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Los farmacos han sido una herramienta de alta eficiencia para la crianza
de animales para comercializacion.

La farmacorresistencia se ve influenciada por la mala practica, por la
ubicacion geografica en donde se genera y la transmision mediante
alimentos, personas o animales (OMS, 2016).

Existen géneros de bacterias que limitan el funcionamiento de los
antibidticos mediante métodos de resistencia especificos (Gonzdles
Mendoza et al., 2019).

La identificacion de bacterias que habitualmente se encuentran
presentes en el ganado es importante cuando se requiere conocer la
forma correcta de aplicar antibioticos frente a las enfermedades del
ganado bovino.

INTRODUCCION




OBJETIVOS

Objetivo general Objetivos especificos

Aislar, caracterizar e identificar
enterobacterias provenientes de la
zona de  desechos liquidos
residuales de ganaderia de |Ia
Universidad de las  Fuerzas
Armadas ESPE sede Santo
Domingo.

Aislar e identificar enterobacterias
mediante técnicas de cultivo
microbiologico.

Caracterizar de manera molecular los
aislados obtenidos mediante técnicas como
la secuenciacién para determinar su
filogenia.

Analizar la resistencia antibidtica de los
aislados bacterianos mediante técnicas de
antibiograma a través de discos de
sensibilidad.



Efluente

Agua residual industrial

e 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).

MARCO TEORICO

Uso del agua en producciones pecuarias
- Liquido producto de los lavados.

- Capacidad contaminante diaria
1 kg de excremento = 12 litros/dia.

- Generacion de efluentes con carga
contaminante alta en dependencia de
la condicion entérica del animal.



Generalidades

Especies importantes
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Bacterias de vida libre y flora intestinal con
rapido crecimiento facultativo aerobio-
anaerobio

Bacilos Gram negativos no formadores de
esporasde 1a5um

E. coli y Klebsiella pneumoniae.

Bacterias de importancia clinica

Resistencia a B-lactamicos/ shock

o cuadro séptico.

Resistencia mediada por ESBLs
(Betalactamasa de espectro
extendido)

Baylis, C., Uyttendaele, M., Davies, A., & Joosten, H. (2011). THE ENTEROBACTERIACEAE ANDTHEIR

SIGNIFICANCE TO THE FOOD INDUSTRY.

MARCO TEORICO




Mecanismo de resistencia antibioticos
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Modificacion de la membrana
Modificacion del objetivo
Modificacion del antibiotico
Mecanismo de bomba de eflujo

MARCO TEORICO

Genes resistentes

1.

Insercidon de secuencias

Alta estabilidad por sus extremos invertidos
repetibles. De 1 a 2 fragmentos de lectura
abierta que dan paso a genes facilitadores
de la transposicion (Hallstrom &
McCormick, 2014)

Integrones/casete de genes

Sistema SOS (reparacion del ADN
bacteriano) precursor de la resistencia por
administracion ininterrumpida de farmacos
(Baltazar et al., 2022).

Hallstrom, K. N., & McCormick, B. A. (2014). Pathogenicity Islands: Origins, Structure, and Roles in Bacterial Pathogenesis. In Molecular Medical Microbiology. Elsevier Ltd.

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-397169-2.00016-0.

Baltazar, M., Bourgeois-Nicolaos, N., Larroudé, M., Couet, W., Uwajeneza, S., Doucet-Populaire, F., Ploy, M. C., & Re, S. Da. (2022). Activation of class 1 integron integrase is promoted in the
intestinal environment. PLoS Genetics, 18(4), 1-19. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1010177


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-397169-2.00016-0

Obtencion de
la muestra

Dilucion
seriada

METODOLOGIA

(Fadare et al. 2020)

I

Siembra en
Petri film 3M

Placa de recuento bacteriano

. Conteo

APD ColonyApp

Total Colonies: 1364
Removed: O
Added: 1364



Obtencion de la .| Secuenciacién
muestra
Cebadores propuestos por
(Wilbrink, B. et al. 1998);
Extraccion de (Macrogen & Bi, n.d.).
. ADN
Dilucién seriada bacteriano/PCR

Adaptado de Howland et al. 1996

(Fadare et al. 2020)

\ 4
Pruebas

Banco Bacteriano bioquimicas y
tincion Gram

Aislamiento

v

Agar EMB y MacConkey (Fadare et al., 2020)

Evaluacion de produccion enzimdtica segln
(Rodriguez Camacho, 2012); (Zalduegui, 1975)

Pruebas T
bioquimicas Analisis
incio y e T——~7 filogenético |*
tincion Gram

: MEGA X analisis propuesto por (Enrique
Evaluacién de produccion enzimatica segin

(Rodriguez Camacho, 2012); (Zalduegui, 1975)

|

: P. 2015)
I

|

; <]

I

I

Antibiograma | _ _ _ _ _ _ _ _ _ __|

Adaptado de (Bernal R. & Guzmdan,
1984)




Hipotesis

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

METODOLOGIA

Analisis microbioldgicos, bioquimicos y moleculares




METODOLOGIA

Disefio experimental

Nomenclatura de los microorganismo y antibioticos para el
andlisis estadistico

Trimetoprima

Antibidtico (a) Penicilina (a0) Gentamicina (al) | Cefalosporina (a2) | Sulfametoxazol

Disefio factorial A(4) x B(4)

BACTERIA (b . .
(b) con tres repeticiones. Total
Enterobacter sp. de unidades experimentales:
a0b0 albO a2b0 a3b0 48
(bO)
Enterobacter sp.
a0b1 albl a2bl a3bl
(b1)
C+ (b2) a0b2 alb2 a2b2 a3b2
C- (b3) a0b3 alb3 a2b3 a3b3
Hipotesis

* Hipdtesis alternativa (Ha,): Al menos
un aislado enterobactérico presentd
resistencia frente a los antibidticos
estudiados

* Hipédtesis nula (Ho,): Ningun aislado
enterobactérico presento resistencia
frente a los antibioticos estudiados.



METODOLOGIA
Amplificacion de ADN bacteriano (subunidad 16s)

Preparacion del mastermix de ADN

16S_rRNAF (55— AGAGTTTGATCCTGGCTCAG — 37)

Vol. De Vol. De

16S_rRNAR (5'— ACGGATACCTTGTTACGACTT— 3 Reactivo C. inicial | C. final reaccion reaccion
(uL)(1rxn) | (uL)(5rxn)

Cebadores propuestos por (Wilbrink, B. et al. 1998)

Condiciones del termociclador para realizar PCR en bacterias Agua UP - - - 10 ,5 52 ,5
e remewn | remo RO y o o 125 62,5
oa ¢ Cebad
epador
Desnaturalizacién uM 100 10 1 5
95 eC 30 segundos F.
secundaria

s55c sweanier 20290y 100 10 1 5
| evemsin | r2sc 130 segunces '
725 7 minutos ADN : : : 1 5

Total 25 125
Protocolo de PCR estandarizado por (Howland et al., 2020)



Petri film y conteo por aplicacion

T PET—— 5

i

otal Colonies: 1364 Total Colonies: 529

Removed: 0
Added: 1364 Added: 594 Added: 529

Removed: 0 Removed: 0

Factor de dilucién: (1) 102 (2) 103 (3) 104

RESULTADOS Y DISCUSION

Primer filtro



Segregacion por cultivos selectivos: MacConkey

Segundo filtro

Del pase de EMB a MacConkey Agar, se descartaron 2 bacterias por
no crecer en este medio; descartadas #6 y #7/ El crecimiento en
MacConkey indica que las bacterias son fermentadoras de lactosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Interpretacion EMB

Numeracion de la bacteria Coloracion

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



RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacidon de cepas en Agar nutriente Pruebas bioquimicas

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

Negativo  Pico rojo/fondo negro; Medio Positivo Negativo
alcalino; Produce gas; Produce Fermentativa

acido sulfhidrico

Positivo Pico amarillo/fondo negro; Positivo Negativo

Superficie acida; Produce acido

Se realizd la purificacion en Agar nutriente:
- Para la realizacidon de pruebas bioquimicas
- Parala obtencion de un banco

Fermentativa
sulfhidrico; Presencia de

liauido
Positivo . . L Negativo Negativo
Pico Amarillo fondo rojo; sin .
Fermentativa

produccién de gas (-)

IR T iy

Positivo . . . Negativo Negativo
Pico amarillo/Fondo rojo; .
Fermentativa

Fermenta Lactosa (+)

Positivo Positivo Negativo
Medio completamente negro;
el medio produce acido Oxidativa
sulfhidrico

Positivo Positivo Negativo

Pico rojo/fondo rojo; Presenta
liqguido blanquesino en la
superficie; no fermenta
azlcares

Fermentativa




RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion de ADN bacteriano

Safe-Green™ 100bp / 1kb Opti-DNA Marker
Cat.No.: G473 Cat.No.: Ga74
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Safe green TM — Marcador de peso
molecular para la identificacion del tamafio
de fragmento obtenido.

La amplificacién del 16s de bacterias, una macromolécula de
region conservado en bacterias, se utilizd una adaptaciéon de los
cebadores propuestos por (Wilbrink, B. et al. 1998).

La generacidon de un cebador generalizado es con la finalidad de
identificar la parte mas conservada del ADN bacteriano, en este
caso rrs o 16s que se trata de una regién de 1,500pb. En
dependencia de los cebadores utilizados y la posicidn del que se
extraigan se pueden generar fragmentos de hasta 1,500pb (todo
el 16s) o un fragmento parcial de 500 pb (Barrett et al., 2020).

= Una region mas especifica que otra.

_/



RESULTADOS Y DISCUSION

El método de maxima verosimilitud juntamente con el

Analisis filogenético

e KJ184911_1 Enterobacter sp. CZGRYT 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

modelo Tamura-Nei, utilizado por MEGA X (MEGAX,

100%0

b.03 2016, Evolutionary Probabilities) permite inferir la

| consenso 14 historia evolutiva de un organismo Duchen, P. (2021).

97 %
0b.52

Bacteriad4 | >J4_16S_RrnaF >J4_16S_rRNAR | >KJ184911.1 Enterobacter sp.

- KYB81986.1 Enterobacteriaceae bacterium strain 172 165 ribosomal RNA gene partial sequence CZGRY7 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

.09

Bacteria5 | >J5_16S_RrnaF >J5_16S_rRNAR | >KY681986.1

L— Consenso J5 Enterobacteriaceae bacterium

strain 172 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

UYIFO1000223.1 Lactobacillus mudanjiangensis isolate Lactobacillus mudanjiangensis AMBF209 genome

e Enterobacter CZGRY7 fue aislada, Enterobacteriaceae
Se observé que las distancias entre los aislados obtenidos y los por primera vez, de una cepa Bacterium strain 172, es
obtenida por (Al-Turki & Abdullah, un cultivo sin clasificar
microorganismos moldes es < 1% y su porcentaje de similitud de entre 2021) denominada RH y se dentro de las
considera una de las bacterias Enterobacterias segun
secuencia es del > 97%. El modelo de maxima similitud evidencia el promotoras de crecimiento vegetal (Schoch CL, 2020).
por su capacidad de fijar nitrogeno.

agente externo con un diferencia del 70%. (Patel, J., 2001)




RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de sensibilidad antibiotica

45,000

Datos de inhibicion referente

35,000 P(G) 12-21
CN 12< 13-16 17<
30,000 BN Enterobacter CZGRY7
SXT 10< 11-15 19<
25,000 mmm Enterobacteriacea b. strain 172
CL 14< 15-17 18<
20,000 --------- Lineal (Enterobacter CZGRY7)
15,000
Halos de inhibicion
10,000
Penicilina | Gentamic | SxT Cefalosporina
5,000 ina

Diametro de inhibicion (mm)

Enterobacter 39,83 35,00 25,67 14,33
0,000 - . . CZGRY
Penicilina Gentamicina Sulfa Cefalosporina
Antibiéticos Enterobacteria 8,00 25,67 19,00 8,00

cea b. Strain
172



RESULTADOS Y DISCUSION

Enterobacter CZGRY

La resistencia de las enterobacterias se da por
sus enzimas B-lactamicas que degradan
Penicilina, asociada con la degradacion de
psudomonas; degradadoras de cefalosporinas
de 3ra generacion. Esto gracias a dos tipos de
genes blaACT y blaMIR.

Esto se evidencia en el trabajo realizado por
(Partridge, S. R., 2015), en Enterobacter
asburiae y cloacae.




RESULTADOS Y DISCUSION

Enterobacteriacea b. Strain 172

El gen blaMIR es un elemento mévil que se ubica en
la clasificacion de secuencias de insercion (1S),
denominado ISCR el cual esta datado que se
transpone en el ADN por el mecanismo de circulo
rodante (sintesis de plasmidos) tomado de
(Partridge, S. R., 2015). Este gen la clasifica como
una bacteria resistencia APP (anti-pseudomonal
Penicillins) que es un inhibidor de B-lactamicos;
confiere resistencia a 3GC (Third-generation of
cephalosporin)

También, Enterobacteriacea b. Strain 172
no se encuentra, aun, clasificada dentro
de un género del las Enterobacteriaceas

sp.
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Se determind que existen
enterobacterias en los
desechos liquidos que

genera la ganaderia de la

Universidad de las Fuerzas

armadas ESPE-Sede Santo

~

Domingo.
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Se obtuvieron dos
Enterobacterias
Enterobacteriaceae

Bacterium strain 172y

N

Enterobacter CZGRY7

4 R

Se encontré al menos a una
de las bacterias con baja
sensibilidad a un antibidtico,
gue corresponde a
Enterobacteriaceae
Bacterium strain 172 que
demostrd resistencia a

/

cefalosporina y penicilina G.

. /

4 )

Enterobacter CZGRY7
presentd sensibilidad a
todos los antibidticos;

Enterobacteriaceae

Bacterium strain 172

presento resistencia a
Cefalosporina y penicilina.

- /

CONCLUSIONES



Antibiograma

Extraccion de ADN

Efluente

RECOMENDACIONES

Con respecto a la inhibicidon se recomienda
realizar mas enfrentamientos para tener una
base de datos de resistencia para Enterobacter
CZGRY7 y Enterobacteriacea b. Strain 172.

Se recomienda estandarizar un protocolo
completo de extraccién de ADN 16s con la
finalidad de obtener ADN de mejor calidad.

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.
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