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Resumen

Pese a que se ha demostrado que existen procesos abidticos que pueden transformar la
tetraciclina (TC), se como los procesos microbianos pueden llegar a degradar la TC en el
ambiente acuético. Este trabajo evalud el porcentaje de degradacion de TC mediante el
aislamiento de bacterias resistentes de aguas residuales de un hospital de Quito. Se aislaron dos
bacterias resistentes a través de diluciones seriadas y estriacion en placa. A partir de las
bacterias aisladas, se procedi6 a una caracterizacion presuntiva por medio de una evaluacién
macroscopica y microscépica (Tincion Gram). Asi mismo, para una identificacién secundaria
de las bacterias, se aplicd una bateria de pruebas bioquimicas denominadas IMVIC. Se evalud
la sensibilidad antimicrobiana a través de antibiogramas disco-placay, finalmente, se cuantifico

la concentracion residual de TC por medio de HPLC.

Se identificaron dos cepas bacterianas resistentes: Klebsiella pneumoniae (CB1) y Escherichia
coli (CB2). Solo se utilizé la cepa CBL1 para los experimentos debido a que presentd mayor
resistencia a la TC. El porcentaje de biotransformacion de TC por la cepa CB1 fue medido en
el dia 4 aun pH de 7,2 y una temperatura de 30 °C. La cepa CB1 degrad6 el 79% y 81% de la

concentracion inicial de TC en los tratamientos T1y T2, respectivamente, después de 4 dias.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden brindar una base tedrica para estimar la
degradacion de los antibioticos como la TC en el medio acuatico y el potencial uso de la cepa

en el disefio de procesos de ingenieria para eliminar la tetraciclina del agua.

Palabras clave: Resistencia, Biotransformacion, HPLC, Antibiograma, Klebsiella pneumoniae.



Abstract

Although it has been demonstrated that there are abiotic processes that can transform
tetracycline (TC), it has been shown that microbial processes can degrade TC in the aquatic
environment. This work evaluated the percentage of TC degradation by isolating resistant
bacteria from wastewater from a hospital in Quito. Two resistant bacteria were isolated through
serial dilutions and plate striations. From the isolated bacteria, we proceeded to a presumptive
characterization by macroscopic and microscopic evaluation (Gram stain). Likewise, for
secondary identification of the bacteria, a battery of biochemical tests called IMVIC was
applied. Antimicrobial sensitivity was evaluated through disc-plate antibiograms and, finally,

the residual concentration of CT was quantified by HPLC.

Two resistant bacterial strains were identified: Klebsiella pneumoniae (CB1) and Escherichia
coli (CB2). Only strain CB1 was used for the experiments because it presented greater
resistance to CT. The percentage of CT biotransformation by strain CB1 was measured on day
4 at pH 7.2 and a temperature of 30 °C. Strain CB1 degraded 79% and 81% of the initial

concentration of CT in treatments T1 and T2, respectively, after 4 days.

The results obtained in this work can provide a theoretical basis for estimating the degradation
of antibiotics such as CT in the aquatic environment and the potential use of the strain in the

design of engineered processes to remove tetracycline from water.

Key words: Resistance, Biotransformation, HPLC, Antibiogram, Klebsiella pneumoniae.
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1 Introduccién

Los antibidticos de tetraciclina (TC), tales como oxitetraciclina (OTC), clortetraciclina (CTC)
y tetraciclina (TC), son farmacos de amplio espectro usados principalmente como inhibidores
de la sintesis proteica en bacterias (Yang et al., 2020). Se sabe que las tetraciclinas son el
segundo grupo de farmacos de mayor fabricacion y uso a nivel mundial (Garcia Fernadndez et
al., 2019). Los residuos generados van a desembocar en rios por medio de efluentes de aguas
de origen hospitalario, aguas residuales, residuos de fabricacién, orina, heces etc. (Meléndez-
Marmolejo et al., 2020). Es asi como dichos compuestos son considerados contaminantes
emergentes de gran interés cientifico, puesto que pueden ocasionar graves dafios
medioambientales y perjudicar la salud humana debido a que se encuentran en concentraciones

traza (Meléndez-Marmolejo et al., 2020).

Cabe mencionar que, estos compuestos pueden provocar efectos negativos medioambientales,
como resistencia bacteriana patégena, lo cual podria producir méas bacterias con resistencia
adquirida, disminuyendo la eficacia del medicamento (TC) en organismos vivos, reducir la
diversidad bacteriana y generar toxicidad en peces y algas (Meléndez-Marmolejo et al., 2020,
p. 53). En un estudio usando embriones de pez cebra (Danio rerio) para evaluar la toxicidad
por exposicion a la (TC), se observd que las larvas presentaron fenotipos de retraso del
desarrollo, como retraso de longitud, eclosion, ausencia de hinchamiento de la vejiga natatoria
y aumento del area del saco vitelino. Todo esto al exponer a los embriones a una concentracién
de 20 pg/L de tetraciclina, la cual también causa apoptosis celular y dafio oxidativo (Meléndez-

Marmolejo et al., 2020, p. 56).



Asi mismo, entre los graves efectos para la salud humana se encuentran los efectos
teratogénicos, hepatotoxicidad, efectos endocrinos, etc. (Meléndez-Marmolejo et al., 2020, p.
55) . Adicionalmente, tienen como efecto indirecto la disminucion de la capacidad del cuerpo
para enfrentar las enfermedades infecciosas. Por todo ello se debe proceder a la eliminacion de
residuos de los antibidticos de los medios acuaticos como aguas de consumo, residuales, y
efluentes (Maldonado & Balagurusamy, 2022). Ademas, es necesario crear un correcto manejo
y monitoreo ambiental, ya que se sabe que existen muy pocos estudios del monitoreo de
antibidticos en Ameérica Latina en diversas fuentes de agua. Se conoce que la tetraciclina se ha
monitorizado en cuerpos de agua a concentraciones de (0,1-1,0 pg/L) y en aguas residuales de
las grandes industrias a una concentracion mayor a 1,5 mg/L (Meléndez-Marmolejo et al., 2020,

p.56).

De ahi que, el estudio se llevara a cabo en la ciudad de Quito en un hospital denominado B, en
el 2024, durante un periodo de cuatro meses. Un factor clave para el albergue de este antibidtico
en las aguas residuales de hospitales es su uso constante. Sin embargo, la composicién del agua
al mezclarse con varios componentes proporciona un ambiente favorable que estabiliza las
tetraciclinas, de esta manera, los compuestos de tetraciclina pueden transformarse mediante

procesos abidticos en el medio ambiente.

La tetraciclina puede hidrolizarse en el agua y el proceso se ve afectado por la temperatura, el
pH, la fuerza ionica y la quelacion con cationes (Leng et al., 2016). Dado que un gran nimero
de compuestos quimicos se encuentran en estas aguas, las condiciones de pH neutro a
ligeramente alcalino y las temperaturas moderadas pueden proporcionar un entorno propicio

para la supervivencia de las tetraciclinas durante periodos prolongados.



Con respecto a la falta de regulacion, monitoreo y tratamiento en la eliminacion de antibioticos
como la tetraciclina de aguas residuales de los hospitales, podemos decir que es una causa
significativa para la acumulacion de este contaminante. Asi mismo, otra causa igualmente
significativa es que los residuos de la tetraciclina originan la seleccion de bacterias resistentes
por medio de transferencia horizontal y vertical de genes a través de elementos genéticos
moviles y la transferencia vertical de genes (Yang et al., 2020). Por lo tanto, se podria asumir
una alta relacién entre los residuos del antibidtico en corrientes acuéticas y el aumento de
bacterias resistentes a estos en el medio ambiente. Por otra parte, las tetraciclinas son
compuestos organicos persistentes que pueden resistir los procesos de tratamiento biolégico y
fisicoquimico, tipicamente utilizados en las plantas de tratamiento de aguas residuales. En
consecuencia, la biodegradacion podria llegar a ser una tecnologia viable para eliminar
antibidticos como la tetraciclina del medio ambiente (Maldonado & Balagurusamy, 2022,

p.1055).

Como hipotesis del trabajo, se plantea que los microorganismos que aislados de aguas
residuales de origen hospitalario tienen la capacidad de biodegradar la tetraciclina mediante
actividades metabdlicas a concentraciones bajas del antibiotico. El objetivo general es evaluar
el porcentaje de degradacién de tetraciclina a partir de bacterias aisladas de aguas residuales de
origen hospitalario. Para ello, se requiere del aislamiento de las bacterias resistentes a la
tetraciclina mediante inoculaciones posteriores en cajas Petri, ademéas de identificar las
bacterias de forma macroscdpica y mediante pruebas bioquimicas. Asi mismo, se evaluara in
vitro la respuesta de las bacterias aisladas ante la tetraciclina mediante antibiogramas v,

finalmente, se cuantificara la concentracion de tetraciclina residual por HPLC.



2 Fundamentacion tedrica

2.1 Tetraciclina: Propiedades y uso

2.1.1 Propiedades quimicas y farmacologicas.

Las tetraciclinas son compuestos orgdnicos con una estructura comdn de cuatro anillos, los
cuales se encuentra unidos por algunas cadenas de radicales. De ahi que existen tres miembros
en la familia de las tetraciclinas: la clortetraciclina, doxiciclina y la tetraciclina. La diferencia
entre la clortetraciclina y la tetraciclina radica en que la primera posee un atomo de cloro en su
estructura, mientras que la doxiciclina tiene un grupo hidroxilo extra. Todos estos compuestos
son muy usados como antibi6ticos de amplio espectro; otro aspecto importante es que la
clortetraciclina y la oxitetraciclina son naturalmente fabricados por Streptomyces spp, mientras

que otras tetraciclinas son semisintéticas (Willey et al., 2020).

Dichos antibi6ticos son semejantes en accion a los aminoglucosidos, ya que se dirigen a la
subunidad 30S del ribosoma, ocasionando la inhibicién de la sintesis de proteinas. Es asi como
estos antibioticos logran tener una amplia accion bacteriostatica contra patdégenos intracelulares
rickettsias, micoplasmas y clamidias. Ademas, los efectos conocidos de dichos antibi6ticos
incluyen trastornos gastrointestinales, decoloracion de los dientes, lesiones renales y hepaticas

(Willey et al., 2020).
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Figura 1. Familia de Tetraciclinas

Fuente: (Willey et al., 2020)

En cuanto a la solubilidad y estabilidad de la tetraciclina, se conoce que la TC presenta baja
solubilidad en agua, la cual se ha estimado en aproximadamente 0,2 mg/ mL a un pH neutro.
Con la finalidad de mejorar estas propiedades, los investigadores han desarrollado
formulaciones en micelas solubles en medios acuosos que utilizan tensoactivos como lauril
sulfato de sodio y bromuro de cetrimonio, los cuales mejoran significativamente la solubilidad
y también la actividad antibacteriana de la tetraciclina. Asi mismo, otra forma de mantener
solubilidad y por lo tanto la estabilidad es mediante la incorporacion de tetraciclina en

hidrogeles de poliacrilato (Meretoudi et al., 2020).



2.1.2 Usoy presencia en el medio ambiente.

Los antibioticos se utilizan en animales de produccion alimentaria para multiples propdsitos,
como medidas metafilacticas, tratamiento terapéutico y medidas profilécticas, asi como
promotores del crecimiento (Caneschi et al., 2023). Mas de 6.800 toneladas del antibiotico
tetraciclina fueron usados en todo el mundo en la agricultura animal siendo muy comunes en
veterinaria (Leng et al., 2016). Es asi como los antibioticos de administracion oral més
utilizados en animales de producciéon alimentaria son las tetraciclinas, sulfonamidas, B-
lactamicos y quinolonas. Debido a lo cual, las tetraciclinas poseen una biodisponibilidad oral

baja en cerdos (5-15%) y aves de corral (<5%) (Caneschi et al., 2023).

Asi mismo la ausente absorcion de los antibioticos modifican la microbiota intestinal de manera
rapida y permanecen activos en heces excretadas, causando dafios graves a los microorganismos
ambientales. De ahi que se sugiere gque los antibidticos residuales en el polvo agricola pueden
afectar de igual forma la microbiota intestinal al adquirir resistencia; dichos efectos se pueden
encontrar en la cadena alimentaria (huevos, carne y leche) son una de las fuentes mas
importantes en cuanto a la transmision de bacterias resistentes a los antibioticos (BRA) y genes

de resistencia a los antibidticos (GRA) entre humanos y animales (Caneschi et al., 2023).



2.2 Impacto Ambiental de las tetraciclinas

2.2.1 Resistencia Antimicrobiana

Por lo general, la resistencia a los antibidticos en bacterias se da de forma intrinseca o adquirida.
La primera se presenta en bacterias naturalmente resistentes que muestran propiedades
heredadas. Asi como, la presencia de lipopolisacarido en paredes celulares de las bacterias gram
negativas otorga una barrea innata para combatir la penetracion de antimicrobianos. Ademas,
dicha resistencia incluye el incremento de su salida o inactivacién y la limitar la absorcion del
farmaco. Por otro lado, la resistencia adquirida incluye la modificacion de los objetivos

farmacoldgicos y la inactivacion (Helmy et al., 2023).

Asi mismo, estudios previos indican que la resistencia de forma adaptativa es la responsable de
las diferencias in vivo e in vitro en cuanto a la eficacia de los antibidticos y el fracaso de las
terapias clinicas con antibidticos. Se sabe que lo que ayuda en la adquisicién a la resistencia, es
la plasticidad genética bacteriana y esta se manifiesta como ganancia de fragmentos de ADN
extrafios que codifican determinantes de resistencia por medio de la transferencia horizontal de
genes 0 por mutaciones en genes bacterianos. Asi las bacterias sensibles a los antibioticos
consiguen genes moduladores de la resistencia lo cual les permite compartir su material
genético a traves de tres formas, que son, conjugacion, transformacion y transduccion (Helmy

etal., 2023).

2.2.1.1  Lipopolisacarido (LPS) de la membrana bacteriana externa



Los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana en células bacterianas son el
lipopolisacérido (LPS) que es un importante componente biolégicamente activo de las
membranas externas de las bacterias gram negativas principalmente este componente actua

como barrera fisica que reduce la penetracion de los antimicrobianos (Helmy et al., 2023).

2212 Porinas bacterianas

En consecuencia, las porinas bacterianas son canales de proteinas de membrana que se
encuentran en la membrana externa de bacterias Gram negativas y tienen la funcion de modular
el cruce de moléculas hidrofilicas como los B-lactamicos. Ademas, pueden modificar sus
canales de porinas, ya sea alterando la selectividad de las porinas por medio de mutaciones o

decreciendo su numero (Helmy et al., 2023).

2.2.1.3  Formacion de biopeliculas

Otros mecanismos de resistencia importantes son la formacién de biopeliculas o biofilm, que
en esencia son el apilamiento de células bacterianas para impedir el acceso de los
antimicrobianos a las bacterias, se sabe que aproximadamente ente el 40 %y el 80 % de células
terrestres estdn a modo de biopeliculas como mecanismo de defensa ya sea de forma directa o
indirecta puesto que facilita la transferencia horizontal de genes de resistencia (Helmy et al.,

2023).

2214 Destruccién enzimatica de moléculas de antibiéticos

Asi mismo, existe la destruccién enzimatica de antibioticos en la cual las bacterias con
resistencia producen enzimas que degradan al antibidtico destruyendo asi los sitios activos del

mismo, dichas enzimas operan a través de glicosilacién, acetilacion, fosforilacion de algunos



sitios en la molécula del antibidtico que evitan la unién con los farmacos correspondientes a

sus objetivos ribosémicos (Helmy et al., 2023).

2.2.1.5  Modificacion del sitio objetivo del farmaco

Esta se da cuando las bacterias inhiben la union de los antimicrobianos modificando las
proteinas diana de sus antimicrobianos. Por ejemplo, Staphylococcus aureus que presenta
resistencia a la vancomicina es un ejemplar de resistencia por reemplazo de un sitio objetivo en
este caso se quita la subunidad de alanina en los péptidos de la pared celular y se introduce una
subunidad de lactato a la que la vancomicina le impide unirse de forma adecuada. Por altimo,
estd el mecanismo de las bombas de eflujo especificas para antibioticos cuya funcion principal
es reconocer estructuras extrafias, mismas que ingresan a las células por medio de su pared
celular y previniendo asi su acumulacion e interaccion con las células diana (Helmy et al.,

2023).



2.3 Efectos ecoldgicos

2.3.1 Interaccion de las tetraciclinas en la microbiota ambiental

Se conoce que la familia de tetraciclinas naturales puede sufrir una transformacién por medio
de procesos abioticos en el medio ambiente. Es decir, que pueden hidrolizarse velozmente en
agua. Sin embargo, el proceso puede cambiar ya sea por la temperatura, fuerza ionica, pH y
quelacion con cationes (Leng et al., 2016). Otro punto importante es que las tetraciclinas son
fotosensibles por lo cual varios productos de transformacién de la fotdlisis pueden llegar a ser
incluso maés téxicos que el compuesto original (Leng et al., 2016). De ahi que el proceso de
biotransformacion es muy importante pero muy poco comprendido, asi mismo podria
encaminar a la formacién de productos de la biotransformacion distintos a los resultantes de
procesos abidticos logrando asi obtener productos biodegradables de la tetraciclina menos

toxicos o incluso no téxicos (Leng et al., 2016).

2.3.2 Consecuencias ecoldgicas de la presencia de tetraciclinas en cuerpos de agua

Segun Meléndez-Marmolejo et al. (2020) La tetraciclina se ha monitorizado en cuerpos de agua
(0,1-1,0 pg/L) y en aguas residuales de industrias con una concentraciéon mayor a 1,5 mg/L;
sobre todo estar en contacto con (TC) se ha relacionado con la disminucién del crecimiento y
produccién de la clorofila del centeno, lo que provoca estrés oxidativo a partir de 10 mg/L.
También se puede observar que los desechos de (TC) (100 mg/kg) en vermicomposta inducen
a los genes de resistencia a antibidticos, causando dafios a la diversidad microbiana afectando
los periodos de descomposicion de materia organica e inhibiendo varias funciones microbianas
como la alteracion del sitio de union al antibiético y la produccion de enzimas inactivadoras

(Meléndez-Marmolejo et al., 2020).
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2.4 Degradacion de tetraciclinas por microorganismos

2.4.1 Degradacion de tetraciclinas por consorcios bacterianos y hongos

Shao et al. (2019) mencionan que en estudios anteriores se comprobé la capacidad de enzimas
extracelulares e intracelulares procedentes de hongos para biodegradar antibidticos. Tales
como, el manganeso peroxidasa creada a base de la podredumbre blanca, asi mismo el hongo
Phanerochaete chrysosporium podria aplicarse como biocatalizador de alta eficiencia para
biodegradar tetraciclina y oxitetraciclina. Asi mismo, Shao et al. (2019) informan que en un
estudio se aislo una cepa Klebsiella sp. SQY5 de lodos municipales, que poseian gran capacidad

para degradar tetraciclinas y desnitrificar.

Por otro lado, Leng et al., (2016) mencionan que en estudios previos informaron acerca de la
eliminacién de tetraciclina del agua por comunidades microbianas mixtas en sedimentos de
rios. De igual forma se sabe que el micelio de Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de
transformar la oxitetraciclina del suelo en sustancias menos toxicas. También, se ha encontrado
cultivos puros de cepas bacterianas con capacidad para degradar la tetraciclina. Por ejemplo, en
un estudio de susceptibilidad a los antibidticos se report6é que Staphylococcus aureus presentd
un 19,4 % de resistencia a la tetraciclina y un 80,1 % de resistencia a la oxaciclina (Bastidas et

al., 2019).

2.5 Tratamientos fisicoquimicos de degradacion de tetraciclina
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2.5.1 Cloraciéon

La cloracion se basa en la capacidad oxidante del cloro, por lo general, reacciona con
compuestos organicos y minerales en el agua. En el caso de las tetraciclinas, el cloro puede
Ilegar a romper los anillos aromaticos presentes en su estructura y otras estructuras moleculares,
Ilevandolos a compuestos mas simples y menos activos biolégicamente. Ademas, el cloro puede
oxidar directamente los enlaces dobles y otros grupos funcionales en la molécula de tetraciclina,
la desventaja de este proceso es que puede llevar a la formacién de subproductos de
desinfeccion como &cidos halo acéticos y trihalometanos, que pueden ser dafiinos para la salud.

(Meléndez-Marmolejo et al., 2020, p.58).

2.5.2 Foto-Feton (Oxidacién avanzada)

La generacion de radicales hidroxilos se lleva a cabo mediante el proceso Foto-Fetdn. Estos
radicales se producen a través de la reaccion de peroxido de hidrogeno (H202) con iones ferrosos
(Fe**) en presencia de radiacion ultravioleta (UV). Se entiende que los radicales hidroxilos son
esenciales para la degradacion de tetraciclinas, ya que reaccionan con los anillos aromaticos
que componen la molécula de tetraciclina. Es importante mencionar que el proceso Foto-Fenton
es uno de los métodos mas efectivos dentro de la oxidacion avanzada para la degradacion de
tetraciclinas. Esta técnica ha demostrado ser altamente eficiente para la degradacion de

compuestos organicos recalcitrantes.

Debemos tomar en cuenta que la formaciéon de los radicales hidroxilos es crucial para la
degradacion de tetraciclinas, ya que estos pueden reaccionar con los anillos aromaticos
presentes en la estructura de la molécula. Asimismo, tienen el objetivo de mejorar la eficacia

en la eliminacion de los contaminantes emergentes. Se han sugerido diversas investigaciones
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en el empleo de nuevas tecnologias, entre las que se destacan los procesos avanzados de
oxidacion, procesos electroquimicos y adsorcion selectiva, entre otros (Meléndez-Marmolejo

etal., 2020, p.59).

2.5.3 Uso de biorreactores

A través de estudios, se logré degradar sulfonamidas y B-lactdmicos mediante el uso de
biorreactores tanto aerdbicos como anaerdbicos, alcanzando elevados porcentajes de
degradacion, con un 95 % para la demanda quimica de oxigeno (DQO) y un 92 % para los
antibidticos, en un lapso de 3,3 dias debido al efecto de adsorcion y desorcién. De igual manera
se evaluo la biodegradabilidad aerdbica y anaerdbica a concentraciones de 50-5000 pg/l para
los antibidticos olaquindox (OLA), metronidazol (MET), tilosina (TYL) y oxitetraciclina
(OTC), todas estas evaluaciones se llevaron a cabo en un sistema de matraz de agitacion simple
qgue simula las condiciones en aguas superficiales, de esta manera se determind que la
biodegradacion fue notablemente mas lenta en las pruebas realizadas en ausencia de oxigeno.
No obstante, se logro la degradacion de los compuestos en diferentes intervalos de tiempo: de
4 a 8 dias (OLA), de 9,5 a 40 dias (TYL), de 14 a 104 dias (MET) y de 42 a 46 dias (OTC)

(Meléndez-Marmolejo et al., 2020, p.59).

2.6 Aplicaciones potenciales en biodegradacion

2.6.1 Biorremediacion Aerdbica de Aguas Residuales Contaminadas con tetraciclina.

En la biorremediacion aerdbica, las bacterias aisladas de aguas residuales hospitalarias se
utilizan para degradar la tetraciclina en presencia de oxigeno. Este proceso permite una

eliminacion eficaz y rapida de la tetraciclina, reduciendo el riesgo de contaminacion del agua y
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sus efectos negativos en la salud humanay el medio ambiente; por otro lado, la biorremediacion
aerdbica puede implementarse en sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales
y hospitalarias, ofreciendo una solucién rentable y sostenible para la eliminacion de

tetraciclinas.

Un ejemplo de microorganismo utilizado en este proceso son las bacterias Pseudomonas, que
se encuentran ampliamente distribuidas en varios entornos naturales, incluyendo el suelo, las
plantas, los animales, el aire y el agua; las Pseudomonas taiwanensis son cepas bacterianas
aerobias Gram negativas, con forma de baston, moviles y no formadoras de esporas, que se

encuentran aisladas del suelo.

Por otro lado, las Pseudomonas pseudoalcaligenes son bacterias gram negativas aerobias que
pueden utilizar el cianuro como fuente de nitrogeno y pueden ser utilizadas en la
biorremediacion; las Bacillus flexus son bacterias Grampositivas, con forma de baston y
formadoras de endosporas, se pueden aislar de las heces presentes en el suelo y han demostrado
actividad contra los aditivos de cloruro de polivinilo, aunque presentan una baja tasa de
biodegradacion del cloruro de polivinilo. Estos organismos aerobios han sido estudiados por su
capacidad de degradar tetraciclinas en lodos de aguas residuales. En comparacion, la
biodegradacion anaerobia requiere una incubacion mas larga que la aerobia, como es el caso de
Pseudomonas taiwanensis. La adicion de este tipo de bacterias no solo contribuye a la
biodegradacion de antibidticos, sino que también modifica la composicién de la comunidad
microbiana en un nuevo ecosistema, ayudando a las vias de degradacion de xenobioticos (Yang

etal., 2020, p.7).

2.6.2 Biorremediacion Anaerobica de Aguas Residuales Contaminadas con
tetraciclina.
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La biorremediacion anaerdbica se perfila como una solucion eficaz para eliminar la tetraciclina
presente en las aguas residuales. Las bacterias aisladas de aguas residuales hospitalarias han
demostrado la capacidad de degradar la tetraciclina en ausencia de oxigeno, lo que posibilita su
utilizacion en sistemas de tratamiento de aguas residuales anaerobicos. Este enfoque ofrece
ventajas significativas, como la reduccion del consumo energético y la generacién de
subproductos menos toxicos, convirtiéndolo en una opcidn atractiva para remediar las aguas

residuales contaminadas con tetraciclinas.

Algunos microorganismos tienen una alta eficiencia para la eliminacion de tetraciclina en aguas
residuales contaminadas, especialmente en medios anaerobicos. La bacteria Clostridium
perfringens, un organismo anaerébico obligado, dispone de una gran capacidad para degradar
estos antibidticos en medios carentes de oxigeno. Esta bacteria, conocida por su capacidad de
formar esporas muy resistentes al calor, se encuentra en suelos, aguas superficiales, sedimentos
y en el tracto gastrointestinal de animales y humanos. Ademas, ha sido estudiada por su eficacia

en la decoloracion de varios colorantes reactivos (Yang et al., 2020, p.7-8).

2.6.3 Humedales artificiales para la remocién de antibioticos

Los humedales artificiales se construyen para controlar los procesos bioldgicos en condiciones
similares a las naturales, pero en un ambiente controlado. Estos sistemas se componen de cuatro
elementos: vegetacion, microorganismos, agua y sedimento. Estos elementos interactGan entre
si y se mantienen un equilibrio en el ecosistema mediante procesos como la fitorremediacion,
la biodegradacién y otros. Aungue existen varios puntos a favor del uso de humedales, su
efectividad puede variar segun la temperatura o estacién del afio. La interaccion entre
sedimento, planta y microrganismo contribuye hasta un 99% en la remocion del antibiético.
Durante el proceso de secuestro, las plantas acumulan los compuestos toxicos en las vacuolas
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mediante un mecanismo de detoxificacion generando metabolitos residuales que son
exportados a otras partes de la planta o eliminados en forma de CO,. Estas respuestas
contribuyen al proceso de eliminacion de residuos de antibidticos del medio acuético

(Maldonado & Balagurusamy, 2022, p.1058).

2.7 Aislamiento de bacterias

2.7.1 Siembra en placa por estrias

El cultivo axénico de células es necesario para la caracterizacion de una especie individual, por
ello se puede obtener colonias aisladas a través de la técnica de siembra en estrias que consiste
en inocular la mezcla microbiana sobre un extremo de la caja Petri con agar con la ayuda de un
asa de siembra, y se extiende formando estrias en uno o varios sentidos sobre la superficie, por
ultimo, un buen aislamiento depende de la correcta separacién de las células individuales. Las
colonias aisladas mediante esta técnica se pueden usar para inocular un medio liquido fresco y

preparar cultivos puros (Prescott Lansing et al., 2004).

2.7.2 Diluciones seriadas
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El aislamiento de bacterias por medio de diluciones seriadas es una técnica cuantitativa y
cualitativa. Es cualitativa ya que permiten caracterizar las diferentes morfologias coloniales y
por otro lado es cuantitativa ya que permite conocer con exactitud el nimero de bacterias
presentes en una suspension. La técnica consiste en realizar diluciones sucesivas de la muestra
en un ambiente estéril, de manera que ira disminuyendo el nimero de microorganismos de la
suspension inicial, con la finalidad de sembrar una cantidad conocida de inoculo en placas Petri.
Es muy importante realizar las diluciones en una disolucién mineral isotdnica que preserve la
viabilidad de las células sin permitir la division celular. En general, se toma un volumen de 0,1
mL de inoculo y se siembra sobre una placa de Petri. Ademas, esta técnica permite conocer el

namero de microorganismos viables en la muestra original (Domenech Antonio et al., 2010).

2.8 Identificacidn y Caracterizacion de bacterias

2.8.1 Tincion gram

La tincion de Gram es, a menudo, la primera y Unica herramienta para hacer un diagndstico
provisional en la identificacion de la mayoria de las bacterias, considerando el tipo de muestra
y el diagnostico presuntivo del proceso infeccioso (Fernandez Ana et al., 2010). Esta prueba
diferencial es de gran ayuda en la clasificacion de microorganismos como Gram negativos o
Gram positivos dependiendo del tipo de pared bacteriana. La tincion de Gram permite distinguir
diferencias morfologicas (cocos, bacilos u otros) y estructurales de la pared (Domenech

Antonio et al., 2010).

2.8.2 Pruebas bioquimicas
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La bateria de pruebas bioquimicas IMVIC (Indol, rojo de metilo, Voges Proskauer y Citrato)
son un conjunto de cuatro pruebas fundamentales en la microbiologia ambiental para una

adecuada identificacion de enterobacterias (Fernandez Ana et al., 2010).

2.8.2.1 Catalasa

La catalasa se encuentra en la mayoria de los microorganismos que contienen
citocromos, estas bacterias productoras de esta enzima descomponen el perdxido de hidrégeno
en agua, el cual se libera en forma de burbujas, esta prueba se utiliza principalmente para
diferenciar entre las bacterias de la familia Micrococacceae (gram positivas) y las especies de

Streptococcus y Enterococcus (gram negativas) (Ferndndez Ana et al., 2010).

2.8.2.2  Oxidasa

Esta prueba determina la presencia de enzimas oxidasas en bacterias, la reaccion de la
oxidasa ocurre debido a un sistema de citocromo-oxidasa que activa la oxidacion del citocromo.
El citocromo reducido por el oxigeno molecular produce agua o peréxido de hidrégeno,

dependiendo de la especie bacteriana (Fernandez Ana et al., 2010).

2.8.2.3 Indol

Esta prueba se utiliza para identificar la liberacién de indol en un cultivo bacteriano. El
indol es uno de los productos de degradacion del aminoéacido triptéfano. La presencia de la
enzima triptofanasa en la bacteria causa la hidrolisis del aminoacido y su desaminacion,

produciendo indol, acido pirtvico y amoniaco. (Fernandez Ana et al., 2010).
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2.8.24 Citrato

Esta prueba se utiliza para determinar que microorganismo puede usar citrato como su
fuente de carbono en su metabolismo y compuestos amoniacales como Unica fuente de
nitrogeno, lo que resulta en la alcalinizacion del medio. En las enterobacterias con estas
capacidades se encuentran generos como Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y
algunas especies de Salmonella. Sin embargo, bacterias como Escherichia, Shigella, Yersinia,
Salmonella typhi y Salmonella paratyphi no pueden crecer utilizando citrato como Unica fuente

de carbono (Fernandez Ana et al., 2010).

2.8.25  Rojo metilo

La prueba se la emplea para evaluar la capacidad de un microorganismo para producir
y conservar estables los productos acidos finales procedentes de la fermentacion de la glucosa,
a través de la ruta de fermentacién acido-mixta facilita la identificacion especifica de diversas
especies de bacilos entéricos gramnegativos brindando informacion detallada sobre su

metabolismo (Fernandez Ana et al., 2010).

2.8.2.6  Voges-Proskauer

La prueba de VVoges-Proskauer se utiliza para determinar si un microorganismo tiene la
capacidad de fermentar la glucosa mediante la ruta butanodiolica, durante este proceso se
produce acetoina como un producto intermediario que reacciona con a-naftol formando un

complejo rojizo (Fernandez Ana et al., 2010).

2.9 Cromatografia liquida de alta eficiencia ( HPLC)
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La Cromatografia liquida de alta eficiencia usa pequefias particulas, a altas presiones de flujo y
columnas que son de volumen pequefio pero de gran longitud lo que permite un funcionamiento
con alta resolucion. Para minimizar la difusion y el tiempo necesario para el movimiento de
los componentes de la muestra hacia los sitios de interaccion en la columna, deben cumplirse
dos criterios. El primero es que el material de empaque debe estar finamente dividido y poseer
una alta regularidad esférica para permitir una correcta homogeneidad y densidad de empaque;
en segundo lugar, la fase estacionaria debe estar en forma de una pelicula delgada y uniforme,

sin lugares para el estancamiento (Gary Christian, 2010).

Las fases estacionarias son de silice de alta pureza, con poco contenido de trazas de metales, y
su didmetro tipico es de 5 a 10 um. Por otra parte, se necesitan presiones de hasta 1000 a 3000
libras por pulgada cuadrada para obtener una rapidez de flujo de 1 a 2 mL/min, en columnas de
3 a5 mm de didmetro y de 10 a 30 cm de longitud, sin embargo, en algunos casos se requieren

presiones hasta de 6 000 psi (Gary Christian, 2010).

Un aparato de cromatografia de liquidos de alta eficiencia se compone de cuatro partes

principales:

Sistema de suministro de fase movil: Este sistema presenta una bomba para llegar a las
presiones requeridas , y suele contener algun medio para producir un gradiente de elucion,
aunque también existen fases moviles isocraticas. Por otro lado, los disolventes deben ser puros,
miscibles y estar desgasificados para evitar la formacion de burbujas. Ademas, deben ser de
grado “HPLC”, es decir, que se hayan filtrado en poros de 0.2 um. Con ello se consigue una
duracion prolongada de la bomba, porgue se evita el rayado, y se reduce la contaminacion o la

obstruccion de la columna (Gary Christian, 2010).
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Sistema de inyeccion de muestra: Las muestras se pueden introducir manualmente a la valvula
con una jeringa que llena el circuito de la muestra. Hoy se usan, de manera sistemaética, valvulas
automaticas de muestreo en las que las muestras se toman de un muestreador automatico y su

operacion no requiere atencion (Gary Christian, 2010).

Columna: Una columna de 4.6 mm de didmetro, bien empacada con particulas de 5 um debe
poseer un numero de platos del orden de 60 000 a 90 000 placas/metro, a flujos de 1
mL/min.Ademas, se sabe que las columnas delgadas producen mayor resolucion (Gary

Christian, 2010).

Detector: En la cromatografia de liquidos de alta eficiencia se necesitan detectores con gran
sensibilidad, en general para cantidades de microgramos a hanogramos. Los detectores que méas
se usan son refractémetros y detectores de ultravioleta (UV). El detector ultravioleta es de gran
selectividad, alrededor de 10 g/mL (0.01 ppm). No es sensible a la temperatura, su coste es
relativamente bajo y se puede usar con gradiente de elucidn. Es sensible a una gran cantidad de
compuestos organicos. Debido a sus ventajas, con el detector UV se hacen cerca de 80% de las

mediciones (Gary Christian, 2010).

21



Equipo de HPLC
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Datector Ragistrador

Figura 2. Partes principales del equipo HPLC

Fuente: (Gary Christian, 2010)

2.10 Antibiogramas disco-placa

El antibiograma disco-placa es una prueba para determinar la sensibilidad antimicrobiana,
consiste en colocar, en la superficie de agar de una caja Petri previamente inoculada con el
microorganismo de interés, discos de papel con el antibiético. Tan pronto el disco entra en
contacto con la superficie del agar, el filtro absorbe el agua y el antibidtico difunde al agar. El

antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un
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gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacién los discos aparecen

rodeados por un halo de inhibicion (Canton Rafael et al., 2000).
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3 Materiales y métodos

3.1 Poblacion y Muestra

3.1.1 Poblacién

La poblacion esta definida por las aguas residuales del alcantarillado final provenientes de un

hospital de caracter confidencial en la ciudad de Quito.

3.1.2 Muestra

Las muestras de agua residual que se obtuvieron del alcantarillado final, se tom6 muestras

compuestas para asegurar la homogeneidad de estas.

3.2 Variables

3.2.1 Variable independiente

Para esta investigacion la variable independiente constituye las cepas bacterianas resistentes a

la tetraciclina obtenidas del agua residual de origen hospitalario.

3.2.2 Variable dependiente

La variable dependiente es la concentracion de tetraciclina en la biodegradacion de esta.

3.2.3 Disefio experimental

Para la investigacion se utilizd el disefio experimental DBCA (disefio en bloques

completamente al azar). Para la elaboracién de los tratamientos, se evalu6 la capacidad de
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degradacion de la bacteria aislada CB1 sometida a dos concentraciones de tetraciclina (10,12
mg/L), para lo cual, todos los matraces se colocaron en la autoclave por 15 minutos a 121°C y

posteriormente en cdmara UV por 12 minutos antes de inocular los mismos.

Los tratamientos se disefiaron de la siguiente forma: Tratamiento 1 (T1): medio Luria Bertani
con 10mg/mL de Tetraciclina'y 2 mL del indculo bacteriano (1.5x 102 UFC/mL); Tratamiento
2 (T2): medio Luria Bertani con 12 mg/mL de Tetraciclinay 2 mL del in6culo bacteriano (1.5x
108 UFC/mL) ; Tratamiento 3 (T3): Control (sin microorganismos pero con 12 mg/mL de
Tetraciclina), Asi mismo como el disefio es un DBCA se plante6 como variable dependiente a
la concentracion de tetraciclina y a la variable independiente como los tratamientos con
diferentes dosis de tetraciclina, por otra parte, la temperatura es un factor extrinseco a los
tratamientos que no se pudo controlar. Ademas, cabe resaltar que todo el disefio experimental

se realizd por triplicado.

3.3 Productos Quimicos y Soluciones

Todos los productos quimicos se adquirieron en la Universidad Politécnica Salesiana. EI medio
MR-VP (medio de Clark y Lubs) se prepar6 utilizando 0, 15 g de glucosa Anhidra, 0,21 g de
Peptona, 0,15 g de fosfato dipotasico K,HPO, a un pH de 6,9. Por otro lado para la preparacion
del reactivo de Kovacs se usé 15 mL de alcohol amilico, 5 mL de HCL [1 M] y 1 g de p-
dimetilaminobenzaldehido. El a- naftol (5%) se preparo colocando 5 g de a- naftol en 100 mL
de alcohol etilico absoluto, también se prepard una solucién indicadora de Rojo de metilo para
lo cual se usé 0, 6 g de Rojo de metilo en 15 mL de metanol. Ademaés, se uso tetraciclina de

calidad analitica al 98% de pureza, oxalato amédnico [0,1 M], acetonitrilo y metanol de grado
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HPLC, por otra parte, el medio LB se formul6 usando 2,5 g de extracto de levadura, 5 g de

peptonay 2,5 g de NaCl (Shao et al., 2019).

3.4 Muestras para identificacion

Para el presente proyecto se recolectd muestras de aguas residuales de origen hospitalario de
forma aleatoria procedentes de la provincia de Pichincha, ciudad de Quito, Av. 6 de diciembre
y Patria, las cuales fueron sujetas a varias pruebas para el aislamiento y posterior identificacion

de bacterias con la capacidad de biodegradacion de la tetraciclina.

3.5 Tipo de muestreo aplicado para la recoleccién de las muestras.

Se realiz6 la toma de muestras haciendo uso del muestreo compuesto, el cual consiste en una
mezcla de distintas muestras puntuales de una misma fuente, tomadas a intervalos, las muestras
se tomaron al azar en 3 distintos puntos del alcantarillado del hospital y se almacenaron en
frascos de vidrio ambar herméticos, con sus respectivos datos de identificacion en una etiqueta
con la siguiente informacién: Numero de muestra, hora del muestreo, Nombre de la institucién,

fecha, responsables, etc.

3.6 Tratamiento de muestras.
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Se transportaron dichas muestras en un cooler con hielo para preservar la viabilidad de las
muestras hasta su llegada al laboratorio en un ambiente de refrigeracion de 4°C, para su

posterior uso.

3.7 Aislamiento de microorganismos de aguas residuales.

3.7.1 Factores de dilucion.

De la muestra original compuesta se tom6 1 mL de in6culo y se transfirié al primer tubo con 9
mL de agua peptonada 0,1 % dicho tubo corresponde a la dilucién 10~1, luego de agitar bien
el tubo 101 se procedid a transferir 1 mL con una nueva pipeta estéril a un segundo tubo para
formar la dilucion 1072, Asi realizando estas operaciones sucesivamente en una cabina de flujo
laminar desinfectada con savlon y alcohol al 96% se logr6 obtener diluciones seriadas, que van

de 101 a 10~ (Domenech Antonio et al., 2010).

3.7.2 Siembra de las diluciones preparadas.

Segun se usa el método de siembra en placa por extension que consiste en pasar un volumen de
0,1 mL de una mezcla microbiana diluida conteniendo hasta un centenar de células, al centro
de una caja Petri y extenderla sobre toda la superficie con un asa acodada estéril de vidrio. Por
ello, se sembré 0,1 mL de las tres tltimas diluciones ( 10™*, 10>y 107®) por duplicado a una
temperatura de 37° C por 48 horas con las placas Petri en posicion invertida (Domenech

Antonio et al., 2010).
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3.7.3 Seleccion de microorganismos.

En este punto se requiere obtener cepas axénicas, por lo que después de 48 horas de incubacion
se selecciond colonias que presentaron diferente morfologia tomando como criterio que las
UFC estén entre 30 a 300 colonias. Luego, se procedio a sembrar las colonias escogidas en seis
cajas Petri en cabina de flujo laminar desinfectada con savlon y alcohol al 98 % por el método
de estriacion en placas Petri con un medio selectivo “agar endo” conocido como agar
MacConkey que permite el crecimiento de bacterias gram negativas y se incub6 a 37 ° C por

48 horas (Domenech Antonio et al., 2010).

3.8 Identificacion de los microorganismos

3.8.1 Identificacién macroscopica

Para la identificacion macroscopica de las bacterias previamente aisladas, se observo la
morfologia colonial en el agar MacConkey, caracterizando para cada colonia su forma,

elevacion, margen, color y textura (Fernandez Ana et al., 2010).

3.8.2 Identificacion microscopica

Para esta identificacion se uso la tincion Gram, se colocaron en dos portaobjetos las dos cepas
bacterianas con una gota de agua destilada se mezcld y se fijé la muestra. Luego, como primer
paso, se aplico cristal violeta y se dejo reposar por un minuto, después, se realiza un lavado de
la placa con agua destilada, como segundo paso, afiadimos Lugol por un minuto y lavamos.
Como tercer paso afladimos alcohol cetona por 30 segundos para decolorar, como cuarto paso,
aplicamos safranina la cual actia como contraste dando el color final a las bacterias y
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permitiéndonos distinguir entre Gram negativos y Gram positivos. Se debe tener una placa de
control para asegurarse de que no de una tincién diferente. Después las placas se observaron al
microscopio electrénico con objetivos 10x, 40x, y 100x este ultimo con la ayuda de una gota

de aceite de inmersion (Domenech Antonio et al., 2010).

3.8.3 Identificacion fisiologica

Para una caracterizacion e identificacion presuntiva se utilizé el medio selectivo y diferencial
EMB (Eosina Azul de Metileno), se prepard dicho medio con las especificaciones ya antes
mencionadas, se autoclavé a 121 °C por 15 minutos, transcurrido ese tiempo se dejo enfriar en
medio a unos 40 °C se dispensd en 2 cajas Petri, se dejo secar y se procedio a inocular por la
técnica de estriado con las dos cepas bacterianas CB1 y CB2, en condiciones estériles, luego se
incubaron a 37 °C por 48 horas, Finalmente, pasado el tiempo de incubacion se observo
caracteristicas tipicas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Domenech Antonio et al.,

2010)

3.8.4 ldentificacién Bioquimica

3.84.1 Indol

Se inocularon en dos tubos con 9 mL de medio de cultivo con triptona las dos cepas aisladas
previamente CB1y CB2, Luego, se incubaron a 37 °C durante 48 horas transcurrido este tiempo
se procedio a agregar de 4 a 5 gotas del reactivo de Kovacs a los tubos , con cuidado se deslizd

el reactivo por la pared del tubo evitando agitar el tubo, si es positivo para el indol se forma un

29



aro de color rojo en la superficie del tubo, de ser negativo se forma un aro de color

amarillo(Fernandez Ana et al., 2010).

3.8.4.2 Catalasa

Para esta prueba se tomd con la ayuda de un asa de siembra el centro de las dos colonias aisladas
CB1 y CB2 para colocarlas en papel estéril, Luego se deposita una o dos gotas de agua
oxigenada al 30 %, si la bacteria posee la enzima catalasa, se producira la liberacién de burbujas
de oxigeno debido a la descomposicion del peroxido de hidrogeno. Este burbujeo es indicativo

de un resultado positivo para la prueba de la catalasa (Fernandez Ana et al., 2010).

3.8.4.3 Oxidasa

Para llevar a cabo esta prueba se colocaron dos tiras de papel impregnado de 2-3 gotas de
reactivo de Kovacs. Luego, en el papel se colocaron una colonia aislada en cada tira, se observo
los cambios de color en las colonias en un lapso de 5-10 segundos, el cambio de color a purpura
y negro se da en un rango de 10-20 segundos, como consecuencia de que el reactivo se oxida
en presencia del citocromo oxidasa formandose el azul de Wuster en caso de ser positivo, en

caso negativo no hay cambio de color (Fernandez Ana et al., 2010).

3.84.4 Citrato

Esta prueba se realizd en dos tubos con agar Citrato de Simmons, a través de la técnica de
sembrado en pico de flauta, se procedi6 a inocular con un asa de siembra en zigzag los tubos y
se incubaron a 37 °C por 48 horas. Es asi como, las bacterias capaces de usar el citrato
provocaran el cambio de color del medio de verde a azul intenso, por viraje del indicador de
pH, azul de bromotimol, a la vez que se observa crecimiento en la superficie (Fernandez Ana

etal., 2010).
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3.8.45 Rojo metilo y Voges-Proskauer

Para realizar esta prueba se tom6 9 mL de medio Clark y Lubs y se colocé la mitad del medio,
es decir, 45 mL en cada tubo, para realizar en estos cuatro tubos las dos pruebas
correspondientes. Se inocularon los tubos y se incubaron a 37 °C por 48 horas pasado ese
tiempo se afiadié 4 a 5 gotas de rojo metilo para observar la reaccién, si el cambio de color es
a un rojo intenso se considera positivo y negativo si este no genera ningun cambio. Para la
prueba de VVoges-Proskauer se afiadieron 0,6 ml del Reactivo A de Voges-Proskauer (a-naftol
al 5% en alcohol etilico absoluto), el medio presenta aspecto lechoso, Luego se afiadi6 0,2 ml
del Reactivo B de Voges-Proskauer (KOH 40%), si la prueba es positiva, transcurridos 10
minutos desde la adicién de los reactivos, aparecera un color rosado-violaceo (Fernandez Ana

et al., 2010).

3.9 Antibiogramas por difusion en disco

Se realiz6 una siembra en césped de las dos cepas aisladas previamente con un hisopo estéril
en cajas Petri con agar Mueller- Hinton. Para ello, primero se llevo el indculo de bacterias en
medio de cultivo de Triptona a una escala McFarland de 0,08-0,20 midiendo sus absorbancias
en el espectrofotdmetro, lo cual significa una concentracion de 1 x 108 UFC/mL. Luego, se
procedio a colocar en las cajas Petri 3 discos de antibidtico tetraciclina a una concentracién de
30 mg/mL de manera equidistante, Finalmente se sellé con Parafilm y se incubd a 37 °C por 48
horas. Asi mismo, una vez que paso el periodo de tiempo, se observé y midid los halos de

inhibicién formados con un pie de rey en mm (Canton Rafael et al., 2000).
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3.10 Biotransformacion de la tetraciclina

Los experimentos de biotransformacion con la cepa de Klebsiella pneumoniae se llevaron a
cabo en matraces de 500 mL. Para esto, se cultivo a dicha cepa en medio liquido Luria Bertani
a 35 °C por 48 horas para alcanzar la fase exponencial de la bacteria, en un agitador ajustado a
100 rpm. Después se prepararon diluciones del cultivo, que fueron de 80%, 60%, 40% y 20 %,
para luego medir su absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm, la
cual se puede observar en la Tabla 1. Luego, las células se ajustaron a una absorbancia de 0,08,

lo cual equivale a una concentracion de 1 x 108 UFC/mL.

Tabla 1. Diluciones

Diluciones | ABS K*ABS
100% 1.845 38.39
80% 1.581 32.89
60% 1.206 25.09
40% 1.045 21.74
20% 0.41 8.54

Luego, se tomo6 un volumen de 2 + 0.1 mL de in6culo y se colocd en tres matraces con su
respectiva dosis de tetraciclina correspondiente al Tratamiento 1 (12 mg). Asi mismo, en otros
tres matraces se colocé el mismo volumen de in6culo, pero con diferente dosis de tetraciclina
correspondiente al tratamiento 2 (10mg). En los ultimos 3 matraces, se colocé solo tetraciclina
en una dosis de 12 mg/ml. Todo esto se realiz6 en una cabina de flujo laminar, en condiciones
estériles. Finalmente, se cubrieron los 9 matraces con papel aluminio y se colocaron en un lugar

sin la incidencia de luz directa. Para lograr una oxigenacién adecuada del medio de cultivo, se
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instalaron difusores de oxigeno en cada matraz durante un periodo de cuatro dias (Leng et al.,

2016).

3.11 Cuantificacion de tetraciclina mediante HPLC.

3.11.1 Fase Movil

La fase movil consistié en 67% (V/V) de Oxalato amonico [0,1 M] en agua de alta pureza, es
decir, Tipo I, ademés 22 % (V/V) de acetonitrilo y 11 % (V/V) de metanol grado HPLC (98%).
Para prepararlo, se realiz6 una mezcla en una botella BOECO con 670 mL de solucion de
oxalato amonico, 220 mL de acetonitrilo y 110 mL de metanol grado HPLC. Luego, la mezcla
fue filtrada por medio de filtros 0,45 pum. Finalmente, para desgasificar la mezcla, se coloco la

botella en ultrasonido por 15 minutos (Leng et al., 2016).

3.11.2 Preparacion de estandares de Tetraciclina

Para la curva de calibracion, se prepararon 5 estandares, los cuales fueron diluidos a partir de
una solucién stock de 125 mg/mL. Esta solucion se preparé pesando 125 mg de tetraciclina al
98% de pureza y aforando con agua de alta pureza Tipo | en un matraz de 100 mL. De ahi, se
tomaron alicuotas para obtener diluciones a las siguientes concentraciones: 250 ppm, 500 ppm,

750 ppm, 1000 ppm y 1250 ppm.

3.12 Buffer Mcllvaine

Se prepar6 pesando 14,19 gramos de fosfato monoéacido de sodio (Na,HPO,) y 9,60 gramos de
acido citrico en un balon aforado de 100 mL, se disolvié y se aforo con agua de alta pureza

Tipo I (Leng et al., 2016).

33



3.13 Buffer EDTA-NaCl

Se pesaron 16,81 g de Na; EDTA y 14,6 g de NaCl en un balén aforado de 100 mL, se disolvid

y se aford con buffer de Mcllvaine. Se controld el pH a un valor de 4,00 (Leng et al., 2016).

3.14 Método de extraccion de las muestras

Se midid la concentracion de tetraciclina residual en el dia 4 de los matraces, para lo cual se
tomo un volumen de 2 £ 0.1 mL de la solucion de cada matraz y se centrifug6 a 8000 g, a una
temperatura de 4 °C, por 10 minutos. Luego, se afiadio el tampdn Mcllvaine -Na; EDTA al
sobrenadante de las muestras en partes iguales para quelar los iones metélicos. Finalmente, se
colocaron las muestras en viales &mbar para HPLC de 1,5 mL, se utilizé una columna C18, a
una temperatura de 40 °C, con una fase mévil de 1 mL / min%, a un volumen de inyeccién de

20 pL y se monitorizo por un detector UV a una longitud de onda de 355 nm (Leng et al., 2016).

4 Resultados y discusién

4.1 Aislamiento y Caracterizacién morfoldgica de los microorganismos.

Se obtuvieron un total de 6 aislamientos en cajas petri con medio MacConkey, de las cuales se
consiguio dos cultivos axénicos de dos cepas bacterianas, que posteriormente se evaluaron por
sus caracteristicas morfoldgicas. A continuacion, se aplico la técnica de tincion Gram, en la
cual se observd que las dos cepas de microorganismos aislados presentaron una forma cilindrica
caracteristica de los bacilos. Ademas, presentaron una coloracion rosada, lo cual indica que son

Gram negativos.

Por otra parte, se llevo a cabo el analisis morfolégico de las colonias aisladas por medio de una

inspeccion visual. Estas caracteristicas pueden apreciarse en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracterizacién morfoldgica de las bacterias

Caodigo Forma Elevacion | Margen Textura Color Tincién
gram
CB1 Circular Convexa | Entero mucoide Rosaceo negativo
(Klebsiella tenue
pneumoniae)
CB2 (E.coli) | Redonda | Convexa | Entero No Rojo a | negativo
mucoide rosa

4.2 Pruebas de identificacion bioquimica

4.2.1 Agar Eosinay Azul de Metileno (EMB)

Se realizaron siembras en este medio selectivo para gram negativos de las dos cepas aisladas
con la finalidad de caracterizarlos por su color, los resultados obtenidos para la determinacién
de E.coli fueron colonias tipicas de tonalidad verde metalico con brillo y su centro de tonalidad

negra, por otro lado, para la cepa presuntiva de Klebsiella pneumoniae se obtuvo colonias

mucosas de tonalidad rosada - morada.

4.2.2 Pruebas IMVIC
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Las pruebas bioquimicas IMVIC muy utilizadas para la identificacion de coliformes se
aplicaron a las dos cepas de bacterias previamente aisladas, se presentan los resultados de las

pruebas en la Tabla 3 y Tabla 4.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas IMVIC y caracteristicas para la cepa CB1 (Klebsiella
pneumoniae).

Pruebas Reaccion Positivo Negativo
Rojo Metilo -
Amarillo
Utilizacion +
Citrato Azul
Voges- +
Proskauer Rojizo
Catalasa + Efervescencia
con burbujas
Oxidasa - Sin cambio de
color
Indol - Halo amarillo

Tabla 4. Pruebas bioquimicas IMVIC y caracteristicas para la cepa CB2 (E.coli).

Pruebas Reaccion Positivo Negativo
Rojo Metilo + Rojo
Utilizacion - Verde
Citrato
Voges- - Sin coloracion
Proskauer
Catalasa + Efervescencia
con burbujas
Oxidasa - Sin cambio de
color
Indol +
Halo Rojo
Cereza

4.2.3 Fermentacion de azUcares
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Por lo general, las bacterias anaerdbias facultativas y anaerobias fermentan carbohidratos como
la lactosa a acidos organicos los cuales se detectaron a través del medio selectivo y diferencial
Agar MacConkey, teniendo asi que para la cepa CB1 se observé una coloracion rosada en las
colonias ya que al asimilar y fermentar la lactosa el pH del medio disminuye cambiando asi de
rojo neutro a rosa, por otro parte, para la cepa CB2 se observo en las colonias una coloracion
rojo ladrillo rodeadas por un halo turbio debido a las sales biliares que precipitaron, se muestran

los resultados en los anexos.

4.3 Pruebas de sensibilidad bacteriana

4.3.1 Método del antibiograma disco-placa

En cuatro cajas petri con agar Muller — Hinton se inocularon las dos cepas bacterianas a una

concentracion de 1 x 108 UFC/mL Se obtuvieron los siguientes resultados en la Tabla 5 .

Tabla 5. Resultados de los halos de inhibicion bacteriana

Microorganismo | Antimicrobiano (30 | Diametro del halo de | Interpretacion
mg) inhibicién (mm)

Klebsiella <14 Resistente

pneumoniae Tetraciclina

Klebsiella <14 Resistente

pneumoniae Tetraciclina

E.coli 15.31 Intermedio
Tetraciclina

E.coli 15.2 Intermedio
Tetraciclina

4.4 Cuantificacién tetraciclina por HPLC
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4.4.1 Metodo cromatogréafico del estandar externo

Para lograr cuantificar de manera precisa la tetraciclina se prepard estandares de tetraciclina en
un intervalo de concentraciones de 250-1250 ppm. Para cada estandar se analizo tres réplicas.
Los resultados de los cromatogramas de los estandares se presentan en la Tabla 6, ademas se

incluye las areas y la concentracion de los 5 estandares preparados los cuales sirvieron para la

cuantificacion de tetraciclina en las muestras del estudio.

Tabla 6. Areas de los estandares de tetraciclina

Estandar Tetraciclina

Areas

(ppm)

Al

A2

A3

250

6936084

6930000

6295000

500

14270920

13860000

12590000

750

17328622

20790000

18885000

1000

28325582

27720000

25180000

1250

29847583

34650000

31475000

Con las areas que se obtuvieron de las concentraciones de los respectivos estandares se realiz6
la gréfica de la curva de calibracion la cual se puede observar en la figura 3. En donde se muestra

la relacion que existe entre la concentracion inyectada por el equipo Y el area detectada por el

HPLC.
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CURVA DE CALIBRACION DE
TETRACICLINA
¢ Al B A2 A3 Lineal (A1)
40000000
35000000
y = 24739x + 656410
30000000 R :-0,9751 3
< 25000000
-]
~ 20000000
(]
"< 15000000
10000000
5000000
0E
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Concentracion mg/mL
Figura 3. Curva calibracién tetraciclina
Fuente: (Los autores, 2024)

Por otro lado, se detectd que el tiempo de retencidn para la tetraciclina se encuentra en un rango
de 5,6 a 6 minutos para los estandares mientras que para la muestras fue de 3,9 a 4,9 minutos .
En estudios previos se encontré que el valor de retencién para la tetraciclina es de 6,51 minutos
aungue esto depende de la habilidad de inyeccion de la muestra y de las condiciones con las

que se trabaje en el equipo de HPLC (Leng et al., 2016) .

En la Tabla 7 se muestran los resultados de las areas de las muestras analizadas y recolectadas

en el dia 4 por triplicado.
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Tabla 7. Areas de las muestras analizadas por HPLC

Concentracion muestra CB1 + TC Control TC

mg/mL Tratamientos | Al A2 A3 Al A2 A3
12(T1 5558561 | 5048228 | 6057808 | 33263000 | 28653679 | 30216000
10|72 6582069 | 5619760 | 5659431

Por otra parte, en la Tabla 8 se presentan los resultados de las concentraciones en ppm de las

muestras analizadas en el dia 4 por triplicado en el HPLC. Asi mismo, se muestra el disefio

experimental utilizado denominado disefio de Blogues completamente al Azar (DBCA).

Tabla 8. Disefio experimental de los tratamientos de tetraciclina

Tratamientos | | ] 11

T1 232 211 253
T2 232 198 199
T3 (Control) 1199 1033 1090

4.5 Anédlisis de la Varianza

4.5.1 Disefio de Blogues completamente al Azar (DBCA)

Andlisis de Varianza
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Analisis de la varianza

Variable N R R:f Ly CV
CONCENTRACION TC 9 1,00 0,99 8,49

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. = gl CM F p-valor

Modelo 1580677,33 4 3951&9,33 205,43 00,0001
BLOQUES 8le4,67 2 4082, 33 2,12 00,2354
TRATAMIENTOS 1572512,67 2 TBe25&6,33 408,73 «£0,0001
Error Tef4, 67 4 1823,67

Total 1588372,00 B

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=127,63083
Error: 1923,68667 gl: 4
BLOQUES Medias n E.E.

I 554,33 3 25,32 A
III 514,00 3 25,32 &
II 480,67 3 25,32 B

Medias conr ura letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=127,63083
Error: 1923,68667 gl: 4
TEATAMIENTCS Medias n ELE.

T3 1107,33 3 25,32 L
T1 232,00 3 25,32 =
T2 209,67 3 25,32 E

Msdias con una lestra comiin no son sigrificativamente diferentes (p = 0,05)

Figura 4. Andlisis estadistico de varianza

Fuente: (Los autores, 2024)

Nota: obtenido del programa infostat
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Grafico de tratamientos

1204

941

CONCENTRACION TG
e
B

414

l T ™
TRATAMIENTOS

Figura 5. Graéfico Tratamientos de tetraciclina

Fuente: (Los autores, 2024)

Nota: obtenido del programa infostat

Hipotesis

Ho: T1=T2=T3

Ha: T1£T2+#T3

Hipotesis secundaria:

Ho: La temperatura no influye

Ha: La temperatura si influye

Como resultados de analisis estadistico se presenta que a un nivel de significancia de 95 %
se rechaza la Ho y se acepta la Ha ya que el p-valor es menor al @ = 0.05, lo cual indica

que al menos un tratamiento con tetraciclina es diferente. Por otro lado, en funcién de la

42



prueba post hoc de Tukey (5%) se puede inferir que los mejores tratamientos son el T1y
T2 ya que poseen las medias mas bajas de concentracion residual de tetraciclina y no
difieren significativamente entre los dos tratamientos. Por otro lado, para los bloques se
observd que el p-valor es mayor al @ = 0.05 por lo que el factor externo en este caso la

temperatura no influye en el experimento.

En las siguientes figuras, constan las medias de los resultados de las muestras analizadas en el
dia 4 asi como las que poseen un resultado negativo, ademéas se muestra el porcentaje de

Tetraciclina residual de las muestras analizadas para cada tratamiento.

Concentracion residual de Tetraciclina de las muestras del tratamiento 1

Concentracion (ppm) residual de
Tetraciclinaen T1

1 0 0% 2 0 0% 3 0 0% 4 19%

1 2 3 4

m Dia ®ppm Porcentaje

Figura 6. Gréfico de concentracion residual de Tetraciclina del tratamiento 1

Fuente: (Los autores, 2024)
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Concentracion residual de Tetraciclina de las muestras del tratamiento 2

Concentracion (ppm) residual de
Tetraciclinaen T2

209,67
1 0 0% 2 0 0% 3 0 0% 4 21%
1 2 3 4
®m Dia ~ ppm m Porcentaje
Figura 7. Gréfico de concentracion residual de Tetraciclina del tratamiento 2

Fuente: (Los autores, 2024)
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Concentracion residual de Tetraciclina de las muestras del tratamiento 3

Concentracion (ppm) residual de
Tetraciclina en T3 (Control)

1107,33
1 0 0% 2 0 0% 3 0 0% 4 92%
1 2 3 4
m Dia ppm Porcentaje
Figura 8. Gréfico de concentracion residual de Tetraciclina del tratamiento

Control

Fuente: (Los autores, 2024)
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5 Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se logré aislar dos cepas bacterianas CB1 (Klebsiella pneumoniae) y CB2 (E.coli ) con la

capacidad de degradar al antibidtico tetraciclina.

Se identifico a las bacterias resistentes CB1 y CB2 como Klebsiella pneumoniae y E.coli
respectivamente y se comprob6 que son bacilos los cuales presentan una forma cilindrica
caracteristica , gram negativos , fermentadores de lactosa y miembros de la familia

Enterobacteriaceae.

Se evalud la respuesta in vitro de las bacterias CB1 y CB2 ante la tetraciclina mediante
antibiogramas por el método de difusion en disco mediante las cuales se concluy6 que
Klebsiella pneumoniae tiene una resistencia alta a la tetraciclina a una concentracion de
30mg/mL mientras que E.coli presenta una resistencia intermedia a la tetraciclina a la misma

concentracion.

Se concluy6 que al realizar la cuantificacion de tetraciclina residual en las muestras de los
tratamientos T1 (12 mg/mL) y T2 (10 mg/mL) existié una degradacion del 79 %y 81 % de su
concentracion inicial de tetraciclina respectivamente a los cuatro dias con un pH de 7,2 y una

temperatura de 30 + 2°C.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda manejar otras variables para analizar en los efectos que causarian en la
degradacion de la tetraciclina por ejemplo probando con diferentes sustratos como glicerol,

lactosa o sacarosa, ademas utilizando diferentes pH.

Se sugiere aplicar pruebas de caracter genético, es decir, analisis de PCR y secuenciacion para
una identificacion mas especifica de las cepas confirmando asi el género y especie de las

bacterias de interés.

Se recomienda preparar los estandares de tetraciclina para el analisis cromatografico por HPLC

el mismo dia ya que no son muy estables.
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7 Anexos

Aislamiento de Klebsiella pneumoniae

Anexo 1.  Aislamiento de Klebsiella pneumoniae

Fuente: (Los autores, 2024)

Aislamiento de E.coli

Anexo 2.  Aislamiento de E.coli

Fuente: (Los autores, 2024)
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Tincién Gram de Klebsiella pneumoniae

Anexo 3.  Tincion Gram de Klebsiella pneumoniae

Fuente: (Los autore, 2024)

Tincion Gram de E.coli

Anexo 4.  Tincién Gram de E.coli

Fuente: (Los autores, 2024)
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Pruebas Rojo de Metilo

—
Anexo 5.  Pruebas Rojo de Metilo

Fuente: (Los autores, 2024)

Pruebas Rojo de Metilo

Anexo 6.  Pruebas Rojo de Metilo

Fuente: (Los autores, 2024)
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Prueba utilizacion Citrato

Anexo 7.  Prueba utilizacion Citrato

Fuente: (Los autores, 2024)

Prueba utilizacion Citrato

Anexo 8.  Prueba utilizacion Citrato

Fuente: (Los autores, 2024)
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Prueba Voges- Proskauer

Anexo 9. Prueba Voges- Proskauer

Fuente: (Los autores, 2024)

Prueba Voges- Proskauer

Anexo 10. Prueba Voges- Proskauer
Fuente: (Los autores, 2024)
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Prueba Catalasa

Prueba Catalasa

Anexo 11.

Fuente: (Los autores, 2024)

Prueba Catalasa

Prueba Catalasa

Anexo 12.

Fuente: (Los autores, 2024)
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Prueba Indol

Anexo 13. Prueba Indol

Fuente: (Los autores, 2024)

Prueba Indol

Anexo 14. Prueba Indol

Fuente: (Los autores, 2024)
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Antibiogramas Klebsiella pneumoniae

Anexo 15.  Antibiogramas Klebsiella pneumoniae

Fuente: (Los autores, 2024)

Antibiogramas E.coli

Anexo 16. Antibiogramas E.coli

Fuente: (Los autores, 2024)
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Klebsiella pneumoniae en Agar EMB

Anexo 17. Klebsiella pneumoniae en Agar EMB
Fuente: (Los autores, 2024)

E.coli en Agar EMB

Anexo 18. E.coli en Agar EMB

Fuente: (Los autores, 2024)
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Estandares de tetraciclina

Anexo 19. Estandares de tetraciclina

Fuente: (Los autores, 2024)

Experimentoa pH 7.2y 30 °C

Anexo 20. ExperimentoapH 7.2y 30 °C

Fuente: (Los autores, 2024)
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Cromatograma Estandar 1
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Anexo 21. Cromatograma Estandar 1

Fuente: (Los autores, 2024)
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Cromatograma Estandar 2

CROMATOGRAMA CURYA DE CALIBRACION 2
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Anexo 22.

Fuente: (Los autores, 2024)

Cromatograma Estandar 2
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Cromatograma Estandar 3

CROMATOGRAMA CLIRVA DE CALBRACION 3
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Anexo 23. Cromatograma Estandar 3

Fuente: (Los autores, 2024)
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Cromatograma Estandar 4

CROMATDGRAMA CURVA DE CALISRALION 4

2,712

Anexo 24. Cromatograma Estandar 4

Fuente: (Los autores, 2024)
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Cromatograma Estandar 5

CROMATOGRAMA CURNMA DE CALBBRACION S

4,504

2718

ER->0

4,40

.70

4,004

AL

Anexo 25. Cromatograma Estandar 5
Fuente: (Los autores, 2024)
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