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Resumen

La familia Enterobacteriaceae esta ampliamente distribuida en el medio ambiente, siendo asi
gue especies de los géneros de esta familia son patégenos que causan infecciones
gastrointestinales y urinarias son consideradas como principal indicador de contaminacion fecal
tanto en agua potable, aguas residuales y alimentos, ademas de tener grupos de bacterias con
alta resistencia a antibiéticos. Es debido a su importancia que en el presente estudio se tuvo
como objetivo principal el aislamiento, identificacion y caracterizacion de enterobacterias de las
zonas de descarga de desechos liquidos de aguas negras y grises de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo. Para el muestreo del estudio se tomaron
muestras liquidas en la zona de descarga de la institucion, luego del aislamiento, se obtuvieron
aislados identificados mediante pruebas bioquimicas, PCR y andlisis filogenético. A los aislados
obtenidos se les aplicd un analisis de sensibilidad a antibiéticos mediante técnica de discos,
donde un aislado present6 resistencia antibiética significativa en comparacion a los otros
microorganismos aislados. En conclusién, las enterobacterias aisladas (coliformes fecales y S.
flexneri) presentan resistencia al menos a uno o dos farmacos analizados y se encontraron en
concentraciones >2000 NPM/100mL con lo cual no cumple la Norma de Calidad Ambiental y

Descarga de Efluentes Recursos: Agua.

Palabras clave: Enterobacterias, aguas negras y grises, norma ambiental, PCR,

resistencia a antibioticos.
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Abstract

The Enterobacteriaceae family is widely distributed in the environment, so species of the genera
of this family are pathogens that cause gastrointestinal and urinary infections and are
considered the main indicator of fecal contamination in drinking water, sewage, and food,
besides having groups of bacteria with high resistance to antibiotics. Due to their importance,
the main objective of the present study was the isolation, identification, and characterization of
enterobacteria from the discharge areas of wastewater of the Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, Santo Domingo. For the sampling of the study, liquid samples were taken in
the discharge area of the institution, after isolation, isolates identified by biochemical tests, PCR
and phylogenetic analysis were obtained. The isolates obtained were subjected to antibiotic
sensitivity analysis by disc technique, where one isolate showed significant antibiotic resistance
compared to the other microorganisms isolated. In conclusion, the isolated enterobacteria (fecal
coliforms and S. flexneri) show resistance to at least one or two drugs analyzed and are found
in concentrations >2000 NPM/100mL, which does not comply with the Environmental Quality

and Effluent Discharge Standard Resources: Water.

Key words: Enterobacteria, wastewater, environmental regulations, PCR, antibiotic

resistance.
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes

Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) reporté que una de cada 10
personas padece anualmente por la ingesta de alimentos contaminados, de este porcentaje
aproximadamente 420000 personas mueren anualmente a causa de estas enfermedades. Los
menores de 5 afios poseen la tasa de mortalidad mas alta siendo 125000 nifios que mueren
cada afo debido a enfermedades producidas por la transmision de alimentos contaminados. De
manera adicional se ha reportado que las regiones con mayor nimero de enfermedades de

transmision alimentaria son Africa y Asia Sudoriental (OMS, 2020).

En el Ecuador, segun el Ministerio de Desarrollo Urbano y Vivienda (MIDUVI) hasta el
afio 2000 reporté 1000 muertes infantiles causadas por enfermedades relacionadas a la
contaminacion del agua y como principal sintoma la diarrea, que corresponde a un sintoma
producido por infecciones bacterianas, también se reportaron casos positivos para tifoidea,

cblera y hepatitis tipo A (MSP, 2021).

En analisis previos en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo
Domingo, (Naranjo Gaybor & Valdivieso Menéndez, 2022) reportaron que aguas residuales

presentan E. coli (4000 NMP/mL) y coliformes totales (>20000 NMP/100mL)

Planteamiento del problema

Los coliformes totales son enterobacterias indicadoras de contaminacién de agua
(<20000 NMP/100mL) en altas concentraciones pueden provocar enfermedades
gastrointestinales, los géneros representativos de este grupo son Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter, sin embargo, se han reportado presencia de enterobacterias no

coliformes en aguas residuales como es Salmonella y Shigella (Pulido, 2016).
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El agua no apta para consumo humano (contaminada con agentes microbioldgicos) es
el mecanismo de transferencia de enfermedades que causan alrededor de 485000 muertes por
sindrome diarreico agudo anualmente (OMS, 2017). Para el 2020, el 26% de la poblacion
mundial es decir 5 800 millones de personas no utiliza un servicio de suministro de agua para
consumo gestionado y no contaminado, pese a ello el 50% de los paises en vias de desarrollo
apenas cuentan con un servicio basico optimo, el 37% cuenta con un servicio de saneamiento y

apenas el 30% cuenta con un servicio adecuado para la gestion de residuos (OMS, 2020).

Justificacion

Como parte del control biolégico se debe caracterizar los microorganismos presentes en
todo tipo de aguas debido a que tanto virus, bacterias y ciertos protozoos estan presentes
como parte de su entorno biol6gico en el agua, lo que podria considerarse un potencial peligro
biolégico para la salud. Como parte del diagndstico que se inicié con el proyecto de
investigacion para determinar la carga contaminante en la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE Sede Santo Domingo, este estudio se justifica con la finalidad de caracterizar
molecularmente patégenos a partir de aguas residuales que son descargadas directamente en
cuerpos de agua y pueden constituirse en un foco de contaminacion y perjuicio para la salud

humana.

Hipotesis

e Hipotesis nula (Ho1): Existe presencia de enterobacterias en un punto de descarga de
aguas negras y grises de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo
Domingo.

¢ Hipotesis nula (Hoz): Ningun aislado bacteriano presento resistencia antibiética frente a

los antibiéticos estudiados.
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e Hipdtesis alternativa (Hai): No existe presencia de enterobacterias en la toma de aguas
negras y grises de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
e Hipdtesis alternativa (Haz): Al menos un aislado presento resistencia antibiotica frente a

los antibiéticos estudiados.

Objetivos

Objetivo general

e Aislar, caracterizar e identificar enterobacterias provenientes de un punto de descarga
de desechos liquidos de aguas negras y grises de la Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE sede Santo Domingo.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar enterobacterias mediante técnicas microbiolégicas.

e Caracterizar molecularmente los aislados obtenidos mediante técnica de secuenciacion
para determinar su filogenia.

e Analizar la resistencia antibiética de los aislados obtenidos mediante técnica de

antibiograma con discos de sensibilidad.
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Capitulo Il: Marco teorico

El agua por su composicién quimica se define como la unién entre dos moléculas de

hidrégeno y una de oxigeno, esta sustancia se encuentra en tres estados diferentes que son

liquido, gaseoso y sélido. Dentro de las generalidades del agua esta es incolora, sinsabor e

inodora. La estructura quimica del agua se da mediante enlaces covalentes y posee una

entalpia de 110,2 Kcal/mol por cada enlace, esto hace que la molécula sea estable en los ciclos

biolégicos (Feitelson, 2012)

En lo que respecta a las propiedades del agua segun (Feitelson, 2012) son las

siguientes:

Punto de ebullicion es de 100°C.

Punto de fusion es de 0°C, esto debido a los enlaces por puente de hidrégeno, el peso
de molecular del agua es de 18g/mol.

Densidad: 1g/mL a 20°C, el agua es un compuesto quimico que se expande o contrae
en funcion de la temperatura.

Tension superficial: esta influenciada por los solutos que se agreguen, ejemplo, mezclar
sales con agua aumenta la tension y esto provoca la capilaridad.

Propiedades térmicas: la capacidad calorifica del agua es de 1 cal/g°C a 15°C, mientras
gue el calor latente de fusion es de 80 cal/g y de vaporizacién es de 540 cal/g debido a
estas caracteristicas el agua se considera un regulador del clima.

Propiedades eléctricas: el agua alcanza un poder ionizante alto mientras que su

conductividad eléctrica es baja en comparacién a otros compuestos.
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e Propiedades opticas: esta propiedad depende de la longitud de onda, los rayos UV
atraviesan facilmente la molécula mientras los IR no. Esta propiedad del agua nos
permite determinar formas de contaminacion.

e Propiedades quimicas: el agua al ser molecularmente estable permite realizar multiples
disoluciones de diversos elementos o compuestos. Las reacciones que se dan son de

acido-base, redox, 6xidos y haluros. El agua se considera un disolvente universal.

El agua natural como parte de su ciclo se ve expuesta a rayos solares, esto provoca
gue esta se encuentre en estado gaseoso en la atmdésfera. En zonas en donde la altitud se
forman diminutas gotas que dan origen a las nubes, éstas a su vez al aumentar de tamafio
caen en forma de lluvia y al escurrirse sobre la superficie terrestre forman los rios. Las aguas
subterraneas se forman principalmente por proceso de infiltracion y se encuentran en forma de

manantiales (Enger et al., 2006).

Figura 1

Ciclo hidrolégico del agua
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Nota. Patrén continuo del ciclo hidrolégico desde su formacidn en zonas altas sobre el nivel del
mar donde se da precipitacion hasta su final en el océano donde por rayos solares esta se

evapora y existe un reflujo en mencionado ciclo. Tomado de: (Enger et al., 2006).
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Segun (Enger et al., 2006) el agua ocupa aproximadamente el 70% de la superficie del

planeta y esta se localiza en océanos, lagos, rios, aire y en el suelo.

Figura 2

Distribucién de recursos hidricos a nivel mundial
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Nota. A pesar de que el 70% de la superficie de la tierra es agua, de esa misma cantidad

solamente el 3% es agua dulce apta para consumo humano. Tomado de: (Enger et al., 2006).

Tipos de uso del agua

El ser humano a lo largo de la historia ha influido en el ciclo hidrolégico del agua para
lograr su sobrevivencia en el planeta. El uso del agua para los seres vivos que habitan el
planeta tierra es vital para su supervivencia. Segun (Enger et al., 2006) existen dos tipos de uso

del agua en funcién de la demanda y que se detallan en la tabla 1:
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Tabla 1

Usos del agua en funcién de la demanda.

Usos naturales Usos antropicos
Mantenimiento de los rios Aprovisionamiento doméstico
Plantas Recreacion y Paisajismo
Ecosistemas Agricultura, ganaderia y mineria
Transporte de sedimentos Energia hidroeléctrica e industrias

Nota. Tabla denota los principales usos del agua. Modificado a partir de (Enger et al., 2006).

Como se menciono en la tabla 1, el uso del agua varia dependiendo de la necesidad

humana o no, este estudio se enfoca en el uso antrépico, especificamente en el uso doméstico.

Una actividad doméstica se define como cualquiera tarea que se desarrolle en un hogar,
en cuanto al uso del agua en el area doméstica o se refiere al uso de inodoros, lavado de ropa,

aseo personal y alimentacion (Perliman, 2017).

Dentro de los paises super desarrollados las actividades domésticas necesitan
cantidades considerables de agua. Segun (Enger et al., 2006) manifiesta: “cada persona en
Norteamérica usa alrededor 400 L al dia mientras que el 69% de este se usa como solvente

para la eliminacion de desperdicios y el 29% para paisajismo”.
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Figura 3

Uso del agua doméstica
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Nota. Uso del agua doméstica por una familia norteamericana. Tomado a partir de: (Enger et al.,

2006)

El agua potable al ser utilizada para las diversas actividades domésticas luego de lo
cual se convierte en un agua residual con cierta carga contaminante que puede construir un
riesgo sanitario las zonas urbanas y rurales por las que pasan estas, a pesar de que dicho uso

en comparacion a otras actividades humanas es menor.

Figura 4
Uso del agua en funcién de las actividades humanas

Coémo se utiliza el agua - Doméstico I__—l Industrial - Agricola
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Nota. Uso doméstico del agua es menor a nivel mundial excepto en Oceania debido a su
ubicacién geografica, se observa un mayor uso del agua en el &rea agricola. Tomado de: (Enger

et al., 2006).
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En el afio 2020 en el Ecuador se reporté que el promedio de consumo por hogar es de 19,31
m3/mes. En la figura 5 se observa el consumo de agua potable reportado para el afio 2020 a nivel

de provincias (Agencia de Regulacion y Control del Agua del Ecuador, 2021).

Figura5

Volumen promedio (m3/mes) de consumo de agua potable por hogar a nivel nacional
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Nota. El promedio de consumo de agua (m3/mes). Siendo la provincia del Napo la que presenta
el mayor consumo (29,25m3*mes). Tomado de: (Agencia de Regulacién y Control del Agua del

Ecuador, 2021).

Tipos y fuentes de contaminacion del agua

Se define como agua residual a todo liquido que ha sido usado por el humano sin tomar
en cuenta el tipo de uso antrépico, estas aguas son descargadas en cuerpos de aguas como
son rios, mares y océanos. Estas aguas residuales se forman a partir de desechos domésticos,

industriales, residuos fluviales e infiltraciones (Orozco et al., 2002).

La contaminacién del agua se puede describir como cualquier agente quimico o
bioldgico que ingrese en ésta y altere el ecosistema dejando sin posibilidad de uso humano
dicho liquido (Pulido, 2016). Los contaminantes del agua se dividen por categorias, como se

describe en la siguiente tabla 2.



Tabla 2

Fuentes de contaminacién del agua y su incidencia en los seres humanos

Contaminante

Fuente

Impacto en los humanos

Acidos

Cloruros

Organismos causantes de
enfermedades

Temperaturas elevadas

Metales pesados

Enriquecimiento de nutrientes

Moléculas organicas

Sedimentos

Quimicos téxicos

Deposicion atmosférica

Escurrimiento de  caminos,
extraccién de petréleo, irrigacion

Desechos de aguas residuales
tratadas o sin tratar, desperdicios
de animales

Calor atrapado en las ciudades

Deposicion atmosférica,
descargas de plantas de
tratamiento de aguas residuales

Escurrimiento de campos
agricolas, pasturas y tiraderos de
aguas industriales

Paisaje de areas urbanas vy
descargas de fabricas quimicas

Laderas taladas, banco corriente
de degradados y construccion de
caminos

Escurrimiento urbano, descargas
industriales y municipales

Disponibilidad reducida de peces

Disponibilidad reducida de agua
potable

Costos elevados del tratamiento
del agua. Enfermedad y muerte

Disponibilidad  reducida de

pescados

Costos elevados de tratamiento
del agua. Enfermedad y muerte

Disponibilidad  reducida de
mariscos y deterioro de zonas
recreativas

Costos elevados de tratamiento
del agua y olores

Abarrotamiento de
corrientes 'y en
artificiales

lagos,
depositos

Costos elevados de tratamiento
del agua. Riesgo de cancer
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Nota. Esta tabla enfoca como una principal fuente de contaminacion del agua a los organismos

causantes de enfermedades, en su mayoria microorganismos (protozoarios, bacterias y virus).

Modificado a partir de (Enger et al., 2006).
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Segun (Pulido, 2016) menciona que la materia organica es un problema significante en
cuanto a la contaminacién del agua debido a que esta se descompone y este proceso provoca

gue dicho liquido no sea apto para consumo humano.

Las fuentes de contaminacion se clasifican en dos grupos como lo menciona (Pulido,

2016):

¢ Fuente puntual: Cuando la fuente de contaminacién se encuentra en un lugar definido
cuando ingresa al agua. Como por ejemplo las tuberias municipales e industriales de
descarga (Pulido, 2016).

¢ Fuente no puntual: cuando la fuente es mas dificil de identificar y controlar,
normalmente provienen del uso agricola, superficies urbanas, lluvia acida y

escurrimientos (Pulido, 2016).

Aguas residuales

Se definen como todo tipo de agua que posee gran cantidad de contaminantes quimicos
y biolégicos que no son aptas para el consumo humano y que previamente han sido utilizadas

0 manipuladas por el mismo (Pulido, 2016).

Segun (Pulido, 2016) destaca que los tipos de agua residuales se diferencian por su

origen como los que se detallan a continuacion:

e Agua residual doméstica: aquellas aguas que provienen de viviendas, zonas urbanas,
comerciales e institucionales. Estas se subdividen en aguas negras (aquellas que son
proveniente de inodoros) y aguas grises (aquellas que son jabonosas provenientes de

duchas y zonas de aseo personal).
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e Agua residual municipal o urbana: aquellas aguas provenientes de un conjunto urbano
tiendo en cuenta el uso doméstico e industrial. Son transportadas por sistema de
alcantarillado.

e Agua residual industrial: aquellas aguas que provienen de procesos industriales de uso
agricola, pecuario entre otros.

e Aguas residuales agricolas: aquellas aguas que llegan a partir de zonas rurales
agricolas se caracterizan por contener pesticidas, sales y solidos en suspension.

e Agua de lluvias: aquellas aguas que son formadas a partir del escurrimiento superficial y
gue pasan por zonas urbanas y rurales, estas aguas poseen carga contaminante alta

debido al arrastre de desechos soélidos y material acumulado en superficie.

Caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas de las aguas residuales

El crecimiento microbiolégico en el agua esta regulado por parametros fisico-quimicos.
En el tratamiento del agua residual se toma en consideracion los siguientes parametros como
punto de partida como lo reporta Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de Efluentes:

Recurso Agua, Registro oficial 387, anexo 9 (MAATE, 2015):

o Coliforme fecales: grupo de coliformes de origen estrictamente intestinal.

e Coliformes totales: grupo de total de coliformes de condicion anaerébica capaces de
fermentar carbohidratos. Son usados como indicador de contaminacion en agua.

¢ Materia organica: se definen como fracciones de desechos presentes en el agua
residual. Esta compuesta por carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y azufre, restos de
origen animal y vegetal; carbohidratos; aceites y grasas y detergentes.

¢ Oxigeno disuelto: el oxigeno es un indicador de contaminacion en el agua ya que este

permite la sobrevivencia de organismos superiores.
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¢ Demanda bioquimica de oxigeno (DBO): es la cantidad de oxigeno requerido por los
microorganismos para descomponer una cantidad de materia organica determinada.

¢ Demanda quimica de oxigeno (DQO): es la cantidad de materia organica contenida en
un determinado volumen de muestra.

e Solidos: son desechos contemplados como materia organica que pueden estar
suspendidos (SS) o disueltos (SD), dentro de este ultimo grupo estan los solidos
volatiles (SV) y fijo (SD). Una fraccién de los SS se considera como fraccién
sedimentable (Ssed).

e Potencial de hidrégeno (pH): regula los procesos biolégicos en el agua principalmente el
crecimiento de organismos vivos tanto indicadores como patdégenos presentes en el
agua residual.

¢ Nitrégeno: este elemento forma parte de las estructuras proteicas y sirve como nutriente
de algas y ciertas bacterias, este se presenta en forma organica, amoniacal o como
nitritos y nitratos.

e Fo6sforo: se considera un bioelemento primario para el crecimiento de los
microrganismos sin embargo en grandes cantidades produce eutrofizacion del agua.

o Metales pesados: su presencia en aguas residuales (concentraciones altas) son un
potencial peligro para el ser humano en el &mbito de salud, normalmente proviene de

aguas residuales industriales.

En el Ecuador, la Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de Efluentes al Recurso
Agua, Registro 387, anexo 9, estable los limites de descarga de efluentes (recurso: agua) como
se detalla en la tabla 3. La norma estable como objetivo “proteger la calidad del recurso del
agua para salvaguardar y preservar los usos asignados, integridad de las personas, de los

ecosistemas y sus interrelaciones y del ambiente en general’ (MAATE, 2015).



Tabla 3

Criterios de calidad de agua residual doméstica en el Ecuador
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Parametro Expresado como Unidad Criterio de calidad
Aceites y grasas Pelicula visible - Ausencia
Aluminio Al mg/L 0,2
Amoniaco N mg/L 0,5
Arsénico As mg/L 0,1
Bario Ba mg/L 1,0
Cadmio Cd mg/L 0,01
Cianuro CN- mg/L 0,2
Cinc Zn mg/L 5,0
Cobre Cu mg/L 1,0
Color Color real Unidades de Co y Pt 75
Compuestos fendlicos Fenol mg/L 0,001
DBO a los 5 dias DBOs mg/L <2
Materia flotante Visible - Ausencia
Nitratos N mg/L 10,0
Nitritos N mg/L 1,0
Oxigeno disuelto oD mg/L >6S;/;)ucriaeéc)OD
Plomo Pb mg/L 0,05
pH pH - 6-9
Plata Ag mg/L 0,05
Selenio Se mg/L 0,01
Turbiedad - UTN 100,0
Tensoactivos Reactivos al azul de metileno mg/L 0,5
Coliformes fecales NMP NMP/100mL 2 000
Coliformes totales NMP NMP/100mL 20 000
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Nota. El siguiente cuadro denota los pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos que
contempla la norma de Calidad Ambiental y de Descargas de Efluentes al Recurso Agua,
Registro 387, anexo 9 en base a los estdndares de calidad del agua residual de uso doméstico

humano. Modificado a partir de (MAATE, 2015).

Microorganismos presentes en aguas residuales

En las aguas residuales se pueden detectar diversos microorganismos y virus
patdégenos, estos cumplen una funcion bioldgica en el agua. Los hongos en su mayoria se
encuentran en aguas residuales de tipo industrial ya que resisten pH bajo y escasez de

nutrientes (Orozco et al., 2002).

(Pulido, 2016) afirma que las bacterias permiten la degradacién de la materia orgénica y
Su presencia en cuerpos de agua son un indicador de contaminacioén, su crecimiento se da en
un rango de pH de 6,5 a 7,5. Segun (Ryan & Ray, 2010) las bacterias anaerébicas degradan el
oxigeno provocando malos olores en el agua residual ya que estos microorganismos alteran la

materia organica y minimizan las cantidades de oxigeno disuelto.

Los desechos organicos tanto de hogares como de zonas comerciales contienen altas
cantidades de poblacién bacteriana como E.coliy S. fecalis, este tipo de bacterias crecen en el
intestino largo de los seres humanos y son evacuados a través de las heces fecales, a estas
bacterias se denominan bacterias coliformes fecales pertenecientes a la familia de las

Enterobacteriaceae (Ryan & Ray, 2010).
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Enterobacterias

Las Enterobacterias (del griego “enterikos”, perteneciente al intestino) son un grupo
amplio y heterogéneo de bacilos Gram negativos cuyo habitat natural es el tracto intestinal de
los seres humanos y los animales. Las enterobacterias son aerobias o anaerobias facultativas,
las cuales fermentan una amplia variedad de carbohidratos, poseen una estructura antigénica
compleja, producen una gran variedad de toxinas y otros factores de virulencia (Riedel et al.,

2015).

En esta familia se incluyen muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus y otros). Algunos organismos entéricos, como
Escherichia coli, forman parte de la microbiota comun y causan enfermedades de forma
incidental, ademas, Escherichia coli es la bacteria mas estudiada y el organismo experimental

preferido por muchos microbiélogos.

También existen miembros pertenecientes a las enterobacterias de diferentes géneros
gue contienen patégenos humanos muy importantes, responsables de diversas enfermedades:
Salmonella, fiebre tifoidea y gastroenteritis entre estas; Shigella, disenteria bacilar; Klebsiella,
neumonia; y Yersinia, peste y casos como los miembros del género Erwinia que son principales
patégenos en plantas de cultivo, causando tizones, marchitamientos y otras enfermedades de

las plantas (Willey et al., 2010).
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Clasificaciéon taxonémica y morfologia

La familia Enterobacteriaceae son el grupo mas comun de bacilos Gramnegativos
cultivados en los laboratorios clinicos y, junto con los estafilococos y los estreptococos, se
encuentran entre las bacterias mas comunes que causan enfermedades. Muchos de los
géneros de Enterobacteriaceae estan compuestos de grupos heterogéneos de especies
bacterianas, la mayoria de las cuales se describieron originalmente sobre la base de
informacion morfoldgica y fenotipica hace varias décadas, por ello, la taxonomia de las
Enterobacterias es compleja y ha cambiado mucho, en gran medida por la introduccion de
técnicas que miden la distancia evolutiva, como como la hibridacién de acidos nucleicos y la

secuenciacion de &cidos nucleicos (Willey et al., 2010).

Se han definido 63 géneros; de los cuales son clinicamente significativas entre 20-25
especies, mientras que otras especies se encuentran con poca frecuencia. Los miembros de la
familia Enterobacteriaceae tienen las siguientes caracteristicas: Son bacilos Gram negativos,
moviles con flagelos periféricos o no moéviles; crecen en medios de peptona o extracto de carne
sin afiadir cloruro de sodio u otros suplementos; crecen bien en agar MacConkey; crecen de
forma aerdbica y anaerdbica (son anaerobios facultativos); fermentan mas que oxidan la

glucosa (Willey et al., 2010).

La familia puede dividirse en dos grupos en funcién de sus productos de fermentacién,
la mayoria (Géneros Escherichia, Proteus, Salmonella y Shigella) llevan a cabo una
fermentacion 4cida mixta y producen principalmente lactato, acetato, succinato, etanol, formato,
H, y CO;, a diferencia de los géneros Enterobacter, Serratia, Erwinia y Klebsiella spp. Los
cuales son fermentadores del butanediol los cuales a su vez lo producen junto a etanol y CO..
Por ello los miembros de la familia Enterobacteriaceae pueden diferenciarse a nivel de especie

mediante una amplia gama de pruebas bioquimicas (Willey et al., 2010).
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e Tincibn Gram: El procedimiento de tincion de Gram comienza con la aplicacion de
colorantes como: violeta de cristal, solucién de yodo y Safranina (u otra contra tincién),
ademas de la aplicacién de alcohol como decolorante. Las células Gram-positivas
retienen el complejo violeta-cristal y yodo, permaneciendo azules; las células Gram-
negativas son completamente decoloradas por el alcohol. Como ultimo paso, se aplica la
contratincién (por ejemplo, el colorante rojo safranina) para que las células Gram

negativas decoloradas adquieran un color de contraste (Riedel et al., 2015).

Identificacion bioquimica de enterobacterias

Prueba de KIA (Kliger Iron Agar)

El Kligler Iron Agar (KIA) se utiliza para la deteccidn de la fermentacion de
carbohidratos. Las reacciones de la prueba de KIA ayudan a incluir/excluir determinados
aislados bacterianos de la familia Enterobacteriaceae. Si un organismo no puede fermentar la
glucosa, se observa una reaccion de alcalinidad (sin cambio) que indica la falta de produccion
de acido y el fracaso del organismo en la prueba para fermentar cualquiera de los azUcares
presentes. Esta reaccién por si sola es suficiente para excluir un organismo de la familia

Enterobacteriaceae (Koneman, 2016).

Si el tubo KIA se inocula con un organismo fermentador de la glucosa que no puede
utilizar la lactosa, se obtendra una inclinacion con una reaccion alcalina (color rojo) y fondo
acido (color amarillo). Si el tubo KIA se inocula con un organismo fermentador de la lactosa,
aungue la glucosa se agote por completo después de las primeras 8 a 12 horas, la
fermentacion continuara ya que el organismo es capaz de utilizar la lactosa por ello se obtendra
que tanto la inclinacion como el fondo daré lugar a una reaccion acida (color amarillo)

(Koneman, 2016).
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Prueba de oxido-fermentacion

Para la prueba de oxido- fermentacion se utiliza el medio de oxidacién-fermentacion,
Hugh-Leifson. Este medio se utiliza para diferenciar bacterias Gram negativas, como Vibrio
spp., basandose en la determinacion del metabolismo oxidativo y fermentativo de los
carbohidratos. El medio contiene peptona, un sustrato de hidratos de carbono, y azul de
bromotimol. Las bacterias que fermentan los hidratos de carbono vuelven el medio amarillo

(Jorgensen et al., 2018).

Prueba de Indol

El indol es uno de los productos de degradacion del metabolismo del aminoacido
triptéfano. Las bacterias que poseen la enzima triptéfano son capaces de escindir el triptéfano,
produciendo asi indol, acido pirdvico y amoniaco. El indol puede detectarse en el medio de
prueba del triptéfano observando el desarrollo de un color rojo tras afiadir una solucion que
contenga p-dimetilaminobenzaldehido (por ejemplo, el reactivo de Ehrlich o de Kovacs)

(Koneman, 2016).

Prueba de catalasa

La prueba de catalasa es un ensayo comun utilizados para caracterizar las bacterias,
estas pruebas pueden utilizarse para discriminar las bacterias entéricas de muchas otras
Gammaproteobacterias. La prueba de la catalasa analiza la enzima catalasa, que descompone
el peroxido de hidrégeno y se encuentra habitualmente en las bacterias capaces de crecer en
presencia de oxigeno. Generalmente las enterobacterias son oxidasa-negativas y catalasa-

positivas (Koneman, 2016).
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Morfologia de las enterobacterias

Las Enterobacteriaceae son varillas o cocobacilos que van desde 0,3 a 1,0 um de ancho
hasta 0,6 a 6,0 ym de largo, Gram negativos. La morfologia tipica se observa en el crecimiento
en medios solidos in vitro. En especies de Klebsiella las cdpsulas son grandes y regulares

(Cappuccino & Welsh, 2018).

Farmacos antimicrobianos

Los medicamentos antimicrobianos son compuestos que matan o controlan el
crecimiento de los microorganismos en el huésped (in vivo). Los farmacos antimicrobianos
eficaces presentan una toxicidad selectiva; inhiben o matan a los patégenos sin afectar
negativamente al huésped. Los medicamentos antimicrobianos se clasifican en funcién de su
estructura molecular, su mecanismo de accién y su espectro de actividad antimicrobiana. Los
agentes antimicrobianos se dividen en dos grandes categorias: los antimicrobianos sintéticos y

los antibiéticos (Madigan et al., 2009).

Medicamentos antimicrobianos sintéticos

Los medicamentos antimicrobianos sintéticos incluyen analogos del factor de crecimiento
que interfieren en el metabolismo microbiano y las quinolonas que interfieren con el

empaquetamiento del ADN en las bacterias (Brown & Smith, 2017).

Farmacos antimicrobianos naturales: Antibioticos

Los antibidticos son agentes antimicrobianos producidos por microorganismos. Los
antibioticos son producidos por una variedad de bacterias y hongos (Eukarya), funcionan
inhibiendo o matando a otros microorganismos. Se conocen miles de antibioticos, pero menos
del 1% son clinicamente Utiles, a menudo por problemas de toxicidad en el huésped o por falta

de captacion por parte de las células del huésped (Madigan et al., 2009).
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Sin embargo, los antibidticos clinicamente Utiles han tenido un impacto espectacular en
el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Los antibiéticos naturales a menudo pueden
ser modificados artificialmente para mejorar su eficacia siendo estos conocidos como

antibioticos semisintéticos (Madigan et al., 2009).

Existe una susceptibilidad individual de ciertos microorganismos la cual varia
significativamente en base a agentes antimicrobianos especificos. Las bacterias grampositivas
y las gramnegativas difieren en su susceptibilidad a un antibiotico individual como la penicilina;
las bacterias grampositivas suelen verse afectadas, mientras que la mayoria de las bacterias

gramnegativas son naturalmente resistentes (Madigan et al., 2009).

¢ Quinolonas: Las quinolonas son analogos sintéticos del &cido nalidixico. El modo de
accion de todas las quinolonas implica la inhibicion de la sintesis del ADN bacteriano
mediante el bloqueo de la ADN girasa y la topoisomerasa IV (Riedel et al., 2015).

e Antibidticos g-Lactamicos: Los antibiéticos g-lactamicos son inhibidores de la sintesis de
la pared celular que incluyen las penicilinas y cefalosporinas de importancia médica.
Estos antibiéticos comparten un componente estructural caracteristico, el anillo g
lactdmico. En conjunto, los antibidticos B-lactdmicos representan mas de la mitad de
todos los antibiéticos producidos y utilizados en todo el mundo (Madigan et al., 2009).

¢ Sulfonamidas y trimetoprima: El mecanismo basico de accién de todos estos compuestos
es la inhibicion competitiva de la utilizacion del &cido p-aminobenzoico. El uso simultaneo
de las sulfonamidas con la trimetoprima da lugar a la inhibiciébn de pasos metabdlicos

secuenciales y a un posible sinergismo antibacteriano (Riedel et al., 2015).
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Antisépticos urinarios

Son farmacos con efectos antibacterianos limitados a la orina. No producen niveles
significativos en los tejidos y, por tanto, no tienen ningun efecto sobre las infecciones
sistémicas. Sin embargo, reducen eficazmente el recuento de bacterias en la orina y, por tanto,
disminuyen en gran medida los sintomas de la infeccion del tracto urinario inferior (Brown &

Smith, 2017).

Los siguientes son antisépticos urinarios de uso comun: nitrofurantoina, fosfomicina,
acido nalidixico, metenamina mandelato y el hipurato de metenamina. La nitrofurantoina es
activa contra muchas bacterias, pero puede provocar trastornos gastrointestinales (Riedel et al.,

2015).

Resistencia bacteriana

La resistencia adquirida a los medicamentos antimicrobianos es la capacidad de un
microorganismo para resistir los efectos de un agente antimicrobiano al que normalmente es
susceptible, dicha resistencia antimicrobiana es normalmente adquirida gracias al resultado de
procesos bioquimicos codificados por genes bacterianos. No existe agente antimicrobiano que
tenga la capacidad de inhibir a todos los microorganismos, ademas, alguna forma de
resistencia a los medicamentos antimicrobianos es una propiedad inherente de practicamente

todos los microorganismos (Madigan et al., 2009).

La resistencia generalizada a los medicamentos antimicrobianos se transmite
habitualmente por transferencia horizontal de genes entre los microorganismos, siendo asi que
la mayoria de las bacterias resistentes a los farmacos contienen genes de resistencia a los
farmacos localizados en plasmidos R de transmisién horizontal en lugar de en el cromosoma

(Brown & Smith, 2017).
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Mecanismos bioquimicos de resistencia

Adquisicion de genes de resistencia

La mayoria de los agentes antimicrobianos son productos naturales o derivados de
productos naturales. Por lo tanto, los genes de resistencia para la mayoria de los antibiéticos
deben existir en el mundo microbiano, ya sea en las especies que producen el antibiético o
dentro de las especies que viven en el mismo nicho ecolégico que el productor del antibiético

(Jorgensen et al., 2018).

Las bacterias han desarrollado una serie de mecanismos que promueven el intercambio
de genes, siendo la méas sencilla de estas técnicas la transformacion natural, la cual es la
capacidad de algunas especies bacterianas de absorber moléculas de ADN desnudas del
medio ambiente en las circunstancias adecuadas. Una vez tomadas dichas moléculas de ADN
por la bacteria susceptible, estos trozos de ADN extrafios entran en el cromosoma bacteriano

recombindndose a traves de regiones con suficiente homologia (Jorgensen et al., 2018).

En algunos casos, los genes funcionales resultan de esta recombinacion, si el gen
adquirido codifica una proteina que es menos susceptible a la inhibicién que la proteina nativa,

puede producirse una reduccion de la susceptibilidad (Jorgensen et al., 2018).

Sin embargo, la mayoria de las bacterias son incapaces de transformarse de forma
natural, por lo que han desarrollado otros mecanismos para adquirir determinantes genéticos
atiles. Un mecanismo comunmente empleado para el intercambio genético es la transferencia
de pldsmidos conjugativos. Estas formas de ADN replicativo extra cromosémico pueden llevar
una variedad de genes importantes, Algunos plasmidos son relativamente limitados en su gama
de huéspedes, mientras que otros se transfieren y replican dentro de varias especies diferentes

(Jorgensen et al., 2018).
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Las bacterias también aprovechan los virus bacterianos (bacteriéfagos) para el
intercambio genético. Estos paquetes discretos entregan a las células no infectadas una
cantidad de ADN que se aproxima al tamafio de su genoma, los cuales estan disefiados para
incorporar su propio genoma en la cabeza del fago fabricado, a veces incorporan trozos de
ADN cromosémico adyacente al sitio de integracion del fago (transduccion especializada) y
otras veces incorporan un plasmido de tamafio adecuado o un segmento de ADN cromosémico
no relacionado con el genoma del fago integrado (transduccién generalizada) (Jorgensen et al.,

2018).

Modificacion del antibiético

Se han descrito muchas enzimas modificadoras de antibioticos, como las B-lactamasas,
las AME vy las cloranfenicol acetiltransferasas (CAT). Estas enzimas en muchos casos son
adquiridas, aunque hay casos en los que son intrinsecas de ciertos géneros (Jorgensen et al.,

2018).

Las enzimas modificadoras en general confieren altos niveles de resistencia contra los
antibiéticos, sin embargo, existen algunos antibiéticos parecen ser inmunes a las enzimas

inactivadoras (Jorgensen et al., 2018).

Modificacion de la molécula diana

La interaccion de los antibiéticos con las moléculas diana por lo general son bastante
especificas, pequefias alteraciones de la molécula diana pueden tener efectos importantes en
la unién del antibiético. Existen numerosos ejemplos de modificacion de la diana de los
antibiéticos como mecanismo de resistencia, como las numerosas metilasas ribosomales de
eritromicina que confieren resistencia a la clase de antibiéticos macrélidos-lincosamida-

estreptogramina B (MLSB) (Jorgensen et al., 2018).
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Acceso restringido a la diana

Es un axioma que un antibiético debe llegar a su objetivo para ser eficaz. Por lo tanto,
en el caso de las dianas para las que el antibidtico debe atravesar barreras, el refuerzo de
estas barreras puede ser un mecanismo de resistencia muy eficaz. Todas las bacterias Gram
negativas tienen una membrana externa que debe ser atravesada antes de poder alcanzar la

membrana citoplasmatica (Jorgensen et al., 2018).

Bombas de flujo

Se han descrito varias clases de bombas para las bacterias Gram positivas y/o Gram
negativas. Pueden ser bastante selectivas o tener una amplia especificidad de sustrato. La
mayoria de estas bombas se localizan en la membrana citoplasmatica y utilizan la fuerza motriz

de protones para impulsar el flujo de farmacos (Jorgensen et al., 2018).

Segun (Jorgensen et al., 2018) Las principales familias de transportadores de flujo son:

e La superfamilia de facilitadores principales (MFS), que incluye QacA y NorA/Bmr de las
bacterias Gram-positivas y EmrB de E. coli.

e La familia de resistencia a multiples farmacos, que incluye Smr de S. aureus y EmrE de
E. coli.

o La familia de resistencia a la division celular (RND), que incluye AcrABToIC de E. coli y

MexAB-OprM de P. aeruginosa.

Epidemiologiay evolucion

Las Enterobacteriaceae estan ampliamente distribuidas en el medio ambiente, y
muchas especies del género son patdgenos comunmente reconocidos, situandose
sistematicamente entre los 10 principales organismos observados en las infecciones asociadas

a la atencion sanitaria (Jorgensen et al., 2018).
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Segun (Jorgensen et al., 2018) “En Estados Unidos, entre 2009 y 2010, se registraron
69 475 infecciones asociadas a la atencion sanitaria y 81 139 patégenos en 2 039 hospitales el

80% de los aislamientos pertenecian a uno de los ocho grupos de patégenos”
Casi el 20% de estos ocho grupos de patdgenos eran fenotipos multirresistentes:

e S. aureus resistente a la meticilina (SARM) (8,5%)

e Enterococcus resistente a la vancomicina (3%)

o K. pneumoniae-K. oxytoca resistente a las cefalosporinas de espectro extendido (2%)
o Enterobacter spp. (2%)

e P. aeruginosa resistente a los carbapenemes (2%)

o Enterobacter spp. (<1%)
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Ubicacién geografica

El presente estudio se desarroll6 en la Universidad de las Fuerzas Armadas Sede Santo
ubicada en Av. Quevedo kildmetro 24 (sentido Santo Domingo-Quevedo) a 1km de la parroquia

Luz de américa, Santo Domingo, Ecuador.

Figura 6

Zona de obtencion de la muestra

Nota. Fotografia tomada mediante via area (dron) en de zona de descarga de desechos liquidos
de aguas negras y grises de la fase 1A de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede

Santo Domingo. Fotografia tomada de (Naranjo Gaybor & Valdivieso Menéndez, 2022).

Obtenciéon de la muestra

Se realiz6 la obtencion de muestras liquidas provenientes del punto de descarga de
aguas negras y grises provenientes del edificio administrativo de la Universidad de las Fuerzas
Armadas — ESPE Sede Santo Domingo el 10 de marzo del 2022 (localizacion de la toma de
muestra, véase figura 6). Se tom6 1000mL de muestra liquida en un recipiente de propileno

esteéril.
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Tabla 4

Recursos usados para la obtencion de la muestra

Materiales/Insumos Muestra

Recipiente de propileno estéril

Guantes de nitrilo Muestra liquida de aguas residuales

Traje de proteccién

Nota. Protocolo de obtencion de muestra obtenido de (Fadare et al., 2020).

Conteo de Unidades Formadoras de Colonias y NMP

Se realiz6 diluciones seriadas en agua de peptona (102, 103, 10*) de la muestra
liquida, posteriormente en camara de flujo se inocularon con 1 mL de las diluciones 103y 10*
respectivamente a placas de petrifilm 3M™ para recuento de coliformes, posterior se inoculé y
se incubaron las muestras a 37 °C durante 24 horas, los recursos utilizados se detallan en la

tabla 5.

Tabla b

Recursos usados para la cuantificacién de unidades formadoras de colonias y NMP

Equipos Materiales/Insumos Reactivos
Céamara de flujo laminar Tubos de ensayo Peptona
Autoclave Puntas estériles Petrifilm coliformes
Incubadora Micropipeta

Lampara de alcohol

Nota. Protocolo utilizado por (Cappuccino & Welsh, 2018).



Para el conteo de unidades formadoras de colonias se utiliz6 la siguiente ecuacion

propuesta por (Dib et al., 2018):
A
UFC/mL = Ex F

Donde:

¢ UFC = Unidades formadoras de colonias
¢ A = Numero de colonias observadas
e B =Volumen de inoculacién (mL)

e F = Factor de dilucion

Para la cuantificacion del nimero mas probable (NMP) se aplicé la formula propuesta

en la norma 1SO 4831 para conteo de colonias petrifilm 3M (coliformes totales).

logUFC — F1

log NMP =
o8 F2

Donde:
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¢ NMP = numero mas probable de microorganismos presentes en un volumen de muestra

dado.
¢ UFC =unidades formadoras de colonias presentes en un volumen de muestra dado.
e F1 = factor de conversion (0,37)

e 2 = factor de conversion (0,90)
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Aislamiento microbiol6gico

Se realiz6 diluciones seriadas en agua de peptona (102, 103, 10*) de la muestra
liquida. Posteriormente en camara de flujo se inoculd por triplicado con 1 mL de cada dilucion
en placas con medio selectivo y diferencial MacConkey agar TM Media, esto se incubd a 37°C

por 24 horas.

A partir de las placas que mostraron crecimiento, se tomaron colonias con crecimientos
diferentes entre si para luego subcultivarlas en placas de Agar con eosina y azul de metileno
(EMB), las cuales se incubaron a 37°C durante 24 horas, después del tiempo de incubacion, se
seleccionaron colonias de brillo metélico verde y colonias de color rosa a purpura oscuro, luego
las bacterias seleccionadas fueron purificadas utilizando agar nutritivo como menciona (Fadare

et al., 2020).

Tabla 6

Recursos usados para el aislamiento microbiol6gico

Equipos Materiales/Insumos Reactivos
Céamara de flujo laminar Frascos tapa rosca Peptona
Autoclave Asa de inoculacion Agar EMB
Plancha de calentamiento Tubos de ensayo Agar MacConkey
Balanza analitica Puntas estériles Agar Nutriente
Incubadora Micropipeta

Parafilm

Nota. Protocolo de aislamiento microbiolégico obtenido de (Fadare et al., 2020).



De los aislados obtenidos, se realizé tincion Gram para determinar la morfologia de

estos, los recursos utilizados se detallan en la tabla 7.

Tabla7

Recursos utilizados para tincion Gram

Equipos Materiales/Insumos Reactivos
Microscopio optico Lampara de alcohol Lugol
Soporte Asa de inoculacion Alcohol cetona

Porta objeto

Gotero

Safranina

Cristal violeta

Nota. Metodologia aplicada por (Bou et al., 2011).

Se colocé la muestra en portaobjeto. Luego se colocé 2 gotas de cristal violeta y se

esperd un minuto y se realiz6 un lavado con agua destilada, luego se colocé 2 gotas de

solucién de yodo, se esperd un minuto y se realizé un lavado con agua destilada, luego se

colocé alcohol cetona, se realiz6 un lavado con agua destilada después de 30 segundos. Por
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ultimo, se coloc6 2 gotas de safranina durante un minuto y se lavé con agua destilada (Bou et

al., 2011).



Identificacion bioquimica

Prueba de KIA (Kliger Iron Agar)
Los aislados se inocularon en tubos de ensayo que contenian medio Kliger Iron Agar

TM Media, esto se incubo a 37 °C durante 24 horas y posteriormente se registro resultados.

Tabla 8

Recursos usados para prueba de KIA

Equipos Materiales/Insumos Reactivos
Cémara de flujo laminar Frascos tapa rosca Kliger Iron Agar
Autoclave Asa de inoculacion

Plancha de calentamiento Tubos de ensayo

Balanza analitica Lampara de alcohol

Incubadora

Nota. Metodologia aplicada por (Bou et al., 2011)

Prueba de Catalasa
Se colocé una gota de perdxido de hidrégeno (H202) en portaobjetos, posteriormente
con un asa microbioldgica se inoculé una colonia bacteriana en la sustancia y se esperé 10

segundos para observar el desprendimiento de burbujas como detalla (Bou et al., 2011).
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Tabla 9

Recursos usados para prueba de catalasa
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Materiales/Insumos

Reactivos

Portaobjetos

Peroxido de hidrégeno (H202)

Lampara de alcohol

Nota. Metodologia aplicada por (Bou et al., 2011)

Prueba de Indol

Se inoculé los aislados en agua de peptona, los tubos se incubaron por 24 horas a 37

°C. Luego se colocd 10 gotas de reactivo de Kovacs a cada tubo inoculado, posteriormente se

registré resultados.

Tabla 10

Recursos usados para prueba de Indol

Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos

Camara de flujo laminar

Autoclave

Plancha de calentamiento

Balanza analitica

Incubadora

Frascos tapa rosca

Asa de inoculacion

Tubos de ensayo

Gotero

Lampara de alcohol

Reactivo de Kovacs

Peptona

Nota. Metodologia aplicada por (Bou et al., 2011)
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Prueba de 6xido/fermentacion

Se inoculé 2 tubos de ensayo por cada aislado en medio Hugh-Leifson agar TM Media,
los dos tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas, uno en condiciones aerobias y otro

en anaerobias.

La prueba de 6xido/fermentacion permite identificar bacterias que puedan oxidar o
fermentar azucares como lactosa, glucosa, sacarosa entre otros como lo menciona (Bou et al.,

2011).

Tabla 11

Recursos usados para prueba 6xido/fermentacion

Equipos Materiales/Insumos Reactivos

Cémara de flujo laminar Frascos tapa rosca Medio Hugh-Leifson
Autoclave Asa de inoculacién

Plancha de calentamiento Tubos de ensayo

Balanza analitica Lampara de alcohol

Incubadora Parafilm

Nota. Metodologia aplicada por (Bou et al., 2011).
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Caracterizacion molecular

Extraccién de ADN

Tabla 12

Protocolo de extraccién de ADN gendmico bacteriano

Equipos Insumos Reactivos
Microcentrifuga Micropipetas Fenol saturado en Tris-HCI
Cémara de flujo laminar Asa bacteriologica Cloroformo: Alcohol isoamilico (24:1)
Gradilla Acetato de sodio 3M

SDS 20%
Isopropanol

Buffer TE a pH 8

Etanol absoluto

Etanol al 70%

Buffer TEapH 8

Nota. Protocolo de extraccion de ADN estandarizado por (Howland, 1996).

Se transfirié cinco colonias de cultivo bacteriano a un tubo eppendorf que contenia
100uL de agua UP, luego se homogenizé la muestra por un minuto. La muestra se centrifugé a
12000 RPM por 3 minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 600 pL de
buffer TE y se afiadié 50 uL de SDS al 20% (p/v), la muestra se mezcl6 en vortex durante 5

segundos y se coloco en bafio maria durante 30 minutos a 65 °C.



52

Se afadio 700 pL de fenol saturado en Tris-HCI en la muestra y se mezcl6 durante 15
segundos, luego se centrifug6 a 12000 RPM por 3 minutos y se transfirié el sobrenadante a un

nuevo tubo eppendorf.

Después se coloco 700 pL de Cloroformo: alcohol isoamilico y se mezclé durante 15
segundos, luego se centrifugd a 12000 RPM por 3 minutos y se transfirio el sobrenadante a un

nuevo tubo eppendorf (este paso se lo realizé dos veces).

A la muestra se le colocé 800 uL de isopropanol frio y 80 pL de acetato de sodio, la
muestra se colocé en bafio frio durante una hora y se centrifugé durante 5 minutos a 12000

RPM. Se elimind los residuos de isopropanol.

El pellet obtenido se lavé con 1000 pL de etanol absoluto y se centrifugd a 12000RPM
por 5 minutos, luego el pellet fue lavado con 1000 pL de etanol al 70% y se repiti6é el paso de
centrifugacién. Finalmente, el pellet se sec6 en incubadora a temperatura de 37 °C durante una
hora y se resuspendi6 en 50 yL de buffer de TE + ARNasa. Las muestras se conservaron a -20

°C.

Amplificacion de subunidad 16s

Para la amplificaciéon de fragmentos de ADN gendmico bacteriano se emple6 cebadores
universales 16s. Cebador forward 16S_rRNAF (5'—= AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’)y
cebador reverse 16S_rRNAR (5’- ACGGATACCTTGTTACGACTT- 3’), estos cebadores fueron
utilizados por (Hou et al., 2018). Las concentraciones finales de los reactivos utilizados en la

amplificacién de ADN se detallan en la tabla 13.



Tabla 13
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Recursos utilizados para la amplificaciéon de ADN bacteriano por PCR

Equipos

Insumos

Reactivos

Termociclador

Camara de electroforesis

Vortex

Céamara de flujo laminar

Transluminador

Matraz de Erlenmeyer

Micropipetas

Puntas estériles

Tubos eppendorf

Gradilla

Agua UP

Marcador Opti-DNA 100 bp

BlasTaq 2X PCR MasterMix

Cebadores (forward y reverse)

Bromuro de etidio

Agarosa

Buffer TAE 1X

Nota. El protocolo para PCR fue estandarizado por (Hou et al., 2018).

En la tabla 14 se detalla los componentes para amplificacion de subunidad 16s

bacteriano tomando en consideracion 6 aislados obtenidos més control negativo y positivo. En

la tabla 15 se denota el protocolo las condiciones de desnaturalizacion, hibridacion y extension

de los fragmentos ADN amplificados basandose en el protocolo estandarizado por (Hou et al.,

2018).
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Tabla 14

Componentes para PCR de ADN gendmico bacteriano

Volumen de Volumen de
Concentracién  Concentracion
Reactivo Unidad reaccion (uL) reaccion (L)
inicial final
(1rxn) (8rxn)
Agua UP - - - 10,5 84
BlasTag 2X PCR MasterMix X 2X 2X 12,5 100
Cebador forward UM 100 10 1 8
Cebador reverse UM 100 10 1 8
ADN - - - 1 8
Total 25 200

Nota. Se utiliz6 como control positivo fragmento de ADN gendmico bacteriano de E. coli (longitud:

1500 pb).

Tabla 15

Condiciones de termociclador para PCR de ADN gendmico bacteriano

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 5 minutos
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Hibridacion 55 25 segundos
Extensién 72 1,30 segundos
Extension final 72 7 minutos

Nota. Las muestras se amplificaron por 35 ciclos, los resultados se observaron en un gel de

agarosa al 2% (p/v).
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Secuenciacion de subunidad 16s

Para el andlisis de secuenciacion, se aplico el método de secuenciacién propuesto por
Sanger y estandarizado por (Zhang et al., 2000) se secuencio la subunidad ribosomal 16s. Las

muestras fueron analizadas en Seul, Corea por la empresa Macrogen ®.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante herramientas bioinformaticas, se

utilizé los softwares BioEdit version 7.2.5, Sequencher version 5.4.6 y MEGA version 11.

Andlisis filogenético

Dentro del andlisis filogenético se utilizé el algoritmo de méaxima verosimilitud donde se
aplicé el método planteado por Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). Los resultados obtenidos

fueron analizados mediante MEGA version 11.

Resistencia a antibioticos

Tabla 16

Equipos y materiales usados para analisis de sensibilidad antibidtica

Equipos Insumos Reactivos

Incubadora Pipeta graduada de 10mL Cloruro de sodio (NaCl)
Autoclave Micropipeta de 10uL Agua destilada estéril (H20)
Cémara de flujo laminar Hisopos estériles Agar Mueller-Hinton (MH)

Discos de sensibilidad
Vortex Asa de siembra bacteriol6gica
antimicrobiana

Puntas de micropipeta estériles
Pinza estéril

Tubos de ensayo

Nota. Protocolo estandarizado por (Bernal R. & Guzman, 1984).
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Preparacion del inoculo

Se preparé una disolucién con 0,85 g de NaCl en 100mL de agua destilada estéril y se
dispensé 10mL de solucién salina en cada tubo de ensayo y se dejé en camara de flujo laminar
previamente esterilizada. Con un asa de siembra se resuspendio la bacteria en la solucion
salina y se homogeniz6 la muestra durante 3 minutos. Con un hisopo estéril se tomo6
aproximadamente 1mL de solucion bacteriana y se dispenso por extension de placa en todo el

contorno de la caja Petri con medio Mueller Hinton Agar Difco™.

Con un asa de siembra estéril se coloco los discos de sensibilidad antibiotica marca
OXOID de 8mm de diametro. Los discos de sensibilidad utilizados en este estudio fueron
amoxicilina/acido clavulanico [30 MCG], sulfametoxazol/trimetoprima [25 SXT], nitrofurantoina
[300 MCG] y ciprofloxacina [5 MCG]. Las unidades experimentales se incubaron a 37°C

durante 24 horas.

Disefio experimental

Factores y niveles

Tabla 17

Factores de estudio del analisis experimental

Factores Simbologia Descripcion
A0 Aislado 1
Al Aislado 2
A: Enterobacterias
A2 Aislado 3
A3 E. coli ATCC 27325 (Control positivo)
BO Ciprofloxacina [5 MCG]
Bl Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG]
B: Antibioticos
B2 Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT]

B3 Nitrofurantoina [300 MCG]
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Nota. Se plante6 un disefio bifactorial donde el factor A son los aislados caracterizados

(enterobacterias) frente a antibidticos como factor B.

Cuadro de tratamientos

Tabla 18

Cuadro de tratamientos en el disefio experimental

N° Tratamiento Combinacién

1 AOBO K. pneumoniae vs Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG]

2 AOB1 K. pneumoniae vs Nitrofurantoina [300 MCG]

3 A0B2 K. pneumoniae vs Ciprofloxacino [5 MCG]

4 AOB3 K. pneumoniae vs Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT]

5 A1BO S. flexneri vs Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG]

6 AlB1 S. flexneri vs Nitrofurantoina [300 MCG]

7 Al1B2 S. flexneri vs Ciprofloxacino [5 MCG]

8 A1B3 S. flexneri vs Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT]

9 A2B0 E. coli vs Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG]

10 A2B1 E. coli vs Nitrofurantoina [300 MCG]

11 A2B2 E. coli vs Ciprofloxacino [5 MCG]

12 A2B3 E. coli vs Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT]

13 A4BO E. coli ATCC 27325 vs Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG]
14 A4B1 E. coli ATCC 27325 vs Nitrofurantoina [300 MCG]

15 A4B2 E. coli ATCC 27325 vs Ciprofloxacino [5 MCG]

16 A4B3 E. coli ATCC 27325 vs Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT]

Nota. Esquema de disefio de bloques completamente aleatorizado con cinco repeticiones. Total:

80 unidades experimentales. La variable dependiente es milimetros de didmetro de inhibicién.
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Capitulo IV: Resultados y discusion

Determinacion de UFC y NMP

Los resultados obtenidos en base a las unidades formadoras de colonias de coliformes

totales se detalla en la tabla 19.

Tabla 19

Resultados obtenidos a partir de siembra en Petrifilm

Dilucion Conteo de colonias UFC/100 mL NMP/100 mL
1072 300 300 219
103 102 1020 855
104 94 9400 > 2000

Nota. Se determind que la diluciébn con mayores unidades formadoras de colonias y nUmero
mas probable de microorganismos es 10 mientras que la dilucién 102 presenta menor

unidades formadoras de colonias en el volumen de muestra sembrado (v =100 mL).

Los resultados obtenidos en base al numero méas probable de microorganismos indica
gue existe contaminacion no permitida en el sitio de descarga de aguas negras y grises, segun
lo establecido por la Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de Efluentes al Recurso
Agua, Registro 387, anexo 9 el rango del nUmero més probable de coliformes fecales es menor

o0 igual a 2000 NPM/100mL como se observa en la figura 7.
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Figura 7
Grafico lineal en base a NMP/100mL
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= 2000 NPM/MOOML - -~
Coliformes &cales

Factor de dilucion

Nota. Interpretacion de la grafica: NPM/100mL (Eje y). (1) Factor de dilucién 102. (2) Factor de
dilucién 103, (3) Factor de dilucion 10* (Eje x). Linea entrecortada refleja el limite permitido para
coliformes fecales (2000 NMP/mL) segun la Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de

Efluentes: Recurso Agua, Registro oficial 387, anexo 9.

Aislamiento microbiolégico

De las diluciones 102y 10“que fueron inoculadas en medio MacConkey se obtuvieron
15 aislados microbioldgicos bacterianos, luego de aquello, se sembré dichos microorganismos
en medio EMB, posterior a la siembra se aplico la prueba de KIA, con la cual se determinaron
cudles eran posibles enterobacterias, finalmente se determind que 6 aislados son posibles

enterobacterias.



Tabla 20

Aislados caracterizados mediante siembra en EMB y prueba de KIA.
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Aislado

Caracteristica de crecimiento (EMB)

Prueba de KIA

Al

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

All

Al12

Al3

Al4

Al5

Rosado

Morado

Verde

Verde

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Morado/Translucido

Acido/Acido

Alcalino/Acido

Acido/Acido

Acido/Acido

Alcalino/Acido

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Acido

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Alcalino/Alcalino

Nota. Cuadro de resultados obtenidos en aislamiento inicial.

En el aislamiento inicial se obtuvieron 15 aislados bacterianos, de los cuales 6 contaban

con caracteristicas de crecimiento diferentes (presuntivamente enterobacterias), se observo

gue estos aislados crecen en condiciones aerobias como lo menciona (Madigan et al., 2009).
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(Fadare et al., 2020) establece el medio MacConkey permite el crecimiento de
enterobacterias u otros bacilos Gram negativos y se complement6 con medio EMB para la
determinacion de microorganismos fermentadores de azucares como lo menciona (Becton,
2013) en la figura 8 se observa las caracteristicas de crecimiento en MacConkey y EMB agar

de los 6 aislados obtenidos (presuntivamente enterobacterias).

Figura 8

Aislados obtenidos de presuntivamente enterobacterias

Nota: Aislados obtenidos posibles enterobacterias a partir de las muestras liquidas del punto de
descarga de aguas negras y grises de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE Sede
Santo Domingo. 8A. Aislado “A1” medio EMB, 8B. Aislado “A2” medio EMB, 8C. Aislado “A3”
medio EMB, 8D. Aislado “A4” medio EMB, 8E. Aislado “A5” medio EMB, 8F. Aislado “A6” medio
EMB, 8G. Aislado “A1” medio nutriente, 8H. Aislado “A2” medio nutriente, 8I. Aislado “A3” medio
nutriente, 8J. Aislado “A4” medio nutriente, 8K. Aislado “A5” medio nutriente, 8M. Aislado “A6”

medio nutriente.
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Identificacion bioquimica

Se determind presuntivamente 6 géneros distintos de enterobacterias en base a la

identificacion bioquimica como se detalla en la tabla 21.

Tabla 21

Identificacién bioguimica de enterobacterias aisladas

Prueba o KIA
bioquimica Tincion Catalasa Indol O/F
Gram
# de Aislado Produce Gas y/o Hz2S
Al - + - F Acido/Acido G/A
A2 - + - F Alcalino/Acido AlA
A3 - + + F Acido/Acido G/A
A4 - + - F Acido/Acido G/A
A5 - + - F Alcalino/Acido A/H
A6 - + - (@] Alcalino/Alcalino A/A

Nota. Lectura de resultados (-) Negativo, (+) Positivo, (F) Fermenta, (O) Oxida, (G) produce gas,

(H) produce acido sulfhidrico y (A) ausencia.

Tincién Gram
Figura 9

Aislados obtenidos tefiidos en tincion Gram

A 5] O C

o

Nota: Fotografia obtenida mediante el uso de microscopio 6ptico marca Zeiss en aumento de
100X. Se observa en las figuras 9A, 9B, 9C, 9D, 9E, 9F bacterias Gram negativas las cuales

presentan estructuras en forma de bacilos caracteristicos de enterobacterias.
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Las enterobacterias son bacilos Gram negativos que se tifien de rosado o rojo en base
a la tincion aplicada, los resultados obtenidos se muestran similares a lo indicado por (Crombet-

Grillet et al., 2013).

Los microorganismos Gram negativos poseen un organelo (capsula) que evita que los
linfocitos ingresen en su estructura celular, también estos microrganismos poseen una
membrana externa que libera endotoxinas que contribuyen en la gravedad de sintomas

presentadas en las infecciones bacterianas (Willey et al., 2010).

Prueba de Catalasa

Figura 10

Prueba de catalasa en aislados obtenidos

Nota. En las figuras 10A, 10B, 10C, 10D, 10E y 10F se observo formacion de burbujas, es decir

los aislados degradan peroxido de hidrogeno.

En base a los resultados obtenidos se observo que los aislados descomponen el
peroxido de hidrégeno, es decir son positivos a catalasa, lo cual se corrobora con la

caracterizacion bioquimica de enterobacterias en (Cappuccino & Welsh, 2018).
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Prueba de Indol

Figura 11

Resultados de prueba Indol

Nota: Resultados obtenidos en la prueba de Indol. 11A. Formacién de anillo sin coloracion
adecuada, 11B. Formaciéon de anillo sin coloracion adecuada, 11C. Formacion de anillo con
coloracién adecuada (rojo), 11D. Formacion de anillo sin coloracion adecuada, 11E. Formacion

de anillo sin coloracién adecuada, 11F. Formacion de anillo sin coloracion adecuada.

En base a los resultados obtenidos se determiné que de los aislados obtenidos tanto en
la figura 11A,11B, D11E y 11 F se observo que los aislados no catabolizan el anillo de indol del
triptéfano es decir son indol negativo, en base a la guia practica de microbiolégica médica
propuesta por (Jorgensen et al., 2018) los géneros de enterobacterias que no degradan el anillo
de indol son Enterobacter spp, algunas especies de Klebsiella spp, Salmonella spp, y Serratia
spp. Mientras que la figura 11C se observo un aislado indol negativo que, en base a la guia
mencionada anteriormente, estas caracteristicas corresponderian a los géneros de

enterobacterias: E. coli y algunas especies de Citrobacter spp.
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Prueba de 6xido/fermentacion

Figura 12

Resultados de prueba 6xido/Fermentacion

Nota: Descripcién de resultados de prueba de OF, 12A. Al, Fermenta de glucosa, 12B. A2,
Fermenta de glucosa, 12C. A3, Fermenta glucosa,12D. Fermenta de glucosa, 12E. Fermenta de

glucosa, 12F. Oxida glucosa.

El medio Hugh-Leifson permite determinar la fermentacion u oxidacion de carbohidratos
como glucosa, sacarosa, lactosa, etc. En este estudio el medio Hugh-Leifson se complemento
con glucosa. En base a los resultados obtenidos se determind que los aislados 12A, 12B, 12C,
12D y 12E fermentan glucosa, esto en base a la interpretacién de (Bou et al., 2011) y
adicionalmente no presentan formacion de acidos debido a la tonalidad amarilla, mientras que
el aislado 12F, present6 capacidad oxidativa. Las enterobacterias en condiciones anaerdbicas

pueden fermentar carbohidratos con o sin produccién de gas o 4cidos (Brown & Smith, 2017).
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Prueba de KIA (Kliger Iron Agar)

De los aislados seleccionados se les aplicé la prueba de KIA, y se obtuvieron los

siguientes resultados.

Figura 13

Resultados de prueba KIA en los aislados obtenidos

Nota: Descripcion de resultados de prueba de KIA, 13A. Al, Fermentacion de lactosa y glucosa
junto con producciéon de gas, 13B. A2, Fermentadora de glucosa, 13C. A3, Fermentaciéon de
lactosa y glucosa junto con produccion de gas, 13D. A4, Fermentacion de lactosa y glucosa junto
con produccién de gas, 13E. A5, Fermentadora de glucosa junto sulfuro de hidrégeno, 13F. A6,

Sin fermentacion.

En base a los resultados obtenidos se observé que los aislados Al, A3y A4 son
fermentadores de glucosa y lactosa junto con produccion de gas. El aislado A2 fermenta
glucosa sin produccion de gas, el aislado A5 fermenta glucosa con formacién de acido
sulfhidrico, el aislado A6 no fermenta ni glucosa ni lactosa, los resultados reportados coinciden

con (Cappuccino & Welsh, 2018).
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Caracterizacion molecular

De los seis aislados obtenidos se obtuvo fragmentos de 1500pb aproximadamente
comparando el fragmento obtenido con el marcado de peso molecular detallado en la

metodologia.

Figura 14

Amplificacion de fragmentos de ADN gendmico

M| A | a2 a3 | ma|as|a6| N| N NG|t
4

Nota. Lectura de resultados: (M) Marcador de peso molecular. (A) Aislado bacteriano. (C-) control
negativo. (C+) control positivo. (N) ausencia. Los resultados se observaron mediante técnica de

electroforesis en gel de agarosa 2%.

En cuanto al andlisis bioinformatico se determind la existencia de contaminacion en el
ADN extraido, esta contaminacién puede deberse a las condiciones del laboratorio por lo cual
los aislados A4, A5 y A6 se descartaron del estudio. Se determiné el porcentaje de identidad de
las secuencias gendmicas obtenidas mediante BLAST-n, los resultados se detallan en la tabla

22.
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Tabla 22

Reporte del porcentaje de identidad de los aislados obtenidos

Numero de aislado Género y especie Porcentaje de identidad
Al Klebsiella pneumoniae 98,98%
A2 Shigella flexneri 99,64%
A3 Escherichia coli 98,85%

Nota. Se obtuvo 3 fragmentos de ADN. Las longitudes son las siguientes; Al (1369 pb), A2 (1407

pb) y A3 (1401pb).

Segun (Barrett et al., 2020) el gen ARNr 16s es un polirribonucleétido de 1500 pb, para
la amplificacién de este gen el disefio de cebadores se facilita en regiones conservadas.
Cuando se disefian cebadores en regiones conservadas en los extremos 59 y 39 se originan
amplicones de 1500pb sin embargo eso no quiere decir que para una identificacion de un

procarionte se puede obtener fragmentos de 500pb estos son pertenecientes al extremo 59.

Segun los resultados obtenidos en la figura 14 el amplicén obtenido fue de 1500 pb por
cada aislado, esto se corroboré ya que los cebadores usados estan disefiados tomando en
cuenta la region conservada de los extremos 59 y 39 como lo menciona (Rodicio & Mendoza,

2004).

La estructura del gen 16s se subdivide en tres regiones rrs, rrl y rrf, los promotores son
P1y P2. Las regiones IG son regiones no codificantes, en la figura se denota el disefio de
cebadores en la region extremo 59 y 39 donde se explica porque se obtienen fragmentos de

1500pb como se observa en la figura 15.
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Figura 15

Esquema de la estructura del gen 16s
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Nota. Esquema (A) estructura del operén 16s. Esquema (B) regidén conservada. Esquema (C)

visualizacién de fragmentos de ADN. Tomado a partir de (Rodicio & Mendoza, 2004).

En base a los resultados de secuenciacion del gen 16s de los aislados obtenidos, se
determiné contaminacion en la secuenciacion de los amplicones, esto puede deberse a
contaminacioén en el area de trabajo, protocolo de extraccién de ADN o error del operador ya que
las secuencias obtenidas fueron de longitud menor al fragmento de ADN 1500pb visualizado en

gel y que reporté (Rodicio & Mendoza, 2004).

En cuanto al analisis filogenético se observd que las distancias entre los aislados
obtenidos y los microorganismos moldes son < 0,01 y su porcentaje de similitud de secuencia es
> 97%. Es decir, el aislado (A1) se confirmd como Klebsiella pneumoniae, aislado (A2) Shigella

flexneri y aislado (A3) Escherichia coli.
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El método de maxima similitud juntamente con el modelo Tamura-Nei permite inferir la
historia evolutiva de un organismo. El modelo empleado permitié analizar las distancias en
base a la secuencia de nucleétidos de los aislados obtenidos donde se determiné que la
distancia entre el aislado 1 con el aislado 3 es de (0,21) la cual es mayor significativamente en
comparacion con la distancia evolutiva entre aislado 2 y 3 (0,1). La mayor distancia se observo

entre aislado 1y 2 (2,93). Los resultados obtenidos concuerdan con (Dib et al., 2018).

Figura 16

Diagrama filogenético de los aislados obtenidos

0.00003299
ONB58498.1 Shigella flexneri strain PHN9 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.00291008

100%

0.00291976 .
Aislado 2
0.08646370
100%

0.00006270
0L823013.1 Escherichia coli strain SYAU21-D1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.00003299

99%

0.05197237 0.01187779

Aislado 3
96%

0.00240972
HQ670758.1 Klebsiella pneumoniae strain RDS7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.08552643

98%
0.00579553

Aislado 1

0.15034685

NR 156075.1 Lactobacillus colini strain 111144-L1 16S ribosomal RNA partial sequence

Nota. Para la interpretacion de resultados se utilizé6 como grupo externo Lactubacillus colini.

Mediante secuenciacién de la subunidad 16s se determind 3 géneros y especies de
enterobacterias presentes en aguas negras y grises, estos resultados se corroboraron
mediante pruebas bioquimicas y analisis filogenético en comparacién de secuencias de
microorganismos ya registrados en la biblioteca de NCBI. Los resultados obtenidos son

similares a (Fadare et al., 2020).
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Resistencia a antibioticos

En el analisis de la resistencia a antibioticos se midié como variable dependiente el halo
de inhibicién en milimetros, en la tabla 23 se detalla el ANOVA considerando el 5% de nivel de

confianza, para estimar los efectos de cada nivel por factor se realiz6é prueba de Tukey HSD.

Para el andlisis de sensibilidad a antibioticos se descart6 los aislados A4, A5y A6 por

motivos de contaminacion.

Tabla 23

Andlisis de varianza para halo de inhibicion (mm)

Fuente Sumade Cuadrados G| Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A: Enterobacterias 1345,64 3 448,546 300,37 0,0000
B: Antibidticos 4256,44 3 1418,81 950,10 0,0000
C: Repeticiones 1,2 4 0,3 0,20 0,9369
AB 1237,01 9 137,446 92,04 0,0000
Residuos 89,6 60 1,49333
Total (corregido) 6929,89 79

Nota. Se determind diferencia significativa en el factor A, factor B y en la interaccién AxB. No se

observo diferencia significativa en las repeticiones del estudio.
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En las tablas 24, 25, 26 se denota los resultados de la prueba de Tukey HSD para los

factores A, B y la interaccion AxB con un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 24

Prueba de Tukey HSD para factor:. Enterobacterias

Enterobacterias Casos MedialS SigmalLS  Grupos Homogéneos

K. pneumoniae 20 16,1 0,273252 A
S. flexneri 20 20,05 0,273252 B
E. coli 20 23,25 0,273252 C
C+ 20 27,25 0,273252 D

Nota. Se observé 4 grupos independientes donde se denota que E. coli presenta mayor halo de

inhibicion, seguido de S. flexneri y por ultimo K. pneumoniae.

Tabla 25

Prueba de Tukey HSD para factor: Antibi6ticos

Antibiéticos Casos MedialS SigmalS Grupos Homogéneos
Nitrofurantoina [300 MCG] 20 15,15 0,273252 A
Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG] 20 15,3 0,273252 B
Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT] 20 23,25 0,273252 C
Ciprofloxacina [5 MCG] 20 32,95 0,273252 D

Nota. Se observé 3 grupos independientes donde nitrofurantoina causa el mismo efecto en
comparacion con amoxicilina + &cido clavulanico, mientras que trimetoprima/sulfametoxazol y

ciprofloxacina causan mayor halo de inhibicion.
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Prueba de Tukey HSD para la interaccion AxB: Enterobacterias x Antibiéticos

Enterobacterias Antibiéticos Media SigmalLS Grupos homogéneos
. Amoxicilina + Ac. Clavulanico
K. pneumoniae [30 MCG] 8,00 0,55 A
K. pneumoniae Nitrofurantoina [300 MCG] 8,00 0,55 A
E. coli Nitrofurantoina [300 MCG] 9,80 0,55 AB
. Amoxicilina + Ac. Clavulanico
S. flexneri [30 MCG] 12,40 0,55 BC
. Sulfametoxazol +
K. pneumoniae trimetoprima [25 SXT] 13,80 0,55 C
. Amoxicilina + Ac. Clavulanico
E. coli [30 MCG] 18,00 0,55 D
S. flexneri Sulfametoxazol + 19,00 0,55 D
) trimetoprima [25 SXT] ' '
S. flexneri Nitrofurantoina [300 MCG] 20,00 0,55 D
Amoxicilina + Ac. Clavulanico
C+ [30 MCG] 22,80 0,55 E
C+ Nitrofurantoina [300 MCG] 22,80 0,55 E
Sulfametoxazol +
C+ trimetoprima [25 SXT] 28,60 0,55 F
S. flexneri Ciprofloxacina [5 MCG] 28,60 0,55 F
. Sulfametoxazol +
E. coli trimetoprima [25 SXT] 31,60 0,55 G
E. coli Ciprofloxacina [5 MCG] 33,60 0,55 GH
K. pneumoniae Ciprofloxacina [5 MCG] 34,60 0,55 H
C+ Ciprofloxacina [5 MCG] 34,80 0,55 H

Nota. Se observé 9 grupos homogéneos donde se denota que el grupo H demuestra mayor halo

de inhibicién, las unidades experimentales que pertenecen a los grupos A, B, C denotan menor

halo de inhibicion en el estudio.
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Figura 17.

Gréfico de cajas para halo de inhibicién por efecto de ciprofloxacina

40

= 30t
E g
=
=
o
2
2
=
Q
=
L=
£ 20 |

Rango

FESIStENCA - -mm- - mmmm s mm oo
=15mm
o Median
10 ] 25%-75%
' ' ' Mon-Outlier Ran
K. pneumoriae 5. flexneri E. coli c+ -{lﬁ-_—Ouﬂiers *
Enterobacterias # Extremes

Nota. Linea entrecortada representa rango de resistencia (<15mm) por efecto de ciprofloxacina

[5 MCG].

Segun (Brown & Smith, 2017) las enterobacterias son consideradas resistentes a
ciprofloxacina si presentan un halo de inhibicion menor o igual a 15mm. Ninguna de las bacterias

analizadas presento resistencia a ciprofloxacina.
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Figura 18

Grafico de cajas para halo de inhibicion por efecto de amoxicilina + acido clavulanico
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Nota. Linea entrecortada representa rango de resistencia (<13mm) por efecto de Amoxicilina +

Ac. Clavulanico [30 MCG].

Segun (Brown & Smith, 2017) “las enterobacterias son consideradas resistentes
amoxicilina + &cido clavulanico si presentan un halo de inhibicion menor o igual a 13 mm.
Siendo asi que K. pneumoniae y S. flexneri presentan resistencia a amoxicilina + acido

clavulanico.
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Gréfico de cajas para halo de inhibicion por efecto de Trimetoprima/sulfametoxazol

2

Halo de inhibicién (mm)

16 | &

FRango
resistencia --------------------
<10mm

B L

==

K. pneumoniae 5. flexneri E. coli

Enterobacterias

c+

1 0 Median

[0 25%-75%

T Mon-Cutlier Range
o Qutliers

# Extremes

76

Nota. Linea entrecortada representa rango de resistencia (<10mm) de Sulfametoxazol +

trimetoprima [25 SXT].

Segun (Jorgensen et al., 2018) “considera a una bacteria resistente a

Trimetoprima/sulfametoxazol si presenta un halo de inhibicién menor o igual a 10 mm. Siendo

asi que ninguna de las bacterias analizadas es resistente, sin embargo K. pneumoniae es la

Unica bacteria analizada que presenta sensibilidad intermedia a este farmaco. Las demas

bacterias son sensibles al farmaco”.
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Figura 20

Gréfico de cajas para halo de inhibicién por efecto de Nitrofurantoina
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Nota. Linea entrecortada representa rango de resistencia (<14mm) por efecto de Nitrofurantoina

[300 MCG].

Segun (Jorgensen et al., 2018) “las bacterias se consideran resistentes a nitrofurantoina
si presentan un halo de inhibicién menor o igual a 14mm. Tanto K. pneumoniae como E. coli

son resistentes a nitrofurantoina.
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Figura 21

Grafico de barras. Andlisis de sensibilidad antibiética: Klebsiella pneumoniae.
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Nota. Halo de inhibicién evaluando antibiéticos frente a K. neumoniae.

Klebsiella pneumoniae es resistente tanto a Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG] como
a Nitrofurantoina [300 MCG], ademas de presentar una sensibilidad media a
Sulfametoxazol/trimetoprima. La resistencia a los dos primeros farmacos puede deberse a dos
mecanismos en concreto, en el caso de la resistencia a Amoxicilina + Ac. Clavulanico, puede
deberse a la adquisicion de genes de resistencia que permitan la sintesis de enzimas que

modifiquen al antibidtico.
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(Jorgensen et al., 2018) detalla que existen cepas de K. pneumoniae que contienen el
grupo de enzimas AmpCs (CMY, MOX, FOX, tipos de DHA) las cuales otorgan resistencia a
acido clavulanico. Para el caso de la Nitrofurantoina, puede deberse a mecanismos de
resistencia sustentados en bombas de flujo, segun (Xu et al., 2019) ciertas cepas de Klebsiella
pneumoniae si cuentan con mecanismos de resistencia de bombas de flujo, los cuales suelen

estar regulados por los genes acrB y ogxB.

Figura 22

Grafico de barras. Andlisis de sensibilidad antibiética: Shigella flexneri
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Shigella flexneri presenta resistencia a Amoxicilina + Ac. Clavulanico [30 MCG],
mientras que hacia los demas farmacos analizados es sensible. Segun (Pakbin et al., 2021) “S.
flexneri es la especie predominate de la shigelosis causada por Shigella spp. en paises en
desarrollo, también indican cepas de resistentes a amoxicilina + &cido clavulanico, esto puede
deberse a la presencia de genes de resistencia a las betalactamasas, en concreto para S.

flexneri (Pakbin et al., 2021) mediante técnicas moleculares encontrd los genes blaoxa y blashy.

Figura 23.

Grafico de barras. Analisis de sensibilidad antibiética: Escherichia coli
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Escherichia coli es resistente a nitrofurantoina, pero es sensible hacia los demas
farmacos analizados. Segun (Jorgensen et al., 2018) la resistencia a la nitrofurantoina esta
relacionada a la participacion de la enzima nitrorreductasa ya que esta enzima expresa la
resistencia a este farmaco cuando existe una actividad reducida de la nitrorreductasa,
(Jorgensen et al., 2018) también detalla que en E.coli estas enzimas son codificadas por genes

nfnA (nfsA) y nfnB (nfsB), existen cepas con actividad de nitrorreductasa disminuida.
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Capitulo V: Conclusiones

Se acepto la hipétesis nula (Ho1) es decir existe presencia de enterobacterias en la zona
de descargas de aguas negras y grises de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Sede
Santo Domingo, en el muestreo realizado se determiné que la carga contaminante
microbioldgica del efluente no cumple con la Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de

Efluentes al Recurso Agua, Registro 387, anexo 9.

Se obtuvo tres cepas bacterianas pertenecientes a la familia Enterobactericiae, lo cual
se confirm6 mediante caracterizacion bioquimica y biologia molecular. Los microorganismos

identificados fueron: Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri y Escherichia coli.

En base al analisis filogenético, E. coli comparte ciertas propiedades evolutivas en base
a la caracterizacion bioquimica y gendmica con S. flexneri. Mientras que K. pneumoniae es

distante evolutivamente de E. coliy S. flexneri.

Se acepto la hipétesis alternativa (Haz) es decir al menos un aislado presentd
resistencia a antimicrobianos. En cuanto andlisis de resistencia a antibiéticos, se concluye que
la bacteria K. pneumoniae presenta en promedio un menor halo de inhibiciéon hacia los
farmacos en comparacién a las otras cepas bacterianas; mientras que el farmaco con mayor
halo de inhibicion fue ciprofloxacina [5mcg], es decir todas las cepas bacterianas son sensibles

a dicho farmaco.

En base a los niveles de la interaccion AxB, se concluy6 que K. pneumoniae es
resistente a Amoxicilina + Ac. Clavulanico y nitrofurantoina ya que no se observo halo de

inhibicion.
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Capitulo VI: Recomendaciones

En base al muestreo se debe cumplir todas las normas de bioseguridad por parte de los
operadores del estudio debido a que se trata con patégenos presentes en aguas residuales con

carga contaminante elevada.

Para el aislamiento de enterobacterias se recomienda utilizar medios selectivos como
EMB y MacConkey debido a sus propiedades quimicas que favorecen el crecimiento de estos
microorganismos con el objetivo de caracterizar microorganismos en cuerpos de aguas

contaminados.

En base a los resultados de secuenciacion del gen 16s se recomienda mejorar
condiciones del laboratorio, debido a que la contaminacién afect6 en la calidad del ADN,
ademas, es necesario optimizar el protocolo de extraccién de ADN, mejorar las técnicas de
operaciones en el laboratorio preservando la bioseguridad y las buenas practicas de

laboratorio.

En base al andlisis de resistencia a antibidticos se recomienda aumentar el disefio
experimental en el factor antibiéticos y asi poder determinar un perfil de resistencia antibiética

para estos microorganismos.

En base al no cumplimiento de la Norma de Calidad Ambiental y de Descargas de
Efluentes al Recurso Agua, Registro 387, anexo 9, se recomienda seguir la propuesta de
disefio de planta de tratamiento planteada por Naranjo Sandra y Valdivieso Mariela publicado
en su estudio para reducir la carga contaminante de los efluentes descargados en los cuerpos

de agua ubicados en Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Sede Santo Domingo.



84

Capitulo VII: Bibliografia

Agencia de Regulacion y Control del Agua del Ecuador. (2021). Estadistica de Informacion
Ambiental Econdémica en Gobiernos Autonomos Descentralizados Municipales Gestion de
Agua Potable y Saneamiento 2020 Resumen Estadistico. 1-20.

https://www.ecuadorencifras.gob.ec/gad-municipales/

Barrett, S. R., Hoffman, N. G., Rosenthal, C., Bryan, A., Marshall, D. A., Lieberman, J.,
Greninger, A. L., Peddu, V., Cookson, B. T., & Salipante, S. J. (2020). Sensitive
identification of bacterial DNA in clinical specimens by broad-range 16s rRNA gene

enrichment. Journal of Clinical Microbiology, 58(12). https://doi.org/10.1128/JCM.01605-20

Becton, D. (2013). BD EMB Agar (Eosin Methylene Blue Agar). http://www.bd.com

Bernal R., M., & Guzman, M. (1984). El Antibiograma de discos. Normalizacién de la técnica de

Kirby-bauer. Biomédica, 4(3—-4), 112. https://doi.org/10.7705/biomedica.v4i3-4.1891

Bou, G., Fernandez-Olmos, A., Garcia, C., Saez-Nieto, J. A., & Valdezate, S. (2011). Métodos
de identificacién bacteriana en el laboratorio de microbiologia. In G. Arévalo (Ed.),
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (1st ed., Vol. 29, Issue 8). Eimc.

https://doi.org/10.1016/j.eimc.2011.03.012

Brown, A., & Smith, H. (2017). Microbiol6gia médica. In L. Breithaupt (Ed.), Benson’ s

Microbiological applications (14th ed., Vol. 17, Issue 1, pp. 64-104). McGraw-Hill.

Cappuccino, J. G., & Welsh, C. (2018). Microbiology, a laboratory manual. In K. Churchman

(Ed.), Pearson Education Limited (11th ed.). Kay Holman.



85

Crombet-Grillet, S., Pérez-Pompa, N., Abalos-Rodriguez, A., & Rodriguez-Pérez, S. (2013).
Caracterizacion de las aguas residuales de la comunidad “Antonio Maceo” de la
Universidad de Oriente. Wastewater Characterization of the Community “Antonio Maceo”
of the Oriente University., 25(2), 134-142.
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=fua&AN=93387792&lang=es&site

=ehost-live

Dib, A. L., Agabou, A., Chahed, A., Kurekci, C., Moreno, E., Espigares, M., & Espigares, E.
(2018). Isolation, molecular characterization and antimicrobial resistance of
enterobacteriaceae isolated from fish and seafood. Food Control, 88, 54—60.

https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.01.005

Enger, E., Smith, B., & Bockarie, A. (2006). Administracion del agua. In R. del Bosque (Ed.),
Ciencia ambiental un estudio de interrelaciones (10th ed., Issue December, pp. 352—-360).

McGraw-Hill.

Fadare, F. T., Adefisoye, M. A., & Okoh, A. . (2020). Occurrence, identification, and
antibiogram signatures of selected Enterobacteriaceae from Tsomo and Tyhume rivers in
the Eastern Cape Province, Republic of South Africa. PLOS ONE, 15, 1-27.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0238084

Feitelson, E. (2012). What is water? a normative perspective. Water Policy, 14(SUPPL. 1), 52—

64. https://doi.org/10.2166/wp.2012.003b

Hou, Q., Bai, X., Li, W., Gao, X., Zhang, F., Sun, Z., & Zhang, H. (2018). Design of primers for
evaluation of lactic acid bacteria populations in complex biological samples. Frontiers in

Microbiology, 9(AUG), 1-10. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02045



86

Howland, J. L. (1996). Preparacion de ADN gendmico bacteriano. In F. Ausubel (Ed.), Short
protocols in molecular biology (3rd ed., Vol. 24, Issue 1, p. 68). Biochem. Educ.

https://doi.org/https://doi.org/10.1002/bmb.1996.5690240143

Jorgensen, J., Carrol, K., & Funke, G. (2018). Manual de microbiologia clinica. In P. Michael
(Ed.), Principles and Practice of Pediatric Infectious Diseases (11th ed.). ASM Press.

https://doi.org/10.1016/B978-0-323-40181-4.00232-2

Koneman, E. (2016). Color Atlas & Textbook of Diagnostic Microbiology (P. C. Schreckenberger

(ed.); 7th ed.). LWW.

MAATE. (2015). Revision y actualizacion de la norma ambiental y de descarga de efluentes:
recurso agua. In Registro Oficial No. 387 (Issue 97).

http://extwprlegsl.fao.org/docs/pdf/ecul155128.pdf

Madigan, M., Martinko, J., Dunlap, P., & Clark, D. (2009). Diversidad procariota en el contexto
filogenético. In F. Ruiz (Ed.), Brock, Biologia de los microorganismos (12th ed., pp. 480—

500). Person.

MSP. (2021). Enfermedades transmitidas por agua y alimentos y otras intoxicaciones
alimentarias. https://www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2021/08/GACETA-GENERAL-

ETAS-SEM-30.pdf

Naranjo Gaybor, S. J., & Valdivieso Menéndez, M. L. (2022). Diagnéstico de la contaminacion
de las descargas de las aguas residuales generadas en la ESPE, Sede Santo Domingo y
disefio de la planta de tratamiento [Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE]. In Dspace

ESPE. http://repositorio.espe.edu.ec/handle/21000/31522



87

OMS. (2017). Enfermedades diarreicas. Who.Int. https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/diarrhoeal-disease

OMS. (2020, April 30). Inocuidad de los alimentos. Who.Int, 1-7. https://www.who.int/es/news-

room/fact-sheets/detail/food-safety

Orozco, C., Serrano, A., & Delgado, N. (2002). Contaminacion ambiental una vision desde la
guimica. In M. Lépez (Ed.), Parainfo S.A (1st ed.). Editores Thomson.

http://www.scielo.org.co/pdf/inno/v12n20/v12n20a07

Perlman, H. (2017). La Ciencia del Agua para Escuelas: Uso doméstico del agua. USGS.

https://water.usgs.gov/gotita/wudo.html

Pulido, S. P. (2016). Origen y caracteristicas de las aguas residuales. Google Sites; Google
sites. https://sites.google.com/site/ptaruniminuto/origen-y-caracteristicas-de-las-aguas-

residuales

Riedel, S., Hobden, J. A., Miller, S., Morse, S. A., Mietzner, T. A., Detrick, B., Mitchell, T. G.,
Sakanari, J. A., Hotez, P., & Mejia, R. (2015). Jawetz, Melnick, & Adelberg’s Medical
Microbiology (S. Riedel (ed.); 28th ed.). McGraw-Hill.

https://books.google.com/books?id=PumOCgAAQBAJ

Rodicio, M. del R., & Mendoza, M. del C. (2004). Identificacién bacteriana mediante
secuenciacién del ARNr 16S: Fundamento, metodologia y aplicaciones en microbiologia
clinica. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 22(4), 238-245.

https://doi.org/10.1157/13059055



88

Ryan, K., & Ray, G. (2010). Bacterias patogenas. In S. Olivares (Ed.), Microbiologia Médica

(5th ed.). McGraw-Hill.

Tamura, K., & Nei, M. (1993). Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control
region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular Biology and

Evolution, 10(3), 512-526. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a040023

Willey, J., Sherwood, L., & Woolverton, C. (2010). Prescoftt ' s Microbiology (S. Prescott (ed.);

10th ed.). McGraw-Hill.

Zhang, Z., Schwartz, S., Wagner, L., & Miller, W. (2000). A greedy algorithm for aligning DNA
sequences. Journal of Computational Biology, 7(1-2), 203-214.

https://doi.org/10.1089/10665270050081478



