UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

MAESTRIA EN BIOMEDICINA

Trabajo de Fin de Maestria Titulado:

Evaluacion de un nuevo sistema tecnologico para la deteccion
de comunidades bacterianas anaerobias con multiresistencia a
antibioticos y que presenten altas velocidades especificas de
crecimiento.

Realizado por:

Leslie Tatiana Morales Pedraza

Director del proyecto:

Alberto Aguirre, PhD

Como requisito para la obtencion del titulo de:

Master en Biomedicina

Quito, 2022



DECLARACION JURAMENTADA

Yo, LESLIE TATIANA MORALES PEDRAZA, con cédula de identidad #
1725635724, declaro bajo juramento que el trabajo aqui desarrollado es de mi autoria,
que no ha sido previamente presentado para ningln grado a calificacion profesional; y,
que he consultado las referencias bibliograficas que se incluyen en este documento. A
través de la presente declaracion, cedo mis derechos de propiedad intelectual
correspondientes a este trabajo, a la UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK, segun
lo establecido por la Ley de Propiedad Intelectual, por su reglamento y por la normativa

institucional vigente.

Firma

1725635724



DECLARATORIA

El presente trabajo de investigacion titulado:

“Evaluacion de un nuevo sistema tecnoldgico para la deteccion de comunidades
bacterianas anaerobias con multiresistencia a antibioticos y que presenten altas

velocidades especificas de crecimiento”

Realizado por:

LESLIE TATIANA MORALES PEDRAZA

Como Requisito para la Obtencion del Titulo de:

MAESTRIA EN BIOMEDICINA

ha sido dirigido por el profesor

ALBERTO AGUIRRE BRAVO, Ph.D.

Quien considera que constituye un trabajo original de su autor

FIRMA



LOS PROFESORES INFORMANTES
Los Profesores Informantes:

José Rubén Ramirez Iglesias, Ph.D.

Dr. Andrés Ignacio Contreras Piérola.
Después de revisar el trabajo presentado,

lo han calificado como apto para su defensa oral ante

el tribunal examinador

FIRMA FIRMA

Quito, 10 de Agosto del 2022


USUARIO
Sello


DEDICATORIA

El presente trabajo se lo dedico a Dios y a la Virgen Maria por ser mi guia y mi luz en
todo momento; a mis padres Yolanda y Romulo por ser mi pilar, mi fortaleza, por no
dejarme dar por vencida ante las adversidades y por brindarme el apoyo y paciencia
incondicional en el camino de este eslabén mas de mi formacion académica. Que Dios
me permita seguir creciendo junto a ustedes y que los bendiga por ser excelentes padres,

los amo.

También les dedico a todas personas cercanas que han permitido que logre llegar hasta

este paso en mi vida, que Dios les llene de bendiciones.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer en primer lugar a Dios por darme la fuerza y la oportunidad de poder
continuar creciendo profesionalmente. A mis padres que han luchado por brindarme la

felicidad y el apoyo constante en mi educacion.

También a la Universidad Internacional SEK por la oportunidad de formarme
académicamente en la maestria, a sus docentes porque me inculcaron sus
conocimientos, a mi tutor Alberto Aguirre, Ph.D por su apoyo para que este trabajo se

pueda llevar a cabo, a José Rubén, Ph.D por su ayuda en el anélisis molecular.



Indice General

Eal

6.
7.
9.

RESUMEN ..ottt e e e e e e e e e e e e e aaaees 1
ABSTRACT .ot e e e e e e e e e aeaees 2
INTRODUCCION ..ottt et e e s et s s s seesesaeen. 3
MATERIALES Y METODOS ..o s e esesesesesesesesesesenens 8
4.1 DESCRIPCION DEL SITIO DE MUESTREO ...ceeteiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerereeeeeeeeeeeees 8
4.2  MUESTRAS DE ALIMENTOS DEL MERCADO DE QUITO ......ccuvveeeeiriieeeeireee e e 8
4.3  ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO ...vuteteteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeneeneenennnes 8
4.4 PERIODO DE ACLIMATACION ....eeettteeeeee e eeeeeeeeeee e e e e e e eaaaeaeeeeeeeeeaaaeseeeeenean 9

4.5 MONTAJE, PUESTA EN MARCHA Y OPERACION DEL SISTEMA TECNOLOGICO:
QUIMIOSTATO SIMPLE DE UNA ETAPA SEGUIDO DE UN SISTEMA DE DETECCION DE

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS ..vveuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaeseeeeeeeeenaaaeseeeeeenenaaaeeees 9
4.6  CONSERVACION DE COMUNIDADES BACTERIAS AISLADAS ..evvvveeeeeeeeeeeeeas 11
4.7  PRUEBAS MOLECULARES . ...uutettttttttteteeeeeeeeetteanaaaeseeeeerueenneeseeesereannnaaesesesereens 11
4.7.1 EXtracCion de ADN .....ooooooioiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeaes 12
4.7.2 Cuantificacion de ADN .....ooooo it 12
4.7.3 Amplificacion de la region 16S TRNA ........coiiiiiiiiiicee, 12
4.7.4 Secuenciacion Metagendmica por MinlON Mk 1C IT.........ccccoceiiiinnnne. 13
4.7.4.1 Preparacion de Librerias y Secuenciacion.........c.cceceeveeveerveneeevicnnenne. 13
4.7.4.2 Analisis de Datos de la secuenciacion metagenomica............ccceeeueeee. 14
4.8  ANALISIS DE LOS DATOS DEL NUEVO SISTEMA TECNOLOGICO .....ccvuuuuueeeeeeeeennn. 14
RESULTADOS ..ot e e e e e e e e e e e e e e e eraaaaaeeaeas 15
5.1 ENSAYO DEL SISTEMA TECNOLOGICO QUIMIOSTATO SIMPLE DE UNA ETAPA
SEGUIDO DE UN SISTEMA DETECCION DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS................ 15
5.2  IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS EN EL
QUIMIOSTATO NO SUSCEPTIBLES A ANTIBIOTICOS ....cccceoviiiuirrereeeeeeeeiiiniieeeeeeeessssnnnnees 18
5.3 AMPLIFICACION DE LAS REGIONES HIPERVARIABLES (V3 — V4 Y V4 —V5) DE LA
REGION TOS RRINA ..ottt snenmnnnnnnn 18
5.4  SECUENCIACION METAGENOMICA DE LAS MUESTRAS «..eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennn. 18
DISCUSTON . ..ottt e e e ee e e e s s e ee s, 20
CON C LU SIONES e e et e e e e e e e e 26
REFERENCIAS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaeeeeas 28



Indice de tablas

Tabla 1 Composicion del medio de Cultivo........cceeeevieeiiieeciiecieece e 8
Tabla 2 Ensayo de deteccion de susceptibilidad a antibidticos en comunidades
DACKEIIANAS ...ttt ettt et sttt et sa ettt st b et h et et 10
Tabla 3 Componentes de la Master mix para la PCR.........ccccoooiiiiiiiiiiiiiieieeeeee, 12
Tabla 4 Fases de ciclado de laregion V3 - VA y V4 - V5. e, 13
Tabla 5 Interpretacion de susceptibilidad a los antibidticos a una tasa de dilucion baja
E 0,042 B — T oottt et et e eneees 16
Tabla 6 Interpretacion de susceptibilidad a los antibioticos a una tasa de dilucion de 0,4
T TSSOSO 16
Tabla 7 Interpretacion de susceptibilidad de los antibidticos a una tasa de dilucion de
0,6 F = Lot ettt ettt et b et eeaeees 17
Tabla 8 Muestras seleccionadas para la identificacion molecular..............cccceeeevennneee. 18

Indice de Figuras

Figura 1 Montaje y operacion del quimiostato simple de una etapa, del sistema de
deteccion de susceptibilidad a antibioticos y andlisis molecular...........ccccoeceevieeiennen. 10
Figura 2 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una
tasa de dilucion de 0,042 R — 1 .o 15
Figura 3 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una
tasa de diluCION de 0,4 L — L...ooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e 16
Figura 4 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una
tasa de dilucion de 0,6 B — L......oooommiiiiiieiee e 17
Figura 6 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la muestra con
ENTAMICTINA. ¢..evtenteiiieettete ettt ettt ettt ettt ettt b et et e s bt e bt e bt e s bt et e eatesbee bt entesbaenees 19
Figura 7 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la muestra con
AMIKACTIIA . ¢+ttt et ettt ettt b et et e bt e bt et esbeees 19

Indice de Anexos

Anexo 1 Ejemplo de célculo de las dosis de antibidtico utilizado en el estudio............ 38
Anexo 2 Kit de extraccion de ADN ..........cocioiiiiiiiiienie e 39
Anexo 3 Kit de cuantificacion del ADN ........cccooviiiiiiiiieieiecee e 40
Anexo 4 Secuenciador MINTON ........cccooiiiiiiiiiiiiieieee e 41
Anexo 5 Amplificacion de la region hipervariable V3-V4 .......ooooiiiiiiiiiiieeee 42
Anexo 6 Amplificacion de la region hipervariable V4-V5 .....cccoooviiiiiiiiiiieeeee 43

Anexo 7 Amplificacion de la region hipervariable V3-V4 de las muestras con cola .... 44
Anexo 8 Amplicacion de la region hipervariable V4-V5 de las muestras con cola....... 45



1. Resumen
La resistencia a los agentes antimicrobianos es un problema mundial de preocupacion,
que ha provocado la répida diseminacion de las enfermedades infecciosas, amenazando
con una alta tasa de mortalidad poblacional. Los métodos actuales para el estudio de
bacterias con resistencia existentes en el mercado tienen varias desventajas, entre ellas
que requieren una alta densidad poblacional bacteriana y solo estudian una cepa
bacteriana, no la comunidad bacteriana. Debido a estas desventajas sefialadas en este
estudio se buscd evaluar un nuevo sistema tecnoldgico basado en un quimiostato simple
de una etapa seguida de un sistema de susceptibilidad a antibidticos para detectar
bacterias anaerobias resistentes a antibioticos.
Para esta investigacion se tomd muestras de fuentes alimenticias provenientes de
mercados, las cuales pasaron por un periodo de aclimatacion y luego al sistema
tecnologico (quimiostato simple de una etapa) para aislar las comunidades bacterianas
con altas velocidades especificas de crecimiento. Posteriormente, las comunidades
bacterianas aisladas en el quimiostato fueron analizadas con el ensayo de deteccion de
susceptibilidad a antibiodticos, donde se planted una escala de mayor o igual a 1 no
susceptibles y menor a 1 susceptibles. Las muestras con no susceptibilidad fueron
analizadas con pruebas moleculares (secuenciacion de nueva generacion) para
identificar las comunidades bacterianas y conocer si tienen antecedentes de resistencia o
a su vez pueden ser reservorios de genes de resistencia a antibidticos.
Los resultados permitieron determinar que esta tecnologia tiene la capacidad de aislar
comunidades bacterianas con altas tasas de crecimiento lo que hace factible estudiar la
resistencia a antibidticos de toda la muestra. Los antibidticos a los cuales las
comunidades bacterianas no presentaron susceptibilidad fueron la ampicilina, la
gentamicina, la ceftriaxona y la amikacina. Los géneros bacterianos mas predominantes
en las comunidades bacterianas no susceptibles a gentamicina y la amikacina fueron el
Clostridium y el Leuconostoc. El primero puede actuar como patdgeno y no patdogeno
habitando en el organismo de los seres vivos y el segundo es acido lactico por lo que es
un microorganismo de ecologia lactea, alimentaria y ambiental. Los dos géneros han
mostrado en investigaciones presencia de genes de resistencia a los antimicrobianos, por
lo que su presencia en los alimentos es alarmante.
Palabras clave:

Comunidades bacterianas, antibidticos, resistencia, susceptibilidad y quimiostato.



2. Abstract

Resistance to antimicrobial agents is a global problem of concern, which has caused the
rapid spread of infectious diseases, threatening a high population mortality rate. Current
methods for the study of bacteria with resistance on the market have several
disadvantages, including that they require a high bacterial population density and only
study one bacterial strain, not the bacterial community. Due to these disadvantages
pointed out in this study, we sought to evaluate a new technological system based on a
simple one-stage chemostat followed by an antibiotic susceptibility system to detect

antibiotic-resistant anaerobic bacteria.

For this research, samples of food sources from markets were taken, which went
through an acclimatization period and then to the technological system (simple one-
stage chemostat) to isolate bacterial communities with high specific growth rates.
Subsequently, the bacterial communities isolated in the chemostat were analyzed with
the antibiotic susceptibility detection assay, where a scale of greater than or equal to 1
non-susceptible and less than 1 susceptible was proposed. Non-susceptible samples
were analyzed with molecular tests (next-generation sequencing) to identify bacterial
communities and determine whether they have a history of resistance or, in turn, may be

reservoirs of antibiotic resistance genes.

The results allowed us to determine that this technology has the capacity to isolate
bacterial communities with high growth rates, which makes it feasible to study the
resistance to antibiotics of the entire sample. The antibiotics to which the bacterial
communities did not show susceptibility were ampicillin, gentamicin, ceftriaxone and
amikacin. The most predominant bacterial genera in the bacterial communities not
susceptible to gentamicin and amikacin were Clostridium and Leuconostoc. The first
can act as a pathogen and non-pathogen inhabiting the body of living beings and the
second is lactic acid, so it is a microorganism of dairy, food and environmental ecology.
The two genera have shown in research the presence of antimicrobial resistance genes,

so their presence in food is alarming.
Key words:

Bacterial communities, antibiotics, resistance, susceptibility and chemostat.



3. Introduccion
La resistencia a antibidticos (RAM) es catalogada como la capacidad que tienen los
microorganismos para resistir los efectos de los antimicrobianos (Calderon & Aguilar,
2016). Esta es considerada una de las principales amenazas de la salud mundial, que
cada dia se incrementa por falta de controles y estudios en paises con economia baja y
mediana. Una de las vias de transmision de los microorganismos al ser humano es la
cadena alimenticia. Estos generan enfermedades infecciosas y otras no patogénicas que
habitan en la microbiota intestinal, actuando como reservorio de genes de resistencia,
que a la larga producen la muerte de millones de personas de forma anual ((Barletta et

al., 2018); (Ruiz et al., 2018)).

Estas bacterias resistentes a antibidticos han provocado problemas en el tratamiento de
enfermedades infecciosas comunes por su rapido crecimiento y propagacion a nivel
mundial, que amenazan un decrecimiento de la poblacion para el 2050 mayor al de las
enfermedades cancerigenas, por lo que es indispensable realizar un monitoreo constante
en cada pais para alertar a la comunidad mundial y generar nuevos tratamientos ((Le et

al., 2018); (Pardo et al., 2018)).

En la actualidad las bacterias multiresistentes y genes de resistencia a antibioticos se
encuentran distribuidas en todos los ambientes desde fuentes de agua, en la agricultura,
en la ganaderia y en el area de la salud, por lo que se consideran contaminantes que

pueden provocar enfermedades graves y mortales en los seres vivos (Yuan et al., 2021).

Los alimentos son una fuente primordial en la dieta del ser humano, pero también
pueden conllevar a problemas de resistencia a antibioticos (RAM), en especial los
productos provenientes de animales, ya que los veterinarios les administran antibidticos,
como promotores de crecimiento, con funcién terapéutica o a su vez para prevenir
problemas a futuro en los animales ((Lavilla Lerma et al., 2013); (Diaz-Jiménez et al.,

2020); (Ntfiez et al., 2020)).

Otra de las causas de resistencia a antibidticos es el uso inadecuado por parte del ser
humano para tratar enfermedades que no son bien diagnosticadas o a su vez por
automedicacion, lo que ha provocado el surgimiento de microorganismos resistentes y
la disminucién de la eficacia de los antimicrobianos, los mismos que pueden causar

altas tasas de mortalidad en la poblacion (Pardo ef al., 2018).



Esta resistencia ha evolucionado especialmente en alimentos, dando apertura a algunas
estrategias, las cuales son la impermeabilidad celular, mutaciones en el sitio blanco
donde interactua el antibidtico, bombas de eflujo que eliminan el farmaco de la célula y
la inactivacion del farmaco por destruccion o modificacion de la estructura quimica

(Lavilla Lerma ef al., 2013).

También cabe mencionar que existen dos resistencias la natural dada por mutaciones al
azar en cepas de una misma especie bacteriana y la adquirida en la que por naturaleza la
bacteria es sensible a un fadrmaco, pero ha sido modificada genéticamente por
mutaciones en el proceso de transcripcion o traduccion, o a su vez ha adquirido genes de
otros microorganismos presentes en el medio ambiente por transferencia horizontal, por
ejemplo los genes de bacterias alimentarias pueden transferirse a bacterias que se
encuentran en el habitat del ser humano. La transferencia horizontal puede darse entre
cepas de una misma especie o de diferentes especies ((Godziszewska et al., 2018);

(Pérez & Contreras, 2013)).

La Agencia Europea de Alimentos (EMA) ha optado por exponer una recategorizacion
del uso de los antimicrobianos en cuatro categorias, A (evitar el uso de antimicrobianos
no autorizados en veterinaria, como la fosfomicina) B (restringir el uso, ya que pueden
ocasionar problemas en la salud publica), C (precaucion en el uso de antimicrobianos
que presenten resistencia), D (prudencia, por lo que es mejor optar por antimicrobianos
alternativos en humanos y veterinaria) ((Diaz-Jiménez et al., 2020); (EMA, 2019)); este
es solo una de las alternativas que ya se ha tomado en cuenta para tratar de limitar y

disminuir la prevalencia de infecciones resistentes a antimicrobianos.

En paises Latinoamericanos fueron detectadas algunas bacterias resistentes a
antibidticos en el afio 2003 en Brasil, por lo que se catalog6 como el primer pais en
detectar un caso de bacterias resistentes, después en Argentina y Colombia en el 2005.
En Ecuador segin el MSP Ecuador, (2018), en el afio 2010 se habla ya de la resistencia
que ha surgido como consecuencia de mecanismos de defensa ante antimicrobianos, lo
que provoca una disminucion en los tratamientos terapéuticos y aumenta la estancia en
hospitales. En ese afio se detectd la presencia de Klebsiella pneumoniae, por lo que
desde esa fecha se evaluaron en el afio 2014, 2015, 2016 y 2017 bacterias como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas

aeruginosa. E1 mas frecuente en casos clinicos segun estudios es Escherichia coli con



mas del 50% presente en la poblacion y en menor incidencia Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis y Serratia marcescens. Todos estos han sido identificados por
pruebas microbioldgicas habituales y amplificacion de genes de resistencia (arma, rmtB,
VIM, NDM entre otros) presentes en bacterias causantes de enfermedades

(Gopalakrishnan et al., 2018).

Frente a la situacion de la presencia de bacterias resistentes en varias partes del mundo
se plante6 el Plan de accion Global contra la resistencia a los antimicrobianos decretado
en el ano 2015, en el que se pone en manifiesto algunos objetivos a tomar en cuenta, el
primero concientizar a la poblacién y comprender el criterio de resistencia, reforzar
conocimientos, invertir en nuevas investigaciones para la creacion de medicamentos con
beneficios para la salud (OMS, 2015). A partir de este plan también se elabord en
Ecuador El Plan Nacional para la prevencion y control de RAM (2019-2023) para

controlar problemas de resistencia a antimicrobianos.

En los diferentes estudios a nivel mundial se han identificado algunos microorganismos
aerobios y anaerobios resistentes presentes en alimentos; como son la Escherichia coli,
Salmonella sp., Citrobacter, Eterobacter, Hafnia, Klebsiella, Pantoea, Proteus,
Serratia, Aeromonas, Acinetobacter y Pseudomonas en muestras de carne de pollo,
vacuno y cerdo (Ruiz ef al., 2018). En la investigacién de Titouche et al., (2020), se
encontrd Stephyloccocus aureus en productos carnicos, lacticos y bocadillos y en el

trabajo de Godziszewska et al., (2018), Escherichia coli en leche de vaca.

Para el estudio de bacterias con resistencia se tienen dos métodos convencionales, el
primero son las pruebas microbioldgicas, que consisten en pruebas de susceptibilidad de
difusion en disco, la realizacion de alicuotas para el recuento en placa y la prueba en
caldo de microdilucién del Sistema Nacional (NARMS) (Ramirez-Hernandez et al.,
2019). El segundo método convencional es el molecular, con el que se logra la
identificacion de las bacterias que no ceden a los antibioticos en una infeccion clinica
(Ahmed, 2019) y también se encuentra aqui la busqueda de genes de resistencia ( arma,

rmtB, VIM, NDM) (Gopalakrishnan ef al., 2018).

Las pruebas de susceptibilidad de difusion en disco con medio agar Mueller-Hinton
consisten en inicialmente tomar colonias en solucion salina hasta obtener una turbidez
de 0,5 McFarland para transferir al medio con los discos de antibidticos y evaluar la

zona de inhibicion de crecimiento ((Amare et al., 2019); (Huynh et al., 2020)).
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Otra técnica bastante empleada es la realizacion de alicuotas con la muestra (1:10) para
el recuento en placa con medio s6lido Agar Plate Count (APC) y la prueba en caldo de

microdilucion en placas de 96 pocillos (Ramirez-Hernandez et al., 2019).

Por otro lado, también se encuentra la identificacion de bacterias resistentes en las
muestras con la amplificacion de la region 16S RNAr (Ahmed, 2019) y la verificacion
de si estds bacterias presentan genes de resistencia mediante el aislamiento,
amplificacion y secuenciacion de los diferentes genes de resistencia ( arma, rmtB, VIM,

NDM) (Gopalakrishnan et al., 2018).

Todas estas pruebas no permiten trabajar con comunidades bacterianas de crecimiento
rapido y tampoco simular una infeccion bacteriana en el cuerpo humano, ya que por
ejemplo en la difusion en disco primero el antibidtico en estudio debe difundirse a
través del agar para actuar sobre las bacterias y no como en el cuerpo que se difunde por
medio de la sangre. Las pruebas genotipicas en cambio, no dan informacién de todos los
determinantes de resistencia y las fenotipicas o microbioldgicas requieren un niimero
relativamente grande de microorganismos y son lentas. Ademads, hay que destacar que
bacterias con altas tasas de crecimiento pueden ser las causantes de la dispersion rapida
de la infeccion, llegando a no poder tratarla a tiempo. Debido a este inconveniente una
deteccion rapida de todas las bacterias presentes en la muestra podrian ayudar a tener un
mejor control del paciente y de la propagacion de un individuo a otro (Burnham et al.,

2017).

Este problema es de relevancia a nivel mundial por la incontrolable diseminacion de
patogenos resistentes de un pais a otro, que afecta no solo a la salud publica mundial
que cada vez tiene un retroceso de la medicina moderna, sino también a nivel
econémico de cada pais, por el aumento de los costos en la atenciéon de salud y
seguridad sanitaria ((Pardo et al., 2018); (Calderén & Aguilar, 2016); (Martinez-
Martinez, 2016)).

En vista de que las pruebas actuales de aislamiento e identificacion de microrganismos
resistentes no permiten detectar bacterias con altas tasas de crecimiento y tampoco
determinar la resistencia de una comunidad microbiana a varios antimicrobianos, en este
estudio se pretende evaluar un quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema

de deteccion de bacterias anaerobias susceptibles a antibioticos.



El quimiostato simple de una etapa, se caracteriza por ser un biorreactor selectivo, que
opera en modalidad continua y que ha sido utilizado como herramienta de seleccion de
microorganismos. Bdésicamente es un fermentador de tanque agitado con velocidad
constante, donde no varia el volumen del fermentador y se puede controlar varios
parametros ambientales que no se logran controlar en un cultivo por lotes.
Adicionalmente, el quimiostato permite elegir la velocidad especifica de crecimiento (a
través de la manipulacion de la tasa de dilucion (D) a la cual creceran los
microorganismos y mantener un crecimiento constante indefinido. La agitacion
constante permite tener una homogeneidad, es decir la composicion que se encuentra
dentro del fermentador es la misma que sale constantemente (Acevedo et al., 2002). Las
caracteristicas del quimiostato hacen factible el aislamiento de bacterias con
crecimiento rapido, es econdmico, facil de replicarlo en cualquier laboratorio, por lo que
se puede emplear en unidades de salud, laboratorios clinicos, academia, industria de
alimentos, agricultura, ganaderia, camales municipales y fuentes de agua y suelo para
poder detectar comunidades bacterianas posiblemente multiresistentes ((Burnham et al.,
2017); (Acevedo et al., 2002)).
Por lo antes mencionado, en la presente investigacion se planteo la siguiente hipdtesis:
El sistema tecnologico (quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de
deteccion de susceptibilidad a antibidticos) permitird detectar bacterias anaerobias
multiresistentes a antibidticos y que presenten altas velocidades especificas de

crecimiento.

Como objetivo general: Determinar la eficacia de un nuevo sistema tecnologico
(quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de deteccidon de susceptibilidad
a antibioticos) para la deteccion de comunidades bacterianas anaerobias multiresistentes
a antibioticos y que presentan altas velocidades especificas de crecimiento en fuentes
alimenticias y como objetivos especificos: Establecer un sistema tecnologico
(quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de deteccion de susceptibilidad
a antibioticos), analizar la capacidad del sistema tecnologico utilizado para la deteccion
de comunidades bacterias anaerobias multirresistentes a antibidticos en tres diferentes
tasas de dilucién (0,042; 0,4 y 0,6 h™1) e identificar por secuenciacién masiva de nueva
generacion las comunidades bacterianas anaerobias multiresistentes a antibidticos que

se establecen en el quimiostato.



4. Materiales y Métodos

4.1 Descripcion del sitio de muestreo

De todos los mercados del Distrito Metropolitano de Quito, se tom6 en cuenta uno al
Centro-Sur de la ciudad, por la mayor acogida de los clientes. De este lugar mediante
observacion se determiné los puestos de venta que tenian mas riesgo de contaminacion

por la mala manipulacion y el desaseo del lugar.

4.2 Muestras de alimentos del mercado de Quito

Las muestras tomadas para el estudio fueron: Carnes crudas (carne de res y pollo),
leche, queso y comidas elaboradas (cevichochos, salchipapas y mote con fritada). Estas
muestras fueron recolectadas mediante la compra de las mismas a los vendedores de los

puestos del mercado y llevadas al laboratorio.

4.3  Elaboracion del medio de cultivo
El medio de cultivo para los microorganismos fue elaborado segun las recomendaciones
de Acevedo et al., (2002), utilizando la siguiente ecuacion (1) para el célculo de los

nutrientes:

50 = sF 4 2F X0 1
- + & ()

N

S0: Concentracion inicial del nutriente

SF: Concentracion final del nutriente

XF: Concentracion final de los microorganismos

X0: Concentracion inicial de los microorganismos en el cultivo antes de que empiece a operar
Yx/s: Rendimiento del sustrato en biomasa

Los nutrientes y sus cantidades necesarias para el medio de cultivo utilizado para la
aclimatacion, alimentacion del quimiostato y el sistema de deteccion de susceptibilidad

a antibidticos se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1
Composicion del medio de cultivo

Medio de cultivo (1L)

Componentes Concentracion
Fuente de carbono: Sacarosa 32,13 g/l
Fuente de nitréogeno: Extracto de quinoa 0,42 g/1/600 ul
Buffer fosfato: KH,PO, 0,1 g/l
K,HPO, 0,9 g/l
pH7

Nota: Para la preparacion del extracto de quinoa pesar 21,25 g de grano de quinoa, hervir en 30 ml, licuar
y tamizar. Tomado de Acevedo et al., (2002).
Elaborado por: (La autora, 2021).



4.4 Periodo de aclimatacion

Para el periodo de aclimatacion se emplearon matraces erlenmeyer de 100 mL y en cada
uno se colocd un 10% de indculo (10 ml), el mismo que fue obtenido mediante un
licuado total de todas las muestras recolectadas y el resto se completé con medio hasta
el tope de volumen del erlemeyer, para desplazar todo el flujo de aire del matraz. Esta
fase permiti6 el desarrollo de la comunidad bacteriana presente en los alimentos, para

posteriormente poder aislarla e identificar la presencia de multiresistencia a antibidticos.

Los parametros ambientales tomados en cuenta fueron: incubaciéon a 30°C por 72
horas, sin agitacion y para permitir la salida de gases de fermentacion y neutralizar
bioaerosoles se conectd una manguera en la tapa del erlemeyer que conectaba con un

matraz que contenia una solucion saturada de sulfato de cobre.

4.5 Montaje, puesta en marcha y operacion del sistema tecnolégico:
quimiostato simple de una etapa seguido de un sistema de deteccion de
susceptibilidad a antibiéticos
El quimiostato fue construido con materiales del laboratorio, como son matraces de 500
ml que tenian una oliva a un costado, en donde se conectd una manguera que permita la
salida del caldo de cultivo (residuos). En las tapas de los matraces se colocaron dos
olivas una para la salida de gases producidos por el ensayo hacia una solucion saturada
de Sulfato de cobre y la otra para el ingreso constante de flujo (medio de cultivo) a
partir de botellas plasticas de 1 galon Figura 1 Montaje y operacién del quimiostato simple

de una etapa, del sistema de deteccién de susceptibilidad a antibioticos y analisis molecular

Una vez construido el quimiostato, se procedid a su montaje en una plancha de calor a
30°C, con agitacion a 150 rpm y se puso en marcha primero como un cultivo por lotes,
es decir, sin entrada y salida de fluidos, con 450 ml de medio de cultivo y 50 ml de
in6culo proveniente del periodo de aclimatacion, hasta llegar a la fase de crecimiento
exponencial. Una vez que se alcanz6 la fase de crecimiento exponencial se empez6 con
el ingreso y la salida de flujo continuo, de esta forma se operd el quimiostato a

diferentes tasas de dilucion (0,042; 0,4; 0,6 h™1).
El flujo de entrada del medio de cultivo se calculd utilizando la siguiente ecuacion (2):

Flujo de entrada (I * h™1) = D (tasa de dilucién)h™! * Volumen del liquido dentro del quimiostato (1) (2)



En cada tasa de dilucion se esper6 al menos tres tiempos de residencia (T) para que el
cultivo bacteriano de los quimiostatos llegue a estado estacionario. El tiempo de

residencia se calculé mediante la siguiente ecuacion (3):

Volumen del liquido en el quimiostato (1)
Flujo de entrada (I * h~=1)

T (tiempo de residencia)h =

3

Para la deteccion de bacterias no susceptibles a antibidticos, se llevo a cabo el estudio

en tubos de ensayo Figura 1 Montaje y operacién del quimiostato simple de una etapa, del

sistema de deteccion de susceptibilidad a antibiéticos y analisis molecular

, donde se colocd el medio de cultivo mencionado en la Tabla 1, el inoculo tomado de
los quimiostatos en las diferentes tasas de dilucion y las diferentes dosis de cada
antibiodtico para 24 horas. Las dosis para el ensayo fueron tomadas segiin como se indica
en el Vademécum para 24 horas, por ejemplo se puede observar el calculo en el Anexo

1. Las cantidades necesarias para este ensayo se pueden visualizar en la Figura 1

Montaje y operacion del quimiostato simple de una etapa, del sistema de deteccion de

susceptibilidad a antibidticos y analisis molecular

Nota: 1. Salida de caldo de cultivo con las células que no se adaptan a la tasa de dilucion 2. Salida de
gases 3. Ingreso de medio de cultivo 4. Sistema de deteccion de susceptibilidad a antibidticos y 5.
Identificacion molecular de las comunidades bacterianas.

Fuente: (La autora, 2022).

Tabla 2.

Figura 1 Montaje y operacion del quimiostato simple de una etapa, del sistema de deteccion de
susceptibilidad a antibidticos y analisis molecular

Nota: 1. Salida de caldo de cultivo con las células que no se adaptan a la tasa de dilucion 2. Salida de
gases 3. Ingreso de medio de cultivo 4. Sistema de deteccion de susceptibilidad a antibidticos y 5.
Identificacion molecular de las comunidades bacterianas.

Fuente: (La autora, 2022).

Tabla 2
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Ensayo de deteccion de susceptibilidad a antibidticos en comunidades bacterianas

Antibiético Clase Dosis (ug/ml) Medio de Iné6culo (ul)
cultivo (ul)

Amoxicilina Betalactamico 3125 5997,39 600
Gentamicina  Aminoglucdésido 500 5397 600
Amikacina Aminoglucosido 2500 5391 600
Ceftriaxona Cefalosporina 33333 5394 600
Ampicilina Betalactamico 666666,7 5393 600
Control - - 5400 600

Nota: Los antibiéticos fueron de uso inyectable. Al tubo control en lugar de antibiético se le coloco agua.
Informacion tomada de MSP Ecuador, (2018) y del Vademécum (Rodriguez, 2013).
Elaborado por: (La autora, 2022).

Estos tubos fueron incubados por 24 horas, a 36°C y se evaltio el crecimiento celular
mediante la determinacion de la densidad dptica en el espectrofotometro a 600 nm de

longitud de onda antes y después del tiempo de incubacion (Tonoyan ef al., 2019).

Con la densidad optica se calculd la razon OD con la ecuacion (4) para establecer
primero si hay algin cambio en el crecimiento bacteriano antes y después de incubar la
muestra y la segunda razon con la ecuacion (5), para interpretar los resultados y saber si
hay susceptibilidad o no al antibidtico por parte de la comunidad bacteriana del

quimiostato en base al control de estudio.

Razén OD =

0D después de incubar Razén OD de cada antibidtico
“4) (5)

Indice de susceptibilidad = -
Razon 0D del control

0D antes de incubar

Para determinar si la comunidad bacteriana fue o no susceptible a los antibioticos, se
tomo6 como escala de interpretacion la siguiente: si el indice de susceptibilidad es mayor
o igual a 1 no es susceptible a los antibidticos y si es menor a 1 es susceptible a los

antibioticos.

Esta metodologia de deteccion de susceptibilidad a antibioticos es nueva y tiene ciertas
ventajas frente al antibiograma, como son que el medio liquido permite que el
antibidtico llegue mas rapido a las células y a su vez permite un analisis de

comunidades bacterianas y no solo de un cultivo puro.

4.6 Conservacion de comunidades bacterias aisladas

La conservacion de comunidades bacterianas del quimiostato se llevo a cabo en tubos
eppendorf con glicerol. Esta conservacion consistié en mezclar 200 ul de glicerol y 800
ul de caldo de cultivo con las comunidades bacterianas de las diferentes tasas de

dilucion. Estos tubos fueron congelados a — 4° C para el posterior estudio molecular.

4.7 Pruebas moleculares
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Las pruebas moleculares se realizaron para identificar las bacterias que formaron parte
de las comunidades bacterianas en el quimiostato que resultaron no susceptibles a los
diferentes antibidticos. De todas las muestras se selecciond aquellas que presentaron

valores altos de indice de susceptibilidad en la tasa de dilucion de 0,6 h™1.

Con estas muestras se procedid a realizar la extraccion de ADN, la amplificacion de la

region 16S rRNA mediante PCR convencional y la posterior secuenciacion.

4.7.1 Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN de las comunidades bacterias tomadas de cada tubo con
antibiodticos, se siguidé el protocolo del Kit Column-Pure Bacteria Genomic DNA

Isolation (Applied Biological Materials Inc, 2019) (Anexo 2).

4.7.2 Cuantificacion de ADN

Con el producto de la extraccion de ADN se determiné la concentracion de ADN en
cada muestra en ng/uL, mediante el equipo Qubit, con el Kit Qubit™ 1X dsDNA HS
Assay (Anexo 3).

4.7.3 Amplificacion de la region 16S rRNA

Con el ADN genomico extraido se amplifico la region 16S rRNA, por ser la region mas
fiable y versatil para los analisis filogenéticos bacterianos. Esta tiene una longitud de
aproximadamente 1500 pb, consta de 9 regiones intercaladas conservadas (C1-C9) y
nueve variables (V1-V9). De estas regiones, se tomo dos regiones hipervariables (V3 —

V4 'y V4 -V5), por tener mas precision para el analisis taxonomico (Rajeev et al., 2020).

La Master mix para la region V3 — V4 y V4 — V5 tuvo un volumen final de 25 pl, la

cual estaba conformada por los siguientes componentes que se indican en la .
Tabla 3.

Tabla 3

Componentes de la Master mix para la PCR

Componentes Region V3 — V4 Region V4 — V5
Volumen (nL) Volumen (nL)
Buffer 5 5
dNTPs 0,5 0,5
Primer 341F 1 1
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Primer 806R 1 1

Templado 3 todas las muestras 1 /Muestras 1 y2
2 / Muestras 3y 4
MEGAFI" DNA 0,5 0,5
Polymerase
Agua ultra pura 14 16 /Muestras 1 y 2

15 / Muestras 3 y 4

Nota: El protocolo para la Master mix de la region V3 — V4 fue tomada de Mei ef al., (2022) y la de la
region V4 — V5 de Wang et al., (2020). La denominacion de las muestras se muestra en la Tabla §.
Elaborado por: (La autora, 2022).

El programa de ciclado para las dos regiones vari6 en el numero de ciclos, temperatura

y tiempo, como se puede ver en la Tabla 4.

Tabla 4
Fases de ciclado de la region V3 - V4 y V4 - V5

Fases Region V3 — V4 Region V4 — V5
Desnaturalizacion inicial 98°C — 1 min 98°C — 3 min
Ciclos 35 25
Desnaturalizacion 98°C — 10 seg 98°C — 15 seg
Hibridacion 56°C — 30 seg 56°C — 30 seg
Extension 72°C — 30 seg 72°C — 30 seg
Extension final 72°C — 5 min 72°C — 5 min

Nota: Las fases para la region V3 — V4 fue tomada de Mei et al., (2022) y para la de la region V4 — V5 de
Wang et al., (2020).
Elaborado por: (La autora, 2022).

Se determind la presencia de amplificacion de las muestras mediante la corrida en
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con el ladder de 100 pb de Invitrogen™

Trackit™

4.7.4 Secuenciacion Metagenomica por MinlON Mk 1C IT
Los productos de PCR se prepararon para la secuenciacion por nanoporos, agregando
primers con colas que a posterior permitan afiadir los codigos de barras. Para ello se

realiz6 una corrida por PCR con las mismas condiciones de la Tabla 4

Fases de ciclado de la region V3 - V4 y V4 - V5, modificando unicamente los ciclos a

25 y se corrobor6 la presencia de las bandas en el gel de agarosa al 1,5%.

4.7.4.1 Preparacion de Librerias y Secuenciacion
Las bibliotecas se prepararon siguiendo el protocolo de Oxford NANOPORO
Technologies, donde primero se realizd una corrida de PCR barcoding amplicons

(SQK- LSK109) utilizando 12 cédigos de barras para la discriminacioén de las muestras,
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seguido de la purificacién con el Kit Pure Link® PCR Purification, del pooleado, y la
reparacion y preparacion de extremos para la adhesion de los adaptadores con el Kit
NEB Next® Companion Module y de la purificacion con perlas AMPure XP beads. La
ligacion de adaptadores AMX se llevo a cabo con el Kit Ligation Sequencing (SQK-
LSK109), el cual tiene como objetivo permitir el paso del amplicon por el poro para la

correcta secuenciacion.

Por 1ultimo, se prepararon las celdas de flujo con el Kit Flow Cell Priming (Anexo 4), y
se cargd 75 pl (31 ng/pul) de la biblioteca de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
El dispositivo de secuenciacion MinlON se usd para la secuenciacion de las muestras
por aproximadamente 6 horas a -180mV y seteada para High accuracy bascalling y

quality check mayor a 9.

4.7.4.2 Analisis de Datos de la secuenciacion metagenémica

El analisis de las secuencias se realizd en la plataforma EPI2ME, donde se asigné la
taxonomia bacteriana a nivel de género taxondmico, segin el Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) con una cobertura y una identidad del 95%, como
lo indican estudios de andlisis metagenomicos (Kim et al., (2022); Hou et al., (2022);

Yin et al., (2022).

4.8  Analisis de los datos del nuevo sistema tecnoldogico

El estudio de investigacion se llevd a cabo con dos réplicas independientes del
quimiostato simple de una etapa y dos réplicas independientes por cada antibidtico para
el ensayo de deteccion de susceptibilidad de las comunidades bacterianas. Los datos
fueron analizados por estadistica descriptiva, obteniendo de esta forma el promedio de

las réplicas y la desviacion estdndar de cada muestra.
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5. Resultados

5.1 Ensayo del sistema tecnologico quimiostato simple de una etapa seguido de
un sistema deteccion de susceptibilidad a antibidticos

Los quimiostatos (sistemas de cultivo continuo) imponen un entorno constante,
obligando a las células a crecer a una tasa de crecimiento constante, por lo que permiten
simular la evolucion bacteriana en el entorno del huésped, esto hace que puedan ser de
gran utilidad para estudiar bacterias que crecen a altas velocidades especificas de
crecimiento y de ser patogenas estas bacterias podrian tener un impacto potencial
negativo para el huésped, por la rapidez con la que podrian multiplicarse. Mas aln, si
estds bacterias presentan resistencia o multiresistencia a antibioticos, el impacto en la

salud de los pacientes infectados seria mas grave (Tonoyan et al., 2019).

Por ello en este estudio se evaltio un quimiostato simple de una etapa en diferentes tasas
de dilucién. La primera fue la tasa de dilucion baja de 0,042 ™1, en la que los
resultados muestran que las comunidades bacterianas presentaron no susceptibilidad
para la amoxicilina y la ceftriaxona con una razén de indice de susceptibilidad de 1,9 y
2,9 respectivamente, segun la escala de susceptibilidad a las 24 horas comparadas con el
control, como se puede observar en la Figura 2 indice de susceptibilidad de la comunidad

bacteriana del quimiostato a una tasa de dilucién de 0,042 h~!
yla

Tabla 5. Sin embargo, habria que comprobar la no susceptibilidad a la amoxicilina, ya
que esta puede haber tenido interferencia en la medicién de la densidad optica por su

composicion en jarabe, ddndole un aspecto grumoso blanquecino.
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Figura 2 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una tasa de dilucion de
0,042 h71
Elaborado por: (La autora, 2022).

Tabla 5§

Interpretacion de susceptibilidad a los antibidticos a una tasa de dilucion baja de
0,042 h~1

Antibioticos Indice de susceptibilidad Interpretacion
Amoxicilina 1,9+0,9 *
Gentamicina 0,4+0,1

Amikacina 0,4+0,2

Ceftriaxona 2,9+0,4 *
Ampicilina 0,5+0,1

Nota: susceptible <1 (); no susceptible >1 (*).
Elaborado por: (La autora, 2022).

La segunda tasa de dilucion fue de 0,4 h™l. En esta tasa se muestra que en la

ceftriaxona y en la ampicilina existe comunidades bacterianas no susceptibles a estos

16




antibioticos a las 24 horas comparadas con el control con 1,2 y 1,8 de indice de
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susceptibilidad, como se puede ver en la

Figura 3 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una tasa de

dilucién de 0,4 h~!

y la Tabla 6.
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Figura 3 indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una tasa de dilucién de
0,4 h~1
Elaborado por: (La autora, 2022).

Tabla 6

Interpretacion de susceptibilidad a los antibidticos a una tasa de dilucion de 0,4 h~1

Antibioticos Indice de susceptibilidad Interpretacion
Amoxicilina 0,7+0,2
Gentamicina 0,8+0,2
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Amikacina 0,9+0,2

Ceftriaxona 1,2+0,1 *

Ampicilina 1,8+0,2 *

Nota: susceptible <1 ( ); no susceptible >1 (*).
Elaborado por: (La autora, 2022).

En la Gltima tasa de dilucion de 0,6 h™! del quimiostato, se aislé comunidades
bacterianas que lograron adaptarse a un ingreso acelerado de nutrientes; las mismas a
las que luego se las expuso a los antibidticos anteriormente sefialados, para probar si
eran o no susceptibles. La importancia de esta tasa es evaluar si existen comunidades
bacterianas que puedan ademds de crecer rapidamente, ser patogénicas para la salud

humana por su resistencia.

Los resultados que se obtuvieron en esta tasa mostraron que la comunidad bacteriana
resultd posiblemente no susceptible a la amikacina con 1,2 de indice de susceptibilidad,

el cual puede variar por la desviacion estandar como se puede corroborar en la Figura 4

ndice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una tasa de dilucién de 0,6

h—l

y Tabla 7.

indice de susceptibilidad

Antibioticos

Figura 4 Indice de susceptibilidad de la comunidad bacteriana del quimiostato a una tasa de dilucion de
0,6 h~1
Elaborado por: (La autora, 2022).

Tabla 7

Interpretacion de susceptibilidad de los antibidticos a una tasa de diluciéon de 0,6 h~1
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Antibioticos Indice de susceptibilidad Interpretacion

Amoxicilina 0,5+0,4
Gentamicina 0,9+0,6
Amikacina 1,2+0,9 *
Ceftriaxona 0,8+0,9
Ampicilina 0,7£0,9

Nota: susceptible <1 ( ); no susceptible >1 (*).
Elaborado por: (La autora, 2022).

5.2 Identificacion molecular de las comunidades microbianas en el quimiostato
no susceptibles a antibiéticos

Para el andlisis molecular se tomd en cuenta Unicamente las muestras de la tasa de
dilucion de 0,6 h™1 por ser la tasa en la que las comunidades bacterianas crecieron a una
alta velocidad, lo que podria significar una rapida propagacion de los microorganismos
en los pacientes infectados. De esta tasa, las muestras seleccionadas fueron
denominadas, como se indica en la Tabla 8. Una de cllas es la comunidad bacteriana
con posible no susceptibilidad alta a la amikacina, seguida de la comunidad bacteriana

no suceptible a la gentamicina con un indice de susceptibilidad medio.

Tabla 8

Muestras seleccionadas para la identificacion molecular

Antibiodticos Nombre de la muestras
Gentamicina del Biorreactor 1 Muestra 1
Gentamicina del Biorreactor 2 Muestra 2

Amikacina del Biorreactor 1 Muestra 3
Amikacina del Biorreactor 2 Muestra 4

Elaborado por: (La autora, 2022).

5.3 Amplificacion de las regiones hipervariables (V3 — V4 y V4 -V5) de la
region 16S rRNA

Con los primers dirigidos a las regiones hierpvariables (V3-V4 y V4-V5), se logro

amplificar las muestras para la identificacion taxondmica. La primera amplificacion, se

dio para la obtenciéon de un gran numero de copias de las regiones hipervariables,

seguida de una segunda amplificacion con los mismos primers afiadidos colas para

permitir a posterior el reconocimiento por los coddigos de barras.

En la corrida de electroforesis, la region V3-V4 presentd un tamafio de 470 pb en las

dos amplificaciones (
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Anexo S5y

Anexo 7) y la region V4-V5 un tamafio de 450 pb (
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Anexo 6y

Anexo 8), como lo menciona el protocolo de Novogena (Advancing Genomics, n.d.) y

los trabajos de Mei et al., (2022) y Wang et al., (2020).

54 Secuenciacion metagendomica de las muestras

La secuenciacion por Nanoporos de las muestras de comunidades bacterianas dio un
total de 274.013 lecturas para las comunidades bacterianas expuestas a gentamicina, de
estas el 15% que corresponde a 41.032 fueron clasificadas y el 85% es decir 232.981 no
clasificadas con una precision media del 96%. En cambio para la amikacina se obtuvo
un total de 380.052 lecturas, con un 15% que pertenece a 57.123 de lecturas clasificadas

y el 85% restante 322.929 no clasificadas con una precision media del 97%.

Por medio de las lecturas clasificadas por el NCBI se identificaron los géneros

bacterianos presentes en cada muestra. En el caso de las comunidades bacterianas de la
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gentamicina se identificd 8 géneros de bacterias comunes a los de la amikacina, donde
la variacién que se tuvo es en la abundancia relativa de estos en las muestras, como se

puede ver en la Figura 5 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la

muestra con gentamicina.

para la muestra con crecimiento de la comunidad bacteriana expuesta a gentamicina y
en la Figura 6 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la muestra con

amikacina para la expuesta a amikacina.

W 52.87% Clostridium
18.73% Leuconostoc
11.62% Klebsiella
6.06% Raoutella

W 6.04% Enterobacter

M 1.96% Gluconacetobacter
1.83% Lactococcus
0.89% Bifidobacterium

Figura 5 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la muestra con gentamicina.
Elaborado por: (La autora, 2022).

W 43.88% Leuconostoc

W 16.90% Clostridium
14.04% Raoutella
11.47% Klebsiella

W 3.59% Enterobacter
3.26% Bifidobacterium
3.15% Lactococcus

MW 2.54% Gluconacetobacter
1.16% Stenotrophomonas

Figura 6 Abundancia relativa de los géneros bacterianos presentes en la muestra con amikacina
Elaborado por: (La autora, 2022).

6. Discusion
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La resistencia a antibidticos es un problema global, por lo que para la administracion de
terapias antimicrobianas en los pacientes, se debe tomar el perfil de susceptibilidad, para
optimizar y reducir la terapia. El uso adecuado de antibidticos es importante en el
manejo de la resistencia, ya que menor serd el riesgo de erosion del beneficio de un
farmaco. Igualmente, hay que afiadir que para descubrir nuevos antibidticos seguros se
requiere una inmensa cantidad de tiempo y recursos, por lo que las pruebas de
laboratorio deben apoyar una mejor gestion y preservacion de los medicamentos

((Burnham et al., 2017); (Gelbicova et al., 2022)).

En base a los métodos actuales de busqueda de bacterias con resistencia, se ha visto que
tienen varias desventajas; la primera es que requiere de un numero grande de
organismos viables, por lo implica tiempo, la segunda no puede aproximarse a la
compleja ecologia de la infeccion (interaccion con otros microorganismos y
biodisponibilidad en el tejido) y la tercera que solo se trabaja con microorganismos

puros y no con comunidades bacterianas (Tonoyan ef al., 2019).

Por lo que con esta investigacion se implementard un nuevo método que permite aislar
comunidades microbianas no susceptibles a antibioticos. Este método se establece en la
utilizacion de un quimiostato, donde la poblacién bacteriana se puede mantener en
estado de crecimiento estacionario y permite alcanzar altas densidades de células en un
corto periodo de tiempo. Estas ventajas se dan por el suministro de flujo de medio
constante y la eliminacion continua de caldo de cultivo con las células muertas (Risager,

Petersen, et al., (2020); Risager, Wulff, et al., (2020).

En el estudio se utilizaron diferentes tasas de dilucion, dentro de las cuales se dotaron de
un ambiente adecuado para el surgimiento de microrganismos que se adapten a las
condiciones ejercidas en los quimiostatos. Es decir, que al probar las tres tasas de
dilucién se dio lugar a una presion selectiva continua que impulsa a la adaptacion de las
células con ventajas de crecimiento en cada tasa y la eliminacion de aquellas que no son

capaces de adaptarse (Risager, Petersen, et al., 2020).

La presion selectiva en el quimiostato también implica una variacion en el indice de
susceptibilidad para cada antibidtico, porque habran células que no se adaptaron a una
tasa de crecimiento y no eran susceptibles a algiin antibidtico y otras en cambio a las
que el estrés ejercido sobre ellas provoque el surgimiento de no susceptibilidad al
antibiotico.
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Con lo senalado, se puede deducir que con esta nueva tecnologia las células se adaptan
al entorno, como lo harian en el organismo de los individuos, originando cambios a
nivel de ARN, proteinas por transferencia de genes entre microorganismos y cambios a
nivel morfolégico. Lo que indica que las bacterias en el organismo del ser humano
generan respuestas al estrés celular, como son mutaciones en las proteinas implicadas en
las funciones fisioldgicas, en el choque térmico, el estrés oxidativo y también cambios

en la resistencia (Risager, Petersen, ef al., 2020).

En este trabajo de investigacion la tasa de dilucién de 0,6 h™1, fue una de las tasas con
relevancia en la salud humana, ya que indica que las bacterias son capaces de crecer a
altas velocidades en poco tiempo, por lo que resultarian un mayor riesgo para los
pacientes de contraer estas infecciones y mds aun por estar presentes en los alimentos

(Tonoyan et al., 2019).

Los resultados mostraron que los mas altos indices de susceptibilidad de las
comunidades bacterianas expuestas a agentes antimicrobianos en las tres tasas de
dilucion, se obtuvieron con la amoxicilina, la ampicilina, la gentamicina, la ceftriaxona
y la amikacina. Estos antibidticos fueron seleccionados por ser los mas empleados en
casos clinicos de infecciones bacterianas, por lo que la presencia de no susceptibilidad
hace un llamado a tener una vigilancia mas rigurosa en la comercializacion de alimentos

en los mercados y un mejor cuidado en la administracion de estos.

La ceftriaxona, uno de los antibidticos estudiados, pertenece a la familia de las
cefalosporinas de tercera generacion y se selecciond porque es utilizado para tratar una
amplia gama de infecciones gram negativas y gram positivas. La Organizacion Mundial
de la Salud, la cataloga de importancia critica para la salud humana, por lo que debe
monitorearse constantemente su resistencia, ya que puede transferirse los genes que
codifican ESBL entre las diferentes poblaciones bacterianas. Las ESBL, tienen como
funcion hidrolizar las cefalosporina y se propagan entre varios géneros clinicos como
son Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter (Rao et

al., 2021).

La gentamicina y la amikacina en cambio se han eligi6 por ser los antibidticos mas
utilizados para tratar infecciones bacterianas graves gram negativas y algunas gram
positivas, pertenecen a la clase de los aminoglucésidos. El mecanismo de accidon de

estos antibioticos es a través de la interaccion con el ARN ribosomal 16S de la
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subunidad 30S, por lo que inhiben la sintesis de las proteinas bacterianas, es decir
interrumpen la sintesis de la pared celular bacteriana produciendo asi la muerte celular

(Santos et al., 2021).

La resistencia a estos antibidticos estd dada por mecanismos que implican la
inactivacion del antibidtico por modificaciones enzimaticas, sistemas de bombas de
expulsion y cambios en la pared celular bacteriana (Santos et al., 2021). En
investigaciones se ha encontrado bacterias gram negativas que codifican enzimas
aminoglucosidos modificados (acetiltransferasas, fosfotransferasas y
nucleotidotransferasas) adquiridas a través de la integracion, la transposicion y la
conjugacion, las que permiten el surgimiento de la resistencia (Yang et al., 2022). En
estos estudios se muestra que existe una resistencia del 51,8% para Escherichia coli y
76% para Klebsiella pneumoniae para la gentamicina y la amikacina (Obakiro et al.,

2021).

La amoxicilina un betalactdmico, con presentacion comercial en pastillas y jarabes
empleado para infecciones por gram negativas, como por gram positivas en nifios y
adultos ha presentado ya en trabajos de investigacion una disminucién de su efectividad
por la presencia de mutaciones que no permiten la union del farmaco a las proteinas de
union en las bacterias. Una de las mutaciones mas reconocidas es en el gen PBP 1A

(Huttner et al., 2020).

Por otro lado la ampicilina, un antibidtico betalactamico de amplio espectro, es utilizada
en la agricultura, la medicina veterinaria, medicina humana y en la industria alimentaria
(M. Yin et al., 2022). Por lo tanto el abuso de este antibiotico ha provocado la presencia
de problemas de resistencia, como lo reporta el estudio de Q. Wang et al., (2021), donde
se manifiesta la existencia de bacterias patdgenas oportunistas con genes de resistencia a

betalactamicos.

Con lo mencionado sobre cada antibiotico se verifica que la comunidad bacteriana
resultd no susceptible para los antibidticos que ya han venido siendo causantes de
problemas de infecciones bacterianas graves por su perfil de resistencia. Ademas, se
observa que en las tres tasas de dilucion puede haber una posible multiresistencia a
antibidticos, ya que no sélo se ve no susceptibilidad a uno solo sino a mas antibidticos.

Esta incidencia se puede corroborar con el estudio de Arana et al., (2017) en donde se
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ve bacterias que presentan resistencia a varios antibioticos como a los betalactamicos y

a los aminoglucosidos.

Lo mas alarmante es que en la tasa de 0,6 h™1, los antibidticos mas preocupantes son los
pertenecientes a los aminoglucésidos. Estos antibidticos aminoglucésidos son de amplio
espectro y tienen propiedades quimicas y farmacocinéticas favorables, por lo que han
sido bastante utilizados como una opcidn valiosa e inevitable frente a otros antibioticos
que presentan resistencia (Maxwell ef al., 2021). Al presentar estos antibidticos una
posible resistencia se vuelven un problema mundial para tratar infecciones graves que
son causantes de altas mortalidades en la poblacién y mas aun porque las comunidades
bacterianas no susceptibles a estos farmacos se encuentran en los alimentos de los

mercados que consumen diariamente las personas.

Con la identificacion molecular de los géneros bacterianos que integran las
comunidades bacterianas anaerobias no susceptibles a antibidticos de la tasa de dilucion
de 0,6 h™! se pudo corroborar si estas comunidades bacterianas aisladas con el

quimiostato son patdgenas y si tienen antecedentes de resistencia.

Uno de ellos y el primero en la gentamicina fue el Clostridium. En este género se
incluyen bacterias anaerobias, gram positivas, formadoras de esporas pertenecientes al
filo Firmicutes, prosperan en entornos de suelo y en el intestino humano y animal.
Algunos son patogenos asociados con enfermedades humanas y animales, como son el
tétanos, el botulismo, la gangrena gaseosa y la colitis pseudomenbranosa (Pahalagedara
et al., 2020). Dos especies de este grupo son transmitidos por alimentos como son el
Clostridium botulinum y el Clostridium perfringens. Esto concuerda con este estudio, ya

que las muestras son provenientes de alimentos y comidas elaboradas de los mercados.

Asimismo, existen estudios que evidencian la resistencia de especies del género
Clostridium a los aminoglucosidos, como es el de Hu et al., (2018), el cual habla de un
porcentaje de resistencia del 10% para gentamicina y el 7% para amikacina, por parte
del Clostridium perfringens y Park et al., (2015), en cambio indica un 100% de

resistencia para gentamicina en el mismo patdgeno.

El segundo género en la gentamicina y primero en la amikacina es el Leuconostoc. Este
género corresponde al grupo de bacterias del acido lactico, son cocobacilos gram

positivos y anaerobios facultativos lo que comprueba que este género pudo provenir de
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la leche o del queso y crecer en abundancia. Generalmente no son patdégenos para los
seres humanos, pero se ha encontrado ciertas especies causantes de infecciones, en las

que la resistencia es variable para los aminoglucosidos (Zikmanis et al., 2020).

El género Klebsiella, es el tercero en la gentamicina y el cuarto en la amikacina. Forma
parte de la familia Enterobacteriaceae, son gram negativas inmoviles y anarobias
facultativas por lo que cumplen con las condiciones de aislamiento del quimiostato

(Profeta et al., 2021).

La inquietud de la presencia de este género Klebsiella en las muestras de los alimentos,
radica en que se consideran patégenos oportunistas que se encuentran en la boca, la piel
y los intestinos, y pueden diseminarse a otros tejidos para causar infecciones
potencialmente mortales por su resistencia a antimicrobianos, como se puede ver en el
estudio de Soares de Moraes ef al., (2022), donde se identifico una resistencia del
51,4% para gentamicina y para amikacina 26,2% y en Balasubramanian et al., (2021),
se tiene una alta resistencia a gentamicina de 98,6% y 71,2% a amikacina por parte de

Klebsiella pneumonae.

Otro género cuarto en abundancia en la gentamicina y tercero en la amikacina es el
Raoultella de la familia Enterobacteriaceae, es un género nuevo, ya que antes se lo
consideraba dentro del género Klebsiella (Massé et al., 2020). Se cataloga por ser gram
negativo, aerobio y anaerobio facultativo, se localiza en diversas fuentes, como
humanos, animales, agua, plantas, suelos, ambientes abidticos y alimentos, lo que
confirma la presencia de este género en las muestras secuenciadas (Yabo Liu et al.,
2020). Es reconocido como un patégeno humano oportunista no muy comun sensible a
la mayoria de antibioticos a excepcion de la penicilina (Yabo Liu et al., 2020), pero para
Yu et al, (2020), estos son multiresistentes a P-lactdmicos, aminoglucdsidos,

sulfalinamida y cloranfenicol.

El quinto género es el Enterobacter. Este género es gram negativo, anaerobio
facultativo. Reconocido como un importante patégeno oportunista en infecciones
nosocomiales (Bonnin et al., 2021). El crecimiento de este género a pesar de los
antibidticos confirma lo mencionado por Bonnin et al., (2021), que tiene resistencia
intrinseca a varios antimicrobianos y ademds adquiere elementos genéticos moéviles que

confieren virulencia y resistencia.
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Con menor crecimiento se encuentra el género Gluconacetobacter, Este es gram
negativo estrictamente aerobio y de acido acético, por lo que su presencia en las
muestras, podria deberse a una transferencia cruzada con los microorganismos del
entorno de los demds quimiostatos. Son endoéfitos de gran potencial agrondmico, ya que
son promotoras de crecimiento de plantas y tienen efectos beneficiosos para la salud
humana, por ende no son patogénicos y no se puede hablar de resistencia a los

antibioticos (Dos-Santos et al., (2021); S. S. Kim et al., (2017); (Ying Liu et al., 2020).

Con una abundancia mucho menor se halld el género Lactococcus, séptimo en la
gentamicina y en la amikacina. Pertenece también a las bacterias de 4cido lactico, son
gram positivos, anaerobios facultativos (Yerlikaya, 2019). Estas caracteristicas ratifican
la presencia de este género en las muestras. No obstante, segun Nunziata et al., (2022),
las bacterias acido lacticas son riesgosas por la resistencia a los antimicrobianos, pueden
actuar como reservorios de genes de resistencia a antibidticos, adquiriéndolos o

transfiriéndolos a otros microorganismos.

Por otro lado, también se ha encontrado el género Bifidobacterium, que a su vez
también son acido lacticas, se definen por bacterias gram positivas, estrictamente
anaerobias, pertenece al filo Actinobacteria y se encuentra de forma habitual en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos, animales e insectos, se los utiliza como

probioticos en alimentos como el yogurt y el queso (Nunziata et al., 2022).

Este género en el estudio se presenta en menor abundancia, lo que indica que tiene un
bajo crecimiento en presencia de la gentamicina y la amikacina, de esta forma también
mostrando una baja resistencia a los antibioticos, esto se confirma con Georgieva et al.,
(2015) y Xu et al., (2018), donde mencionan que algunos autores reportan

susceptibilidad a los aminoglucdsidos, mas no resistencia.

El altimo género, que solo se encuentra en la amikacina es el Stenotrophomonas. Son
gram negativas, aerobias, tienen un papel ecoldgico al igual que el Gluconacetobacter
de promover el crecimiento de las plantas. Sin embargo, se ha encontrado que también
son responsables de infecciones respiratorias en los humanos e infecciones intestinales

con resistencia a los aminoglucésidos (Zhang et al., 2020).

En concreto, varias investigaciones mencionan que las bacterias con crecimiento en los

antibidticos de la clase aminoglucosidos (gentamicina y amikacina), pueden presentar
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resistencia mediadas por enzimas modificantes de aminoglucosidos (EMAs), o por
alteracion del sitio de unién al ribosoma y por disminucion de la permeabilidad celular
(Sharifzadeh Peyvasti et al., 2020). Por lo que las bacterias secuenciadas podrian tener
cualquiera de estas caracteristicas y podrian incluso transferir genes de resistencia a las
bacterias con las que interactuaron en la comunidad microbiana y asi mismo lo harian

en el organismo de los seres humanos, dificultando el tratamiento clinico.

7. Conclusiones
El quimiostato simple de una etapa seguido del sistema de deteccion de
susceptibilidad a antibidticos muestra ser eficaz para detectar comunidades
bacterianas anaerobias no susceptibles a antibidticos, ya que en este estudio se logro
detectar varias comunidades bacterianas anaerobias con antecedentes de resistencia a
antibioticos.
Los antibidticos con comunidades bacterianas no susceptibles segun la escala del
indice de susceptibilidad proveniente de las muestras de alimentos en las tres tasas de
dilucion fueron los aminoglucdsidos (gentamicina y amikacina), la ceftriaxona una
cefalosporina, la amoxicilina (betalactamico) y la ampicilina (betalactamico).
El andlisis metagendmico por MinlON de las muestras con un alto indice de
susceptibilidad a antibidticos mostré que algunos géneros de bacterias son propios de
los alimentos funcionando como probidticos y otros géneros si son considerados
como posibles patégenos en los seres vivos, por lo que esta situacion intranquiliza,
ya que los alimentos de los mercados podrian ser causantes de la diseminacion de
infecciones con riesgo de resistencia a los aminoglucosidos.
Ademas, algo importante de recalcar es que en trabajos de investigacion se considera
que bacterias con funcidon probidtica también presentan resistencia a los
antimicrobianos, por lo que podrian actuar como reservorios de genes de resistencia

o transferirlos a otras bacterias.

8. Recomendaciones

Es necesario realizar un analisis mas profundo de las especies bacterianas que se
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encuentran en las muestras secuenciadas, para tener certeza de su patogenicidad y su
resistencia porque muchos de los géneros mostrados en el estudio pueden como no
pueden ser patdgenos.

Se sugiere realizar mas investigaciones para conocer los genes de resistencia
presentes en las comunidades bacterianas aisladas de las muestras no susceptibles a
antibidticos.

Se recomienda identificar las comunidades bacterianas presentes en la muestra
control para poder comparar con las comunidades bacterianas no susceptibles a
antibioticos detectadas con esta nueva tecnologia.

Es preciso motivar al gobierno para que se realice monitoreos continuos en los
mercados del Ecuador para garantizar una mejor inocuidad alimentaria y disminuir la

difusion de bacterias resistentes.
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ANEXOS

Anexo 1 Ejemplo de calculo de las dosis de antibiotico utilizado en el estudio

40



Gentamicina Dosis del Dosis para el estudio
Vademecum
1 Vial - 280 3mg/ke/24 horas 280 mg 50 ml 1 kg=1000 ml
mg en 50 ml 3 mg X tubo = 6 ml = 0,006
x: 0,536 ml 0,536 * 0,006 = 0,003 ml = 3,21 uL
3 mg=3000 ug

Dosis = 3000 ug/ 6 ml = 500 ug/ml |

Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 2 Kit de extraccion de ADN
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Column-Pure Bacterial Genomic
DNA Isolation Kit
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Anexo 3 Kit de cuantificacion del ADN
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Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 4 Secuenciador MinlION
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Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 5 Amplificacion de la region hipervariable V3-V4
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Nota: De izquierda a derecha se puede observar el ladder (marcador de peso molecular), Muestra 1,
Muestra 2, Muestra 3, Muestra 4, control negativo y control positivo. Las muestras presentan bandas

alrededor de las 470 pb.
Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 6 Amplificacion de la region hipervariable V4-V5
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Nota: De izquierda a derecha se puede observar el ladder (marcador de peso molecular), Muestra 1,
Muestra 2, Muestra 3, Muestra 4, control negativo y control positivo. Las muestras presentan bandas

alrededor de las 450 pb.
Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 7 Amplificacion de la region hipervariable V3-V4 de las muestras con cola
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Nota: De izquierda a derecha se puede observar el ladder (marcador de peso molecular), Muestra 1,
Muestra 2, Muestra 3, Muestra 4, control positivo y control negativo. Las muestras presentan bandas
alrededor de las 470 pb.

Elaborado por: (La autora, 2022).

Anexo 8 Amplicacion de la region hipervariable V4-V5 de las muestras con cola
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Nota: De izquierda a derecha se puede observar el ladder (marcador de peso molecular), Muestra 1,
Muestra 2, Muestra 3, Muestra 4, control positivo y control negativo. Las muestras presentan bandas
alrededor de las 450 pb.

Elaborado por: (La autora, 2022).
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