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RESUMEN  

 

Durante décadas se creyó que los pulmones eran órganos estériles a pesar de que 

esto siempre careció de fundamentos. Actualmente se sabe que no es así gracias al 

desarrollo de técnicas de biología molecular las cuales han permitido evidenciar una 

estrecha relación entre la microbiota en las áreas respiratorias inferiores y la 

homeostasis del hospedero. Sin embargo, estas técnicas están basadas en la 

secuenciación de ADN microbiano, lo que puede corresponder a microorganismos 

vivos, pero también muertos. Para llevar a cabo el cultivo de microorganismos a partir 

de tejidos de pulmón es necesario homogeneizar previamente el tejido para liberar 

los microorganismos adheridos, mientras se debe mantener la integridad de los 

microorganismos presentes y también limitar los riesgos de contaminación. Dentro 

de las técnicas de homogeneización de tejidos, se eligió evaluar la técnica por “bead-

beating” o ruptura con microesferas, que consiste en el contacto mecánico del tejido 

con microesferas provocando así la ruptura de la membrana celular y la separación 

de los microbios que la habitan. 

El objetivo general del presente Seminario de Título es la evaluación de una técnica 

de homogeneización del tejido de pulmón que permita a posteriori el cultivo de los 

microorganismos que componen la microbiota pulmonar. Para ello se evaluó el efecto 

de la técnica de homogeneización por “bead-beating” en cultivos líquidos de 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans para determinar cuáles 

parámetros afectan en menor medida su sobrevivencia. Luego se evaluaron los 

parámetros escogidos sobre una muestra de pulmón de ratones, el cual fue inoculado 

con un “pool” conformado por los mismos microorganismos. Por último, la técnica de 

homogeneización por “bead-beating” fue aplicada para la caracterización de la 

microbiota pulmonar de ratones usando métodos de cultivo.  
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Los parámetros más efectivos para la recuperación de los microorganismos 

analizados en cultivo líquido fueron la homogeneización por “bead-beating” durante 

1 minuto con microesferas de 2,3 mm de diámetro. Luego de aplicar la técnica sobre 

el tejido pulmonar, se logró recuperar el 70% del “pool” de microorganismos inoculado 

artificialmente en el modelo animal. Por último, tras aplicar la técnica de 

homogeneización desarrollada, se logró recuperar y cultivar las especies bacterianas 

dominantes de la microbiota pulmonar del modelo animal. 

Este trabajo contribuye en proveer una técnica efectiva para el cultivo de 

microorganismos que constituyen la mayor proporción de la microbiota pulmonar en 

ratones como así también podría utilizarse en otros estudios para comprender los 

mecanismos de interacción entre microorganismo-huésped de las bacterias más 

abundantes en el pulmón, las cuales son claves para poder desarrollar blancos 

terapéuticos contra enfermedades pulmonares. Sería necesario optimizar los 

métodos de cultivo desarrollado en este trabajo para una mejor caracterización de la 

microbiota pulmonar.  
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ABSTRACT 

For decades it was believed that the lungs were sterile organs despite the fact that 

this claim has always been unfounded. It is currently known that this is not true thanks 

to the development of molecular biology techniques which have revealed a close 

relationship between the microbiota in the lower respiratory areas and host 

homeostasis. However, these techniques are based on microbial DNA sequencing, 

which can correspond to living microorganisms, but also dead ones. To carry out the 

culture of microorganisms from lung tissues, it is necessary to previously homogenize 

the tissue in order to release the adhered microorganisms, while maintaining the 

integrity of the microorganisms present and also limiting the risks of contamination. 

Within the tissue homogenization techniques, it was chosen to evaluate the technique 

by "bead-beating" or rupture with microspheres, which consists on the mechanical 

contact of the tissue with beats, thus causing the rupture of the cell membrane and 

separation of the microbes that they inhabit it. 

The principal objective of this work is the evaluation of a lung tissue homogenization 

technique that allows a posteriori cultivation of the microorganisms that are part of the 

lung microbiota. First, the effect of the bead-beating homogenization technique was 

evaluated in liquid cultures of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida 

albicans to determine which parameters affect their survival to a lesser extent. The 

chosen parameters were then evaluated on a mouse lung sample, which was 

inoculated with a pool made up of the same microorganisms. Finally, the bead-beating 

homogenization technique was applied for the characterization of the lung microbiota 

of mice using culture methods. 

The most effective parameters for the recovery of the microorganisms analyzed in 

liquid culture were the homogenization by bead-beating for 1 minute with 2.3 mm 
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beats. After applying the technique on the lung tissue, it was possible to recover 70% 

of the pool of microorganisms artificially inoculated in the animal model. Finally, after 

applying the homogenization technique developed, it was possible to recover and 

cultivate the dominant bacterial species of the lung microbiota of the animal model. 

Finally, this work contributes to providing an effective technique for the cultivation of 

microorganisms that constitute the largest proportion of the lung microbiota in mice 

and could be used in studies to understand the mechanisms of interaction between 

microorganisms and hosts of the most abundant bacteria in the lung. which are key 

to developing therapeutic targets against lung diseases. However, it is necessary to 

optimize the culture methods for a better characterization of the lung microbiota. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Microbiota 

Han pasado más de 70 años desde que se usó el término “microbioma” por primera 

vez para poder referirse a la interacción entre una comunidad microbiana y donde 

habita (Mohr, 1952). En 2001, el biólogo molecular Joshua Lederberg utilizó este 

término para poder referirse a la importancia de los microorganismos que habitan el 

cuerpo humano, ya que estos eran usualmente ignorados como determinantes de la 

salud y la enfermedad (Lederberg J, Mccray A, 2001). 

El interés por esta interacción ha incrementado en los últimos años gracias a los 

numerosos estudios que han demostrado su importancia en la vida humana. Esto ha 

sido posible gracias al desarrollo de nuevas tecnologías de biología molecular como 

la metatranscriptómica, metagenómica, metabolómica y herramientas 

bioinformáticas. Estos avances han ayudado a comprender la contribución de los 

diferentes microbiomas en los seres humanos y su importancia en la salud y las 

enfermedades humanas (Aguiar-Pulido y col., 2016) incluidas las respuestas a 

medicamentos (Mikov, 1994) y la susceptibilidad a distintos tipos de enfermedades 

ya sea del tipo infecciosas (Taha y col., 1998) como crónicas (Tang y col., 2013).  

Es importante la distinción entre microbioma y otro término que a menudo es utilizado 

como su sinónimo: la microbiota. El primero hace referencia a “el conjunto formado 

por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos en un nicho ecológico dado”. 

Por otra parte, microbiota hace referencia “a la comunidad de microorganismos vivos 

residentes en un nicho ecológico determinado, como el pulmón humano” (Domingo 

& Sánchez, 2017). Dado que este trabajo se centra sobre la identificación de los 

distintos tipos de microorganismos que habitan el pulmón, se usará el término 

microbiota. 
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1.2 Importancia del estudio de la microbiota  

Los primeros estudios sobre este tema datan del siglo XVII cuando Antonie Van 

Leewenhoek observó por primera vez bacterias en muestras fecales. Una de sus 

observaciones fue que la aparición de estos microorganismos en el mismo lugar 

(tracto gastrointestinal) podrían asociarse con el estado de salud y enfermedad de la 

persona (Dobell, 1920). Actualmente el interés por entender esta relación se 

mantiene vigente y en creciente aumento, la novedad son los avances tecnológicos 

que han permitido estudiar con mayor profundidad esta interacción.  

Las enfermedades más prevalentes de la actualidad guardan una estrecha relación 

con la microbiota y esto ocurre debido al papel modulador que ejerce la microbiota 

en su hospedero (Hou y col., 2022). En humanos por ejemplo se ha encontrado que 

los lipopolisacáridos (LPS) que constituyen la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas son factores inflamatorios que al interactuar con células del sistema 

inmune innato desencadenan resistencia a la insulina en personas con dietas altas 

en grasas debido a la interacción entre microbios intestinales y sistema inmune del 

hospedero (Cani, 2018). De hecho, se ha encontrado que en humanos hay un 

incremento en el nivel de LPS circulante en personas con diabetes y obesidad (Amar 

y col., 2008). 

También se ha encontrado que metabolitos producidos por la microbiota intestinal 

como ácidos grasos de cadena corta, lactato, metabolitos del triptófano y otros 

aminoácidos como el glutamato y fenilalanina pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica y tener efectos en el cerebro. Existe evidencia que personas con 

trastornos neuropsiquiátricos importantes, incluido el trastorno depresivo mayor 

(MDD), presentan una alteración en el eje microbiota-intestino-cerebro (Ortega y col., 

2022). No es de extrañar que existan trabajos que sugieren como blanco terapéutico 
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la modificación de la microbiota intestinal en pacientes con enfermedades 

neuropsiquiátricas (como la depresión, Parkinson, esquizofrenia, entre otras) ya que 

esto afectaría la comunicación intestino-cerebro (Grochowska y col., 2018). 

Además, se ha reportado que los metabolitos producidos por la microbiota intestinal 

podrían ser útiles para el diagnóstico y tratamientos de cáncer, como por ejemplo el 

cáncer colonrrectal (Peng & Wong, 2021). 

Dentro de las enfermedades respiratorias se ha reportado que, en casos de asma, 

enfermedad crónica que actualmente afecta a más de 300 millones de personas en 

todo el mundo y se prevé que aumente a 400 millones en 2025 (Christiansen & Zuraw, 

2019), las Proteobacterias parecen ser el filo más dominante en pacientes con la 

enfermedad, en comparación con voluntarios no asmáticos según lo observado en 

varios estudios en humanos (Huang y cols., 2015; Marri y col., 2013). En un modelo 

de ratón, se determinó que la inhalación de una cepa inocua de Escherichia coli 

podría reprogramar las células dendríticas y los macrófagos en los pulmones, dando 

como resultado protección contra las respuestas alérgicas (Nembrini y col., 2011). 

Incluso se han identificado cambios en la microbiota pulmonar en pacientes con 

COVID-19, y el enriquecimiento de la microbiota pulmonar con bacterias que se 

encuentran en el tracto intestinal se correlacionarían con la aparición del síndrome 

de dificultad respiratoria aguda y los resultados a largo plazo (Shen y cols., 2020).  

Estos hallazgos son solo unos de los tantos ejemplos que han llevado a postular que 

la microbiota podría ser un órgano más del cuerpo humano o “segundo genoma” (Ma 

y col., 2018), pues está claro que tiene un papel fundamental en el mantenimiento de 

la homeostasis del cuerpo humano. 
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1.3 Microbiota pulmonar 

 1.3.1 Los pulmones no son estériles 

Durante mucho tiempo se creyó que los pulmones eran órganos estériles, aunque 

esto siempre careció de fundamentos. Tal aseveración fue publicada a finales del 

siglo XIX (Hildebrandt, 1888) a partir de un trabajo donde se realizaron experimentos 

en la mucosa nasal y traqueal extirpada de conejos, en donde se observó un mínimo 

crecimiento microbiano.  

En un trabajo de investigación publicado en 2016, se nombraron los tres errores 

conceptuales claves que dieron lugar a tales dichos sin argumentos durante tanto 

tiempo: en primer lugar, las pruebas realizadas para determinar la presencia de 

microorganismos no fueron las adecuadas, pues aquellas utilizadas tenían por 

objetivo identificar patógenos, no caracterizar la microbiota presente en las vías 

respiratorias. Lo segundo fue que se asumió que la microbiota de otros órganos 

contaminan los pulmones. Se supuso que la comunidad de microorganismos no era 

propia de los pulmones, sino procedente del tracto respiratorio superior. El tercer 

error estuvo relacionado con la migración constante de microbios que habitan los 

pulmones, y esto dio lugar a asociar de manera errónea los conceptos de esterilidad 

y ausencia de microbios residentes (Dickson y col., 2016). 

Estas ideas erróneas probablemente hayan influido en poco interés de la comunidad 

científica en estudiar la microbiota de este órgano en comparación al resto del cuerpo 

humano. En 2007 por ejemplo, el Proyecto de Microbioma Humano (HMP) se agregó 

a la Hoja de Ruta de Investigación Médica de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) 

con el objetivo de estudiar con más detalle el microbioma humano, pero se excluyó 

el sistema respiratorio de las vías respiratorias inferiores por no ser una zona de 

interés (Turnbaugh y col., 2007; Wu & Segal, 2017). Sin embargo, desde el 2009 los 
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pulmones empezaron a recibir mayor interés y éste ha ido en aumento en los últimos 

años. Especialmente desde que el Instituto Nacional del Corazón, los Pulmones y la 

Sangre de Estados unidos, patrocinó un Proyecto del Microbioma del Pulmón y el 

VIH, entre otros proyectos específicos (Segal y col., 2014). 

Actualmente, gracias a los nuevos métodos de secuenciación masiva entre otros, se 

ha demostrado que los pulmones están habitados por comunidades microbianas 

complejas, cuyas interacciones con el hospedero podrían ser claves para el 

desarrollo o la severidad de enfermedades pulmonares (Wu & Segal, 2017). 

 1.3.2 Rol de la microbiota pulmonar en la salud  

Con el avance de las técnicas y herramientas bioinformáticas, los estudios sobre la 

relación entre la microbiota pulmonar y las enfermedades crecieron en los últimos 

años. Existen evidencias de que, al igual que otras superficies epiteliales, la 

microbiota de las vías respiratorias ejerce un efecto sobre la homeostasis 

inmunológica de la mucosa pulmonar en individuos normales (Segal y col., 2014). 

Los microbios residentes en los pulmones afectan la fisiopatología de enfermedades 

pulmonares ya que estos modulan la respuesta inmune en las vías respiratorias tal 

como lo muestra la Figura 1. Se ha reportado que existe una asociación entre una 

limitada exposición microbiana del hospedero con deficiencias en células del sistema 

inmune (subconjunto de células T auxiliares tipo 1 (Th1)-Th2, células T reguladoras) 

y anomalías inmunitarias innatas. Según la “hipótesis de la higiene”, esta baja 

exposición produciría una inadecuada maduración de las células del sistema inmune. 

De la misma manera, mayor uso de antibióticos y mejoras en las condiciones 

sanitarias (por el uso de agentes químicos antibacterianos, por ejemplo) pueden 

también limitar la exposición a los microbios ambientales y en consecuencia estar 

relacionados con el aumento de enfermedades autoinmunes (Ege y col., 2011; Van 
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Nimwegen y col., 2011). Otros factores como la dieta, el ambiente y el tabaco también 

afectan de manera directa esta interacción. En modelos murinos se ha reportado que 

la exposición al tabaco altera las células del sistema inmune (IL-6) generando 

inflamación en los animales (Molyneaux y col., 2014; Li y col., 2019). 

 

Figura 1. Interacción entre microbioma y hospedero. Imagen que representa de manera 
conceptual la interacción entre el microbioma pulmonar humano y la respuesta inmune del 
hospedero (Imagen extraída desde Segal y col., 2014). 

Dado la importancia en la función fisiológica que ejerce la comunidad microbiana en 

la configuración de la respuesta inmune de la mucosa de las vías respiratorias (Segal 

y col., 2014), no es de extrañar que la progresión y exacerbación de las 

enfermedades pulmonares estén asociadas con cambios cuantitativos y / o 

cualitativos en la microbiota pulmonar. Particularmente se observaron desbalances 

en la microbiota pulmonar en enfermedades pulmonares como la fibrosis quística 

(Cox y col., 2010), bronquiectasias, asma (Huang y col., 2015; Marri y col., 2013), 

cáncer pulmonar (Sommariva y col., 2020) e incluso hay indicios de una posible 

relación con la enfermedad Covid-19 (Shen y col., 2020), por solo nombrar algunas.  
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Por lo tanto, enfocarse en comprender la dinámica de este órgano y la comunidad 

microbiana que lo habita será clave en las investigaciones futuras respecto a nuevas 

dianas terapéuticas.  

 1.3.3 Metodologías para el estudio de la microbiota pulmonar 

Históricamente, ha habido muchos desafíos con respecto al análisis eficiente de las 

comunidades microbianas debido a la imposibilidad de identificar aquellas que no se 

pueden cultivar (Jeong y cols., 2021). El 70% de las especies bacterianas dentro del 

cuerpo humano por ejemplo no se pueden cultivar con medios de microbiología 

médica estándar (Suau y col., 1999). Es por esto que el desarrollo de técnicas de 

biología molecular cultivo-independiente como la secuenciación ADNr 16S, han 

permitido identificar la presencia de microorganismos difíciles de cultivar y que se 

encuentran en menor cantidad dentro de una comunidad, revelando así una mayor 

diversidad microbiana (Kumar y col., 2011; Schloss & Handelsman, 2005). 

Las técnicas de biología molecular son las más importantes para el estudio de 

microorganismos ya que éstas son las mejores herramientas disponibles para revelar 

la diversidad filogenética de microorganismos dentro de ecosistemas complejos 

(Hold y col., 2002). Dentro de ellas, el desarrollo de técnicas ecológicas moleculares 

basadas en la subunidad 16S del ARNr han mejorado enormemente la comprensión 

de las comunidades microbianas complejas (Pace, 1997). En un estudio del 2010, 

gracias a la aplicación de esta herramienta sobre pacientes con asma y sanos, se 

demostró por primera vez que el grupo con la enfermedad presentaba una microbiota 

pulmonar alterada debido a la presencia de microorganismos patógenos (Hilty y col., 

2010). 

La identificación de las bacterias a nivel de género y especie puede realizarse por la 

variación en el gen codificante por el ARNr 16S, que está muy conservado en el 
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genoma bacteriano. La secuenciación de alto rendimiento de los amplicones del gen 

de ARNr 16S generados a partir de muestras biológicas produce una gran cantidad 

de secuencias cortas que pueden alinearse y clasificarse posteriormente de acuerdo 

con un nivel predefinido de homología (Dickson y col., 2013). Luego, estos datos se 

clasifican de acuerdo con las bases de datos taxonómicas disponibles públicamente 

como base de datos Greengenes, Silva y EzBioCloud (Liu y col., 2008; Park & Won, 

2018). Las plataformas de secuenciación como Illumina permiten la identificación y 

cuantificación de comunidades microbianas completas en múltiples muestras de 

tejido simultáneamente (Eckburg y col., 2005). Estas técnicas sensibles, rápidas y 

más precisas que los métodos tradicionales que dependen del cultivo, han mejorado 

drásticamente en eficiencia y han disminuido su costo en las últimas décadas 

(Dickson y col., 2013). Además, estas no requieren que los microorganismos que se 

van a analizar estén vivos. 

También es necesario considerar que el estudio de la microbiota pulmonar humana 

presenta dos grandes impedimentos: los pulmones poseen una comunidad 

microbiana escasa, estimada en aproximadamente 2,2 × 103 genomas bacterianos 

por cm2 (Hilty y col., 2010). Por lo tanto, el ADN microbiano extraído puede ser 

insuficiente para la detección mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Esto puede distorsionar la composición aparente de las comunidades 

microbianas y por lo tanto afectar técnicas basadas en el uso de PCR como la 

secuenciación de alto rendimiento. El segundo impedimento es la susceptibilidad de 

las muestras a la contaminación durante el proceso de extracción de ADN. Esto 

puede afectar los datos de secuenciación y la interpretación de la microbiota (Knapp 

& Hofreiter, 2010). 

Pero aun encontrando una solución a dichas problemáticas, todas las técnicas 

anteriormente mencionadas presentan un problema mayor: al estar basadas en la 
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secuenciación de ADN microbiano, el material analizado puede corresponder tanto a 

microorganismos vivos, como también muertos.  

Relacionado al anterior, el uso de técnicas de cultivo microbianos podría proporcionar 

información adicional. En efecto, el cultivo de microorganismos permitirá determinar 

la proporción de microorganismos vivos y muertos (estos últimos corresponderían a 

aquellos que se obtuvieron por secuenciación, pero no por cultivo), también aislar 

microorganismos residentes de interés con el fin de determinar su rol en la fisiología 

del pulmón e incluso microorganismos que están presentes en muy bajas 

proporciones para ser detectados por las técnicas moleculares.    

1.4 Homogeneización del tejido 

Dentro de las muestras más valiosas para llevar a cabo estudios microbiológicos se 

encuentran aquellas que se extraen a partir de los tejidos. Pero para poder separar 

los microorganismos adheridos es necesario utilizar técnicas que permitan la máxima 

eficacia, especialmente si es un tejido con baja densidad microbiana como los 

pulmones, y que a su vez permita conservar su viabilidad. La homogeneización es 

una técnica que logra cumplir dichos criterios de manera más eficaz que otras (Askar 

y col., 2019). 

Los métodos comunes para la disrupción del tejido son los de homogeneización 

mecánica, que incluye el vórtice y la molienda con diferentes microesferas, la 

sonicación, la tecnología de ciclos de presión o el tratamiento con nitrógeno líquido y 

la posterior molienda del tejido congelado. En el segundo paso de la 

homogeneización, se pueden utilizar detergentes o métodos físicos, como el choque 

osmótico, la mezcla mecánica y/o el tratamiento de congelación/descongelación para 

la lisis celular (Cañas y col., 2007; Hahn y col., 2021). Pero la introducción de 

productos químicos puede comprometer el tejido a analizar y comprometer la 
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viabilidad de los microorganismos presentes, la lisis mecánica de tejidos es una 

alternativa común a los métodos enzimáticos, detergentes o basados en la tonicidad 

(Proctor y col., 2019).  

La homogeneización por “bead-beating” es uno de los métodos de disrupción de 

tejido más útiles (Cañas y col., 2007), es fácil de llevar a cabo en el laboratorio y 

además es de bajo costo. Esta consiste en el batido de microesferas de varios 

tamaños y composiciones que al entrar en contacto mecánico del tejido a alta 

velocidad provocan la ruptura de la membrana celular facilitando así la separación de 

microorganismos adheridos (Burden y col., 2014). Este tipo de separación se puede 

lograr utilizando distintos tipos de equipos, desde agitadores vorticiales de laboratorio 

hasta molinos de perlas especializados.  

Según los antecedentes mencionados, el cultivo de microorganismos a partir de 

pulmón permitiría recuperar la microbiota que habita en este órgano y así poder 

estudiar la interacción microbiota-hospedero. Interacción clave si se pretende buscar 

dianas terapéuticas a enfermedades pulmonares. Si se busca llevar a cabo el cultivo 

de microorganismos a partir de tejidos de pulmón, es necesario homogeneizar 

previamente el tejido para liberar los microorganismos adheridos al tejido sin 

comprometer su viabilidad y evitar riesgos de contaminación. Dado que la duración 

del método de homogeneización por “bead-beating” es crítica junto con el diámetro 

de las microesferas (Proctor y col., 2019; Goldberg, 2008), es necesario encontrar 

parámetros de tiempo y diámetro de las microesferas que permitan la máxima 

eficacia posible. Se eligió evaluar estos parámetros en Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Candida albicans porque estos microorganismos 

pertenecen a los Phylum más abundantes reportados en el pulmón de ratones y seres 

humanos (Barfod y col., 2013; Perez-Brocal y col., 2020); además así se cuenta con 
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representantes de bacterias (gram positivas como gram negativas) y del reino fungi. 

Por lo tanto, en el presente Seminario de Título se plantearon los siguientes objetivos.  

1.5 Objetivo general  

Evaluar la técnica de homogeneización por “bead-beating” para el cultivo de 

microorganismos obtenidos a partir de tejido pulmonar.  

1.6 Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de la técnica de homogeneización por “bead-beating” sobre la 

sobrevivencia de microorganismos a partir de cultivos líquidos. 

2. Probar el efecto de la técnica de homogeneización por “bead-beating” sobre la 

sobrevivencia de microorganismos, a partir de muestras de tejido de pulmón de 

ratones previamente inoculados con un “pool” de microorganismos. 

3. Aplicar la técnica de homogeneización por “bead-beating” para caracterizar la 

microbiota pulmonar normal de ratones por método de cultivo. 
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2.  MATERIALES Y MÉTODOS  

 

2.1 Cepas y medio de cultivo 

Se trabajó con Escherichia coli que es una cepa proveniente de un aislado clínico de 

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, Staphylococcus aureus 

ATCC25923 y Candida albicans ATCC29. Se mantuvieron en placas de agar 

MacConkey, manitol salado y Sabouraud respectivamente a 4 ºC. 

Las bacterias crecieron en medios líquidos “brain heart infusion” (BHI). La levadura 

se cultivó en medio líquido Spider (Calera y col., 2000).  

El precultivo se realizó a partir de 1 colonia en 10 mL del medio líquido de cultivo 

correspondiente al microorganismo y se dejó crecer durante la noche a 37 ºC y 

agitación orbital. Se inoculó 1 mililitro de precultivo en un matraz con 100 mL con el 

mismo medio de cultivo y todos los microorganismos crecieron a 37 ºC con agitación 

constante. La pureza de los cultivos fue controlada por tinción de Gram. Se midió la 

absorbancia a 600 nm con un espectrofotómetro visible Genesys 10 (Thermo) cada 

30 minutos hasta la saturación. 

Para evaluar la sobrevivencia (segundo objetivo) se usaron los medios sólidos agar 

MacConkey, manitol salado y Spider para la detección de E. coli, S. aureus y 

Candida, respectivamente. 

Para el cultivo de los microorganismos de la microbiota pulmonar, se usó dos tipos 

de medio líquido en aerobiosis y anaerobiosis: el medio BHI y un medio enriquecido 

con mucina (ANAC). La composición del medio ANAC fue elaborada según el 

protocolo de un medio para crecimiento anaeróbico (Miller & Hoskins, 1981) con las 

siguientes modificaciones: se colocó en frascos para crecimiento anaerobio 

previamente autoclavados 7,5 mL de la solución S (Tabla 1). Para el medio con agar, 
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se agregó 1,5% de agar. Luego se añadieron, en condiciones de esterilidad, 100 

microlitros de la solución A, B y C (Tabla 2), además de triptófano y cisteína, los 

cuales se prepararon aparte del stock S. Se obtuvo así una solución final de pH≈7, a 

la cual se le añadió 100 μl de la muestra homogeneizada por “bead-beating”. 

Tabla 1. Composición de solución S  

Reactivo* Cantidad por litro 

Caseína hidrolizada 15 g 

D-glucosa 1 g 

Fosfato dipotásico 14,3 g 

Fosfato monopotásico  2,4 g 

Sulfato de amonio 1 g 

Sulfato de magnesio 0,1 g 

Resazurina 1 mg 

Agua destilada 1 L 

*Reactivos que componen la solución S del medio enriquecido con mucina (ANAC), según la 
cantidad necesaria para preparar 1 litro de solución. El pH de la solución final es 8. 
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Tabla 2. Composición de la solución A, B y C.  

Solución A Solución B Solución C 

0,2 g NaCl 0,2 g adenina 40 g piridoxina 

0,2 g FeSO4 0,2 g guanina 20 mg ácido 4-
aminobenzoico 

0,2 g MnSO4 0,2 g uracilo 10 mg pantotenato de 
calcio 

100 mL agua destilada 0,2 g xantina 10 mg riboflavina 

 100 mL agua destilada 10 mg tiamina 

  2 mg ácido fólico 

  0,1 mg biotina 

  0,1 mg vitamina B12 

  100 mL agua destilada 

Estas soluciones se usaron para la preparación del medio enriquecido con mucina (ANAC). 
Las soluciones B y C tienen pH 12. 

 

2.2 Experimento animal 

Todos los experimentos animales de este proyecto fueron aprobados por el Comité 

de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (N° 1067). Los 

experimentos animales fueron llevados a cabo por Hector Molina, mánager del 

laboratorio, que cuenta con un curso de capacitación en Manejo y Experimentación 

Animal. Todos los ratones usados en este proyecto eran cepas BALB/c, entre 2 a 3 

meses de edad, machos y hembras, obtenidos de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile. 
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Para el segundo objetivo, se utilizaron 3 ratones para la administración intratraqueal 

de un “pool” de microorganismos (E.coli , S. aureus y Candida) resuspendido en 

medio BHI con una concentración de 3 x 105 UFC/mL y 3 controles a los cuales se 

les administró únicamente medio BHI. Para el tercer objetivo, se utilizaron 4 ratones 

para la caracterización de la microbiota pulmonar.  

Para la administración intratraqueal, los ratones fueron previamente anestesiados 

con una mezcla de Ketamina/Xilasina. Una vez comprobado que los ratones estaban 

efectivamente anestesiados se procedió a ejecutar el procedimiento de intubación 

intratraqueal en el cual el ratón fue intubado con una cánula por vía oral hasta la 

tráquea, a través de la cánula se agregó un volumen de 30 l del vehículo (controles) 

o 30 l del “pool” de microorganismos. Dado que el máximo volumen que se puede 

inyectar al pulmón de estos ratones es de 30 l y la concentración normal en el 

pulmón sano de un ratón es de 103 a 105 bacterias por gramo de pulmón (Dickson y 

col., 2018; Yagui y col., 2021), se suministró una cantidad equivalente de 

microorganimos. 

Posteriormente se ejecutó eutanasia por dislocación cervical y se extrajo los 

pulmones mediante cirugía, los pulmones fueron lavados en PBS pH 7.5. Se cortó en 

condiciones de esterilidad el pulmón con tijera y bisturí en fragmentos de menor 

tamaño posible.  

2.3 Protocolo de homogeneización por “bead-beating” 

Los fragmentos de pulmón cortados fueron agregados en un criotubo con las 

microesferas y se añadió 1 mL de medio líquido BHI. 

Para la homogeneización, se utilizó un Mini-Beadbeater 16 (BioSpec) y microesferas 

de 0,1 y 2,3 milímetros de diámetro de zirconio/sílice (BioSpec). Se eligió el sílice ya 

que es el material menos denso, menos duro, generalmente es esférico y más 
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pequeño que otros tipos de materiales de microesferas, lo que lo convierte en menos 

agresivo que otros e ideal para el objetivo de este trabajo (MP Biomedicals, s.f.). Se 

evaluaron 3 intervalos de tiempo de homogeneización: 30, 60 y 180 segundos ya que 

en trabajos similares se evaluaron los mismos tiempos (Goldberg, 2021) 

Para el cultivo líquido de microorganismos se colocó 1 mL del inóculo y se usó 1 g 

de microesferas (las cuales fueron previamente expuestas a rayos UV). Se utilizó 

esta proporción porque si bien se desconoce cual es el peso seco de 

microorganismos en 1 mL de cultivo, este es inferior a 1 g. De esta manera se cuenta 

con mayor masa de microesferas que de microrganismos, asegurando así mayor 

probabilidad de impacto al homogeneiz 

2.4 Caracterización de la microbiota a partir del tejido pulmonar   

Se analizaron los microorganismos del pulmón de ratón sano, para ello se utilizó el 

siguiente protocolo que fue estandarizado previamente en el laboratorio. Se 

colocaron los fragmentos de tejido pulmonar en un frasco con PBS a pH neutro, 

dejándolo en agitación por media hora. Se filtró con ayuda de gasas estériles. Se 

centrifugó a 2900 g por 10 min a 4°C. Se conservó el sobrenadante y se llevó a vortex 

hasta recuperar el pellet. Se pasó a un tubo de 2 mL y se centrifugó a 14000 RPM 

por 5 min conservando el pellet. Se congeló a -20°C hasta su uso.  

2.5 Extracción del ADN 

Antes de extraer el material genético de las muestras de pulmón homogeneizado se 

realizó lo siguiente para la obtención de pellet: se resuspendió cada muestra en 2 mL 

de PBS pH 7, se centrifugó en tubos Falcón de 15 mL a 14000 RPM durante 15 

minutos, se eliminó el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendió en 1mL de 

PBS pH 7. Se traspasó la suspensión a criotubos y se centrifugó nuevamente a 14000 
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RPM durante 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y el pellet obtenido se conservó 

a -4 ºC. 

Para la extracción, el pellet se resuspendió en 1 mL de PBS pH 7. Se utilizó el Kit 

extracción de ADN DNeasy (QUIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Como control de extracción se utilizó PBS pH 7. Se determinó la concentración de 

ADN con el sistema de espectrofotómetro de múltiples volúmenes (Epoch™) 

2.6 Secuenciación masiva del gen ARNr 16S 

El análisis del material genético se realizó a partir de la solución obtenida por el Kit 

de extracción DNEASY POWERSOIL PRO-KIT (50) (QUIAGEN). La identificación del 

número y abundancia de especies en cada muestra se realizó mediante 

secuenciación masiva del gen bacteriano 16S ADNr realizado por la empresa 

Fasteris (Suiza) que utiliza la tecnología NGS (Next Generation Sequencing) la cual 

consiste en secuenciación de alto rendimiento.  
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3.  RESULTADOS  

 

3.1 Curvas de crecimiento de los microorganismos 

Como este proyecto pretende evaluar el efecto de una técnica de homogeneización 

sobre la sobrevivencia de los microorganismos, se usaron cultivos puros de 

microorganismos en fase exponencial de crecimiento, ya que es durante esta fase 

que se encuentran más microorganismos vivos que muertos. Así, se realizaron 

curvas de crecimiento de las cepas E. coli, S. aureus ATCC25923 y C. albicans 

ATCC29 (Fig. 4) para determinar la fase exponencial de crecimiento de cada una 

de las especies. Según lo que muestra las Figuras 2-4, se determinó que la fase 

exponencial de E. coli (Fig. 2) era entre 2 y 3 horas desde la inoculación, entre 2 y 3 

horas y media para S. aureus (Fig. 3) y entre 4 y 6 horas para C. albicans (Fig. 4). 

 

 

Figura 2. Curva de crecimiento de E. coli. Medición de la absorbancia del cultivo cada hora, 
a una longitud de onda de 600 nm hasta la fase estacionaria. La línea roja representa el tiempo 
que se eligió para detener el crecimiento del cultivo en los experimentos posteriores. 
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Figura 3. Curva de crecimiento de S. aureus. Medición de la absorbancia del cultivo cada 

hora a una longitud de onda de 600 nm hasta fase estacionaria. La línea roja representa el 

tiempo que se eligió para detener el crecimiento del cultivo en los experimentos posteriores. 

 

Figura 4. Curva de crecimiento de C. albicans. Medición de la absorbancia del cultivo cada 
hora a una longitud de onda de 600 nm hasta fase estacionaria. La línea roja representa el 
tiempo que se eligió para detener el crecimiento del cultivo. 
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3.2 Evaluación del efecto del tiempo y del tamaño de las microesferas en la 

homogeneización por “bead-beating” sobre la sobrevivencia de los 

microorganismos. 

Se evaluaron los efectos de dos parámetros de la homogeneización por “bead-

beating” sobre la sobrevivencia de los microorganismos: el tiempo de 

homogeneización (30, 60 y 180 segundos) y el tamaño de las microesferas (0,1 y 2,3 

milímetros de diámetro). Se usaron cultivos de E. coli, S. aureus y C. Albicans en fase 

exponencial con un valor de absorbancia de 0,41, 0,52 y 0,22, respectivamente. Las 

concentraciones celulares de cada cultivo determinadas por recuento de colonias en 

placas de cultivo fueron 3,43 x 108 UFC/mL para E. coli, 8,38 x 108 UFC/mL para S. 

aureus y 0,75 x 107 UFC/mL para C. albicans. Luego de la homogeneización, los 

cultivos se sembraron en duplicado sobre un medio de cultivo selectivo y se dejaron 

en crecimiento por 24 horas a 37 ºC. Se realizaron 3 repeticiones del experimento 

por cada cultivo.  

Durante los experimentos, los cultivos en criotubos se mantuvieron a -4 ºC desde la 

homogeneización hasta la siembra en placa. Debido a la energía cinética producida 

por la rotación del homogeneizador, se observó un alza de temperatura en los 

criotubos, lo cual se ha reportado que puede afectar los resultados al promover el 

crecimiento de los microorganismos (Kim & Ng, 2017).  

Para evaluar el efecto de la homogeneización sobre la sobrevivencia de los 

microorganismos (Fig. 5-7), se comparó el número de colonias en cada placa de 

cultivo antes y después de la homogeneización (Shrestha y col., 2012). Por lo tanto, 

para obtener el porcentaje de sobrevivencia se realizó un cociente entre el logaritmo 

base 10 de las colonias en la placa luego de la homogeneización y las colonias en la 

placa control (cultivo no homogeneizado).  



21 
 

 

Figura 5. Impacto de la homogeneización sobre la sobrevivencia de E. coli. Cálculo en 
base a la razón entre UFC/mL de bacterias recuperadas e inoculadas. Los parámetros de 
homogeneización evaluados fueron el tiempo 30 s (A, D), 60 s (B, E) y 180 s (C,F) y el 
diámetro de las microesferas 0,1 mm (A-C) y 2,3 mm (D-F).  

 

Figura 6. Impacto de la homogeneización sobre la sobrevivencia de S. aureus. Cálculo 
en base a la razón entre UFC/mL de bacterias recuperadas e inoculadas. Los parámetros de 
homogeneización evaluados fueron el tiempo 30 s (A, D), 60 s (B, E) y 180 s (C,F) y el 
diámetro de las microesferas 0,1 mm (A-C) y 2,3 mm (D-F).  
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Figura 7. Impacto de la homogeneización sobre la sobrevivencia de C. albicans. Cálculo 
en base a la razón entre UFC/mL de bacterias recuperadas e inoculadas. Los parámetros de 
homogeneización evaluados fueron el tiempo (30, 60 y 180 segundos) y el diámetro de la 
microesferas (0,1 y 2,3 milímetros). Los parámetros de homogeneización evaluados fueron el 
tiempo 30 s (A, D), 60 s (B, E) y 180 s (C,F) y el diámetro de las microesferas 0,1 mm (A-C) 
y 2,3 mm (D-F).  

 

En las Figuras 5 y 6, se observa una mayor mortalidad de las bacterias al usar 

microesferas de menor diámetro (0,1mm) y mayor tiempo (3 min). Por el contrario, 

cuando éstas fueron expuestas a las microesferas de mayor diámetro (2,3 mm), se 

observó una mayor supervivencia en comparación con el efecto ocasionado por las 

microesferas de menor diámetro. En la figura 7, la sobrevivencia de C. Albicans se 

ve más afectada al usar microesferas de 2,3 mm de diámetro y con un tiempo de 

homogeneización de 3 minutos. Se observó que la sobrevivencia de la levadura se 

ve poco afectada con el uso de microesferas de diámetro de 0,1 mm. En relación con 

el anterior, se decidió usar microesferas de 2,3 milímetros de diámetro y un tiempo 

de 1 minuto de homogeneización para la realización de los siguientes experimentos.   
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3.3 Efectividad de la técnica de homogeneización desarrollada en tejido 

pulmonar de ratones 

A partir de las condiciones (tiempo y tamaño de las microesferas) establecidos 

anteriormente, se implementó este método de homogeneización en tejido pulmonar 

de ratones.  Para comprobar su efectividad, se evaluó la tasa de recuperación de     

E. coli, S. aureus y C. albicans, que fueron previamente administrados por vía 

intratraqueal en 3 animales. Se administró una dosis equivalente a 105 UFC de cada 

cepa en un mismo ratón. Luego se realizó una cirugía para retirar el pulmón que fue 

homogeneizado con microesferas de 2,3 mm de diámetro durante 1 minuto. Luego 

se sembró el homogeneizado de las muestras en placas de agar MacConkey, manitol 

salado y Sabouraud a distintas diluciones. Como controles, 3 ratones fueron 

inyectados con medio BHI.  

Tabla 3. Recuento de microrganismos en pulmón de ratones control. 

Microorganismos UFC/mg Razón [microbiota pulmonar 
normal/inóculo] 

E. coli 0 0 

S. aureus  221 0,0005 

C. albicans 98 0,00022 

Recuento de UFC por miligramo de pulmón obtenido por conteo de placas de E. coli, S. aureus 
y C. albicans a partir del homogeneizado del pulmón de ratones control. El cálculo de razón 
se realizó según UFC contabilizadas posterior a la homogeneización y UFC inoculadas en los 
ratones (“pool” de microorganismos). 

 

Se calculó la razón entre el número de microorganismos contabilizados después de 

la homogeneización del tejido pulmonar y los microorganismos inoculados. Los 

valores obtenidos mostraron que los microrganismos de la microbiota residente del 

pulmón son inferiores a los inoculados (Tabla 3). Por esta razón, no se tomaron en 

cuenta en los análisis de estos resultados. 
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Según la Figura 8, se recuperó mayor cantidad de Enterobacterias luego de la 

homogeneización, luego levadura y en menor cantidad Estafilococos. En promedio 

se recuperó el 70% de los microorganismos inyectados inicialmente. 

 

 

Figura 8. Porcentajes de recuperación de la inoculación de E. coli, S. aureus y                   
C. albicans en pulmones de ratones. Datos obtenidos a partir de la implementación del 
protocolo de homogeneización desarrollado (“bead-beating” con microesferas de 2,3 nm de 
diámetro durante 60 segundos). El cálculo de recuperación se realizó según el porcentaje de 
la razón de logaritmo en base 10 de las UFC contabilizadas posterior a la homogeneización 
y de las UFC inoculadas en los ratones. 

 

3.4 Caracterización de la microbiota pulmonar de ratones por método de 

cultivo usando la técnica de homogeneización por “bead-beating”. 

Para evaluar la técnica de homogeneización por “bead-beating” sobre la detección 

de la microbiota pulmonar, se compararon la diversidad y la abundancia de las 

especies bacterianas presentes en el pulmón primero con las que están detectadas 

en las muestras homogeneizadas y luego con las que fueron aisladas por método de 

cultivo. 
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Por cada ratón (n = 4), los pulmones fueron divididos en dos: a una mitad se le aplicó 

el protocolo de caracterización de microbiota pulmonar (ver Materiales y Métodos). 

La otra mitad fue homogeneizada de acuerdo con la técnica desarrollada. También 

se cultivaron los microorganismos presentes en el homogenizado usando un medio 

BHI líquido y un medio líquido enriquecido en mucina (ANAC) en condiciones 

aeróbicas y anaeróbicas. Los microorganismos presentes en el tejido de pulmón, en 

el homogenizado de pulmón y en los cultivados fueron identificados por 

secuenciación.  

3.4.1 Concentración de ADN extraído del tejido pulmonar, del homogeneizado 

pulmonar y de los cultivos líquidos bacterianos.  

Se extrajo y cuantificó el ADN de las muestras del tejido pulmonar, del tejido 

homogeneizado y de los cultivos líquidos bacterianos (Tabla 4). Los controles de 

cultivo consisten en el medio líquido (sin la muestra de pulmón). 
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Tabla 4. Concentración de ADN (ng/µl) obtenido a partir de muestras de tejido pulmonar. 

Ratón 
Tejidos 
pulmo- 
nares1 

Homoge- 
neizado 

pulmonar2 

Cultivos líquidos bacterianos3 

ANAC/aer
o 

ANAC/
aero 

BHI/aero BHI/ana 

#1 88,8 138,5  5,9 - 38,7 18,9 

#2 50,9 229,1 56,2 16,2 11,5 13,1 

#3 14,6  179,9 12,5 16,1 56,1 26,8 

#4 5,7 213,6  16,4 15,6 28 94,2 

control - - 2,3 - - - 

control - - - - 1,4 - 

control - - - - - 2,5 

1, se extrajo el ADN directamente a partir del tejido pulmonar. 2, se extrajo el ADN a partir del 
homogeneizado obtenido utilizando el protocolo de homogeneización desarrollado. 3, se 
extrajo el ADN de los microorganismos que crecieron en los distintos medios de cultivos. 

Según los resultados de la Tabla 8, se detectó ADN en todas las muestras y todos 

los controles, pero estos últimos en menor concentración. De acuerdo con el 

promedio de ADN obtenido por cada tipo de procedimiento, el tejido homogeneizado 

presenta 190,3 ng/µl (± 40,2 DE) por ratón, el tejido de pulmón 40 ng/µl (± 37,96 DE) 

y al calcular el promedio de todas las muestras cultivadas se obtiene 28,4 ng/µl (± 

23,8 DE) por ratón. En conclusión, el homogeneizado pulmonar presenta mayor 

cantidad de ADN que las muestras de tejido pulmonar y que las muestras cultivadas.  

 

 



27 
 

3.4.2 Recuperación de microorganismos a partir del tejido homogeneizado  

Para evaluar la eficiencia del método de homogeneización desarrollado 

anteriormente, se comparó la diversidad y la abundancia de las bacterias 

identificadas en el tejido pulmonar y en el homogeneizado.  

 

Figura 9. Diagrama de Venn de la diversidad bacteriana observada en el tejido pulmonar 
y homogeneizado. Diagrama de Venn que muestra las especies bacterianas identificadas a 
partir de tejido pulmonar al que se le aplicó el protocolo de recuperación de microbiota 
(Pulmón) y tejido homogeneizado por “bead-beating” (Homogeneizado). Los valores 
corresponden al total de especies identificadas en los 4 ratones utilizados. 

 

El diagrama de Venn (Fig. 9) muestra que el 25% de las especies bacterianas 

presentes en el tejido pulmonar (29 especies bacterianas) fueron recuperadas en el 

homogeneizado. Sin embargo, 40 especies bacterianas identificadas en el 

homogeneizado no fueron detectadas en el tejido pulmonar.   

A partir de la abundancia de cada especie, se evaluó la proporción de la microbiota 

que se recuperó con el protocolo de homogeneización. Considerando la abundancia 

total identificada en los tejidos de pulmón como referencia (100%), se determinó el 

porcentaje de bacterias recuperadas y no recuperadas (Fig. 10).  
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Figura 10. Abundancia relativa de las especies bacterianas recuperadas luego de la 
homogeneización por “bead-beating”. Considerando la abundancia total identificada en los 
tejidos de pulmón como referencia (100%), se determinó el porcentaje de bacterias 
recuperadas y no recuperadas. Los valores corresponden al total de especies identificadas 
en los 4 ratones utilizados. 

 

En el histograma de la Figura 10 se observa que las especies bacterianas 

recuperadas en el homogeneizado representan 63% de la abundancia microbiana 

identificada en el tejido pulmonar. Los microorganismos no detectados en el 

homogeneizado representan un 37% de la microbiota pulmonar. 

De acuerdo con estos datos, el método de homogeneización desarrollado en este 

proyecto permite recuperar las especies que son dominante en abundancia en la 

microbiota pulmonar.  

3.4.3 Cultivo de la microbiota pulmonar a partir del tejido homogeneizado  

Se estudió el potencial del tejido homogeneizado para cultivar la microbiota pulmonar. 

Para esto, se comparó la diversidad bacteriana observada en el homogeneizado y 
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los microorganismos detectados en los medios de cultivos. Se usó un medio de 

cultivo líquido BHI y un medio líquido enriquecido con mucina en condiciones de 

aerobiosis y de anaerobiosis. Este último medio de cultivo tenía como objetivo recrear 

las condiciones que existen en pulmón. Los microorganismos cultivados fueron 

identificados por secuenciación.  

A partir de los resultados obtenidos por la técnica de secuenciación se realizó un 

gráfico de Venn (Fig. 11) para evaluar el número de especies que se pudo cultivar, 

siendo estas las que se identifican tanto en el tejido pulmonar homogeneizado como 

en el tejido que fue cultivado. 

 

 

Figura 11. Diagrama de Venn de la diversidad bacteriana observada en el tejido 
pulmonar homogeneizado y los cultivos. Los valores corresponden al total de especies 
identificadas en las muestras de tejido homogeneizado y cultivado de los 4 ratones utilizados.  

 

De acuerdo con el gráfico de Venn de la Figura 11, 9% del total de las especies 

bacterianas del homogenizado (6 especies bacterianas) se cultivaron, mientras que 
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el 90% no se pudo cultivar. Sin embargo, se detectó en los cultivos 2 especies 

bacterianas que no estaban presente en el homogenizado. En término de abundancia 

relativa, las 6 especies bacterianas cultivadas representan 70% de los 

microorganismos identificados en el homogeneizado pulmonar (Fig. 12).  Por otra 

parte, basándose en la abundancia relativa de los microorganismos identificados en 

el tejido pulmonar (100%), estas 6 especies bacterianas cultivadas representan 33% 

de la microbiota en término de abundancia (Figura 13). Estas 6 especies de bacterias 

pertenecen a dos Parasuterella sp., Bifidobacterium pseudolongum, Staphylococcus 

lentus, Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus reuteri. En la Tabla 4 se muestran las 

condiciones de cultivos en las cuales fueron detectados estos microorganismos. 

 

Figura 12. Abundancia relativa de las especies bacterianas cultivadas a partir del tejido 
pulmonar homogeneizado. Histograma con el porcentaje de bacterias que se pudieron 
cultivar a partir del tejido pulmonar homogeneizado. Los valores corresponden a un promedio 
de los resultados obtenidos en los 4 ratones utilizados. Para los datos de cultivo, se realizó 
un promedio de las abundancias de las 4 condiciones de cultivo utilizadas. 
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Figura 13. Porcentaje de especies bacterianas cultivadas a partir del tejido pulmonar. 
Histograma con porcentaje de abundancia de bacterias identificadas en el tejido pulmonar y 
tejido que fue cultivado luego de ser homogeneizado. Los valores corresponden a un 
promedio de los resultados obtenidos en los 4 ratones utilizados. Para los datos de cultivo, se 
realizó un promedio de las abundancias de las 4 condiciones de cultivo utilizadas. 
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Tabla 5. Crecimiento de taxas bacterianas en diferentes condiciones de cultivo. 

Taxas BHI/ana BHI/aero ANAC/ana ANAC/aero 

 Especie del 
género 

Parasuterella 

- + - - 

 Bifidobacterium 

pseudolongum 

+ - - + 

 
Staphylococcus 

lentus 

- + - - 

Especie del 
género  

Parasuterella 

- + - - 

 Lactobacillus 
johnsonii 

+ + + + 

 Lactobacillus 
reuteri 

+ + + + 

Resultados cualitativos a partir de la identificación de especies en cada tipo de cultivo. El 
símbolo “+” significa que la especie pudo crecer en la condición y “-” que no. Las condiciones 
de cultivo se nombran en la fila superior, primero se menciona el medio líquido de cultivo y a 
continuación si fue en condición anaeróbica (ana) o aeróbica (aero). 

 

De acuerdo a la Tabla 5, se observó que Parasuterella sp. y Staphylococcus lentus 

crecen sólo en condición aeróbica, mientras que las condiciones de cultivo 

anaeróbicas benefician el crecimiento de las especies Lactobacillus reuteri, 

Lactobacillus johnsonii y Bifidobacterium pseudolongum. Estas 3 especies también 

son capaces de crecer en medio enriquecido con mucina. Del total de las especies 

evaluadas, las dos taxas de Lactobacillus crecen en ambos medios de cultivos 

empleados, además de poder hacerlo con y sin oxígeno. 
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4. DISCUSIÓN 

 

Está demostrado que numerosas enfermedades pulmonares están asociadas a un 

desbalance de la comunidad microbiana que lo habita. Entender los mecanismos 

asociados a la interacción entre los microorganismos y el hospedero permitiría 

desarrollar modelos experimentales para descubrir la causalidad (Wu & Segal, 2017). 

Para poder llevar a cabo dichos estudios es necesario aislar estos microorganismos. 

Esta investigación pretende desarrollar un protocolo de homogeneización para poder 

cultivar y aislar los microorganismos que componen la microbiota pulmonar. 

Estudios anteriores mostraron que el diámetro de las microesferas y el tiempo de 

homogeneización son factores determinantes para la homogeneización de los tejidos 

y que afectan la sobrevivencia de los microorganismos (Proctor y col., 2019; 

Goldberg, 2008). En este estudio, se observó una mayor mortalidad en las bacterias 

al usar las microesferas de menor diámetro (0,1 mm), mientras que con las 

microesferas de mayor diámetro (2,3 mm) se encontró una mayor supervivencia. En 

el caso de la levadura, la sobrevivencia es menor cuando es homogeneizada por el 

período de tiempo más largo (3 minutos). Estos resultados son concordantes con la 

literatura pues hay antecedentes de que para una mayor lisis bacteriana se 

recomienda usar microesferas de 0,10 a 0,5 mm de diámetro (Goldberg, 2008) y que, 

a mayor tiempo de homogeneización, es menor la viabilidad microbiana (Proctor y 

col., 2019). Sin embargo, las microesferas de menor diámetro (0,1 mm) que se 

usaron en este estudio afectaron la sobrevivencia de C. albicans. Estos resultados 

concuerdan con los de un trabajo donde se reporta mayor lisis en levaduras al usar 

microesferas con un diámetro entre 0,5 y 1,25 mm (Goldberg, 2008). Es por lo 

anterior, que en este estudio se eligió usar microesferas de 2,3 milímetros de 

diámetro y un tiempo de 1 minuto para la homogeneización del tejido pulmonar. Si 
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bien las microesferas de 2,3 mm pueden ser perjudicial para la sobrevivencia de las 

levaduras, se observó que la homogeneización durante 1 minuto limita estos efectos.  

El protocolo de homogeneización desarrollado muestra una buena efectividad en la 

recuperación del “pool” de microorganismos inyectado a ratones por vía intratraqueal. 

En promedio, el 70% de los microorganismos inoculados fueron recuperados. Hubo 

un 30% de microorganismos que no se pudieron recuperar, esto pudo haber ocurrido 

debido a la técnica de homogeneización y/o a la manipulación del tejido durante la 

disección del animal que afectaron su viabilidad.  

Cuando se implementó la técnica de homogeneización desarrollada para estudiar la 

microbiota pulmonar de los ratones sanos, se rescataron las especies bacterianas 

dominantes de la microbiota pulmonar. Si bien un 25% de las especies bacterianas 

presentes en el tejido pulmonar (29 especies bacterianas) fueron identificados en el 

tejido homogeneizado, estas especies bacterianas representan 63% de la 

abundancia de la microbiota pulmonar recuperada. Este resultado sugiere que la 

microbiota pulmonar estaría dominada por un grupo reducido de especies 

bacterianas y que gran parte de los microorganismos presentes están en una baja 

proporción. Los microorganismos no rescatados por el método de homogeneización 

corresponden a microorganismos que están en baja abundancia en la microbiota; es 

decir una abundancia inferior al 15% del total de bacterias identificadas en el 

homogeneizado. No se puede descartar que estos microorganismos pueden también 

ser contaminación, lo que podría explicar porque no se encuentren el tejido 

homogeneizado.    

El cultivo del tejido homogeneizado permitió identificar solo 6 especies bacterianas. 

Sin embargo, estas especies bacterianas corresponden a las bacterias más 

abundantes en la microbiota pulmonar. Un gran porcentaje de especies bacterianas 

no se pudieron cultivar, lo que podría ser debido a los medios de cultivo usados, ya 
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que quizá estos no eran los adecuados para el crecimiento de estos 

microorganismos. Para poder cultivar la mayor cantidad y variedad posible de 

microorganismos, se utilizó un medio de cultivo BHI y un medio de cultivo líquido 

enriquecido con mucina (ANAC) (Miller & Hoskins, 1981). En efecto, consideramos 

que esta glicoproteína podría ser la principal fuente de nutrientes para los 

microorganismos en el pulmón (Flynn y col., 2016: Meldrum & Chotirmall, 2021). 

Dado que la mayoría de los microorganismos que habitan en el pulmón corresponden 

a microorganismos anaerobios, es posible que el cultivo anaeróbico utilizado no sea 

lo suficientemente óptimo. Sin embargo, los medios de cultivo usados favorecieron el 

crecimiento de estas seis cepas bacterianas sobre otras taxas. Esto lleva a pensar 

que por competencia el resto de las especies de bacterias que están en menor 

proporción no pudieron crecer. Sería interesante buscar medios de cultivo que 

pudieran favorecer el crecimiento selectivo de estos microorganismos para poder 

aislarlos. 

Existen dos especies de bacterias identificadas en el tejido cultivado que no están 

presentes ni el homogeneizado ni el pulmón. De acuerdo con la información 

proporcionada por secuenciación, una de las especies pertenece al género 

Enterobacter y la otra especie es Bacteroides thetaiotaomicron. Dado que estas 

mismas taxas están presentes en los controles de cultivo se podría suponer que 

corresponden a contaminación.  

El género Lactobacillus ha sido reportado como el género bacteriano más abundante 

en los pulmones de los ratones (Singh y col., 2017; Yun y col., 2014). Los resultados 

son coherentes con la literatura ya que dentro de las seis especies bacterianas 

cultivadas, Lactobacillus reuteri y Lactobacillus johnsonii presentan la mayor 

abundancia en el pulmón, de acuerdo con la información obtenida por secuenciación. 

Lactobacillus reuteri y Lactobacillus johnsonii son anaerobios facultativos (Salvetti y 
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col., 2018) y pueden crecer en condición aeróbica y anaeróbica. También 

Bifidobacterium pseudolongum que corresponden a los microorganismos cultivados 

de este proyecto es una especie anaeróbica (Bo y col., 2020). Estas especies 

bacterianas crecieron también en el medio ANAC, lo que sugiere que podrían 

sobrevivir en el pulmón a través del uso del moco secretado por el epitelio pulmonar. 

Esta capacidad le podría dar una ventaja sobre los otros microorganismos, lo que 

podría explicar que formen parte de los microorganismos en mayor abundancia en el 

pulmón.  

También es posible que la composición del medio ANAC pueda darle una ventaja a 

las especies recuperadas e impedir el crecimiento de otras.  
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5. CONCLUSIONES  

A través de los estudios realizados en este trabajo, se logró validar una técnica de 

homogeneización por “bead-beating” para poder aislar y cultivar microorganismos de 

la microbiota pulmonar de ratones. Si bien el protocolo requiere una mayor 

optimización, los métodos de cultivo para poder cultivar y aislar microorganismos de 

la microbiota pulmonar reportados en este trabajo podrían utilizarse en diversos 

modelos animales e incluso en muestras de tejido pulmonar humano. 
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