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Resumen

El uso indiscriminado de antibidticos ha acelerado el proceso para que diversas bacterias adquieran resistencia a estos
farmacos. Esto no es un problema menor, ya que se prevé que la resistencia bacteriana a los antibiéticos puede llegar a
ser la principal causa de muerte en las siguientes décadas. Este problema ha escalado a tal punto que no solo las bacterias
patégenas en hospitales presentan resistencia, sino que también existe la posibilidad de que bacterias ambientales
encontradas en nichos ecoldgicos contaminados puedan presentar estas caracteristicas. Se evalud la resistencia a
diferentes antibioticos de bacterias aisladas de muestras de agua del rio Atoyac en la zona urbana de Puebla. Ademas,
se realizo la caracterizacion bioquimica de los aislados bacterianos. La mayor resistencia se registrd en seis aislados
bacterianos, los cuales crecieron en presencia de cuatro diferentes antibi6ticos, este estudio genera bases para el analisis
de la problematica por la contaminacion de antibiéticos en aguas residuales.
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Introduccion

Los contaminantes emergentes (CE) abarcan compuestos
los cuales varian en su naturaleza quimica, asi como en su
origen; actualmente los CE presentan una serie de
consecuencias relacionadas a la salud publica y problemas
ecolégicos de contaminacidn,-estos compuestos ingresan al
ambiente a través de distintas fuentes, como lo son las aguas
residuales de tipo doméstico, agricolas y ganaderas,
industriales y hospitalarias [1]. Los CE no son eliminados
durante su paso por las plantas de tratamiento de aguas
residuales convencionales (PTAR). Esta situacion se ha
convertido en un motivo de preocupacion cientifica, debido
a que genera una acumulacion de estos compuestos en el
medio acuatico. [2] Uno de los grupos de CE con mayor
interés son los farmacos, en especifico, los antibidticos, que
son compuestos utilizados para la eliminacion de bacterias
patdgenas en seres humanos y animales. La deficiencia en
los procesos de depuracién se relaciona directamente a la
contaminacion producida por antibidticos en cuerpos de
agua que promueve que diferentes géneros bacterianos se
vuelvan resistentes a este tipo de farmacos [3].

La resistencia a los antibioticos se define como la capacidad
que tienen determinadas bacterias para inhibir los efectos de
los antibidticos, esto sucede mediante un proceso de
seleccion natural dentro de una poblacién o de varias
poblaciones bacterianas, que involucra la transferencia de
genes especializados que les permiten la supervivencia [4].
Como consecuencia se ha incrementado la ineficacia, cada
vez méas comuin de estos medicamentos que, a Su vez,
dificulta el tratamiento de algunas infecciones o
enfermedades [5].

La creciente resistencia a antibiéticos presenta una amenaza
que a largo plazo puede convertirse en una emergencia de
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salud mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha sefialado esta probleméatica como una crisis inminente,
gue se prevé alcance su punto maximo para el afio 2050 y
gue pueda causar mas muertes que el céancer, lo que la
convertiria en la principal causa de muerte a nivel mundial.
[6]. Ante la urgencia del problema se considera necesario
empezar a exponer la gravedad de este y comenzar a hacer
algo al respecto, antes de que las consecuencias se vuelvan
irreparables en diferentes &mbitos de la vida, ya que esto no
solo atacard al sector salud, sino que también llegara afectar
en lo econdmico, politico y social. [7]

La contaminacion de los rios es un problema preocupante, en
México cerca del 70% de los rios del pais presentan algin
grado de contaminacion [8]. En la region del centro del pais
se encuentra uno de los rios que mas destaca por su alta
contaminacion, el rio Atoyac; con una extensién de
aproximadamente 200 km, y su altitud abarca desde los
2,016 hasta los 5,200 metros sobre el nivel del mar. Este rio
es un receptor muy grande de descargas domésticas e
industriales, las cuales no son tratadas ni controladas
adecuadamente [9].

Metodologia

Aislamiento microbiano de las muestras de aguas del rio
Atoyac

Muestras de aguas del rio Atoyac fueron recolectadas en la
zona urbana de la ciudad de Puebla, en las inmediaciones del
complejo cultural universitario de la BUAP con las
siguientes coordenadas: 19°03°02.93"" N, 98°22°49.20”” W.
Las muestras fueron transportadas al laboratorio y
almacenadas a 4 °C hasta su uso.
Mediante la técnica de diluciones seriadas de 1:10, 1:100,
1:1000 y 1:10,000 se realizo el proceso de aislamiento y
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obtencion de bacterias. Las muestras fueron inoculadas por
técnica de extension en placas Petri con agar Luria-Bertani
(LB) utilizando 100 pL de cada una de las diluciones, las
placas Petri fueron incubadas a 35 °C por las siguientes 24
horas. La purificacion de los aislados bacterianos se realiz6
a través de resiembra continua por la técnica de agotamiento
en placa con estriado cruzado hasta obtener bacterias puras.

Identificacién microbioldgica

Se llevaron a cabo tinciones de Gram, con los reactivos
cristal violeta, lugol, acetona y safranina; para identificar las
morfologias y clasificar en Gram positivas y Gram negativas
a los aislados. Las muestras bacterianas tefiidas fueron
observadas con un microscopio Leica DM500 a 100x.
Evaluacién del crecimiento bacteriano con diferentes
antibioticos.

Los aislados bacterianos obtenidos fueron cultivados con
agitacion a 180 rpm en 10 mL de medio de cultivo liquido
LB por 24 horas a temperatura ambiente. Se realizd un
ensayo de sellado masivo en placa Petri, para esto, se
colocaron 100 pL de cada cultivo bacteriano en placas
multipozos y se utilizé un replicador de 48 pozos de la marca
Sigma Aldrich con el cual se inocularon las bacterias por
triplicado en placas Petri con medio agar LB adicionado con
diferentes concentraciones de antibidticos (ver, tabla 1) [10].
Las placas Petri inoculadas con cada una de las bacterias se
incubaron por 48 horas a 35°C.

Tabla 1 Antibidticos utilizados y el tipo de Gram blanco del
mecanismo de accion de cada uno de ellos.

Nombre Gram Concentracion
Ar_noxicilina’cgn Ambos 15 ug
acido clavulanico
Ciprofloxacino Ambos 5ug
Ceftriaxona Ambos 30pg
Cloranfenicol Ambos 30 ng
Ampicilina Ambos 10 pg
Clindamicina Positivas 2 ug
Azitromicina Negativas 15 ug
Gentamicina Negativas 10 ug
Dicloxacilina Positivas 10 ug

Pruebas bioguimicas

Las bacterias obtenidas fueron caracterizadas por su
metabolismo a través de nueve pruebas bioguimicas: agar
McConkey, agar citrato de Simmons, agar sal y manitol, agar
EMB (Eosina y azul de metileno), agar sangre suplementada
con sangre desfibrinada de cordero, agar DNasa, agar MIO
(movilidad, indol y ornitina descarboxilasa) y actividad
oxidasa y catalasa. Las primeras seis pruebas fueron
realizadas en placas Petri, inoculadas mediante la toma de
una asada microbioldgica y estria con cola de ratdn de cada
aislado bacteriano. El agar MIO fue vertido en tubos de
ensayo estériles e inoculados con las bacterias por puncion
en el medio de cultivo. Finalmente, las pruebas de oxidasa y
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catalasa se realizaron con el kit de Sigma Aldrich y por
adicién de H»O, a un frotis bacteriano en portaobjeto,
respectivamente.

Resultados y Discusion

Identificacién microbioldgica de las bacterias provenientes
de las aguas residuales del rio Atoyac

Se obtuvieron un nimero total de 27 aislados bacterianos
(diferentes morfologias de crecimiento en placa), para este
trabajo se les denomind con la abreviatura UIA (Universidad
Iberoamericana Puebla) y con nimero ascendente del 1-27
por orden de purificacion. Con la ayuda de las tinciones de
Gram se identificaron 21 aislados bacterianos Gram positivo
y 6 Gram negativo, que corresponde al 78% y 22% del
cepario axénico. También se identificaron las caracteristicas
morfoldgicas que se observar en la Fig.1.

Estreptobacilos

Cocobacilos
3
3
Estafilococos
2
Diplococos
2 Cocos
10
Bacilos

7 . .
n= 27 aislados bacterianos

Fig. 1. Morfologias identificadas a través de la tincion de Gram y
observacion en el microscopio con 100x.

Resistencia a los antibidticos de los aislados bacterianos de
las aguas del rio Atoyac

De los 27 aislados evaluados en presencia de 9 antibi6ticos,
el mayor nimero de crecimiento de bacterias fue en
presencia de amoxicilina y ampicilina, dos compuestos f3-
lactdmicos que son ampliamente utilizados en el area clinica
y ganadera [11] (Fig.2). Se pudo observar que 22 aislados
bacterianos tienen la capacidad de crecer en uno 0 més
antibiéticos, presentando un efecto de  multi-
drogorresistencia. En la Fig.3 se puede observar que los
aislados UIA-3, UIA-9, UIA-10, UIA-13, UIA-24 y UIA-25
son resistentes a cuatro antibioticos diferentes: Amoxicilina
con 4&cido clavulanico, Ampicilina, Clindamicina y
Dicloxacilina. Los aislados UIA-1, UIA-4, UIA-5, UIA-6 y
UIA-7 no crecieron en ninguno de los antibiticos utilizados.

Identificacion de las caracteristicas metabdlicas de aislados
bacterianos

En la prueba de oxidasa se comprob6 la presencia de esta
enzima (catalizadora de reacciones por medio de O;) en 12
de los 17 aislados evaluados. Por otra parte, en la prueba de
catalasa, 14 aislados fueron positivos, esta enzima es parte
del sistema antioxidante.
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Fig. 2. Nimero de aislados bacterianos que presentaron
crecimiento en los 9 antibidticos.

Numero de Antibioticos

Aislados bacterianos

= Amoxicilina m Ciprofloxacino Ceftriaxona
m Cloranfenicol ~ m Ampicilina = Clindamicina
Dicloxacilina ~ m Gentamicina Azitromicima

Fig. 3. Multi-drogorresistencia de los aislados bacterianos (UIA)
con 9 diferentes antibidticos.

Identificacion de las caracteristicas metabdlicas de aislados
bacterianos

Las 9 pruebas bioquimicas realizadas nos ayudaron a
conocer algunas caracteristicas metabélicas de los aislados
seleccionados (Tabla 2).
En la prueba de oxidasa se comprobo la presencia de esta
enzima (catalizadora de reacciones por medio de O;) en 12
de los 17 aislados evaluados. Por otra parte, en la prueba de
catalasa, 14 aislados fueron positivos, es decir, liberaron
oxigeno, apareciendo burbujas indicando que poseian esta
enzima, la cual es parte del sistema antioxidante
Con la realizacion de la prueba de agar Citrato de Simmons
se demuestra la capacidad de utilizar citrato como fuente
Unica de carbono, esta prueba fue positiva en 14 de los
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aislados bacterianos, al igual, se observd que 7 de los
aislados que crecieron se tornaron de una coloracion azul
debido a la alcalinizacién en el medio, estos fueron: UIA-10,
UIA-12, UIA-13, UIA-14, UIA-15, UIA-19, y UIA-23. Por
medio de esta prueba se pueden identificar géneros
bacterianos, como lo son: Enterobacter, Pseudomonas,
Citrobacter, Aeromonas hydrophila.

Con el agar McConkey se pudo observar la diferenciacion
entre bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa;
solo 4 aislados fueron positivos: UIA-15, UIA-19, UIA-20
Y UIA-22, esto se observé debido a que se tornaron de un
color rosado. Esta prueba nos puede indicar la presencia de
Enterobacteriacea, o E. coli.

Por medio del agar Sal y manitol se observo la fermentacion
de manitol en 12 aislados bacterianos, debido a la
acidificacion y cambio de color del indicador fenol rojo. En
esta prueba solo 5 cepas no presentaron cambio de
coloracidn, estas fueron la UIA-19, UIA-22, UIA-24, UIA-
25 y UIA-27; todas las demas presentaron un cambio de
coloracidn indicando produccion de acidos por parte de las
bacterias. En esta prueba crecen y se desarrollan de la mejor
manera las bacterias del género estafilococos.

Con la prueba MIO tornd turbio. Con respecto a la enzima,
solo 6 aislados fueron poseedoras de ellas, esto se observo
gracias a la glucosa del medio, su fermentacion se observa
con un cambio de una coloracién amarilla. Por dltimo, se
observaron 4 aislados con deteccion de indol.

Mediante el agar sangre se evalu6 la capacidad hemolitica y
esto reveld 9 cepas positivas: UIA-3, UIA-9, UIA-13, UIA-
14, UIA-15, UIA-16, UIA-23, UIA-25 Y UIA-26. Lo que
significa que estos aislados pueden llegar a causar un
deterioro en los glébulos rojos. Este agar sugiere la presencia
de géneros bacterianos: Streptococcus salivaris, Bacillus
cereus, E.coli (al igual que como en el agar Mcconkey) y
Pseudomonas aeruginosa.

La capacidad de reduccion del azul de metileno se demostro
gracias a la prueba EMB, que se indica por la decoloracion
del medio. En esta prueba 10 de los aislados bacterianos
presentaron una coloracion verde metalico; mientras que las
otras 7 se presentd solo crecimiento, los 10 aislados que
presentaron esta coloracién de un verde metélicos fueron:
UIA-3, UIA-9, UIA-10, UIA-15, UIA-19, UIA-20, UIA-22,
UlA-24, UIA-25 y UIA-27. El crecimiento en este medio
indica  posibles  microorganismos de la  familia
enterobacteriaceae y de la presencia de bacilos Gram-
negativos.

El ensayo del agar DNasa mostro que 12 de los aislados
contenian la enzima desoxirribonucleasa (hidroliza el ADN).
Se muestra que el porcentaje predominante en cuanto a
morfologias encontradas pertenece a los cocos, de igual
manera las tinciones de Gram mostraron que la mayoria de
los aislados contaban con una tincién positiva (coloracion
violeta), esto significa que en su pared celular cuentan con
una gruesa capa de peptidoglicano.
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Tabla 1. Caracteristicas metabdlicas de los aislados bacterianos seleccionados
Aislado UIA| UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA | UIA
bacteriano 3|9 |-10|-12|-13]|-14|-15|-16 | -19 | -20 | -21 | -22 | -23 | -24 | -25 | -26 | -27
Catalasa + + - + + + + + - - + + + + + + +
Oxidasa - + + - + + + + + + - + + + - + -
Lactosa - - - - - - + - + + - + - - - - -
Citrato + + + + + + + + + + + + + + - - -
Sal y manitol + + + + + + + + - + + - + - - + -
Hemolisis + + - - + + + + - - - - + - + + -
Movimiento - - - + - + - + - - - - - - - - -
Descarboxilasa | - - - + - + + - - - - - + - + + -
Indol - - - - - - - - + + - - - + - + -
EMB + + + + + + + + + + + + + + + + +
DNasa + + + + + + + + + + - + - + - - -
géneros  bacterianos como  Bacillus, Salmonella,
Conclusiones, perspectivas y recomendaciones Escherichia, Pseudomonas, Staphylococcus y
Streptococcus.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la hipotesis
planteada en un inicio fue comprobada, existen bacterias en
ambientes contaminados con resistencia a diferentes
antibidticos, de las cepas evaluadas en las pruebas, 17 de los
27 aislados bacterianos son resistentes a mas de dos
antibidticos. Las bacterias UIA-3, UIA-9, UIA-10, UIA-13,
UIA-25 y UIA-26 presentaron resistencia a cuatro
antibidticos diferentes, ademas cinco de estos aislados
bacterianos tienen la capacidad de generar hemolisis,
excepto la bacteria UIA-10. Debido a su morfologia y
caracteristicas metabdlicas, se sugiere la presencia de
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