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Resumen

Las enterobacterias son una familia omnipresente en el ambiente, dentro de las cuales
se puede encontrar géneros que forman parte de la flora natural de algunos organismos que
pueden incluir patdogenos entéricos que infectan el tracto gastrointestinal. Este tipo de bacterias
se pueden encontrar en aguar residuales provenientes de desechos fecales y uso cotidiano
como son los lavados del ganado vacuno, que debido a su capacidad de adaptabilidad al
ambiente han desarrollado resistencia a diferentes farmacos, esta propiedad les convierte en
un objetivo importante de investigacion para evaluar la resistencia frente a antibiéticos de uso
comun. En este trabajo se tuvo como objetivo el aislamiento microbioldgico, la caracterizacion
bioquimica y molecular por PCR y comparacién filogenética de muestras provenientes de
aguas residuales de la zona ganadera de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE —
Sede Santo Domingo y la evaluacion de la resistencia a antibiéticos de uso generalizado
mediante la técnica de antibiograma con discos de antibidticos. Como resultados se obtuvo que
uno de los aislados presenté inhibicion significativa ante antibiéticos como Cefalosporina,
mientras que el aislamiento Enterobacteriaceae Bacterium strain172 no presenté efecto
significativo. Se concluyd que el antibidtico con mejor accion sobre las dos especies
encontradas fue Gentamicina, con una generacién de halos de 25,17 y 35 mm en los dos
aislados de enterobacterias, se confirma ademas que el punto de toma de muestras es un lugar
en el que se genera contaminacion ocasionada por coliformes y que debe ser evaluada a fin de

tomar correctivos en las descargas.

Palabras clave: Enterobacterias, aguas residuales de ganaderia, inhibicion, antibioticos.
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Abstract

The enterobacterium are a ubiquitous family in the environment, within which you can
find types that are part of the natural plants in some organisms that may include enteric
pathogens which could infect the gastrointestinal tract. This type of bacteria can be found in
wastewater from fecal waste and daily use such as cattle washings, which due to their ability to
adapt to the environment have developed resistance to different drugs, this property makes
them an important research target to evaluate resistance to commonly used antibiotics. The
objective of this work was the microbiological isolation, biochemical and molecular
characterization by PCR and phylogenetic comparison of samples from wastewater from the
livestock area of the Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE - Sede Santo Domingo and
the evaluation of resistance to commonly used antibiotics using the antibiogram technique with
antibiotic discs. The results showed that one of the isolates presented significant inhibition to
antibiotics such as Cephalosporin, while the isolate Enterobacterium strain172 did not present
significant effect. It was concluded that the antibiotic with the best action on the two-species
found was Gentamicin, with a generation of halos of 25, 17 and 35 mm in the two isolates of
enterobacterium. It was also confirmed that the sampling point is a place where contamination
caused by coliforms is generated and that it should be evaluated in order to take corrective

measures in the discharges.

Keywords: Enterobacteriaceae, livestock wastewater, inhibition, antibiotics.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del problema
Los farmacos son una herramienta de alta eficiencia en contra de agentes microbianos

que generan enfermedades tanto a humanos como a animales. Estos han formado parte de la
crianza de animales domesticados para la comercializacion durante décadas lo cual ha
normalizado su aplicacion ante cualquier patologia animal provocada en especial por bacterias.
Ahora, tomando en consideracion la capacidad adaptativa de los organismos vivos y en
especial de las bacterias, se conoce que se han desarrollado mecanismos de resistencia a
estas terapias de farmacos, lo que constituye una creciente preocupacion por la resistencia
adquirida que genera el uso indiscriminado de los farmacos en animales de crianza como

ganado, porcinos, ovinos, etc. (Espinosa Castano et al., 2019)

Esta farmacorresistencia inicia desde la época de Fleming, ha generado la necesidad
de fabricar antibacterianos que se adapten y contrarresten los cambios evolutivos naturales de
las bacterias, lo que es una tarea cada vez mas compleja. Se conoce, ademas, que la
resistencia a antibioticos se puede transmitir de una generacion bacteriana a otra a través de
genes lo que hacer el panorama aun mas grave para el tratamiento de enfermedades, a esto se
suma la ubicacién geografica en la que se genera la resistencia y en su transmision lo que
influyen en las movilizaciones tanto de alimentos, personas o animales (OMS, 2016). Esta
resistencia se da por la variabilidad de los mecanismos de adaptacién con el que cuentan las

bacterias como se detalla en la siguiente tabla 1.

Tabla 1.
Mecanismo de resistencia de acuerdo al tipo de antibiotico
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Tipo de antibiético

Modos de resistencia

B-lactamicos

Hidrdlisis, eflujo, modificaciéon de
receptores

Aminoglucésidos

Fosforilacion, acetilacion,
nucleotidilacion, eflujo, modificacién de
receptores

Glucopéptidos

Reprogramacion de la biosintesis del
peptidoglucano

Tetraciclinas

Mono oxigenacioén, eflujo,
modificacion de receptores

Macroélidos

Hidrdlisis, glicosilacion, fosforilacion,
eflujo, modificacién de receptores

Lincosamidas

Nucleotidilacién, eflujo, modificacion
de receptores

Estreptograminas

Liasa C-O, Acetilacion, eflujo,
modificacion de receptores

Oxazolidinonas

Eflujo, modificacion de receptores

Fenicoles Acetilacion, eflujo, modificacion de
receptores

Quinolonas Acetilacion, eflujo, modificacién de
receptores

Pirimidinas Eflujo, modificacion de receptores

Sulfonamidas

Eflujo, modificacion de receptores

Rifamicinas

Ribosilacion de la ADP, eflujo,
modificacion de receptores

Lipopéptidos

Modificacion de receptores
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Peptidos catidnicos Modificacion de receptores, eflujo

Nota. Recuperado y adaptado del trabajo de Gonzales Mendoza et al., 2019

En parte la resistencia de las bacterias a los farmacos se debe al uso sin control y mala
dosificacion del farmaco durante el crecimiento del ganado, con la finalidad de obtener el
ganado en buen estado para cumplir su funcion productora como lo dice la OMS al menos el
80% de los medicamentos de relevancia médica son destinados al area animal, priorizando el
crecimiento de los animales (OMS, 2016).

Justificacion e importancia

La identificacion de las bacterias que habitualmente se encuentran presentes en el
ganado vacuno de la ESPE-Sede Santo Domingo es importante cuando se requiere conocer la
forma correcta de aplicar antibiéticos frente a las enfermedades del ganado bovino. Ademas de
determinar la susceptibilidad que éstas presentan a los diferentes antibiéticos y con este
conocimiento aplicar de una manera mas eficiente y dirigida el tratamiento correspondiente. Se
requiere un analisis tanto microbiolégico como molecular para la identificacion especifica de los
microorganismos, para conocer a qué tipo genero de bacteria encontramos en los desechos

liquidos de la ganaderia.
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Hipotesis
- Hipotesis nula (Ho4): No existen enterobacterias en los desechos de

aguas residuales provenientes de la ganaderia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE sede Santo Domingo.

- Hipotesis nula (Hoz): Ningun aislado enterobactérico presento resistencia
frente a los antibioticos estudiados.

- Hipotesis alternativa (Haq): Existen enterobacterias en los desechos de
aguas residuales provenientes de la ganaderia de la universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE sede Santo Domingo.

- Hipotesis alternativa (Haz): Al menos un aislado enterobactérico presentd
resistencia frente a los antibiéticos estudiados.

Objetivos de la investigacion

Objetivo general

. Aislar, caracterizar e identificar enterobacterias provenientes de la
zona de desechos liquidos residuales de ganaderia de la Universidad de las

Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo.
Objetivos especificos

. Aislar e identificar enterobacterias mediante técnicas de cultivo
microbioldgico.
. Caracterizar de manera molecular los aislados obtenidos mediante

técnicas como la secuenciacion para determinar su filogenia.
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o Analizar la resistencia antibiotica de los aislados bacterianos

mediante técnicas de antibiograma a través de discos de sensibilidad.

Capitulo Il: Fundamentacion teérica referencial
Marco teérico

Efluente

Existen definiciones para cada tipo de agua: asi un afluente es agua, agua residual u

otro tipo de liquido que ingrese a un reservorio, planta de tratamiento o proceso de tratamiento.

Agua costera agua influenciada por condiciones continentales y se encuentra adyacente

a la tierra firme.

Agua dulce aquella que no contiene una cantidad de sal significante.

Agua marina es aquella que se distingue por su elevada salinidad y esta corresponde a

derecho internacional fijado por el espacio territorial.

Agqua residual industrial que se define como el desecho generado por los

establecimientos industriales.

Agua residual municipal definida en tres clases 1. Desechos liquidos evacuados de
residencias, locales publicos, educacionales y comerciales. 2. Desechos evacuados de locales

industriales. 3. Cualquier tipo de agua que ingrese por las alcantarillas.

Agua residual tratada agua que cumple con los requisitos de calidad, al ser distribuida

€n un reservorio.

Agua subterranea es toda el agua del subsuelo, ubicada en la zona de saturacion.
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Aguas estuarinas tramos de rios con influencias de mareas.
Aguas superficiales acumulacion de masas de agua en la superficie terrestre
(Ministerio del Ambiente del Ecuador[MAE], 2015).

Los desechos generados tras lavados se clasifican dentro de aguas residuales
industriales o efluentes con caracter contaminante de baja escala pues la cantidad de
espécimen bovino del cual proviene la carga contaminante no superan las 1000 unidades

(Elizondo-Salazar & Marin-Hernandez, 2019).

Uso del agua en producciones pecuarias

El ciclo natural que siguen las corrientes de agua es determinante para el analisis de un
impacto ya que son un vehiculo para trasladar contaminacién via desechos liquidos,
contaminando cuerpos de agua como aguas superficiales que pueden generar estancamientos
y una proliferacién de microorganismos a gran escala. Esta claro que el contaminante principal
en la produccion y crianza del ganado lechero es aquel liquido que se deshecha luego de los
lavados tras la extraccion diaria de leche, llamada también aguas grises, segun (Elizondo-
Salazar & Marin-Hernandez, 2019) un promedio de uso de agua por kilo gramo de excremento
del animal es de 12 litros/dia, la cantidad en total genera por cada finca o establecimiento, varia
segun la cantidad de animales presentes y las maquinas de extraccion. Esto genera una
capacidad contaminante diaria generando efluentes con alta carga bacteriana en dependencia

de las condiciones entéricas de cada animal.
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Generalidades de las enterobacterias

Se conoce que las bacterias se han clasificado taxondmicamente basandose en las
caracteristicas morfolégicas, ecolégicas, epidemioldgicas, bioquimicas, genéticas, por biologia
molecular y fisiologia (Willey et al., 2019, p. 250) pudiendo identificar y clasificar a las mismas

como se observa en la figura 1 tomada del Prescott vol. 11.

Figura 1.
Ordenacion jerarquica por taxonomia

Domain Bacteria

Phylum Proteobacteria

Class a-Proteobacteria p-Proteobacteria y-Proteobacteria d-Protecbacteria e-Proteobacteria

Order  Chromatiales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales  Vibrionales  Enterobacteriales  Pasteurellales
Family Enterobacteriaceae

Genus  Enterobacter Escherichia  Klebsiella Proteus Salmenella Serratia Shigella Yersinia

Species S. boydii S. dysenterige S. flexneri S. sonnei

S. flexneri serotype 2a strain 2457T
Nota: Podemos encontrar a las Enterobacterias como una subfamilia del suborden

Enterobateriales (entéricas) la clase y-Proteobacterias. Tomado de (Willey et al., 2019, p. 250).

Las enterobacterias cumplen con un ciclo vital que incluye la reproduccién y maduracién
dentro de un organismo vivo, a este grupo pertenecen dos tipos de organismos muy conocidos
que son E. coli y Klebsiella pneumoniae, las mas estudiadas por sus efectos en organismos.

Estas cuentan con una gran capacidad de adaptacion al medio en donde se viabilice su
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crecimiento; y se destacan cuando se habla de cuadros sépticos y shock séptico, esto gracias a

su gran resistencia a los antibidticos 3-lactamicos (Iredell et al., 2016).

En ambientes agricolas la basta cantidad de agua que se usa para la limpieza llega a un
recolector comun en donde pasan por un proceso de sedimentacién rudimentario para luego
ser dirigidos a una corriente de agua, esto genera un impulso para la creacion de nuevos
reservorios de bacterias resistentes, generando bacterias resistentes a través de la
transferencia transversal de genes, de varias fuentes. E. coli es |la bacteria mas comun
encontrada en estos medios naturales agricolas y, al igual, que K. pneumoniae, se conoce que
presentan genes de resistencia y variados mecanismos en contra de los antibioticos de uso
comun y hasta antibidticos de tercera generacion, debido a un plasmido mediado por la enzima

ESBLs (Espectro extendido para betalactamasas) (Amos et al., 2014).

Morfologia de las Enterobacteriaceae

Son bacterias en forma de bastén, bacilos Gram negativos, no forman esporas. Son
bacterias grandes con rangos de 2 a 4 um con buen crecimiento en medio sélido

(Enterobacterias, 2022).

Antimicrobianos

Aquellas sustancias capaces de combatir el avance de algun microorganismo sin atacar
al hospedador de la enfermedad, estos acaban con el microorganismo de manera dirigida
segun la accion del antimicrobiano, la forma de enfrentarse al individuo o su alcance. Dando
como resultado una clasificacion de estos en grupos que son conocidos como los inhibidores

de la sintesis de la pared bacteriana, inhibidores de la fase citoplasmica, Inhibidores de la fase
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de transporte de precursores, inhibidores de la organizacion estructural del peptidoglucano

(Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

Farmacorresistencia

La farmacorresistencia en bacterias es debida a varios mecanismos de adaptabilidad
que tienen las mismas bacterias y es la cualidad que mas ha ocasionado preocupacién a nivel
global, por el impacto negativo que genera en la salud tanto de animales como humanos.
Existen varios métodos que usan las bacterias para fomentar su resistencia, usan al menos 4
métodos de modificacion del objetivo, que incluyen: exclusion o expulsién de la droga y
modificacion de la droga, esto al momento de ingresar en contacto con la bacteria y en
dependencia del tipo, al menos las Gram negativas utilizan el sistema de eflujo para reducir la
permeabilidad de la membrana externa y la hidrdlisis periplasmica, produciendo fenotipos de
fuerte resistencia contra los antibidticos (Iredell et al., 2016). Las caracteristicas de resistencia
de la bacterias se las confieren complejos que permiten realizar cambios tanto en la
permeabilidad de la capa externa como trasportadores de informacion, la mayor cantidad de
informacion de resistencia que adquieren las bacterias provienen de la captura de genes de
otras bacterias a través de al menos 3 tipos de elementos de movimiento génico que son la
insercion genética, transposones y el sistema de integrones/casete de genes, estos mueven las
codificaciones genéticas que otorgan resistencia entre las moléculas de ADN dentro de las
células (Partridge, 2015). Esto da paso a la generacién de bacterias resistentes hablando de
una resistencia que no distingue entre especies convivientes. Los tipos de genes e informacion
genética (DNA) que se pueden transmitir de bacteria a bacteria sin distinciéon de especie se les

conoce como islas patogénicas clasificados dentro de las denominadas islas gendémicas que
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son una piscina de genes flexibles que les confieren a las bacterias rasgos favorables ante
varias condiciones ambientales. Estos genes son adquiridos por las bacterias gracias a varios
métodos, uno de estos es la insercion de secuencias (IS), el mas simple de estos métodos,
conocidos por tener solo 1 o 2 fragmentos abiertos de lectura que codifican genes facilitadores
de la transposicion de estos genes ademas de contar con una alta estabilidad con extremos
invertidos que se repiten (Hallstrom & McCormick, 2014). Otro de los métodos por el cual las
bacterias pueden obtener resistencia a antibiéticos es por la via de los casetes de genes
guiados por los integrones, estos funcionan en conjunto con el sistema SOS, el cual ayuda a la
reparacion del ADN dentro de las bacterias luego de la exposicion a antibiéticos o algun
ambiente que le genere un estrés suficiente provocando dafo incluso al hospedador, bajo
condiciones in vivo el integron de clase 1 es activado por la insercion de ciprofloxacina que
dispara el sistema SOS y este genera Int1 (integron 1) lo que genera una sobreexpresion de
este. La activaciéon de este integron 1 por la introduccion de un tipo de antibiético a través del
sistema SOS genera una mejora constante a la exposicion de la bacteria frente al antibiético lo
que explica parcialmente el crecimiento constante de la farmacorresistencia frente a terapias

interrumpidas de farmacos (Baltazar et al., 2022).

Microbiologia

El inicio de esta investigacion se basa en la identificacion del espécimen a través del
método microbioldgico tradicional, cultivo del espécimen en medios nutritivos con la finalidad de
obtener un cultivo puro de un solo organismo bajo métodos que permiten esparcir el
microorganismo por toda la placa conocidos como el método de cuadrante, con su variable 1y

2. (figura 2) y el método radiante, con sus cualidades unicas en cada tipo de estriado(Alfred E.
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& Heidi R., 2017). Para una de las principales caracterizaciones una vez aisladas las bacterias
se procede a identificar a nivel micro a través del uso de un microscopio y tinciones que
diferencian a nuestra bacteria por coloracion, una de las mas conocidas es la tincién Gram que
distingue a dos tipos de bacteria seguin sus capas exteriores y las clasifica segun color y forma
se puede distinguir a dos grupos Gram positivas, que no contienen lipopolisacaridos y proteinas
que se tifen con la tincion inicial, y Gram negativas que tifien su pared celular una vez la
primera tincién hace contacto. El procedimiento a seguir es una secuencia de afiadir tincién tras
tincion y va desde 30 segundos de cristal violeta, 1 minuto de Lugol, 20 segundos de alcohol al
95% o Alcohol violeta y por ultimo se realiza un contraste al afiadir safranina por 1 minuto, con
enjuagues con agua intermedio de cada paso. Gram positivas son aquellas tenidas de azul y

Gram negativas aquellas que se tifien de rojo (Gram, 1884).

Existen medios de cultivo diferenciales que permiten clasificar a las bacterias segun su
crecimiento dentro de los cuales encontramos a dos que se usaran en esta investigacion:
Eosin-Methylene-Blue (EMB) y MacConkey Agar, los que se utilizan para identificar bacterias
entéricas. El medio MacConkey permite identificar el crecimiento de bacterias del tipo Gram
negativas ya que inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas por contener sales biliares y
cristal violeta. El agar (EMB) permite el cultivo de bacterias entéricas Gram negativas gracias a
sus componentes y ademas, diferencia por coloracion si la bacteria es fermentadora mostrando

cepas coloridas y no coloridas si no son fermentadoras de azucares (Lee, 2021).
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Figura 2.
Estilos de estriado

3

Nota: Estilo de estriado con 4 fases. Nota: Estilo de estriado de 4
Al finalizar se realiza un zigzag curvo fases, al finalizar utilizar lo
en la mitad de la placa. encimado para realizar el

cultivo restante sobrepuesto.

\ /

Nota: Se realiza un cultivo bacteriano
desde un eje y luego desde este

mismo se esparce hacia los extremos.
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Nota: tomado de (Alfred E. & Heidi R., 2017)

También, se utilizaron varios tipos de pruebas bioquimicas para la identificaciéon de
enzimas preformadas lo que permite caracterizar segun la reaccion de la bacteria frente al
reactivo principal de la prueba bioquimica. Las pruebas mas comunes para la identificacion de
enterobacterias son catalasa, que se basa en disolver una cepa bacteriana en 1 gota de agua y
agregar de 2~3 gotas de H.O- para observar una efervescencia o burbujeo de la dilucién , la
prueba de indol, que determina si la bacteria genera la enzima triptofanasa y se realiza
agregando de 2~3 gotas del reactivo de Kovacs a 2 mL de medio previamente cultivado en
agua de peptona durante 24 horas (Rodriguez Camacho, 2012) y la prueba de
oxido/fermentacioén de las bacterias que permite identificar la capacidad de las bacterias para
degradar carbohidratos produciendo acido pirtvico, esto se refleja en el cambio de color del

medio de un verde azulado a un amarillo (Zalduegui, 1975).

Para una identificacion mas especifica de las bacterias se recomienda una evaluaciéon
de genes a través de un marcador general para bacterias que es la molécula de ARNr llamada
16S que permite evaluar si los resultados obtenidos corresponden a los obtenidos de forma
molecular, para lo cual se procedio a realizar una PCR bajo condiciones estandar para la
desnaturalizacion, templado y extensién de bacterias para luego realizar un gel bajo
electroforesis y determinar si el tamano de ADN corresponde segun las indicaciones del
marcador de peso molecular previamente colocado para obtener la secuencia cortada y
amplificada. Para la evaluacion de los datos es necesario un secuenciador de muestras para
obtener la secuencia de nuestro ADN previamente extraido lo que permite evaluar el material

genético identificado y asi reconocer las bacterias tanto por microbiologia como por biologia
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molecular (Sales Osatalé, 22). Lo que permite reconocer al menos el género de las bacterias a
las que se les realizé el PCR creando un arbol filogenético, que funciona como una
representacion en esquema de las relaciones entre unidades biolégicas que se conectan con
una descendencia comun, esta distancia se representa en porcentajes y ramificaciones juntas
con las especies que comparten una similitud alta. Esto permite clasificar a las secuencias
obtenidas, al menos, por su descendiente comun, denotando su distancia evolutiva al contar,

igual, con un agente externo (Mendoza, 2012).

Por esto es necesario el identificar los tipos de bacterias que se encuentran en los
efluentes para realizar un buen tratamiento a las zonas de descarga con antibiéticos, esto a
través de biologia molecular o identificacion molecular y ensayos bioquimicos, dirigidos
especificamente a la identificacion de caracteristicas bacterianas, que permiten reconocer el
tipo de especie que prevalece en los efluentes producidos por el area de la ganaderia, sobre

todo al momento de conocer infecciones o estancamientos de estas mismas aguas.
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Capitulo Ill: Materiales y métodos utilizados
Metodologia
Obtencion de la muestra
Se obtuvieron muestras liquidas de zonas de efluentes provenientes de la ganaderia de

la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE-Sede Santo Domingo.

Figura 3.
Ubicacion geografica del muestreo

Nota: Zona de descargas de los desechos del area de ganaderia y porcinos de la Universidad
de las Fuerzas Armadas — ESPE Ext Santo Domingo, Fotografia tomada por via aérea y

presentada en el trabajo de (Valdivieso Menéndez & Naranjo Gaybor, 2022).

Para la toma de muestra se tomo 1L de agua de descarga de la zona de ganaderia
proveniente de los lavados diarios luego de la extraccion de leche, con una jarra milimetrada.

La toma de muestra se realizo en frascos de plastico de 1L, a continuacion, se vacié conos
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Imnoff para sedimentacion por un lapso de 1h. Transcurrido este periodo se tomd una alicuota

del sobrenadante para proceder con el analisis.

Tabla 2.
Materiales utilizados para la toma de muestras

Materiales Muestra

Jarra
milimetrada

Recipiente

de plastico de 1L Efluente

turbio

Cono
Imhoff para
sedimentacion

Nota: Materiales necesarios para una toma optima de la muestra

Aislamiento bacteriano y recuento

Para el aislamiento bacteriano de los microorganismos presentes en un cultivo mixto se
siembran en agua peptona, sobre agar nutritivo. Se siembran dos placas de agar nutritivo, una
mediante la técnica del agotamiento de asa y otra mediante la de estrias escocesas y en

cuadrante.
Petri film

Este tipo de medio de cultivo permite la identificacion de las cepas a través de ciertas
caracteristicas de produccion como una coloracién que se activa en la presencia de
enterobacterias tifiendo de rojo las bacterias y la capa dentro del gas que producen las mismas

bacterias (3M Microbiology, 2008).
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Se clasifican a estas bacterias como enterobacterias al presentar al menos una de estas

3 caracteristicas:

1. Asociacion de colonias con gas y sin zonas acida.

2. Colonias con zonas amarillas de acidos y sin produccion de gas.

3. Colonias productoras de gas y acido (Alonso & Poveda, 2008).

Técnicas de aislamiento y recuento: el banco de diluciones. Se realizan una serie de

diluciones seriadas a partir del cultivo mixto. Con esta técnica se consigue ademas de aislar

colonias, obtener un recuento del nUmero de bacterias que tenemos en el cultivo. Para el

conteo bacterial se inocul6 en placa Petrifilm™ 3M.

Tabla 3.
Concentracion de diluciones para Petri film
Cultivo 102 103 10+ 10
madre
Agua peptona 9 mL de 9 mL de 9mL 9 mL de
90 mL peptona+ 1mL peptona+1mL depetona+1 peptona+ 1 mL

peptona+10 mL  de cultivo madre de la dilucion

de muestra 102

mL de la

dilucién 1073

de la dilucion

104

Nota: Solo la ultima solucidén se mantiene con 10 mL de volumen final.
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Caracterizacion bacteriana

Para caracterizar las bacterias se usan medios de cultivo nutritivo que son basicos y
permiten la identificacion bioquimica. Para identificar bacterias directamente se usan medios de
cultivo solidos o también llamados medios selectivos que permiten, como su nombre lo indica,

segregacion de crecimiento bacteriano.

Para todos los tipos de cultivos se utilizaron asas de cultivo bacteriolégico, medios
basales como agar nutriente, agua de peptona, etc., para la preservacion de las bacterias

aisladas previamente de un banco (Rustrian et al., 2013).
Agar EMB

Ademas de ser un medio diferencial por contener colorantes que fomentan la formacién
de un precipitado en pH acido, sirviendo como indicadores de bacterias fermentadoras tanto de
sacarosa como lactosa, producen colonias purpuras y en el caso de ser super fermentadores
de lactosa se pintas de color verde metalico. Este medio es selectivo pues inhibe el crecimiento

de la mayoria de las bacterias Gram positivas y bacilos Gram negativos exigentes (Gil, 2019).

Tabla 4.

Interpretacion de los resultados obtenidos en el agar EMB
Coloracién Crecimiento
Morado Satisfactorio/parcial

Transparente Satisfactorio/parcial
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Verde Satisfactorio

metalico

Nota: La coloracion y presencia en el medio es clave para la determinacion de la especie
Agar MacConkey

Medio selectivo en donde la mezcla de sales biliares y el cristal violeta inhiben el
crecimiento de bacterias Gram positivas, en su mayoria; la coloracion de las cepas se produce

por un viraje del indicador que cambia a un rojo neutro en un medio acido (BritaniaLab, 2021b).

Tabla 5.
Interpretacion de resultados del medio agar MacConkey
Coloracion de las colonias Observaciones
M.O. Fermentador de lactosa Colonias rosadas rojizas Presencia de

precipitacién biliar
M.O. no Fermentador de lactosa Colonias del color del medio

Nota: M.O.: Microorganismo; Recuperado y adaptado de (BritaniaLab, 2021b).

Agar Kligler Hierro

Medio facultativo para la diferenciacion de bacilos Gram negativos entéricos en base a
su capacidad fermentadora de dextrosa, lactosa y producir sulfuro. La interpretacion de los
resultados se da en base a la coloracién obtenida luego de la incubacion en un medio

solidificado lateralmente luego de las 18h. Se debe tomar en cuenta que al momento de la toma
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de datos las caracteristicas que sobresalen son el color del pico como del fondo, ruptura del

medio y ennegrecimiento (Becton Dickinson and Company, 2014).

Tabla 6.
Interpretacion de los resultados para el medio de cultivo agar kligler hierro

Fermentacién Presencia de gas Ennegrecimiento

Superficie
alcalina/profundidad Solamente
acida (pico rojo fondo fermenta glucosa

amarillo)
El organismo es Productor de acido
» capazdecrear o idrico
$u_perf|0|e _ Fermentacion tanto 92s/ruptura del medio
acida/profundidad

. ) : de glucosa como
acida (pico amarillo

fondo amarillo) lactosa
Superficie

alcalina/profundidad No fermenta
alcalina (pico rojo azucares

fondo rojo)

Nota: EI medio no necesariamente debe ser completamente negro para considerar al

organismo productor de acido sulfhidrico; recuperado de (BritaniaLab, 2021a)

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, ya que
evaluan la presencia de una enzima preformada y su lectura varia entre unos segundos hasta
algunas horas (Bou et al., 2011).Todo este tipo de pruebas utilizan materiales especificos para

realizar cultivos asépticos, mejor detallados en la siguiente tabla 7.
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Tabla 7.

Equipos y materiales utilizados para realizar las pruebas bioquimicas
Equipos Material de laboratorio
Microscopio Peras de aire, pipetas milimétricas, pipetas

automaticas

Autoclave y plancha de Mecheros de alcohol, asas de cultivo, tubos
calentamiento/agitacion tapa rosca, placas Petri

Camara de flujo laminar e Reactivos especificos para cada ensayo.
Incubadora

Nota: Cada ensayo contiene su propio reactante principal, ya sea para realizar un medio soélido

de cultivo o para calentar agua destilada.
Catalasa

El fundamento de su prueba es la descomposicion de peréxido de hidrégeno (H20-) por
la actividad de la enzima degradadora catalasa. Esta prueba permite discriminar entre
bacterias aerobias y anaerobias por la capacidad facultativa que contienen. Para la realizacion
de la prueba se utilizé el reactivo de perdxido de hidrégeno comercial a una concentracion del
3%. Se procede a colocar una gota de agua destilada sobre un porta objeto y se hace una
solucién de la muestra tomando una asada del cultivo sélido de la bacteria, posteriormente se

agrega al menos 3 gotas de peréxido de hidrégeno y se observa la generacion de burbujas,
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clasificadas por tiempo como reaccion tardia, reaccidén inmediata y sin reaccion (Marielsa,

2019).
Indol

El indol es uno de los productos de degradacion de aminoacido triptéfano. La presencia
de la enzima triptofanasa en la bacteria provoca la hidrolisis del aminoacido y su desaminacion

produciendo Indol, 4cido pirtvico y amoniaco (Rodriguez Camacho, 2012).
Inocular el caldo con el microorganismo e incubar a 37 °C durante 24 a 48 horas.

Transcurrido ese tiempo afiadir de 4 a 5 gotas de reactivo de Kovacs, resbalando por la
pared del tubo sin agitar. Lo que genera 2 fases, una con un anillo de color café carmesi y el

medio enrojecido lo que indica prueba positiva a indol.

Tabla 8.
Interpretacion de resultados para la prueba de indol.

Color Resultado

Formacioén de anillo rojo carmesi/café en la

superficie del medio

No existe cambio en la coloraciéon del medio -

Nota. Recuperado y adaptado del trabajo de (UNPSJB, 2017)
Oxido fermentacion

La oxido-fermentacion es una técnica utilizada para la caracterizacion del metabolismo

oxidativo o fermentativo de un carbohidrato, ya sea por condiciones aerdbicas, en el caso de
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algunas bacterias y en el caso de otras de forma aerobia como anaerobia. En los organismos
aerobios el acido piravico es oxidado por la ruta del ciclo de Krebs en donde el aceptor final es
el oxigeno, para el caso de la fermentacién se produce una acidez mas elevada y es un
compuesto organico el que hace de aceptor final. Para la realizacién de esta prueba se
requieren 2 tubos con 6 mL de agar, preparados en base a la tabla 9, por bacteria en cada
tubo, los cuales van a ser inoculados por puncién, al momento de inocular se deja uno de los

tubos, del par por bacteria, abierto y el otro cubierto con Parafilm.

Tabla 9.
Interpretacioén de resultados para la prueba de 6xido-fermentacion
Si es: Tubo abierto Tubo cubierto
Oxidacion Amarillo Verde
Fermentacion Amairillo Amairrillo

(anaerogénica)

Fermentacién (aerogénica) Amarillo Amarillo
Ni fermentacion, ni Azul o verde Verde
oxidacién

Nota: Si existe formacion de gases, al menos en la fermentacién aerégena; Amarillo: acido;

Azul: alcalino ;Verde: sin cambio; Recuperado y adaptado del trabajo de (UNPSJB, 2017).
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;?:;:r;g}én del medio de cultivo para la prueba de 6xido fermentacion
Peptona 29
Cloruro de sodio 5g
Fosfato de potasio 0,3g
Agar 2-3g
Indicador de azul de bromotimol 0,03-0,08¢g
Agua destilada 1000 mL
pH 6,8

Nota: Puede existir ruptura del medio por generacion de gas.

Tincién Gram

El procedimiento de tincion mas ampliamente utilizado en bacteriologia, permite dividir a
las bacterias en 2 grandes grupos taxondmicos: Gram positivas y Gram negativas, segun sea
su comportamiento frente a la tincion. La diferencia de coloracion que adquieren los 2 grupos
bacterianos se debe a la distinta composicion quimica de la pared celular. Las bacterias Gram
positivas tienen una gruesa capa de mureina o peptidoglicano (de 20 a 80nm de espesor) en su
pared, mientras que las bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano (2nm)

mas fina y una capa externa de lipopolisacarido, lipoproteinas y lipidos (Gram, 1884).
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1. Con un asa de siembra tome una colonia y extiéndala en un porta objeto y se lo
disuelve en una gota de agua con el fin de generar un frotis bacteriano, fije la
preparacion, la fijacion se realiza acercando de manera intermitente el porta objeto
encima del mechero, evaporando el agua excedente.

2. TiAa con cristal violeta por 30 segundos.

3. Retirar el exceso de colorante

4. Anadir Lugol, por 1 minuto.

5. Decolorar con Etanol al 98% o acetona por 20 segundos

6. Enjuagar con agua

7. Se anade el colorante de contraste, safranina, por 1 minuto.

8. Enjuagar con agua

9. Observar bajo microscopio (x40, 100x). Leer el apartado de practicas de uso de

microscopio.

Antibiograma

La realizacidon de un antibiograma se basa en el enfrentamiento del microorganismo con
antibiéticos de una concentraciéon conocida usando discos de difusién; La finalidad de la técnica
es evaluar la resistencia generada durante la etapa de crecimiento bacteriano y que se hace
visible mediante un halo de inhibicion. Para este ensayo se utiliz6 medio Mueller Hilton

recomendado para hacer el enfrentamiento con el antibiético (Tankeshwar, 2022).
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Tabla 11.
Materiales y reactivos utilizados para el analisis de sensibilidad

Reactivos Materiales

Cloruro de sodio Pipeta de 10 mL

Agua doblemente destilada Micropipeta de 10uL

Medio Mueller Hilton Hisopos estériles

Discos de sensibilidad Tubo de ensayo tapa rosca
Pinza esteéril

Asa bacterioldgica

Nota: Todo se realizé dentro de una camara de flujo laminar para mantener condiciones

aseépticas. Protocolo obtenido de (Bernal R. & Guzman, 1984).

Se utilizé un protocolo en base a lo descrito por (Bernal R. & Guzman, 1984).

Se prepararon cajas con medio Mueller Hilton con una dilucion de 38g por cada litro de
agua destilada. Se prepararon disoluciones con cloruro de sodio (85g) para 100mL, (es decir
una solucién de 85%) de agua salina. De esta solucién se tomo una alicuota de 10mL para

analizar. Todo material fue debidamente esterilizado a 121°C en una autoclave por 35 min. El
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material no autoclavable se dejé en camara con luz UV, por 15 min para evitar cualquier fuente

de contaminacion.

Se prepararon suspensiones bacterianas en la solucidn salina previamente preparada y
esterilizada, se homogenizé por 3min usando un vértex. A continuacion, se tomé de la solucién
salina con un isopo estéril y se procedié a sembrar de forma masiva en el medio. Con una
pinza se colocaron los discos de la marca OXOID, estos discos contienen concentraciones
especificas de los antibidticos que corresponden a la concentracion comercial. Los anitbiéticos
usados en esta investigacion fueron Sulfametox-trimetroprim 25, cefalexin 30, gentamicina 10 y

penicilina G. Ubicados segun Bernal R.

Figura 4.
Distribucion de los discos de antibidtico en la caja
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Diseno experimental

El analisis de datos forma parte importante de un experimento en donde se esta
partiendo de la premisa de una inhibicién y una toma de medidas con variables dependientes e

independientes. Estos factores tienen impacto en el disefio de manera individual.

Tabla 12.
Planteamiento del disefo
Antibiotico Microorganismo Tratamiento Halo de inhibicién
Nomenclatura a b ab Medicion en mm

Nota: Los tratamientos son las interacciones entre el antibiético y el tipo de microorganismo,

segun el caso se obtiene una medida en mm del halo que se inhibe.

Tabla 13.
Nomenclatura de los microorganismo y antibioticos para el analisis estadistico

Antibiético Penicilina Gentamicina Cefalosporina Trimetoprima
(a) (a0) (a1) (a2) Sulfametoxazol

(a3)

Microorganismo (b) a#b#

Enterobacter sp. (b0) a0b0 a1b0 a2b0 a3b0

Enterobacter sp. (b1) a0b1 alb1 a2b1 a3b1
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Nota: Las combinaciones conformadas son denominadas tratamientos, que varian segun el tipo

de antibiético enfrentado a un microorganismo.

Tabla 14.
Antibioticos y su descripcion
Nombre Descripcion Bibliografia
abreviado
Penicilina P(G,V) B-lactamicos; uno de los antimicrobianos
mas utilizados gracias a su amplio espectro
de accion. Inhibe la sintesis de la pared
celular activando enzimas autoliticas.
Gentamicina CN 10 Aminoglucdsido; Adicion a la fraccion 30s
(Bernal R. &
de las bacterias produciendo proteinas Guzman, 1984)
bacterianas defectuosas. y (Pacheco et
Cefalosporina CL 30 B-lactamicos que inhiben la sintesis de la al., 2020)
pared celular activando, tras esto, enzimas
autoliticas.
Trimetoprima SxT 25 Diaminopirimidina con actividad similar a

Sulfametoxazol

las sulfonamidas.

Nota: Se utilizaron las abreviaciones para identificar los antibioticos al realizar el analisis en el

laboratorio.
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Ensayos moleculares

En la parte molecular es necesario realizar la extraccion de ADN a partir de un cultivo

puro o unico de una bacteria, para lo que se puede realizar varias técnicas de purificacion del

ADN.
Los pasos basicos para la extraccion y tratamiento de la molécula de ADN son:

1. Disrupcion celular.

2. Lisis celular con detergentes.

3. Remocion de las proteinas por digestidon o tratamiento con proteasa,
también se puede usar el fenol cloroformo. Se puede usar, para eliminar las
proteinas, sales en alta concentracion.

4. Precipitacion del ADN por alcoholes y sales.

5. Rehidratacion y almacenamiento

En esta investigacion se siguieron los pasos detallados en la tabla 15:
Tabla 15.

Reactivos y procedimiento seguido para la obtencion de ADN bacteriano

1. Microcentrifugar una previa suspension de bacterias de 1,5 mL por 3 min a
12,000 rpm y resuspender el pellet en 600uL de Buffer TE, luego de secar el

pellet.

2. Adicionar 15uL de SDS al 20%, mezclar con vortex de manera firme por 5

segundos, e incubar por 1h a 60°C, con una homogenizacién cada 10 min.
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3. Adicionar fenol saturado en Tris-HCI y mezclar con vortex por 15 seg.

4. Centrifugar 3 min a 12,000 rpm. Posteriormente transferir la fase superior
(acuosa) a un tubo nuevo. Llevar el nivel del tubo a 1,5mL con la solucién de

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Vortex por 15seg.

5. Centrifugar 3 min a 12,000 rpm. El sobrenadante resultante se transfiere a un

tubo nuevo.

6. Precipitar el ADN con ispropanol frio y acetato de sodio 3M. La precipitacion

dura toda la noche a -20°C

7. Centrifugar durante 5 min a 12,000 rpm

8. Eliminar el ispropanol y lavar el pellet de DNA con 1mL de etanol al 70%

9. Volver a centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min y extraer todo el alcohol

10. Dejar secar a temperatura ambiente

11. Resuspender en buffer TE o bien en agua ultra estéril

12. Conservar a -20°C

Nota: Protocolo adaptado de (Howland, 1996)

Para la amplificacion se utilizan al menos tres pasos basicos en donde se debe facilitar

la desnaturalizacion de la molécula, permitir el alineamiento de los primers, referentes del
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trabajo en Enterobacterias realizado por Fadare et. al, estos cebadores o primers, son

universales para ADN bacteriano 16s. La secuencia reverse (rRNAR) 5" —

ACGGATACCTTGTTACGACTT — 3’y la secuencia forward (rRNAF) & —

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG — 3, y facilitar que la ADN polimerasas lleve a cabo su sintesis,

utilizando el protocolo propuesto por (Fadare et al., 2020). Las condiciones del termociclador se

las especifica en la siguiente tabla:

Tabla 16.
Condiciones del termociclador para realizar PCR en bacterias
Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 minutos
Desnaturalizaciéon secundaria 95°C 30 segundos
Hibridacién 55°C 25 segundos
Extensién 72°C 1,30 segundos
Extensidn final 72°C 7 minutos

Nota: Este proceso se realizdé 35 veces (ciclos); Protocolo adaptado para la extraccion de ADN

bacteriano, subunidad 16s de procariotas.

Lo consiguiente es analizar el resultado a través de una electroforesis en un gel de

poliacrilamida o agarosa, el cual contiene pocillos en donde se “carga” el ADN previamente
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homogenizado con una sustancia, normalmente bromuro de etidio, que permite el avance del

ADN bajo luz ultravioleta.
Gel de agarosa

Se preparé un gel diluyendo, por 30 segundos en un microondas, 1g de agarosa en

100mL de buffer TAE hasta obtener un medio transparente, evitando la ebullicion del medio.

Posteriormente se colocada la bandeja receptora en el “gel caster’ y esta debe estar
nivelada, se dispensoé el medio liquido en la bandeja y se ubicé un peine plastico para generar
pocillos, se dejé solidificar. La agarosa es un compuesto poroso que permite la migracion de las
moléculas de ADN de un polo a otro, este se encuentra en concentracion segun la cantidad de
las pares de bases a analizar Tabla 17. Este ADN es mezclado con una tincion que le otorga
peso y color lo que le permite ser colocado en el medio y que se ubique en los pocillos

anteriormente generados (Checa, 2020).

Tabla 17.
Concentracion del gel en dependencia de las pares de bases
% recomendado Pares de base (pb)
0.5 1,000-30,000
1.0 500-10,000
1.5 200-3,000

2.0 50-2,000
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Nota: Adaptado y tomado de (Checa, 2020)

Figura 5.
Procedimiento para generar el gel listo para la carga

= Bandeja

[ — = Pared mowil con
s palanca de leva
MNivelador - i — ~ =] P

Pared fija - s

= Se gira la palanca
l . Para sujetar la
bandeja

“Matraz con
agarosa fundida

= = El| gel polimeriza al

‘% enfriar la agarosa

1:,.

Se coloca la bandeja con el
gel polimerizado, se coloca el

P
— #
buffer corrida v se cargan las ‘ 2 ~Fuente de poder
muestras - . -
- S =

g Se tapa y conecta a la fuente de
poder entre 70-100 WV por 1h

Nota: Tomado de (Checa, 2020)

Una vez colocado el buffer de corrida y las muestras estan cargadas se tapay se

empatan las fuentes de poder y se establece un rango de 70-100 voltios por 40min u 1h.
Secuencias

Las secuencias se toman desde un cultivo solido en agar, el microorganismo que se
encontraba aislado y puro de ese cultivo fue llevado a un cultivo liquido por al menos 24h a
37°C y en constante agitacion. Para la obtencion de un producto de analisis por electroforesis
se es necesario extraer el ADN bacteriano de las muestras y procesarlo, esto se realizé segun

(Howland, 1996) y descrito en el apartado anterior. Los primers utilizados para realizar los



51

cortes en el ADN cuentan con sus parametros de medida al avanzar segun la concentracién de

agarosa en el medio ya sea 1,5% o0 2% (Checa, 2020).

Figura 6.
Medidas del marcador de peso segun las concentraciones del gel

Safe-Green™ 100bp / 1kb Opti-DNA Marker
Cat.No.: G473 Cat.No.: G474

Mass (ng)” Base Pars Mass (ng)” Base Pairs

3 nasenss 8 seBuNp

Nota: Medidas del promedio del marcador de pb de los primers utilizados en la extraccion;

Informacion del marcador molecular.

Arbol filogenético

Se utiliz6 esta herramienta como indicador de las distancias evolutivas de las
secuencias obtenidas luego de empatar nuestros cebadores (forward y reverse) por bacteria.
Para la realizacion del arbol de distancia filogénica se utilizoé el programa MEGA X, para alinear

las secuencias y analizar la pureza de las mismas se utilizé el programa Sequencher vrs. 5.4.6.
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Capitulo IV: Resultados y discusiéon del experimento
Aislamiento bacteriano
Luego de realizado el cultivo bacteriano se obtuvieron 7 aislamientos con crecimiento
diferenciados morfolégicamente, variando por coloracion, anaranjado (bacteria #7), algunas
incoloras (bacterias #2 y #3), de color blanco lechoso (bacterias #1 y #4), blanco opaco

(bacterias #5, #6). Lo unico diferente entre cepas fue que cada una presentaba una viscosidad

diferente.

Figura 7.
Resultados del crecimiento en agar nutriente
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Petri film

De los aislados sembrados en Petri film se obtuvo un crecimiento masivo de bacterias,
lo que dificultd el conteo de cepas debido a que no se cuenta con un puntero en el equipo
contador de colonias, lo que derivé en el uso de un programa para el conteo manual de
colonias. Las diluciones fueron de 102, 103 y 104, para lo que se uso6 el banco que se conservé

congelado de las bacterias aisladas.

Figura 8.
Crecimiento en Petri film de las concentraciones 102, 103 y 10

——

Nota: Se observa la formacién de puntos transparentes del color del medio/generacién de gas

en las placas.

El conteo de las diluciones en concentraciones 102, 10-3 y 10 fue realizado por el

programa ColonyApp, lo que represento valores de 500~530 colonias en la dilucién 10
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Figura 9.
Conteo de colonias por programa

Total Colonies: 1364 Total Colonies: 594
Removed: 0 Removed: 0

Total Colonies: 529
Removed: 0

-2 :
10 Addfzd. 1364 Added: 594 104 Added: 529

.

Nota: Aplicacion APD Colony App Lite; el programa permite un conteo de colonias, no

reemplaza al equipo contador con lapiz laser

Medios diferenciales

Se realizaron cultivo de las bacterias puras desde el medio en agar nutriente hacia los
medios diferenciales EMB y Agar MacConkey con la finalidad de realizar una seleccion de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriacea y algunos bacilos Gram negativos

anaerobios facultativos y aerobios.



Figura 10.
Crecimiento en medios diferenciales: EMB
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Nota: Crecimiento bacteriano en medio diferencial EMB.

Tabla 18.
Resultados de crecimiento en EMB

Numeracion Coloracion
de la bacteria

Bacteria #1 Crecimiento
rosado oscuro

Bacteria #2 Crecimiento
morado oscuro

Bacteria #3 Color
morado/rojizo

Bacteria #4 Crecimiento
transparente

Bacteria #5 Crecimiento
punteado de cepas
moradas

Bacteria #6 Crecimiento
transparente

Bacteria #7 Crecimiento
transparente

Nota: Cada cepa tuvo una viscosidad diferente, de ahi su diferenciacion.
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Figura 11.

Nota: Las bacterias van desde la 1 hasta la 5, leyendo de izquierda a derecha; se descarto las

bacterias #6 y #7 por no crecer en el medio.

El crecimiento obtenido en agar nutriente es un medio basico que permite que las
bacterias crezcan sin hacer sin ningun tipo de diferenciacion morfoldgica entre ellas (Materiales
et al., 2015). A diferencia de los medios selectivos, en los que se puede diferenciar entre
bacterias que presentan caracteristicas metabdlicas especificas para cada familia (Cuevas,

2009), de esta forma, el medio de MacConkey permite el crecimiento de enterobacterias



degradadoras y no degradadoras de lactosa, lo que se discrimina por el color, como las

obtenidas en este trabajo que son de coloracion rosa e incoloras figura 11.

Pruebas bioquimicas I (antes de la secuenciacion)

Tabla 19.

Resumen de resultados de pruebas bioquimicas
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Bacteria Catalasa KIA

oxido Indol
Fermentacion

Gram

Pico
rojo/fondo
rojo; No
fermenta
azucar;
glucosa (-)
Lactosa (-)

Bacteria 1 Positivo

Positivo

Oxidativa

Negativo

Bacteria2 Negativo Pico
rojo/fondo
negro;
Medio
alcalino;
Produce
gas;
Produce
acido
sulfhidrico

Positivo

Fermentativa

Negativo

Positivo Pico
amarillo/fo
ndo negro;
Superficie
acida;
Produce
acido
sulfhidrico;
Presencia
de liquido

Bacteria 3

Positivo

Fermentativa

Negativo
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Bacteria 4 Positivo

Pico
Amarillo
fondo
rojo; sin
producci
on de
gas (-)

Negativo

Fermentativa

Negativo

Bacteria 5 Positivo

Pico
amarillo/
Fondo
rojo;
Ferment
a
Lactosa

(+)

Negativo

Fermentativa

Negativo

Bacteria 6 Positivo

Medio
completa
mente
negro; el
medio
produce
acido
sulthidric
o}

Positivo

Oxidativa

Negativo

Bacteria 7 Positivo

Pico
rojo/fond
0 rojo;
Presenta
liquido
blanques
ino en la
superfici
e; no
fermenta
azucares

Positivo

Fermentativa

Negativo

Nota: Bacterias del 1 al 7, con sus respectivos resultados bioquimicos para catalasa, Gram,

indol, KIA'y O/F.



Tincion Gram

Figura 12.
Tincion Gram de las bacterias de interés
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Nota: Bacilos Gram negativos; Vista a 100X.

Los resultados muestran tincion Gram negativa para todas las bacterias (Coico, 2005).

Tabla 20.
Resultados de tinciones Gram

Bacteria Tipo de Forma
tincion Gram

Bacteria 1 Negativa Cocos, con presencia
de bastones
alargados

Bacteria 2 Negativa Cocos, con presencia
de bastones
alargados

Bacteria 3 Negativa Cocos

Bacteria 4 Positiva Bacilos, presencia de

bastones alargados

Bacteria 5 Negativa Bacilos o bastones
Bacteria 6 Negativa Bacilococos
Bacteria 7 Negativa Cocos

Nota: Las muestras presentan bacterias Gram negativa; los bastones algunas placas esto

puede ser indicador de contaminacién (Coico, 2005).



Prueba de catalasa

Figura 13.
Prueba de catalasa de los aislados de interés
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Prueba de indol

Figura 14.
Resultados de la prueba de indol de las bacterias de interés

Nota: Se muestra formacién de anillo para las bacterias 1, 6 y 7; No existié formacion de anillo,

para las bacterias 2, 3, 4 y 5, resultado negativo para esta prueba.

Para esta prueba se observo una respuesta negativa debido a que no se formé el anillo
de color caramelo indica que la bacteria en solucién no degrada el triptéfano y por lo tanto no

produce indol (Muso & Acosta, 2017).
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Prueba de oxido fermentacion

Figura 15.
Resultados pruebas de O/F

Nota: En cuestion al viraje de color ambos resultados mantuvieron un color amarillento.

En cuanto a la prueba de produccioén de O/F, que produce fermentacién de los
carbohidratos presentes en el medio y cambia de color, de azul verdoso a amarillo, por la

acumulacion del acido piruvico (Zalduegui, 1975).



Prueba de KIA (kligler iron Agar)

Figura 16.
Resultados de la prueba KIA para las bacterias de interés

Nota: Las bacterias fueron positivas a la prueba de fermentacion KIA

Al aplicar la prueba de KIA, 2 de los aislamientos resultaron positivos (bacteria 4 y
bacteria 5) esto significa que son fermentadoras de glucosa, lactosa y/o sacarosa, segun
(MDM, 2020). Lo que se logra evidenciar por el color rojo caramelo de los tubos. Se observo

generacion de acido sulfhidrico para los tubos 2, 3 y 6, esto se da por el ennegrecimiento del
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medio. Para los tubos 1y 7, los medios fueron de color rojo por lo que estas bacterias son

fermentadoras de lactosa, sacarosa y/o glucosa (MDM, 2020).

Ensayos moleculares

Ampilificacién y electroforesis

Figura 17.
Banco nuevo de las bacterias aisladas en EMB
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Figura 18.
Producto PCR

Nota: Producto PCR, pre-carga.

El paso previo a cargar el ADN extraido es cargar cada extracto con una tincion que le
confiere color y peso, llamado bromuro de etidio. Este bromuro de etidio es el que permite que
se pueda observar el avance del ADN a través del gel de agarosa, por lo que cada una de las
muestras debe contener esta tincion. El producto de la electroforesis se encuentra en la
siguiente tabla y da de resultado un gel de agarosa tefiido con el avance del ADN entre 1200 y

1500 pb.
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Tabla 21.
Producto de la electroforesis

Nota: Resultado en el gel de agarosa luego de la electroforesis, (MP) Marcador de peso

molecular; (Naumero) ADN bacteriano; (C) control, negativo (-) o (+).

Una vez realizada la extraccién y purificacion de ADN y la lectura del gel, se enviaron
las muestras a secuenciar en Macrogene ®, empresa coreana que realiza secuenciacion del
modelo 3730XL y garantiza resultados de calidad (Macrogen & Bi, n.d.). Las secuencias
obtenidas fueron detalladas en la tabla 21. Con la finalidad de conocer el tipo de bacterias que

se habian aislado y comprobar si eran Enterobacterias.



70

Tabla 22.
Informacién de las secuencias enviadas por Macrogene ®
Codificacion Secuencias
Blast
de la bacteria Forward Reverse
Bacteria 2 >J2 16S_RrnaF >J2 16S_rRNAR SR
Bacteria 4 >J4_16S_RrnaF >J4 16S_rRNAR | >KJ184911.1 Enterobacter sp.
CZGRY7 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Bacteria 5 >J5 16S_RrnaF >J5 16S_rRNAR | >KY681986.1 Enterobacteriaceae
bacterium strain 172 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence
Bacteria 6 >J6_16S_RrnaF >J6_16S_rRNAR SR
Bacteria 7 >J7_16S_RrnaF >J7_16S_rRNAR SR

Nota: En la seccion de anexos se detalla informacion mas amplia de las codificaciones de los

primers; SR: Sin respuesta.

De los resultados enviados por Macrogene ®, tabla 21, reconocieron, tanto el forward

como el reverse, en la base de datos NCBI, al menos a un tipo de Enterobacteria. De los 7

extractos de ADN bacteriano, las secuencias reversen y forward, del extracto de la bacteria 4 y
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5 fueron las Unicas con lectura a través del blast. Con estos resultados se realizé una nueva

siembra de solo las bacterias significantes en Agar diferencial MacConkey y EMB.

Figura 19.
Arbol filogenético

—— KJ184811.1 Entercbacter sp. CZGRY7T 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

b=

.09

—— CONSEMNSO J4

b.52

—— KYEB81986.1 Enterobacteriaceae bacterium strain 172 165 ribosomal RMA gene partial sequence

.09

—— Consenso Jb

oa1 UYIFO1000223.1 Lactobacillus mudanjiangensis isolate Lactobacillus mudanjiangensis AMBF209 genome

Nota: Arbol filogenético obtenido con las secuencias identificadas molecularmente; el agente

externo para este analisis fue Lactobacillus mudanjiangensis.

De los cebadores para las bacterias 4 y 5, que fueron las Unicas que codificaron en
Blast, por su secuencia consenso (CONSENSO J4 Y J5), se obtuvieron 2 bacterias (tabla 22)

presentes en la zona de descarga de aguas residuales de la ganaderia. Se respaldan estos
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resultados con las pruebas bioquimicas realizadas y la aparicion de un ancestro de origen
comun en la filogenia realizada comparando las secuencias obtenidas con la base de datos del

NCBI (Enrique P, 2015).

Aunque ambas bacterias comparten un ancestro comun cercano la Enterobacter
CZGRY7 fue aislada, por primera vez, de una cepa obtenida por (Al-Turki & Abdullah, 2021)
denominada RH y se considera una de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal por su
capacidad de fijar nitrégeno. Por su parte Enterobacteriaceae Bacterium strain 172, es un

cultivo sin clasificar dentro de las Enterobacterias segun (Schoch CL, 2020).
Pruebas bioquimicas Il (luego de la secuenciacion)

Se realizaron nuevos analisis bioquimicos, especificamente para las bacterias 4 y 5.
Que son Enterobacter CZGRY7 (bacteria 4) y Enterobacteriaceae Bacterium strain 172
(bacteria 5) esto con la finalidad de corroborar los resultados anteriores a la secuenciacion con
los nuevos y dar interés a las bacterias identificadas molecularmente. El resumen de estos

resultados bioquimicos se detalla en la tabla 23.

Tabla 23.

Resumen de resultados de pruebas bioquimicas
Numero de Catalasa KIA 6xido Indol Gram
bacteria Fermentacién
Bacteria 4 Positivo Pico Amarillo Fermentativa  Negativo Negativo

fondo rojo; sin
produccion de
gas (-)
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Bacteria 5 Positivo Pico Fermentativa Negativo Negativo
amarillo/Fondo
rojo; No fermenta
azucar; Fermenta
Lactosa (+)

Nota: Bacterias 4 y 5, con sus respectivos resultados bioquimicos para catalasa, Gram, indol,

KIA'y O/F.
Tincion Gram

Figura 20.
Tincion Gram de las bacterias de interés

Nota: Bacilos Gram negativos; bacterias 4 y 5 respetivamente; Vista a 100X.
Los resultados muestran el resultado obtenido en el ensayo de tincién Gram, tanto la bacteria 4

como la bacteria 5 tienen forma de bastones y las dos son Gram negativos (Coico, 2005).
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Prueba de catalasa

Figura 21.
Prueba de catalasa de los aislados de interés

Nota: Se observé una reaccion lenta, frente a la produccién de burbujas que es una reaccion
positiva para la descomposicion de peroxido de hidrogeno mediada por la enzima catalasa

(Espinosa, 2018).
Prueba de indol

Figura 22.
Resultados de la prueba de indol de las bacterias de interés
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Para esta prueba se observo una respuesta negativa debido a que no se formé el anillo
de color caramelo indica que la bacteria en solucién no degrada el triptéfano y por lo tanto no

produce indol (Muso & Acosta, 2017).

Prueba de oxido fermentacion

Figura 23.
Resultados pruebas de O/F

En cuanto a la prueba de producciéon de O/F, que produce fermentacion de los
carbohidratos presentes en el medio y cambia de color, de azul verdoso a amarillo, por la

acumulacion del acido piruvico (Zalduegui, 1975).
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Prueba de KIA (kligler iron Agar)

Figura 24.
Resultados de la prueba KIA para las bacterias de interés

;!
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Nota: Bacterias 4 y 5, fueron positivas a la prueba de fermentacion KIA

Al aplicar la prueba de KIA dos aislamientos resultaron positivos (bacterias 4 y 5) esto
significa que son fermentadoras de glucosa, lactosa y/o sacarosa segun (MDM, 2020). Lo que

se logra evidenciar por el color rojo caramelo de los tubos.
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Figura 25.
Resultados de medios diferenciales EMB y MacConkey

Nota: Denota crecimiento incoloro en EMB lo que significa que las bacterias no fermentan
sacarosa (Gil Martinez, 2019); Denota crecimiento rosado leve para la bacteria 4 y la bacteria 5
en MacConkey, lo que significa que son bacterias fermentadoras de lactosa (BritaniaLab,

2021b).
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Resistencia a antibioticos

Al analizar el ensayo de antibiograma con las bacterias Enterobacter CZGRY7 y a

Enterobacteriaceae Bacterium strain 172 se obtuvieron los resultados presentados en la tabla

24,
Tabla 24.
Interpretacion de resultados de la prueba de antibiograma
Bacterias Antibiético Datos de inhibicién (mm)
R1 R2 R3
Bacteria 4:
Cefalosporina 15 13 15
Enterobacter

Sulfamethox-

25 27 25
trimetoprim
Penicilina G 40 39,5 40
Gentamicina 34 36 35
Bacteria 5:
Enterobacteriaceae Cefalosporina 8 8 8

strain 172
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Sulfamethox-

18 18 21
trimetoprim
Penicilina G 8 8 8
Gentamicina 25 26 26

Nota: 8 mm significa que no hubo inhibicién por parte de los antibidticos, ya que es la medida

del disco OXOID.

Figura 26.
Grafico de barras comparativas de los resultados obtenidos
50,000
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g 35,000
= I Enterobacter CZGRY7
he)
3 30,000
L-g s Enterobacteriacea b.
< 25,000 strain 172
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Nota: La linea de tendencia indica que el diametro de inhibicion de Enterobacter CZGRY7 fue

mayor en cada antibiético que el obtenido por Enterobacteriacea b. strain 172.

Se observé un diametro de inhibicién (mm) mayor frente a los antibiéticos en el
antibiograma realizado con Enterobacter CZGRY7, con un promedio de inhibicién de 39,83 mm
frente a penicilina. El diametro promedio mayor de inhibicién por Enterobacteriacea b. strain

172 fue de 25,67 mm frente a gentamicina.

Figura 27.
Resultados antibiograma de las bacterias 4y 5

Bacteria 4
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Nota: Se realizaron 3 repeticiones del antibiograma para cada bacteria con la finalidad de dar

consistencia a los resultados.

Diseiio experimental

Para el analisis de los datos se utilizé una herramienta de analisis estadistico,

Infostat/E, que permitié utilizar un ANOVA con 5% de confiabilidad. Los resultados se muestran

en la tabla 23.

Analisis de varianza de las enterobacterias identificadas

Tabla 25.

Analisis de varianza de las Enterobacterias identificadas

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 8278,82 17 486,99 1927,14 <0,0001
Enterobacterias 6045,07 3 2015,02 7973,96 <0,0001
Antibidticos 918,13 3 306,04 1211,09 <0,0001
Repeticiones 0,52 2 0,26 1,03 0,3637
Enterobacterias*Antibidtico 1627,5 9 180,83 715,6 <0,0001
Error 13,65 54 0,25
Total 8292,47 71

Nota: El coeficiente de variacion obtenido fue de 2,61; Se logra identificar que tanto el factor

Enterobacterias como el factor Antibidticos y su interaccion resultaron ser significantes con un

nivel de confianza del 5% y para estimar los efectos de cada factor se realizd una prueba de

ajuste de Tukey HSD. Para las repeticiones no se observé una significancia, lo que significa

que la prueba esta bien realizado el experimento. En las siguientes tablas se muestran los

resultados de los andlisis de significancia de Tukey.
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Se realizaron comparaciones individuales entre las medias tedricas y las medias

obtenidas en este estudio. Los resultados obtenidos se relatan en las siguientes tablas.

Figura 28.
Grafico de puntos medios en comparacion con la inhibicién obtenida con Enterobacter CZGRY7

Medidas de inhibicion comparadas con las medias obtenidas
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Nota: Lineas horizontales son las medias teoricas de cada antibidtico.
Los datos reflejan que existen al menos 4 medias de inhibiciéon diferentes para esta
bacteria. Una media de 15,44 mm en cefalosporina refleja una resistencia intermedia ya que se

no pasa los 17mm que es el limite para considerar a una bacteria sensible a este antibidtico.

Para el antibiético sulfamethox-trimetoprim (SxT) se encontrd una inhibicion media de 20,89
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mm de halo, reflejando sensibilidad ante SxT con una inhibicién de 19 mm que es el rango
maximo para considerar a una bacteria sensible a este antibiético. Para el antibiético Penicilina
G, se encontré un halo de inhibicion medio de 27,28 mm lo que representa que este
aislamiento presenta sensibilidad al antibiético ya que la media de inhibicion en penicilina G es
de 22 mm. Para la Gentamicina, se encontré una media de inhibicién de 22,33 mm, siendo la
mas alta formacién de halo de todos los antibiéticos. Frente a la media de inhibicion, segun
literatura es de 15 mm, nuestra bacteria es sensible al antibiético demostrando diferencia por
mas del 5% de la media tedrica. Todos los datos tedricos fueron extraidos de (Bernal R. &

Guzman, 1984).
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Figura 29.
Grafico de puntos medios en comparacion con la inhibicién obtenida con Enterobacteriacea
strain 172.

Medias de inhibicion comparadas con las medias obtenidas
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Notas: Las lineas horizontales son las medias tedricas de cada antibiotico

Los datos reflejan que existen al menos 4 medias de inhibicidon diferentes entre si para
la bacteria Enterobacteriacea strain 172. Una media de 13,33 mm en cefalosporina refleja una
resistencia intermedia ya que se no pasa los 17mm que es el limite para considerar a una
bacteria sensible a este antibiotico. Para el antibiotico sulfamethox-trimetoprim (SxT) se
encontré una inhibicion media de 18,67 mm de halo, reflejando sensibilidad ante SxT con una

inhibicién de 19 mm que es el rango maximo para considerar a una bacteria sensible a este
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antibiotico. Para el antibidtico Penicilina G, se encontré un halo de inhibicion medio de 16,67
mm lo que representa que este aislamiento presenta sensibilidad al antibiético ya que la media
de inhibicién en penicilina G es de 22 mm. Para la Gentamicina, se encontré una media de
inhibicion de 19,22 mm, siendo la mas alta formacion de halo de todos los antibidticos. Frente a
la media de inhibicidn, segun literatura es de 15 mm, nuestra bacteria es sensible al antibidtico
demostrando diferencia por mas del 5% de la media tedrica. Todos los datos tedricos fueron

extraidos de (Bernal R. & Guzman, 1984).

Tabla 26.

Prueba de Tukey HSD para factor: Antibiético

Antibidticos Medias n E.E.

Gentamicina 23,17 18 0,13 A

Penicilina 22,46 18 0,13 B

Sulfa 20,42 18 0,13 C
Cefalosporina 13,58 18 0,13 D

Nota: Podemos observar que cada grupo de antibiético es significativamente diferente a los
otros formando 4 grupos diferentes (A) para las cefalosporinas, (B) sulfa, (C) Penicilina,
Gentamicina (D). Demostrando que Gentamicina presentd el mayor halo de inhibicién con una

media de 23.17 mm.
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Tabla 27.

Prueba de Tukey HSD para el factor: Enterobacterias
Enterobacterias Medias n E.E.

Enterobacter 28,71 12 0,15 A

C+ 27,75 24 0,1 B
Enterobacteriacea| 15,17 12 0,15 C

C- 8 24 01 D

Nota: Se determinaron 4 grupos significantes (D) para el control negativo, (C) para

Enterobacteriaceae, (B) para el control positivo y (A) para la Enterobacter. Con un medio mayor

de significancia para el grupo A, con una media 28,71.

Figura 30.

Barras de inhibicion de antibidticos
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Halo de inhibicion(mm)
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Nota: resumen grafico de inhibicion media de los antibidticos.



Tabla 28.

Prueba de Tukey para el factor de la interaccion: Enterobacterias + Antibidticos
Enterobacterias Antibidéticos Medias n E.E.

Enterobacter Penicilina 39,83 3 0,29 A

Enterobacter Gentamicina 35 3 0,29

C+ Penicilina 34 6 0,21

C+ Sulfa 29 6 0,21

Enterobacteriacea | Gentamicina 25,67 3 0,29

Enterobacter Sulfa 25,67 3 0,29

C+ Gentamicina 24 6 0,21

C+ Cefalosporina 24 6 0,21

Enterobacteriacea |Sulfa 19 3 0,29

Enterobacter Cefalosporina 14,33 3 0,29

C- Penicilina 8 6 021 H
C- Sulfa 8 6 0,21 H
C- Gentamicina 8 6 0,21 H
C- Cefalosporina 8 6 021 H
Enterobacteriacea | Penicilina 8 3 0,29 H
Enterobacteriacea |Cefalosporina 8 3 0,29 H

Nota: Se encontraron 8 grupos significativos para la interaccion de los

antibiéticos*Enterobacterias en relacién con la produccién de halos.
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El grupo mas significante es el (A) Enterobacter frente a penicilina con una media 39,83

mm de generacion de halo, los grupos con mas resistencia a los antibiéticos fueron la

combinacion de Enterobactetiacea en presencia de cefalosporina (8mm) y penicilina (8mm).



Figura 31.
Inhibicion de bacterias segun tratamientos empleados

Grafico de barra del enfrentamiento entre las bacterias y los antibioticos
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Nota: Tomado de Infostat/E.
Tabla 29.
Cuadro de error medio entre repeticiones
Repeticiones Medias n E.E.
3 20,01 24 0,1 A
2 19,91 24 0,1 A
1 19,8 24 0,1 A

Nota: Existié un solo grupo de significancia para el error medio entre las repeticiones. El error
encontrado no fue significante lo que confiere robustes al analisis, denotando que no existe

diferencia entre cada repeticion, dando fidelidad a los resultados.
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Capitulo V: Conclusiones

Conclusiones

Se toma y se acepta la hipétesis alternativa (Ha1) lo que indica que si existen
enterobacterias en los desechos liquidos que genera la ganaderia de la Universidad de las

Fuerzas armadas ESPE-Sede Santo Domingo.

Mediante el analisis bioquimico y molecular se logré identificar 2 especies de la familia
Enterobacteriaceae sp.: Enterobacteriacea bacterium strain 172 (aislamiento 5) y Enterobacter
CZGRY?7 (aislamiento 4) y a través del analisis de filogenia se determin6é que comparten ciertas

caracteristicas y propiedades evolutivas, compartiendo un ancestro comun.

Se acepta la hipétesis alternativa (Haz) ya que se encontré al menos a una de las
bacterias con baja sensibilidad a un antibiético, que corresponde a Enterobacteriaceae
Bacterium strain 172 que demostro resistencia a cefalosporina y penicilina G, concluyendo que
la mejor inhibicion para Enterobacteriaceae Bacterium strain 172 se obtuvo con SxT y a CN,
con medias de inhibicion de 25,67 y 19 mm, respectivamente. Para Enterobacter CZGRY?7 el
mayor efecto de inhibicién se obtuvo con Penicilina G con un promedio de 39 mm, lo que

también se observé con Cefalosporina que generd un halo de 14,33 mm.
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Capitulo VI: Recomendaciones

Recomendaciones en base a las conclusiones

En base al muestreo realizado, se debe tomar en cuenta mantener siempre el aseo del
lugar de muestreo, la existencia de estancamiento y el tiempo de reposo para tomar una buena

muestra.

Se recomienda estandarizar un protocolo completo de extraccion de ADN 16s con la

finalidad de obtener ADN de mejor calidad.

Para la parte de resistencia a antibidticos se recomienda realizar mas enfrentamientos
de antibioticos a las bacterias ya secuenciadas para obtener una base de datos de resistencia

por bacteria previamente identificada.
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