir una 

concentración aproximada de 5 x106 UFC/mL. Posteriormente, en cada pozo de 

placas estériles de 96 pozos se depositaron 100 µl de las distintas 

concentraciones de antibióticos previamente preparadas. Además, se incluyeron 

un control negativo, que consistió en medio LB sin bacterias ni antibiótico, y un 

control de crecimiento estándar de las bacterias (medio LB inoculado con 

bacterias en ausencia de antibiótico). Finalmente, a cada pozo con antibiótico se 

le adicionó 10 µl de la suspensión de bacterias previamente diluida, para tener 

una concentración inicial de 5 x104 UFC/mL. Las placas se incubaron a 37°C 

durante 16-20 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, el crecimiento 

bacteriano se evaluó en un lector de microplacas (BioTek EL808x) a una longitud 

de onda de 630 nm. Los ensayos de cada cepa y antibiótico evaluados incluyeron 

al menos cuatro réplicas biológicas independientes. 

 

6.4. Determinación de la concentración inhibitoria media (IC50) 

La IC50 se define como la concentración de antibiótico necesaria para 

reducir el crecimiento bacteriano en un 50 % respecto al control sin antibiótico. 

Para su determinación, se utilizaron los valores de absorbancia obtenidos 

en los ensayos de microdilución para la MIC. En primer lugar, las lecturas de 

absorbancia de cada concentración se normalizaron con respecto al control de 

crecimiento (100 % de crecimiento) y al control negativo (0 % de crecimiento). 

Posteriormente, se calculó el porcentaje de crecimiento relativo para cada 

concentración de antibiótico. Los datos se procesaron en Python, donde se 

construyeron curvas dosis-respuesta relacionando el porcentaje de crecimiento 

bacteriano con el logaritmo de la concentración del antibiótico. Los datos 

experimentales se ajustaron mediante un modelo sigmoidal de cuatro 

parámetros, ampliamente utilizado para describir respuestas biológicas 

dependientes de la dosis. A partir de la curva ajustada, se estimó la 
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concentración que corresponde al 50 % de inhibición del crecimiento, definida 

como la IC50. Para cada cepa y antibiótico, el valor de IC50 se calculó a partir 

del promedio de las réplicas biológicas y se reportó junto con los parámetros del 

ajuste obtenidos mediante regresión no lineal. 

 

6.5. Experimentos de competencia 

En cada experimento independiente, se seleccionó una colonia aislada de 

la cepa E. coli MG1655 WT-GFP o de las clonas evolucionadas D3, D8, MP51 y 

P59, y se inoculó en 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (10 μg/mL). 

Los cultivos se incubaron a 37 °C con agitación constante durante toda la noche 

para obtener los preinóculos. Al día siguiente, se transfirieron 100 μL de cada 

preinóculo a tubos con 5 mL de medio LB fresco suplementado con ampicilina 

(10 μg/mL). Los cultivos se incubaron a 37 °C y 230 rpm hasta alcanzar una 

OD600 de 0.5.  

Posteriormente, se establecieron los cultivos mixtos para los 

experimentos de competencia mediante la combinación de la cepa de referencia 

E. coli MG1655 WT-GFP y cada una de las clonas evolucionadas en una 

proporción aproximada de 1:1, utilizando 250 μL de cada cultivo previamente 

ajustado a OD600 = 0.5. Las mezclas se inocularon en 10 mL de medio LB fresco 

suplementado con cada uno de los antibióticos evaluados a la concentración 

correspondiente a la IC50 determinada para la cepa E. coli WT-GFP. Los cultivos 

se incubaron a 37 °C con agitación constante durante 6 h.  

Se tomaron muestras a las 0, 3 y 6 h de incubación. La muestra 

correspondiente a 0 h se recolectó inmediatamente después de mezclar ambas 

poblaciones bacterianas, con el fin de verificar que la proporción inicial entre la 

cepa E. coli MG1655 WT-GFP y la clona evolucionada fuera de 

aproximadamente 1:1. Posteriormente, se determinó la proporción relativa de 

cada cepa mediante citometría de flujo. Para ello, se recolectaron muestras de 

los cultivos mixtos que contenían aproximadamente 1×10⁸ células, las cuales se 

lavaron y resuspendieron en 1 mL de PBS 1X estéril, y se filtraron a través de 

una membrana de 0.22 μm.  

Las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo CytoFLEX 

(Beckman Coulter Life Sciences), utilizando la fluorescencia verde como 

marcador diferencial entre las cepas. Para la detección de la proteína GFP se 
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utilizó un láser de excitación a 488 nm y un filtro de emisión de 525/40 nm. Se 

adquirieron 10,000 eventos por muestra y los datos fueron analizados mediante 

el software CytExpert (Beckman Coulter Life Sciences), el cual permitió 

determinar la distribución de fluorescencia y cuantificar la proporción relativa de 

células GFP positivas (E. coli MG1655 WT-GFP) y GFP negativas (D3, D8, MP51 

o P59) presentes en cada condición experimental. La discriminación entre ambas 

poblaciones se realizó mediante el parámetro FITC-A; se consideró población 

GFP positiva aquella que presentó valores de fluorescencia superiores a 103 

unidades arbitrarias. Dicho umbral se estableció a partir de controles de la cepa 

WT-GFP y de las clonas no fluorescentes. La proporción relativa de células GFP 

positivas y GFP negativas se utilizó para estimar el desempeño competitivo de 

las cepas en cada condición experimental.  

6.6. Determinación del índice de competencia 

A partir de los porcentajes poblacionales obtenidos mediante citometría 

de flujo, se calculó el índice de competencia (IC) con el propósito de cuantificar 

la ventaja competitiva relativa entre cada clona mutante y la cepa wild type-GFP. 

Este índice se obtuvo dividiendo el porcentaje de la población mutante entre el 

porcentaje de la población WT-GFP positiva en cada condición experimental. 

Posteriormente, los valores se transformaron a escala logarítmica de base 10 

[log10(IC)]. En este contexto, valores de log10(IC) mayores que 0 indicaron 

predominio de la clona mutante, valores menores que 0 reflejaron predominio de 

la cepa WT-GFP y valores cercanos a 0 indicaron proporciones similares entre 

ambas poblaciones.  
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7. RESULTADOS 

7.1. Determinación de MIC e IC50 

Como parte de la estandarización experimental, en primer lugar se 

determinaron los valores de MIC y IC50 para las cepas E. coli MG1655 WT y 

MG1655 WT-GFP frente a los antibióticos utilizados en este estudio, como se 

describió en la Metodología. Las Figuras 4 y 5 muestran curvas representativas 

de inhibición del crecimiento bacteriano utilizadas para la determinación de MIC 

e IC50, respectivamente, mientras que la Tabla 4 resume los valores obtenidos 

para cada antibiótico evaluado. Estos valores permitieron definir las 

concentraciones empleadas posteriormente en los experimentos de 

competencia bacteriana analizados mediante citometría de flujo. 

 

 
Figura 4. Curva representativa para determinar la concentración mínima 
inhibitoria (MIC). Curva de inhibición del crecimiento de las cepas E. coli MG1655 WT 
y MG1655 WT-GFP en presencia de concentraciones crecientes de gentamicina. El 
crecimiento bacteriano se evaluó mediante la medición de la densidad óptica a 630 nm 
al final del periodo de incubación. La reducción progresiva del crecimiento bacteriano 
permitió estimar la MIC en cada condición experimental. 
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Figura 5. Curva representativa para determinar la concentración inhibitoria media 
(IC50). Curva dosis-respuesta representativa obtenida a partir del crecimiento relativo 
de las cepas E. coli MG1655 WT y MG1655 WT-GFP expuestas a concentraciones 
crecientes de gentamicina. La viabilidad bacteriana relativa se calculó en función del 
crecimiento observado en ausencia de antibiótico. Las líneas punteadas indican la 
intersección correspondiente al 50 % de crecimiento relativo utilizada para estimar la 
IC50 de cada cepa. Esta figura ilustra el procedimiento utilizado para calcular los valores 
de IC50 de los antibióticos evaluados en este estudio. 
 
 

Debido a que la cepa utilizada como referencia en los ensayos de 

competencia fue MG1655 WT-GFP, la inclusión de la cepa MG1655 WT tuvo 

como propósito evaluar si la expresión de GFP modificaba el fenotipo basal de 

susceptibilidad a los antibióticos. En general, ambas cepas mostraron perfiles de 

susceptibilidad similares (Tabla 4), lo que sugiere que la incorporación del 

marcador fluorescente no alteró de manera significativa su respuesta a los 

tratamientos antimicrobianos. Aunque se observaron algunas diferencias en los 

valores de MIC, particularmente para piperacilina y gentamicina (Tabla 4), estas 

no comprometieron el uso de la cepa WT-GFP como referencia experimental ni 

como marcador fluorescente para el seguimiento de poblaciones bacterianas 

mediante citometría de flujo. Por lo tanto, la comparación entre ambas cepas 

permitió atribuir las diferencias observadas posteriormente en los ensayos de 

competencia principalmente a las adaptaciones adquiridas por las clonas 
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evolucionadas bajo presión de ampicilina y no a posibles efectos derivados de la 

expresión de GFP. 

 

 
Tabla 4. Valores de concentración mínima inhibitoria (MIC) y concentración 
inhibitoria media (IC50) determinados para las cepas de E. coli MG1655 WT y E. 
coli MG1655 WT-GFP frente a distintos antibióticos.  

Antibiótico MIC (µg/mL) IC50 (µg/mL) 

 MG1655 WT 
MG1655 WT-

GFP 
MG1655 WT 

MG1655 WT-
GFP 

Amoxicilina 8 8 2.3 2.1 

Piperacilina 8 16 2.4 3.9 

Cefotaxima 0.06 0.25 0.03 0.02 

Gentamicina 16 32 3.9 5.02 

 

7.2. Validación de competencia bacteriana mediante citometría de flujo 

Con el fin de evaluar la competencia bacteriana entre las clonas mutantes 

no fluorescentes (D3, D8, MP51 y P59) y la cepa E. coli MG1655 WT-GFP, se 

realizaron análisis mediante citometría de flujo utilizando la fluorescencia GFP 

como marcador diferencial entre poblaciones bacterianas. Previo al análisis de 

los experimentos de competencia, fue necesario validar la estrategia de 

adquisición y el análisis citométrico mediante controles y representaciones 

gráficas que permitieran identificar adecuadamente las poblaciones bacterianas 

y descartar interferencias asociadas a agregados celulares o al ruido de fondo. 

Para ello, se obtuvieron histogramas de fluorescencia y diagramas de dispersión 

(dot plots) a partir de los controles experimentales y de las muestras de 

competencia bacteriana (Fig. 6).  

Los histogramas permitieron visualizar la distribución de la fluorescencia 

de GFP en las poblaciones analizadas, lo que facilitó la identificación de 

poblaciones con fluorescencia alta y baja. Por otro lado, los dot plots permitieron 

evaluar la homogeneidad de las poblaciones bacterianas e identificar eventos 

asociados a agregados celulares, residuos o ruido electrónico. 

Los análisis citométricos mostraron poblaciones bacterianas mayormente 

homogéneas y con baja presencia de agregados celulares (Fig. 6A y 6B), 
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permitiendo una adecuada discriminación entre las poblaciones fluorescentes y 

no fluorescentes. Asimismo, se utilizaron controles correspondientes a la cepa 

E. coli MG1655 WT-GFP y a cepas no fluorescentes para establecer los límites 

de fluorescencia y definir el umbral de separación entre poblaciones GFP 

positivas y GFP negativas. A partir de estos controles se estableció como 

población GFP positiva aquella que presentó valores de fluorescencia FITC-A 

superiores a 10³ unidades arbitrarias (Fig. 6C). 

 

 
Figura 6. Validación de la estrategia de análisis citométrico empleada en los 
experimentos de competencia bacteriana. Diagramas de dispersión e histogramas 
representativos obtenidos mediante citometría de flujo durante los experimentos de 
competencia bacteriana entre la clona mutante D3 y la cepa E. coli WT-GFP en 
presencia de cefotaxima a las 6 horas de incubación. A) Diagrama FSC-A vs. SSC-A 
utilizado para evaluar la distribución y la homogeneidad de la población bacteriana, 
mostrando una baja presencia de agregados y un ruido de fondo bajo. B) Diagrama 
FSC-H vs. FSC-A empleado para verificar la adecuada discriminación de eventos 
celulares individuales y descartar la presencia significativa de dobles eventos o 
agregados bacterianos. C) Histograma de fluorescencia FITC-A utilizado para 
diferenciar las poblaciones GFP positivas y GFP negativas mediante el establecimiento 
de un umbral de fluorescencia. La población con alta fluorescencia corresponde a la 
cepa WT-GFP, mientras que la población con baja fluorescencia corresponde a la clona 

mutante no fluorescente. 

 

7.3. Cuantificación de poblaciones GFP positivas 

Los análisis de citometría permitieron utilizar la proporción de células GFP 

positivas como indicador indirecto de fitness competitivo entre las clonas 

mutantes y la cepa E. coli MG1655 WT-GFP durante los experimentos realizados 

en presencia de distintos antibióticos. Valores elevados de la población de GFP 

positiva indicaron predominio de la cepa WT, mientras que una disminución de 

la fluorescencia indicó una ventaja competitiva de las cepas mutantes. 
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Los experimentos de competencia revelaron diferencias dependientes 

tanto del antibiótico como de la fase evolutiva de las clonas analizadas (Fig. 7–

10). Las clonas provenientes de las fases 1, D3 y D8 presentaron predominio de 

la cepa WT-GFP en presencia de amoxicilina y cefotaxima, lo que se reflejó en 

porcentajes elevados de población GFP positiva (Fig. 7 y 8). En contraste, frente 

a piperacilina y gentamicina se observó una disminución de la población WT-

GFP, lo que indica una mayor ventaja competitiva de las cepas mutantes, 

particularmente a las 6 horas de incubación. 

 

 

Población Tiempo 
Antibiótico 

AMX CTX PIP GEN 

Clona D3 
Hora 3 40.5 ± 5.94 26.75 ± 6.5 73.25 ± 15.22 57.5 ± 11.93 

Hora 6 30.75 ± 5.12 18.75 ± 7.08 74.5 ± 15.27 63 ± 11.3 

WT-GFP 
Hora 3 59.5 ± 5.94 73.25 ± 6.5 26.75 ± 15.22 42.5 ± 11.93 

Hora 6 69.25 ± 5.12 81.25 ± 7.08 25.5 ± 15.27 37 ± 11.3 

 
Figura 7. Competencia bacteriana entre la clona D3 y la cepa E. coli MG1655 WT-
GFP frente a distintos antibióticos. Porcentaje de población bacteriana 
correspondiente a la clona mutante D3 y a la cepa E. coli MG1655 WT-GFP durante los 
experimentos de competencia bacteriana realizados en presencia de amoxicilina (AMX), 
cefotaxima (CTX), piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN) a las 3 h (H3) y 6 h (H6) de 
incubación. Los porcentajes se determinaron mediante citometría de flujo, a partir de la 
proporción de células GFP positivas y GFP negativas en cada condición experimental. 
Los valores mostrados debajo de la gráfica corresponden al promedio ± desviación 
estándar obtenidos a partir de al menos tres réplicas independientes. 
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Población Tiempo 
Antibiótico 

AMX CTX PIP GEN 

Clona D8 
Hora 3 38.5 ± 8.08 30.3 ± 11.09 82.5 ± 9.55 67 ± 8.04 

Hora 6 31 ± 3.4 23 ± 9.9 80.5 ± 13.61 79 ± 8.06 

WT-GFP 
Hora 3 61.5 ± 8.08 69.7 ± 11.09 17.5 ± 9.55 33 ± 8.04 

Hora 6 69 ± 3.4 77 ± 9.9 19.5 ± 13.61 21 ± 8.06 

 
Figura 8. Competencia bacteriana entre la clona D8 y la cepa E. coli MG1655 WT-
GFP frente a distintos antibióticos. Porcentaje de población bacteriana 
correspondiente a la clona mutante D8 y a la cepa E. coli MG1655 WT-GFP durante los 
experimentos de competencia bacteriana realizados en presencia de amoxicilina (AMX), 
cefotaxima (CTX), piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN) a las 3 h (H3) y 6 h (H6) de 
incubación. Los porcentajes se determinaron mediante citometría de flujo, a partir de la 
proporción de células GFP positivas y GFP negativas en cada condición experimental. 
Los valores mostrados debajo de la gráfica corresponden al promedio ± desviación 
estándar obtenidos a partir de al menos tres réplicas independientes. 
 
 

Por otro lado, las clonas provenientes de la fase 3, MP51 y P59, mostraron 

un patrón adaptativo distinto, caracterizado por una reducción mucho más 

pronunciada de la población GFP positiva en presencia de cefotaxima, 

piperacilina y gentamicina (Fig. 9 y 10). Este comportamiento fue más evidente 

a las 6 horas, donde las poblaciones mutantes alcanzaron porcentajes cercanos 

al predominio total frente a la cepa WT-GFP, especialmente en presencia de 

piperacilina. Estos resultados sugieren un incremento en la capacidad 

competitiva de las clonas derivadas de fases evolutivas más tardías. 
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Población Tiempo 
Antibiótico 

AMX CTX PIP GEN 

Clona MP51 
Hora 3 44 ± 2.83 80.5 ± 11.67 94 ± 3.27 74.75 ± 11.45 

Hora 6 24 ± 11.78 76.5 ± 18.69 99.2 ± 0.33 94 ± 4.06 

WT-GFP 
Hora 3 56 ± 2.83 19.5 ± 11.67 6 ± 3.27 25.25 ± 11.45 

Hora 6 76 ± 11.78 23.5 ± 18.69 0.8 ± 0.33 6 ± 4.06 

 
Figura 9. Competencia bacteriana entre la clona MP51 y la cepa E. coli MG1655 
WT-GFP frente a distintos antibióticos. Porcentaje de población bacteriana 
correspondiente a la clona mutante MP51 y a la cepa E. coli MG1655 WT-GFP durante 
los experimentos de competencia bacteriana realizados en presencia de amoxicilina 
(AMX), cefotaxima (CTX), piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN) a las 3 h (H3) y 6 h 
(H6) de incubación. Los porcentajes se determinaron mediante citometría de flujo, a 
partir de la proporción de células GFP positivas y GFP negativas en cada condición 
experimental. Los valores mostrados debajo de la gráfica corresponden al promedio ± 
desviación estándar obtenidos a partir de al menos tres réplicas independientes. 
 
 
 



   

 

33 

 

 

Población Tiempo 
Antibiótico 

AMX CTX PIP GEN 

Clona P59 
Hora 3 39 ± 8.58 69.5 ± 16.44 91 ± 3.27 78.25 ± 13.81 

Hora 6 22 ±13.96 67.5 ± 21.66 99 ± 0.48 88.5 ± 5.6 

WT-GFP 
Hora 3 61 ± 8.58 30.5 ± 16.44 9 ± 3.27 21.75 ± 13.81 

Hora 6 78 ± 13.96 32.5 ± 21.66 1 ± 0.48 11.5 ± 5.6 

 
Figura 10. Competencia bacteriana entre la clona P59 y la cepa E. coli MG1655 WT-
GFP frente a distintos antibióticos. Porcentaje de población bacteriana 
correspondiente a la clona mutante P59 y a la cepa E. coli MG1655 WT-GFP durante 
los experimentos de competencia bacteriana realizados en presencia de amoxicilina 
(AMX), cefotaxima (CTX), piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN) a las 3 h (H3) y 6 h 
(H6) de incubación. Los porcentajes se determinaron mediante citometría de flujo, a 
partir de la proporción de células GFP positivas y GFP negativas en cada condición 
experimental. Los valores mostrados debajo de la gráfica corresponden al promedio ± 
desviación estándar obtenidos a partir de al menos tres réplicas independientes. 

 

 

Para complementar el análisis de las poblaciones GFP positivas, se 

calculó el índice de competencia (IC) como la proporción relativa entre la 

población mutante y la población GFP, expresada en escala log10. Valores de 

log10(IC) mayores a 0 indicaron predominio competitivo de las clonas mutantes, 

mientras que valores menores a 0 reflejaron predominio de la cepa WT- GFP.  

Los índices de competencia obtenidos fueron consistentes con los 

porcentajes de población GFP observados en los experimentos de citometría. 

Las clonas de la fase 1 presentaron bajos índices de competencia en presencia 

de amoxicilina y cefotaxima, lo que indica una menor capacidad competitiva 

frente a la cepa WT (Tabla 5). En contraste, frente a piperacilina y gentamicina 
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se observaron incrementos en el índice de competencia, lo que refleja una 

ventaja competitiva parcial de las clonas mutantes (Tabla 5). Por otro lado, las 

clonas derivadas de la fase 3 mostraron los valores más altos de IC en presencia 

de cefotaxima, piperacilina y gentamicina (Tabla 5), lo que sugiere una expansión 

de los perfiles de resistencia cruzada y una mejora del fitness competitivo 

bacteriano asociada a la evolución bajo una fuerte presión de ampicilina.  

En conjunto, estos resultados indican que la historia evolutiva influye 

directamente en la capacidad competitiva bacteriana y en la respuesta frente a 

distintos antibióticos, lo que favorece patrones diferenciales de adaptación entre 

las clonas provenientes de distintas fases evolutivas. 

 

Tabla 5. Índices de competencia (IC) en escala log10 de las clonas de E. coli D3, 
D8, MP51 y P59 frente a distintos antibióticos.  

Competencia Antibiótico log10 (IC) 
Ventaja 

competitiva 

  Hora 3 Hora 6  

FASE 1     

D3 vs.  
WT-GFP 

Amoxicilina -0.17 -0.35 WT-GFP 

Cefotaxima -0.44 -0.63 WT-GFP 

Piperacilina 0.44 0.47 D3 

Gentamicina 0.13 0.23 D3 (moderada) 

D8 vs.  
WT-GFP 

Amoxicilina -0.2 -0.35 WT-GFP 

Cefotaxima -0.36 -0.52 WT-GFP 

Piperacilina 0.67 0.62 D8 

Gentamicina 0.3 0.58 D8 

FASE 3     

MP51 vs. WT-
GFP 

Amoxicilina -0.1 -0.5 WT-GFP 

Cefotaxima 0.62 0.51 MP51 

Piperacilina 1.19 2.01 MP51 (muy 
marcada) 

Gentamicina 0.47 1.2 MP51 (marcada) 

P59 vs.  
WT-GFP 

Amoxicilina -0.2 -0.55 WT-GFP 

Cefotaxima 0.36 0.32 P59 

Piperacilina 1 1.9 P59 (muy marcada) 

Gentamicina 0.56 0.89 P59 (marcada) 

Los índices de competencia [log10(IC)] se calcularon a partir de la proporción relativa entre 
la población mutante y la población WT-GFP durante los experimentos de competencia 
bacteriana realizados a las 3 y 6 horas de incubación en presencia de amoxicilina, 
cefotaxima, piperacilina y gentamicina. Valores de log10(IC) mayores que 0 indican 
predominio competitivo de las clonas mutantes, mientras que valores menores que 0 reflejan 
predominio de la cepa WT-GFP. 



   

 

35 

 

7.4. Comparación entre fases evolutivas 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la historia evolutiva sobre la 

capacidad competitiva de las clonas resistentes, se comparó el porcentaje 

promedio de población GFP positiva entre las clonas derivadas de la fase 1 (D3 

y D8) y de la fase 3 (MP51 y P59) en presencia de los distintos antibióticos 

evaluados (Fig. 11). 

 

 
Figura 11. Comparación de poblaciones GFP positivas entre fases evolutivas bajo 
una fuerte presión de ampicilina. Comparación del porcentaje promedio de población 
GFP positiva entre clonas derivadas de la fase 1 (D3 y D8) y de la fase 3 (MP51 y P59) 
durante los experimentos de competencia bacteriana realizados en presencia de 
amoxicilina (AMX), cefotaxima (CTX), piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN). Las 
barras representan el promedio de las poblaciones GFP positivas y las barras de error 
corresponden a la desviación estándar. Los porcentajes más bajos de población GFP 
positiva indican una mayor ventaja competitiva de las clonas mutantes frente a la cepa 
WT-GFP. 

 

 

En presencia de amoxicilina (AMX), ambas fases (1 y 3) mostraron 

porcentajes elevados de población GFP positiva, con valores promedio cercanos 

al 70 %, lo que indica que la cepa E. coli MG1655 WT-GFP mantuvo el 

predominio competitivo independientemente del tiempo evolutivo de las clonas 

(Fig. 11). Este resultado sugiere que la evolución bajo presión fuerte de 

amoxicilina no confirió una ventaja competitiva adicional frente a este antibiótico. 
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En contraste, las diferencias entre fases fueron más evidentes en 

presencia de cefotaxima (CTX). Mientras que las clonas de fase 1 presentaron 

un porcentaje promedio de población GFP positiva superior al 80 %, las clonas 

de fase 3 mostraron una reducción marcada hasta aproximadamente el 24 % 

(Fig. 11). Esta disminución indica una pérdida importante de competitividad de la 

cepa WT-GFP y una ventaja competitiva significativa de las clonas 

evolucionadas en fases más tardías de la selección. 

Un patrón similar se observó con piperacilina (PIP) y gentamicina (GEN). 

En ambos casos, las clonas de fase 3 presentaron porcentajes de población WT-

GFP positiva considerablemente menores que las clonas de fase 1 (Fig. 11). 

Para piperacilina, el porcentaje promedio de población GFP positiva disminuyó 

de aproximadamente 36 % en fase 1 a 8 % en fase 3, mientras que para 

gentamicina se redujo de aproximadamente 42 % a 18 % (Fig. 11). Estos 

resultados indican que las clonas derivadas de la fase 3 desplazaron con mayor 

eficacia a la cepa WT-GFP durante los experimentos de competencia. 

En conjunto, estos resultados muestran que el avance de la evolución 

experimental bajo una fuerte presión de ampicilina estuvo asociado con una 

reducción progresiva de las poblaciones WT-GFP positivas frente a cefotaxima, 

piperacilina y gentamicina. Debido a que menores porcentajes de población GFP 

positiva reflejan una mayor proporción de células mutantes en la mezcla 

competitiva, estos datos sugieren un incremento gradual de la capacidad 

competitiva y una expansión de los perfiles de resistencia cruzada a medida que 

avanzó el proceso evolutivo. Particularmente, la transición de la fase 1 a la fase 

3 estuvo acompañada por la aparición de una ventaja competitiva frente a 

cefotaxima, además de la ya observada frente a piperacilina y gentamicina, lo 

que respalda la hipótesis de que la historia evolutiva influye en la respuesta 

posterior de las poblaciones bacterianas frente a distintos antibióticos. 

 

7.5. Resistencia cruzada y sensibilidad colateral 

Con el fin de integrar y facilitar la interpretación de los resultados de los 

experimentos de competencia bacteriana, se elaboró una tabla resumen del 

comportamiento observado de cada clona frente a los distintos antibióticos 

evaluados (Tabla 6). Esta clasificación se construyó a partir de los porcentajes 
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de población GFP positiva y de los índices de competencia obtenidos mediante 

citometría de flujo. Para cada condición experimental, se consideró que existía 

predominio de la clona mutante cuando los porcentajes de población GFP 

positiva disminuían y los índices de competencia indicaban una ventaja de la 

población mutante sobre la cepa de referencia. Por el contrario, cuando 

predominó la población GFP positiva y los índices de competencia favorecieron 

a la cepa de referencia, la condición se clasificó como WT. De esta manera, la 

Tabla 6 resume cualitativamente los patrones observados en los análisis previos 

y permite comparar globalmente la respuesta de las distintas clonas frente a los 

antibióticos evaluados. 

Las clonas D3 y D8, aisladas durante las primeras etapas de la evolución 

bajo presión de ampicilina, mostraron una ventaja frente a piperacilina y 

gentamicina, sin embargo, cuando se evaluaron en presencia de amoxicilina y 

cefotaxima, la cepa de referencia WT-GFP continuó siendo la población 

predominante (Tabla 6). Esto indica que, en esta etapa temprana de la evolución, 

los cambios acumulados por las bacterias aún no eran suficientes para 

conferirles una ventaja frente a todos los antibióticos estudiados. 

En contraste, las clonas MP51 y P59, obtenidas en etapas más tardías del 

experimento, presentaron una ventaja no solo frente a piperacilina y gentamicina, 

sino también frente a cefotaxima (Tabla 6), lo cual recuerda a lo observado en 

las gráficas de competencia, donde las poblaciones GFP positivas disminuyeron 

considerablemente en presencia de estos antibióticos. 

Al comparar ambos grupos de clonas, se observa que la capacidad de 

competir frente a otros antibióticos aumentó conforme avanzó el proceso 

evolutivo. Mientras que las clonas de la fase 1 mostraron ventaja frente a dos 

antibióticos, las clonas de la fase 3 fueron capaces de hacerlo frente a tres (Tabla 

6). Esto sugiere que los cambios seleccionados durante la evolución bajo una 

fuerte presión de ampicilina tuvieron efectos que fueron más allá de este 

antibiótico y también influyeron en la respuesta frente a otros compuestos 

relacionados. 

Por otro lado, ninguna de las clonas mostró una ventaja clara frente a 

amoxicilina. En todas las condiciones evaluadas con este antibiótico, la cepa WT-

GFP se mantuvo como la población predominante (Tabla 6). Aunque este 

resultado podría sugerir una limitación de la capacidad adaptativa de las clonas 
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frente a este compuesto, los datos obtenidos no permiten concluir la existencia 

de una sensibilidad colateral. 

En conjunto, estos resultados muestran que la evolución bajo presión 

fuerte de ampicilina modificó gradualmente la respuesta de las bacterias frente 

a otros antibióticos. Además, sugieren que las clonas obtenidas en etapas más 

avanzadas del experimento desarrollaron una mayor capacidad de competir y 

sobrevivir en presencia de distintos antibióticos, lo que evidencia patrones 

compatibles con una expansión progresiva de la resistencia cruzada. 

 

Tabla 6. Resumen de los perfiles de competencia bacteriana de clonas 
evolucionadas bajo presión fuerte de ampicilina frente a distintos antibióticos. 

Fase Cepa Antibiótico 

  Amoxicilina Cefotaxima Piperacilina Gentamicina 

Fase 1 
D3 WT WT Mut Mut 

D8 WT WT Mut Mut 

Fase 3 
MP51 WT Mut Mut Mut 

P59 WT Mut Mut Mut 

Clasificación fenotípica elaborada a partir de los porcentajes de población GFP positiva y de 
los índices de competencia obtenidos mediante citometría de flujo en los experimentos de 
competencia bacteriana. La categoría Mut indica predominio de la clona evolucionada sobre 
la cepa de referencia E. coli MG1655 WT-GFP, mientras que WT indica predominio de la 
cepa de referencia. La tabla resume los patrones observados en las clonas pertenecientes 
a la fase 1 (D3 y D8) y a la fase 3 (MP51 y P59) de la evolución experimental bajo presión 
fuerte de ampicilina, lo que permite identificar tendencias compatibles con resistencia 
cruzada frente a los antibióticos evaluados. 
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8. DISCUSIÓN 

 

La determinación de los valores de MIC e IC50 permitió establecer las 

concentraciones de antibióticos empleadas en los experimentos de competencia 

bacteriana. Además, la comparación entre las cepas E. coli MG1655 WT y 

MG1655 WT-GFP evidenció que, en general, ambas cepas presentaron perfiles 

de susceptibilidad similares frente a los antibióticos evaluados. Aunque se 

observaron diferencias en algunos valores de MIC, particularmente en 

piperacilina y gentamicina, los valores de IC50 fueron relativamente similares 

entre ambas cepas. Esto sugiere que la expresión de GFP no modificó de 

manera significativa el comportamiento fisiológico general de la cepa utilizada 

como referencia en los ensayos de competencia. Este aspecto es 

particularmente relevante porque diversos estudios han señalado que la 

introducción de plásmidos o marcadores fluorescentes puede generar costos 

fisiológicos asociados a la replicación del ADN plasmídico, a la síntesis de 

proteínas heterólogas o a alteraciones metabólicas que afectan el crecimiento 

bacteriano. Sin embargo, en este estudio dichas diferencias no parecen haber 

sido suficientemente grandes como para comprometer la utilidad de la cepa WT-

GFP como población de referencia.  

Los experimentos de competencia aportaron información que no puede 

obtenerse únicamente mediante pruebas de susceptibilidad. Mientras que 

parámetros como la MIC o la IC50 permiten conocer la respuesta de una 

población frente a un antibiótico, los ensayos de competencia muestran qué tan 

eficiente es una cepa para crecer y desplazar a otra cuando ambas comparten 

el mismo ambiente. Gracias al uso de la cepa WT-GFP fue posible seguir ambas 

poblaciones mediante citometría de flujo y cuantificar los cambios en su 

abundancia relativa a lo largo del tiempo. 

Los resultados mostraron que la respuesta de las clonas evolucionadas 

dependió tanto del antibiótico como del momento evolutivo en el que fueron 

aisladas. Las clonas D3 y D8, obtenidas en etapas tempranas del experimento, 

mostraron ventaja competitiva frente a piperacilina y gentamicina, mientras que 

las clonas MP51 y P59, aisladas en fases más tardías, además presentaron 

ventaja frente a cefotaxima. Esto sugiere que la evolución bajo presión fuerte de 

ampicilina produjo cambios que se fueron acumulando gradualmente y que 
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permitieron a las bacterias responder favorablemente ante un mayor número de 

antibióticos. 

La aparición de una ventaja competitiva frente a cefotaxima y piperacilina 

resulta particularmente interesante, ya que ambos antibióticos, al igual que la 

ampicilina, pertenecen a la familia de los β-lactámicos. Diversos estudios han 

mostrado que la exposición prolongada a un β-lactámico puede favorecer la 

aparición de resistencia cruzada a otros compuestos con mecanismos de acción 

similares (Gross et al., 2024; Uhland et al., 2023). Los resultados obtenidos en 

este trabajo son congruentes con estas observaciones y sugieren que las 

adaptaciones seleccionadas durante la evolución con ampicilina pudieron 

conferir ventajas frente a otros β-lactámicos. 

También fue notable la ventaja observada frente a la gentamicina, un 

antibiótico de una familia diferente y cuyo blanco celular no está relacionado con 

la síntesis de la pared celular. Este resultado ha sido reportado previamente en 

estudios de evolución experimental y suele asociarse con mecanismos más 

generales, como cambios en la permeabilidad de la membrana o en los sistemas 

de transporte y expulsión de compuestos (Lázár et al., 2014). Por lo tanto, es 

posible que algunas de las adaptaciones adquiridas durante la evolución bajo 

presión de ampicilina hayan tenido efectos en varios procesos celulares y no 

únicamente en la respuesta a los β-lactámicos. 

La comparación entre las clonas de las fases 1 y 3 mostró que las 

poblaciones aisladas en etapas más avanzadas fueron capaces de competir con 

éxito frente a un mayor número de antibióticos. Esto coincide con estudios 

previos que han demostrado que la historia evolutiva puede influir de manera 

importante en las respuestas futuras de las bacterias, ya que las mutaciones 

acumuladas durante las primeras etapas de adaptación condicionan las 

posibilidades evolutivas posteriores (Kryazhimskiy et al., 2014). En este sentido, 

los resultados sugieren que la evolución bajo presión fuerte de ampicilina 

favoreció una expansión progresiva de perfiles compatibles con la resistencia 

cruzada. 

Por otro lado, aunque las clonas evolucionadas no mostraron ventaja 

competitiva frente a amoxicilina, los resultados no permiten concluir la existencia 

de sensibilidad colateral. Para demostrar este fenómeno habría sido necesario 

comparar directamente parámetros de susceptibilidad, como MIC o IC50, entre 
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las clonas evolucionadas y la cepa ancestral. Por lo tanto, la evidencia obtenida 

indica que las adaptaciones seleccionadas bajo presión de ampicilina no 

proporcionaron una ventaja frente a amoxicilina, pero no permite afirmar que 

hayan incrementado la susceptibilidad a este antibiótico. 

En conjunto, los resultados muestran que la evolución bajo presión fuerte 

de ampicilina produjo cambios que trascendieron la resistencia al antibiótico 

seleccionada. Las clonas aisladas en etapas más avanzadas del experimento 

desarrollaron una mayor capacidad de competir en presencia de cefotaxima, 

piperacilina y gentamicina, lo que sugiere una expansión gradual de perfiles 

compatibles con la resistencia cruzada. Estos hallazgos resaltan la importancia 

de considerar la historia evolutiva de las poblaciones bacterianas para 

comprender cómo surgen y se diversifican las resistencias a los antibióticos. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 Las clonas evolucionadas bajo presión fuerte de ampicilina mostraron 

ventajas competitivas frente a distintos antibióticos, las cuales 

dependieron del momento evolutivo en que fueron aisladas. 

 Las clonas de fase 3 presentaron una ventaja competitiva frente a un 

mayor número de antibióticos que las clonas de fase 1, lo que indica una 

acumulación progresiva de adaptaciones durante la evolución 

experimental. 

 Los resultados obtenidos son compatibles con la presencia de resistencia 

cruzada, específicamente frente a cefotaxima, piperacilina y gentamicina. 

 Los resultados demuestran que la evolución bajo presión fuerte de 

ampicilina modificó la respuesta de E. coli frente a otros antibióticos y que 

la historia evolutiva influye en la capacidad adaptativa de las poblaciones 

bacterianas. 
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