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Existen numerosos métodos estandarizados utilizados para determinar la susceptibilidad a 

antimicrobianos. Éstos, a menudo son lentos y laboriosos y frecuentemente muestran 

problemas tanto en la precisión como en la reproducibilidad. La aparición de resistencias 

y la posibilidad de utilizar fármacos menos tóxicos, además de la dificultad que supone el 

manejo de ciertas bacterias de difícil cultivo, hacen más que necesario el desarrollo de 

nuevos procedimientos que ayuden a conocer mejor el metabolismo bacteriano, su 

susceptibilidad a antibióticos y su posible manejo terapéutico. 

Esta memoria se centra en el uso de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear 

(RMN) para el estudio del metabolismo bacteriano, y su aplicación para determinar la 

sensibilidad de ciertas bacterias a fármacos antimicrobianos. Este trabajo recoge la puesta 

a punto de la técnica de RMN para el estudio de la susceptibilidad de dos cepas de 

Escherichia coli (ATCC 25922 y C1550) y de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 y 

W30) a varios antimicrobianos (gentamicina, ciprofloxacino y levofloxacino). Para ello, 

se comparan los resultados obtenidos mediante RMN con las concentraciones mínimas 

inhibitorias (CMI) ya establecidas en la literatura y por los Comités pertinentes. Además, 

y con el objeto de conocer mejor el metabolismo de bacterias de difícil cultivo, se han 

realizado experientos con Rickettsia slovaca. Estos análisis han permitido detectar 

marcadores metabólicos que podrían ser utilizados para estudios de sensibilidad y aportan 

conocimiento sobre el metabolismo de estos agentes de difícil cultivo. 
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Many standardized methods are used to determine antimicrobial susceptibility. They 

often slow and laborious and frequently show problems in both accuracy and 

reproducibility. The emergence of resistances and the possibility of using less toxic drugs, 

in addition to the difficulty of handling certain fastidious bacteria, make necessary to 

develop new procedures to better understand bacterial metabolism, their susceptibility to 

antibiotics and their potential therapeutical management.  

This work focuses on the use of nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy for the 

study of bacterial metabolism and its application to determine the susceptibility of certain 

bacteria to antimicrobial drugs. This work sets up the NMR to study the susceptibility of 

two strains of Escherichia coli (ATCC 25922 and C1550) and Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 27853 and W30) against several antimicrobials (gentamicin, ciprofloxacin and 

levofloxacin). For this aim, the results obtained by NMR were compared with the 

minimum inhibitory concentrations (MIC) already established in the literature and by the 

pertinent Committees. In addition, and in order to better understand the metabolism of 

bacteria that are difficult to grow, experiments have been carried out on Rickettsia 

slovaca. These analyzes have allowed to detect metabolic markers that could be used for 

susceptibility studies and they contribute to the knowledge of the metabolism of these 

fastidious bacteria. 
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A pesar de los grandes avances y progresos en materia de Salud Pública, y 

específicamente en el campo de las enfermedades infecciosas y de la microbiología 

clínica, las enfermedades infecciosas siguen suponiendo un grave problema para la 

sociedad actual y como tal, un reto profesional e institucional. A nivel global, las 

enfermedades infecciosas son la primera causa de morbi-mortalidad y, si bien en los 

países desarrollados como España, estas afecciones no figuran entre las primeras causas, 

se podría afirmar que contribuyen en un alto grado al desenlace fatal 

(http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/). En la Unión Europea y en otros países 

ricos como Estados Unidos, se ha identificado el desarrollo de resistencias bacterianas a 

antimicrobianos como uno de los problemas más importantes de Salud Pública, instando a 

las diferentes administraciones a luchar frente a este problema (The White House, 2015; 

Foro Económico Mundial, 2015; AEMPS, 2015; Gobierno de La Rioja III, 2015; ECDC, 

2009) (figura 1). Es un hecho conocido que un tratamiento antimicrobiano correcto y 

precoz salva vidas. Por esta razón, la identificación microbiana, el estudio de la 

sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos y el desarrollo de nuevos 

antimicrobianos para luchar contra microorganismos resistentes son aspectos de gran 

importancia, con un gran impacto en el manejo del paciente infectado.  

 

 

Figura 1. Imágenes de algunos documentos emitidos por diferentes instituciones en relación a la 
lucha contra las resistencias bacterianas (Imágenes tomadas de The White House, 2015; Foro 
Económico Mundial, 2015; AEMPS, 2015; Gobierno de La  Rioja III, 2015; ECDC, 2009). 

http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/
http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/
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El objetivo principal de las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos es evaluar la 

respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, de modo que en un 

primer término, su resultado se traduzca en un factor predictivo de la eficacia clínica 

(SEIMC, 2000). Los estudios de la sensibilidad antimicrobiana son cruciales para 

determinar el fármaco disponible más efectivo para el tratamiento de un paciente afecto 

de un proceso infeccioso. Además, son necesarios para confirmar la susceptibilidad de los 

microorganismos a los tratamientos empíricos seleccionados, así como para estudios 

epidemiológicos que detecten la presencia de resistencias a antimicrobianos (SEIMC, 

2000; Martínez-Martínez, 2003).  

El uso de antimicrobianos supuso y ha supuesto una revolución para el tratamiento de las 

enfermedades infecciosas. Sin embargo, el aparente beneficio de su utilización ha llevado 

a un uso indiscriminado de los mismos, hecho que ya Alexander Fleming apuntó en su 

discurso de recepción del Premio Nobel (1945): “No es difícil producir microbios 

resistentes a la penicilina […]. Podría venir un tiempo en que la penicilina pueda ser 

comprada por cualquier persona en una tienda. Entonces, existirá el peligro de que la 

gente se autoadministre dosis bajas y exponga a los microbios a cantidades no letales de 

este fármaco, que los vuelvan resistentes” (Fleming, 1945). 

Durante años los antimicrobianos han estado al alcance de la población. Se han utilizado 

en animales de granja para maximizar su crecimiento e incluso se han utilizado en control 

de infecciones en agricultura, sin ningún tipo de supervisión. Todo ello, junto a la propia 

dinámica de las bacterias, que como otros seres vivos no quieren morir, ha contribuido al 

aumento de resistencias antimicrobianas.  

Existen muchos métodos para medir la sensibilidad de microorganismos in vitro a 

antimicrobianos. Sin embargo, y a pesar de esta gran variedad, muchos de los métodos 

convencionales pueden ser lentos y laboriosos y, en determinadas ocasiones, sufrir 

problemas de precisión y reproducibilidad lo que conlleva una mala correlación con el 

resultado terapéutico (Rex et al., 2001; Turnidge y Bordash, 2007a; Turnidge y Paterson, 

2007b). Además, la dificultad que supone tratar cierto tipo de infecciones bacterianas, el 

desarrollo tan preocupante de resistencias y la necesidad de utilizar fármacos más seguros 

hacen necesario el desarrollo de nuevos procedimientos para paliar estas deficiencias 

(García-Álvarez et al., 2013). 
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1. Historia y desarrollo de los métodos de sensibilidad a antimicrobianos 

Las primeras descripciones relacionadas con los antimicrobianos datan de finales del 

siglo XIX de la mano de Louis Pasteur, Robert Koch y Paul Ehrlich (figura 2). Estos 

pioneros en el campo de la microbiología hacen numerosas referencias al concepto de 

antibiosis (Wheat, 2001). De hecho, fue Ehrlich quien introdujo por primera vez la idea 

de atacar los microorganismos sin dañar al hospedador. Así, a principios de 1910, el 

mismo autor descubre el “salvarsán”, considerado el primer compuesto quimioterápico 

moderno, capaz de matar el microorganismo causante de la sífilis sin dañar el organismo 

(Kerr, 2005).  

 

 

Figura 2. a) Robert Koch. b) Louis Pasteur. c) Paul Erlich. (Imágenes tomadas de 
http://www.nobelprize.org y http://www.biography.com). 

En 1928, Alexander Fleming determinó el efecto inhibitorio de lo que posteriormente se 

conocería como penicilina al observar que alrededor de un hongo del género Penicillium, 

considerado un contaminante de las placas de agar, no crecían colonias estafilocócicas 

(figura 3). Sin embargo, la esencia de este método, que más tarde se conocería como 

difusión en agar, ya había sido descrito en 1889 por Beijerinck (Beijerinck, 1889).  El 

descubrimiento de la penicilina supuso un antes y un después, ya que permitió el 

tratamiento de gran variedad de infecciones en la época. Sin embargo, este fármaco no se 

produjo en grandes cantidades hasta la Segunda Guerra Mundial, lo que propició su uso 

de forma masiva y supuso el milagro para las infecciones por heridas de guerra (Kerr, 

2005) (figura 4). Pero, además de este gran descubrimiento, durante los años 20, Fleming 

contribuyo al desarrollo de los métodos de sensibilidad a antimicrobianos con otras dos 

grandes aportaciones. Por un lado desarrolló el método de dilución en caldo usando para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wheat%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kerr%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16049274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kerr%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16049274
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su determinación la turbidez (Fleming, 1929), técnica que se convertiría en la precursora 

de la metodología actual para la determinación de la concentración mínima inhibitoria 

(CMI). También introdujo el uso de la técnica de “ditch plate” (sin traducción al 

castellano) (Fleming, 1924).  

 

 

Figura 3. a) Alexander Fleming (Imagen tomada de http://mx.tuhistory.com). b) Cultivo en placa 
mostrando la disolución de las colonias estafilocócicas en las proximidades de una colonia de 
Penicillium (Imagen tomada de Fleming, 1929). 

 

 

Figura 4. Cartel publicitario del uso de penicilina durante la II Guerra Mundial. 

En los años 40, comienzan a desarrollarse métodos de difusión con discos de papel 

absorbente impregnados en solución antimicrobiana y métodos de dilución en agar para el 

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos, con resultados similares (Schmith y 

Reymann, 1940; Heatley, 1944; Vincent y Vincent, 1944). En esta época, científicos 
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como Mohs (precursor del método que más tarde daría lugar a la técnica de Stokes) y 

Bondi, describen los discos de papel que se utilizan en la actualidad (Mohs, 1945; Bondi 

et al., 1947). Hoyte y Levine por su parte desarrollan la técnica con pastillas, en vez de 

con discos de papel, adquiriendo una gran relevancia en el desarrollo de los métodos de 

difusión (Hoyte y Levine, 1947). Además, Schmith y Reymann describen por primera vez 

el método de dilución en agar para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos (Schmith 

y Reymann, 1940). 

A finales de la década de los 50, la aparición de distintas variaciones en los métodos para 

el estudio de la sensibilidad, creó la necesidad de su estandarización tomando las riendas 

la Organización Mundial de la Salud (OMS). En 1966, Bauer, Kirby y cols. fomentaron el 

establecimiento del método de difusión en disco en los laboratorios clínicos (Bauer et al., 

1966), método que, en 1975, se convertiría en la base del estándar de difusión en disco 

del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Durante esos años, 

son muchos los grupos centrados en la estandarización de los métodos de sensibilidad 

surgidos hasta el momento. A mitad de los años 70, las limitaciones de las técnicas 

disponibles hasta la fecha hicieron recomendable el desarrollo de métodos automatizados 

(Wheat, 2001).  Muchos de estos métodos sentarían las bases de los que hay implantados 

en los laboratorios de microbiología clínica actualmente. 

Las técnicas hasta aquí descritas, se basan en la observación de características fenotípicas 

de los microorganismos para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos. A pesar de ser 

técnicas con una metodología sencilla, no son rápidas y dependen, en gran medida, de las 

condiciones experimentales. No obstante, si se conocen bien estas limitaciones y se 

aplican procedimientos estandarizados, los métodos fenotípicos proporcionan muy 

buenos resultados con bajo coste (Wheat, 2001). Las desventajas de los métodos 

fenotípicos y el creciente desarrollo de resistencias favorecieron, que a finales del siglo 

XX, aparecieran los primeros métodos moleculares basados en características genotípicas 

de los microorganismos (Courvalin et al., 1991). Estos métodos permitieron la 

determinación de genes de resistencia.  

En los últimos años, el gran avance tecnológico ha permitido el desarrollo de nuevos 

métodos para la determinación de susceptibilidad a antimicrobianos como son la 

quimioluminiscencia, la espectrometría de masas o la citometría de flujo, entre otros. Sin 

embargo, y a pesar de la revolución tecnológica en la que estamos inmersos, cabe 

destacar que, la mayoría de los métodos utilizados hoy en día en los laboratorios de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BONDI%20A%20Jr%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=20283835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BONDI%20A%20Jr%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=20283835
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microbiología siguen basándose en técnicas descritas a principios del siglo XX (Wheat, 

2001). 

2. Métodos para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos 

Actualmente, existen muchos métodos para la determinación de la sensibilidad de 

microorganismos a antimicrobianos. La interpretación de los resultados, que de su 

aplicación se obtienen, se ajustan principalmente a las normas de organismos reconocidos 

como el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

(EUCAST, 2015) o el Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) (CLSI, 2016) 

(antiguamente denominado NCCLS). Como ya se ha citado, los métodos más usados se 

basan el estudio fenotípico de los microorganismos, es decir, en la observación del 

crecimiento de una cepa en presencia del antimicrobiano objeto de estudio.   

A continuación, se exponen brevemente algunos de los métodos disponibles para el 

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos. 

2.1 Métodos de difusión 

Como se ha descrito en el primer apartado, los métodos de difusión son conocidos desde 

finales del siglo XIX. Su fundamento se basa en la capacidad de inhibición del 

crecimiento bacteriano, tras la difusión de un antimicrobiano incluido en una matriz de 

papel o plástica, a través de una superficie de agar. 

2.1.1 Método del antibiograma 

El antibiograma es una de las técnicas más antiguas utilizadas para el estudio de la 

sensibilidad a antimicrobianos. Se basa en los estudios de Bauer, Kirby y cols. (Bauer et 

al., 1966). Este método es uno de los recomendados por el CLSI para el estudio de la 

sensibilidad bacteriana a antimicrobianos (SEIMC, 2000; Mandell et al., 2015) y continúa 

siendo, hoy en día, una de las técnicas más extendidas en la rutina de los laboratorios de 

microbiología clínica (EUCAST, 2015).  

Se trata de un método simple, que no requiere un equipamiento especial, versátil y bien 

estandarizado en el que se pueden testar un gran número de antimicrobianos y, además, es 

aplicable a una gran variedad de bacterias, principalmente a bacterias comunes, de 

crecimiento rápido, así como a ciertas bacterias fastidiosas (de difícil cultivo) (SEIMC, 

2000; CLSI, 2012; EUCAST, 2015).  
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Se basa en la colocación de discos de papel secante impregnados con concentraciones 

determinadas de un antimicrobiano en la superficie de agar de una placa de Petri 

previamente inoculada con el microorganismo objeto de estudio. Al entrar en contacto 

con la superficie húmeda de agar, el antimicrobiano difunde radialmente desde el disco a 

través de la gelatina. A medida que la distancia al disco incrementa, la concentración de 

antimicrobiano disminuye, formándose un gradiente de concentración en el medio 

alrededor de los discos. Las placas necesitan incubarse durante 16-24 horas y, 

transcurrido ese tiempo, se pueden visualizar las áreas en las que el antimicrobiano ha 

impedido el crecimiento bacteriano y los discos aparecen rodeados por una zona de 

inhibición (figura 5) (SEIMC, 2000; Winn y Koneman, 2006; Jorgensen y Ferraro, 2009; 

Jenkins y Schuetz, 2012). La lectura de los halos de inhibición proporciona resultados 

cualitativos que deben interpretarse como sensible (S)i, intermedia (I)ii o resistente (R)iii, 

de acuerdo a las categorías establecidas por el CLSI (CLSI, 2016). Aunque éste método 

no permita la lectura directa del valor de la CMIiv, el tamaño de la zona de inhibición es 

inversamente proporcional al logaritmo de la CMI de dicho antibiótico. De modo que 

existen diámetros de inhibición, expresados en mm, estandarizados para cada 

antimicrobiano que permiten una correcta interpretación (SEIMC, 2000; Jenkins y 

Schuetz, 2012). 

 

Figura 5. Ejemplo del antibiograma (Imagen tomada de Jorgensen y Ferraro, 2009). 

                                                           
i Sensible: categoría que implica que la cepa bacteriana es inhibida por las concentraciones habituales de antimicrobiano cuando se 
usa la dosis recomendada para tratar en el sitio de infección (SEIMC, 2000; CLSI, 2012). 
ii Intermedia: categoría que incluye las cepas bacterianas cuya CMI a antimicrobianos puede alcanzarse en sangre y tejidos, y para las 
cuales las tasas de respuesta pueden ser menores que para aislados susceptibles. Esta categoría implica eficacia clínica en 
localizaciones donde los fármacos están fisiológicamente concentrados o cuando se emplean dosis más altas de lo normal. También 
incluye casos de antimicrobianos con márgenes estrechos de toxicidad en los que errores técnicos pequeños pueden suponer 
cambios de interpretación en la categoría (SEIMC, 2000; CLSI, 2012). 
iii Resistente: categoría que implica microorganismos que no son inhibidos por las concentraciones alcanzables del fármaco a dosis 
normales y/o que demuestra diámetros que se encuentran en el rango en el que son probables los mecanismos específicos de 
resistencias, y la eficacia clínica del antimicrobiano frente al microorganismo no se ha demostrado en estudios de forma fiable 
(SEIMC, 2000; CLSI, 2012). 
iv
 La CMI se determina por la concentración más baja de antimicrobiano que impide el crecimiento del microorganismo. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorgensen%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19857164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386185
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2.1.2 Método de difusión en gradiente o método del Epsilon test (E-test) 

El método del E-test (AB BioDisk) es un método comercial basado en el mismo principio 

que la técnica del antibiograma. Se trata de un método sencillo, aplicable a una gran 

variedad de bacterias y de antimicrobianos (SEIMC, 2000). El E-test es uno de los 

métodos más utilizados en los laboratorios de microbiología por su buena concordancia 

con los métodos de dilución.  

La metodología de esta técnica es igual que la del antibiograma con la diferencia de que 

en el E-test se utiliza una tira de plástico no poroso en la que se incluye un gradiente 

predefinido de antimicrobiano (figura 6). Destacar que, este gradiente de concentraciones 

sólo consta en una de las caras de la tira por lo que, en este método, la orientación de tira 

será determinante para su correcto funcionamiento. Por otro lado, tras la incubación de las 

placas con la tira, la zona de inhibición presenta forma elipsoidal y simétrica. Este método 

permite la determinación del valor de CMI mediante lectura directa. La CMI será así el 

valor indicado en el punto de intersección entre el extremo de inhibición con la tira. La 

observación directa de los valores de la CMI que se consigue con este método es un 

avance frente a la técnica del antibiograma, sin embargo, el precio más elevado de las 

tiras limita su uso (SEIMC, 2000, Martínez-Martínez L, 2003, Winn y Koneman, 2006).  

 

 

Figura 6. Ejemplo del método de E-test (Imagen tomada de Jorgensen y Ferraro, 2009). 

2.2 Métodos de dilución 

Los métodos de dilución se conocen desde principios del siglo XX. Requieren una técnica 

más compleja que los de difusión y, habitualmente, son más caros. Se basan en la 

determinación del crecimiento de un microorganismo incubado en un medio de cultivo 
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(caldo o agar) en el que se encuentra diluido un antimicrobiano en concentraciones 

crecientes (generalmente en concentraciones crecientes en base 2) (SEIMC, 2000; 

Mandell et al., 2015). Las concentraciones usadas pueden variar en función del 

microorganismo y antimicrobiano a estudio así, como de sitio de infección (Jenkins y 

Schuetz, 2012). 

Las técnicas basadas en la dilución permiten determinar la CMI y la concentración 

mínima bactericida (CMB) de los antimicrobianos a estudio. Además, son los métodos de 

referencia para la determinación cuantitativa de la actividad de los antimicrobianos 

(SEIMC, 2000). Los métodos de dilución se emplean también en sistemas automatizados 

para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos. 

2.2.1 Dilución en caldo 

El método de dilución en caldo requiere de un medio de cultivo líquido. Según las 

recomendaciones del CLSI, el más adecuado y utilizado es el caldo Mueller-Hinton (MH) 

con distintos suplementos según el microorganismo a estudiar (SEIMC, 2000). Para el 

estudio de microorganismos fastidiosos se pueden utilizar otros medios de cultivo. 

a)  Método de macrodilución 

El método de macrodilución o método de dilución en tubo fue uno de los primeros en 

utilizarse para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana (Ericsson y Sherris, 1971).  

Esta técnica utiliza un medio líquido de cultivo en volúmenes iguales o mayores a 1 mL 

dispensado en una batería de tubos de ensayo. El primero de los tubos se prepara con la 

concentración más alta de antimicrobiano que se desee estudiar, y a partir de él se 

preparan diluciones seriadas (Jorgensen y Ferraro, 2009). Posteriormente se inoculan los 

tubos con una suspensión estándar del microorganismo y se procede a su incubación. 

Además, se prepara un tubo sin antimicrobiano utilizado como control (SEIMC, 2000). 

Transcurrido el tiempo necesario, los tubos se examinan por visualización para 

determinar el crecimiento microbiano que se evidencia por turbidez (figura 7) (Jenkins y 

Schuetz, 2012).  

Esta técnica ofrece resultados cuantitativos en forma de CMI. La metodología que emplea 

esta técnica es tediosa por la gran cantidad de material y espacio que se necesita para cada 

prueba, por la cantidad de manipulaciones que requiere y por la posibilidad de errores que 

de ello pueden derivarse (SEIMC, 2000; Winn y Koneman, 2006; Jorgensen y Ferraro, 

2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386185
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Figura 7. Ejemplo del método de macrodilución. 

b)  Método de microdilución 

La utilización de micropipetas y placas de microtitulación ha permitido la miniaturización 

y mecanización del método de macrodilución (SEIMC, 2000; Jorgensen y Ferraro, 2009).  

Las placas de microtitulación presentan, habitualmente, 96 pocillos en forma de “U” cada 

uno de los cuales alberga un volumen de 0,1 mL. Este método se desarrolla de la misma 

manera que el de macrodilución, pero en este caso, cada pocillo representará un tubo de 

ensayo (figura 8). Las placas de microtitulación se preparan utilizando pipetas multicanal 

que alicuotan volúmenes muy precisos de forma rápida. Este método también permite 

obtener resultados en forma de CMI. Dicho valor se interpreta mediante la inspección a 

simple vista del crecimiento de microorganismos en cada pocillo o mediante métodos 

automatizados. El uso de dichos sistemas automáticos para la lectura de los resultados 

supone un incremento en el coste económico (SEIMC, 2000; Winn et al., 2006). 
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Figura 8. Placas de microtitulación empleadas en el método de microdilución (Imagen tomada de 
Jorgensen y Ferraro, 2009). 

2.2.2 Dilución en agar 

El método de dilución en agar incorpora el antimicrobiano objeto de estudio a un medio 

con agar cuando aún está fundido. El medio de cultivo más adecuado es agar MH 

(SEIMC, 2000; Jorgensen y Ferraro, 2009).  

La metodología de esta técnica precisa de la preparación de una batería de placas con una 

determinada concentración de antibiótico en cada una. Una vez solidificado el medio en 

las placas se inoculan con ayuda de un replicador, que permite la administración de hasta 

36 muestras (microorganismos). Se dejan incubar y transcurrido el tiempo necesario se 

procede a la lectura de las mismas. Este método permite obtener resultados cuantitativos 

en forma de CMI (SEIMC, 2000; Winn et al., 2006). 

La dilución en agar es un método bien estandarizado y reproducible, que permite la 

evaluación de un gran número de muestras. Sin embargo, la metodología de esta técnica 

es laboriosa y necesita mucho tiempo para la preparación de las placas, sobre todo cuando 

se desea estudiar un número limitado de microorganismos y/o testar muchos compuestos. 

Por estas razones, el método de dilución en agar para el estudio de la sensibilidad a 

antimicrobianos no suele usarse con frecuencia en los laboratorios de microbiología 

(Jorgensen y Ferraro, 2009). 

2.3 Métodos automáticos 

El desarrollo tecnológico junto con ligeras modificaciones en las metodologías 

disponibles han permitido el diseño de sistemas automáticos para el estudio de la 

sensibilidad a antimicrobianos (Martínez-Martínez, 2003).  
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La mayoría de los métodos automatizados utilizan la técnica de microdilución y permiten 

obtener resultados en menor tiempo que con métodos manuales (March Rosselló y Bratos 

Pérez, 2016). Además, para la interpretación de los resultados obtenidos con estas 

técnicas se siguen las normas de antibiograma marcadas por los diferentes Comités 

(EUCAST (EUCAST, 2015), CLSI (CLSI, 2016)). Entre las limitaciones de estos 

métodos destacan la complejidad del procesado preanalítico, la variabilidad analítica, el 

espectro limitado de microorganismos a estudio y, sobre todo, el coste económico (van 

Belkum y Dunne, 2013). 

Los principales métodos automáticos comerciales disponibles son: MicroScan Walkaway 

(Siemens Healthcare Diagnostics), Vitek (bioMérieux), Phoenix (BD Diagnostics) y 

Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems) (figura 9). Los tres primeros permiten la 

obtención de resultados entre 3,5 y 16 horas, mientras Sensititre ARIS necesita 

incubaciones de hasta 24 horas (Winn et al., 2006; Jorgensen y Ferraro, 2009). A 

continuación se exponen brevemente cada uno de ellos. 

MicroScan Walkaway (Siemens Healthcare Diagnostics): Este método requiere de la 

preparación manual de placas de microdilución que una vez inoculadas se colocan en el 

aparato donde son incubadas el tiempo necesario. Esta técnica realiza exámenes 

periódicos para la determinación del crecimiento de los microorganismos mediante un 

fluorómetro o fotómetro y permite el análisis de ente 40 y 96 muestras en un tiempo que 

oscila entre 3,5 y 18 horas dependiendo del microorganismo en estudio (Jorgensen y 

Ferraro, 2009). 

Vitek (bioMérieux): Existen dos sistemas Vitek, Vitek 1 más antiguo y que permite el 

análisis de menor número de muestras y Vitek 2, altamente automatizado que permite la 

realización de hasta 240 análisis. Estos métodos monitorizan el crecimiento 

antimicrobiano mediante análisis turbidimétricos repetitivos. Los resultados se obtienen  

entre 4 y 10 horas (Jorgensen y Ferraro, 2009). 

Phoenix (BD Diagnostics): Al igual que en el caso anterior requiere de la preparación 

manual de las muestras. El incubador de este aparato permite el análisis de 99 paneles de 

estudio. Este método también realiza una inspección periódica, cada 20 minutos usando 

métodos turbidimétricos y colorimétricos para la detección del crecimiento microbiano. 

Además, permite la generación de resultados entre 6 y 16 horas (Jorgensen y Ferraro, 

2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems): Este método permite la inoculación de las 

placas mediante un autoinoculador. Determina el crecimiento de los microorganismos 

mediante fluorescencia después de incubaciones de hasta 24 horas. Además, esta técnica 

permite el análisis de hasta 64 paneles cada uno de los cuales consiste en placas de 

microdilución de 96 pocillos (Jorgensen y Ferraro, 2009). 

Existen otros métodos y variantes de los mismos que son menos utilizados por lo que no 

se detallan en esta memoria. 

 

 

Figura 9. Principales métodos automáticos comerciales. a) MicroScan Walkaway. b) Vitek 
(bioMérieux). c) Phoenix (BD Diagnostics). d) Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems) 
(Imágenes tomadas de http://www.slideshare.net/MicrobeswithMorgan/susceptibility-testing-
review y de http://www.trekds.com/products/sensititre/c_aris2x.asp). 

2.4 Métodos moleculares 

El uso de métodos moleculares para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana se orienta 

principalmente al estudio de mecanismos de resistencia. Estas técnicas no fenotípicas 

permiten la detección de material genético, tanto de ácido desoxirribonucleico (ADN) 

como de ácido ribonucleico (ARN) (Martínez-Martínez, 2003; March Rosselló y Bratos 

Pérez, 2016; March-Rosselló, 2017).  

De entre los diversos métodos moleculares disponibles el que mayor valor diagnóstico 

presenta es el de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (March-Rosselló, 2017). 

 

 

http://www.slideshare.net/MicrobeswithMorgan/susceptibility-testing-review
http://www.slideshare.net/MicrobeswithMorgan/susceptibility-testing-review
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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2.4.1 PCR 

La técnica de la PCR, tanto convencional como a tiempo real, se basa en la amplificación 

de secuencias específicas de ácidos nucleicos. 

La metodología consiste en la síntesis de una hebra complementaria de ADN, utilizando 

una cadena simple como molde, mediante la sucesión de ciclos de distinta temperatura. 

En la PCR se utilizan dos cebadores (iniciadores o “primers”) u oligonucleótidos 

sintéticos pequeños (15-30 bases de longitud), de polaridad opuesta y complementarios a 

los extremos 3´ de la región que se quiere amplificar. El proceso básico se desarrolla en 

tres pasos: desnaturalización o separación de las hebras de ADN; apareamiento o unión 

de los cebadores a sus hebras complementarias; y extensión de la hebra complementaria a 

partir del cebador respectivo. La repetición de este ciclo un determinado número de veces 

produce un aumento exponencial de la cantidad de la región diana a amplificar. Este 

proceso cíclico se lleva a cabo en un termociclador, y el ADN así obtenido se carga 

posteriormente en un gel de agarosa y se pude visualizar por tinción con bromuro de 

etidio. 

Inicialmente, la PCR se utilizó para la identificación genética y cuantificación de 

microorganismos. Sin embargo, el avance en el conocimiento de las bases genéticas de 

resistencia a antimicrobianos ha permitido su uso para la detección de genes de 

resistencia en un gran número de microorganismos (Pulido et al., 2013).  

Por su parte, la PCR a tiempo real permite realizar estudios cuantitativos en periodos 

cortos de incubación. Esta PCR también permite la monitorización de las copias del 

genoma de un microorganismo en una muestra que se ha incubado en presencia del 

antimicrobiano a estudio (Pulido et al., 2013). De este modo, se pueden diferenciar cepas 

sensibles y resistentes. Estas cualidades hacen que esta técnica pueda ser utilizada para el 

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos en bacterias intracelulares y de difícil cultivo 

o que precisan líneas celulares para el mismo. Así, Rolain y cols., consiguen asignar 

niveles de inhibición en la síntesis de ADN en presencia de varios antibióticos evaluando 

la sensibilidad a antimicrobianos de diferentes especies de Rickettsia (Rolain et al., 2002). 

Para ello, utilizan un control negativo compuesto por células no infectadas con antibiótico 

en el medio de cultivo y un control positivo que consta de células infectadas sin 

antibiótico. Determinan la CMI como la concentración más baja de antibiótico que causa 
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la inhibición del crecimiento bacteriano mediante la determinación del número de copias 

de ADN que fueron similares al tiempo cero. 

La mayor limitación de esta técnica radica en que no siempre la presencia de genes de 

resistencia se correlaciona con resistencia fenotípica (Pulido et al., 2013). Además, las 

técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con otros métodos moleculares, como 

la restricción enzimática, la hibridación con sondas específicas o la secuenciación de los 

ácidos nucleicos. 

2.4.2 Secuenciación del genoma completo 

La secuenciación del genoma completo permite la identificación de genes asociados al 

desarrollo de resistencias y mutaciones asociadas a las mismas. Gracias a los avances en 

la secuenciación del material nucleico, estas técnicas se van incorporando en los 

laboratorios de microbiología clínica lo que puede permitir realizar un “antibiograma 

rápido”. Este proceso requiere de programas bioinformáticos que permiten el análisis y 

procesamiento de los datos, mostrando buena correlación con la sensibilidad que se logra 

con métodos fenotípicos (March Rosselló y Bratos Pérez, 2016; March-Rosselló, 2017). 

Sin embargo, y a pesar de que los costes van disminuyendo, siguen siendo técnicas muy 

costosas, por lo que la secuenciación del genoma completo no se ha incorporado a la 

rutina para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos (Torok y Peacock, 2012). 

2.4.3 Microarrays 

Los sistemas de microarrays se basan en la identificación de secuencias específicas de 

ácidos nucleicos mediante el uso de oligonucleótidos complementarios. De este modo, los 

microarrays permiten determinar la secuencia nucleotídica de una muestra, estudiar la 

expresión génica o determinar variaciones en una secuencia de genes (Pulido et al., 

2013).  

La metodología de esta técnica consiste en la utilización de una superficie sólida (vidrio, 

plástico o silicona) a la cual se une una colección de moléculas de ácido nucleico, a las 

que se denomina sondas, y que suelen ir marcadas mediante fluorocromos, métodos 

enzimáticos, etc. (March Rosselló y Bratos Pérez, 2016; March-Rosselló, 2017). Junto a 

estas sondas se incuba el material nucleico de la muestra a estudio permitiendo, así, medir 

el nivel de hibridación entre la sonda y la muestra diana. De este modo, el uso de 

microarrays permite la detección, en un solo ensayo, de un gran número de genes de 

resistencia con un alto nivel de sensibilidad y especificidad (Pulido et al., 2013).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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Es importante destacar que todos los métodos moleculares utilizados para la 

identificación de genes de resistencia, tienen la posibilidad de detectar mecanismos de 

resistencia no caracterizados lo que supone una limitación al estudio (Pulido et al., 2013).  

Por otro lado, además de los métodos ya descritos, existe una amplia variedad de técnicas 

comerciales basadas en propiedades moleculares para la detección de genes resistencia de 

manera rápida y con sensibilidades y especificidades muy altas. Algunos de estos 

sistemas son: Verigene BC-GP Blood Culture Nucleic Acid Test (Nanosphere), 

FilmArray Blood Culture Identification Panel (BioFire Diagnostics), Staph ID/R Blood 

Culture Panel (Great Basin Diagnostics), GEneXpert MRSA/SA (Cepheid), GeneOhm 

Staph SR (Becton Dickinson) o el sistema Hypex BloodScreen PCR ELISA (Amplex 

Biosystems) (March Rosselló y Bratos Pérez, 2016; March-Rosselló, 2017). 

2.5 Métodos de lisis bacteriana 

La determinación de la sensibilidad a antimicrobianos mediante métodos de lisis 

bacteriana consiste en la incubación de un microorganismo con una concentración 

determinada de antimicrobiano y su posterior inmovilización en un microgel de agarosa. 

Este preparado se sumerge en una solución de lisis que dará lugar a la liberación de ADN 

del microorganismo y a continuación se procede a una nueva incubación en presencia de 

un fluorocromo SYBR® Gold. La observación al microscopio de este preparado permite 

la visualización de la integridad del material genético (figura 10) (Pulido et al., 2013; 

March Rosselló y Bratos Pérez, 2016). 

 

Figura 10. Imagen al microscopio de un preparado por el método de lisis bacteriana. a) Ejemplo 
de cepa resistente tras incubación con antimicrobiano. b) Ejemplo de cepa sensible tras 
incubación con antimicrobiano (Imágenes tomadas de Pulido et al., 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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Para llevar a cabo estos métodos se necesita poco menos de dos horas y han mostrado 

buena correlación con los resultados obtenidos por técnicas de microdilución y de E-test. 

Además, los métodos basados en la lisis bacteriana, dado que permiten la visualización 

después de la incubación con diferentes concentraciones antimicrobianas, podrían 

proporcionar valores aproximados de CMI. Estos métodos, que son válidos para cultivos 

puros, todavía requieren de más estudios para su aplicación en muestras clínicas (Pulido 

et al., 2013). 

2.6 Microfluidos  

El desarrollo de la nanotecnología mediante la creación de chips o plataformas que 

utilizan volúmenes muy pequeños de reactivos y de muestras (picolitros) ha permitido la 

miniaturización de ciertas técnicas (Pulido et al., 2013). Así, en función del dispositivo de 

microfluidos que se utilice para la determinación de resistencias bacterianas o de 

susceptibilidad a antimicrobianos, los métodos empleados para su detección pueden 

basarse técnicas bioquímicas, electroquímicas, magnéticas u ópticas, entre otras (por 

ejemplo, sensores de pH de microfluidos que detectan los cambios de pH que tienen lugar 

por la acumulación de productos metabólicos en cultivos bacterianos en presencia de 

antimicrobiano (Tang et al., 2013)). Estas técnicas tienen la ventaja de poder ser 

automatizadas, proporcionar resultados rápidos y, dado su reducido tamaño, incorporarse 

en dispositivos portátiles. Además, sus resultados se correlacionan bien con métodos 

fenotípicos (Pulido et al., 2013).  

2.7 Nefelometría 

La nefelometría es una técnica basada en la dispersión de luz para la realización de 

antibiogramas. Entre los métodos que utilizan esta técnica se encuentra el sistema 

UroQuick (Alifax) o HB&L (Alifax). Este sistema detecta la desviación de la luz de una 

muestra de orina, que mediante el análisis de un software, determina la concentración 

microbiana mediante curvas de crecimiento permitiendo la detección fenotípica de 

resistencias (March Rosselló y Bratos Pérez, 2016; March-Rosselló, 2017). La 

preparación manual de alícuotas de orina positivas con el antimicriobiano permite 

determinar la sensibilidad del microorganismo con buena concordancia respecto a los 

métodos de difusión (Roveta et al., 2006). Además, la complementación de este método 

con el sistema VITEK2 permite la realización de un antibiograma directo (Ilki et al., 

2010).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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2.8 Métodos colorimétricos 

Los métodos basados en técnicas colorimétricas se basan en la capacidad redox de 

determinados indicadores, que presentan diferentes colores según se encuentren en su 

forma reducida u oxidada.  

Uno de los métodos más utilizados y conocidos es el que utiliza el compuesto resazurina. 

La resazurina es un indicador de color azul (no flourescente) cuando está en estado 

oxidado y cambia a un compuesto rojo (fluorescente), denominado resorufina, cuando se 

encuentra en un ambiente reductor. Este compuesto se añade al medio de cultivo con el 

microorganismo a estudio y que contiene el antimicrobiano a testar. Así, cuando un 

microorganismo es sensible a un antimicrobiano, éste inhibe su metabolismo y la 

resazurina permanece inalterable en su forma azul. Sin embargo, cuando el 

microorganismo es resistente al antimicrobiano a estudio, la capacidad metabólica del 

microorganismo origina sustancias reductoras que provocan el cambio de color del 

indicador al rojo. Se trata, por lo tanto, de un método que permite determinar la 

sensibilidad antimicrobiana visualmente. Este método colorimétrico es sencillo y barato, 

ya que no requiere un equipamiento especial y permite la obtención de resultados de 

manera rápida (entre 2 y 24 horas) (March-Rosselló et al., 2015; March Rosselló y Bratos 

Pérez, 2016). 

Otro método colorimétrico utilizado es el ensayo de la nitrato reductasa. Este método se 

basa en medir la actividad de enzima nitrato reductasa de los microorganismos. Del 

mismo modo que antes, si el microorganismo es resistente al antimicrobiano a estudio, 

cuando en el medio se añaden iones nitrato (NO3
-) se reducen a iones nitrito (NO2

-), que 

dan lugar a un indicador de color rojo mediante el test de Griess (March Rosselló y Bratos 

Pérez, 2016). 

2.9 Quimioluminiscencia 

La quimioluminiscencia es el fenómeno mediante el cual, en una reacción química, tiene 

lugar una especie electrónicamente excitada que emite radiación al volver a su estado 

fundamental. La energía emitida no sólo se produce en forma de calor o de energía 

química,  sino que puede emitirse en forma de luz.  

La quimioluminiscencia ha demostrado ser un método sensible en estudios de viabilidad 

celular y de microorganismos, lo que ha permitido su aplicación en la determinación de la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March-Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26437755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
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sensibilidad a antimicrobianos. Para ello, es necesario la adición de menadiona, un 

compuesto luminiscente, a un cultivo microbiano, la cual penetra en el interior de los 

microorganismos donde se reduce y genera diversos compuestos al medio que, al 

autooxidarse, provocan la emisión de luz. Esta capacidad permite que se pueda llevar a 

cabo una comparación de la señal quimioluminiscente de microorganismos incubados con 

el antimicrobiano a estudio frente a microorganismos incubados sin antimicrobiano, a 

distintos tiempos. Así, si el microorganismo es sensible al antimicrobiano, la señal 

detectada será menor que aquella que se obtenga en el cultivo sin antimicrobiano 

(Manome et al., 2003; March Rosselló y Bratos Pérez, 2016).  

El uso de esta técnica para estudios de sensibilidad con determinados microorganismos ha 

permitido la obtención de resultados en poco tiempo y con una concordancia de la CMI 

de entre el 88 y 100% con otras técnicas (Manome et al., 2003; March Rosselló y Bratos 

Pérez, 2016). 

La bioluminiscencia (un tipo de quimioluminiscencia en el que se genera luz a partir de 

una reacción química que tiene lugar en organismos vivos) también se ha utilizado en el 

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos. Este proceso se basa en la oxidación de una 

sustancia luminiscente, luciferina, en presencia de adenosín trifosfato (ATP) por acción 

de la enzima luciferasa. Dado que la cantidad de luz emitida es directamente proporcional 

a la cantidad de ATP presente en la reacción, la medida de los niveles de ATP permite 

determinar la sensibilidad. La determinación de la CMI se realiza mediante la 

comparación de la señal de ATP obtenida de un cultivo con antimicrobiano frente a la 

señal que se obtiene del cultivo sin el fármaco a diferentes tiempos (Wheat et al., 1989; 

March Rosselló y Bratos Pérez, 2016). Además, las características de esta técnica han 

permitido el estudio de la sensibilidad a determinados antimicrobianos directamente sobre 

muestras de orina (Ivanic et al., 2008).  

Los resultados que se obtienen mediante el uso de bioluminiscencia también muestran 

buena correlación con los obtenidos mediante otros métodos (Ivanic et al., 2008; March 

Rosselló y Bratos Pérez, 2016). 

2.10 Citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica de análisis multiparamétrico celular que consiste en 

hacer pasar una suspensión de células (o partículas microscópicas) alineadas, a gran 

velocidad (hasta miles de células/segundo), por delante de un haz de láser focalizado 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705


        Introducción 20 

(March Rosselló y Bratos Pérez, 2016). El impacto de cada célula con el haz de láser 

produce señales recogidas por detectores de manera que permite medir simultáneamente 

múltiples características físicas y químicas de las células. Estas características permiten, 

por tanto, utilizar esta técnica para el recuento y clasificación de células, entre otros.  

Para el análisis a nivel molecular (análisis de proteínas extracelulares, secuencias de ADN 

y ARN, etc) se requiere del uso de citometría de flujo fluorescente. Esta técnica se ha 

utilizado para estudios de sensibilidad a antimicrobianos desde hace más de 30 años 

(Martínez et al., 1982). El uso de distintos flurocromos ha permitido llevar a cabo estos 

análisis en bacterias y en hongos, ya que sólo se tiñen aquellos microorganismos cuyas 

células presentan alteraciones en la membrana (Ramani y Chaturvedi, 2000; Pina-Vaz et 

al., 2005). La citometría de flujo fluorescente aplicada al estudio de la sensibilidad a 

antimicrobianos permite la determinación de CMI y diferenciar entre cepas sensibles, 

intermedias o resistentes. Además, la obtención de resultados con esta técnica es rápida y 

reproducible con buena correlación con los métodos de referencia (Cohen y Sahar, 1989; 

Ramani y Chaturvedi, 2000; Broeren et al., 2013). 

2.11 Inmunofluorescencia indirecta 

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una técnica en dos etapas en la que la 

formación de un determinado complejo es observable al microscopio de fluorescencia. 

Para ello, se pone en contacto un sustrato conocido (células que contienen un 

microorganismo) con un suero del que se sospecha la presencia de anticuerpos 

específicos. En caso de que el suero presente dichos anticuerpos (reacción positiva) se 

formará un complejo antígeno-anticuerpo no visible. Para conseguir su visualización al 

microscopio es necesario un segundo paso que comprende la adición de una anti-

inmunoglobulina marcada, que reaccionará con el anticuerpo del complejo anterior.  

Esta metodología, no habitual para la realización de estudios de sensibilidad a 

antimicrobianos, se ha utilizado con dicho fin en bacterias para las cuales no se dispone 

de técnicas estandarizadas. Así, mediante IFI se ha logrado observar la 

inhibición/disminución de bacterias en presencia de diferentes concentraciones de 

antimicrobiano y determinar así la CMI (Ives et al., 2000). 
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2.12 Espectrometría de masas (MALDI-TOF) 

La espectrometría de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization, 

time-of-flight) es una tecnología de alta resolución basada en la comparación de “huellas 

dactilares” proteicas con una base de datos de espectros de referencia. Aunque en los 

últimos diez años ha tenido lugar un gran auge de esta herramienta para la identificación 

rutinaria de microorganismos patógenos, su aplicación para identificación de bacterias se 

conoce desde hace más de 30 años (Anhalt y Fenselau, 1975).  

Para llevar a cabo la identificación de microorganismos mediante MALDI-TOF es 

necesario mezclar colonias de microorganismos con una disolución matriz que co-

cristaliza cuando el solvente se evapora. Esta mezcla es irradiada mediante un láser en 

alto vacío, de tal manera que, al absorber la luz láser se produce la sublimación de los 

componentes. Así, la absorción de energía, por parte de la matriz, se convierte en energía 

de excitación y en transferencia de protones a la muestra (ionización), que en parte son 

captados por las proteínas de los microorganismos, generándose fragmentos de proteínas 

cargados positivamente. De este modo, los iones se guían mediante un campo eléctrico 

hasta un analizador de masas de acuerdo a su carga de masa (m/z), lo que permitirá la 

determinación de la masa molecular de cada ion. Ya en el detector, dado que 

normalmente mediante esta técnica la carga (z) es igual a uno, se generará un espectro de 

masas representando la intensidad frente a la masa de los iones. Este espectro, conocido 

también como “huella peptídica”, es único para cada microorganismo y será el que se 

compare con una base de datos para lograr la identificación del microorganismo (Demirev 

et al., 1999; Croxatto et al., 2012; Clark et al., 2013; Ng et al., 2014; March Rosselló y 

Bratos Pérez, 2016). En la figura 11 se muestra un espectrómetro de masas y un ejemplo 

de un espectro obtenido mediante esta técnica. 
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Figura 11. a) Espectómetro de masas (Imagen tomada de https://www.bruker.com). b) Espectro 
de masas. 

A pesar de que la aplicación de la espectrometría de masas MALDI-TOF para 

identificación de microorganismos está asentada, su uso para el estudio de la sensibilidad 

de microorganismos a diferentes antimicrobianos es muy reciente y supone una de sus 

principales limitaciones (Muñoz Bellido et al., 2015). Su aplicación en este sentido 

permite obtener información respecto a determinados grupos de antimicrobianos, pero no 

de perfiles globales de sensibilidad. La técnica de MALDI-TOF permite realizar estudios 

de resistencia a antimicrobianos debidas a la hidrólisis o degradación enzimática de 

antimicrobianos, sin embargo, dado que muchas veces los mecanismos de resistencia 

están ligados a mecanismos no hidrolíticos, esta técnica permite llevar a cabo estudios de 

resistencia pero nunca de sensibilidad (Zboromyrska et al., 2014; Muñoz Bellido et al., 

2015). Así, la técnica de MALDI-TOF cuenta como principal limitación para estudios de 

sensibilidad a antimicrobianos la posibilidad de que un antimicrobiano cuente con un 

mecanismo de resistencia diferente al de la actividad enzimática, como bombas de 

expulsión o pérdida de porinas. Para predecir si las bacterias contienen enzimas 

encargadas de la degradación de antimicrobianos con la metodología de MALDI-TOF se 

requiere de la incubación previa del microorganismo aislado con el compuesto 

antimicrobiano durante un determinado tiempo, y posterior análisis mediante 

espectrometría de masas. El espectro permite observar, en el caso de que el 

microorganismo presente la enzima, la desaparición del pico correspondiente al 

antimicrobiano y la generación de picos resultantes de su rotura.  Si el microorganismo no 

hidroliza el fármaco, entonces sólo se observará el pico correspondiente al antimicrobiano 

(March Rosselló y Bratos Pérez, 2016). El uso de esta técnica ha permitido detectar 

https://www.bruker.com/
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carbapenemasas, diferenciar cepas de enterococos y Staphylococcus aureus sensibles y 

resistentes a vancomicina y meticilina, respectivamente, entre otros (Du et al., 2000; 

Jackson et al., 2005; Hrabak et al., 2011; Griffin et al., 2012).   

En contraposición a las limitaciones con las que cuenta esta metodología, la 

espectrometría de masas MALDI-TOF también presenta numerosas ventajas. Tiene bajo 

coste por muestra (una vez hecha la inversión inicial del aparato) y es rápida 

(Zboromyrska et al., 2014). Debido a las limitaciones que presenta esta técnica para el 

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos, basada en la hidrólisis de los 

antimicrobianos, se han desarrollado nuevas estrategias, aún en desarrollo, para llevar a 

cabo estos estudios con independencia de los mecanismos de resistencia y los 

antimicrobianos implicados (Muñoz Bellido y González Buitrago, 2015). Una de estas 

estrategias se basa en que la técnica de MALDI-TOF permite realizar estudios con 

antimicrobianos marcados isotópicamente, de manera que el aparato podrá detectar el 

isótopo en aquellos microorganismos que, por ser resistentes al compuesto, hayan 

incorporado el isótopo (Demirev et al., 2013). Al hilo de ello, está el método MS-RESIST, 

en el que se incorporan aminoácidos marcados al medio donde se incuba el 

microorganismo con el antimicrobiano, de manera que, dado que los microorganismos 

resistentes se multiplicarán más activamente, incorporarán mayores cantidades del 

aminoácido marcado, generando espectros diferentes a los que producirían los 

microorganismos sensibles. Por otro lado, el uso de la espectrometría de masas MALDI-

TOF cuantitativa también permite llevar a cabo estos estudios, mediante la cuantificación 

de picos en presencia y ausencia del antimicrobiano (Sparbier et al., 2013; Lange et al., 

2014; Muñoz Bellido y González Buitrago, 2015). 

 En la tabla 1 se muestran de forma resumida las características de los principales métodos 

utilizados para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos descritos en este apartado. 
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Tabla 1. Resumen de los principales métodos de sensibilidad a antimicrobianos (Modificada de 
van Belkum y Dunne, 2013). 

Método para el estudio de 
sensibilidad a antimicrobianos 

Descripción Manual (M)/ 
Automático 

(A) 

Métodos de difusión 

    Método del antibiograma 

    

    E-test 

 

Medición diámetro de la zona de inhibición del crecimiento 
alrededor de un disco con concentración determinada de 
antimicrobiano 

Medición de la zona de inhibición del crecimiento alrededor 
de tira de plástico que contiene concentraciones crecientes de 
antimicrobiano 

 

M/A 

 

M/A 

Métodos de dilución 

    Dilución en caldo 

    Dilución en agar 

 

Inhibición del crecimiento en medio líquido con 
antimicrobiano  

Inhibición del crecimiento en medio sólido con 
antimicrobiano 

 

M/A 
 

M 

Métodos automáticos (MicroScan, 
Vitek, Phoenix y Sensititre ARIS) 

Empleo de métodos de microdilución basados en mediciones 
fluorimétricas y turbidimétricas 

A 

Métodos moleculares 

    PCR 

    PCR tiempo real 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

    Secuenciación genoma completo 

    Microarrays 

 

Amplificación de secuencias específicas de ácidos nucleícos 

Asignación de niveles de inhibición de síntesis de ADN en 
presencia de antimicrobiano  

Secuenciación de todo el ADN y ARN celular  

Identificación de secuencias específicas de ácidos nucleícos 
mediante el uso sondas marcadas 

 

M/A 

M/A 
xxxxxxxxxxxxx 

A 

A 

Métodos de lisis bacteriana Detección de fluorescencia al microscopio de la integridad 
del material genético 

M 

Microfluidos Detección electroquímica, magnética u óptica del crecimiento 
de microorganismos en presencia de antimicrobiano 

M/A 

Nefelometría Detección de la desviación de la luz de un cultivo con 
antimicrobiano 

M/A 

Métodos colorimétricos Detección óptica de cambios de color de indicadores en 
función del metabolismo de microorganismos 

M/A 

Quimioluminiscencia 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

         Bioluminiscencia 

Detección de la emisión de luz tras reducción por parte de los 
microorganismos de la sustancia luminiscente 

Medida de los niveles de ATP de un cultivo tras oxidación de 
sustancia luminiscente en presencia de ATP 

M/A 
xxxxxxxxxxxxx 

M/A 

Citometría de flujo Detección de señales fluorescentes en microorganismos con 
alteraciones en la membrana 

M/A 

Inmunofluorescencia indirecta Ausencia o disminución de fluorescencia en muestras en 
presencia de antimicrobiano  

M 

MALDI-TOF Detección de productos de degradación del antimicrobiano A 
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3. Resonancia magnética nuclear 

El avance científico y tecnológico que ha tenido lugar en los últimos años ha permitido 

desarrollar nuevas técnicas que facilitan y mejoran el estudio microbiológico. En este 

apartado se describen los fundamentos de la técnica de espectroscopia de RMN y sus 

aplicaciones en el campo de la microbiología clínica.  

3.1 Introducción 

El origen de la técnica espectroscópica de la RMN se remonta a 1946 cuando Felix Bloch 

y Edward M. Purcell observaron por primera vez señales debidas a la RMN. Desde 

entonces, se ha convertido en una herramienta poderosa e interdisciplinaria, indispensable 

para químicos, físicos, bioquímicos y más recientemente para la práctica médica, lo que 

se ha confirmado por la concesión de varios Premios Nobel en los campos de la Física, la 

Química y la Medicina (Friebolin, 2005; Jaconsen, 2007; Lindon et al., 2007; Powers, 

2009).  

A pesar de que la aplicación más extendida de la RMN es la determinación estructural de 

moléculas, por medio del análisis e interpretación de los espectros obtenidos de las 

muestras, también, y desde hace años, el análisis de mezclas ha constituido una aplicación 

importante de la espectroscopia de RMN. Además, el auge reciente en el campo del 

análisis de mezclas metabólicas ha hecho que la RMN tenga un gran impacto en esta área. 

Comparada con otras técnicas analíticas, la espectroscopia de RMN tiene unas 

características especiales que la hacen adecuada para el análisis de mezclas. Por 

naturaleza, se trata de una técnica cuantitativa, altamente reproducible y robusta, y 

requiere una simple preparación de la muestra. Además, las muestras pueden ser 

estudiadas a menudo en su estado natural, sin necesidad de tratamiento previo. Es por ello 

que la metabolómica y la metabonómica se están convirtiendo en una poderosa fuerza 

impulsora de desarrollo técnico en el ámbito de la RMN. De esta manera, la posibilidad 

de analizar mezclas directamente mediante métodos basados en RMN, junto con la 

introducción de métodos poderosos y sofisticados de análisis estadístico y quimiométrico 

para estudiar los resultados obtenidos, están haciendo que la espectroscopia de RMN sea 

el método de elección para el análisis de mezclas complejas biológicas, resultando de 

gran interés en investigación clínica y médica (Lindon et al., 2007; Powers, 2009). 
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En lo que respecta a la investigación de sistemas biológicos mediante RMN, se pueden 

distinguir tres tipos de aplicaciones (Gadian, 1995). En primer lugar, el estudio de la 

estructura y función de macromoléculas. En segundo lugar, el estudio de los cambios 

metabólicos en organismos ante estímulos externos, por medio de la identificación y 

cuantificación de metabolitos (metabolómica/metabonómica). Y por último, la obtención 

de imágenes in vivo con la técnica de tomografía por resonancia magnética de imagen, 

utilizada en diagnóstico médico. 

El uso de la RMN para estudios metabólicos ya fue descrito en 1977, cuando se 

observaron señales de protón de una serie de compuestos (como lactato, piruvato, 

creatinina y alanina) en una suspensión de célula sanguíneas (Brown et al., 1977). Desde 

entonces, se han llevado a cabo, con éxito, análisis por RMN de fluidos biológicos, 

tejidos y extractos celulares, para la investigación de enfermedades y procesos 

toxicológicos (Nicholson et al., 2002; Lindon et al., 2003). Para el auge de este tipo de 

estudios ha sido importante no sólo el aumento de la intensidad de los campos 

magnéticos, sino también el desarrollo de nuevos programas de pulsos y la mejora en el 

procesado y análisis de los datos obtenidos.  

3.2 Fundamentos de la RMN 

El fenómeno de la RMN solo puede describirse rigurosamente y comprenderse en su 

totalidad a través de la mecánica cuántica; así un entendimiento completo de la técnica 

requeriría el conocimiento exhaustivo de las propiedades del momento angular en el 

ámbito de la mecánica cuántica, junto con conocimientos de termodinámica estadística 

necesarios para describir los procesos fluctuantes en estado líquido. Sin embargo, dado 

que la teoría y fundamentos de la RMN han sido plenamente desarrollados a lo largo de 

los últimos años (Ernst et al., 1990; Goldman, 1991) y su descripción detallada se aleja 

del objetivo de este trabajo, a continuación se describen algunos aspectos de la técnica, 

que pueden ayudar a la comprensión del equipamiento y metodologías utilizados en las 

investigaciones metabólicas. 

El fundamento de la técnica de RMN consiste en aprovechar las propiedades magnéticas 

de los núcleos atómicos, que vienen definidas por su momento angular (Ƥ) y su momento 

magnético asociado (µ). Ambos momentos son magnitudes vectoriales y están 

relacionados entre sí por una constante, denominada constante giromagnética (), que es 

característica de cada tipo de núcleo atómico (µ= Ƥ). De acuerdo con la mecánica 
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cuántica, ambos momentos están cuantizados y su valor depende de un número cuántico 

conocido como espín. No todos los núcleos son válidos para obtener señales de RMN, 

sólo aquéllos cuyo espín es mayor que cero. Por otra parte, cuanto mayor sea la constante 

, más sensible será el núcleo activo en RMN. Así, el 1H ó protón es el núcleo más 

utilizado en estudios de RMN por su gran abundancia (100%), número de espín 1/2 y alto 

valor de . No obstante, pueden usarse otros núcleos magnéticamente activos de menor 

sensibilidad, como 2H (ó D), 13C, 19F, 15N, 31P y 23Na, bien sea por su menor abundancia 

natural o por su menor .  

Ciñéndonos al caso del protón, en presencia de un campo magnético externo (B0), el 

momento magnético de estos núcleos se intenta alinear con B0, resultando dos 

orientaciones posibles de dicho momento. Al colocar una muestra en el campo magnético 

del equipo se produce una alineación y reacomodamiento de los espins en estos dos 

estados y un peque o  e ceso de ellos se ubicará en el estado de energía más bajo, 

alineado con el campo. Esto genera una magnetización neta Mz. A cada una de estas 

orientaciones le corresponde un nivel de energía diferente. Es decir, en presencia de un 

B0, los núcleos pueden disponerse en dos nuevos estados con distinta energía. A este 

fenómeno, desde un punto de vista vectorial, se le conoce también como magnetización.  

Para poder obtener una señal de RMN, se irradia la muestra con un pulso de 

radiofrecuencia perpendicular a B0, lo que provoca que se alcance la situación de 

resonancia, en la que los núcleos giran con una frecuencia de resonancia (ν0), propia de 

cada núcleo atómico y denominada frecuencia de Larmor. Por esta razón, los 

espectrómetros de RMN se denominan por la frecuencia de resonancia del 1H en lugar del 

campo magnético (por ejemplo, a un campo de 14,1 Teslas, el 1H resuena a 600 MHz). 

Con este pulso de radiofrecuencia se consigue apartar del equilibrio la magnetización 

neta. Una vez finalizado el pulso, los núcleos excitados vuelven al estado de equilibrio 

inicial emitiendo una señal de radiofrecuencia, que va decayendo con el tiempo, 

fenómeno conocido como relajación. La relajación de cada protón de la molécula va a 

depender del entorno, es decir, de los otros núcleos que tiene alrededor, lo que va a poder 

dar una importante información estructural. Esta señal es la FID (decaimiento libremente 

inducido), que llega al receptor y por medio de una operación matemática conocida como 

Transformada de Fourier, proporciona un espectro formado por líneas que definen 

frecuencias y amplitudes (figura 12). Las amplitudes se forman con las contribuciones de 

todos los núcleos de la muestra, por lo que esta cualidad permite realizar determinaciones 
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cuantitativas. Una línea del espectro de RMN que se obtiene a una determinada 

frecuencia (o desplazamiento químico), corresponde a un núcleo atómico con un 

determinado entorno químico, lo que permite obtener información estructural acerca de la 

molécula a la que pertenece.  

 

 

Figura 12. Ejemplo de un espectro de RMN (FID: decaimiento libremente inducido; FT: 
Transformada de Fourier). 

3.2.1 Equipamiento 

De forma general, el espectrómetro de RMN consta de varios componentes integrados, 

capaces de realizar todos los procesos necesarios para obtener un espectro de RMN a 

partir de una muestra: imán, sonda, consola y ordenador. Debido a la especial naturaleza 

de los estudios metabólicos (amplio rango de metabolitos para analizar, gran cantidad de 

muestras disponibles) se requiere un alto grado de automatización en los procesos de 

preparación de la muestra, realización del análisis y procesado, y evaluación de los datos 

(que puede incluir trabajar con bases de datos y procesamiento de los mismos). A 

continuación, se describirá de forma esquemática y desde un punto de vista metabólico, el 

equipamiento de un espectrómetro de RMN. 

 El imán es la parte fundamental del equipo, puesto que genera el campo magnético 

inductor de la magnetización. En la actualidad se basan en el uso de 

superconductores realizados con materiales que sólo presentan dicha propiedad a 

temperaturas cercanas al cero absoluto, por lo que deben estar inmersos en helio 
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líquido. Cuanto más alto sea el campo magnético, mayor será la frecuencia de 

resonancia de los núcleos y se resolverán mejor las señales de los distintos 

metabolitos. En la actualidad, se han alcanzado campos de hasta 23,5 Teslas (o 

1000 MHz de frecuencia para 1H), pero dado su alto coste, la mayoría de estudios 

metabólicos citados en la literatura se han llevado a cabo en equipos entre 400 y 

600 MHz. 

 La sonda es el compartimento donde se coloca la muestra, bien en tubos de cristal 

de diversos diámetros o en continuo a través de un capilar (sonda de flujo). La 

sonda también posee los sensores para emitir pulsos de radiofrecuencia y recibir 

las señales de RMN de los núcleos. Recientemente, nuevos desarrollos 

tecnológicos en la sonda han permitido mejoras en la obtención de datos de la 

muestra, como las sondas criogénicas (que no congelan la muestra) y el RMN de 

alta resolución con rotación en ángulo mágico (HRMAS) que permite la RMN en 

estado sólido. 

 La utilización de un sistema automatizado para introducir la muestra en la sonda 

es un requisito casi indispensable en los estudios de metabonómica, por la gran 

cantidad de muestras y los pequeños volúmenes disponibles. Para ello se utilizan 

diversos cambiadores de muestras. En las sondas de flujo las muestras se colocan 

en una placa de muestras. 

 La consola electrónica contiene el transmisor, que genera los pulsos de 

radiofrecuencia, así como la unidad amplificadora de gradientes, tecnología 

aconsejable para poder llevar a cabo experimentos metabólicos. También controla 

la homogeneidad del campo magnético y detecta la señal de la FID proveniente de 

la muestra, a través del receptor. 

 Por último, el ordenador es el encargado de procesar la FID, aplicando la 

Transformada de Fourier para proporcionar el espectro con las intensidades y 

frecuencias. También lleva a cabo el procesado y evaluación de los datos. 

En la figura 13 se muestra un esquema general de los componentes de un equipo de 

RMN. 
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Figura 13. Componentes de un equipo de RMN. 

3.2.2 Tratamiento de la muestra 

La obtención de espectros de RMN de calidad depende de diversas variables que influyen 

en el proceso que va desde la recogida de la muestra hasta la obtención de los datos 

finales. La recogida de la muestra implica muchos parámetros que pueden afectar a la 

calidad de la muestra, como son: el tipo y el medio de la muestra, los contenedores 

usados, aditivos (preservantes, estabilizantes) o el tiempo (recogida, transporte, 

almacenamiento) (Price et al., 2005).  

La espectroscopia de RMN de muestras biológicas precisa un pequeño tratamiento previo 

en función del experimento o programa de pulsos que se ejecute. La preparación de la 

muestra requiere, por lo general, pocos y simples pasos, para evitar la introducción de 

compuestos ajenos a ella. Además, se necesita una buena reproducibilidad y robustez en 

http://sauwok.fecyt.es/apps/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=T2l4hbil8p1D8aP4FKO&field=AU&value=Price%20KE&ut=000231990000013&pos=1&cacheurlFromRightClick=no
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el proceso, dado el alto número de muestras y la obtención de señales débiles y poco 

resueltas en algunos casos.  

Con cualquiera de los tipos de experimento que se realicen, es preciso obtener una 

homogeneidad en los desplazamientos químicos de todos los espectros realizados. Para 

ello, es conveniente adquirir los espectros a un mismo pH, ya que el desplazamiento 

químico es sensible a esta variable. El pH se puede ajustar con una disolución 

amortiguadora fosfatada. La presencia de metales en el medio de la muestra, también 

puede afectar al desplazamiento químico. Es por esta razón por lo que se adiciona ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) en algunos casos, que forma quelatos con los metales 

presentes, no interfiriendo en las señales de RMN. 

Una vez realizados estos ajustes se pueden utilizar dos metodologías diferentes para la 

adquisición del experimento cuando estamos operando con una muestra biológica acuosa: 

A) Concentración de la muestra por medio de liofilización y posterior reconstitución 

con un disolvente deuterado. Con esta metodología se pueden realizar 

experimentos de RMN sin supresión de disolvente, permitiendo aumentar la 

sensibilidad de la técnica y detener la actividad enzimática. Tiene el riesgo de 

introducir contaminantes y, sobre todo, de pérdida de compuestos volátiles, además 

de emplear más tiempo en la preparación de la muestra. 

B) Adición de una pequeña cantidad de agua deuterada (D2O) sobre la muestra 

acuosa. El experimento de RMN correspondiente se realiza con un programa de 

pulsos que permite suprimir la señal de agua, que, de otra manera, enmascararía las 

señales del resto de la muestra. Este método implica una mínima manipulación  de 

la muestra y la posibilidad de detectar compuestos volátiles, siendo el más 

adecuado para el análisis de metabolitos procedentes de células vivas. 

Además de todos estos procesos, al ser los microbios muestras biológicas potencialmente 

contagiosas, en el transcurso de todos los pasos del tratamiento de muestras, en tanto no 

estén inactivados los organismos, se debe trabajar en condiciones de seguridad, por medio 

de protocolos y laboratorios con el nivel de bioseguridad adecuado al organismo. 

3.2.3 Tratamiento de datos 

El tratamiento de los datos de RMN obtenidos, hasta extraer conclusiones y tendencias, es 

fundamental para completar los estudios de metabonómica. En primer lugar, se realiza el 

pre-procesado de los datos de RMN, etapa en la que se refinan los espectros de RMN y se 



        Introducción 32 

eliminan interferencias y datos erróneos. Una vez tratados los espectros, se puede obtener 

información de los metabolitos, bien a través de la cuantificación directa mediante 

patrones (Avenoza et al., 2006; Lopez-Rituerto et al., 2009; Lopez-Rituerto et al., 2012) 

o aplicando los métodos de análisis de datos y modelado. En este último caso se utilizan 

técnicas de quimiometría y análisis multivariante, para poder identificar y cuantificar los 

diferentes metabolitos presentes en la muestra. La existencia de bases de datos de RMN 

de metabolitos puede facilitar en gran medida estos últimos procesos.  

3.3 Estado actual 

No existen estudios realizados con RMN para medir la sensibilidad antimicrobiana de 

bacterias. Sin embargo, esta técnica analítica de alto rendimiento, aplicable a células 

vivas, si se ha usado para el estudio de la sensibilidad a antifúngicos de diversos hongos, 

para la determinación de metabolitos en mezclas complejas y ha sido ampliamente usada 

para la identificación y cuantificación de especies bacterianas, entre otras.  

3.3.1 Estudios de sensibilidad a antifúngicos mediante RMN 

Los métodos estandarizados disponibles en la actualidad para realizar estudios de 

susceptibilidad con hongos son poco fiables y relativamente lentos. La espectroscopia de 

RMN puede ser un indicador sencillo, objetivo, rápido (los cambios metabólicos 

detectados por este método son visibles más rápidamente que la inhibición del 

crecimiento en el caldo de cultivo) y potencialmente valioso para determinar la 

composición metabólica de suspensiones de levaduras incubadas con fármaco. Además, 

se trata de un método automatizado, de alto rendimiento y bajo gasto de funcionamiento, 

de manera que se reducen considerablemente los costes de reactivos y el tiempo del 

operador. Tiene, por tanto, gran potencial para consolidarse como método alternativo para 

la determinación de la susceptibilidad a fármacos antifúngicos de diferentes especies de 

hongos (Coen et al., 2006; Plummer  et al., 2007). 

Los pocos trabajos en los que se ha aplicado la técnica de RMN para observar el efecto de 

microorganismos frente a determinados fármacos se han realizado con hongos de 

relevancia médica. Las especies fúngicas analizadas han sido Cryptococcus neoformans, 

distintas especies de Candida y de Aspergillus como A. fumigatus, A. terreus, A. niger, A. 

nidulans y A. flavus. Estos estudios se basan en la identificación de los metabolitos 

fúngicos producidos, en la realización de perfiles comparativos de éstos y, en el 

seguimiento de la utilización de nutrientes desde el medio de incubación en presencia de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coen%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Plummer%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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determinadas concentraciones de fármaco (caspofungina, anfotericina B y voriconazol). 

Para la monitorización de las respuestas metabólicas se utilizó la espectroscopia de RMN 

de 1H, mediante un espectrómetro Bruker Avance (Bruker Corporation) a una frecuencia 

de 600 y 360 MHz. Los espectros obtenidos tras someter la muestra a RMN se interpretan 

en función de los metabolitos producidos (fumarato, malato, etanol…) y/o consumidos 

(tirosina, fenilalanina, valina…) estableciendo un parámetro medible, el MEP o punto 

final metabólico, a partir del área de los picos espectrales. Éste se define como la 

concentración de fármaco más baja en la que la utilización de nutrientes del medio o 

metabolitos producidos es inhibida ≥50% y se compara con las CMI utilizadas en el 

método de referencia. Los resultados en forma de MEP mostraron, en general, una buena 

correlación con las CMI, las cuales se determinaron mediante una modificación del 

método de referencia en caldo de microdilución M27-A del CLSI. Las discrepancias que 

pueden surgir entre MEP y CMI podrían deberse a diferencias en el medio de cultivo así 

como en el tiempo de incubación. Además, la espectroscopia de RMN es un método 

potencialmente valioso en la determinación de la composición metabólica de los 

microorganismos incubados con fármaco debido a que es un método de fácil 

reproducción y relativamente rápido (son necesarias 16 horas frente a las 48 horas que 

requiere el método de referencia) lo que sugiere consolidarse como plataforma para la 

rápida determinación de la susceptibilidad antifúngica (Coen et al., 2006; Plummer et al., 

2007). 

Existen estudios en los que se analiza el metabolismo de flucitosina en cepas de Candida 

spp. con diferentes susceptibilidades al fármaco mediante la RMN de 19F, que a pesar de 

mostrar ciertas desventajas (como la baja concentración de fármaco), es una metodología 

no invasiva para el análisis directo de muestras biológicas, lo que unido a su aplicación 

cuantitativa han sido muy útiles para el seguimiento metabólico de este fármaco. Además, 

el núcleo de 19F es una parte inherente al fármaco y sus metabolitos y, por tanto, no 

requiere un marcaje previo del antifúngico. El análisis de las muestras por RMN de 19F 

permitió la identificación y cuantificación de diferentes metabolitos fluorados 

(nucleótidos de F, nucleósidos de F y 5-fluorouracilo) cuyas concentraciones varían en 

función de la susceptibilidad o resistencia al fármaco (la concentración de metabolitos 

fluorados era mayor en la cepa susceptible a flucitosina). De modo que, la metodología de 

la RMN de 19F aplicada al estudio cualitativo en el metabolismo de la flucitosina, podría 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coen%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Plummer%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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constituir un método para el estudio de la sensibilidad de varias cepas o microorganismos 

al fármaco (Vialaneix et al., 1986). 

3.3.2 Estudios en bacterias mediante RMN 

La espectroscopia de RMN no se ha utilizado para estudios de susceptibilidad 

antimicrobiana en bacterias. Sin embargo, son muchas las investigaciones en las que se 

usa dicha técnica espectroscópica para identificación y cuantificación bacteriana y para 

estudios de rutas metabólicas de las mismas.  

Gupta y cols. han realizado numerosas investigaciones para el diagnóstico de bacterias 

causantes de infecciones en el tracto urinario (ITU) (Gupta et al., 2005; Gupta et al., 

2006; Gupta et al., 2009; Gupta et al., 2012b). Sus estudios se centran en el uso de la 

espectroscopia de RMN de 1H para la identificación y cuantificación de uropatógenos 

comunes como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y 

Proteus mirabilis en muestras de orina. Las investigaciones se basan en propiedades 

específicas del metabolismo de la bacteria en estudio. Los resultados de sus estudios 

mostraron que, el uso de la RMN de 1H, es una técnica sencilla y rápida comparada con 

los métodos habituales.  

La determinación cuantitativa y cualitativa de P. aeruginosa mediante el uso de RMN se 

basa en la propiedad específica de la bacteria de metabolizar ácido nicotínico (NA) a 

ácido 6-hidroxinicotínico (6-OHNA). Sólo esta bacteria es capaz de producir esta 

reacción. La adición de NA a las muestras de orina, tras incubación y posterior análisis 

por espectroscopia de RMN de 1H, demostró que las señales de NA desaparecían del 

medio tras un tiempo de incubación, mientras que la aparición de nuevas señales 

correspondientes al metabolito 6-OHNA indicaban la presencia de P. aeruginosa. A 

medida que aumentaba la intensidad de las señales del metabolito, junto con la 

disminución en las señales de NA, aumentaba proporcionalmente en el número de 

bacterias. Esto demuestra la posibilidad que ofrece esta técnica para la identificación 

cuantitativa y cualitativa, simultáneamente, de la bacteria (Gupta et al., 2005).  

Algo similar ocurre en la determinación de K. pneumoniae. En este caso, la reacción 

metabólica específica es la transformación de glicerol en 1,3-propanodiol, de modo que la 

sustancia que se añadió al medio fue el glicerol. A pesar de que Citrobacter frundii es 

también capaz de llevar a cabo esta reacción, ambas bacterias son fácilmente 

diferenciadas por examen microscópico observando su motilidad. K. pneumoniae no es 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vialaneix%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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móvil mientras que C. frundii sí. Además, C. frundii no es un agente nosocomial común 

en infecciones del tracto urinario. La combinación de ambos métodos mostró una muy 

buena sensibilidad y especificidad (90% y 100%, respectivamente) sugiriendo la 

potencial utilidad de la RMN para el diagnóstico bacteriano (Gupta et al., 2006).  

El mismo experimento en E. coli y P. mirabilis reveló que los metabolitos específicos 

para estas bacterias son el lactato y el ácido 2-hidroxi-4-(metiltio)butírico tras la 

incubación con lactosa y metionina, respectivamente (Gupta et al., 2009).  

Los resultados obtenidos con el uso de esta técnica alternativa proporcionan la 

justificación para el desarrollo de este método en la identificación y la cuantificación 

bacteriana, así como de otros microorganismos. El análisis espectral y la interpretación de 

datos pueden hacerse de forma rápida y fiable (Gupta et al., 2009). 

La RMN de 13C se ha aplicado en estudios llevados a cabo con Lactococcus lactis en los 

que se demuestran interrelaciones existentes entre el metabolismo del citrato y el de la 

glucosa, así como en investigaciones centradas en la utilización de glucosa en una cepa de 

L. lactis deficiente en el enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Ramos et al., 1994; 

Neves et al., 2000). Otro ejemplo lo constituye el estudio de las capacidades catabólicas 

de Helicobacter pylori. En él, la RMN de 13C permite observar, tanto el metabolismo de 

la glucosa como el del piruvato, reflejando las adaptaciones fisiológicas sufridas por la 

bacteria en las condiciones de crecimiento empleadas (Chalk et al., 1994). El uso de esta 

RMN de 13C se ha extendido también al estudio del metabolismo de fármacos. Esta 

técnica se ha utilizado para observar el seguimiento intracelular de β-lactámicos y 

determinar la cinética de las reacciones que sufren éstos (Mobashery et al., 1988).  

También se han llevado a cabo estudios con espectroscopia de RMN de 2H para 

demostrar su aplicación en la monitorización de rutas metabólicas complejas, como el 

metabolismo anaerobio, de distintas bacterias. La identificación de productos por este 

método podría constituir un método potencial para la caracterización de bacterias 

patógenas a pesar de las limitaciones con las que cuenta (Aguayo et al., 1988).  

Hasta la fecha no hay estudios de susceptibilidad antimicrobiana en bacterias basados en 

perfiles metabólicos mediante RMN como tal. Sin embargo, esta metodología se ha 

utilizado con fines similares en algunos estudios. 

Uno de ellos investiga una enfermedad bacteriana denominada síndrome de 

marchitamiento de la oreja de mar o abulón, Haliotis spp. (un molusco), importante en la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gupta%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mobashery%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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acuicultura, causada por un patógeno de la familia Rickettsiaceae: ‘Candidatus 

Xenohaliotis californiensis’ que infecta las células epiteliales digestivas del animal (Viant 

et al., 2003). Se trata de la primera aplicación de la espectroscopia de RMN basada en el 

estudio de perfiles metabólicos en una especie del medio acuático. La metabonómica 

basada en RMN de 1H permitió realizar con éxito una clasificación de los animales 

(sanos, con retraso en el crecimiento y enfermos)  mediante los cambios metabólicos 

asociados a la progresión de la enfermedad a partir de muestras de biofluidos y de 

extractos tisulares del molusco. Los espectros obtenidos, medidos a 500,11 MHz, 

mostraron diferencias metabólicas permitiendo identificar los metabolitos más 

representativos involucrados en el proceso de la enfermedad, así como los cambios 

porcentuales de éstos. Estos resultados permitieron identificar biomarcadores metabólicos 

característicos del síndrome. Éstos no sólo proporcionan información sobre la 

enfermedad, sino que podrían utilizarse para posteriores estudios que evalúen 

rápidamente la situación sanitaria del abulón así como la eficacia de los antibióticos 

necesarios para su tratamiento (Viant et al., 2003). Basándose en esto, los mismos autores 

en años posteriores llevaron a cabo estudios con los mismos organismos para observar los 

efectos del antibiótico oxitetraciclina en los perfiles metabólicos mediante RMN de 1H 

(Rosemblum et al., 2006). Éste fármaco, usado para tratar infecciones bacterianas en 

especies acuáticas, reduce la intensidad y la mortalidad del síndrome de marchitamiento. 

El objetivo, por tanto, de esta investigación fue observar si la recuperación del 

metabolismo durante el tratamiento con oxitetraciclina coincidía con la desaparición de la 

enfermedad causada por la rickettsia. Para ello, se examinaron los constituyentes 

metabólicos presentes en el músculo del pie del molusco tras tratamiento con 

oxitetraciclina durante unos determinados días a diferentes temperaturas del agua marina 

(13,4 ºC y 17,3 ºC) (Rosemblum et al., 2006). Se observaron cambios metabólicos a las 

dos temperaturas: elevación de los niveles de taurina, homarina y glicina-betaína, así 

como disminución de los aminoácidos y los hidratos de carbono. La detección de 

diferencias metabólicas entre los animales tratados y los no tratados con antibiótico se 

observaron sólo a la temperatura más alta. De modo que, la oxitetraciclina erradica la 

enfermedad y a su vez reduce el descenso metabólico relativo al síndrome a la 

temperatura más elevada. Las conclusiones obtenidas de los experimentos sugieren del 

desarrollo de la RMN basada en estudios metabólicos y su complementariedad con otras 

técnicas, como la histología, para la identificación de procesos patológicos en especies 

acuáticas así como para la optimización de tratamientos farmacológicos. Esta herramienta 



                                                                                                                                  Introducción 37 

muestra un alto rendimiento ya que analiza rápidamente y con pocos costes el estado 

funcional de un organismo (Viant et al.,  2003; Rosemblum et al., 2006). 

El uso de una RMN multidimensional de HRMAS ha permitido también realizar estudios 

de monitorización del metabolismo de fármacos así como la búsqueda de dianas para el 

desarrollo de nuevos tratamientos antibacterianos (Li et al., 2006).  

La técnica de RMN de HRMAS consiste en una hibridación entre la RMN en disolución 

y la RMN de estado sólido que permite la obtención de espectros de alta resolución de 

muestras heterogéneas que no son ni sólidos ni líquidos puros. Esta RMN permite realizar 

estudios in vivo con bacterias de una manera no destructiva de modo que se facilite el 

estudio de la pared celular bacteriana. Las enzimas implicadas en la biosíntesis de los 

componentes estructurales, juegan un papel muy importante en la determinación de 

dianas para el desarrollo de nuevos fármacos. Además, la pared celular bacteriana es 

crítica en el desarrollo de resistencias a los antimicrobianos empleados (Li et al., 2006).  

De acuerdo con las características que presenta la técnica, Lee y cols. (Lee et al., 2005) 

estudiaron, en bacterias vivas (micobacterias), la diferente composición relativa en la 

estructura de la pared bacteriana con el objetivo de demostrar las dianas en las que actúa 

el etambutol (EMB), observar las diferencias en la composición entre especies y observar 

los efectos de mutaciones en la pared celular de estas bacterias. Hasta ese momento, el 

análisis estructural de la pared celular se realizaba de forma destructiva mediante 

degradación por aislamiento y fragmentación de los componentes de la pared celular por 

separado. El estudio se basó en la determinación de los componentes mayoritarios de la 

pared mediante RMN de  HRMAS en dos y tres dimensiones (2D y 3D) de células 

intactas de Mycobacterium smegmatis no tratadas, de bacterias tratadas con EMB, de 

células con mutación EmbB y en la observación de diferencias en la composición 

estructural de la pared entre las especies M. smegmatis y M. bovis. Las estructuras más 

abundantes encontradas, correspondientes a las señales del espectro, fueron 

arabinogalactano y lipoarabinomanano. Centrándonos en el efecto del antituberculoso 

EMB mediante esta técnica, se observa que la reducción o ausencia del pico en el 

espectro se relaciona con la inhibición de la ruta biosintética de la arabinosa. Se sabe que 

el EMB actúa inhibiendo las arabinosiltransferasas EmbA-C de la micobacteria, y en 

particular a la EmbB, enzimas encargadas de la biosíntesis de la pared celular. Los 

estudios mediante la espectroscopia de RMN revelaron que, al comparar las bacterias M. 

smegmatis tratadas con el antituberculoso frente a las micobacterias control, se producía 



        Introducción 38 

la inhibición de las arabinosiltransferasas EmbA-C (reducción drástica de las señales de 

arabinosa) tras tratamiento con EMB. Un análisis espectroscópico en M. smegmatis con 

una mutación embB knockout validó este efecto inhibitorio. El tratamiento con EMB 

reduce el contenido de arabinano de la pared celular por inhibición de las citadas enzimas 

(Lee et al., 2005; Li et al., 2006). Lo más relevante de este estudio fue la posibilidad que 

ofrecía esta técnica para observar los efectos inhibitorios del fármaco en estudio en la 

estructura de la pared celular y su correspondiente validación con la micobacteria mutada. 

La habilidad que presenta la RMN de HRMAS para observar estos efectos es muy 

significativa ya que permite la observación directa de cambios estructurales en la pared 

bacteriana debidos a la exposición farmacológica o a la mutación, y podría servir para el 

desarrollo de nuevos fármacos que tengan efecto inhibitorio a nivel de la pared celular así 

como estudios de resistencia de antimicrobianos (Lee et al., 2005).  

Otra aplicación potencial mediante este tipo de RMN fue la monitorización del 

metabolismo in vivo de etionamida (ETH) realizada por Hanoulle y cols. (Hanoulle et al., 

2005). La ETH es un profármaco que necesita activarse dentro de la micobacteria para 

lograr su eficacia. Se usó la RMN de HRMAS de 1H, con un campo magnético 

relativamente bajo (300 MHz), para investigar el proceso de activación del profármaco 

ETH a través de la proteína EthA en micobacterias vivas. Esta técnica permitió detectar y 

localizar el metabolito mayoritario del fármaco en el interior de las bacterias vivas. Este 

hecho no ha podido ser demostrado por estudios anteriores in vitro. La selección de una 

cepa de la bacteria que sobreproduce la enzima EthA demostró que la presencia del 

metabolito dependía de la presencia de ETH (Hanoulle et al., 2005; Li et al., 2006).  

Los resultados mostrados mediante esta herramienta espectroscópica no invasiva, el uso 

de un precursor no marcado y la baja frecuencia del espectrómetro, sugieren la 

posibilidad de la RMN para estudios de seguimiento metabólico de fármacos in vivo así 

como para análisis estructural (Hanoulle et al., 2005; Li et al., 2006).  
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1. Puesta a punto de la espectroscopia de RMN para la realización de estudios de 

susceptibilidad a antimicrobianos con bacterias habituales. 

2. Utilización de la técnica de RMN para identificar marcadores del metabolismo de 

Rickettsia spp. que puedan servir para estudios de susceptibilidad de estas 

bacterias a antimicrobianos y mejorar el conocimiento del metabolismo de estas 

bacterias de difícil cultivo. 
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En el desarrollo de este trabajo de investigación se han realizado diversos experimentos. 

Dado que la técnica de RMN, con el fin que se busca en esta Tesis no está estandarizada, 

todos los experimentos se realizaron por triplicado. La tabla 2 muestra una relación de los 

mismos para facilitar la comprensión y el seguimiento de este apartado. 

 

Tabla 2. Relación de los experimentos realizados. 

Bacteria Cepa/ especie 
Tipo de 
análisis 

Antimicrobiano 
testado 

Otros compuestos 
testados 

Tipo de 
experimento 

de RMN 

Escherichia 
coli 

 
ATCC 25922 

 
ESA 
 

 
Gentamicina 
Ciprofloxacino 

__ 

 

1H RMN 

 
Cinética 

 
Gentamicina 

__ 
 

 
C1550 

 
ESA 

 
Ciprofloxacino 
Levofloxacino 

__ 

 

1H RMN 

Pseudomonas 
aeruginosa 

 
ATCC 27853 

 
ESA 

 
Gentamicina 
Ciprofloxacino 

__ 

 

1H RMN 

 
W30 

 
ESA 

 
Gentamicina 
Ciprofloxacino 

__ 

 

1H RMN 

Rickettsia spp. 

 
Rickettsia 
slovaca 
 

 

 
EM 

__ 

 

D-[1-13C]glucosa 
[2-13C]glicina        
Serina 
L-[1-13C]isoleucina  
L[2-13C]leucina     
L-[15N]tirosina 

 

1H RMN 

13C RMN 
15N RMN 

ATCC: Colección americana de cultivos tipo; ESA: estudios de sensibilidad a antimicrobianos; EM: 

estudios metabólicos.  
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1. Estudios de susceptibilidad a antimicrobianos mediante RMN en 
bacterias habituales  

1.1 Experimentos con E. coli 

Se utilizó una cepa patrón de E. coli procedente de la colección americana de cultivos 

tipo (ATCC) 25922 y otra cepa de E. coli denominada C1550 perteneciente a la 

colección bacteriana del Área de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de 

La Rioja (Rocha-Gracia et al., 2010).  

1.1.1 Preparación de medios de cultivo 

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de las cepas E. coli a lo largo de 

esta tesis fueron: Brain Heart Infusion agar (BHI-agar) (DifcoTM) y MH broth 

(DifcoTM). Las especificaciones para su preparación se describen a continuación. 

a) Preparación del medio sólido 

BHI-agar (DifcoTM):  

Según las indicaciones del fabricante es necesario disolver 52 g de polvo para cada litro 

de disolución en agua destilada. Dicha disolución se calentó hasta ebullición, en 

agitación, y se introdujo en un autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. Se distribuyó en 

placas de Petri y una vez solidificadas, se almacenaron hasta su uso. 

b) Preparación de caldos de cultivo 

MH (DifcoTM): 

Según las indicaciones del fabricante es necesario disolver 21 g del polvo para cada litro 

de disolución en agua destilada. Se calentó hasta ebullición en agitación y se introdujo 

en un autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. 

1.1.2 Cultivo de E. coli 

El cultivo de las cepas de E. coli requirió de un primer reaislamiento en placa de agar de 

BHI para comprobar la viabilidad bacteriana (figura 14) y posteriormente otro para 

asegurar el cultivo puro a 37 ºC durante 24 horas. En una solución salina estéril (NaCl 

0,9%) se preparó 0,5 de McFarland y se tomaron 10 µL para posterior recuento en placa. 

El estándar de McFarland es una solución de diferentes concentraciones de una sal de 

bario con la que la turbidez de las soluciones bacterianas se compara para obtener 
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recuentos bacterianos aproximados. De este modo, el estándar de McFarland proporciona 

orientación en el laboratorio para la estandarización del número de bacterias para test de 

susceptibilidad u otros procedimientos que requieran un inóculo estandarizado. El 0,5 de 

McFarland es comparable a una suspensión bacteriana de 108 unidades formadoras de 

colonias (UFC) por mL. 

 

 

Figura 14. E. coli ATCC 25922 en placa de agar BHI. 

1.1.3 Antimicrobianos utilizados 

a)  Gentamicina 

Se preparó una disolución stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en 

agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco: 0,03; 0,06; 

0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 y 16 µg/mL para los experimentos con E. coli ATCC 25922. 

b) Ciprofloxacino 

Se prepararon varias disoluciones stock de polvo puro de ciprofloxacino (Sigma-Aldrich 

Co.) en agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco: 

0,0005; 0,001; 0,002; 0,004; 0,008; 0,016 y 0,032 µg/mL para los experimentos con E. 

coli ATCC 25922, y disoluciones seriadas de: 2048; 1024; 512; 256; 128 y 64 µg/mL 

para los experimentos con E. coli C1550. 

c) Levofloxacino 

Se preparó una disolución stock de polvo puro de levofloxacino (Sigma-Aldrich Co.) en 

agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco: 256; 128; 

64; 32; 16; 8 y 4 µg/mL para los experimentos con E. coli C1550. 

1.1.4 Técnica de macrodilución en caldo 

Como se ha descrito en el apartado 1.1.2, en primer lugar se realizó el aislamiento de la 

bacteria en agar BHI. El inóculo bacteriano para la realización de la técnica de 
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macrodilución se preparó a partir de una suspensión con una turbidez de 0,5 McFarland 

utilizando el método de suspensión directa. Para ello, la suspensión bacteriana se preparó 

en 5 mL de solución salina estéril. Las CMIs se determinaron mediante el método de 

referencia de macrodilución del CLSI (CLSI, 2016). Se prepararon muestras y controles 

para cada experimento en un volumen final de 2 mL. Las muestras contenían la 

suspensión bacteriana, el medio MH y el antimicrobiano a estudio (un tubo por cada 

dilución de antimicrobiano usada). Además, se incluyeron dos controles. El control I 

constaba del medio utilizado con un inóculo bacteriano (sin antimicrobiano) y el control 

II contenía sólo el medio de cultivo. Todas las muestras se incubaron a 37 ºC durante 24 

horas. La CMI se definió como la concentración más baja de antimicrobiano que inhibe 

completamente el crecimiento bacteriano de forma visible. Para el recuento bacteriano se 

prepararon placas de cultivo de agar BHI (ver apartado 1.1.1). Se realizaron además 

diferentes disoluciones de cada muestra y controles en agua estéril y se sembraron en las 

placas. Todas las placas se incubaron a 37 ºC durante 24 horas y, transcurrido ese 

tiempo, las colonias bacterianas se contaron manualmente. El recuento de placas para 

cada disolución se realizó según la siguiente fórmula: 

UFC/mL = (nº colonias x factor de dilución)/ mL añadidos a cada placa. 

 El número total de bacterias en cada muestra y control I se determinó calculando la 

media del recuento obtenido de las diferentes disoluciones. 

1.1.5 Preparación de muestras para experimentos de 1H RMN  

Transcurridas 24 horas de la incubación de las muestras y de los controles, para el 

análisis mediante RMN, se transfirieron 540 µL en tubos de 5 mm de RMN (5-mm high-

precision NMR sample tubes, Norell Inc.) (figura 15). En los experimentos inicales, 

antes de transferir las muestras a los tubos de RMN se tomó 1 mL de muestra que se 

centrifugó durante 3 minutos a 9500 x g. Del sobrenadante, se transfirieron 540 µL a 

tubos de RMN. Posteriormente, al ver que la centrifugación no afectaba a los resultados, 

se obvió dicho paso. Además, a cada tubo se les añadió 60 µL de una disolución de 2,2'-

3,3'-tetradeutero-trimetil-silil-propionato sódico (TSP) en D2O a una concentración final 

de 1,125 mg/mL como control interno. 
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Figura 15. Tubos de 5 mm de RMN con muestra. 

1.1.6 Análisis de muestras mediante 1H RMN 

El equipo empleado para la realización de los experimentos fue un espectrómetro Bruker 

Avance 400 UltraShield (Avance II 400 MHz, Bruker Corporation). Este equipo está 

equipado con una sonda BBI H-BB Z-GRD, específica para una adecuada adquisición de 

protón. La adquisición de los espectros se ha llevado a cabo con el programa TOPSPIN 

versión 2.1 (Bruker Corporation). Para la obtención de los espectros se ha ajustado el 

campo para la mezcla H2O/D2O 9:1 y todos los experimentos se han realizado a 25 ºC. 

Para el procesamiento de los espectros se ha utilizado el programa MestReNova versión 

8.1 y 10.0 (Mestrelab Research). Los espectros de 1H RMN se registraron con una 

secuencia de pulsos de presaturación de la señal de agua situada a 1875 Hz usando el 

programa de pulsos zgpr. Se utilizó un tiempo de relajación d1 de 10 segundos y un 

número de scans (ns) de 64 para dar un tiempo total de adquisición de 20 minutos. Con 

este tipo de experimentos se podrían llevar a cabo, si fuera necesario, estudios 

cuantitativos. Alternativamente, también se emplearon unas condiciones de experimento 

más cortas con un d1 de 2 segundos y un ns de 8 para un total de 3 minutos de 

adquisición. 

1.2 Experimentos con P. aeruginosa  

Se cultivó una cepa patrón de P. aeruginosa ATCC 27853 y otra cepa de P. aeruginosa 

denominada W30 perteneciente a la colección bacteriana del Área de Microbiología 

Molecular del Centro de Investigación Biomédica de la Rioja (CIBIR) (Estepa et al., 

2017).  
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1.2.1 Preparación de medios de cultivo 

Los medios de cultivo empleados empleados para el crecimiento de las cepas de P. 

aeruginosa a lo largo de esta tesis fueron: BHI-agar (DifcoTM) y MH (DifcoTM). Las 

especificaciones para su preparación son las descritas en el apartado 1.1.1. 

1.2.2 Cultivo de P. aeruginosa 

El cultivo de P. aeruginosa se realizó del mismo modo que con las cepas de E. coli. En 

primer lugar se realizó un primer reaislamiento para comprobar la viabilidad bacteriana y 

posteriormente otro para asegurar el cultivo puro a 37 ºC durante 24 horas. Del mismo 

modo que con E. coli, se preparó un 0,5 de McFarland en solución salina estéril (NaCl 

0,9%). 

1.2.3 Antimicrobianos utilizados 

a) Gentamicina 

Se preparó una disolución stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en 

agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco: 0,06; 0,125; 

0,25; 0,5; 1 y 2 µg/ml para los experimentos con P. aeruginosa ATCC 27853 y 

disoluciones seriadas de: 8; 16; 32 y 64 µg/mL para los experimentos con P. aeruginosa 

W30. 

b) Ciprofloxacino 

Se prepararon varias disoluciones stock de polvo puro de ciprofloxacino (Sigma-Aldrich 

Co.) en agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco: 

0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1 y 2 µg/ml para los experimentos con P. aeruginosa ATCC 27853 

y disoluciones seriadas de 1; 2; 4; 8; 16; 32 y 64 µg/ml para los experimentos con P. 

aeruginosa W30. 

1.2.4 Técnica de macrodilución en caldo 

La técnica de macrodilución se llevó a cabo del mismo modo que el descrito para E. coli 

(ver apartado 1.1.4). Del mismo modo, para el recuento bacteriano se prepararon placas 

de cultivo de agar BHI (ver apartado 1.1.1) y se realizaron diferentes disoluciones de 

cada muestra y controles en agua estéril para siembra en placa. Las placas se incubaron a 

37 ºC durante 24 horas y, transcurrido ese tiempo, las colonias bacterianas se contaron 

manualmente de acuerdo a la siguiente fórmula: 
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UFC/mL = (nº colonias x factor de dilución) / mL añadidos a cada placa. 

El número total de bacterias en cada muestra y control I se determinó calculando la media 

del recuento obtenido de las diferentes disoluciones. 

1.2.5 Preparación de muestras para experimentos de 1H RMN  

Transcurridas 24 horas de la incubación de las muestras y de los controles, para el 

análisis mediante RMN, se transfirieron 540 µL a tubos de 5 mm de RMN. Además, a 

cada tubo se les añadió 60 µL de TSP en D2O a una concentración final de 1,125 mg/mL 

como control interno. 

1.2.6 Análisis de muestras mediante 1H RMN 

El análisis de las muestras utilizadas para los experimentos con P. aeruginosa se realizó 

del mismo modo que el indicado en el apartado 1.1.6. 

1.2.7 Análisis de muestras mediante análisis de componentes principales 

Dentro del software MestReNova (Mestrelab Research) existen herramientas que 

permiten realizar un sencillo estudio de análisis de componentes principales (PCA de sus 

siglas en inglés). El PCA es un procedimiento para convertir un conjunto de 

observaciones de variables correlacionadas, en un conjunto de valores de variables 

linealmente no correlacionadas (denominadas componentes principales) y que permite 

reducir la cantidad de datos cuando está presente la correlación. Este estudio permite 

encontrar variables latentes, también llamadas componentes principales (CP). La CP1 es 

la componente (variable latente) que más variabilidad explica y la CP2 la segunda. Las 

variables pueden estar correlacionadas positiva o negativamente con estas componentes. 

Basándose en la semejanza en cuanto a las correlaciones de las muestras, éstas pueden ser 

clasificadas en grupos. 

En este sentido, se seleccionan regiones del espectro que permitan realizar un PCA que 

diferencie estas muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibiótico 

está funcionando y por otro, en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin 

influencia del antibiótico. 
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2. Estudios de cinética mediante RMN en E. coli ATCC 25922 

Con objeto de evaluar el potencial de la RMN, se realizaron los mismos experimentos que 

en el caso de sensibilidad pero utilizando el tubo de 5 mm de RMN para incubación 

directa de las muestras. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizó una cepa patrón 

de E. coli ATCC 25922. 

2.1 Preparación de medios de cultivo 

Los medios de cultivo empleados empleados para la realización de estos experimentos 

fueron: BHI-agar (DifcoTM) y MH (DifcoTM). Las especificaciones para su preparación 

son las descritas en el apartado 1.1.1. 

2.2 Cultivo de E. coli 

El cultivo de E. coli se realizó del modo descrito en el apartado 1.1.2. 

2.3 Antimicrobianos utilizados 

2.3.1 Gentamicina 

Se preparó una disolución stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en 

agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del fármaco de 0,06 y 

0,125 µg/ml. 

2.4 Incubación directa de E. coli en tubos de RMN 

Se prepararon dos muestras con gentamicina (0,06 µg/mL y 0,125 µg/mL) y otra sin 

antimicrobiano para incubación directa en tubos de RMN. Las muestras se prepararon en 

un volumen final de 2 mL como se ha descrito en el apartado 1.1.4 y 540 µL se 

transfirieron directamente a tubos de 5 mm de RMN. Además se les añadió 60 µL de 

D2O con TSP en a una concentración final de 1,125 mg/mL como control interno.  

2.5  Preparación de muestras para experimentos de 1H RMN  

El análisis de las muestras incubadas directamente en tubos de 5 mm de RMN se realizó 

bajo las mismas condiciones explicadas en el apartado 1.1.6 pero los experimentos se 

registraron a 37 ºC cada 20 minutos. 
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3. Estudios metabólicos mediante RMN en Rickettsia spp.  

Los experimentos se realizaron con una cepa establecida en nuestro laboratorio de 

Rickettsia slovaca S8 (previamente aislada de garrapatas Dermacentor marginatus de La 

Rioja en nuestro laboratorio). 

3.1 Preparación de medios de cultivo 

3.1.1 Minimun essential medium (MEM) Glutamax® (Gibco, InvitrogenTM) 

El medio utilizado para el crecimiento de Rickettsia spp. fue minimun essential medium 

(MEM) Glutamax® (Gibco, InvitrogenTM)  suplementado con un 2% de suero fetal 

bovino (Gibco, InvitrogenTM). 

El medio utilizado para el crecimiento de células Vero (ATCC CCL-81TM) fue MEM 

Glutamax® suplementado con un 5% de suero fetal bovino (Gibco, InvitrogenTM). 

3.2 Preparación de cultivos celulares  

Para el cultivo de Rickettsia spp. se utilizaron células Vero (ATCC CCL-81TM). Se 

prepararon placas de 6 pocillos con células Vero a partir de células ya crecidas en frascos 

de cultivo habituales. Para ello, fue necesario retirar el medio del frasco al cual se le 

quiere dar pase,  a continuación añadir de 1 a 2 mL de tripsina e introducirlo en el 

incubador durante 3-5 minutos. Transcurrido ese tiempo, una vez se ha despegado la 

monocapa celular (en los casos en los que no se despega por completo, se utilizó un “cell 

scraper”) se resuspendió con ayuda de una pipeta estéril para evitar la formación de 

grumos. A continuación, se añadió tanto medio limpio de cultivo como pocillos se 

quieran conseguir, por tanto en un volumen suficiente para distribuir en el nº de pocillos 

que se vayan a realizar. Se invirtió el frasco con el medio y las células para que se 

produzca una distribución uniforme del contenido y se distribuyó el volumen en el 

número de pocillos que se quieran realizar. En los casos en los que fue necesario, se 

completaron todos los pocillos con más medio de cultivo de acuerdo al volumen final 

requerido para cada uno (3 mL). Para verificar que en todos los pocillos había células 

flotando, se observaron al microscopio. Posteriormente, las placas se incubaron a 37 ºC 

con un 5% de CO2 el tiempo necesario hasta conseguir la monocapa. Se prepararon el 

mismo número de placas para infectar que de placas que no se infectaron y que se 

utilizaron como control.  
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3.3  Cultivo de Rickettsia spp.   

El cultivo de Rickettsia spp. se realizó en placas de cultivo de 6 pocillos que contenían 

una monocapa confluente de células Vero a las que se les añadió un inóculo (200 µL) de 

R. slovaca S8. El medio utilizado en este caso fue MEM Glutamax® (Gibco, 

InvitrogenTM) suplementado con un 2% suero fetal bovino (Gibco, InvitrogenTM). El 

cultivo se realizó a 34 ºC con un 5% de CO2 durante 5 días. La preparación de las placas 

de cultivo con R. slovaca se realizó en un laboratorio de nivel 3 de bioseguridad (P3) (figura 

16).  

 

 

Figura 16. Personal trabajando en el laboratorio de nivel 3 de bioseguridad (P3). 

3.4  Compuestos utilizados para estudios metabólicos 

Se preparon disoluciones a una concentración de 25 mg/mL de los siguientes 

aminoácidos marcados: [2-13C]glicina (Cortec-Net), L-[2-13C]leucina (Cambridge 

Isotope Laboratories Inc.), L-[1-13C]isoleucina (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) y 

L-[15N]tirosina (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.). Además, se utilizó también D-

[1-13C]glucosa (CortecNet) a la misma concentración y serina (Sigma-Aldrich Co.).  

3.5 Preparación de muestras para estudios metabólicos  

A cada uno de los pocillos de las placas de cultivo celular, tanto a los infectados con R. 

slovaca como a los no infectados, se les añadieron 100 µL de una de las disoluciones de 

[2-13C]glicina, L-[2-13C]leucina, L-[1-13C]isoleucina, L-[15N]tirosina y D-[1-

13C]glucosa. Los cultivos infectados con R. slovaca en presencia de dichos compuestos 

se incubaron a 34 ºC y los no infectados se incubaron a 37 ºC, durante tres días. Para 

comprobar la presencia del aminoácido serina como metabolito de la glicina se llevó a 

cabo la adición de serina no marcada directamente en el propio tubo de RMN (5 mg).  
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3.6 Inactivación de muestras 

El protocolo de inactivación para las muestras infectadas con Rickettsia spp. fue facilitado 

por Vircell Microbiologists S.L. y comparado con el protocolo facilitado por la Dra. 

Ereemeva (miembro del Centers for disease control and prevention (CDC)). Ambos hacen 

constar que, para la inactivación, es necesario adicionar a la muestra formol en una 

concentración final del 0,1% y almacenarla a 4-5 ºC durante al menos 24 horas.  

De cada pocillo, se transfirió 1 mL a tubos de plástico de 1,5 mL, se añadió formol* 

hasta una concentración final de 0,1% y se almacenaron en nevera durante 24 horas. 

3.7 Preparación de las muestras para experimentos de RMN 

Para llevar a cabo los experimentos, se transfirieron 540 µL a tubos de 5 mm de RMN a 

los que se les añadió 60 µL de TSP en D2O a una concentración de 1,125 mg/mL como 

patrón interno. 

3.8 Análisis de muestras mediante RMN 

3.8.1 Experimentos mediante 1H RMN 

El equipo usado para la adquisición de espectros fue un espectrómetro Bruker Avance 

400 MHz (Avance II 400 MHz, Bruker Corporation) equipado con una sonda BBI H-BB 

Z-GRD, específica para la correcta adquisición de protón. La adquisición de los espectros 

se llevo a cabo mediante el programa TOPSPIN (versión 2.1) (Bruker Corporation). El 

procesamiento de los espectros se realizó mediante el uso del programa MestReNova 

(versión 6.0.3 y 10.1) (Mestrelab Research). Para la obtención de los espectros, el campo 

se ajustó para la mezcla H2O/D2O y todos los experimentos se realizaron a 25 ºC. Los 

espectros de 1H RMN se registraron con una secuencia de pulsos de presaturación de la 

señal de agua situada a 1875 Hz usando el programa de pulsos zgpr con un tiempo total 

de adquisición de 20 minutos.  

3.8.2  Experimentos mediante 13C RMN  

El equipo empleado fue un espectrómetro Bruker Avance 400 MHz (Avance II 400 MHz, 

Bruker Corporation) equipado con una sonda BBO BB-1H Z-GRD, específica para una 

                                                           
* Se añadió formol a todas las muestras que se iban a someter a experimentos de RMN, independientemente 
de que estuvieran o no infectadas, con objeto de no tener variaciones como consecuencia de este compuesto 
en los espectros. 
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óptima adquisición heteronuclear. La adquisición de los espectros se llevó a cabo 

mediante el programa TOPSPIN (versión 2.1) (Bruker Corporation). Por su parte, para el 

procesamiento de los espectros se utilizó el programa MestReNova (versión 6.0.3 y 10.1) 

(Mestrelab Research). Para lo obtención de los mismos, el campo se ajustó para la mezcla 

H2O/D2O y todos los experimentos se realizaron a 25 ºC. Se empleó el programa de 

pulsos “inverse-gate decoupled” para la adquisición de 13C RMN, desacoplando en protón 

solo en el periodo de adquisición. En este caso no se usó la transferencia de polarización 

de 1H a 13C vía efecto Overhauser nuclear (NOE). En estas condiciones el tiempo total de 

adquisición fue de 50 minutos.  

3.8.3 Experimentos mediante 15N RMN  

Los experimentos se llevaron a cabo como los realizados con 13C cambiando los 

parámetros de adquisición. En este caso, se empleó el programa de pulsos “inverse-gate 

decoupled” para la adquisición de 15N RMN, desacoplando en protón solo en el periodo 

de adquisición. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 





 
Resultados 59 

1. Estudios de susceptibilidad a antimicrobianos por RMN en bacterias 
habituales 

1.1 Experimentos con E. coli 

1.1.1 Análisis de muestras control 

Lo primero que se realizó es el espectro 1H RMN del medio de cultivo (control II) con 

objeto de evaluar los metabolitos que pueden ser identificados en dicho medio y el tiempo 

necesario de acumulación del experimento para su correcta descripción.  

La figura 17A muestra el espectro de 1H RMN del medio de cultivo. Aunque el espectro 

resulta relativamente complejo debido a la gran diversidad metabólica del medio de 

cultivo, se puede observar que la supresión del agua se realiza de forma correcta, 

permitiendo la diferenciación de las distintas señales. Tras el correspondiente tratamiento 

de la señal con el ajuste de fase y de la línea base existen señales aisladas que son 

fácilmente integrables. Además, la señal aislada de TSP de concentración conocida podría 

ser empleada para la cuantificación de algún metabolito si fuera necesario. 

En la figura 17B se muestra la zona del espectro correspondiente a los ácidos orgánicos y 

aminoácidos. En dicha zona se distingue el aminoácido treonina, el cual puede servir 

como marcador metabólico en el proceso de crecimiento bacteriano. Esta región del 

espectro es importante ya que los compuestos que ahí aparecen pueden ser susceptibles de 

cambios debido al proceso metabólico en presencia de las correspondientes bacterias.  

Un espectro de calidad similar es obtenido empleando un d1 de 1 segundo. Esta variación 

va a impedir la cuantificación de los posibles metabolitos, pero, como se ha comentado en 

el capítulo de Material y Métodos, reduce el tiempo de adquisición a 3 minutos.  
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Figura 17. Espectro de 1H RMN del medio de cultivo (control II). A) Espectro completo en el 
que se observa la supresión de agua y la referencia de TSP en concentración conocida. B) 
Ampliación de la zona entre 0,8-4,2 ppm en donde se encuentran aminoácidos y ácidos orgánicos, 
compuestos susceptibles de verse involucrados en procesos metabólicos. 

La figura 18 muestra el espectro, en las mismas condiciones anteriores, de una muestra 

del medio de cultivo infectado con la bacteria (control I). En el espectro no se observan 

variaciones significativas en la región superior a 4,2 ppm y que corresponderían con 

posibles carbohidratos y con compuestos aromáticos. Sin embargo, si se observan 

variaciones en la región correspondiente a los aminoácidos y a los ácidos orgánicos. 

Nuevamente, en el espectro se resuelven señales con la suficiente intensidad para poder 

ser identificadas y sus áreas integradas. 
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De forma significativa se observa la desaparición de la señal correspondiente al 

aminoácido treonina. A su vez, se ven nuevas señales correspondientes a nuevos 

metabolitos que aparecen o que ven incrementada su concentración de forma 

significativa. Estos nuevos metabolitos son el ácido succínico, el ácido acético y el etanol. 

Nuevamente este experimento es desarrollado con un d1 de un segundo para acortar el 

tiempo total de adquisición, no observando pérdida significativa de intensidad en las 

señales. 

Así, con estos dos experimentos se puede apreciar que hay diferencias representativas en 

cuatro metabolitos, lo que permite diferenciar si el cultivo está infectado y con las 

bacterias actuando metabólicamente sobre él, o si por el contrario no existen bacterias que 

modifiquen el perfil metabólico del medio. Estas señales fueron asignadas mediante 

comparación de sus desplazamientos químicos con los descritos en la literatura (López-

Rituerto, 2012) y mediante la adición de patrones de los mismos compuestos en las 

muestras control. Estos cuatro compuestos, y en los que nos fijaremos de aquí en adelante 

para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana son: treonina (desaparece cuando hay 

actividad bacteriana), etanol, ácido acético y ácido succínico (aparecen cuando hay 

actividad bacteriana).  
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Figura 18. Espectro de 1H RMN del medio de cultivo con la bacteria. A) Espectro completo en el 
que se observa la supresión de agua y la región de cambio de metabolitos. B) Ampliación de la 
zona entre 0,8-4,2 ppm en donde se encuentran aminoácidos y ácidos orgánicos, compuestos 
susceptibles de verse involucrados en procesos metabólicos. 

Una vez se realizaron y se optimizaron estos dos primeros experimentos se procedió a 

registrar los diferentes espectros de los cultivos infectados con la correspondiente bacteria 

y con diferentes cantidades de antibiótico. Tal y como se ha indicado en el capítulo de 

Material y Métodos, se utilizó el programa MestReNova (Mestrelab Research) para 

realizar el apilamiento de los diferentes espectros que permite una excelente comparativa 

de los mismos.   
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1.1.2 Prueba de susceptibilidad de E. coli ATCC 25922 frente a gentamicina 

En la figura 19 se muestra los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de E. coli 

ATCC 25922 frente a diferentes concentraciones de gentamicina. En la misma se recoge 

la zona del espectro comprendida entre 1,0-2,5 ppm. Además, se muestran los espectros 

del control I (medio con bacteria sin antibiótico) y del control II (sólo medio de cultivo) 

anteriormente comentados y denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, 

respectivamente.  

 

 

Figura 19. Espectros de 1H RMN de las muestras de E. coli ATCC 25922 incubadas con 
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). El espectro del control I (medio de 
cultivo con inóculo bacteriano) aparece en la parte superior. El espectro del control II (solo medio 
de cultivo) corresponde al de la parte inferior de la imagen. En los espectros se aprecian bien los 
cambios en la concentración de metabolitos: la treonina del medio es consumida cuando las 
bacterias están activas; mientras que el ácido succínico, acético y el etanol son resultado de la 
actividad metabólica de las bacterias.  

De acuerdo a la figura 19, la comparación de los dos controles muestra diferencias en las 

señales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,5 ppm. En el espectro obtenido del análisis del 

control I se observa la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol, mientras que 

en el control II se detecta la presencia de treonina.  

El análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 0,5 µg/mL de 

gentamicina muestra la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol. Además, 
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cuando las concentraciones de gentamicina fueron iguales o mayores a 0,5 µg/mL, se 

detectó la presencia de treonina, lo que determina que dicha concentración de antibiótico 

está inhibiendo el crecimiento bacteriano al no producir los metabolitos de etanol, ácido 

succínico y ácido acético, es decir, la concentración más baja que inhibe completamente 

el crecimiento visible (CMI) corresponde con la concentración de 0,5 µg/mL. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución (figura 20) se 

observó que la CMI fue de 0,5 µg/mL (CMI: 0,25-1 µg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos 

sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan 

con los obtenidos de visualización directa mediante macrodilución.  

 

 

Figura 20. Diferencias en la turbidez entre las muestras de E. coli ATCC 25922 estudiadas y los 
controles. Los tubos de la “A” a la “H” corresponden a muestras con concentraciones seriadas de 
gentamicina (8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,06 μg/mL, respectivamente). La CMI corresponde 
con el tubo “E”. El tubo ”I” corresponde al control I (medio de cultivo con inóculo bacteriano) 
mientras que el tubo “J” corresponde al control II (solo medio de cultivo). 

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con gentamicina con concentraciones desde 16 a 1 µg/mL, ambas incluidas. Sin 

embargo, la placa correspondiente a una concentración de 0,5 µg/mL de gentamicina 

mostró un crecimiento bacteriano del rango de 106 UFC/mL. Las muestras restantes (de 

0,25 a 0,06 µg/mL, incluyendo el control I) mostraron un crecimiento bacteriano en el 

rango de 1010-1011 UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de 

agar, permitieron obtener la CMB, definida como la concentración más baja de 

antimicrobiano que mata la bacteria. En este caso, la CMB fue de 1 µg/mL. 

La figura 21, muestra la evolución en el tiempo de las áreas de los picos correspondientes 

a los metabolitos (ácidos succínico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en función 
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de la concentración de gentamicina usada para la cepa de E. coli. Estas áreas son 

obtenidas mediante la integración de las señales correspondientes de los espectros con el 

programa MestReNova (Mestrelab Research). Los resultados obtenidos del espectro 

muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para producir 

ácido succínico, ácido acético, y etanol. La intensidad de estas señales varía de acuerdo al 

recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad fue mayor en 

las muestras con concentraciones de gentamicina menores de la CMI (0,5 µg/mL). 

Además, la treonina sólo aparece en el espectro de aquellas muestras con concentraciones 

de gentamicina mayores o igual 0,5 µg/mL. Al igual que en los espectros de control, 

también se logró optimizar el tiempo de adquisición de los experimentos de RMN con 

gentamicina. Como se ha comentado, se utilizaron sólo 3 minutos por cada experimento, 

disminuyendo, por lo tanto el tiempo de análisis de manera considerable sin perder 

información, ya que para la obtención de los datos anteriores no es necesaria la 

cuantificación.  

 

 

Figura 21. Gráfica de las áreas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en 
función de la concentración de gentamicina usada para E. coli ATCC 25922. El ácido acetico, 
succínico y el etanol fueron producidos por la bacteria. La treonina es consumida por E. coli. 
Cuando la concentración de gentamicina es superior a 0,5 µg/ml no se detectó ni consumo ni 
producción de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable. 
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1.1.3 Prueba de susceptibilidad de E. coli ATCC 25922 frente a ciprofloxacino 

En la figura 22 se muestra los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de E. coli 

ATCC 25922 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino. También se muestran 

los espectros de los controles I (medio con bacteria sin antibiótico) y del control II (sólo 

medio de cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.  

 

 

 

Figura 22. Espectros de 1H RMN de las muestras de E. coli ATCC 25922 incubadas con 
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). El espectro del control I (medio 
de cultivo con inóculo bacteriano) aparece en la parte superior mientras que el del control II (solo 
medio de cultivo) se muestra en la parte inferior de la imagen. En los espectros se aprecian bien 
los cambios en la concentración de metabolitos (la treonina del medio es consumida cuando las 
bacterias están activas; mientras que el ácido succínico, acético y el etanol son resultado de la 
actividad metabólica de las bacterias).  

De acuerdo a la figura 22, la comparación de los dos controles muestra diferencias en las 

señales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,4 ppm. Al igual que en el caso anterior, en el 

espectro obtenido del análisis del control I se observa la presencia de ácido succínico, 

ácido acético y etanol, mientras que en el control II se detecta la presencia de treonina.  

El análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 0,004 µg/mL de 

ciprofloxacino muestra la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol. Además, 
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cuando las concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 0,004 µg/mL, se 

detectó la presencia de treonina, indicativo de que a esas concentraciones de antibiótico la 

bacteria no tiene actividad metabólica. De este modo, mediante espectroscopia de 1H 

RMN se puede determinar que la CMI correspondería a la concentración de 0,004 µg/mL. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la CMI fue de 0,004 µg/mL (CMI: 0,004-0,015 µg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos 

sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan 

con los obtenidos de visualización directa mediante macrodilución.  

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas cuyas muestras contenían concentraciones de ciprofloxacino desde 0,032 a 0,008 

µg/mL, ambas incluidas. Sin embargo, la placa correspondiente a una concentración de 

0,004 µg/mL de ciprofloxacino mostró un crecimiento bacteriano del rango de 102 

UFC/mL. Las muestras restantes (de 0,002 a 0,0005 µg/mL) mostraron un crecimiento 

bacteriano en el rango de 109-1011 UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano 

en las placas de agar permitieron determinar una CMB de 0,008 µg/mL. 

Nuevamente, la integración de las áreas de las señales correspondiente de los espectros 

permite realizar un análisis de su evolución. La figura 23 muestra la evolución en el 

tiempo de las áreas de los picos correspondientes a los metabolitos (ácidos succínico y 

acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en función de la concentración de 

ciprofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos del espectro 

muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para producir 

ácido succínico, ácido acético y etanol. La intensidad de estas señales varía de acuerdo al 

recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad fue mayor en 

las muestras con concentraciones de ciprofloxacino menores que la CMI (0,004 µg/mL). 

Además, la treonina sólo aparece en el espectro de aquellas muestras con concentraciones 

de ciprofloxacino mayor o igual a 0,004 µg/mL. También, se optimizó el tiempo de 

adquisición de los experimentos de RMN de modo que utilizaron sólo 3 minutos por cada 

experimento, disminuyendo, por lo tanto el tiempo de análisis de manera considerable sin 

perder información. 

 



  

 

            68 Resultados 

 

Figura 23. Gráfica de las áreas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en 
función de la concentración de ciprofloxacino usada para E. coli ATCC 25922. El ácido acético, 
succínico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma. 
Cuando la concentración de ciprofloxacino es superior a 0,004 µg/ml no se detectó ni consumo ni 
producción de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable. 

1.1.4 Prueba de susceptibilidad de E. coli C1550 frente a ciprofloxacino 

En la figura 24 se muestra los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de E. coli 

C1550 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino. También se muestran los 

espectros del control I (medio con bacteria sin antibiótico) y del control II (sólo medio de 

cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.  
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Figura 24. Espectros de 1H RMN de las muestras de E. coli C1550 incubadas con ciprofloxacino 
(las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los cambios en 
la concentración de metabolitos: la treonina del medio es consumida cuando las bacterias están 
activas; mientras que el ácido succínico, acético y el etanol son resultado de la actividad 
metabólica de las bacterias.  

De acuerdo a la figura 24, la comparación de los dos controles muestra diferencias en las 

señales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,4 ppm. Al igual que en los casos anteriores, en 

el espectro obtenido del análisis del control I se observa la presencia de ácido succínico, 

ácido acético y etanol, mientras que en el control II sólo se detecta la presencia de 

treonina. Los espectros obtenidos con concentraciones menores de 512 µg/mL de 

ciprofloxacino muestran la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol. Además, 

cuando las concentraciones de ciprofloxacino fueron iguales o mayores de 512 µg/mL, se 

detectó la presencia de treonina. En este caso, mediante 1H RMN se puede determinar que 

la CMI correspondería a la concentración de 512 µg/mL. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la CMI fue de 512 µg/mL (CMI >256 µg/mL (Rocha-Gracia, 2010)). Así, los resultados 

obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan con los obtenidos de 

visualización directa mediante macrodilución.  
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El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con ciprofloxacino con concentraciones de 2048 y 1024 µg/mL, ambas incluidas. 

Sin embargo, la placa correspondiente a una concentración de 512 µg/mL de 

ciprofloxacino mostró un crecimiento bacteriano del rango de 105 UFC/mL. Las muestras 

restantes (de 256 a 64 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 109-

1011 UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de agar 

permitieron determinar, en este caso, una CMB de 1024 µg/mL. 

De nuevo, la integración de las áreas de las señales correspondiente de los espectros 

permite realizar un análisis de su evolución. Al igual que en el caso anterior, la figura 25 

muestra la evolución en el tiempo de las áreas de los picos correspondientes a los 

metabolitos (ácidos succínico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en función de la 

concentración de ciprofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos 

del espectro muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio 

para producir ácido succínico, ácido acético y etanol. La intensidad de estas señales varía 

de acuerdo al recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad 

fue mayor en las muestras con concentraciones de ciprofloxacino menores que la CMI 

(512 µg/mL). Además, la treonina sólo aparece en el espectro de aquellas muestras con 

concentraciones de ciprofloxacino mayor o igual a 512 µg/mL. También, se optimizó el 

tiempo de adquisición de los experimentos de RMN de modo que utilizaron sólo 3 

minutos por cada experimento, disminuyendo, por lo tanto, el tiempo de análisis de 

manera considerable sin perder información. 
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Figura 25. Gráfica de las áreas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en 
función de la concentración de ciprofloxacino usada para E. coli C1550. El ácido acético, 
succínico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma. 
Cuando la concentración de ciprofloxacino es superior a 512 µg/ml no se detectó ni consumo ni 
producción de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable. 

1.1.5 Prueba de susceptibilidad de E. coli C1550 frente a levofloxacino 

En la figura 26 se muestra los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de E. coli 

C1550 frente a diferentes concentraciones de levofloxacino. Además se muestran los 

espectros del control I (medio con bacteria sin antibiótico) y del control II (sólo medio de 

cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.  
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Figura 26. Espectros de 1H RMN de las muestras de E. coli C1550 incubadas con levofloxacino 
(las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los cambios en 
la concentración de metabolitos (la treonina del medio es consumida cuando las bacterias están 
activas; mientras que el ácido succínico, acético y el etanol son resultado de la actividad 
metabólica de las bacterias).   

De acuerdo a la figura 26, la comparación de los dos controles muestra diferencias en las 

señales obtenidas en el rango entre 0,9 y 2,3 ppm. En el espectro obtenido del análisis del 

control I se observa la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol, mientras que 

en el control II se detecta la presencia de treonina.  

El análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 64 µg/mL de 

levofloxacino muestra la presencia de ácido succínico, ácido acético y etanol. Cuando las 

concentraciones de levofloxacino fueron superiores o igual a 64 µg/mL se detectó la 

presencia de treonina. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la concentración más baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue de 64 

µg/mL (CMI: 64 µg/mL (Rocha-Gracia, 2010)). Estos datos también sugieren que los 

resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan con los obtenidos 

de visualización directa mediante macrodilución.  
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El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con levofloxacino con concentraciones de 256 y 128 µg/mL, ambas incluidas. Sin 

embargo, la placa correspondiente a la muestra con una concentración de 64 µg/mL de 

levofloxacino mostró un crecimiento bacteriano del rango de 103 UFC/mL. Las muestras 

restantes (32 a 4 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 1010-1011 

UFC/mL. Así, en este caso, la CMB fue de 128 µg/mL. 

Al igual que en los casos anteriores, la integración de las áreas de las señales 

correspondiente de los espectros permite realizar un análisis de su evolución, así la figura 

27 muestra la evolución en el tiempo de las áreas de los picos correspondientes a los 

metabolitos (ácidos succínico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en función de la 

concentración de levofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos del 

espectro muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para 

producir ácido succínico, ácido acético y etanol. La intensidad de estas señales varía de 

acuerdo al recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad 

fue mayor en las muestras con concentraciones de levofloxacino menores que la CMI (64 

µg/mL). Además, la treonina sólo aparece en el espectro de aquellas muestras con 

concentraciones de levofloxacino mayor o igual a 64 µg/mL. También se optimizó el 

tiempo de adquisición de los experimentos de RMN de modo que utilizaron sólo 3 

minutos por cada experimento, disminuyendo, por lo tanto, el tiempo de análisis de 

manera considerable sin perder información. 
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Figura 27. Gráfica de las áreas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en 
función de la concentración de levofloxacino usada para E. coli C1550. El ácido acético, 
succínico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma. 
Cuando la concentración de levofloxacino es superior a 128 µg/ml, no se detectó ni consumo ni 
producción de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable. 

1.2 Experimentos con P. aeruginosa 

1.2.1 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa ATCC 27853 frente a gentamicina  

En la figura 28 se muestran los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de P. 

aeruginosa ATCC 27853 frente a diferentes concentraciones de gentamicina.  
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Figura 28. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa ATCC 27853 incubadas con 
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los 
cambios en la concentración de metabolitos. En este rango de 1,90 a 2,80 ppm sólo se muestran 
los metabolitos que aumentan su concentración cuando hay actividad bacteriana (redondeados en 
azul). 

De acuerdo a la figura 28, al comparar los espectros de aquellas muestras con baja 

concentración de antibiótico, es decir con actividad bacteriana, con los que tienen una alta 

concentración de antibiótico, y por lo tanto, nula actividad bacteriana, se muestra alguna 

diferencia apreciable en la región de 2,20 a 2,00 ppm. En el espectro obtenido del análisis 

de la muestra control sin antibiótico (muestra llamada “bacteria” en la figura 28) se 

observa la presencia de unos metabolitos característicos (no identificados) y que, como se 

aprecia en la figura, están en mayor concentración cuando hay actividad bacteriana. Por 

su parte, en el experimento de la muestra control del medio se detecta la presencia de los 

mismos metabolitos pero en concentraciones mucho menores, y que, por lo tanto, se 

muestran así cuando no hay actividad bacteriana.  

Así, el análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores e iguales de 0,25 

µg/mL de gentamicina se muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado 

identificar, pero que están en mayor concentración sólo en esas muestras. Sin embargo, 

cuando las concentraciones de gentamicina fueron mayores a 0,25 µg/mL, se detectó la 
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presencia de los metabolitos en concentraciones mucho más pequeñas o casi 

inapreciables. Este hecho sugiere que los metabolitos seleccionados aumentan cuando hay 

actividad bacteriana. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la concentración más baja de gentamicina que inhibe completamente el crecimiento 

visible fue 0,5 µg/mL (CMI: 0,5-2 µg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos también  sugieren 

que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan con los 

obtenidos de visualización directa mediante macrodilución.  

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con gentamicina con concentraciones de 0,5 µg/mL y superiores. Las muestras 

restantes (0,25; 0,125 y 0,06 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 

1010-1011 UFC/mL. 

Para el análisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las 

muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibiótico está funcionando y 

por otro, en las que las bacterias llevan a cabo su metabolismo habitual sin influencia del 

antibiótico. Para ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos 

aquellas regiones que visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros 

aparecen en la figura 29. 
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Figura 29.  Regiones de los espectros seleccionadas para el análisis de PCA. 

Para la realización del PCA se utiliza un tamaño de intervalo de 0,1 ppm y aplicando una 

normalización (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribución de componentes 

principales con una CP1 con un peso relativo de 84,5% y un CP2 con un peso relativo de 

9,6%.  

Por último, en la figura 30 se muestra la gráfica de componentes principales que explica 

el 94,1% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlación positiva con 

todas las muestras con alta concentración de antibiótico, incluida la mínima de las mismas 

que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlación negativa para las 

muestras con una concentración de antibiótico por debajo de la CMI. Esto permite de una 

forma fácil y visual analizar la acción del antibiótico en las diferentes concentraciones y 

separar claramente en dos grupos aquellas muestras que están por debajo de la CMI y 

aquellas que están en una concentración igual o superior a la CMI. 
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Figura 30. Análisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los 
espectros de 1H RMN. 

1.2.2 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa ATCC 27853 frente a 

ciprofloxacino  

En la figura 31 se muestran los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de P. 

aeruginosa ATCC 27853 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino.  



 
Resultados 79 

 

Figura 31. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa ATCC 27853 incubadas con 
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien 
los cambios en la concentración de metabolitos. En este rango de 1,40 a 2,15 ppm sólo se 
muestran los metabolitos aumentan su concentración cuando hay actividad bacteriana 
(redondeados en azul). 

De acuerdo a las figura 31, al comparar los espectros de aquellas muestras con baja 

concentración de antibiótico, es decir con actividad bacteriana, con los que tienen una alta 

concentración de antibiótico, y por lo tanto nula actividad bacteriana, se muestra alguna 

diferencia apreciable en la región de 1,90 a 1,75 ppm. En el espectro obtenido del análisis 

de la muestra control sin antibiótico (llamado “bacteria” en la figura 31) se observa la 

presencia de unos metabolitos característicos (no identificados) y que están en mayor 

concentración cuando hay actividad bacteriana, mientras que el experimento de la 

muestra control del medio se detecta la presencia de los mismos metabolitos, pero en 

menor concentración cuando no hay actividad bacteriana.  

Así, el análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 0,25 µg/mL de 

ciprofloxacino muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado 

identificar, pero que están aumentados sólo en dichas muestras. Sin embargo, cuando las 

concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 0,25 µg/mL, se detectó la 
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presencia de los mismos metabolitos pero en menor concentración. Este hecho sugiere 

que los metabolitos seleccionados aumentan cuando hay actividad bacteriana. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la concentración más baja de ciprofloxacino que inhibe completamente el crecimiento 

visible fue 0,25 µg/mL (CMI: 0,25-1 µg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos también  sugieren 

que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan con los 

obtenidos de visualización directa mediante macrodilución.  

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con ciprofloxacino con concentraciones de 0,5 µg/mL y superiores. La muestra de 

0,25 µg/mL mostró un crecimiento del rango de 104 UFC/mL, mientras que las restantes 

(0,125 y 0,06 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 108-109 

UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de agar permitieron 

determinar una CMB de 0,5 µg/mL. 

Para el análisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las 

muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibiótico está funcionando y 

en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin influencia del antibiótico. Para 

ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos aquellas regiones que 

visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 32. 
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Figura 32. Regiones de los espectros seleccionadas para el análisis de PCA. 

Para la realización del PCA se utiliza un tamaño de intervalo de 0,2 ppm y aplicando una 

normalización (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribución de componentes 

principales con una CP1 con un peso relativo de 86,9% y un CP2 con un peso relativo de 

11,8%.  

Por último, en la figura 33 se muestra la gráfica de componentes principales que explica 

el 98,7% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlación positiva con 

todas las muestras con alta concentración de antibiótico, incluida la mínima de las mismas 

que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlación negativa para las 

muestras con una concentración de antibiótico por debajo de la CMI. Esto permite de una 

forma fácil y visual analizar la acción del antibiótico en las diferentes concentraciones y 

separar claramente en dos grupos aquellas muestras que están por debajo de la CMI y 

aquellas que están en una concentración igual o superior a la CMI. 
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Figura 33. Análisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los 
espectros de 1H RMN. 

1.2.3 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa W30 frente a ciprofloxacino  

En las figuras 34 y 35 se muestran los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de P. 

aeruginosa W30 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino.  
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Figura 34. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con 
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien 
los cambios en la concentración de metabolitos. En este rango de 7,35 a 6,75 ppm sólo se 
muestran los metabolitos que aparecen cuando no hay actividad bacteriana (redondeados en rojo). 
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Figura 35. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con 
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien 
los cambios en la concentración de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad 
bacteriana (redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en 
azul). 

De acuerdo a las figuras anteriores (34 y 35), al comparar los espectros de aquellas 

muestras con baja concentración de antibiótico, es decir con actividad bacteriana, con los 

que tienen una alta concentración de antibiótico, y por lo tanto nula actividad bacteriana, 

se muestra alguna diferencia apreciable en la región de 7,35 a 6,75 ppm y 2,71 a 2,44 

ppm. En el espectro obtenido del análisis con concentración de 1 µg/mL se observa la 

presencia de unos metabolitos característicos (no identificados) y que, por lo tanto, 

aparecen cuando hay actividad bacteriana, mientras que el experimento con una 

concentración de 64 µg/mL se detecta la presencia de otros metabolitos, distintos a los 

anteriores, y que tampoco se han logrado identificar, que aparecen cuando no hay 

actividad bacteriana.  

El análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 4 µg/mL de 

ciprofloxacino muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado 

identificar, pero que son característicos sólo de dichas muestras. Sin embargo, cuando las 

concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 4 µg/mL, se detectó la 
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presencia de otros metabolitos, diferentes a los anteriores, y que sólo aparecen en estas 

muestras. 

Mediante observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó que 

la concentración más baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue 4 µg/mL 

(cepa de P. aeruginosa con resistencia a ciprofloxacino > 2 µg/mL (Estepa et al., 2017)). 

Estos datos también sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H 

RMN concuerdan con los obtenidos de visualización directa mediante macrodilución.  

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con ciprofloxacino con concentraciones de 4 µg/mL y superiores. Las muestras 

restantes (2 y 1 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 109-1011 

UFC/mL.  

Para el análisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las 

muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibiótico está funcionando y 

en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin influencia del antibiótico. Para 

ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos aquellas regiones que 

visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 36. 

 

 

Figura 36. Regiones de los espectros seleccionadas para el análisis de PCA. 
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Para la realización del PCA se utiliza un tamaño de intervalo de 0,01 ppm y aplicando 

una normalización (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribución de 

componentes principales con una CP1 con un peso relativo de 61,3% y un CP2 con un 

peso relativo de 21,5%.  

Por último, en la figura 37 se muestra la gráfica de componentes principales que explica 

el 82,8% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlación positiva con 

todas las muestras con alta concentración de antibiótico, incluida la mínima de las mismas 

que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlación negativa para las 

muestras con una concentración de antibiótico por debajo de la CMI. Esto permite de una 

forma fácil y visual analizar la acción del antibiótico en las diferentes concentraciones y 

separar claramente en dos grupos aquellas muestras que están por debajo de la CMI y 

aquellas que están en una concentración igual o superior a la CMI. 

            

Figura 37. Análisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los 
espectros de 1H RMN. 
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1.2.4 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa W30 frente a gentamicina  

En las figuras 38 y 39 se muestran los espectros de 1H RMN obtenidos del estudio de P. 

aeruginosa W30 frente a diferentes concentraciones de gentamicina.  

 

 

Figura 38. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con 
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los 
cambios en la concentración de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad bacteriana 
(redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en azul). 
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Figura 39. Espectros de 1H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con 
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los 
cambios en la concentración de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad bacteriana 
(redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en azul). 

De acuerdo a las figuras anteriores (38 y 39), al comparar los espectros de las muestras 

con baja concentración en antibiótico, es decir con actividad bacteriana, con los que 

tienen una alta concentración de antibiótico, y por lo tanto nula actividad bacteriana se 

observa alguna diferencia apreciable en la región de 3,32 a 2,84 ppm y 4,05 a 3,35 ppm. 

En el espectro obtenido del análisis de la muestra con concentración de gentamicina de 8 

µg/mL se observa la presencia de unos metabolitos característicos (no identificados) y 

que, por lo tanto, aparecen cuando hay actividad bacteriana, mientras que en el de la 

muestra con una concentración de 64 µg/mL se detecta la presencia de otros metabolitos, 

distintos a los anteriores, y que tampoco se han logrado identificar, y que aparecen 

cuando no hay actividad bacteriana. Al igual que en el caso anterior, al no poder 

identificar los metabolitos que sufren cambios se realizará posteriormente un análisis de 

PCA en regiones concretas de los espectros. 

El análisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 32 µg/mL de 

gentamicina muestran la presencia de unos determinados metabolitos (no identificados) 

pero que son característicos sólo de dichas muestras. Sin embargo, cuando las 
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concentraciones de gentamicina fueron mayores o igual a 32 µg/mL, se detectó la 

presencia de otros metabolitos diferentes a los anteriores y que sólo aparecen en estas 

muestras. 

Mediante la observación directa de la turbidez en los tubos de macrodilución se observó 

que la concentración más baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue 32 

µg/mL (cepa de P. aeruginosa con resistencia a gentamicina > 8 µg/mL (Estepa et al., 

2017)). Del mismo modo que en los casos anteriores, estos datos también sugieren que los 

resultados obtenidos mediante espectroscopia de 1H RMN concuerdan con los obtenidos 

de visualización directa mediante macrodilución.  

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostró crecimiento bacteriano en las 

placas con gentamicina con concentraciones iguales y superiores a 32 µg/mL. Las 

muestras restantes (16 y 8 µg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 

109-1010 UFC/mL.  

Nuevamente acudimos al análisis multivariante para confirmar los resultados anteriores. 

Para ello, una vez efectuado el apilamiento de los espectros eliminamos aquellas regiones 

que visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 40. 
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Figura 40. Regiones de los espectros seleccionadas para el análisis de PCA. 

Para la realización del PCA se utiliza en esta ocasión un tamaño de intervalo de 0,05 ppm 

y aplicando una normalización (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribución 

de componentes principales con una CP1 con un peso relativo de 88,6% y un CP2 con un 

peso relativo de 10,6%.  

Por último, en la figura 41 se muestra la gráfica de componentes principales que explica 

el 99,2% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlación positiva con 

todas las muestras con alta concentración de antibiótico, incluida la mínima de las mismas 

que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlación negativa para las 

muestras con una concentración de antibiótico por debajo de la CMI. Esto permite 

nuevamente de una forma fácil y visual analizar la acción del antibiótico en las diferentes 

concentraciones y separar claramente en dos grupos aquellas muestras que están por 

debajo de la CMI y aquellas que están en una concentración igual o superior a la CMI. 
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Figura 41. Análisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los 
espectros de 1H RMN. 

2. Estudios de cinética por RMN en E. coli ATCC 25922 

Los experimentos llevados a cabo incubando directamente las muestras con E. coli ATCC 

25922, en ausencia de antimicrobiano, en el tubo de RMN permitieron observar que la 

señal de etanol aparece a las 3 horas y 40 minutos mientras que la señal de trenonina 

desaparece a las 5 horas y 20 minutos (figura 42). Con estos datos se puede establecer que 

la actividad bacteriana ocurre dentro del tubo de RMN y que el proceso metabólico 

comienza alrededor de las 3 horas y finaliza en torno a las 6 horas.  
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Figura 42. Espectros apilados de 1H RMN obtenidos de la incubación de E. coli ATCC 25922. 
En el espectro se pueden apreciar los cambios metabólicos ocurridos en el proceso: el metabolito 
treonina es consumido cuando las bacterias están activas mientras que el etanol es un metabolito 
producido por las bacterias.  

Posteriormente se realizaron los mismos experimentos, directamente en tubos de RMN 

pero en presencia de diferentes concentraciones de gentamicina. Así, el análisis de las 

muestras de E. coli ATCC 25922 con dos concentraciones de gentamicina inferiores a la 

CMI (CMI: 0,25-1 µg/mL (CLSI, 2016)), una concentración de 0,06 µg/mL y otra de 

0,125 µg/mL, se muestran en las figuras 43 y 44, respectivamente. En la muestra con una 

concentración de gentamicina de 0,006 µg/mL la señal de etanol aparece a las 4 horas y 

40 minutos, más tarde que en la muestra sin antimicrobiano, y la misma señal aparece aún 

más tarde, a las 8 horas y 40 minutos, en la muestra con concentración de gentamicina de 

0,125 µg/mL. De acuerdo al consumo de treonina la señal desaparece más lentamente a 

medida que aumenta la concentración de gentamicina. Así, como ya se ha citado 

anteriormente en los experimentos llevados a cabo incubando directamente las muestras 

con E. coli en el tubo de RMN sin antimicrobiano, la señal de treonina desaparece a las 5 

horas y 20 minutos (figura 42), sin embargo, esta señal desaparece a las 6 horas cuando la 

concentración de gentamicina en la muestra es de 0,06 µg/mL y a las 12 horas 20 minutos 

en la muestra con concentración de gentamicina de 0,125 µg/mL (figuras 43 y 44, 

respectivamente).  
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Figura 43. Espectros apilados de 1H RMN de la muestra de E. coli ATCC 25922 en presencia de 
gentamicina a una concentración de 0,06 µg/mL durante 20 horas. 

 

Figura 44. Espectros apilados de 1H RMN de la muestra de E. coli ATCC 25922 en presencia de 
gentamicina a una concentración de 0,125 µg/mL durante 20 horas. 
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3. Estudios metabólicos mediante RMN en Rickettsia spp.  

3.1 Experimentos con 1H RMN 

En la figura 45 se muestra el espectro unidimensional del medio de cultivo de las 

muestras infectadas con R. slovaca y el espectro control que sólo contiene medio de 

cultivo. Ambos espectros, tanto los cultivos celulares infectados con R. slovaca como los 

no infectados, muestran la presencia de etanol y ácido láctico. Además, la repetición de 

los experimentos mostró que la variación de intensidades de las señales no son 

representativas de la acción de R. slovaca.  

 

 

Figura 45. Espectro de una dimensión de 1H RMN en el que se muestra la presencia de ácido 
láctico y etanol tanto en las muestras infectadas por R. slovaca como en las no infectadas. A)  
Espectro del medio de cultivo celular infectado con R. slovaca. B) Espectro del medio celular no 
infectado (control).  

Al no encontrar diferencias significativas entre los espectros de 1H RMN del medio de 

cultivo solo y el medio infectado con R. slovaca se decidió abordar otra metodología 

consistente en añadir un compuesto con marcaje isotópico para poder seguirlo por RMN 

del correspondiente núcleo, 13C RMN o 15N RMN. 
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3.2 Experimentos con 13C RMN 

Se decidió comenzar por el isótopo 13 del carbono ya que es fácil de seguir mediante 13C 

RMN y además hay bastantes compuestos disponibles de forma comercial. La figura 46 

muestra el espectro de una dimensión de 13C RMN del medio de cultivo de la muestra 

infectadas con R. slovaca y el espectro del control que de la muestra que sólo contiene 

medio de cultivo, ambas muestras suplementadas con D-[1-13C]glucosa. No se observan 

diferencias en los perfiles metabólicos de ambos espectros, tanto si la muestra está 

infectada con R. slovaca, como si no lo está, cuando se analizan mediante 13C RMN. 

Además, la glucosa se transforma en etanol en ambas muestras. 

 

 

Figura 46. Espectro de una dimensión de 13C RMN de las muestras suplementadas con D-[1-
13C]glucosa. A) Medio de cultivo de células infectadas con R. slovaca en presencia de D-[1-
13C]glucosa. B) Espectro del medio de las células no infectadas suplementadas con D-[1-
13C]glucosa. 

Dado que la D-[1-13C]glucosa no permitió observar diferencias entre las muestras 

infectadas por R. slovaca y las no infectadas, se probó a adicionar a las muestras  otros 

sustratos con objeto de observar si su metabolismo era capaz de diferenciar la acción del 

cultivo celular de la acción de las rickettsias. Para ello se utilizaron diferentes 

aminoácidos marcados.  

Se comenzó con la adición de glicina marcada en el carbono 2 ([2-13C]glicina). La figura 

47 muestra el espectro de una dimensión de 13C RMN del medio de cultivo de R. slovaca 
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y el espectro del que sólo contiene medio, ambos suplementados con [2-13C]glicina. 

Además se muestran los espectros obtenidos de esas mismas muestras pero sin adición de 

glicina. En este caso, los espectros muestran diferencias entre ellos. Como se puede 

observar en la figura 47, la glicina se transforma parcialmente a serina sólo en los cultivos 

en los cuales se ha adicionado. Además, la cantidad de serina formada es 

significativamente mayor en los cultivos infectados con R. slovaca. La identificación de 

serina se realizó mediante la adición de la misma y el desplazamiento de las señales 

obtenidas.  

 

 

Figura 47. Espectros de una dimensión de 13C RMN de las muestras con medio del cultivo celular 
infectado con R. slovaca y sin infectar en presencia y ausencia de [2-13C]glicina y serina. A) 
Espectro del medio del cultivo celular suplementado con [2-13C]glicina. B) Espectro obtenido de 
la muestra que sólo contenía medio del cultivo celular. C) Espectro del medio del cultivo celular 
infectado con R. slovaca en presencia de [2-13C]glicina y serina. D) Espectro del medio del 
cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de [2-13C]glicina. E) Espectro del medio del 
cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de serina pero sin [2-13C]glicina. F) 
Espectro del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca sin [2-13C]glicina. 

Otro aminoácido que se probó como sustrato fue L-[2-13C]leucina. En el análisis de los 

perfiles metabólicos obtenidos de los espectros de las muestras infectadas con R. slovaca 

y sin infectar suplementadas con L-[2-13C]leucina no se observan diferencias (figura 48). 
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Si bien es cierto que, no se observan diferencias en la presencia de nuevos metabolitos 

sino sólo en las intensidades de algunas señales, este hecho es difícilmente asignable a la 

infección por R. slovaca.  

 

Figura 48. Espectros de una dimensión de 13C RMN de las muestras en presencia de L-[2-
13C]leucina. A) Espectro del medio de cultivo celular no infectado suplementado con L-[2-
13C]leucina. B) Espectro de medio del cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[2-13C]leucina. 

Otro de los aminoácidos empleados para llevar a cabo este tipo de experimentos fue L-[1-

13C]isoleucina. En la figura 49 se muestran los espectros de los medios de cultivo de las 

muestras infectadas y sin infectar por R. slovaca suplementadas con L-[1-13C]isoleucina. 

El análisis de los perfiles metabólicos de dichos espectros permite observar que, sólo en 

la muestra infectada con la bacteria se produce una transformación parcial del aminoácido 

a otros metabolitos.  
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Figura 49. Espectros de una dimensión de 13C RMN de las muestras de los cultivos infectados y 
no infectados con R. slovaca en presencia de L-[1-13C]isoleucina y de la muestras control sin el 
aminoácido. A) Espectro del medio de cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[1-13C]isoleucina. B) Espectro del medio de cultivo celular suplementado con L-[1-
13C]isoleucina. C) Espectro del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca sin adición de 
aminoácido.  

3.3 Experimentos con 15N RMN 

Otro de los aminoácidos empleados fue L-[15N]tirosina. En la figura 50 se muestran los 

espectros de muestras infectadas con R. slovaca y sin infectar suplementadas L-

[15N]tirosina. En análisis de sus perfiles metabólicos no permitió observar diferencias 

entre ellos.  
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Figura 50. Espectros de una dimensión de 15N RMN de las muestras suplementadas con L-
[15N]tirosina. A) Espectro del medio de cultivo celular suplementado con L-[15N]tirosina. B) 
Espectro de la muestra del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[15N]tirosina. 
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En esta memoria se presentan resultados originales del estudio de la susceptibilidad de 

bacterias a antimicrobianos mediante la técnica de RMN. Además, se muestran resultados 

preliminares de la utilización de la RMN en el estudio del metabolismo de Rickettsia spp.  

Desde hace años la espectroscopia de RMN ha sido utilizada para explorar vías 

metabólicas (Brown et al., 1977; Chalk et al., 1994; Ramos et al., 1994; Gadian, 1995; 

Viant et al., 2003; Lenz et al., 2003; Lenz et al., 2004; Subramanium et al., A, 2005; 

Ranjan et al., 2006; Avenoza et al., 2006; Gupta et al., 2011; Gupta et al., 2012b; García-

Álvarez et al., 2013; Calvani et al., 2014; Rae, 2014; Larive et al., 2015; García-Álvarez 

et al., 2016; Markley et al., 2017) y también para el estudio de susceptibilidad a 

antifúngicos y para la identificación de microorganismos sin gran repercusión en la 

literatura científica (Gupta et al., 2005; Coen et al., 2006; Gupta et al., 2006; Plummer et 

al., 2007; Gupta et al., 2009; Gupta et al., 2012b). Sin embargo, hasta el momento, esta 

técnica no ha sido utilizada para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos en bacterias. 

El desarrollo y adaptación de esta técnica para este fin ha requerido de su puesta a punto 

para que los resultados obtenidos pudieran ser validados mediante la comparación con las 

técnicas habituales. Así, los estudios preliminares que se presentan en esta Tesis avalan la 

posibilidad de convertir la espectroscopia de RMN en una nueva alternativa para el 

estudio de la susceptibilidad a antimicrobianos.  

Este proyecto de investigación nació de la hipótesis de que conocer las rutas metabólicas 

mediante RMN de los microorganismos de difícil cultivo, como Rickettsia spp., permitiría 

conocer la susceptibilidad de las mismas a antimicrobianos y/o el desarrollo de nuevas 

dianas terapéuticas. No obstante, parecía pertinente primero validar la técnica en bacterias 

bien conocidas mediante técnicas convencionales. Así, para la puesta a punto, se eligieron 

cepas de referencia de bacterias comunes, ampliamente estudiadas, como E. coli y P. 

aeruginosa. Los primeros pasos se dieron en un trabajo realizado previo al desarrollo de 

esta Tesis mediante el cual se estudió el metabolismo de E. coli en diferentes medios de 

cultivo (García-Álvarez, 2010). Estos estudios permitieron ver diferentes metabolitos en 

función de los medios de cultivo utilizados pero, dado que el medio de cultivo utilizado 

por los métodos estandarizados era MH (CLSI, 2016), se decidió que los estudios que se 

incluyen en esta Tesis se realizaran con dicho medio. Para poder determinar mediante 

RMN la sensibilidad a los antimicrobianos de las bacterias habituales estudiadas, ha sido 

necesario determinar los metabolitos producidos por las bacterias así como los 

consumidos por las mismas mediante la comparación de espectros de diferentes muestras. 
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Los metabolitos son los reactivos (sustratos y productos) de las reacciones bioquímicas 

que ocupan todos los aspectos de la vida como el desarrollo, el crecimiento, la 

reproducción y la bioenergética (Gupta et al., 2012b). Para ello, en primer lugar, ha sido 

necesario el estudio de los dos controles preparados en todos los experimentos (ambos sin 

antimicrobiano): uno compuesto únicamente por el medio de cultivo y otro con el medio 

de cultivo en presencia de la bacteria a estudio. La comparación entre ambos permite 

determinar cuáles son los metabolitos producidos por las bacterias y que, por lo tanto, no 

están presentes en las muestras que no contienen microorganismos, con los metabolitos 

consumidos por las bacterias presentes en el medio de cultivo en ausencia bacteria y que, 

por lo tanto, no están presentes en las muestras que contienen el microorganismo. Una 

vez conocidos los espectros de ambos controles se puede llevar a cabo los estudios de 

sensibilidad a antimicrobianos de una manera sencilla. Así, las muestras con la bacteria 

objeto de estudio incubadas en presencia de diferentes concentraciones de antimicrobiano 

permite distinguir si hay actividad bacteriana o no, es decir, consumo o producción de 

metabolitos por parte de las bacterias. Aquellas muestras con concentraciones de 

antimicrobiano cuyos espectros sean iguales al espectro del control sin bacteria, serán 

clasificadas como concentraciones inhibitorias del fármaco ya que no habrán permitido el 

crecimiento (metabolismo) bacteriano, ni producir metabolitos nuevos, ni consumir los 

del medio. De este modo, el espectro de la concentración más baja de fármaco que inhiba 

el crecimiento de la bacteria ha sido determinado como la CMI. Sin embargo, todas las 

muestras con concentraciones de antimicrobiano cuyos espectros fueron iguales al 

espectro del control con bacteria, se han clasificado como concentraciones subinhibitorias 

del fármaco por haber permitido el crecimiento bacteriano, y por lo tanto, la producción 

de metabolitos nuevos y el consumo de los del medio. Para evitar la variabilidad inter-

experimento se decidió que todos los análisis se realizaran por triplicado.   

Así, de acuerdo a lo ya comentado, los análisis realizados con las bacterias habituales 

cuyas CMI son conocidas por pruebas de sensibilidad estandarizadas, han permitido 

validar el uso de la espectroscopia de RMN en estudios de susceptibilidad a 

antimicrobianos. 

E. coli es una bacteria aeróbica facultativa capaz de fermentar azúcares mediante un tipo 

de fermentación ácido mixta en una mezcla de compuestos diferentes entre los que se 

encuentran los ácidos acético y succínico, entre otros, y el etanol (Schlegel HG, 1995; 

Arita M, 2004; Todar K; 2006; Castano-Cerezo et al., 2009). Las diferencias en las 
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intensidades de los picos correspondientes a dichos metabolitos que se observan en los 

espectros obtenidos, han permitido determinar la CMI de gentamicina, ciprofloxacino y 

levofloxacino en dos cepas de E. coli (ATCC 25922 y C1550) usando la técnica de RMN. 

De este modo, el consumo del aminoácido treonina, presente en el medio de cultivo, se 

interrumpe cuando se alcanza la CMI. Es bien conocido que el aminoácido treonina está 

involucrado no sólo en el metabolismo de E. coli sino también en su regulación, siendo 

uno de los aminoácidos que la bacteria cataboliza rápidamente (Chan y Newman, 1981; 

Sawers, 1998). Por lo tanto, se supone que el ácido succínico, el ácido acético y el etanol 

son metabolitos producidos por E. coli mientras que la treonina es un metabolito 

consumido por dicha bacteria. Estos datos indican así que la actividad microbiana cesa 

para E. coli ATCC 25922 cuando la concentración de gentamicina es de 0,5 µg/mL y la 

de ciprofloxacino de 0,004 µg/mL, y cuando la concentración de ciprofloxacino y 

levofloxacino es de 512 y 64 µg/mL, respectivamente, para la cepa C1550.  

Una ventaja del uso de la RMN frente al método convencional, es qué, a pesar de que el 

tiempo utilizado para llevar a cabo los experimentos de RMN fue el mismo, el uso de la 

RMN permite observar el metabolismo bacteriano, asegurando la no viabilidad de las 

bacterias cuando se alcanza la CMI. Además, el uso de la RMN ofrece la posibilidad de 

determinar el recuento bacteriano de forma más rápida que con el método de referencia 

mediante la integración de las señales. Cabe destacar que, aunque al realizar el recuento 

de bacterias viables en las placas en las que se sembraron de las muestras con 

concentración de antimicrobiano equivalente a la CMI se observa crecimiento bacteriano 

(E. coli ATCC 25922 con gentamicina 0,5 µg/mL: 106 UFC/mL, y con ciprofloxacino 

0,004 µg/mL: 102 UFC/mL. E. coli C1550 con ciprofloxacino 512 µg/mL: 105 UFC/mL, 

y con levofloxacino 0,004 µg/mL: 103 UFC/mL) la 1H RMN no detecta metabolismo 

bacteriano en esos rangos. Estos resultados sugieren que 106 UFC/mL para E. coli ATCC 

25922 con gentamicina y 102 UFC/mL con ciprofloxacino, y 105 y 103 UFC/mL para E. 

coli C1550 con ciprofloxacino y levofloxacino, respectivamente, podrían estar en el 

límite de detección del espectrómetro de RMN usado en nuestros experimentos o ser este 

el límite en el cual la concentración bacteriana activa el metabolismo (García-Álvarez et 

al., 2015a).  

Existe una compleja relación entre las concentraciones de antimicrobiano y las tasas de 

crecimiento y muerte bacterianas. Esta relación funcional, denominada farmacodinámica, 

es un parámetro importante en el diseño racional de los protocolos para un tratamiento 
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antibiótico eficaz (Regoes et al., 2004). El comportamiento bacteriano frente a distintas 

concentraciones de antibiótico, por lo general, suele examinarse mediante el uso de  

curvas de muerte o de crecimiento. Las curvas de muerte o crecimiento pueden usarse 

para estudiar los efectos anti-infecciosos mediante modelos in vitro, con la ventaja de 

proporcionar una información más detallada sobre el curso en el tiempo del efecto 

antibacteriano (Chalkley y Koornhof, 1985; Mueller et al., 2004). Por su parte, como 

hemos demostrado con los experimentos realizados, la RMN es una técnica excelente 

para estudiar el curso de la evolución de un proceso biológico mediante el seguimiento 

del metabolismo bacteriano, y de cómo este metabolismo puede ser afectado por 

diferentes concentraciones de antimicrobiano. Además, estos estudios pueden realizarse 

en poco tiempo, tal y como se ha demostrado, con la realización de experimentos 

directamente en tubos de RMN (García-Álvarez et al., 2015a).  

Los experimentos con E. coli ATCC 25922 realizados, desde el inicio, en el tubo de RMN 

permiten observar la evolución del metabolismo de la bacteria y permiten evaluar el 

comportamiento cinético de E. coli en presencia de gentamicina. Dicho metabolismo es 

capaz de detectarse en menos de 6 horas (la señal de etanol aparece a las 3 horas y 40 

minutos mientras que la señal de trenonina desaparece a las 5 horas y 20 minutos). Esos 

resultados dieron lugar a la posibilidad de evaluar la efectividad del antimicrobiano 

gentamicina directamente en dicho tubo. A pesar de que la adición de antimicrobiano a 

las muestras ralentiza el metabolismo bacteriano permite detectar la CMI en un periodo 

de unas 12 horas. Además, como se puede ver con los espectros mostrados en el apartado 

de resultados, es muy fácil seguir el crecimiento bacteriano usando la RMN. Teniendo en 

cuenta que los estudios que utilizan cinética de muerte o crecimiento son costosos en 

términos económicos y de tiempo, y que no se realizan habitualmente en laboratorios de 

rutina, este enfoque novedoso mediante el uso de la RMN podría convertir a esta técnica 

en una herramienta poderosa para el estudio de agentes antimicrobianos (García-Álvarez 

et al., 2015a).  

P. aeruginosa es una bacteria gram negativa, aerobia obligada que presenta metabolismo 

respiratorio, nunca fermentativo, capaz de producir aeróbicamente pequeñas cantidades 

de ácido procedentes de la glucosa. Esta bacteria es capaz de utilizar una gran variedad de 

compuestos orgánicos entre los que se encuentran diferentes azúcares, ácidos grasos, 

ácidos dicarboxílicos y tricarboxílicos, alcoholes, polialcoholes, glicoles, compuestos 

aromáticos, aminoácidos y aminas, además de otros. P. aeruginosa también es capaz de 
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metabolizar la glucosa por la ruta de Entner-Doudoroff, una vía metabólica alternativa 

que cataboliza glucosa a piruvato usando unos enzimas diferentes a la ruta de las pentosas 

fosfato y a la glucólisis, en la que son clave las enzimas 6-fosfogluconato deshidrasa y la 

cetodesoxiglucosa-fosfato aldolasa (Madigan et al., 2016). Parte del piruvato también 

puede convertirse en ácido acético mediante la enzima acetato kinasa (Auriol et al., 1971) 

o incluso mediante la  actividad de aldehído deshidrogenasa ligada a NAD+ (Nosova et 

al., 1996). Con los experimentos realizados a lo largo de esta Tesis no hemos sido 

capaces de identificar los metabolitos observados en los espectros. No obstante, se 

observa la presencia de ciertos metabolitos cuando no hay actividad por parte de P. 

aeruginosa y de otros metabolitos distintos cuando si hay actividad bacteriana. En este 

sentido cabe destacar dos aspectos relativos a los metabolitos presentes en los espectros 

de muestras con y sin actividad de P. aeruginosa. Por un lado, estos metabolitos son 

diferentes a los que se observan en el caso de E. coli. No aparecen ni el ácido succínico, 

ni el ácido acético, ni el etanol, y tampoco desaparece la treonina. Esto implica un 

metabolismo diferente de este tipo de bacterias, al menos, en este medio de cultivo 

concreto. Por otro lado, no ha sido posible identificar los metabolitos que sufren cambios 

por la presencia de P. aeruginosa. Esto se debe a que la caracterización de los mismos por 

RMN, en una mezcla compleja, no está exenta de dificultad y como ocurre en este caso, 

estos metabolitos no están en una concentración elevada, lo que dificulta su resolución. 

Este hecho también dificulta la posibilidad de que experimentos bidimensionales puedan 

ser adecuados. Además, no tienen un desplazamiento que pueda ser asignado a 

compuestos conocidos.  

En un contexto amplio los análisis metabolómicos por RMN se pueden dividir en un 

análisis dirigido y en un análisis no dirigido. Básicamente en el análisis dirigido se 

conocen los metabolitos que se quieren estudiar y se puede realizar un análisis específico 

de los mismos. Sin embargo, otras veces no se conocen ni se pueden determinar las 

moléculas que están siendo afectadas por el metabolismo, como es el caso de los 

experimentos realizados en este trabajo con P. aeruginosa. Ante esta situación, el análisis 

y el estudio se fundamentan en comparar patrones de espectros. Como ayuda a este tipo 

de análisis se pueden utilizar herramientas estadísticas que permitan resolver problemas 

como la diferenciación de espectros. En este caso se ha utilizado la herramienta 

estadística PCA implementada en el propio programa de tratamiento de espectros 

MestReNova (Mestrelab Research). Cabe indicar que estos análisis de PCA pueden 
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suponer una importante automatización del análisis de susceptibilidad antimicrobiana 

mediante el empleo de la 1H RMN. Los experimentos realizados con P. aeruginosa 

muestran la potencialidad de esta combinación de técnicas, pero son estudios iniciales que 

tendrán que ser corroborados con más tipos de bacterias y antibióticos, y con más número 

de experimentos en cada caso para poder tener datos verdaderamente significativos y 

robustos.  

Como se ha comentado anteriormente, aunque en los experimentos realizados con P. 

aeruginosa los metabolitos no han podido ser identificados, al igual que en el caso de E. 

coli, las diferencias en los mismos que se observan en los espectros, han permitido 

determinar la CMI de la bacteria a gentamicina y ciprofloxacino usando la espectroscopia 

de RMN. Al igual que como ocurría para E. coli, la 1H RMN no detecta metabolismo 

bacteriano en P. aeruginosa ATCC 27853 frente a ciprofloxacino cuando el recuento 

bacteriano es de 104 UFC/mL, lo que sugiere que 104 UFC/mL podría estar en el límite de 

detección del espectrómetro de RMN usado en nuestros experimentos o ser este el límite 

en el cual la concentración bacteriana activa el metabolismo. 

Una vez aclarados los anteriores puntos, se puede concluir firmemente que la 

espectroscopia de RMN es capaz de detectar la CMI correctamente. Por ello, la técnica de 

RMN puede convertirse en una herramienta muy útil para el estudio de microorganismos 

que no crecen en los medios de cultivo habituales, para bacterias cuyo metabolismo no es 

bien conocido, y para aquellos agentes bacterianos para los que no se disponga de test de 

sensibilidad frente a antimicrobianos estandarizados. Además, el apoyo de herramientas 

estadísticas puede automatizar y facilitar la obtención de resultados. 

Volviendo a la idea primitiva de la utilización de la RMN para el estudio de bacterias de 

difícil cultivo, se realizaron los experimentos para el estudio del metabolismo de una 

Rickettsia spp., en este caso R. slovoca. Estas bacterias son intracelulares y, por lo tanto, 

no crecen en los medios de cultivo habituales sino que requieren de cultivos celulares, 

hecho que supone una gran limitación para el estudio de su metabolismo al tener las 

células en las que crece su propio metabolismo. Debido a que no se observaron 

diferencias en el metabolismo de las muestras infectadas con R. slovaca y en el de las no 

infectadas mediante 1H RMN, se decidió trabajar con marcaje isotópico en determinados 

compuestos y para seguir su evolución mediante 13C RMN o 15N RMN. Así, en los 

experimentos realizados en R. slovaca con D-[1-13C] glucosa no se detectan metabolitos 
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derivados de la misma, lo que sugiere que D-[1-13C] glucosa no es un buen predictor 

para seguir el metabolismo de estas bacterias. Sin embargo, este compuesto está 

implicado en el metabolismo celular independiente de la infección por R. slovaca. Estos 

resultados podrían confirmar que la glucosa no es sustrato metabólico de las rickettsias 

(Bovarnick y Snyder, 1949; Weiss, 1973). Se cree que estas bacterias no catabolizan la 

glucosa, por la falta de la permeasas adecuadas, de algunas enzimas glucolíticas o por la 

totalidad del sistema glucolítico (Weiss, 1973). De acuerdo a los experimentos realizados 

tras la adición de glicina ([2-13C]glicina), se observa un pico de serina que aparece 

solamente en las muestras suplementadas con dicho aminoácido. Este hecho sugiere que 

R. slovaca y/o las células Vero tienen capacidad para transformar glicina en serina. No 

obstante, se debe destacar que la cantidad de serina formada fue mayor cuando las células 

estaban infectadas. Este hallazgo podría deberse a la presencia de una enzima implicada 

en la transformación. Según Austin y cols., la actividad de la serina 

hidroximetiltransferasa (SHMT) bacteriana podría proporcionar un mecanismo para 

interconvertir glicina y serina (Austin et al., 1987). Esta interconversión de glicina y 

serina catalizada por la SHMT rickettsial favorece la disponibilidad de ambos 

aminoácidos para el crecimiento de la bacteria (Austin et al., 1987). Por lo tanto, la 

glicina sí podría servir como biomarcador para determinar el metabolismo de esta bacteria 

aunque no sería específico, ya que esta vía es utilizada por muchas otras bacterias 

(García-Álvarez et al., 2015b). También se realizaron experimentos con otros 

aminoácidos marcados como la leucina y la tirosina (L-[2-13C]leucina y L-

[15N]tirosina). Con estos experimentos se observó que ninguno de ellos era metabolizado 

por R. slovaca. Ésto se podría explicar porque las rickettsias no contienen transaminasas 

para el metabolismo de leucina o tirosina (Hopps et al., 1956). Sin embargo, cuando se 

analizaron las muestras que contenían el aminoácido isoleucina (L-[1-13C]isoleucina), 

sólo las muestras infectadas con R. slovaca mostraron una transformación del aminoácido 

a un metabolito que no se ha podido identificar. En el espectro de muestras infectadas 

aparecen dos señales nuevas que, aunque son pequeñas, son significativas. La isoleucina, 

marcada en el carbonilo, probablemente se metaboliza para dar derivados con estructura 

cetoacídica por desaminación oxidativa. Sin embargo, la adición externa de este cetoácido 

no confirma su presencia. Por esta razón, se requieren más estudios para identificar 

correctamente este compuesto y evaluar el papel real del aminoácido isoleucina en el 

metabolismo de Rickettsia spp.. De hecho, los procesos de descarboxilación podrían dar 

lugar a la incorporación del carbono marcado en otros procesos metabólicos que hay que 
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estudiar. En este caso el marcaje isotópico en el aminoácido tiene lugar en el carbono 

carboxílico, por lo que la correspondiente descarboxilación y generación de dióxido de 

carbono (CO2) marcado puede introducir éste CO2 en otros procesos metabólicos 

exclusivos de R. slovaca. (García-Álvarez et al., 2015b).  

Para encontrar un buen predictor del metabolismo de Rickettsia spp. es crucial entender 

su bioquímica endógena, sus necesidades de crecimiento y llevar a cabo estudios de 

susceptibilidad antimicrobiana. Por ello, aunque se han demostrado las posibilidades que 

ofrece la técnica de RMN, tenemos que controlar en futuros estudios las debilidades de la 

metodología. Una debilidad es el desconocimiento del metabolismo de la mayoría de los 

aminoácidos en las Rickettsia spp.. Por otro lado, el empleo de aparatos de RMN de 

mayor campo aumentarían la sensibilidad. Es posible que nuevos estudios con otros 

compuestos marcados con 13C puedan servir también como indicadores de la predicción 

del metabolismo de R. slovaca.  

El análisis mediante RMN de susceptibilidad a antimicrobianos en Ricketssia spp. está 

suponiendo un gran trabajo y todavía no hemos podido determinar marcadores 

específicos para esta bacteria. En estudios previos a la realización de esta Tesis se 

llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad con doxiciclina y amoxicilina en especies de 

Rickettsia mediante 1H RMN (García-Álvarez, 2010). A pesar de que se identificaron 

señales de ácido láctico, ácido succínico y etanol, no se ve un patrón claro en todas las 

muestras que indique diferencias en el crecimiento bacteriano como en el caso de E. coli 

o de P. aeruginosa. Por ello, la incorporación de compuestos metabolizados por las 

rickettsias, como es el caso de isoleucina, abre una puerta en este terreno. Los metabolitos 

que producen pueden servir, en un futuro, como marcadores para estudios de su 

susceptibilidad a antimicrobianos. En la actualidad se sigue trabajando en su 

interpretación. 

Tras la realización de estos experimentos, y una vez validada la técnica de RMN para 

conocer la susceptibilidad a antimicrobianos, de al menos ciertas bacterias, quedan 

muchos interrogantes y experimentos que realizar antes de su incorporación a la rutina de 

los laboratorios de microbiología clínica. Dado que la aplicación de la RMN a cultivos 

bacterianos permite detectar cualitativa y cuantitativamente los metabolitos producidos 

por los microorganismos, queda la tarea de realizar una librería de datos que permita de 

forma rápida identificar las señales correspondientes al metabolismo bacteriano. A largo 
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plazo, la creación de estas librerías de datos podría permitir incluso identificar por RMN 

bacterias directamente a partir de muestras clínicas mediante los productos específicos del 

metabolismo de una manera relativamente fácil y rápida en comparación con los métodos 

convencionales. Además, la implementación de métodos estadísticos puede ayudar a la 

automatización del proceso y favorecer la interpretación de los resultados. 

A lo largo del tiempo han sido muchos los métodos que se han utilizado para 

identificación bacteriana. Entre ellos destacan la espectroscopia infrarroja por 

transformada de Fourier u otros basados en técnicas colorimétricas o fotométricas 

(Pezzlo, 1983; Pfaller y Koontz, 1985; Yu y Irudayaraj, 2005). Sin embargo, estas 

técnicas han mostrado una aceptación clínica limitada, de ahí la necesidad de desarrollar 

un método rápido, sencillo y sensible para la identificación de bacterias (Gupta et al., 

2012b). Utilizando la 1H RMN con un enfoque metabólico se ha logrado la identificación 

y cuantificación de aislados de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y P. mirabilis en 

muestras de orina de pacientes con infección del tracto urinario (ITU) de forma más 

rápida que utilizando los métodos de cultivo tradicionales. Para el diagnóstico clínico de 

las ITU por bacterias habituales se requiere de hasta casi 24 horas de incubación para 

obtener un recuento preciso de colonias, además de otras 12-24 horas necesarias para la 

identificación del microorganismo y las pertinentes pruebas de sensibilidad a 

antimicrobianos, con el consecuente retraso en la instauración del tratamiento 

antimicrobiano que ello conlleva (Casadevall, 1996;  Pappas, 1991; Gupta et al., 2005). 

Sin embargo, la identificación de microorganismos causantes de ITU mediante RMN ha 

logrado realizarse en hasta 6-7 horas una vez obtenida la colonia, previo aislamiento de 

los microorganismos presentes en muestra, y conocido el espectro metabólico de las 

principales bacterias causantes de ITU (Gupta et al., 2012; Gupta et al.,  2005). El uso de 

la RMN para la exploración de perfiles metabólicos en orina proporciona un enfoque 

alternativo para la detección e identificación de ITUs (Gupta et al., 2009; Gupta et al., 

2012b; Gupta A et al., 2012a; Gupta et al., 2005). Queda por explorar la aplicación 

directa de la RMN en muestras clínicas para la identificación de especies bacterianas.  

A pesar de que la RMN se ha aplicado de manera efectiva para estudios de sensibilidad en 

hongos (Coen et al., 2006; Plummer et al., 2007) hasta la fecha de finalización de esta 

Tesis no se ha publicado por otros autores ningún artículo referente a la aplicación de la 

RMN para estudios de susceptibilidad a antimicrobianos en bacterias. La aplicación de 

RMN para la determinación de la susceptibilidad a antimicrobianos constituye una 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coen%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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técnica rápida y reproducible. Actualmente, las técnicas disponibles para estudios de 

sensibilidad a antimicrobianos para bacterias que no crecen en medios de cultivo 

estándar, aún no son robustos. Además, y a pesar del hecho de que muchas de estas 

bacterias, como las rickettsias, no han adquirido todavía mecanismos de resistencia a los 

antimicrobianos utilizados en la práctica clínica, la adquisición de los mismos es 

inherente a casi todas las bacterias. El desarrollo de un método eficaz para garantizar el 

tratamiento adecuado a utilizar, ayudaría a combatir este futuro problema. En todo caso, 

queda patente, que la espectroscopia de RMN es una herramienta adecuada para ser 

considerada como una alternativa a los métodos que muestran dificultades tanto en la 

precisión como en la reproducibilidad. 

Los costes de la utilización de la espectroscopia de RMN para estudios de sensibilidad a 

fármacos antimicrobianos son relativamente altos en comparación con los métodos 

tradicionales, y pueden ser innecesarios para estudios en bacterias habituales. Sin 

embargo, esta inversión, que puede parecer alta inicialmente, reduciría los costes a largo 

plazo, ya que sólo se necesitará un experimento para evaluar la sensibilidad a los 

fármacos antimicrobianos de todas las bacterias presentes, ventaja importante para todos 

los laboratorios. Además, la posibilidad de automatización del sistema minimizaría el 

tiempo de operación. Los costes de la espectroscopia de RMN, incluyendo el hardware y 

software de instalación, son relativamente altos, pero a largo plazo también se ven 

disminuidos debido a la reducción de tiempo del operador, el precio de los reactivos, el 

bajo mantenimiento, y las pequeñas cantidades necesarias por muestra en comparación 

con los métodos convencionales o con métodos basados en biología molecular (Coen et 

al., 2006; Plummer et al., 2007). Además, el uso de muy pocos reactivos, baratos, permite 

utilizar esta técnica en los laboratorios clínicos, de manera similar a cómo se utiliza para 

el análisis de alimentos en centros de referencia. Por otro lado, la nueva tecnología de 

imanes de campo bajo que pueden estar en las poyatas de los laboratorios puede 

proporcionar una gran oportunidad para introducir la metodología de la RMN en la rutina 

diaria.  

En cierta manera, la espectroscopia de RMN puede compararse con la espectrometría de 

masas MALDI-TOF, ampliamente introducida en los últimos años en los laboratorios de 

microbiología. Ambas son técnicas con unos costes iniciales de equipamiento altos, pero 

que a largo plazo suponen un gran ahorro económico y de tiempo. La diferencia principal 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coen%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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entre ellas radica en que la espectroscopia de RMN no es una técnica destructiva lo que 

permite realizar mediciones dinámicas y de concentraciones y, además, la misma muestra 

puede ser utilizada tantas veces que sea necesaria. La preparación de muestras para su 

estudio por RMN requiere aún de menos procesamiento que el necesario para su uso 

mediante MALDI-TOF. Por otro lado, mientras la técnica de MALDI-TOF está validada 

para la identificación de microorganismos, su uso para el estudio de la sensibilidad de 

microorganismos a antimicrobianos es muy reciente y cuenta con numerosas limitaciones 

como se ha mencionado en la introducción de esta memoria. Otra de las ventajas de la 

RMN radica en que, dado que la muestra no es destruida durante su análisis, mediante 

RMN podrían analizarse directamente muestras humanas mostrando la actividad 

bacteriana en fluidos o tejidos humanos in vivo, hecho que podría ser extrapolado 

directamente a los resultados obtenidos con el comportamiento in vivo en el cuerpo 

humano. Además, espectrómetros de RMN de mayor campo podrían constituir una 

herramienta poderosa para el análisis de mezclas en las que la cantidad de bacterias es 

muy baja y para mezclas complejas tales como los fluidos humanos. 

En cuanto a las limitaciones de la RMN, se ha visto que en estudios realizados para 

identificación bacteriana, cuando el número de bacterias es muy bajo (<103 UFC/mL), 

determinados metabolitos pueden no detectarse y, por lo tanto, el uso de la espectroscopia 

de RMN puede mostrar falsos negativos (Gupta et al., 2005). Sin embargo, este problema 

puede solventarse y mejorar detectando hasta 10 UFC/mL mediante el uso de sistemas de 

RMN con campos magnéticos más altos (600-900 MHz) y con mayor tiempo de 

adquisición de datos (Gupta et al., 2012b). 

En conclusión, los resultados obtenidos de estos estudios mediante el uso 

de 1H RMN para el análisis de susceptibilidad a antimicrobianos indican que la 

RMN es un método objetivo y reproducible para mostrar el efecto de un fármaco sobre 

los microorganismos estudiados. La CMI determinada por el método de macrodilución 

(CLSI) se correspondería con el final del metabolismo bacteriano observado por RMN, 

que también predice dicha CMI. Queda demostrado que la técnica de RMN puede 

emerger como una herramienta excelente para estudiar el comportamiento bacteriano en 

presencia de diferentes concentraciones de antimicrobianos. Con estudios adicionales y la 

automatización de la técnica, la RMN puede proporcionar un método rápido y 

reproducible para estudiar sensibilidad de los antimicrobianos y para identificar bacterias. 
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Queda un largo camino hasta que esta técnica esté estandarizada. Se necesitan más 

estudios que incluyan la identificación de metabolitos, la producción de perfiles 

metabólicos y la correlación de datos para encontrar modelos predictivos que permitan 

validar y normalizar la técnica, y elaborar librerías metabólicas. Por el momento, el papel 

de la RMN queda reservada a centros de investigación aunque en un futuro pueda ser de 

gran utilidad en laboratorios de microbiología de referencia. 
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1. La espectroscopia de RMN permite observar el metabolismo y realizar estudios de 

susceptibilidad a antimicrobianos en diferentes cepas de E. coli y de P. aeruginosa. 

2. La 1H RMN permite determinar que E. coli produce como metabolitos ácido 

succínico, ácido acético y etanol mientras que consume treonina del medio. 

3. No se han podido identificar mediante 1H RMN los metabolitos resultantes del 

metabolismo de  P. aeruginosa, sin embargo en los espectros se observa que son 

diferentes los que se consumen, de los que se producen.  

4. La determinación de la CMI mediante 1H RMN en cepas de E. coli y de P. 

aeruginosa para distintos antimicrobianos coincide con la obtenida por las pruebas 

de sensibilidad estandarizadas. 

5. La espectroscopia de 1H RMN permite observar el metabolismo bacteriano, 

asegurando la no viabilidad de las bacterias cuando se alcanza la CMI. 

6. El límite de detección mediante 1H RMN para las cepas de E. coli estudiadas fue 

de 106 UFC/mL. 

7. El límite de detección mediante 1H RMN para las cepas de P. aeruginosa fue de 

104 UFC/mL.   

8. La herramienta estadística PCA ha facilitado el estudio del metabolismo de P. 

aeruginosa mediante comparación de patrones de espectros.  

9. Los experimentos llevados a cabo incubando directamente en tubos de RMN las 

muestras con E. coli ATCC 25922, en ausencia de antimicrobiano, permiten 

determinar que la actividad bacteriana ocurre dentro del tubo de RMN, y que el 

proceso metabólico comienza alrededor de las 3 horas y finaliza en torno a las 6 

horas.  

10. La 1H RMN permite evaluar la efectividad de gentamicina para E. coli ATCC 

25922 directamente en tubo de RMN mediante el comportamiento cinético de la 

bacteria en presencia diferentes concentraciones del antimicrobiano a estudio. 

11. La espectroscopia de RMN permite el estudio del metabolismo de R. slovaca. 

12. Aunque la 1H RMN no permite observar diferencias en el metabolismo de R. 

slovaca, la adición de compuestos con marcaje isotópico en el 13C permite su 

estudio mediante 13C RMN. 

13. La adición de diferentes aminoácidos permite conocer parcialmente las rutas 

metabólicas de R. slovaca.  
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14. Los metabolitos observados en los espectros obtenidos mediante la adición de [2-

13C]glicina y L-[1-13C]isoleucina permiten el estudio del metabolismo de R. 

slovaca mediante 13C RMN.  

15. La [2-13C]glicina se transforma parcialmente en serina en aquellas muestras a las 

que se añade, lo que sugiere que R. slovaca y/o las células Vero tienen capacidad 

para transformar glicina en serina.  

16. La L-[1-13C]isoleucina se transforma parcialmente en otros metabolitos sólo en las 

muestras infectadas con R. slovaca, pero se requieren de más estudios para 

identificar correctamente estos metabolitos y evaluar el papel real del aminoácido 

en el metabolismo de la bacteria. 

17. A pesar de haber encontrado ciertos compuestos que permiten el estudio del 

metabolismo de R. slovaca, no hemos encontrado los marcadores necesarios para 

conocer la susceptibilidad de esta bacteria a antimicrobianos.  
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Patente obtenida durante el desarrollo de esta Tesis: 
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Noticias publicadas en los medios de comunicación en relación a esta Tesis: 

http://www.larioja.com/v/20130906/rioja-region/cibir-patenta-sistema-para-20130906.html 
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http://www.elcorreo.com/alava/v/20130906/rioja/cibir-obtiene-patente-evalua-

20130906.html

http://www.elcorreo.com/alava/v/20130906/rioja/cibir-obtiene-patente-evalua-20130906.html
http://www.elcorreo.com/alava/v/20130906/rioja/cibir-obtiene-patente-evalua-20130906.html


                                                                                                                                                          Anexo II 
 

141 

 

http://www.diariomedico.com/2013/09/23/area-profesional/gestion/patente-estudio-
bacterias-rm 

http://www.diariomedico.com/2013/09/23/area-profesional/gestion/patente-estudio-bacterias-rm
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Relación de publicaciones en acceso libre que han surgido de esta Tesis: 
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