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RESUMEN 

La resistencia a los antimicrobianos es una creciente preocupación global debido a su 

capacidad para propagar enfermedades infecciosas de manera rápida y causar altas tasas de 

mortalidad. Sin embargo, los métodos actuales para estudiar bacterias resistentes tienen 

limitaciones, ya que se centran en el análisis de cepas individuales en lugar de abordar 

comunidades bacterianas. Además, no pueden identificar bacterias resistentes que crezcan a 

altas velocidades, lo que podría representar un riesgo para la salud si se vuelven patógenas. 

Para abordar estas limitaciones, se ha evaluado un nuevo enfoque tecnológico en este estudio. 

El objetivo de la investigación fue determinar la eficacia de este enfoque tecnológico que 

combina un quimiostato de una sola etapa y pruebas de susceptibilidad y resistencia a 

antibióticos para identificar comunidades bacterianas anaerobias resistentes a múltiples 

antibióticos con altas tasas de crecimiento, presentes en alimentos de los mercados del DMQ. 

El estudio se dividió en dos etapas. En la primera etapa, se aislaron comunidades bacterianas 

anaerobias resistentes a antibióticos utilizando el nuevo sistema tecnológico. Los resultados 

indicaron que se detectó resistencia a la mayoría de los antibióticos evaluados en diversas tasas 

de dilución. En la segunda etapa, se realizó una secuenciación masiva para identificar bacterias 

anaerobias resistentes a amikacina, revelando la identificación de 36 géneros bacterianos 

resistentes en las regiones V3-V4 y V4-V5. Los géneros más abundantes incluyeron 

Clostridium, Gluconacetobacter, Leuconostoc, Paenibacillus, Acetobacter, Bifidobacterium y 

Chryseobacterium. En conclusión, el enfoque tecnológico empleado demostró ser eficiente 

para identificar comunidades bacterianas anaerobias resistentes a antibióticos con altas tasas 

de crecimiento. Esta metodología innovadora combina el uso de un quimiostato de una sola 

etapa con pruebas de susceptibilidad a antibióticos y se presenta como una herramienta valiosa 

para detectar la resistencia bacteriana en el contexto alimentario. 

Palabras Clave: bacterias, quimiostato, antibióticos, resistencia, secuenciación  
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ABSTRACT  

Antimicrobial resistance is a growing global concern due to its ability to spread 

infectious diseases rapidly and cause high mortality rates. However, current methods for 

studying resistant bacteria have limitations as they focus on the analysis of individual strains 

rather than addressing bacterial communities. Additionally, they cannot identify resistant 

bacteria that grow at high speeds, which could pose a health risk if they become pathogenic. 

To address these limitations, a new technological approach has been evaluated in this study. 

The objective of the research was to determine the effectiveness of this technological approach 

that combines a single stage chemostat and antibiotic susceptibility and resistance tests to 

identify anaerobic bacterial communities resistant to multiple antibiotics with high growth 

rates, present in foods from the markets of the DMQ. The study was divided into two stages. 

In the first stage, antibiotic-resistant anaerobic bacterial communities were isolated using the 

new technological system. The results indicated that resistance was detected to most of the 

antibiotics tested at various dilution rates. In the second stage, massive sequencing was 

performed to identify anaerobic bacteria resistant to amikacin, revealing the identification of 

36 resistant bacterial genera in the V3-V4 and V4-V5 regions. The most abundant genera 

included Clostridium, Gluconacetobacter, Leuconostoc, Paenibacillus, Acetobacter, 

Bifidobacterium, and Chryseobacterium. In conclusion, the technological approach used 

proved to be efficient in identifying antibiotic-resistant anaerobic bacterial communities with 

high growth rates. This innovative methodology combines the use of a single stage chemostat 

with antibiotic susceptibility testing and is presented as a valuable tool to detect bacterial 

resistance in the food context. 

Keywords: bacteria, chemostat, antibiotics, resistance, sequencing 
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1. INTRODUCCIÓN 

La resistencia a antibióticos (AMR) comprende la capacidad de los microorganismos 

de resistir los efectos de los antimicrobianos (Calderón & Aguilar, 2016). El uso inadecuado 

de antibióticos y su distribución sin control representan una amenaza global, agravada por la 

falta de investigación en resistencia microbiana, especialmente en países en desarrollo (Barletta 

et al., 2018). La cadena alimentaria es una vía común de transmisión de microorganismos que 

causan enfermedades infecciosas y millones de muertes anuales (Ruiz-Roldán et al., 2018). 

La resistencia a antibióticos plantea un riesgo para la salud pública al dificultar el 

tratamiento de enfermedades infecciosas comunes debido a la rápida propagación de 

microorganismos resistentes (OMS, 2020). Se ha observado un aumento en las muertes anuales 

relacionadas con enfermedades infecciosas causadas por bacterias resistentes a antibióticos, 

con cifras proyectadas para 20250 que son alarmantes (Jim O'Neill, 2016). Para abordar esto, 

se necesita una supervisión constante y nuevos tratamientos para prevenir una gran cantidad de 

muertes en el futuro (Ramon-Pardo et al., 2018).    

Los genes de resistencia a antibióticos se encuentran en diversas fuentes, incluyendo el 

agua, la ganadería, la agricultura y los alimentos (Kümmerer, 2011). La resistencia a 

antibióticos en la cadena alimentaria es especialmente preocupante debido a su relación con la 

exposición humana, lo que ha llevado a un mayor control de la calidad de los alimentos en 

mercados y lugares de comida (Zekar et al., 2017). 

La resistencia bacteriana en entornos hospitalarios limita las opciones de tratamiento y 

prolonga la agonía de los pacientes, aumentando los costos y las tasas de mortalidad (Serra-

Valdés et al., 2017). Los microorganismos resistentes han evolucionado, utilizando estrategias 

como cambios enzimáticos, alteraciones genéticas y otros mecanismos para eludir los efectos 

de los antibióticos (Ross et al., 2020). 
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La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida, y puede transferirse entre 

diferentes especies bacterianas, incluso de alimentos a seres humanos (Godziszewska et al., 

2018). Diversas organizaciones, como la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) 

y la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antibióticos (ReLAVRA), han 

categorizado y priorizado antibióticos para abordar el problema (OMS, 2018), (Jiménez-

Pearson et al., 2019). Países como Uruguay, Brasil, Colombia y Argentina han identificado 

bacterias patógenas multirresistentes en alimentos, lo que destaca la importancia de la 

vigilancia (Jiménez-Peatson et al., 2019); (MSP, 2018).  

Se emplean dos métodos convencionales para estudiar bacterias resistentes. El primero 

es microbiológico, incluyendo pruebas de susceptibilidad de difusión en disco, recuento en 

placa y microdilución en caldo (Ramirez-Hernandez et al., 2019). El segundo método es 

molecular, identificando bacterias resistentes y buscando genes como (arma, rmtB, VIM, 

NDM) (Ahmed, 2019); (Gopalakrishnan et al., 2018). Las pruebas de difusión en disco se hacen 

en medio agar Mueller-Hinton con colonias de 0.5 McFarland (Amare et al., 2019); (Huynh et 

al., 2020). También se utilizan alícuotas para recuento en placa con agar sólido y microdilución 

en placas de 96 pocillos (Ramirez-Hernandez et al., 2019). Para identificación y verificación 

de genes de resistencia se emplea la amplificación de la región 16S RNAr (Ahmed, 2019). Sin 

embargo, los métodos tradicionales actuales no permiten identificar resistencia a antibióticos 

en comunidades bacterianas y tampoco determinan si su crecimiento es rápido o lento 

(Gopalakrishnan et al., 2018).  

Debido a que las pruebas actuales de aislamiento y detección de microorganismos 

resistentes no permiten identificar bacterias con altas tasas específicas de crecimiento y 

tampoco detectar resistencia de comunidades bacterianas a algunos antibióticos, en este estudio 

se buscó evaluar un quimiostato de una etapa seguido de un sistema de detección de bacterias 
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anaerobias susceptibles a antibióticos. Todo lo anteriormente mencionado se hizo con el fin de 

resolver todas las limitaciones que presentan los métodos convencionales actuales. 

Es importante notar que las bacterias patógenas resistentes a antibióticos y que 

presentan altas velocidades específicas de crecimiento pueden causar enfermedades graves, 

esto sucede porque al tener velocidades específicas de crecimiento altas se pueden propagar 

más rápidamente en el huésped, lo que hace que tengan mayor probabilidad de afectar al 

paciente en menor tiempo (Burnham et al., 2017); (Caycedo Lozano et al., 2021). 

2.  HIPÓTESIS 

Es posible detectar comunidades bacterianas anaerobias con resistencia a antibióticos y 

que presenten altas velocidades específicas de crecimiento a partir de matrices vegetales 

utilizando un nuevo sistema tecnológico basado en un quimiostato simple de una etapa seguido 

de un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos y secuenciación masiva de nueva 

generación. 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

Determinar si un sistema tecnológico basado en un quimiostato simple de una etapa 

seguido de un sistema de detección de resistencia bacteriana a antibióticos, permite detectar 

comunidades bacterianas anaerobias multirresistentes y que presentan altas velocidades 

específicas de crecimiento en alimentos expendidos en mercados del DMQ. 
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3.2 Objetivos Específicos 

-Implementar un quimiostato simple de una etapa para el crecimiento de comunidades 

bacterianas anaerobias presentes en alimentos recolectados de mercados del DMQ seguido de 

una etapa de pruebas de sensibilidad a antibióticos basadas en la lectura de densidad óptica. 

 

-Identificar los géneros bacterianos anaerobios que provengan del quimiostato y que 

presenten resistencia bacteriana, a través de secuenciación masiva de nueva generación.  

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Montaje y puesta en marcha del sistema tecnológico.  

4.1.1 Recolección de muestras de matrices vegetales. 

Las muestras fueron tomadas de los mercados del Norte-Centro-Sur del Distrito 

Metropolitano de Quito, por la mala manipulación de los productos y el consumo frecuente de 

alimentos en los patios de comidas. 

4.1.2 Muestras tomadas en los puntos de muestreo 

Las muestras recolectadas para este estudio fueron: frutas y verduras (papaya, espinaca, 

mandarina, mora, frutilla, cilantro, guayaba, chochos, entre otras). 

4.1.3 Preparación del medio de cultivo.  

La preparación del medio de cultivo para los microrganismos se realizó siguiendo las 

recomendaciones de Acevedo et al. (2002); para calcular los nutrientes que se necesitaba en el 

medio se utilizó la siguiente ecuación (1). 
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𝑆𝑂 = 𝑆𝐹 +
𝑋𝐹 − 𝑋𝑂

𝑌𝑥
𝑠

     (1) 

Donde:  

SO: Concentración inicial del nutriente. 

SF: Concentración final del nutriente. 

XF: Concentración final de los microorganismos  

XO: concentración inicial de los microrganismos en el cultivo. 

Yx/s: Rendimiento del sustrato en la biomasa 

Los reactivos para la preparación del medio de cultivo se indican en la tabla 1. 

Tabla 1. Cálculos para la elaboración del medio de cultivo. 

Medio de Cultivo  

Fuente de Carbono 

Reactivos  Concentración  

Sacarosa  32,13 g/L 

Buffer fosfato   

K2HPO4 0,1 g/L 

KH2PO4 0,9 g/L 

Fuente de Nitrógeno 

Extracto de quinoa 0,42 g/L 

pH 7-7.5 

Agua destilada 1000 mL 
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Para la preparación del extracto de quinua se pesó 21,25 g de quinua en grano, 

posteriormente se hirvió la quinua en 30 ml de agua y finalmente se licuó y tamizó (Acevedo 

et al., 2002)  

4.1.4 Enriquecimiento de microorganismos presentes en matrices vegetales. 

Periodo de aclimatación. 

Las frutas y verduras recolectadas fueron llevadas al laboratorio de Microbiología de la 

Facultad de Ingenierías (FICA), en donde se las aplastó en el mortero hasta extraer el líquido 

de las frutas y la clorofila de los vegetales. El líquido extradido se lo colocó en un matraz de 

100 mL juntamente con el medio de cultivo que se indica en la tabla 1 con el fin de obtener el 

desarrollo de las comunidades bacterianas presentes en las frutas y verduras. Los parámetros 

utilizados para este proceso fueron: incubación a 30 °C por 72 horas, sin agitación. Se conectó 

una manguera en la tapa del Erlenmeyer que conectaba con un matraz que contenía una 

solución saturada de sulfato de cobre con el fin de neutralizar los bioaerosoles y la salida de 

los gases de fermentación. 

4.1.5 Montaje del sistema tecnológico.  

El quimiostato fue construido con un matraz de 500 mL que tenía una oliva en un 

costado, en donde se colocó una manguera de 10 mm de ancho para los desechos del medio de 

cultivo que caían en un vaso de precipitación de 1000 mL. Cada matraz tenía una tapa que 

poseía dos olivas, una de ellas para la salida que conectaba con una manguera de pecera a un 

matraz que se encontraba con una solución saturada de sulfato de cobre con el fin de permitir 

la salida de los gases causados por el ensayo y la otra para la alimentación continua de las 

comunidades bacterianas dentro del reactor a partir de un galón de 6 Litros, Como se puede 

observar en la Imagen 1. 
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Imagen 1: Montaje y operación del nuevo sistema tecnológico compuesto por un quimiostato simple de una 

etapa con un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos y análisis molecular.1.- Salida de los 

desechos (caldo de cultivo más bacterias muertas que no se adaptan a la tasa de dilución), 2.- Salida de los 

gases, 3.- Alimentación (ingreso del medio de cultivo al quimiostato) 4.- Sistema de detección de susceptibilidad 

a antimicrobianos y 5.- Identificación molecular de las comunidades bacterianas. 

4.1.6 Operación del sistema tecnológico. 

La alimentación del medio de cultivo del matraz se hacía por medio de una botella de 

alimentación que se conectaba a una manguera de venoclisis con dos válvulas, las cuales se 

encargaban de regular el flujo en el biorreactor (quimiostato). El medio de cultivo que 

ingresaba en la botella de alimentación poseía un pH que variaba de 7.00 a 7.4, al ingresar al 

reactor el pH cambiaba de 6.5 a 5, al estar conectado a una manguera de pecera de 10 mm de 

ancho hacia el vaso de residuos, la cual estaba colocada en forma de U con la punta de la 

manguera a la altura de los 500 mL del matraz con el fin de desechar los residuos y que el 

reactor se mantenga en los 500 mL. También se encontraba conectado un matraz de sulfato de 

cobre (CuSO4) de 200 mL para sacar los gases que se formaban. La temperatura dentro del 

sistema se mantuvo constante a 30 °C al igual que los 110 rpm. Es importante mencionar que 
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operaron dos quimiostatos en paralelo, los mismos que fueron dos replicas independientes. Los 

quimiostatos se operaron a 3 tasas de dilución, éstas se indican en la tabla 2.  

Tabla 2. Tasas de dilución utilizadas en el quimiostato 

 

     

   

 

    

Para calcular el flujo de entrada del medio de cultivo se utilizó la siguiente ecuación 

(2): 

𝐹𝑙𝑢𝑗𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (𝑙 ∗ ℎ − 1 ) = (𝐷) 𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛(ℎ − 1) ∗ (𝑉) 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑞𝑢𝑖𝑚𝑖𝑜𝑠𝑡𝑎𝑡𝑜 (2) 

En cada tasa de dilución se esperó al menos 3 tiempos de residencia (T) para que el 

crecimiento bacteriano del cultivo de los quimiostato llegue a estado estacionario El cálculo 

del tiempo de residencia se realizó mediante la siguiente ecuación (3). 

(𝑇) 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (ℎ) =  
(𝑉) 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑙í𝑞𝑢𝑖𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑞𝑢𝑖𝑚𝑖𝑜𝑠𝑡𝑎𝑡𝑜 (𝑙)

(𝐹)𝐹𝑙𝑢𝑗𝑜 𝑑𝑒 𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (𝑙∗ℎ−1)
 (3) 

Se realizó un estudio en tubos de ensayo para identificar bacterias resistentes a 

antibióticos, y se inóculo el medio con muestras extraídas de los quimiostatos a diversas tasas 

de dilución y diferentes dosis de cada antibiótico durante 24 horas. Las diluciones usadas de 

cada antibiótico se detallan en la tabla 3    

 

Tasas de dilución utilizadas en el 

quimiostato  

Tasa de dilución 

Tasa mínima (0.075ℎ−1)  

Tasa media (0.4 ℎ−1) 

Tasa máxima (0.6 ℎ−1 ) 
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 Tabla 3. Dosis usadas de antibiótico, medio de cultivo e inóculo en la prueba de tubos de ensayo para la detección 

de comunidades bacterianas no susceptibles a antibióticos. 

 

 

Una vez calculadas las concentraciones necesarias en cada tubo se obtuvo un volumen 

máximo de 6 mL para cada una de las muestras que se realizaron por triplicado de cada 

quimiostato. Se midió la densidad óptica inicial a la hora cero y cada 24 horas por tres días. 

Cada muestra se dejó incubando por 24 horas a una temperatura de 30°C (Tonoyan et al., 

2019a). La preparación del tubo control fue distinta ya que en vez de colocar antibiótico en él 

se colocó agua. Es importante tener en cuenta que los antibióticos utilizados en este estudio 

fueron de uso inyectable. Esta recomendación fue tomada por el Ministerio de Salud Pública 

del Ecuador (MSP, 2018) y Vademécum (Rodríguez, 2013).  

Dosis de antibióticos, bacterias y medio de cultivo. 

Nombre del 

antibiótico 

Volumen 

del 

antibiótico 

Volume

n de 

bacteria

s 

Volumen 

de medio 

Familia al que el 

antibiótico 

pertenece 

Amoxicilina (AMX) 2.25 uL 600  uL 5390  uL Betalactámico 

Gentamicina (GEN) 3.21 uL 600  uL 5390  uL Aminoglucósido 

Amikacina (AMK) 9 uL 600  uL 5391  uL Aminoglucósido 

Ceftriaxona (CRO) 6  uL 600  uL 5394  uL Cefalosporina 

Ampicilina (AMP) 7.5  uL 600  uL 5392  uL Betalactámico 

Control - 5400  uL 600  uL - 
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4.2 Análisis de resultados.  

4.2.1 Cálculo del delta DO y del Índice de susceptibilidad. 

Con la densidad óptica se calculó la razón (OD) utilizando la ecuación (4) con el fin de 

establecer si existe algún cambio en el crecimiento bacteriano antes y después de la incubación 

de la muestra tomada, a continuación, se realizó una segunda razón que se usó para interpretar 

los resultados y conocer si existe comunidades bacterianas con susceptibilidad o sin 

susceptibilidad al antibiótico en el quimiostato en base al control de este estudio. Para obtener 

el índice de susceptibilidad se empleó la ecuación (5). 

𝑅𝑎𝑧𝑜𝑛 (𝑂𝐷) =
𝑂𝐷 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢é𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟

𝑂𝐷 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 
  (4) 

 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑐𝑒𝑝𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑅𝑎𝑧ó𝑛 𝑂𝐷 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖ó𝑡𝑖𝑐𝑜

𝑅𝑎𝑧ó𝑛 𝑂𝐷 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 (5) 

Para identificar si las comunidades bacterianas son o no susceptibles a los antibióticos 

se planteó una escala de 2 niveles como se detalla en la tabla 4.  

Tabla 4. Rangos de susceptibilidad y resistencia bacteriana al antibiótico. 

Índice de posible susceptibilidad y no susceptibilidad 

Susceptibles ˂ 1 

No susceptibles    ≥1 

Una vez establecidos los niveles de rangos se clasificó en susceptibles o no susceptibles 

las comunidades bacterianas existentes en cada uno de los tubos realizados por cada tasa de 

dilución a la que se trabajó en el quimiostato. 

La metodología implementada en esta investigación de la identificación de 

susceptibilidad a antibióticos es completamente nueva y tiene ciertas ventajas con respecto a 



 

14 

 

las técnicas tradicionales (cultivos-antibiogramas), como por ejemplo permite un análisis de 

comunidades bacterianas y no solo de un cultivo puro, también es mucho más rápido la llegada 

del antibiótico a las células en medios líquidos que en medios sólidos. 

4.2.2 Conservación de las muestras  

Para la conservación de muestras se utilizó aproximadamente 312 tubos eppendorf de 

1.5 mL, en los cuales se colocaron 200 mL de glicerina y 800 mL de la muestra y se congeló a 

-4°C.  

4.3 Pruebas moleculares: 

Se utilizaron técnicas moleculares para analizar las bacterias que conforman las 

comunidades en el quimiostato, con el fin identificar las especies bacterianas con resistencia a 

antibióticos. De las tres tasas de dilución con las que se trabajó se escogió la tasa más alta (0,6 

ℎ1) debido a que presentó los valores más altos en el índice de susceptibilidad. Con las muestras 

seleccionadas se realizó la extracción de ADN, la amplificación de la región 16 S rRNA 

mediante PCR convencional y finalmente se las secuenció.  

4. 3.1 Extracción y cuantificación de ADN  

Para la extracción de ADN se empleó el protocolo del Kit Colum-Pure Bacteria 

Genomic DNA Isolation (Applied Biological Materials Inc, 2019). Una vez realizado el 

procedimiento, se utilizó el equipo Qubit, con el Kit QubitTM 1X dsDNA HS Assay, para 

determinar la cantidad de ADN de cada una de las muestras.  
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4.3.2 Amplificación del gen 16S rRNA. 

Una vez obtenido la extracción de ADN genómico se procedió a amplificar la región 

16S rRNA, por ser la región más variable y confiable para los análisis filogenéticos bacterianos. 

La misma posee una longitud de aproximadamente 1500 pb, consta de nueve regiones 

intercaladas (C1-C9) y nueve variables (V1-V9). De todas las regiones, se tomó dos regiones 

que son hipervariables (V4-V5) Y (V3-V4), ya que poseen una mayor presión de análisis 

taxonómico (Rajeev et al., 2020). La mastermix para ambas regiones tuvo un volumen final de 

25 ul la cual se encuentra conformada por los siguientes componentes buffer, dNTPs, Primer 

341F, Primer 806R, templado, MEGAFITM   DNA Polymerase y agua miliQ. Las cantidades 

exactas se detallan en la tabla 5. 
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Tabla 5. Componentes del Mastermix para PCR 

Para la realización de este proceso se usaron protocolos para cada región para la (V4-

V5) el de (Mei et al., 2022) y para la (V3-V4) el de (Wang et al., 2021) 

 

Componentes 

 

Región V4-V5 

 

Región V3-V4 

Volumen (ul) Volumen (ul) 

Primer 341F 1 1 

Primer 806R 1 1 

Buffer 5 5 

Dntps 0,5 0,5 

Templado 2 3 

MEGAFITM DNA 

Polimerasa 

0,5 0,5 

Agua Mili 

Q 

16 14 
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Las condiciones de ciclado para ambas regiones variaron en el número de ciclos, tiempo 

y temperatura como se puede observar en la tabla 6.  

Tabla 6.  Condiciones de Ciclado. 

Condiciones de Ciclado para PCR  

Fases Región V4-V5 Región V3-V4 

Desnaturalización 

Inicial 

98°C – 3 min 98°C – 1 min 

Ciclos  25 35 

Desnaturalización  98°C – 15 seg 98°C – 10 seg 

Hibridación  56°C – 30 seg 56°C – 30 seg 

Extensión  72°C – 30 seg 72°C – 30 seg 

Extensión Final  72°C – 5 min 72°C – 5 min 

Posteriormente, se realizó la corrida de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con el 

ladder de 100 pb de InvitrogenTM TrackitTM     

Se realizó el mismo procedimiento detallado anteriormente con las mismas condiciones 

con aumentando colas y posteriormente los códigos de barras en cada muestra para pasar al 

proceso de secuenciación e identificar las diferentes muestras. 

4.3.3 Preparación de Librerías y Secuenciación.  

Para la preparación de las bibliotecas se utilizó el protocolo de Oxford NANOPORE 

Technologies, donde inicialmente se hizo una corrida de PCR barconding amplicons (SQK-

LSK109) manipulando 12 código de barras para la discriminación de las muestras, a 

continuación, se realizó la purificación con el Kit Pure Link® PCR Purification, del pooleado, 

y la preparación y recuperación de extremos para la unión de los adaptadores con el Kit NEB 
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Next® Companion Module y de la purificación de las perlas AMPure XP beads. Lacon por la 

ligación de adaptadores AMX se realizó con el Kit Ligatión Sequencing (SQK-LSK 109), cuyo 

objetivo es permitir el paso del amplicón por el poro de la correcta secuenciación.  

Para finalizar, se prepararon las celdas de flujo con el Kit Flow Cell Priming, y se cargó 

75 uL de la biblioteca de acuerdo con las instrucciones dadas por el fabricante El dispositivo 

de secuenciación MinION se usó para la secuenciación de las muestras por aproximadamente 

2 días a 180mV y seteada para High accuracy bascalling y quality check superior a 9. 

4.3.4 Secuenciación masiva de nueva generación. 

Para la secuenciación se usó de referencia el protocolo de nanopore oxford technology 

de minion, con algunas modificaciones las cuales fueron: longitud de 300 a 400 pb, quality 

shape > 9. 

4.3.5 Análisis de datos de secuenciación masiva de nueva generación. 

El análisis de datos fue procesado en el programa epi2me de nanopore oxford 

technology de minion, con una abundancia de 1%, una identidad de 95 % y una cobertura de 

95 %. Los datos fueron comparados con el GenBank del NCBI. 

5. RESULTADOS 

5.1 Ensayo del nuevo sistema tecnológico basado en un quimiostato simple de una 

etapa, seguido de un sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos. 

En la imagen 2 se observa el índice susceptibilidad frente a dos tipos de antibióticos: 

amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de 

dilución mínima de 0,075ℎ−1. La gentamicina presenta una razón ˂ 1 lo que muestra que hay 
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una susceptibilidad bacteriana, en comparación con la amikacina que revela una razón ≥ 1, lo 

que indica que la comunidad bacteriana no presenta susceptibilidad a este antibiótico. 

 

 

 

 

 

 

Imagen 2: Interpretación del índice susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución mínima de 

(0,075ℎ−1). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra representada la 

desviación estándar. 

En la imagen 3 se observa el índice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de 

antibióticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO 

ESPECTRO con una tasa de dilución mínima de 0,075 ℎ−1. La amoxicilina y la ampicilina 

presenta una razón < 1, lo que revela que hay susceptibilidad bacteriana, a diferencia de la 

ceftriaxona que muestra una razón ≥ 1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta 

susceptibilidad a este antibiótico. 
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Imagen 3: Interpretación del índice susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución mínima de 

(0,075ℎ−1). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra representada la 

desviación estándar. 

En la imagen 4 se observa la índice susceptibilidad frente a dos tipos de antibióticos: 

amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de 

dilución media de 0,4 ℎ−1. La gentamicina y la amikacina presenta una razón ≥1, lo que indica 

que la comunidad bacteriana no presenta susceptibilidad a ningún antibiótico. 
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Imagen 4:  Interpretación del índice grado susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución media 

de  (0,4 𝒉−𝟏). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra 

representada la desviación estándar. 

En la Imagen 5 se observa el índice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de 

antibióticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO 

ESPECTRO con una tasa de dilución media de 0,4ℎ−1. La amoxicilina, la ampicilina y la 

ceftriaxona presenta una razón ≥1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta 

susceptibilidad a ningún antibiótico.  
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Imagen 5: Interpretación del índice de susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución media de (0,4 ℎ−1). 

Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra representada la desviación estándar. 

En la imagen 6 se observa la índice susceptibilidad frente a dos tipos de antibióticos: 

amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de 

dilución máximo de 0,6ℎ−1. La gentamicina presenta una razón ˂ 1 lo que muestra que hay 

una susceptibilidad bacteriana, en comparación con la amikacina que revela una razón ≥ 1, lo 

que indica que la comunidad bacteriana no presenta susceptibilidad a este antibiótico. 
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Imagen 6: Interpretación del índice susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución máxima de 

(0,6 𝐡−𝟏). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra representada la 

desviación estándar. 

En la imagen 7 se observa el índice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de 

antibióticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO 

ESPECTRO con una tasa de dilución máxima de 0,6 ℎ−1. La amoxicilina, la ampicilina y la 

ceftriaxona presenta una razón ≥1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta 

susceptibilidad a ningún antibiótico.  
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Imagen 7:  Interpretación del índice de susceptibilidad bacteriana a antibióticos en una tasa de dilución máxima de 

(0,6 𝐡−𝟏). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Además, se encuentra representada la 

desviación estándar. 

A continuación, se presenta una tabla resumen que muestra los índices de 

susceptibilidad y resistencia de las comunidades bacterianas a los antibióticos.  

Tabla 7. Tabla resumen de los resultados del índice de susceptibilidad de comunidades bacteriana para todas las 

tasas de dilución. La interpretación de resistencia y susceptibilidad se divide en tres categorías: * indica susceptibilidad alta, 

** indica susceptibilidad baja y *** indica resistencia.  

Tasa de 

dilución 

Tipo de 

antibiótico 

(Espectro) 

Nombre del 

antibiótico 

Índice de 

susceptibilidad/resistencia 

Interpretación 

0.075 𝒉−𝟏 Antibióticos Gram 

(-) 

Amikacina 1,026 *** 

Gentamicina 0,21 * 
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Antibióticos de 

alto espectro 

Amoxicilina 0,0278 * 

Ceftriaxona 0,94 ** 

Ampicilina 0,191 * 

0.4 𝒉−𝟏 Antibióticos Gram 

(-) 

Amikacina 4,979 *** 

Gentamicina 2,565 *** 

Antibióticos de 

alto espectro 

Amoxicilina 1,553 *** 

Ceftriaxona 3,117 *** 

Ampicilina 3,117 *** 

0.6 𝒉−𝟏 Antibióticos Gram 

(-) 

Amikacina 1,579 *** 

Gentamicina 0,903 ** 

Antibióticos de 

alto espectro 

Amoxicilina 1,56 *** 

Ceftriaxona 2,507 *** 

Ampicilina 2,507 *** 
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5.2 Identificación molecular de comunidades bacterianas en el quimiostato que no 

presentan susceptibilidad a antibióticos.  

Para la realización del análisis molecular se consideró únicamente las muestras de la 

tasa de dilución más alta (0,6ℎ−1) debido a que las comunidades bacterianas crecieron a una 

alta velocidad, lo que indica una propagación bacteriana que puede desarrollar más rápido 

enfermedades infecciosas en el paciente. El antibiótico seleccionado fue la amikacina (AMK) 

que fue el que presentó la no susceptibilidad más alta. 

5.2.1 Amplificación de los primers (V3-V4) y (V4-V5) de la región 16S rRNa  

Se realizaron dos amplificaciones en las muestras. La primera se realizó para obtener 

una amplia cantidad de copias de las regiones hipervariables, mientras que la segunda empleó 

los mismos cebadores con una cola adicional con el propósito de identificar los códigos de 

barra. 

5.2.2 Secuenciación metagenómica de las muestras. 

En la imagen 8 se encuentra representada la identificación bacteriana por medio del 

porcentaje de abundancia de cada especie presente en el ensayo realizado con amikacina 

(48h) con una tasa de dilución máxima de “0,6 ℎ−1" obteniendo el 79, 00 % de Clostridium 

(verde claro), 7,00 % de Gluconacetobacter (anaranjado), 6,00 % de Leuconostoc (gris), 

5,41% de Paenibacillus (amarillo), 1,36% de Acetobacter (azul) y 1,23% de 

Bifidobacterium (verde oscuro), obtenido de la región V3-V4.Identificación bacteriana de la región 

V3-V4. 
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Imagen 8:  Identificación bacteriana de la región V3-V4, obtenida del programa de Nanopore Technologies con 

una abundancia de 1X, una cobertura de 95% y una identidad del 95%. Los porcentajes obtenidos en cada género bacteriano 

corresponde a los porcentajes de la abundancia relativa. 

En la imagen 9 se encuentra representada la identificación bacteriana por medio del 

porcentaje de abundancia de cada especie presente en el ensayo realizado con amikacina (24 

h) con una tasa de dilución máxima de 0.6 ℎ−1, obteniendo el 72,00 % de Clostridium (verde 

claro), 13,00 % de Gluconacetobacter (anaranjado), 7,00% de Leuconostoc (gris), 6,00% de 

Paenibacillus (amarillo), 1,00% de Chryseobacterium (azulew34wd5frtsa) y 1,00% de 

Acetobacter (verde oscuro). Obtenido de la región V4-V5. 
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Imagen 9: Identificación bacteriana de la región V4-V5, obtenida del programa de nanopore technologies con una 

abundancia de 1X, una cobertura de 95% y una identidad del 95%.  Los porcentajes obtenidos en cada género bacteriano 

corresponde a los porcentajes de la abundancia relativa. 

6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Los resultados del índice de susceptibilidad y resistencia a los antibióticos señalan que 

a la tasa de dilución más baja (0,075 ℎ−1), la amikacina fue el único antibiótico que presentó 

resistencia bacteriana. En cambio, en las tasas media (0,4 ℎ−1) y máxima (0,6 ℎ−1), se observa 

que la resistencia bacteriana fue predominante ante la mayoría de los antibióticos evaluados 

(amikacina, amoxicilina, ceftriaxona y ampicilina), esto podría estar asociado a la presencia de 

diferentes comunidades bacterianas; es decir, las tasas de dilución media y máxima podrían 

tener comunidades bacterianas similares en comparación con la tasa de dilución mínima. 

Varios estudios sobre comunidades bacterianas resistentes a antibióticos en el área hospitalaria 

y alimenticia indican que las bacterias desarrollan varios mecanismos de acción mecanismo de 

acción contra los antibióticos betalactámicas, penicilinas, aminoglucósidos y cefalosporina a 

causa del mal uso y uso excesivo de antibióticos en la población y el área alimenticia (Capita 
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& Alonso-Calleja, 2013), (Felden & Cattoira, 2018), (Kelley, 2017), (Brown et al, 1990), 

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

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el quimiostato seguido de la 

prueba de susceptibilidad a antibióticos, es capaz de identificar resistencia en comunidades 

bacterianas anaerobias resistentes a antibióticos que presentan altas velocidades específicas de 

crecimiento, sin necesidad de realizar subcultivos para obtener cepas puras y permitir la 

ejecución de una presión selectiva en el medio de cultivo para aislar a los organismos con altas 

tasas de crecimiento (Burnham et al., 2017); (Gelbíčová et al., 2022). Una de las ventajas de 

este sistema tecnológico es su bajo costo en el montaje y su fácil operación. Sin embargo, 

también existen desventajas en el uso de este quimiostato para la detección de bacterias 

resistentes a antibióticos, las mismas que son el tiempo que tarda el proceso de inoculación e 

incubación antes de empezar con las pruebas de resistencia y susceptibilidad a los antibióticos. 

En el caso de la selección de los antimicrobianos se pudo vislumbrar que el uso de antibióticos 

sin coloración es óptimo en el proceso, estos evitan ruido en las lecturas de densidad óptica lo 

que hace que sea una desventaja debido a que limitaría el estudio a un solo tipo de antibióticos 

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

Las bacterias anaerobias aisladas en el sistema tecnológico fueron identificadas 

mediante análisis moleculares realizados en la muestra de amikacina, tras realizar una 

secuenciación masiva de nueva generación, la misma que permitió encontrar los siguientes 

géneros bacterianos: Clostridium, Gluconacetobacter, Leuconostoc, Paenibacillus, 

Acetobacter, Bifidobacterium y Chryseobacterium, de todos los géneros bacterianos 

identificados solo dos de ellos fueron anaerobios y el resto aerobio, esto sucedió debido a la 

contaminación ambiental que hubo dentro del sistema tecnológico; además, de que las muestras 

de frutas y verduras provenientes de los mercados del DMQ no fueron lavadas antes de ser 

molidas en el mortero para la extracción de los microorganismos de estudio. Se observó que el 
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género más abundante fue Clostridium spp. que se caracteriza por ser bacterias gram positivas, 

anaerobias facultativas y formadoras de esporas; además, se encuentran distribuidas en el suelo, 

intestino humano y animal. En este contexto, dicho género es conocido como un agente 

patógeno que ocasiona un sin número de enfermedades humanas y animales, por ejemplo, el 

tétano, el botulismo, la gangrena gaseosa y la colitis pseudomembranosa (Pahalagedara et al., 

2020). Dentro de este género, dos especies destacadas son el Clostridium botulinum y el 

Clostridium perfringens, que se transmiten a través de alimentos (Hu et al., 2018); (Park et al., 

2015). Esta correlación es coherente con los resultados de nuestro estudio, ya que las muestras 

analizadas provienen de frutas y verduras obtenidas en mercados del DMQ. Debido a la 

procedencia anteriormente mencionada, se sugiere comenzar el control del uso de 

antimicrobianos en los productos en el área alimenticia, ganadera, pesquera y agrícola. Se 

recomienda la implementación de normas regulatorias para |evitar el uso desmedido de estos 

antimicrobianos en todas las áreas aplicables a su uso.  

Finalmente, se recomienda el uso de esta metodología por su eficiencia al detectar 

comunidades bacterianas que presentan altas velocidades específicas de crecimiento; 

adicionalmente, esta tecnología puede ser implementada fácilmente en la industria gracias a su 

operación sencilla y montaje económico.  Esta tecnología tiene un potencial de aplicación en 

laboratorios clínicos, centros de salud, medicina veterinaria y control de calidad en la industria 

alimenticia. 

7. CONCLUSIONES 

- El nuevo sistema tecnológico basado en un quimiostato simple de una etapa seguido 

del sistema de detección de susceptibilidad a antibióticos muestra ser eficiente para 

detectar comunidades bacterianas anaerobias con posible resistencia a antibióticos 
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que presentan altas velocidades específicas de crecimiento, por tanto, la hipótesis 

de investigación planteada se acepta. 

 

- El análisis metagenómico realizado mediante la plataforma Nanopore de Oxford 

para las muestras con mayor incidencia de posible resistencia a antibióticos reveló 

la presencia de varios géneros bacterianos anaerobios. Entre ellos, se identificaron 

Clostridium, Gliconacetobacter, Leuconostoc, Paenibacillus, Acetobacter, 

Bifidobacterium y Chryseobacterium. Algunos de estos géneros se originan 

directamente de los alimentos, ya que se utilizan como probióticos, mientras que 

otros son conocidos como agentes patógenos responsables de enfermedades en los 

seres humanos. 

 

- Los resultados obtenidos sugieren la viabilidad de esta tecnología como un método 

rápido, confiable y de alta sensibilidad para la detección temprana de amenazas 

microbiológicas en alimentos, permitiendo tomar medidas preventivas oportunas y 

contribuyendo a la reducción de los riesgos asociados al consumo de alimentos 

contaminados. 

8. RECOMENDACIONES 

- Se recomienda llevar a cabo un análisis exhaustivo de cada muestra secuenciada en 

el presente estudio para identificar su nivel de resistencia y determinar si se 

consideran agentes patógenos para los seres humanos o simplemente se utilizan 

como probióticos en los alimentos. Esto permitirá obtener una comprensión más 

completa de la diversidad bacteriana presente y su relevancia para la salud pública, 
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proporcionando información valiosa para futuras investigaciones y acciones 

dirigidas hacia la seguridad alimentaria y la prevención de enfermedades asociadas. 

 

- Es necesario motivar al Gobierno de la República del Ecuador a implementar las 

normativas INEN 2587: 2013 “Mercados Saludables” en los mercados del país para 

disminuir la resistencia bacteriana en productos alimenticios que causen 

enfermedades infecciosas en los seres humanos. 
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Imagen 10: Montaje y corrida del sistema tecnológico basado en un quimiostato simple.  

 

 

ANEXO B 

Tabla 8. Cálculo de la razón en la tasa de dilución mínima (0,075𝒉−𝟏| ) 
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En la tabla 8 se observa el índice de susceptibilidad y resistencia bacteriana de la tasa 

de dilución mínima, cuya interpretación de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3, siendo 

* susceptibilidad alta, ** susceptibilidad baja y *** resistencia. 

 

ANEXO C  

Tabla 9. Cálculo de la razón de la tasa de dilución media (0,4 𝒉−𝟏|) 
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En la tabla 9 se observa el índice de susceptibilidad y resistencia bacteriana de la tasa 

de dilución media, cuya interpretación de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3, siendo 

* susceptibilidad, ** resistencia baja y *** resistencia alta. 
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ANEXO D 

Tabla 10. Cálculo de la razón de la tasa de dilución alta (0,6 ℎ−1|)  

 

En la tabla 10 se observa el índice de susceptibilidad y resistencia bacteriana de la tasa 

de dilución máxima, cuya interpretación de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3, 

siendo * susceptibilidad, ** resistencia baja y *** resistencia alta.  
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ANEXO E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 11: Proceso de extracción de ADN. 
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ANEXOS F 

 

Imagen 12: Muestras colocadas en el termociclador 
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ANEXOS G 

 

Imagen 13: Preparación de bibliotecas. 
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ANEXO H 

 

Imagen 14: Corrida de gel de electroforesis al 1.5%, de la región V3-V4. 
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ANEXO I 

 

Imagen 15: Corrida de gel de electroforesis al 1.5%, de la región V4-V5 
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ANEXO J 

 

Imagen 16: Proceso de secuenciación de comunidades bacterianas en el equipo MINION DE OXFORD 

TECHNOLOGIES. 
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ANEXO K 

Tabla 11. Identificación bacteriana de la región v3-v4 por medio del MINION DE OXFORD NANOPORE 

TECNOLOGIES  
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ANEXO L 

Tabla 12. Identificación bacteriana de la región V4-V5 por medio del secuenciador MINION DE OXFORD 

NANOPORE TECNOLOGIES  
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ANEXO M 

Tabla 13. Bacterias con mayor porcentaje de abundancia de la región V3-V4. 
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ANEXO N 

Tabla 14. Bacterias con mayor porcentaje de abundancia de la región V4-V5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


