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La OMS reportd en 2020 que una de cada 10 personas se enferma
anualmente por ingesta de alimentos contaminados de los 420 000
personas mueren cada afo.

Las enterobacterias son microorganismos patdégenos presentes en
aguas residuales los cuales son indicadores de contaminacion fecal del
agua.

Estos microorganismos provocan enfermedades gastrointestinales en
los seres humanos. Algunos géneros representativos: Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter.

Segun (Jorgensen, 2018) algunos géneros de enterobacterias presentan
multiples mecanismos de resistencia a antimicrobianos lo que dificulta
los tratamientos clinicos.

Este estudio se justifica en caracterizar bioquimica y molecularmente
enterobacterias a partir de aguas residuales que son descargadas
directamente en cuerpos de agua.
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Objetivo general

OBJETIVOS

J

« Aislar, caracterizar e identificar enterobacterias provenientes de las zonas de descarga de
desechos liquidos de aguas negras y grises de la Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE sede Santo Domingo.
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Objetivos especificos

J

« Aislar e identificar enterobacterias mediante técnicas microbioldgicas.

» Caracterizar molecularmente los aislados obtenidos mediante técnica de secuenciacion

para determinar su filogenia.

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

antibiograma con discos de sensibilidad.
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Enterobacteriaceae
Y l
Caracteristicas Caracteristicas
generales Bioquimicas

l

‘Varillas o cocobacilos
(0,3a1,0 ym de anchoy
0,6 a 6,0 umde largo).

-Gram negativos.

.Aerobias 0 anaerobias
facultativas.

l

Fermentadores mixtos

Fermentadores del butanediol

Géneros

l

De importancia clinica:

Salmonella, Shigella,
Klebsiella, Yersinia y
Erwinia.

Otros: Escherichia,
Enterobacter, Serratia,
Proteus, etc.
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MARCO TEORICO

Tipo de antibiotico Descripcion
Efflux pump \ /
Q
Medicamentos antimicrobianos ~ Analogos del factor de crecimiento ek —
sintéticos y quinolonas / pa
Antibiotic
Antimicrobianos producidos por & ¢
Farmacos antimicrobianos microorganismos producidos : PN { Antibiotic
naturales: antibioticos bacterias y hongos inhiben o - '\(6.19
matan a otros microorganismos.
F N\ ) X
¢ 4 Antibiotic-resistance

Mecanismos de resistencia genes

d % I
1. Modificacion de la molécula diana V4 Antibiotic

2. Modificacion del antibidtico
Antibiotic-altering

. . . enzyme
3. Acceso restringido a la diana
Altered antibiotic target

4. Bombas de flujo

4

Antiblotic
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5. Adquisicion de genes de resistencia
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Siembra en Petrifilm 3M
(Coliformes)

Aislamiento de microorganismos
bacterianos

»| En base a la Norma ISO 4831 (MAATE, 2015)

\

Tincion de Gram y pruebas
Bioquimicas (KIA,Indol,Catalasa y
OIF)

\
Conteo de UFC/100mL y En base a la Norma dg Calidad y.Descarga
NMP/100mL »| de efluentes, recurso: agua. Registro 387,
anexo 9 (MAATE, 2015)

Y

Extraccion de ADN genémico y PCR

\

Secuenciacion subunidad ribosomal
16s

\

Analisis filogenético

\

Prueba de sensibilidad a
antibiéticos

Disefio experimental
DBCA (A:4) (B:4) (R:5)
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METODOLOGIA

Amplificacion de ADN bacteriano (subunidad 16s)

Cebadores usados J

[ 16S_rRNAF (5'—- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG — 3" ]

Condiciones de termociclador para PCR de ADN gendmico bactenano

Paso Temperatura (°C) Tiempo
[ 165 _rRNAR (5'— ACGGATACCTTGTTACGACTT— 3% ]
Desnaturalizacion inicial 04 5 minutos
Componentes para PCR de ADN gendmico bacteriano
Volumen de Volumen de Desnaturalizacion g5 30 sequndos
Concentracion Concentracion
Reactivo Unidad reaccion [pL) reaccion [pL)
inicial final W x
(1rxn) (8rxn) Hibridacion 55 25 segundos
Agua UP 10,5 a4 e
Extension 12 1,30 sequndos
BlasTag 2X FCR MasterMix ¥ 2% i 12,5 100
Extension final 72 7 minutos
Cebador forward i 100 10 1 3
Cebador reverse LA 100 10 1 b
ADN 1 Y
Total 25 200
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RESULTADOS Y DISCUSION
Conteo de UFC/100mL y NPM/100mL
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S 6000 | 1)
s (2) 10°3 102 1020 855
4000
(3) 104 94 9400 > 2000
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento microbioldgico inicial (10-03-2022)

Caracteristica de crecimiento

Aislado (EMB) Prueba de KIA
Al Rosado Acido/Acido G/A
A2 Morado Alcalino/Acido AlA
A3 Verde Acido/Acido G/A
A4 Verde Acido/Acido G/A
A5 Morado/Translucido Alcalino/Acido A/lH
A6 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
A7 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
A8 Morado/Translucido Alcalino/Acido AlA
A9 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
A10 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino Al A
All Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
Al2 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
A13 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA
Al4 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA

A15 Morado/Translucido Alcalino/Alcalino AlA @) E S I E
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RESULTADOS Y DISCUSION
-

Prueba KIA m ﬂ | '

e Catalasa Indol O/IF R Y - ey >
# de cram iy - -
Aislado Produce Gas y/o H,S S o
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 - + O  Alcalino/Alcalino A/A
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RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion de ADN bacteriano
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis filogenéetico

(KSR
1K
PR I
16KF
(LEKICKLLR!
il
PR Trsh)
]
(LR R
b b
IR AR

CLIKEKILNR

CLOGLS T3

CLIKEKIER

PEIREEE

(NEERE

CLIKE S

O/NB58498.1 Shigell Bexneri strain PHNS 165 ribosomal RNA gene partial sequence

o Longitud de  Porcentaje
N° Género y especie secuencia de
(pb) identidad
OLB23013.1 Escherichia colistrain SYALZ1-D1 165 ribosomal RNA gene partial sequence
A1 Klebsiella pneumoniae 1369 pb 98,98 %
Aislado 3 A2 Shigella flexneri 1407 pb 99,64 %
A3 Escherichia coli 1401pb 98,85 %

HO670758.1 Klebsiela preumaniae stran RDST 163 ribosomal RNA gene partial sequence

Aislkada 1

MR 15607 5.1 Lactobacillus colini strain 111144-L1 185 nbosomal RNA parial sequence
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de sensibilidad antibi6ética

Prueba de Tukey HSD para factor: Antibiticos

Antibidticos Casos Media LS SigmalS Grupos Homogeneos
Analisis de varianza para halo de inhibicién (mm)
Nitrofurantoina [300 MCG] 20 15,15 0273252 A
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Amoziciling + Ac. Clavulanico [30 MCG] 20 15,3 0,273252 B
A: Enlerobaclerias 1345 64 3 448 546 300,37 00,0000 Sulfametoxazol + trimetoprima [25 SXT] 20 2325 0,273252 C
Ciprofloxacina [5 MCG] 20 32,85 0,273252 D
B: Antibidticos 4256 44 3 1418 &1 850,10 0.0000
Prueba de Tukey HSD para factor: Enferobactenas
C: Repeticiones 1.2 4 0,3 0,20 00,9369
Enterobacterias Casos MedialS SigmalS  Grupos Homogéneos
F.E'r 123?'{” g 13?445 QEM :J:]L"ﬂ::l K. pneumoniae 20 16,1 0,273252 A
S. flexnen 20 20,05 0,273252 B
Residuos 89 6 60 1.49333
E. coli 20 2325 0,273252 C
Total (corregido) 6029 89 79 c 20 27 02Ez2 D
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RESULTA

Klebsiella pneumoniae

40
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RESULT

Shigella flexneri

32
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- RESULTADOS Y DISCUSION
Escherichia coli

Ciprofloxacina [5 MCG]
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CONCLUSIONES

4 N 4 )
Se aceptd la hipétesis nula (1), es decir Se obtuvo tres bacterias pertenecientes a
existe presencia de enterobacterias en la familia Enterobacteriaceae que son:
punto de descarga de aguas negras y Kl@bSle.”a.pneL.lmOn|ae, Shlgella ﬂexnerl,
grises. Escherichia coli.

\_ ] ~—_
4 ) 4 _ )

K. pneumoniae presenta  mayor
Se acepto la hipotesis alternativa (2), es resistencia antibidética en comparacion
decir al menos un aislado presento a las otras cepas bacterianas. La
resistencia a antimicrobianos. ciprofloxacina inhibié todas las cepas
bacterianas.
. / \\ /
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Toma de la
muestra

r

Cumplir las normas de
bioseguridad

\

Procesamiento

de la muestra

J

RECOMENDACIONES

\

Calidad del
efluente

Mejorar las
condiciones y

técnicas de operacion
de laboratorio

Mejorar protocolo de

extraccion de ADN

( )

. J

( )

Aumentar el nimero

de antibidticos a
evaluar en el estudio

. J

( )

Propuesta planteada por
(Naranjo Sandray
Valdivieso Mariela, 2022)

.
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