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RESUMEN

Miles de compuestos farmacéuticos se utilizan cada afio en el mundo, dentro de los
cuales destacan los antibidticos, compuestos destinados a prevenir y tratar enfermedades
infecciosas en humanos y animales. Actualmente, también se utilizan en agricultura y
ganaderia. En general, luego de ser utilizados, estos compuestos son liberados al
ambiente, muchas veces sin un previo tratamiento, generando riesgos para la salud
humana y animal, debido a su actividad en la seleccién de bacterias resistentes a estas
sustancias. A pesar de lo anterior, muy poco se conoce acerca de los efectos de
concentraciones ambientales de antibidticos sobre todo con respecto a la resistencia
bacteriana. En esta tesis se estudio la correlacion entre el uso del antibidtico
clortetraciclina y la seleccion de bacterias resistentes en microbiota aerdbica heterotrofica
de agua de rio, para lo cual se emplearon 3 quimiostatos conteniendo agua de rio. Uno de
los quimiostatos fue utilizado como control y los otros dos fueron inoculados con
clortetraciclina a concentraciones finales de 8 pg/L y 800 6 32.000 pg/L. La

concentracion de clortetraciclina presente en las muestras fue cuantificada mediante

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Del analisis de concentracién de clortetraciclina de la muestra de agua de rio original
s6lo en dos de los experimentos analizados, el valor de concentracién del antibidtico fue
menor que el limite de deteccidn proporcionado por el sistema de deteccién (0,05 ug/L) y
los valores cuantificados mediante esta técnica en los cuatro experimentos desde las

muestras provenientes de los reactores fueron cercanos a la concentracién aplicada dentro



del bioreactor. En los cuatro experimentos la concentracion de antibiético fue menor en la
mafiana antes de aplicar el antibi6tico por primera vez decreciendo a través del tiempo.
El mayor valor de cuantificacion de antibiotico se presenta en el experimento 1 con 13,92

Mg/L de clortetraciclina.

Por otra parte, se determinG el nimero de bacterias cultivables mediante recuento en
placa, desde la muestra original y diariamente desde el dia 0 a 10 del experimento desde
los bioreactores en placas de agar LB diluido 1/10 y en placas de agar LB diluido 1/10
adicionado de clortetraciclina a concentracién de 16 pg/ml. De esta determinacion se
obtuvo que el recuento de bacterias cultivables en placas de LB no cambi6
significativamente desde el inicio de la experiencia en cada uno de los 6 experimentos. El
recuento de bacterias cultivables en placas de LB+ clortetraciclina en el experimento 1
fue mayor en el bioreactor con 32.000 pg/L con diferencias de entre 2 a 3 Log desde el
dia 3 del experimento, lo cual también se observé en el experimento 2. El recuento del
control y el bioreactor con 8 pg/L de clortetraciclina fue similar con valores de 5,1 x 10*
y 2 x 10* UFC/ml en el dia O del experimento, respectivamente y 2,4 x 10° y 2 x 10’

UFC/ml en el dia 10 del experimento, respectivamente.

En el experimento 3 el recuento en placas de LB+ clortetraciclina fue semejante en los
bioreactores control y con 800 pg/L. En las placas de LB suplementadas con 16 pg/mi
de CTC el recuento del numero de bacterias en los bioreactores control y con 8 ug/L fue
similar, con valores promedios de 2,4 x10* y 2,6 x10% UFC/ml, respectivamente, en el dia
0 del experimento y de 5,5 x10° y 1,3 x10% UFC/ml, respectivamente, en el dia 10 del

experimento y los valores registrados del recuento en el bioreactor con 800 ug/L fueron



mayores, siendo mas altos el dia 7 del experimento con un valor de 1,6 x108 UFC/ml,
para el experimento 4. En los experimentos 5 y 6 el recuento en placas de

LB+clortetraciclina también fueron similares en los bioreactores control y con 8 ug/L.

De los resultados del recuento de bacterias cultivables en placas de LB+clortetraciclina y
del andlisis estadistico, se deduce que existe diferencia significativa entre los grupos (P <
0,05) y experimento (P < 0,05) entre los bioreactores control, 8 pg/L y 800 pg/L durante
los 4 experimentos en el recuento de bacterias cultivables que crecieron en placas de agar
LB+CTC; en cambio, el recuento de bacterias cultivables durante los 6 experimentos
entre los bioreactores control y 8 pg/L que crecieron en placas de agar LB+CTC, no

existen diferencias significativas (P > 0,05).

Ademas, se detectd la presencia de genes tet en DNA total extraido de las poblaciones
bacterianas presentes en los bioreactores, mediante PCR . El bioreactor control present6
una distribucion similar de genes tet a la encontrada en los bioreactores a los cuales se
afiadio antibidtico. Los genes detectados fueron tet A, tet B, tet C, tet D tet E, tet M, tet S
y tet L. El gen tet Q no fue detectado en ninguno de los experimentos realizados y el gen

tet A fue el mas frecuentemente encontrado.

Estos resultados confirman que bajas concentraciones del antibiotico clortetraciclina no
selecciona para resistencia en microbiota aerobica heterotrofica de agua de rio dando
cuenta que la seleccion de resistencia no estaria favorecida por las bajas concentraciones

de antibioticos estudiadas.



