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En aguas residuales provenientes de
desechos de porcinos se ha encontrado
carga bacteriana, posiblemente resistente a
antimicrobianos, esto debido al mal uso de
los antibidticos en la cria de cerdos
(Partridge, 2015).

INTRODUCCION

Dentro de la carga bacteriana contaminante existe la presencia de diferentes géneros de
enterobacterias patdgenas, en esta familia existen enterobacterias que han logrado
generar un mecanismo de resistencia a antibioticos, los cuales han sido ocupados
ampliamente para tratar y controlar la propagacion de enfermedades en la produccidn
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OBJETIVOS

Objetivo general

Aislar, caracterizar e identificar enterobacterias provenientes de las zonas de descarga de desechos liquidos
de porcinos de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo.

Objetivos Especificos

O Aislar e identificar enterobacterias mediante la aplicacion de técnicas bioquimicas y microbioldgicas.
O Analizar la resistencia a antibidticos mediante la técnica de antibiograma por difusion con discos

O Caracterizar por técnicas moleculares enterobacterias aisladas
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METODOLOGIA

Aislamiento
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Pruebas

Bioquimicas
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Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN Secuenciacion
Amplificacion Analisis filogenético
Tamaiio Referencia

Cebadores (5’ - 3’) F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
R (ACGGATACCTTGTTACGACTT)

amplimero Bibliografica

1500 pb (Hou et al., 2018)

Tabla 1
Componentes utilizados en la PCR
Volumen
Volumen de
Concentracion Concentracion de
Reactivo Unidad reaccion
inicial final reaccion
(uL)
(uL)
Agua Ultrapura - - - 10,5 84
BlasTag 2X PCR
X 2% 2% 12,5 100
MasterMix
Forward uM 100 10 1 8
Reverse UM 100 10 1 8
ADN 1 8
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Antibiograma

Con hisopo
Solucion estéril se

salina, 10 mi sembro,
por tubo Mueller-
Hinton

midio | ,
S%aloic()jeos Se coloco los
nhibicion disco con una
pinza estéril

(mm)
& Incubd por 24 M

horas a 37°C
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento

Conteo de coliformes Medio selectivo eosina y azul de
totales

Medio de Cultivo MacConkey metileno (EMB)
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RESUL

Pruebas Bioquimicas

Tabla 2 Tabla 3
Pruebas bioquimicas para la identificacion de los aislados cultivado Resultados obtenidos en la prueba de Kliger Iron Agar

A Aislado Catalasa Indol O/F Tincion de Gram Aislados Superficie/Fondo Produccién de gas Produccidn de SH,
Aislado 1 + + F Bacilo Gram negativo Aislado 1 A/A + -
Aislado 2 + - F Cocobacilos Gram negativos Aislado 2 AJA + -
Aislado 3 + - F Bacilo Gram negativo Aislado 3 K/IA - +
Aislado 4 + - F Bacilos Gram negativos Aislado 4 K/IK - +
Aislado 5 + - F Cocobacilos Gram negativo Aislado 5 K/A - -
Aislado 6 + - 0 Bacilo Gram negativos Aislado 6 KI/IK - -
Aislado 7 + + F Bacilo Gram negativos Aislado 7 A/A + +
Aislado 8 + + F Bacilos Gram negativos Aislado 8 AA - +
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Caracterizacion molecular

1500 pb
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Arbol filogenético de Escherichia coli

I 02,0000
0,0007
100% 50080
0,0036
sa% 0,0014
- 0,0014
0,0093 0,0017
5% 100% 0,0023
0,0841 0,0014
0,0000
0,0754
0,1595

RESULTADOS Y DISCUSION

M1 Consenso

MMOB3301 .1 Escherichia coli strain EC 165 ribosomal RMA gene partial sequence

MEE91481.1 Escherichia sp. strain HSTU-ASMA0 165 ribosomal RMA gene partial sequence

MT912775.1 Escherichia fergusonii strain FACU 185 ribosomal RMNA gene partial sequence

MTEE87527 1 Escherichia marmotae strain 1646 165 ribosomal RMA gene partial sequence

HQ258947 1 Escherichia wulneris strain M3 165 ribosomal RNA gene partial sequence

GU8268691.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain SROF10 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MR 0286651 Streptococcus pneumaniae strain ATCC 33400 165 ribosomal RNA partial sequence
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Arbol filogenético de Citrobacter sp

0.0059

97
0.1450
92
0.1101
0.0999
63
0.0398 0-0000
94
0.2860 0.2485
0.1190 0.0000
0.3304
100 0.0003
0.7832
0.0166

RESULTADOS Y DISCUSION

HM461212.1 Enterobacter sp. enrichment culture clone HSL83A 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT766069.1 Kluyvera intermedia strain TPY17 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF475833.1 Enterobacter asburiae strain IHB B 1070 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MG607386.1 Enterobacter ludwigii strain 60ft1b 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY614352.1 Klebsiella oxytoca strain PF 104 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 043182.1 Lactobacillus acidophilus strain BCRC10695 16S ribosomal RNA partial sequence
MG859694.1 Citrobacter sp. strain E AW1-8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Aisalado 7
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Arbol filogenético del S. enterica subsp. typhi

0.4539

0.0175
0.0197
0.0000
0.0101
0.0117 0.0022
0.0058
0.0004
0.,0000 0.0029
0.0031

0.5098 0.0000

RESULTADOS Y DISCUSION

MFB82271.1 Klebsiella aerogenes strain N20 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR 0749101 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain LT2 165 ribosomal RMNA partial sequence
NR 041696.1 Salmonella enterica subsp. arizonae strain ATCC 13314 165 ribosomal RNA partial sequence
MZ234652.1 Shigella flexneri strain Mirt01 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR 044370.1 Salmonella enterica subsp. indica strain DSM 14848 185 ribosomal RMNA partial sequence

NR 044371.1 Salmonella enterica subsp. houtenae strain DSM 9221 163 ribosomal RNA partial sequence

MN961152.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 1Q3 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Aislado 3
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Arbol filogenético del Pseudomona spp.

89 0.0440
0.0337
81
0.0021
0.0308
0.0052
0.6837
35 0.0045
0.0156
0.1446
100 0.0667
0.1772
0.45086

RESULTADOS Y DISCUSION

KYE614352 .1 Klebsiella oxytoca strain PF 104 165 ribosomal RMA gene partial sequence
AF128873.1 Pseudomonas sp. B64 165 ribosomal RNA gene partial sequence

KJ197178.1 Pseudomonas stutzer strain LH-Ka%9 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
KIM488461.1 Pseudomonas aeruginosa strain DZG 1685 ribosomal RNA gene partial sequence
MH569438.1 Klebsiella pneumoniae strain [TB1 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
EF051471.1 Pseudomonas sp. L4 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Aislado 6
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diseno Experimental Tabla 5 o |
Resultados de la prueba de significancia para el Factor A (Bacterias)
Tabla 4 Enterobacterias Casos Media LS Sigma LS Grupos
Andlisis de varianza para el halo de inhibicion Homogéneos
Salmonella typhi 12 14,08 0270504 A
Suma de Cuadrado Razon-
Fuente de Variacion GL Valor-P Pseudomona spp 12 15,67 0:2?’0504 B
cuadrados medio F
S EETAE PRINGPAEES Escherichia coli 12 16,42 0,270504 B
A: Factor A (Bacterias) 356.9 4 89,225 10161  0,0000 Citrobacter spp. 12 17,58 0,270504 c
B: Factor B Control 12 21,33 0,270504 D
184365 3 614,55 699.89  0,0000
(Antibigtico) Tabla 6
C: Repeticiones 06333 2 0 316667 036 0.6996 Resultados de la prueba de significancia Factor B (Antibiotico)
Antibiotico Casos Media LS Sigma LS Grupos
INTERACCIONES Homogéneos
AB 1710.43 12 142,536 162,33  0,0000 Penicilina 15 8,07 0,241946 A
RESIDUOS 33,3667 38 0,87807
Cefalexina 15 17,47 0,241946 B
TOTAL (CORREGIDO) 3844 98 59
Gentamicina 15 19,47 0,241946 C

Trimetoprima/Sulfametoxazol 15 23,07 0,241946
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Antibiograma
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Gentamicina [10MCG]

32

30 L]
28t
26t
24t

22+

20 ¢

18

Halo de inhibicion (mm)

16

10 |

| W Resistente

8

3. typhi Pseudomana spp. Caontrol (+)

E. coli Citrobacter spp.

Bacterias Gram negativas
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RESULTADOS YD
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CONCLUSIONES

(. N

Se logro aislar e identificar mediante caracterizacion bioquimica y molecular cuatro
bacterias de la clase Gammaproteobacteria, de las cuales tres pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae y una a la familia Pseudomonadaceae. Estas fueron

Citrobacter spp, Escherichia coli, Salmonella typhi y Pseudomona spp
respectivamente.
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Mediante la técnica de antibiograma por difusién con disco
determinamos la susceptibilidad antimicrobiana, donde Salmonella
typhi presento resistencia adquirida a Trimetoprima/Sulfametoxazol

y en Pseudomonas spp presentd resistencia a cefalexina y

gentamicina.
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RECOMENDACIONES

Para la identificacidn presuntiva por técnicas microbioldgicas y bioquimicas, se
debe tener en cuenta que, los microorganismos a menudo dan resultados
contradictorios, ya sea por el tipo de medio utilizado durante el aislamiento, el
cultivo y el mantenimiento, o por mutacion. Por ello, se recomienda realizar la
mayor cantidad de pruebas bioquimicas para tener mejores posibilidades de una
deteccion acertada.
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Se recomienda estandarizar el protocolo de extraccion de ADN
para enterobacterias, de manera que, se garantice la pureza de las
muestras, asi como, la ausencia de contaminantes para un mejor
analisis y amplificacion.
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