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Resumen: La resistencia a antibióticos es una problemática mundial, el incremento en la prevalencia de estos microorganis-

mos tiene gran impacto a nivel económico y especialmente en la salud pública. Estas bacterias resistentes pueden acarrear 

problemas en el tratamiento de enfermedades causadas por las mismas. Asimismo, a nivel industrial, el mal uso de antibióti-

cos en la industria alimentaria ha provocado el esparcimiento de estos microorganismos e incluso su transferencia a otros 

seres vivos. Los métodos convencionales para la identificación de bacterias resistentes y pruebas de susceptibilidad de estos 

organismos contra diferentes antibióticos no permiten detectar bacterias con altas tasas específicas de crecimiento y tampoco 

determinar la resistencia de una comunidad microbiana a diferentes antibioticos. Es por eso que se evaluó un nuevo sistema 

tecnologico (biorreactor quimiostato de fase simple seguido de un sistema de susceptibilidad a antibióticos) para detectar 

comunidades bacterianas multiresistentes a antibioticos; este sistema nos permitirá ejercer una presión selectiva para bacterias 

con altas tasas de crecimiento y además evaluar la susceptibilidad a un antibiotico en una comunidad bacteriana.  

Se utilizaron alimentos recolectados en mercadados del Distrito Metropolitano de Quito, los cuales fueron inoculados en el 

quimiostato simple de una etapa para aislar comunidades bacterianas a 3 diferentes tasas de crecimiento. Posteriormente, las 

muestras aisladas del biorreactor pasaron a una prueba de susceptibilidad a 5 diferentes antibióticos para observar cambio en 

las densidades ópticas antes y después del tratamiento; seguido, se realizó la secuenciación de tercera generación de las 

muestras que mostraron poca susceptibilidad a los diferentes antibióticos para identificar los diferentes géneros en cada co-

munidad bacteriana y analizar sus antecedentes de resistencia a los diferentes antibioticos. 

Se encontró que el nuevo sistema tecnológico tiene la capacidad de aislar comunidades bacterianas a altas tasas específicas 

de crecimiento, seguido del sistema de susceptibilidad en el cual las comunidades bacterianas no mostraron una alta suscep-

tibilidad a la gentamicina y ceftriaxona. Además, mediante la idenificación mediante secuenciación, se encontró que el género 

bacteriano predominante en estas muestras fue Stenotrophomas, cuyos miembros han sido relacionados con agentes patóge-

nos y resistencia a antibióticos, por lo que es importante llevar un monitoreo de este tipo de bacterias en alimentos de consumo 

diario.   

Palabras clave: resistencia ; antibióticos; bacterias; secuenciación; MiniOn; susceptibilidad; quimiostato 
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Abstract: Antibiotic resistance is a global problem, the rise in the prevalence of resistant microorganisms has a great impact 

on the industry, especially in the public health area. These multi-resistant bacteria could cause adverse effects in the treatment 

of disease caused by the resistant bacteria itself. Moreover, in the industry, the overuse of antibiotics in the food industry has 

caused the spread of these microorganisms and even the transfer of these bacteria from one organism to another. The con-

ventional methods used for the identification of resistant bacteria and their susceptibility to different antibiotics do not allow 

the detection of bacteria with specific high growth rates. In addition, these methods do not allow to determine susceptibilit y 

to an antibiotic in a population of bacteria, they are based on pure cultures. 

In this study, we have evaluated a new methodology (a single-stage chemostat, followed by an antibiotic susceptibility test) 

to detect bacterial communities multiresistant to antibiotics. This system will allow us to put selective pressure on bacteria 

with high growth rates and to evaluate the susceptibility to a specific antibiotic in a bacterial community. 

Food was collected from a popular market in Quito and then inoculated in the bioreactor to isolate microorganisms at three 

different dilution rates. Afterward, the samples isolated from the bioreactor were tested by a susceptibility test with 5 different 

antibiotics. This study was based on the fold change of the optical density before and after the treatment. Finally, a massive 

sequencing of the samples that showed non-susceptibility to the antibiotics used before was performed, which allowed us to 

identify and analyze the history of multi-resistance of a gender.  

As a result, the new technological system has de capacity to isolate bacterial communities that grow at high rates. Moreover, 

the susceptibility test showed that bacteria do not show susceptibility to gentamicin and ceftriaxone. In addition, the identi-

fication of the genus by the sequencing showed that the most abundant genus was Stenotrophomas, whose members have 

been related to some pathogenic strains that are resistant to antibiotics, which is why it is important to have control and 

monitoring of this type of bacteria in daily consumed food.  

Keywords: Resistance, antibiotics, bacteria, nanopore-sequencing; MiniOn; susceptibility; chemostat. 

 

1. Introducción 

El rápido incremento de bacterias resistentes se ha convertido en una problemática a nivel mundial, 
debido a que peligra la efectividad de los antibióticos para el control de infecciones causadas por las 
mismas. El uso de antibióticos comenzó con el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming 
en 1928, quien fue el primero en advertir que el mal uso y sobre uso de antibióticos podría causar bac-
terias resistente (Lowe, 1982). Las bacterias, como cualquier ser vivo, buscan el modo de sobrevivir en 
su ambiente, por esto han creado mecanismos para evitar ser eliminados por moléculas antibacteria-
nas(Felden & Cattoira, 2018). Entre los principales mecanismos de resistencia tenemos: la resistencia 
intrínseca de la bacteria, como por ejemplo acciones que toma la célula para evadir el efecto de la droga 
como las bombas de expulsión; segundo, el mecanismo adquirido, ya sea por transferencia horizontal o 
mutaciones de genes que crean resistencia ante el antibiótico y por último, la resistencia adaptativa que 
es el adquirir progresivamente la resistencia a un antibiótico por la activación de un gen, esta activación 
puede darse por el mal uso del mismo antibiótico (Hughes & Andersson, 2017). Las principales causas 
por las cuales las bacterias adquieren estos mecanismos son: el mal uso, inapropiada prescripción, y el 
sobreuso de antibióticos el área de salud y agricultura. Actualmente, mediante análisis moleculares se 
detectó incluso una multiresistencia adquirida por las bacterias, mediante la captura y acumulación de 
genes resistentes a antibióticos que tienen la capacidad de moverse en la bacteria y entre diferente cepas 
de bacterias. Las infecciones causadas por estos organismos multiresistentes ha incrementado la morta-
lidad , morbilidad y los costos en la salud a nivel global (Partridge et al., 2018). 
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El uso abundante de antibióticos en la industria de alimentos conlleva la acumulación de residuos de 
antibióticos, especialmente en alimentos de consumo diario como carnes, leche y huevos. La acumula-
ción de residuos de antibióticos en los alimentos puede tener efectos negativos en el ser humano cau-
sando enfermedades por microorganismos que presenten una resistencia a los antibióticos (Chen et al., 
2019). Se ha demostrado que la transferencia de estas bacterias multiresistentes a los humanos puede 
darse por la ingesta de alimentos que han sido tratados con antibióticos, y el consumo de carne de ani-
males que han sido alimentados y tratados con los mismos antibióticos(Ventola, 2015). La resistencia a 
antibióticos en las bacterias, limita y dificulta el tratamiento de infecciones causadas por estos organis-
mos (Lehtinen et al., 2019). Seo et al. (2020) mencionan que la Salmonella spp. es una bacteria aerobia 
y es uno de los patógenos más asociados con la ingesta de comida, causando infecciones intestinales. 
Además, las infecciones causadas por Salmonella spp. se han convertido en un problema de salud pública 
en los países en desarrollo (Hall & Carroll, 2016). Por lo tanto, el incremento de consumo de alimentos 
tratados con antibióticos a nivel mundial hace que sea importante su control efectivo. 

 En Ecuador, el Ministerio de Salud Pública (2018) reporta el primer caso de resistencia antimicro-
biana a los antibióticos en el año 2010, desde ese momento los casos de bacterias con resistencia han 
aumentado significativamente lo que ha provocado el aumento en la estadía hospitalaria y la disminución 
del éxito de tratamientos. Por otra parte, la problemática presentada en el Ecuador son las enfermedades 
causadas por bacterias resistentes a antibióticos en larvas de camarón, estas infecciones pueden causar 
incluso una mortalidad del 100% en las larvas infectadas, afectando la economía del país (Gómez, 2016). 

Con el incremento de bacterias con multiresistencia a antibióticos, la necesidad de tener técnicas para 
determinar su susceptibilidad a antimicrobianos también ha incrementado. Este tipo de pruebas se nece-
sitan no solo para mejorar el tratamiento de personas infectadas con estos organismos , sino también 
para controlar la propagación de estos microorganismos o genes resistentes en las comunidades (Fluit et 
al., 2001). Entre las técnicas convencionales para medir la susceptibilidad de bacterias a antibióticos 
tenemos el método de difusión en agar o antibiograma, que consiste en inocular una concentración es-
tándar de bacteria en una placa de agar, discos de papel impregnados con antibióticos son añadidos en 
la placa y el radio de inhibición cerca del disco es medido (Jorgensen & Ferraro, 2009). Una de las 
desventajas de este método es que solo es cualitativo y, sobre todo, este método debe ser modificado 
para trabajar con bacterias de tasa de crecimiento lento (Herrera, 1999) ,con este método estaríamos 
limitando el grupo de bacterias que pueden ser aisladas. Entre los métodos cuantitativos tenemos los que 
miden la concentración inhibitoria mínima, estas pueden ser dilución en agar , micro titulación en tubo 
y E-E test. Las ventajas de estos métodos es que permiten conocer con exactitud que concentración de 
antibiótico es necesaria para controlar el proceso infeccioso. Sin embargo, como desventajas tenemos 
las altas exigencias técnicas y el período de tiempo prolongado requerido para la interpretación de re-
sultados (Herrera, 1999). En general , este tipo de pruebas tiene como tiempo de espera por un resultado 
aproximadamente 72 horas, lo que obliga en el caso clínico a recurrir a un tratamiento sin resultados o a 
retrasar tratamientos que podrían necesitar ser atendidos más pronto para evitar el avance de la infección 
y futuras complicaciones (Kelley, 2017). Por último, tenemos los métodos genéticos y moleculares como 
PCR, DNA microarray, chip ADN, etc., los cuales se muestran prometedores, ya que podrían mostrar el 
gen causante de la resistencia (Fluit et al., 2001). Sin embargo, estos métodos no son comúnmente re-
queridos en el área clínica e industrial. Finalmente, las técnicas convencionales se basan en cultivos 
puros, mas no en una comunidad bacteriana. Además, estas técnicas convencionales no permiten detectar 
comunidades bacterianas que presenten altas velocidades específicas de crecimiento; ninguna técnica 
genera una presión selectiva sobre una comunidad que tenga altas tasas de crecimiento. 

En vista que las pruebas para detectar bacterias resistentes en enfermedades infecciosas no permiten 
el aislamiento e identificación de bacterias con una tasa de crecimiento alta y nos limitan a una comuni-
dad bacteriana axénica, en este proyecto evaluamos si un medio de cultivo continuo con la ayuda de un 
quimiostato, seguido de un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos nos permite aislar e 
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identificar bacterias aerobias multiresistentes. El quimiostato es un sistema de cultivo continuo que per-
mite mantener en crecimiento constante a una población celular, así como también bajo condiciones 
fisiológicas constantes, este mantiene una población estable de las bacterias (Acevedo et al., 2002; Allen 
& Waclaw, 2019). Este sistema permite un cultivo continuo, donde la velocidad específica de creci-
miento puede ser elegida y el estado fisiológico de la población es constante y seleccionable (Acevedo 
et al., 2002). Cabe recalcar que la resistencia a antibióticos es influenciada por la tasa de crecimiento de 
las bacterias (Hughes & Andersson, 2017). El quimiostato ha sido usado como herramienta para verificar 
si una bacteria es resistente a un antibiótico en específico y así optimizar una terapia para la enfermedad 
infecciosa causada por esa bacteria. Por ejemplo, el uso de ceftazidime and meropenem para optimizar 
la terapia contra Pseudomonas aeruginosa, la cual presenta una rápida resistencia a estos antibióticos 
(Feng et al., 2017). Por otro lado, el quimiostato ha sido usado para comprobar si una bacteria puede 
adquirir resistencia a un antibiótico en específico después de un tiempo determinado. Feng et al. (2016) 
mencionan que el uso del quimiostato ayudó a simular el ambiente de un paciente infectado y así com-
probar si la bacteria Pseudomonas aeruginosa adquiere una resistencia de Novo o por intercambio ge-
nético. Sin embargo, el uso del quimiostato para identificar bacterias con multiresistencia antibióticos 
no ha sido aplicado. Es por eso que en este proyecto se busca evaluar el nuevo sistema tecnológico 
(quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos) 
para detectar bacterias aerobias multiresistentes a antibióticos y que presenten altas velocidades especí-
ficas de crecimiento.  

Objetivo general: Evaluar la eficacia de un nuevo sistema tecnológico, quimiostato simple de una 
etapa seguido de un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos para la detección de comuni-
dades bacterianas aerobias no susceptibles a antibióticos y que presentan altas velocidades específicas 
de crecimiento en matrices alimenticias y como objetivos específicos: implementar el nuevo sistema 
quimiostato simple de una etapa y examinar la eficacia del sistema tecnológico utilizado para la detec-
ción de comunidades bacterias aerobias no susceptibles a antibióticos en tres diferentes tasas de dilución 
(0.042, 0.4 y 0.6 h-1) e identificar por secuenciación masiva de nueva generación los géneros de baterías 
aerobias multiresistentes a antibióticos con mayor abundancia en las muestras cultivadas en el biorreac-
tor 

2. Materiales y Métodos 

2.1. Detección de comunidades bacterianas aerobias susceptibles a antibióticos 

2.1.1 Recolección de muestras de matrices alimentarias. 

Matrices alimenticias de carnes (pollo, cerdo, res), comidas preparadas (cevichocho, salchipapa y 
hornado) y lácteos (queso, leche) fueron tomadas de un mercado al centro-sur del Distrito Metropolitano 
de Quito, donde se observó una constante afluencia de personas. Las muestras fueron trituradas y pasadas 
por un colador para obtener su extracto, el cual se conservó a -4℃ para su futuro uso en los biorreactores.  

2.1.2 Diseño de medio de cultivo. 

Tomando en cuenta la necesidad de oxígeno para el crecimiento bacteriano, se diseñó un medio de 
cultivo para bacterias aerobias con la fórmula So=Sf + [(Xf – Xo)/ Yx/s] (Acevedo et al., 2002). Donde, 
So es la concentración inicial requerida de los diferentes nutrientes para el crecimiento de los microor-
ganismos en el biorreactor. Se utilizó como nutrientes para el medio de cultivo sacarosa, que está com-
puesta de carbono (20- 40 %) y extracto de quinoa que contiene nitrógeno. En el caso de bacterias aero-
bias , el So de la sacarosa se multiplicó por el factor 0.55, donde se corrige la cantidad de carbono que 
la bacteria usa para su crecimiento. Además, la sacarosa se multiplicó por el factor 1.5 para evitar que 
se convierta en el nutriente limitante. Finalmente, cada valor de So se calculó para un litro de medio, en 
donde las concentraciones finales de cada componente fueron, sacarosa (5.82 g/L) , Quinoa 600 uL 
(0.42 g/l) y adicional, buffer fosfato K2HPO4 (1.5 g/l) y KH2PO4 (0.6 g/l).  
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2.1.3 Montaje del quimiostato simple de una etapa  

Dos réplicas de biorreactores se ensamblaron con matraces de 500 mL, los cuales fueron diseñados 
con una entrada y salida de flujo de medio. Los matraces fueron conectados a botellones de medio fresco 
con mangueras de silicona y una válvula para controlar la entrada de flujo (Figura 1, Anexo 1). 
Adicionalmente, la salida de desechos fue establecida a los 500 ml para mantener un volumen constante 
de medio dentro del biorreactor. Además, en los dos biorreactores aerobios, una bomba de pecera con 
flujo constante introdujo oxígeno (8L/Min) en el medio permanentemente (Figura 1). Por último, el 
matraz principal se colocó en una plancha de calentamiento a 30 °C para mantener una temperatura 
constante y se preparó una solución saturada de sulfato de cobre conectada a la salida de gases del 
reactor. 

 

2.1.4 Operación del sistema tecnológico 

Primero hubo una fase de aclimatación, donde 2 ml del extracto puro de los alimentos preparado 
anteriormente se colocó en un matraz con 20 ml de medio de cultivo y se tapó con gasa y algodón. Este 
periodo duró 72 horas a una temperatura de 30 °C con agitación para permitir la entrada de oxígeno al 
medio. 

Para la puesta en marcha del quimiostato se empezó con un cultivo por lotes. Primero se inoculó cada 
biorreactor con 50 ml del inóculo de la fase de aclimatación en 450 ml de medio de cultivo fresco. Una 
vez comprobado que los microorganismos se encuentraban en fase de crecimiento exponencial se co-
menzó la alimentación continua al reactor. 

Para calcular las tasas de dilución (D) se tomó en cuenta la fórmula D=F/V, donde F es la velocidad 
del flujo de medio (ml/hr) y V es el volumen de líquido dentro del reactor (ml). 

Figura 1. Esquema del sistema biorreactor simple de una etapa. A) Matraz principal con 

el inóculo. B) Medio fresco con válvula de suero para regular el flujo de entrada de me-

dio al reactor. C) Bomba de aire. D) Recolector de desechos líquidos. E) Solución de 

sulfato de cobre para desecho de gases.  
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En el transcurso del experimento los biorreactores se operaron a tres diferentes tasas de dilución 
(0.042, 0.4, 0.6 h-1) comenzando a operarse a la menor tasa de dilución. En cada tasa se mantuvo los 
mismos parámetros fisiológicos como pH 7, temperatura de 30℃ y el flujo de aire permanente dentro 
del cultivo. Una vez establecida la tasa de dilución, se esperó al menos 3 tiempos de residencia para 
comprobar que el cultivo se encontraba en estado estacionario. Cada tiempo de residencia (Ʈ)se calculó 
con la fórmula Ʈ= V/FEntrada, donde V es el volumen de medio en el quimiostato (L) y F es el flujo de 
entrada (l/h-1).  

Una vez se llegó a estado estacionario se ingresaron alícuotas (0.6 ml) del caldo de cultivo del qui-
miostato a tubos de ensayo para la prueba de susceptibilidad a antibióticos.  

2.1.5 Prueba de susceptibilidad a antibióticos 

Se escogieron 5 antibióticos (amoxicilina, gentamicina, amikacina, ceftriaxona y ampicilina), los cua-
les son parte de las clases de antibióticos de uso común en Ecuador para el tratamiento de enfermedades 
de tipo bacterianas (Ministerio de Salud Pública, 2018). 

Para la prueba de susceptibilidad se calculó una dosis de 24 h de cada antibiótico para 600 ul inóculo 
en los tubos de ensayo. La dosis se basó en la posología sugerida por cada fabricante en su empaque. 
Después, se aforó la dosis de cada antibiótico, el inóculo y medio de cultivo para tener un total de 6 ml 
de líquido de cultivo en cada tubo de ensayo, las cantidades específicas de antibiótico, medio de cultivo 
e inóculo usadas en cada tubo se indican en la Tabla 1. Una vez los cultivos fueron tratados con el 
antibiótico se midió la absorbancia a λ= 600 nm (hora 0) y se incubaron a 37℃; se midió densidad óptica 
(DO) cada 24 horas hasta las 72 horas, para medir el cambio de masa bacteriana durante el tiempo.  

Tabla 1.  

Dosis de antibióticos y volumen de medio de cultivo e inóculo utilizados en las pruebas de suscep-
tibilidad. 

 

 

 

*En el tubo control no se incluyó ningún antibiótico, cada antibiótico obtuvo su dosis basado en la posología reco-

mendada por el fabricante. 

Fuente: La autora (2022) 

 

Antibió-

tico 

Clasificación Dosis 

(ug/ml) 

Medio de 

cultivo 

(uL) 

Inóculo 

(uL) 

V to-

tal ( 

uL) 

Amoxici-

lina  

Betalactámico  3125  5398 600  6000 

Gentami-

cina  

Aminoglucó-

sido  

500  5397  600  6000 

Amikacina  Aminoglucó-

sido  

2500  5391  600  6000 

Ceftriaxona  Cefalosporina  3333 5394  600  6000 

Ampicilina  Betalactámico  666666  5393  600  6000 

Control  -  -  5400  600  6000 
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En este caso, para saber si hubo un cambio en el crecimiento bacteriano, se calculó la razón DO 
(Densidad óptica) de cada muestra dividiendo la DO después de la incubación para la DO inicial 
(hora 0). Para poder normalizar los datos y poder hacer una comparación entre los datos se dividió la 
razón DO de cada antibiótico para la razón DO de su respectivo control. A continuación se realizó 
una tabla de interpretación de la susceptibilidad a cada antibiótico (Anexo 2) donde la razón DO 
normalizada ≥1 indica que no hubo susceptibilidad al antibiótico mientras una razón DO normalizada 
<1 indica que hubo susceptibilidad al antibiótico.  

Finalmente, las bacterias presentes en los tubos usados en el análisis de susceptibilidad fueron 
conservadas mediante congelación a -20°C utilizando glicerol (200 ul de glicerol + 800 ul de caldo 
de cultivo) para ser usadas posteriormente en análisis moleculares enfocados en la identificación de 
las bacterias que compusieron las comunidades bacterianas dentro de los tubos. 

2.2 Identificación de bacterias aerobias aisladas 

2.2.1. Extracción y cuantificación de ADN genómico. 

Para la extracción de ADN se tomaron 200 uL de las muestras conservadas. Se realizó una extracción 
de ADN genómico de bacterias por columnas con el kit D511 (Applied Biological Materials Inc ) donde 
se siguió el protocolo del fabricante. Posteriormente, se cuantificaron las muestras extraídas mediante 
un método fluorimétrico con el fluorometro Qbit2.0 (Invitrogen). 1uL de cada muestra fue examinado 
con el kit Qubit 1X dsDNA HS, de igual manera siguiendo el protocolo del fabricante (Invitrogen). Aquí, 
basados en la razón DO normalizada de la última tasa de dilución (0.6) y en la cantidad y calidad de 
ADN extraído se escogieron las muestras de gentamicina y ceftriaxona para proceder con la secuencia-
ción.  

2.2.2 Amplificación PCR del gen16S rRNA 

Se utilizaron primers para amplificar dos regiones, V3-V4 y V4-V5, del gen 16 s rRNA (Tabla 2), 
por este motivo para cada muestra se llevó a cabo2 PCRs. Para la preparación del mastermix, se tomó 
en cuenta el protocolo usado anteriormente por Mei et al, (2022) y Wang et al, (2020) , con modifica-
ciones en la cantidad de polimerasa y buffer. Las concentraciones finales por cada reacción fueron las 
siguientes: 5 μl de 5X MegaFi™ Buffer (Applied Biological Materials), 0,5 μl dNTPs (10mM), 1 μl de 
cada primer forward y reverse (0,4mM) y 0,5 μl de MegaFi™ Fidelity ADN Polimerasa (Applied Bio-
logical Materials) para tener un volumen total de 25μl por reacción.  

Tabla 2.  

Primers de las regiones V3-V4, V4-V5. 

Región 
Tamaño del 

Fragmento  
Primer Secuencia primer (5'- 3') 

V3-V4 470 bp 

341F CCTAYGGGRBGCASCAG 

806R 
GGACTACNNGGG-

TATCTAAT 

V4-V5 450 bp 
515F 

GTGCCAGCMGCCGCGG-

TAA 

907R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 
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*Los tamaños de los fragmentos se tomaron en cuenta para la verificación de la amplificación en gel de agarosa 
, ambigüedades están representadas con las letras R = A o G, Y = C o T,S = G o C, M = A o C y N = Cualquier 
base. 

Para la región V3-V4 las condiciones de la PCR fueron (i) 1 min a 98℃, (ii) 35 ciclos de 10 segundos 
a 98℃, 30 segundos a 56℃ y 30 segundos a 72℃ y (iii) 5 min a 72℃ (Mei et al., 2022). Por otro lado, 
para la región V4-V5 las condiciones fueron (i) 3 min a 98℃, (ii) 25 ciclos de 15 segundos a 98℃, 30 
segundos a 60℃ y 30 segundos a 72℃ y (iii) 5 min a 72℃ (Wang et al., 2020). Por último, la PCR fue 
llevada a cabo en un termociclador SimpliAmp™ (Thermofisher) y los productos amplificados fueron 
analizados en gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE. Después de obtener unas bandas bien marcadas con 
la longitud deseada, se procedió a añadir mediante otra PCR colas de nucleótidos para la secuenciación 
de las muestras mediante tecnología de secuenciación Nanopore. Esta PCR se la hizo con los mismos 
primers , los cuales contenían una cola de nucleótidos extra para ser agregados y el número de ciclados 
bajo a 25 para cada primer.  

2.2.3 Preparación de librería y secuenciación con MinION.  

La secuenciación y preparación de la librería para el MinION nanopore se llevó a cabo con el método 
de ligación 1D con el kit (SQK-LSK109) y la colocación de códigos de barras se realizó con el kit (EXP-
PBC001). El protocolo se siguió de acuerdo al fabricante (Oxford nanopore technologies) con las si-
guientes modificaciones: la concentración de muestras agregada fue 30 ng/μl para un total de volumen 
de reacción de 50uL para la PCR sugerida en el protocolo.  

Una vez agregados los códigos de barra el proceso de purificación de los amplicones se lo realizó con 
el kit PureLink PCR Purification Kit de acuerdo con el protocolo del fabricante (Invitrogen). Para cuan-
tificar el ADN se usó el fluorómetro Qbit2.0 (Invitrogen), después el protocolo de secuenciación de 
acuerdo con Oxford nanopore technologies se mantuvo.  

Se realizó una prueba de calidad en el MinION de una MinIon/GridIon flow cell  (Versión R9 ) para 
verificar si el número de poros disponibles era el adecuado. Una vez pasada la prueba de calidad se 
preparó y se cargó la flow cell con 75 μl (31 ng/μl) de la librería preparada anteriormente. Finalmente, 
se corrió el programa y se secuenció por aproximadamente 24 horas a -180 mV en modo high accuracy 
bascalling y con quality check mayor a 9. 

2.2.4 Análisis de datos de secuenciación masiva de nueva generación. 

Una vez terminada la secuenciación los datos se pasaron a un disco duro externo en formato Fasta. 
El análisis de datos se llevó a cabo en la plataforma EPI2ME (Oxford Nanopore Technologies) de 
acuerdo al protocolo para la identificación de bacterias por el gen 16S rRNA. En este análisis se toma 
en cuenta la base de datos del NCBI, en el cual las lecturas de la secuenciación son clasificadas hasta un 
nivel de género solamente mediante la información provista por los resultados de un BLAST. Lao et al. 
(2022) sugieren una cobertura e identidad del 90%, sin embargo, en este caso se decidió utilizar ambas 
al 95 %, ya que el 5% se puede considerar un error en la secuenciación. Cabe mencionar que con este 
análisis también fue posible obtener la abundancia de los géneros bacterianos, puesto que el número de 
lecturas clasificadas es proporcional a la abundancia bacteriana en la muestra de acuerdo con la plata-
forma. 
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3. Resultados 

3.1 Detección de comunidades bacterianas aerobias susceptibles a antibióticos. 

Una vez alcanzado el estado estacionario en cada tasa de dilución, cada tubo de ensayo con cultivo 
fue tratado con un antibiótico para comparar el cambio de densidades ópticas antes y después del trata-
miento con el respectivo antibiótico. En la Figura 2, se puede observar la razón DO normalizada de 
cada antibiótico a las 24 horas, ya que la dosis utilizada era para ese período de tiempo. En la primera 
tasa de dilución (0.042 h-1), observamos la amoxicilina con una razón DO normalizada de 0.73 , la gen-
tamicina con una razón DO normalizada de 0.98 y la ceftriaxona con un 0.92. Por otro lado, la amikacina 
y ampicilina son los antibióticos que tuvieron una razón mayor a 1 , con una razón DO normalizada de 
1.02 y 2.38, respectivamente. Es decir, no hubo susceptibilidad al antibiótico, según la tabla de interpre-
tación (Anexo 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, en la tasa de dilución de 0.4 h-1 (Figura 3) tenemos los 5 antibióticos, amoxicilina, 
gentamicina, amikacina, ceftriaxona, ampicilina, en los cuales las razones DOs normalizadas fueron: 
3.78, 5.58, 3.31, 3.33, 4.44, respectivamente. Esto quiere decir que existe un aumento en la masa bacte-
riana en cada tubo con tratamiento en comparación con el control. En otras palabras , todas las muestras 
no mostraron susceptibilidad a los antibióticos (Anexo 2). 

Figura 2. Razones DO normalizadas en la tasa de dilución 0.042 h-1. Las barras representan los 

promedios las razones DO normalizadas de ambas réplicas, su valor se encuentra por encima de las 

barras de error; adicionalmente la figura muestra la desviación estándar de cada muestras: amoxici-

lina ± 0.24 , gentamicina ±0.4, amikacina ±0.04, ceftriaxona de ±0.24 y ampicilina de ±0.04. 
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Finalmente, en la última tasa de dilución de 0.6 h-1en el caso de la amoxicilina tenemos valores de 

razones DOs normalizadas de 3.61, la gentamicina con 3.79, amikacina con 1.47, ceftriaxona con 0.79 

y por último la ampicilina con 5.05. En ese caso, la ceftriaxona a pesar que tiene su razón DO 

normalizada menor a 1; es decir, mostro suceptibilidad al antibiotico, es el antibiótico con menos 

desviación estándar, por lo tanto con menos incertidumbre en sus datos (Figura 4, Anexo 2). En el 

transcurso del experimento, en el caso de la ampicilina y amoxicilina debido a su composición 

blanquecina , se decidió no tomarlas en cuenta para el análisis molecular , ya que la medición de la 

densidad óptica pudo ser alterada por este motivo. 

 

 

Figura 3.Razones DO normalizadas en la tasa de dilución 0,4 h-1. Las barras representan los pro-

medios las razones DO normalizadas de ambas réplicas, su valor se encuentra por encima de las barras 

de error; adicionalmente la figura muestra la desviación estándar de cada muestras: amoxicilina ± 0.41 , 

gentamicina ±3.31, amikacina ±1.99, ceftriaxona de ±4.70 y ampicilina de ±2.62. 
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3.2 Identificación de comunidades bacterianas por secuenciación con nanoporos. 

Después de analizar las razones DOs normalizadas de cada tasa de dilución y medir la cantidad y 
calidad del material genético de cada muestra, se decidió secuenciar las muestras de la tasa de dilución 
más alta, 0,6 h-1, ya que a una mayor tasa de dilución, la concentración microbiana cambia rápidamente 
y solo las bacterias con una alta tasa de crecimiento lograrán adaptarse. Esto es relevante ya que estas 
bacterias al reproducirse con mayor rapidez pueden ser las causantes de enfermedades las cuales nece-
siten de un tratamiento oportuno y especifico para el tipo de bacteria. Es por esto que se eligió la genta-
micina con una razón DO normalizada mayor a 1 y la ceftriaxona, que a pesar de no tener una razón DO 
normalizada mayor a 1 es la muestra con menor desviación estándar y una clase de antibiotico a la cual 
ya se reporta resistencia en el Ecuador (Ministerio de Salud Pública, 2018). Primero, se obtuvo la abun-
dancia relativa de las muestras de ambos reactores. Recordemos que en este caso la abundancia relativa 
es proporcional al número de lecturas; es decir, el número de lecturas representa la cantidad de bacterias 
en cada género en la muestra. En el caso de la muestra tratada con ceftriaxona se obtuvieron 257885 
lecturas secuenciadas, de las cuales el 20% que corresponde a 51412 lecturas fueron clasificadas con 
una precision media del 97%. De todos los géneros clasificados se tomó en cuenta los 9 géneros mas 
abundantes, los cuales se encuentran representados en la Figura 5A, donde el género Stenotrophomas 

Figura 4. Razones DO normalizadas en la tasa de dilución 0,6 h-1. Las barras representan los pro-

medios las razones DO normalizadas de ambas réplicas, su valor se encuentra por encima de las barras 

de error; adicionalmente la figura muestra la desviación estándar de cada muestra: amoxicilina ± 4.58 

, gentamicina ±4.16, amikacina ±1.23, ceftriaxona de ±0,37 y ampicilina de ±6,55  
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registra 14545 lecturas (28.29%), es decir es el más abundante en toda la muestra. Al contrario, el género 
Acetobacteria con 634 lecturas clasificadas representa el 1.23% del total. 

En  el caso de la gentamicina tenemos 294633 lecturas provenientes de la secuenciación por 
nanoporos de las cuales el 17% (49923) fueron clasificadas por la plataforma Epi2me con una precisión 
media del 97%. De las lecturas clasificadas, el género más abundante fue la Stenotrophomas con 11356 
lecturas que corresponde al 22.75 %. Por otra parte, en esta muestra el noveno género mas abundante 
fue el género Bifidobacterium spp. con 776 lecturas clasificadas lo que corresponde al 1.55% (Figura 
5B). 
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B 
 Gentamicina

11356 

Stenotrophomonas

10818 Sphingobacterium

4461 Gluconacetobacter

3442 Ralstonia

2735 Clostridium

1736 Leuconostoc

1021 Acetobacter

835 Achromobacter

776 Bifidobacterium

Ceftriaxona

14545 

Stenotrophomonas

12256 Sphingobacterium

4391 Ralstonia

4288 Gluconacetobacter

2261 Leuconostoc

1374 Clostridium

783 Filimonas

635 Achromobacter

634 Acetobacter

Figura 5. Número de lecturas de cada género de bacterias en muestras secuenciadas en MiniOn A) 

Número de lecturas (abundancia) de cada género de la muestra tratada con ceftriaxona, cada leyenda repre-

senta un género con su respectivo número de lecturas. B) Número de lecturas de cada género (abundancia) 

de la muestra tratada con gentamicina, cada leyenda representa un género con su respectivo número de 

lecturas, es decir su abundancia relativa en la muestra. 
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4. Discusión 

Las bacterias son organismos que necesitan adaptarse a su ambiente para sobrevivir, muchos de los 
antibióticos son producidos naturalmente por las mismas bacterias o por hongos. Es por esto, que algunas 
bacterias crearon mecanismos para evadir la acción de los antibióticos y poder sobrevivir y reproducirse 
(Felden & Cattoira, 2018). Sin embargo, la problemática empieza cuando estos mecanismos de resisten-
cia son transmitidos a bacterias patógenas, las cuales pueden causar daño a su huésped y al mismo tiempo 
éstas pueden ser transmitidas a otros seres vivos, lo que causaría el mal tratamiento de enfermedades 
infecciosas y aumentaría el costo del tratamiento a largo plazo (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Ade-
más, debemos tener en cuenta que las técnicas convencionales de susceptibilidad actuales trabajan en 
cultivos puros, necesitan una gran cantidad de células viables para ser detectadas y no permiten ejercer 
algún tipo de selección en la comunidad bacteriana (Kelley, 2017). Brown et al.(1990) destacan que la 
susceptibilidad a diferentes antibióticos puede verse afectada con el cambio en la tasa de crecimiento de 
la bacteria. Por ejemplo, en el caso de un cultivo continuo de E. Coli se observó que la susceptibilidad a 
la clorhexidina se veía afectada de diferente forma por la tasa de crecimiento de la bacteria y un nutriente 
limitante. En el caso de cultivos con el magnesio y potasio como nutriente limitante , se obtuvo un 
incremento de resistencia mientras existió un incremento en la tasa de crecimiento del cultivo. 

Nuestros resultados muestran que a una alta tasa de dilución (0.6 h-1) no existe susceptibilidad a la 
mayoría de antibióticos con excepción de la ceftriaxona con una razón DO normalizada de 0.79. Sin 
embargo, debido a los continuos reportes de resistencia bacteriana a este tipo de antibiótico, especial-
mente en el Ecuador y por su baja desviación estándar (±0,37) en esta tasa de dilución en específico, la 
muestra de este antibiótico se tomó en cuenta para los análisis moleculares. Esta tasa de dilución es 
importante ya que aquí se encuentran bacterias con una alta tasa específica de crecimiento. Estas bacte-
rias son de importancia ya que son bacterias que se adaptan rápidamente a la presión selectiva impuesta 
en ellas, en este caso , la tasa de dilución. Por otro lado, estas bacterias pueden ser causantes de enfer-
medades las cuales por su rápida tasa de crecimiento se esparzan en el sistema de manera inmediata. 
Además, cabe recalcar que imponer presión selectiva en bacterias tratadas con antibióticos puede generar 
resistencia, ya que las bacterias que sobreviven, se reproducen y generan descendencia ya con resistencia 
al antibiótico (Capita & Alonso-Calleja, 2013).  

Para corroborar que las bacterias aisladas fueron bacterias con resistencia a antimicrobianos los aná-
lisis moleculares con la secuenciación nos dieron la identidad de los géneros más abundantes en los 
inóculos tratados con ceftriaxona y gentamicina , una cefalosporina y aminoglucósido, respectivamente. 
En ambas lecturas podemos ver que el género más abundante son las Stenotrophomas spp, las cuales si 
están relacionadas con agentes patógenos. Las especies de bacterias pertenecientes a este género se en-
cuentran distribuidas en el ambiente y también se las puede encontrar como patógenos oportunistas 
(Cerezer et al., 2014). McCutcheon & Dennis, (2021) y An & Berg  (2018) presentan a la especie Sten-
otrophomonas maltophilia como un organismo oportunista, el mismo que se conoce por su multiresis-
tencia y la causante de enfermedades nosocomiales en pacientes pediátricos e inmunocomprometidos. 
Cabe recalcar que la importancia de esta especie es porque se la puede encontrar distribuida en el am-
biente y en las últimas dos décadas se ha convertido en sujeto de preocupación a nivel clínico. Los 
mecanismos de resistencia de esta bacteria hacen que su tratamiento sea complicado; sin embargo, en 
algunos casos se recomienda la combinación de antibióticos para su eliminación, entre estos las cefalos-
porinas (Gibb & Wong, 2021). De igual manera se tiene a la especie Stenotrophomona pavanni , la cual 
no tiene tantos reportes a nivel clínico , pero ha sido reportada como multi-resistente de una muestra de 
las heces de un ave (Kenzaka & Tani, 2018). 
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Por otro lado, el segundo género más abundante en ambas muestras es el Spingobacterium spp, este 
género se encuentra en los suelos y vegetación; este no está asociado directamente con generar enferme-
dades en humanos. De todas maneras , sí está reportado que tiene una resistencia intrínseca a la genta-
micina en específico (Gupta et al., 2016; Liu et al., 2008). Uno de los tratamientos para este género 
bacteriano es el uso de cefalosporinas, en este caso, podemos asumir que tuvimos una resistencia de esta 
clase de bacterias ante el tratamiento, ya que la diana específica del antibiótico no eliminó este género 
de la muestra en cuestión. Gupta et al. (2016) realizaron un estudio en el cual la especie Sphingobacte-
rium spiritivorum logró infectar a un paciente con enfermedad renal, al ser una bacteria oportunista estas 
bacterias podrían comenzar a infectar otras especies con más facilidad. En este punto cabe recalcar que 
el paso de esta especie a ser patógena podría causar el aumento de casos de la misma en especial en 
pacientes inmunocomprometidos. 

Asimismo, en base a los resultados obtenidos podemos observar que el quimiostato seguido de la 
prueba de susceptibilidad a antibióticos, es capaz de aislar bacterias susceptibles a antimicrobianos en 
una comunidad bacteriana, sin necesidad de hacer subcultivos para obtener cepas puras y nos permite 
ejercer una presión selectiva en el medio de cultivo para aislar bacterias que crezcan a altas tasas de 
crecimiento. Además , una de las ventajas del quimiostato es la simulación de un ambiente fisiológico, 
como puede ser el torrente sanguíneo. Kelley (2017) menciona que las infecciones causadas por bacterias 
en el torrente sanguíneo pueden causar una sepsis, por lo cual un tratamiento oportuno con antibióticos 
efectivos es necesario para incrementar la supervivencia del paciente. Por otro lado, Adamberg & 
Adamberg (2018) mencionan que el uso de un quimiestato puede simular in vitro el ambiente de la 
microbiota intestinal, y que la modificación de la tasa de dilución puede tener efectos en el tipo de co-
munidades bacterianas que se establecen en el colon. Agregado a lo anterior, uno de los beneficios del 
uso de este sistema es el bajo costo para montar un biorreactor y su fácil operación.  

Sin embargo, a pesar de los beneficios que tenemos al usar un biorreactor para la detección de bacte-
rias resistentes a antibióticos, como desventajas que se han presentado en el transcurso del estudio tene-
mos el tiempo que puede demorar el proceso de inoculación e incubación antes de empezar con la prueba 
de susceptibilidad a los antibióticos. En el caso de la selección de antibióticos se observó que el uso de 
antibióticos transparentes sería lo más óptimo para evitar ruido en la lecturas de densidad óptica, lo cual 
sería una desventaja , ya que limitaría el estudio a solo un tipo de antibióticos. 

Finalmente, dado que las bacterias susceptibles a los antibióticos usados en este estudio fueron en-
contradas en alimentos provenientes de mercados de la ciudad; esto sugiere el control del uso de anti-
bióticos en productos alimenticios, así como en animales usados para el consumo humano. La implan-
tación de normas para evitar el uso desmedido de estos antimicrobianos para el tratamiento de enferme-
dades en animales o para su crecimiento. El MSP, sugiere la implementación de subcomités para el 
control y vigilancia de estos microorganismos (Ministerio de Salud Pública, 2018). Sin embargo, se 
sugiere prestar atención en el área de agricultura, ganadería y pesca para comenzar con planes de control 
del uso de antibióticos desde una de las fuentes que pueden causar la adquisición de estas bacterias 
resistentes  

 

5. Conclusión  

En base a lo mencionado anteriormente y con los resultados presentados se puede llegar a la conclu-
sión que el nuevo sistema quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de detección de sus-
ceptibilidad a antibióticos nos permite la detección de comunidades bacterianas aerobias multiresistentes 
a antibióticos, además que presentan altas velocidades específicas de crecimiento en matrices alimenti-
cias . 

Asimismo, se observó que a diferentes tasas de dilución el quimioestato de fase simple es capaz de 
aislar bacterias las cuales después mostraron no susceptibilidad a los diferentes antibióticos. 
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Por último, mediante la secuenciación masiva de tercera generación se logró identificar los géneros 
bacterianos con más abundancia en las muestras que no mostraron susceptibilidad y se corroboró que se 
trataban de bacterias las cuales ya tienen un historial de multiresistencia. 
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    Figura 1A. Biorreactor montado en el laboratorio de la Universidad. 

 

 

 

 

Anexo 2 

Tablas interpretativas de susceptibilidad a antibióticos 

 

Tabla1A. 

Tabla de interpretación de suceptibilidad tasa de dulución 0.042 

 

24 horas 

Razón Amoxicilina Razón control Razón OD normalizada  Interpretación 

0,777 

1,071 

0,726 Suceptible 

Razón Gentamicina 
 

  

1,032 0,963 Suceptible 

Razón Amikacina 
 

  

1,087 1,015 No suceptible 

Razón Ceftriazona 
 

  

0,979 0,914 Suceptible 

Razón Ampicilina 
 

  

2,553 2,382 No suceptible 

*La interpretación es basada en comparación al control, sin embargo para pasar a las pruebas mo-
leculares , se tomó en cuenta otros factores, como la veracidad de los datos y la naturaleza del 
antibiotico en cuestion.  
 
 

 
 

 Tabla 2A. 

Tabla de interpretación de suceptibilidad tasa de dulución 0.4 

24 horas 

Razón Amoxicilina Razón control Razón OD normalizada Interpretación 

0,538 

0,145 

3,78 No suceptible 

Razón Gentamicina 
 

  

0,716 5,58 No suceptible 

Razón Amikacina 
 

  

0,537 3,31 No suceptible 

Razón Ceftriazona 
 

  

0,350 3,33 No suceptible 

Razón Ampicilina  
 

  

0,710 4,44 
No suceptible 
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*La interpretación es basada en comparación al control, sin embargo para pasar a las pruebas mo-
leculares , se tomó en cuenta otros factores, como la veracidad de los datos y la naturaleza del 
antibiotico en cuestion.  

 
 
 

 
Tabla 3A. 

Tabla de interpretación de suceptibilidad tasa de dulución 0.6 

 

*La interpretación es basada en comparación al control, sin embargo para pasar a las pruebas mo-
leculares , se tomó en cuenta otros factores, como la veracidad de los datos y la naturaleza del 
antibiotico en cuestion.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

24 horas 

Razón Amoxicilina Razón control Razón OD normalizada Interpretación 

0,72 

0,63 

3,61 No susceptible 

Razón Gentamicina     

0,98 3,79 No susceptible 

Razón Amikacina     

0,51 1,47 No susceptible 

Razón Ceftriazona     

0,37 0,79 No susceptible 

Razón Ampicilina      

0,96 5,05 No susceptible 
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Anexo 3 
Geles agarosa 1.5% de amplicones 16s rRNA con regiones hipervariables.   
  
 
     

Figura 2A. Geles de agarosa al 1.5% teñidos con Safe ViewTM Classic y Ladder TackitTM cyan/ 

Orange. 1. Carga con primer V3-V4 con una banda a los 470bp aproximadamente, en los primeros dos 

carriles tenemos las muestras de ceftriaxona y en las rieles 3 y 4 las muestras tratadas con gentamicina. 

2.Primers V4-V5 con una banda a los 450bp aproximadamente , en las rieles 1y 2 tenemos las muestras 

tratadas con ceftriaxona y en los carriles 3 y 4 tenemos las muestras tratadas con gentamicina.  


