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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos es una creciente preocupacion global debido a su
capacidad para propagar enfermedades infecciosas de manera rapida y causar altas tasas de
mortalidad. Sin embargo, los métodos actuales para estudiar bacterias resistentes tienen
limitaciones, ya que se centran en el andlisis de cepas individuales en lugar de abordar
comunidades bacterianas. Ademas, no pueden identificar bacterias resistentes que crezcan a
altas velocidades, lo que podria representar un riesgo para la salud si se vuelven patogenas.
Para abordar estas limitaciones, se ha evaluado un nuevo enfoque tecnoldgico en este estudio.
El objetivo de la investigacion fue determinar la eficacia de este enfoque tecnoldgico que
combina un quimiostato de una sola etapa y pruebas de susceptibilidad y resistencia a
antibidticos para identificar comunidades bacterianas anaerobias resistentes a mdaltiples
antibidticos con altas tasas de crecimiento, presentes en alimentos de los mercados del DMQ.
El estudio se dividié en dos etapas. En la primera etapa, se aislaron comunidades bacterianas
anaerobias resistentes a antibidticos utilizando el nuevo sistema tecnoldgico. Los resultados
indicaron que se detectd resistencia a la mayoria de los antibidticos evaluados en diversas tasas
de dilucidn. En la segunda etapa, se realiz6 una secuenciacion masiva para identificar bacterias
anaerobias resistentes a amikacina, revelando la identificacion de 36 géneros bacterianos
resistentes en las regiones V3-V4 y V4-V5. Los géneros mas abundantes incluyeron
Clostridium, Gluconacetobacter, Leuconostoc, Paenibacillus, Acetobacter, Bifidobacterium y
Chryseobacterium. En conclusion, el enfoque tecnoldgico empleado demostré ser eficiente
para identificar comunidades bacterianas anaerobias resistentes a antibidticos con altas tasas
de crecimiento. Esta metodologia innovadora combina el uso de un quimiostato de una sola
etapa con pruebas de susceptibilidad a antibiéticos y se presenta como una herramienta valiosa
para detectar la resistencia bacteriana en el contexto alimentario.

Palabras Clave: bacterias, quimiostato, antibidticos, resistencia, secuenciacion



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



1. INTRODUCCION

La resistencia a antibiéticos (AMR) comprende la capacidad de los microorganismos
de resistir los efectos de los antimicrobianos (Calderon & Aguilar, 2016). El uso inadecuado
de antibioticos y su distribucion sin control representan una amenaza global, agravada por la
falta de investigacion en resistencia microbiana, especialmente en paises en desarrollo (Barletta
et al., 2018). La cadena alimentaria es una via comun de transmision de microorganismos que
causan enfermedades infecciosas y millones de muertes anuales (Ruiz-Roldan et al., 2018).

La resistencia a antibioticos plantea un riesgo para la salud puablica al dificultar el
tratamiento de enfermedades infecciosas comunes debido a la rapida propagacion de
microorganismos resistentes (OMS, 2020). Se ha observado un aumento en las muertes anuales
relacionadas con enfermedades infecciosas causadas por bacterias resistentes a antibioticos,
con cifras proyectadas para 20250 que son alarmantes (Jim O'Neill, 2016). Para abordar esto,
se necesita una supervision constante y nuevos tratamientos para prevenir una gran cantidad de
muertes en el futuro (Ramon-Pardo et al., 2018).

Los genes de resistencia a antibidticos se encuentran en diversas fuentes, incluyendo el
agua, la ganaderia, la agricultura y los alimentos (Kimmerer, 2011). La resistencia a
antibidticos en la cadena alimentaria es especialmente preocupante debido a su relacion con la
exposicion 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 agonia 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 enzimaticos, alteraciones genéticas y otros mecanismos para eludir los efectos

de los antibioticos (Ross et al., 2020).



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 Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
y la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antibidticos (ReLAVRA), han
categorizado y priorizado antibioticos para abordar el problema (OMS, 2018), (Jiménez-
Pearson et al., 2019). Paises como Uruguay, Brasil, Colombia y Argentina han identificado
bacterias patdgenas 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. EI primero
es microbioldgico, incluyendo pruebas de susceptibilidad de difusién en disco, recuento en
placa y microdilucion 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 difusion 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 alicuotas para recuento en placa con agar sélido y microdilucion
en placas de 96 pocillos (Ramirez-Hernandez et al., 2019). Para identificacion y verificacion
de genes de resistencia se emplea la amplificacion de la region 16S RNAr (Ahmed, 2019). Sin
embargo, los métodos tradicionales actuales no permiten identificar resistencia a antibioticos
en comunidades bacterianas y tampoco determinan si su crecimiento es rapido o lento
(Gopalakrishnan et al., 2018).

Debido a que las pruebas actuales de aislamiento y deteccion de microorganismos
resistentes no permiten identificar bacterias con altas tasas especificas de crecimiento y
tampoco detectar resistencia de comunidades bacterianas a algunos antibioticos, en este estudio

se busco evaluar un quimiostato de una etapa seguido de un sistema de deteccion de bacterias



anaerobias susceptibles a antibidticos. 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 patdgenas resistentes a antibidticos y que
presentan altas velocidades especificas de crecimiento pueden causar enfermedades graves,
esto sucede porque al tener velocidades especificas de crecimiento altas se pueden propagar
mas rapidamente 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. HIPOTESIS

Es posible detectar comunidades bacterianas anaerobias con resistencia a antibidticos y
que presenten altas velocidades especificas de crecimiento a partir de matrices vegetales
utilizando un nuevo sistema tecnolégico basado en un quimiostato simple de una etapa seguido
de un sistema de deteccion de susceptibilidad a antibiéticos y secuenciacion masiva de nueva

generacion.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar si un sistema tecnoldgico basado en un quimiostato simple de una etapa
seguido de un sistema de deteccion de resistencia bacteriana a antibiéticos, permite detectar
comunidades bacterianas anaerobias multirresistentes y que presentan altas velocidades

especificas de crecimiento en alimentos expendidos en mercados del DMQ.



3.2 Objetivos Especificos

-lImplementar 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 antibidticos basadas en la lectura de densidad dptica.

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

presenten resistencia bacteriana, a través de secuenciacion masiva de nueva generacion.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Montaje y puesta en marcha del sistema tecnologico.

4.1.1 Recoleccion de muestras de matrices vegetales.

Las muestras fueron tomadas de los mercados del Norte-Centro-Sur del Distrito
Metropolitano de Quito, por la mala manipulacion 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 Preparacién del medio de cultivo.

La preparacion del medio de cultivo para los microrganismos se realizo siguiendo las
recomendaciones de Acevedo et al. (2002); para calcular los nutrientes que se necesitaba en el

medio se utilizo la siguiente ecuacién (1).



XF = X0
SO =SF+—5— (1)

c/:|"<

Donde:

SO: Concentracion inicial del nutriente.

SF: Concentracion final del nutriente.

XF: Concentracion final de los microorganismos

XO: concentracion inicial de los microrganismos en el cultivo.
Yx/s: Rendimiento del sustrato en la biomasa

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

Tabla 1. Célculos para la elaboracion del medio de cultivo.

Medio de Cultivo

Fuente de Carbono

Reactivos Concentracion

Sacarosa 32,13 g/L
Buffer fosfato

K2HPO4 0,1g/L

KH2PO4 0,9 g/L

Fuente de Nitrogeno

Extracto de quinoa 0,42 g/L

pH 7-7.5

Agua destilada 1000 mL




Para la preparacion del extracto de quinua se pesd 21,25 g de quinua en grano,
posteriormente se hirvid la quinua en 30 ml de agua y finalmente se licu6 y tamiz6 (Acevedo

et al., 2002)

4.1.4 Enriquecimiento de microorganismos presentes en matrices vegetales.

Periodo de aclimatacion.

Las frutas y verduras recolectadas fueron llevadas al laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ingenierias (FICA), en donde se las aplast6 en el mortero hasta extraer el liquido
de las frutas y la clorofila de los vegetales. El liquido extradido se lo coloc6 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 parametros
utilizados para este proceso fueron: incubacion a 30 °C por 72 horas, sin agitacion. Se conectd
una manguera en la tapa del Erlenmeyer que conectaba con un matraz que contenia una
solucion saturada de sulfato de cobre con el fin de neutralizar los bioaerosoles y la salida de

los gases de fermentacion.

4.1.5 Montaje del sistema tecnoldgico.

El quimiostato fue construido con un matraz de 500 mL que tenia una oliva en un
costado, en donde se colocd una manguera de 10 mm de ancho para los desechos del medio de
cultivo que caian en un vaso de precipitacion de 1000 mL. Cada matraz tenia una tapa que
poseia dos olivas, una de ellas para la salida que conectaba con una manguera de pecera a un
matraz que se encontraba con una solucion saturada de sulfato de cobre con el fin de permitir
la salida de los gases causados por el ensayo y la otra para la alimentacion continua de las
comunidades bacterianas dentro del reactor a partir de un galon de 6 Litros, Como se puede

observar en la Imagen 1.



Imagen 1: Montaje y operacion del nuevo sistema tecnolégico compuesto por un quimiostato simple de una
etapa con un sistema de deteccion de susceptibilidad a antibi6ticos y anlisis molecular.1.- Salida de los
desechos (caldo de cultivo mas bacterias muertas que no se adaptan a la tasa de dilucion), 2.- Salida de los
gases, 3.- Alimentacion (ingreso del medio de cultivo al quimiostato) 4.- Sistema de deteccidn de susceptibilidad

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

4.1.6 Operacion del sistema tecnolégico.

La alimentacion del medio de cultivo del matraz se hacia por medio de una botella de
alimentacion que se conectaba a una manguera de venoclisis con dos valvulas, las cuales se
encargaban de regular el flujo en el biorreactor (quimiostato). EI medio de cultivo que
ingresaba en la botella de alimentacion poseia 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 (CuSOa4) 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 dilucion, éstas se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Tasas de dilucion utilizadas en el quimiostato

Tasas de dilucion utilizadas en el
guimiostato
Tasa de dilucion
Tasa minima (0.075h™1)
Tasa media (0.4 h™1)

Tasa maxima (0.6 h™1)

Para calcular el flujo de entrada del medio de cultivo se utilizo la siguiente ecuacion

(2):

Flujo de entrada (I * h — 1) = (D) Tasa de dilucién(h — 1) = (V) Volumen dentro del quimiostato (2)

En cada tasa de dilucion se esperd al menos 3 tiempos de residencia (T) para que el
crecimiento bacteriano del cultivo de los quimiostato llegue a estado estacionario El calculo

del tiempo de residencia se realiz6 mediante la siguiente ecuacion (3).

(V) Volumen liquido en el quimiostato (1) (3)

(T) Tiempo de residencia (h) = F)Fiujo de Entrada (Whe1)

Se realizé un estudio en tubos de ensayo para identificar bacterias resistentes a
antibidticos, y se inoculo el medio con muestras extraidas de los quimiostatos a diversas tasas
de dilucion y diferentes dosis de cada antibiotico durante 24 horas. Las diluciones usadas de

cada antibiético se detallan en la tabla 3
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Tabla 3. Dosis usadas de antibiético, medio de cultivo e indculo en la prueba de tubos de ensayo para la deteccion

de comunidades bacterianas no susceptibles a antibiéticos.

Dosis de antibioticos, bacterias y medio de cultivo.

Nombre del Volumen  Volume  Volumen  Familia al que el
antibiotico del n de de medio antibidtico
antibiotico bacteria pertenece
s

Amoxicilina (AMX) 2.25uL 600 uL 5390 uL Betalactamico
Gentamicina (GEN) 3.21uL 600 uL 5390 uL Aminoglucoésido
Amikacina (AMK) ouL 600 uL 5391 uL Aminoglucoésido
Ceftriaxona (CRO) 6 uL 600 uL 5394 uL Cefalosporina
Ampicilina (AMP) 7.5 uL 600 uL 5392 uL Betalactamico

Control - 5400 uL 600 uL -

Una vez calculadas las concentraciones necesarias en cada tubo se obtuvo un volumen
méaximo de 6 mL para cada una de las muestras que se realizaron por triplicado de cada
quimiostato. Se midio la densidad Optica inicial a la hora cero y cada 24 horas por tres dias.
Cada muestra se dejé incubando por 24 horas a una temperatura de 30°C (Tonoyan et al.,
2019a). La preparacién del tubo control fue distinta ya que en vez de colocar antibidtico en él
se coloco agua. Es importante tener en cuenta que los antibidticos utilizados en este estudio
fueron de uso inyectable. Esta recomendacion fue tomada por el Ministerio de Salud Publica

del Ecuador (MSP, 2018) y Vademécum (Rodriguez, 2013).
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4.2 Analisis de resultados.

4.2.1 Célculo del delta DOy del Indice de susceptibilidad.

Con la densidad Optica se calcul6 la razon (OD) utilizando la ecuacion (4) con el fin de
establecer si existe algin cambio en el crecimiento bacteriano antes y después de la incubacion
de la muestra tomada, a continuacion, se realiz6 una segunda razon que se uso para interpretar
los resultados y conocer si existe comunidades bacterianas con susceptibilidad o sin
susceptibilidad al antibiético en el quimiostato en base al control de este estudio. Para obtener
el indice de susceptibilidad se empled la ecuacion (5).

0D después de inocular

Razon (OD) = (4)

OD antes de inocular

Razén OD de cada antibibtico (5)
Razom 0D del control

Indice de susceptibilidad =

Para identificar si las comunidades bacterianas son 0 no susceptibles a los antibidticos

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

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

Indice de posible susceptibilidad y no susceptibilidad
Susceptibles <1

No susceptibles >1

Una vez establecidos los niveles de rangos se clasificd en susceptibles o no susceptibles
las comunidades bacterianas existentes en cada uno de los tubos realizados por cada tasa de

dilucion a la que se trabajé en el quimiostato.

La metodologia implementada en esta investigacion de la identificacion de

susceptibilidad a antibidticos es completamente nueva y tiene ciertas ventajas con respecto a
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las técnicas tradicionales (cultivos-antibiogramas), como por ejemplo permite un analisis de
comunidades bacterianas y no solo de un cultivo puro, también es mucho mas rapido la llegada

del antibidtico a las células en medios liquidos que en medios solidos.

4.2.2 Conservacion de las muestras

Para la conservacion de muestras se utilizo 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 congelé 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
antibioticos. De las tres tasas de dilucion con las que se trabajé se escogi6 la tasa mas alta (0,6
h') debido a que presento los valores mas altos en el indice de susceptibilidad. Con las muestras
seleccionadas se realizd la extraccion de ADN, la amplificacion de la region 16 S rRNA

mediante PCR convencional y finalmente se las secuencid.

4. 3.1 Extraccidén y cuantificacion de ADN

Para la extraccion de ADN se empled el protocolo del Kit Colum-Pure Bacteria
Genomic DNA Isolation (Applied Biological Materials Inc, 2019). Una vez realizado el
procedimiento, se utilizd 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 Amplificacion del gen 16S rRNA.

Una vez obtenido la extraccion de ADN gendmico se procedié a amplificar la region
16S rRNA, por ser laregioén més variable y confiable para los analisis 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 tomd dos regiones
que son hipervariables (V4-V5) Y (V3-V4), ya que poseen una mayor presion de analisis
taxonomico (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, ANTPs, Primer
341F, Primer 806R, templado, MEGAFI™ 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

Componentes Region V4-V5 Region 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
MEGAFI™ DNA 0,5 0,5
Polimerasa
Agua Mili 16 14
Q

Para la realizacion de este proceso se usaron protocolos para cada region para la (V4-

V5) el de (Mei et al., 2022) y para la (V3-V4) el de (Wang et al., 2021)
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Las condiciones de ciclado para ambas regiones variaron en el numero de ciclos, tiempo

y temperatura como se puede observar en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de Ciclado.

Condiciones de Ciclado para PCR

Fases Region V4-V5 Region V3-V4
Desnaturalizacion 98°C — 3 min 98°C — 1 min
Inicial
Ciclos 25 35
Desnaturalizacion 98°C — 15 seg 98°C — 10 seg
Hibridacién 56°C — 30 seg 56°C — 30 seg
Extension 72°C — 30 seg 72°C — 30 seg
Extension Final 72°C —5min 72°C — 5 min

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

ladder de 100 pb de InvitrogenTM TrackitTM

Se realiz6 el mismo procedimiento detallado anteriormente con las mismas condiciones
con aumentando colas y posteriormente los codigos de barras en cada muestra para pasar al

proceso de secuenciacion e identificar las diferentes muestras.

4.3.3 Preparacion de Librerias y Secuenciacion.

Para la preparacion de las bibliotecas se utilizo el protocolo de Oxford NANOPORE
Technologies, donde inicialmente se hizo una corrida de PCR barconding amplicons (SQK-
LSK109) manipulando 12 coédigo de barras para la discriminacion de las muestras, a
continuacion, se realizo la purificacion con el Kit Pure Link® PCR Purification, del pooleado,

y la preparacion y recuperacion de extremos para la union de los adaptadores con el Kit NEB
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Next® Companion Module y de la purificacion de las perlas AMPure XP beads. Lacon por la
ligacion de adaptadores AMX se realizo con el Kit Ligation Sequencing (SQK-LSK 109), cuyo

objetivo es permitir el paso del amplicon por el poro de la correcta secuenciacion.

Para finalizar, se prepararon las celdas de flujo con el Kit Flow Cell Priming, y se cargo
75 uL de la biblioteca de acuerdo con las instrucciones dadas por el fabricante El dispositivo
de secuenciacion MinlON se uso para la secuenciacion de las muestras por aproximadamente

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

4.3.4 Secuenciacion masiva de nueva generacion.

Para la secuenciacion se uso 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 Analisis de datos de secuenciacion masiva de nueva generacion.

El andlisis 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 tecnologico basado en un quimiostato simple de una

etapa, seguido de un sistema de deteccion de susceptibilidad a antibioticos.

En la imagen 2 se observa el indice susceptibilidad frente a dos tipos de antibidticos:
amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de

diluciéon minima de 0,075h71. La gentamicina presenta una razén < 1 lo que muestra que hay
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una susceptibilidad bacteriana, en comparacion con la amikacina que revela una razéon > 1, lo

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

1.4

1.2

0.8
0.6

0.4

AMIKACINA GENTAMICINA
ANTIBIOTICOS GRAM (-)

INDICE DE SUSCEPTIBILIDAD

Imagen 2: Interpretacion del indice susceptibilidad bacteriana a antibi6ticos en una tasa de dilucion minima de
(0,075h71). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Ademas, se encuentra representada la
desviacion estandar.

En la imagen 3 se observa el indice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de
antibidticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO
ESPECTRO con una tasa de dilucién minima de 0,075 h~1. La amoxicilina y la ampicilina
presenta una razon < 1, lo que revela que hay susceptibilidad bacteriana, a diferencia de la
ceftriaxona que muestra una razén > 1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta

susceptibilidad a este antibiotico.
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INDICE DE SUSCEPTIBILIDAD

ANTIBIOTICOS DE ALTO ESPECTRO
Imagen 3: Interpretacion del indice susceptibilidad bacteriana a antibidticos en una tasa de dilucion minima de
(0,075h71). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Ademas, se encuentra representada la
desviacion estandar.
En la imagen 4 se observa la indice susceptibilidad frente a dos tipos de antibidticos:
amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de
dilucion media de 0,4 h~1. La gentamicina y la amikacina presenta una razon >1, lo que indica

que la comunidad bacteriana no presenta susceptibilidad a ningun antibiético.
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INDICE DE SUSCEPTIBILIDAD

AMIKACINA GENTAMICINA
ANTIBIOTICOS GRAM (-)

Imagen 4: Interpretacion del indice grado susceptibilidad bacteriana a antibi6ticos en una tasa de dilucion media
de (0,4 h~1). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Ademas, se encuentra
representada la desviacion estandar.

En la Imagen 5 se observa el indice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de
antibidticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO
ESPECTRO con una tasa de dilucién media de 0,4h~1. La amoxicilina, la ampicilina y la
ceftriaxona presenta una razén >1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta

susceptibilidad a ningdn antibidtico.

21



INDICE DE SUSCEPTIBILIDAD

AMOXICILINA CEFTRIAXONA AMPICILINA
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Imagen 5. Interpretacion del indice de susceptibilidad bacteriana a antibidticos en una tasa de dilucion media de (0,4 h™1).

Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Ademas, se encuentra representada la desviacion estandar.

En la imagen 6 se observa la indice susceptibilidad frente a dos tipos de antibidticos:
amikacina y gentamicina que poseen mayor efecto en bacterias GRAM (-) con una tasa de
dilucion maximo de 0,6h~1. La gentamicina presenta una razén < 1 lo que muestra que hay
una susceptibilidad bacteriana, en comparacion con la amikacina que revela una razén > 1, lo

que indica que la comunidad bacteriana no presenta susceptibilidad a este antibidtico.
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Imagen 6: Interpretacion del indice susceptibilidad bacteriana a antibi6ticos en una tasa de dilucién méaxima de

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

desviacion estandar.

En la imagen 7 se observa el indice de susceptibilidad bacteriana frente a tres tipos de
antibidticos: ampicilina, amoxicilina y ceftriaxona que son antimicrobianos de ALTO
ESPECTRO con una tasa de dilucion maxima de 0,6 h~1. La amoxicilina, la ampicilina y la
ceftriaxona presenta una razén >1, lo que indica que la comunidad bacteriana no presenta

susceptibilidad a ningdn antibidtico.
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Imagen 7: Interpretacion del indice de susceptibilidad bacteriana a antibidticos en una tasa de dilucion maxima de
(0,6 h~1). Las barras representan promedios de dos replicas independientes. Ademas, se encuentra representada la

desviacion estandar.

A continuacion, se presenta una tabla resumen que muestra los indices de
susceptibilidad y resistencia de las comunidades bacterianas a los antibiéticos.
Tabla 7. Tabla resumen de los resultados del indice de susceptibilidad de comunidades bacteriana para todas las

tasas de dilucion. La interpretacion de resistencia y susceptibilidad se divide en tres categorias: * indica susceptibilidad alta,

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

Tasa de Tipo de Nombre del indice de Interpretacion
dilucion antibiotico antibiotico susceptibilidad/resistencia
(Espectro)
0.075 h~1 Antibiéticos Gram Amikacina 1,026 e
)
Gentamicina 0,21 *
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Antibioticos de

alto espectro

04 h1 Antibidticos Gram

()

Antibioticos de

alto espectro

0.6 h1 Antibiéticos Gram

()

Antibidticos de

alto espectro

Amoxicilina

Ceftriaxona

Ampicilina

Amikacina

Gentamicina

Amoxicilina

Ceftriaxona

Ampicilina

Amikacina

Gentamicina

Amoxicilina

Ceftriaxona

Ampicilina

0,0278

0,94

0,191

4,979

2,565

1,553

3,117

3,117

1,579

0,903

1,56

2,507

2,507

**

*k*k

**k*

*k*k

**k*

*x*k

*k*k

**

*k*k

*k*k

*k*k
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5.2 Identificacion molecular de comunidades bacterianas en el quimiostato que no

presentan susceptibilidad a antibidticos.

Para la realizacion del analisis molecular se consideré unicamente las muestras de la
tasa de dilucion mas alta (0,6h~1) debido a que las comunidades bacterianas crecieron a una
alta velocidad, lo que indica una propagacion bacteriana que puede desarrollar mas rapido
enfermedades infecciosas en el paciente. El antibiotico seleccionado fue la amikacina (AMK)

que fue el que presentd la no susceptibilidad més alta.

5.2.1 Amplificacion de los primers (V3-V4) y (V4-V5) de la region 16S rRNa

Se realizaron dos amplificaciones en las muestras. La primera se realizd para obtener
una amplia cantidad de copias de las regiones hipervariables, mientras que la segunda emple6
los mismos cebadores con una cola adicional con el propdsito de identificar los cddigos de

barra.

5.2.2 Secuenciacién metagenémica de las muestras.

En la imagen 8 se encuentra representada la identificacion bacteriana por medio del
porcentaje de abundancia de cada especie presente en el ensayo realizado con amikacina
(48h) con una tasa de dilucién maxima de “0,6 h~1" obteniendo el 79, 00 % de Clostridium
(verde claro), 7,00 % de Gluconacetobacter (anaranjado), 6,00 % de Leuconostoc (gris),
541% de Paenibacillus (amarillo), 1,36% de Acetobacter (azul) y 1,23% de

Bifidobacterium (verde oscuro), obtenido de la region V3-V4.
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Imagen 8: Identificacion bacteriana de la region VV3-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 identificacion bacteriana por medio del
porcentaje de abundancia de cada especie presente en el ensayo realizado con amikacina (24
h) con una tasa de dilucion maxima 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 region V4-V5.
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Imagen 9: Identificacion bacteriana de la region 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. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del indice de susceptibilidad y resistencia a los antibidticos sefialan que
a la tasa de dilucion mas baja (0,075 h™1), la amikacina fue el Gnico antibidtico que presentd
resistencia bacteriana. En cambio, en las tasas media (0,4 h=1) y maxima (0,6 h™1), se observa
que la resistencia bacteriana fue predominante ante la mayoria de los antibi6ticos evaluados
(amikacina, amoxicilina, ceftriaxona y ampicilina), esto podria estar asociado a la presencia de
diferentes comunidades bacterianas; es decir, las tasas de dilucion media y méaxima podrian
tener comunidades bacterianas similares en comparacion con la tasa de dilucion minima.
Varios estudios sobre comunidades bacterianas resistentes a antibidticos en el area hospitalaria
y alimenticia indican que las bacterias desarrollan varios mecanismos de accién mecanismo de
accion contra los antibiéticos betalactamicas, penicilinas, aminoglucoésidos y cefalosporina a

causa del mal uso y uso excesivo de antibidticos en la poblacién y el area 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 antibidticos, es capaz de identificar resistencia en comunidades
bacterianas anaerobias resistentes a antibidticos que presentan altas velocidades especificas de
crecimiento, sin necesidad de realizar subcultivos para obtener cepas puras y permitir la
ejecucion de una presion selectiva en el medio de cultivo para aislar a los organismos con altas
tasas de crecimiento (Burnham et al., 2017); (Gelbicova et al., 2022). Una de las ventajas de
este sistema tecnoldgico es su bajo costo en el montaje y su facil operacion. Sin embargo,
también existen desventajas en el uso de este quimiostato para la deteccion de bacterias
resistentes a antibioticos, las mismas que son el tiempo que tarda el proceso de inoculacion e
incubacion antes de empezar con las pruebas de resistencia y susceptibilidad a los antibioticos.
En el caso de la seleccion de los antimicrobianos se pudo vislumbrar que el uso de antibidticos
sin coloracidn es 6ptimo en el proceso, estos evitan ruido en las lecturas de densidad dptica lo
que hace que sea una desventaja debido a que limitaria el estudio a un solo tipo de antibioticos

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

Las bacterias anaerobias aisladas en el sistema tecnoldgico fueron identificadas
mediante analisis moleculares realizados en la muestra de amikacina, tras realizar una
secuenciacion masiva de nueva generacion, la misma que permitié 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 sucedio debido a la
contaminacion ambiental que hubo dentro del sistema tecnoldgico; ademas, 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 extraccion de los microorganismos de estudio. Se observo que el
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género mas abundante fue Clostridium spp. que se caracteriza por ser bacterias gram positivas,
anaerobias facultativas y formadoras de esporas; ademas, se encuentran distribuidas en el suelo,
intestino humano y animal. En este contexto, dicho genero es conocido como un agente
patdgeno que ocasiona un sin nimero 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 correlacion 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 area alimenticia, ganadera, pesquera y agricola. Se
recomienda la implementacion de normas regulatorias para |evitar el uso desmedido de estos

antimicrobianos en todas las areas aplicables a su uso.

Finalmente, se recomienda el uso de esta metodologia por su eficiencia al detectar
comunidades bacterianas que presentan altas velocidades especificas de crecimiento;
adicionalmente, esta tecnologia puede ser implementada facilmente en la industria gracias a su
operacion sencilla y montaje econémico. Esta tecnologia tiene un potencial de aplicacion en
laboratorios clinicos, centros de salud, medicina veterinaria y control de calidad en la industria

alimenticia.

7. CONCLUSIONES

- Elnuevo sistema tecnologico basado en un quimiostato simple de una etapa seguido
del sistema de deteccion de susceptibilidad a antibidticos muestra ser eficiente para

detectar comunidades bacterianas anaerobias con posible resistencia a antibidticos
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que presentan altas velocidades especificas de crecimiento, por tanto, la hipotesis

de investigacion planteada se acepta.

El analisis metagendémico realizado mediante la plataforma Nanopore de Oxford
para las muestras con mayor incidencia de posible resistencia a antibioticos reveld
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 probioticos, mientras que
otros son conocidos como agentes patdgenos responsables de enfermedades en los

seres humanos.

Los resultados obtenidos sugieren la viabilidad de esta tecnologia como un método
rapido, confiable y de alta sensibilidad para la deteccién temprana de amenazas
microbioldgicas en alimentos, permitiendo tomar medidas preventivas oportunas y
contribuyendo a la reduccion de los riesgos asociados al consumo de alimentos

contaminados.

8. RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo un analisis exhaustivo de cada muestra secuenciada en
el presente estudio para identificar su nivel de resistencia y determinar si se
consideran agentes patdgenos para los seres humanos o simplemente se utilizan
como probioticos en los alimentos. Esto permitird obtener una comprension mas

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

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

- Es necesario motivar al Gobierno de la Republica del Ecuador a implementar las
normativas INEN 2587: 2013 “Mercados Saludables” en los mercados del pais 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 tecnoldgico basado en un quimiostato simple.

ANEXO B

Tabla 8. Célculo de la razon en la tasa de dilucién minima (0,075~ 1)

0.075

FLUJO MINIMO
Razon Amoxicilina [Razon control o= s.ucept!blhdad / Interpretacion
resistencia
16289441 0.278 .
Razon Gentamicina
123147888 0.210 *
24horas | Razon Amikacina
6.017113095 5.8662762 1.026 o
Razon Ceftriazona
551221001 0.940 e
Razon Ampicilina
1.123203055 0.181 ’
Razon Amoxicilina |Razon control Indice de s.uceptibilidad / Interpretacion
resistencia
4254182185 0.867 s
Razon Gentamicina
1457176255 0.297 i
48horas | Razon Amikacina
6.017113095 | 45066362 1.226
Razon Ceftriazona
5.51221001 1123 -
Razon Ampicilina
1.123203055 1123 i
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En la tabla 8 se observa el indice de susceptibilidad y resistencia bacteriana de la tasa
de dilucion minima, cuya interpretacion de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3, siendo

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

ANEXO C

Tabla 9. Célculo de la razon de la tasa de dilucion media (0,4 h=11)

FLUJO MEDIO
Razon Amoxicilina |Razon control W s'uceptfbllldad / Interpretacion
resistencia
2.061147186 1.553 aa
Razon Gentamicina
3.404040404 2.565 s
24 horas Razon Amikacina
6.607119314 1.32690056 4979 e
Razon Ceftriazona
4135714286 3.117 o
Razon Ampicilina
0.4 4135714286 3.117 sl
Razon Amoxicilina |Razon control Indice de s.uceptibilidad / Interpretacion
resistencia
4254182195 3.206 %0
Razon Gentamicina
1457176255 1.098 o
48 horas Razon Amikacina
6.017113095 1.32650056 4535
Razon Ceftriazona
5.51221001 4154 o
Razon Ampicilina
1.123203055 0.846 .
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En la tabla 9 se observa el indice de susceptibilidad y resistencia bacteriana de la tasa
de dilucién media, cuya interpretacion de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3, siendo

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

Tabla 10. Calculo de la razon de la tasa de dilucién alta (0,6 A=)

FLUJO MAXIMO

0.6

Indice de suceptibilidad

Razon Amoxicilina|Razon control Interpretacion
/ resistencia
4.220930233 1.560 it
Razon Gentamicing
2.172093023 0.803 A
24 horas |Razon Amikacina
4272093023 | 2.70600865 1579 it
Razon Ceftriazona
6.78372093 2.507 ko
Razon Ampicilina
6.78372093 2.507 il
[Razon Amoxicilina|Razon control Indice de suceptibilidad Interpretacion
/ resistencia
15.42325581 3.277 e
Razon Gentamicing
1263488372 2.684 o
48 horas | Razon Amikacina
4272093023 | 470695865 0.908 .o
Razon Ceftriazona
6.78372093 1441 ot
Razon Ampicilina
3.774418605 0.802 a

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

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

de dilucion maxima, cuya interpretacion de resistencia y susceptibilidad se clasifica en 3,
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ANEXO E

Imagen 11: Proceso de extraccion de ADN.
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ANEXOS F
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MiniAmp Plus

Thaexmal C

Imagen 12: Muestras colocadas en el termociclador
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ANEXOS G

Imagen 13: Preparacion de bibliotecas.
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ANEXO H

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

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

L —— A

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

TECHNOLOGIES.
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ANEXO K

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

TECNOLOGIES

IDEMTIFICACIEGN BEACTERIANA DE LA REGIGN W3-Y4
Mombre de la Backeria Abundancia Farcentaje
Cloztridium o555 036
Gluconacetabackar T45 G056
Leuconoskas =] 2691
Pacnibacilluz &04 24.51
Acetobacker 152 61T
Eifidobackerium 155 S50
Chryzeabackerium 33 1.55
Gluconobacker S0 1.22
Etenotrophomanas 15 0.55
Ephingobacterium T 025
Falztania T 025
PActhplophiluz =) 0.24
A zaia ] .20
Ephingemonaz ] 0.z20
Komagatacibacker d 016
Fhizobium - 016
Lackococcus S a1z
Pzeudomaonas S a1z
Oypzgonomanas 3 0.1z
PActhplarubrum S5 0.12
Klzbzizlla 2 0,05
Acinctobacker 2 0,05
Enterobacter 2 0.0sS
Achromaobacker 1 0,04
Wariovaorax 1 0,04
Azinibackarium 1 0,04
Ercvundimonaz 1 0,04
Plguyenibacker 1 0.04
Flavabackerium 1 0,04
Ochrobactrum 1 0,04
Plaraxella 1 0,04
Gaorillibackarium 1 004
Pelosinuz 1 0,04
Paraburkholderia 1 0,04
Lachnoclaztridium 1 0,04
bkl 24635555 100




ANEXO L

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

NANOPORE TECNOLOGIES

IDERMTIFICACION BEACTERLSMS OE LS
REGIOM v4-v5

Flombre de la bacreria

Sbundancia

Farcentaje

Clo=tridium e | S Fio.13
Gluconacetobacter 1raz 12.55
Facsnibacillu= 951 E.93
Leuconostoc =10 5. a0
Chryzeobacterium 195 142
Scetobacter 160 117
Gluconobacter =23 0.Es0
Stenatrophonas 53 0.z3
Eifidobacterium 25 0.2E
Sphingobacterium 14 0,10
FRal=tonia 12 0.03
Flethylophilu=s = 0.05
MPlicrobacterium T 0.05
S=aia E 0.04
Sphingomonas 5 0.04
Raoultella 4 0.0z
Komagatasibacter 4 0.0z
Warioworax 4 0.0z
Gorillibackerium b 0.0z
El=b=iella b .o
Yokenslla 2 .o
Sphingobium = 0.1
MRlgquyenibacter = 0.1
Lactococzus 1 0.01
DOysgonomonas 1 0.1
S=inibacterium 1 .01
MAethylorubrum 1 0.1
Eradyrhizobium 1 0.1
Cloacibacterium 1 0,01
Caulobacter 1 .o
Felo=sinu= 1 .o
Tokal 13725 100
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ANEXO M

Tabla 13. Bacterias con mayor porcentaje de abundancia de la region V3-V4.

BACTERIAS CON MAYOR PORCENTAJEDE
ABUNDANCIA DE LA REGION V3-v4

Nombre de la bacteria [Abundancia [Porcentaje
Clostridium 8855 79.35
Gluconacetobacter 748 6.70
Leuconostoc 663 5.94
Paenibacillus 604 5.41
Acetobacter 152 1.36
Bifidobacterium 138 1.24
total 11160 100
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ANEXO N

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

BACTERIAS CON MAYOR PORCENTAJE DE
ABUNDANCIA DE LA REGION V4-V5

Nombre de la bacteria  |Abundancia [Porcentaje
Clostridium 9633 71.51
Gluconacetobacter 1722 12.78
Paenibacillus 951 7.06
Leuconostoc 810 6.01
Chryseobacterium 195 1.45
Acetobacter . 160 1.19
Total 13471 100
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