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RESUMEN

Las bacterias patdgenas han adquirido resistencia antimicrobiana y estan contaminando los
ecosistemas acuaticos. Este estudio se basé en determinar la resistencia antimicrobiana en
bacterias patogenas aisladas del regadio del Rio Chibunga, para mostrar patdgenos causantes
de infecciones importantes, que podrian ser de dificil tratamiento farmacolégico. Se contd con
la colaboracion de habitantes de las comunidades que facilitaron informacion de la localizacion
de los canales de riego provenientes del afluente. El estudio es de tipo descriptivo, de corte
transversal con un disefio de campo. Se inici6 con la recoleccién de las muestras del rio en siete
estaciones diferentes, incluyendo la medicion de altitud, temperatura y pH. La identificacion
bacteriana se realizd6 mediante el cultivo en agar CLED, Sangre, McConkey, Salmonella-
Shigella y TCBS, e interpretacion de las diferentes pruebas fisiologicas y bioquimicas para
clasificar a las bacterias por género y especie. Se midio la susceptibilidad bacteriana mediante
el método de Kirby Bauer. Los resultados obtenidos muestran a 18 bacterias patdgenas
diferentes, correspondientes a 17 gramnegativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Citrobacter
diversus, Serratia marcescens, Hafnia alvei, Morganella morganii, Salmonella enterica,
Plesiomonas shigelloides, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae, Vibrio spp.; y tan solo una bacteria grampositiva: Enterococcus
spp. La mayoria de las bacterias mostraron resistencia frente a las quinolonas y menor
resistencia, a las cefalosporinas, glicopéptidos y aminoglucosidos, concluyendo que el Rio

Chibunga esta contaminado por bacterias patdgenas resistentes a antibiéticos de uso clinico.

Palabras clave: Rio Chibunga, Regadio, Bacterias patdgenas, Resistencia antimicrobiana.
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Abstract

The objective of this investigation is determinate antimicrobial resistance in pathogenic bacteria
isolated from the irrigated Chibunga’s River, in order to show pathogens that cause important
infections, which could be difficult to treat clinically. There was the collaboration of the
communities that provided information on the location of the irrigation channels from the
tributary. The study is descriptive, cross-sectional with a field design. It began with the
collection of river samples in seven different stations, including the measurement of altitude,
temperature and pH. The bacterial identification was carried out by means of agar culture
CLED, Blood, MacConkey, Salmonella-Shigella and TCBS, and interpretation of the different
physiological and biochemical test in order to classify the bacteria by gender and species.
Bacterial susceptibility was measured by the Kirby Bauer method. The results obtained show
18 different pathogenic bacteria, corresponding to 17 gram-negative bacteria: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Citrobacter
freundii, Citrobacter diversus, Serratia marcescens, Hafnia alvei, Morganella morganii,
Salmonella enterica, Plesiomonas shigelloides, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae, Vibrio spp.; and only a gram-positive
bacteria: Enterococcus spp. Most of the bacteria showed resistance against quinolones, and
lower resistance to cephalosporins, glycopeptides, and aminoglycosides, concluding that the
Chibunga River is contaminated by pathogenic bacteria resistant to antibiotics for clinical use.

Key words: Chibunga River, Irrigation, Pathogenic bacteria, Antimicrobial resistance

Reviewed by’ C

Language Center Teacher
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INTRODUCCION

Es un hecho que el agua es el liquido vital que se encuentra en la naturaleza en estado mas o
menos puro formando rios, lagos y mares; ocupa las tres cuartas partes del planeta tierra'y forma
parte de los seres vivos?, y es por lo mismo que se le utiliza en diferentes actividades, de entre
las cuales resalta el consumo diario para la supervivencia de los seres vivos como plantas,
animales y humanos. A nivel mundial alrededor del 70% de agua dulce disponible es utilizada
para la agricultura®. En efecto, es muy comun que se utilice algin rio como riego cercano para

mantener el cultivo bien hidratado y garantizar una buena cosecha.

En la actualidad, después del desarrollo y la comercializacion en masa de los antibiéticos, las
bacterias patdgenas y ambientales han desarrollado resistencia antimicrobiana, de modo que las
infecciones emergentes causadas por estos microorganismos se tornan de dificil tratamiento
farmacolégico®. Es importante conocer que actualmente se estd produciendo la aparicion
significativa de las denominadas “superbacterias”, es decir, bacterias mutliresistentes a

antibioticos utilizados cominmente en el tratamiento de infecciones®.

El ecosistema acuético, se considera como la principal ruta por donde se introducen genes de
resistencia bacterianos, donde las bacterias no patégenas pueden servir como reservorio y

posteriormente formar plasmidos que se pueden transferir a los patdgenos humanos®.

Los antibidticos y bacterias patdgenas ingresan al ambiente acuéatico a través de descargas
directas de aguas residuales, plantas de tratamiento, lixiviados de vertederos, escorrentia de
granjas agricolas y animales, alcantarillas, tanques de almacenamiento de estiércol o lagunas;

para habitar luego en el ecosistema fluvial®®.

En el articulo 66 de la Constitucidn de la Republica del Ecuador se establece “el derecho a una
vida digna, que asegure la salud, alimentacion, nutricion y agua potable”, y por medio de esta
ley es que el Plan Nacional de Desarrollo 2017 — 2021 en el objetivo 1, propone mejorar la
calidad de vida de la poblacion para permanecer en hébitat seguro y saludable®.

A nivel mundial, no se encuentran cifras exactas donde se indique el grado de contaminacion
en los rios con bacterias patdgenas resistentes, pero, en paises como China, India, Turquia,
Etiopia, Austria, Espafia, Estados Unidos, Cuba, Brasil, Argentina y Colombia se han aislado
bacterias patdgenas con resistencia a antibidticos de importancia clinica y en algunos casos con

produccion de betalactamasas y carbapenemasas’™’.
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En Ecuador, se evalu6 la calidad del agua de los rios Machangara y Monjas*8, encontrandose
en gran cantidad coliformes. En Santo Domingo de los Colorados, se logr6 aislar cepas de
Escherichia coli resistentes a antibiéticos de interés clinico®. En Quito se hizo un estudio de
resistencia antibacteriana en cepas de Salmonella enterica lograndose obtener resultados
importantes?°, En Chimborazo, se realizé un estudio en las aguas del canal Chi-Pungales y del
“Parque de las fuentes” lograndose aislar bacterias patdgenas de origen fecal con resistencia a
antibioticos de interés clinico?>?2, Incluso, se han obtenido estos patdgenos resistentes en aguas

termales®.

En previas publicaciones, se sefiala que el Rio Chibunga estad contaminado, ya que, en él
descargan aguas servidas®*. El problema surge porque se utilizan estas aguas para el riego de
cultivos agricolas, y en el caso de existir bacterias patdgenas resistentes o multirresistentes a
antibidticos, los productos cosechados se convertirian en vehiculo o fuente de infeccion de
patologias diversas. El problema se ve agravado porque Chimborazo las comunidades que se
dedican al comercio de productos provenientes de la tierra (frutas y verduras) los venden en

mercados de acceso al publico?.

En la actualidad, no existe un estudio previo de interés clinico en el que se haya estudiado la
presencia de resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas habitantes de las aguas del
regadio del Rio Chibunga, razén por la cual se ha realizado esta investigacion. El aporte
cientifico que se brindara sera importante para la comunidad académica y de investigadores.

De igual manera, con este estudio se posibilita que se cree una sefial de alerta sobre el riesgo
existente, para que las instituciones correspondientes se mentalicen en crear medidas de control
para evitar que los dafios se propaguen. Esta accion beneficiara de manera directa a la poblacion
de trabajadores que viven de la agricultura, pues, sus productos serdn de mejor calidad, sin

riesgos de afectar a la salud humana.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la resistencia antimicrobiana en bacterias patogenas aisladas del regadio del Rio
Chibunga. Mayo - julio 2018.

Objetivos Especificos

1. Seleccionar los puntos geogréaficos de toma de muestra con medicion de temperatura y
pH tomando en cuenta los sectores agricolas.

2. ldentificar las bacterias patdgenas de las muestras obtenidas en cada punto geogréafico
de las aguas de regadio del Rio Chibunga.

3. Medir la resistencia antimicrobiana de las bacterias patdgenas identificadas en las aguas
de regadio del Rio Chibunga.

15



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA
Rio Chibunga

El Rio Chibunga, situado al Noroeste de la Provincia de Chimborazo, canton Riobamba;
afluente del Rio Chambo que alimenta a la cuenca del Rio Pastaza. Dispone de una superficie
de 12491 hectéreas, y se sit(ia en un rango entre 3.200 a 6.300 m. de altitud?. Se origina en las
laderas del nevado Chimborazo, descendiendo por 25 comunidades contiguas a la ciudad de
Riobamba, desde los paramos de El Arenal hasta llegar a sectores agricolas de la parroquia San
Juan, en Las Caleras, Shobol, Gatazo, y San Luis?’.

El cauce representa uno de los recursos hidricos con gran incidencia en el desarrollo de
Riobamba. A pesar de ello, este afluente es uno de los mas contaminados del pais?*?>2?’ lo mas
particular, es la directriz que toma el tema, de como las personas lo emplean; segun los expertos
es muy utilizado para el riego de cultivos; sin mencionar que se ha convertido en depdsito de
aguas servidas, donde las personas arrojan desperdicios?*?° evidencia comprobada por la
Unidad de Calidad Ambiental del Ministerio del Ambiente, organismo quien recolecto 65 sacos
de desechos y escombros con un peso total de 2 267 kilogramos en las riberas del rio
Chibunga?®.

En publicaciones del diario El Telégrafo®?’, se alude el problema; la preparacion de grandes
extensiones de terreno y el riego artificial de vastos sembrios con esta agua. Esto trae consigo
causas que se vinculan con patologias cancerigenas, ya que se han realizado investigaciones
gue muestran un alto grado de contaminacion de estas aguas, que sobrepasan los niveles

tolerables de metales pesados, residuos de hidrocarburos, aceites y grasas?’.
Regadio

Segln Soubannier?® “El riego puede ser definido como la aplicacion artificial del agua para
suplir al suelo la humedad requerida por las plantas de cultivo”, método que deberia aplicarse
cuando la lluvia no compense las necesidades de un cultivo agricola, asegurandose las cosechas,
mejorando las condiciones ambientales para el desarrollo vegetal e impedir que la falta de
humedad afecte el crecimiento de los cultivos.

Caballero Torres et al*®, menciona que las aguas de mejor calidad para el consumo humano son
las aguas minerales naturales. Estas deben ser desde el punto de vista bacteriologico sin

microorganimos.

Bacterias patdgenas

Se conoce que millones de bacterias estan presentes en el ambiente, muchas de ellas juegan
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roles importantes, y en algunos casos vitales, representando a especies altamente adaptadas a
sus medios; en ocasiones, existe el cambio de nicho ecoldgico donde habitan natural, a formar
parte de un huésped (ser humano), esto ocasiona efectos perjudiciales que provocan
enfermedades, a estos microorganismos se los denominan patogenos®.

Las bacterias patdgenas producen muchas enfermedades infecciosas, en su mayoria generan
enfermedades a nivel digestivo, transmitidas por bacterias provenientes del tracto
gastrointestinal de animales y humanos®, patdgenos que son vertidos a los sistemas de aguas
cloacales®, y hacen de estos su habitad.

El grupo denominado coliformes corresponde a especies de la familia Enterobacteriaceae®,
algunos serotipos virulentos ocasionan diarreas agudas®. Un género diferente, significativo en
cualquier tipo de investigacion, lo conforma el género Vibrio, transmitido a través del consumo
de aguas contaminadas, los cuales provocan diarreas agudas, acuosas y profusas, con altas tasas
de mortalidad3. En zonas superficiales que contienen oxigeno suficiente se encuentran especies

de Pseudomonas®3, como otros microorganismos de importancia clinica.

Enterobacterias

El conjunto méas grande y heterogéneo microorganismos con importancia clinica de bacilos
gramnegativos lo conforman los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Las especies con

importancia clinica se muestran en la tabla a continuacion®-3,

Tabla N° 1: Enterobacterias frecuentes con significado clinico

Citrobacter freundii, Citrobacter koseri
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
Morganella morganii

Proteus mirabilis

Salmonella enterica

Serratia marcescens

Shigella sonnei, Shigella flexneri
Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica

Yersinia pseudotuberculosis
Fuente: Murray et al., Microbiologia médica 8" edicion, pag. 253

Escherichia coli. Es el miembro mas usual y trascendente del género Escherichia. Este
microorganismo esta vinculado a mdltiples enfermedades, debido a la multitud de cepas y
algunos serotipos capaces de producir enfermedad, asociandose a una mayor virulencia®®’. A

continuacion se muestran las serovariedades de E. coli causantes de gastroenteritis.
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Tabla N° 2: Gastroenteritis por Escherichia coli

Microorganismo Lugar de accion Enfermedad

Intestino delgado  Diarrea del viajero; diarrea infantil en paises en
desarrollo; diarrea acuosa, vOmitos, espasmos
abdominales, nauseas, febricula.

E. coli
Enterotoxigénica (ECET)

E. coli Intestino delgado  Diarrea infantil en paises en desarrollo; diarrea acuosa
Enteropatogena (ECEP) y vOmitos, heces no sanguinolentas.

Intestino delgado Diarrea infantil en paises en desarrollo vy
E. coli probablemente en los desarrollados; diarrea del
Enteroagregativa (ECEA) viajero; diarrea acuosa persistente con vOmitos,

deshidratacion y febricula.

E. coli Intestino grueso  Inicialmente diarrea acuosa, seguida de diarrea
Enterohemorragica sanguinolenta con espasmos abdominales; sin fiebre o
(ECEH) con febricula; puede progresar a sindrome hemolitico.

Intestino grueso  Rara en los paises en desarrollo y en los desarrollados;
fiebre, espasmos, diarrea acuosa; puede progresar a
disenteria con escasas heces sanguinolentas.

Fuente: Murray et al. Microbiologia médica 8va edicion, pag. 256

E. coli
enteroinvasiva (ECEI)

Salmonella. Méas que cualquier otro género, Salmonella ha sido el favorito de aquellos que
gustan de subdividir y aplicar nombres, debido a que la clasificacion taxondémica del género ha
sido problemética®3’. Salmonella tiene un (nico género de gran importancia clinica
“Salmonella enterica”, en el cual se han descrito mas de 2.500 serotipos Unicos para esta sola
especie; siendo casi todos sus miembros potencialmente patdgenos, por causar enteritis (fiebre,
nauseas, vomitos, diarrea sanguinolenta o no sanguinolenta, dolores, c6licos abdominales);
fiebre enterica (fiebre tifoidea, fiebre paratifoidea); bacteriemia3> 8,

Murray et al*® mencionan que la nomenclatura correcta para nombrar a esta especie seria
Salmonella enterica serovariedad Typhi, pero, para evitar las confusiones y conservar términos
historicos, actualmente se escriben los serotipos individuales con el serotipo en mayusculas y
sin cursivas, p ej, la forma habitual de Ilamar a Salmonella enterica serovariedad Typhi seria

Salmonella Typhi, esta informacion la confirman Koneman y Tortora-38,

Yersinia enterocolitica. Es un bacilo gramnegativo aerobio, y anaerobio facultativo,
fermentador de lactosa oxidasa-negativo; esta especie del género Yersinia es un patégeno
humano de origen entérico®®. Por lo general, el género Yersinia tiene genes de adherencia,
actividad citotdxica, inhibicidn de la migracion fagocitica y de accién de engullir e inhibir la
agregacion plaquetaria®="; lo que caracteriza a esta bacteria a producir sepsis asociada a

transfusiones, como también gastroenteritis®.

Klebsiella pneumoniae. Las caracteristicas bacteriolégicas mas distintivas del género
Klebsiella son la ausencia de motilidad y la presencia de una capsula de polisacaridos que

bloquean la activacion del complemento; esto da a las colonias su aspecto mucoide,
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brillante®3", K. pneumoniae es la especie mas comun y es capaz de causar neumonia lobular
clasica®; en comparacion con otras enterobacterias este patgeno se muestra entre las mas
resistentes a los antimicrobianos®, a menudo es resistente a multiples farmacos, cominmente
los B-lactamicos®’.

Proteus mirabilis y Proteus vulgaris. El género Proteus, patdgenos oportunistas que se
encuentra con frecuencia en aislados hospitalarios, tiene diversos habitats en la naturaleza®=’.
Existen varias especies de Proteus, pero P. mirabilis y P. vulgaris son los mas significativos en
la clinica®. Estos patdgenos oportunistas son causa de infecciones del tracto urinario, de modo

ocasional en huéspedes sanos y con mucha frecuencia en aquellos inmunodeprimidos®.

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens y
Hafnia alvei. Las infecciones primarias producidas por estos patdgenos son frecuentes en
individuos inmunocompetentes®=2°. Con mayor frecuencia son responsables de infecciones
nosocomiales en neonatos®. Se ha observado que C. freundii y C. koseri tiende a producir
meningitis y abscesos cerebrales en neonatos®>?'. La antibioterapia frente a la infeccion por
estos géneros puede carecer de eficacia como consecuencia de la frecuente resistencia a
maltiples antibidticos, la resistencia es un problema especialmente grave en las especies de
Enterobacter®.

Plesiomonas shigelloides. EI género Plesiomonas posee cualidades bioquimicas semejantes a
especies de Vibrio y Pseudomonas; son bacterias aerobias o anaerobias facultativas, capaces de
fermentar la lactosa®®. Su habitat es basicamente el medio ambiente, pero en ocasiones pueden
encontrarse en el tubo digestivo de seres humanos, es por esto que se las agrupa entre las
enterobacterias, este género se relaciona con diarrea enterotoxica*®. Es comdn una resistencia a
las penicilinas y cefalosporinas; hoy en dia la mayor parte de cepas muestran susceptibilidad a

la tetraciclina, y en forma variable a aminoglucdsidos, lo que incluye gentamicina®.

Vibrio y Aeromonas

El segundo gran grupo de bacilos gramnegativos anaerobios facultativos y fermentadores,
corresponden a los géneros Vibrio y Aeromonas*!. Estos géneros antiguamente se consideraron
de la familia Vibrionaceae por la reaccion positiva a la oxidasa, y especialmente porque se los
puede encontrar en el agua y posee una accién virulenta similar producida por Vibrios;
enfermedad gastrointestinal con muchas similitudes*. Sin embargo, las técnicas de biologia
molecular establecieron que estos generos presentan una relacion lejana dividiéndose en

géneros diferentes: Vibrio y Aeromonas, y agrupandose en la familia Vibrionaceae y

19



Aeromonadaceae, respectivamente*!.

Vibrio spp. Este género se compone de bacilos gramnegativos curvados, anaerobios
facultativos, fermentadores, que necesitan sal para crecer*’. Muchas especies se asocian a
afecciones en el ser humano, pero tres especies son patdgenos de especial importancia clinica:
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus*.

La enfermedad que producen estos patdgenos esta mediada por toxinas en el caso de la colérica
producida por V. cholerae, que puede variar de una infeccion que partiria desde una
colonizacion asintomatica o una diarrea leve, hasta una diarrea grave y rapidamente mortal; V.
parahaemolyticus produce una hemolisina directa termoestable, que producen diarrea
autolimitada; V. vulnificus esté asociado a elevada mortalidad debido a que produce septicemia

primaria e infecciones de las heridas, sobre todo en pacientes con una hepatopatia de base®!.

Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae. El género Aeromonas corresponden a bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativo, fermentador, que morfolégicamente se parece a los
miembros de la familia Enterobacteriaceae, ubicuos en el agua dulce y salobre**#2, Al igual que
en el Vibrio, se han descrito variedad de especies, la mayoria se asocian a enfermedad en el ser
humano; los patégenos mas destacados son: Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae*. Estos
microorganismos producen tres variantes de la enfermedad: 1) diarrea en personas sanas, 2)

infecciones de las heridas y 3) enfermedad sistémica oportunista en inmunodeprimidos®*.

Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa. El género Pseudomonas esta constituido por una variedad
heterogénea de bacterias sin capacidad de fermentacion®. La mas importante de estas es
Pseudomonas aeruginosa, bacilos gramnegativos pequefios que se disponen habitualmente en
parejas, aerobio obligado; oxidador de glucosa, con requerimientos nutricionales sencillos®%43,
Los miembros de este género son ubicuos en la naturaleza (suelo, compuestos organicos en
descomposicion, vegetacion y en el agua) y en los ambientes humedos de los hospitales
(lavabos, cuartos de bafio, respiradores y equipos de dialisis)***3. Pueden colonizar de forma
transitoria el tracto respiratorio y digestivo, ocasionando infecciones respiratorias, urinarias, de

piel y tejidos blandos, oculares, auditivas y también bacteriemias y endocarditis®.

Cocos Gram Positivos

Enterococcus spp. Los enterococos son cocos grampositivos que tipicamente se ubican en

parejas y en cadenas cortas*. Las especies que a menudamente se aislan y que son las mas
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importantes clinicamente son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium; también
concurren muy a menudo Enterococcus gallinarum y Enterococcus casseliflavus frecuentes
colonizadores del aparato digestivo del ser humano y se tornan de gran importancia porque

estas muestran una resistencia intrinseca frente a la vancomicina®.

Resistencia Antimicrobiana

Las bacterias potencialmente patégenas se liberan continuamente en las aguas, muchas de ellas
albergan genes de resistencia a antibidticos que se insertan en reservorios geneticos moviles
como los plasmidos de muy facil propagacion entre las comunidades bacterianas, que hacen del
agua y el suelo su habitad®?. El agua constituye la ruta principal por la cual se introducen genes
de resistencia bacterianos en los ecosistemas naturales*®, hoy en dia es comdn encontrar
aislamientos bacterianos con niveles de resistencia tales como: los multidrogorresistentes
(resistente a 2 0 mas antibidticos), extremadamente resistentes (resistente a 3 0 mas
antibioticos), y aun méas perturbador, aislamientos panresistentes, los cuales son literalmente
intratables con los regimenes farmacolégicos actuales, razén que conlleva a incluir terapias
combinadas®.

Segun Acevedo et al*, el conjunto de problemas que comprende la resistencia a antibidticos se
relaciona en diversos aspectos con la contaminacion por metales pesados; entender la
resistencia a metales pesados en el medio ambiente podria facilitar también la comprension de
la resistencia a antibiGticos en los ecosistema®®#’. Los elementos que intervienen en la
resistencia a los metales pesados estan codificados en los cromosomas de bacterias, estos genes
les permiten sobrevivir en los habitats ricos en metales pesados naturalmente (ejemplo, suelos
volcanicos); sin embargo, una fuerte presion selectiva debido a la contaminacidn antropogénica,
conlleva a la transferencia de genes que pueden propagar la resistencia de forma eficiente entre
las poblaciones bacterianas*.

Al6s® en su estudio expresd, “los antibioticos no solo matan a las bacterias sensibles y
seleccionan a las resistentes, también influencian directamente los mecanismos de variacion
genética (mutacion, recombinacién, transposicidn, intercambio de genes), promueven
intercambios de genes entre bacterias incrementando e induciendo la transferencia de genes de
resistencia o desreprimiendo la expresion de genes necesarios para la transferencia”; por
ejemplo: los genes BLEE CTX-M, muy extendidas en la actualidad, han pasado del cromosoma

de especies ambientales del género Kluyvera a plasmidos bien adaptados en E. coli*.
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Figura N° 1: Mecanismos genéticos de la resistencia adquirida
Fuente: Ryan, Ray. Sherris. Microbiologia médica. 52 Edicién. México, DF: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2011 Pag.
326.

Mecanismos de Accidn de los Farmacos Antimicrobianos
Los farmacos antimicrobianos pueden ser bactericidas o bacteriostaticos.
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Figura N° 2: Sitios basicos de la actividad de los antibi6ticos.
Modificado de: ;Como acttan los antibiéticos?: Mecanismos de accion [Internet]. 2018 [citado 13 de septiembre de 2018].
Disponible en: https://proantibioticos.com/como-actuan-los-antibioticos-mecanismos-de-accion/
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Inhibicion de la Sintesis de la Pared Celular
El principal componente estructural de la mayoria de las paredes bacterianas es la capa de
peptidoglucano®°!, que se compone de cadenas que se entrecruzan; moléculas en alternancia
de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico. Estas cadenas estan catalizadas por enzimas
especificas miembros de una gran familia de serina proteasas; enzimas reguladoras reciben
también la denominacién de proteinas fijadoras de penicilinas “PBP”, del inglés penicillin-
binding proteins, porque son las dianas de los antibidticos B-lactdmicos, que inhibe el
ensamblaje de las cadenas de peptidoglucano; esto a su vez, activa autolisinas que degradan la

pared celular, lo que da lugar a la muerte de la célula bacteriana®:.

Inhibicion de las Sintesis de Proteinas
Estos antibioticos ejecutan su accidn al pasar a traves de la membrana externa bacteriana (en
gramnegativas y algunos microorganismos grampositivos), la pared celular y la membrana
citoplasmatica al citoplasma, en donde inhabilitan la sintesis de proteinas al acoplarse de modo
irreversible a las proteinas ribosomicas 30S; produciendo un efecto devastador el cual se
menciona como la elaboracion de proteinas aberrantes como derivacion de una lectura inexacta
del ARN mensajero (ARNm)>L,

Inhibicion de la Sintesis de Acidos Nucleicos
Los &cidos nucleicos se inhabilitan gracias a la accion de agentes quimioterapéuticos sintéticos
gue toman como diana las enzimas topoisomerasa de tipo 11 (girasa) o la topoisomerasa de tipo
IV, en el ADN bacteriano, precisas para la replicacion, recombinacién y reparacion del
mismo®°2, Incluso la sintesis de ADN puede verse afectada por antimetabolitos que compiten
con el &cido p-aminobenzoico, con lo que se previene la sintesis del acido félico requerido por
ciertos microorganismos®!, o interferir directamente con el metabolismo del &cido félico al
inhibir la dihidrofolato reductasa, con lo que se previene la conversiéon de dihidrofolato a
tetrahidrofolato. La ARN polimerasa, de la misma forma puede ser inhibida, obstaculizando la

iniciacion de la sintesis de ARN®Z,

Permeabilidad en Membranas
Estos antimicrobianos actdan como detergentes, introduciéndose entre membranas bacterianas
interaccionando con fosfolipidos y los lipopolisacaridos de la memebrana externa lo que genera

mayor absorcion del microorganismo y posterior muerte®?.
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Mecanismos de Resistencia Bacteriana a los Antimicrobianos

Los mecanismos de resistencia bacteriana mas importantes son: 1) exclusion del antimicrobiano
de la célula bacteriana como resultado de impermeabilidad o salida activa, 2) alteraciones de
un blanco antimicrobiano que lo vuelven no susceptible y 3) inactivacion del farmaco

antimicrobiano por una enzima producida por el microorganismo®3.

Exclusion. Un antimicrobiano eficaz debe ingresar en la celula bacteriana y lograr
concentraciones suficientes para actuar sobre su blanco. La pared celular y la membrana externa
se han constituido cercas para los antibidticos, en virtud de las proteinas porinas de la membrana
externa que limitan la entrada hacia el interior®,

Diversas especies de bacterias tienen mecanismos de salida dependientes de energia que
literalmente extraen con una bomba las sustancias antimicrobianas que han ingresado a la
célula®. Exactamente son alteraciones en las proteinas porinas que estructuran las paredes de
los poros pueden alterar el tamafio del orificio del poro o la carga de estos canales y dar lugar a

la exclusion del antibiético®?.

Blanco Alterado. Al ingresar los antimicrobianos en la célula, proceden a unirse e inactivar su
blanco, que en forma caracteristica es una enzima o sitio ribosémico esencial. Si el blanco se
altera de un modo, el efecto inhibidor disminuye de manera proporcional, sin afectar su funcion

en la célula bacteriana®.

Desactivacion Enzimética. De los mecanismos de resistencia, la desactivacion enzimatica del
agente antimicrobiano es el mas influyente e inflexible. El antimicrobiano puede ser
desactivado por cientos de diferentes enzimas producidas por bacterias resistentes, en el espacio
periplasmico o fuera de la célula®3.

El grupo mas representativo de enzimas bacterianas son las denominadas Betalactamasas que
tienen la capacidad de romper el anillo betalactdmico e inactivar a diversos miembros del grupo
de oxabetalactamicos, una enzima diferente con caracteristicas fisicas y perfil de sustratos
propios®. Muchas solo fijan penicilinas (penicilinasas), otras cefalosporinas (cefalosporinasas)
asi mismo carbapenems (carbapenemasas), entre tanto otras poseen una amplia gama de
actividad, frente a todas las penicilinas y cefalosporinas y son capaces de inactivar la mayoria
de los antibidticos B-lactamicos; estas -lactamasas reciben la denominacion de p-lactamasas
de espectro extendido (BLEE)®L.

Existen enzimas modificadoras, la causa mas comun elementos de resistencia bacteriana

adquirida mas comunes contra los aminoglucésidos; méas de 50 enzimas que acetilan, adenilan
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o fosforilan grupos hidroxilo o amino en la molécula de aminoglucésido®.

En el citosol o en cercana relacién con la membrana citoplasmatica ocurren las alteraciones, en
donde el aminoglucdésido quimicamente modificado ya no se enlaza con el ribosoma. De modo
que sucede con las betalactamasas, las enzimas modificadoras de aminoglucosido constituyen
un conjunto amplio y heterogéneo de proteinas bacterianas, las cuales tienen propiedades y

caracteristicas distintas entre si°.

9@ ®
Enzima o
de degradacién Antibiético
de antibiéticos
Genes
resistentes

Antibidtico poida
a antibidticos

Enzima de

alteracion
de antibidticos B

Blanco alterado
del antibidtico

l *  aAntibiético

Figura N° 3: Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. A. Barrera de exclusion. B. Blanco alterado.

C. Desactivacion enzimatica.
Fuente: Ryan, Ray. Sherris. Microbiologia médica. 52 Edicion. México, DF: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2011 Pag. 324.
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METODOLOGIA

Tipo de Investigacion

De Campo: se recolectaron las muestras de las diferentes zonas del Rio Chibunga, se aislaron

e identificaron las bacterias patdgenas y su resistencia antimicrobiana

No Experimental: no se manipuld las variables, es decir, no se alteraron las condiciones

existentes.

Descriptiva: se recolectd la informacion de manera conjunta sobre las variables de estudio,
ya que, se describid la resistencia antimicrobiana de las bacterias patégenas presentes en las

aguas de riego del Rio Chibunga.

Corte Transversal: se ejecutd en un lugar delimitado (regadios del Rio Chibunga) y tiempo

especifico, durante el periodo de mayo a julio del afio 2018.

Caracter Cualitativo: se realizé una descripcion de las variables de estudio con categorias
de anélisis, buscando determinar la existencia de resistencia antimicrobiana en las bacterias

patogenas aisladas del Rio Chibunga.

Método Inductivo: se parte de lo particular a lo general, es decir, de la observacion para

proyectar una teoria.

Determinacién de la Poblacion y Muestra

Poblacion: 51 colonias bacterianas aisladas de las aguas de riego del Rio Chibunga.
Muestra: 18 bacterias patdgenas identificadas.

Técnicas e Instrumentos de Recolecciéon de Datos

Técnicas: Observacion.
Instrumentos: Guia de Observacién, Camara Fotografica.

Procedimiento
Materiales: Sistema de triple embalaje (frascos estériles, gradilla, caja transportadora de
muestras), demografico, asas de platino, asas de vidrio, Micropipetas variables Monlab®
automaticas, puntas amarillas y azules, pipetas de Pasteur, mechero de Bunsen, platos Mono
y TriPetri Phonix® estériles, placas portaobjetos, probeta de 250mL Brand®, Erlenmeyer de
500 y 1000mL Boeco®, Vasos de precipitacion de 50, 100 y 200 mL Boeco®, Hisopos
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estériles, Tubos con aditivos BD®, Tiras indicadoras de pH, Termometro, Regla.

Equipos: Camara de Flujo Laminar Biobase®, Estufa bacteriolégica memmert®, Autoclave
Tuttnauer®, Microscopio, Refrigeradora, Balanza analitica, Plancha de calentamiento
Cimarec®, Computador portatil, Camara fotografica.

Reactivos: Agua destilada, agua oxigenada, suero fisioldgico, colorantes cristal violeta,
lugol, safranina, decolorante Alcohol-cetona, Agar sangre Himedia®, Agar McConckey
Himedia®, Agar CLED Difco™, Agar SS Himedia®, Agar TCBS Difco™, Agar Urea
Himedia®, Agar Citrato de Simmons Himedia®, Agar SIM Himedia®, Agar LIA Difco™,
Agar Kliger Difco™, Discos Antibiograma Thermo scientific®, tiras de oxidasa, Aceite de

inmersion, Alcohol.

Identificacion del Area de Estudio y Toma de las Muestras

En este trabajo se utilizaron muestras de agua de regadio del rio Chibunga, cuya microcuenca
se localiza en la Provincia de Chimborazo y tiene una longitud aproximada de 14 km, limita al
Norte con comunidades del canton Riobamba; al Sur con el cantdn Chambo; al Este: canton
Riobamba; al Oeste: canton Colta> (Anexo N° 1, Figura N° 4).
Toma de muestra

Previo a la toma de la muestra, se identificd cada uno de los lugares, asi como la altitud,
temperatura ambiente, temperatura del agua y pH. Se usaron frascos estériles de plastico,
llenandose las 3/4 partes del mismo. Para realizar la recogida del agua se coloco el frasco en
contra corriente, y se realizaron tres lavados con la misma agua antes de tomar la muestra final,
luego se procedi6 a tapar el recipiente y se realizo su respectiva codificacion. EI muestreo fue
por duplicado. Las muestras de agua fueron transportadas mediante Sistema de triple embalaje,
al Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Ciencias de la Salud, UNACH donde se realiz

su respectivo analisis microbiolégico (Anexo 8, Imagen N° 6 — 13).

Tabla N° 3: Descripcion de Ubicacion y Altitud en Cada Estacion de Muestreo

Estaciones de muestreo Ubicacion Altitud
1. Santa Martha Cruce del Rio a 100 m de la Y, bajo el puente 3400m
2. Shobol-Llinllin Canales de riego a lado de la carretera estatal (100 m del puente) 3300m
3. San Juan Canal de riego "Guabug Nunkata" (250 mde la Y) 3240m
4. Calpi Canal de riego a 100 m del cementerio. 3100m
5. Ricpamba Canal de riego que atraviesa el puente a 200 m de la entrada. 2480m
6. Parque lineal Chibunga | Cruce del Rio bajo el puente, frente al parqueadero. 2380m
7. San Luis Cruce del Rio a 50 m del puente, frente a fabrica de lacteos. 2680m

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.
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Aislamiento de las Bacterias Patdgenas Presentes en las Muestras.

Una vez que las muestras fueron trasladadas al laboratorio y con el propdsito de evitar posibles
contaminaciones, se procedié a realizar el anlisis con las debidas precauciones y manteniendo
una asepsia extrema, se utilizé una camara de flujo laminar que se desinfect6 con alcohol al
70% y luz UV durante 20 minutos (Anexo 8, Imagen N° 14, 15y 16).
Preparacion de Medios de Cultivo.
Se seleccionaron los agares: Cistina Electrolito Deficiente (CLED) Difco™, Sangre Himedia®,
McConkey Himedia®, Salmonella-Shigella (SS) Himedia®, Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa
(TCBS) Difco™ y Miiller Hinton Difco™:; que fueron preparados segin instrucciones del
fabricante.
Todos los medios a excepcion de SS y TCBS, fueron autoclavados a 15 psi a 121° C durante
15 minutos, se enfrio y coloco en las platos petri phonix®©estériles, con un volumen aproximado
de 15 mL sobre una superficie horizontal. Finalmente se dejo solidificar el medio de cultivo y
las placas de cultivo se almacenaron en fundas de plastico a una temperatura de 2-8 °C.
Técnica para el aislamiento de las colonias
La técnica utilizada en el cultivo inicial fue mediante siembra por arrastre o dispersion en agar
CLED Difco™, seguidamente se incub6 en posicion invertida a 37°C durante 24 horas en
aerobiosis y microaerofilia. El aislamiento de las colonias se realizé a través de resiembra,
donde se obtuvo colonias puras, usando la técnica de agotamiento en agar Sangre Himedia®,
McConkey Himedia®, SS Himedia®, y se incubo a 37°C en posicion invertida durante 24 horas.
Técnica de Gram
Se colocd una gota de suero fisioldgico en una placa porta objetos limpia. De la colonia pura se
recogidé una muestra con un palillo estéril, se realizd el extendido sobre la gota de suero
fisioldgico que pusimos en la placa porta objetos. Se fijo la muestra sometiéndola al calor (se
flamed tres veces aproximadamente). Para la coloracién se siguio el protocolo tradicional de
Hans Christian Gram: cubrir con cristal violeta por un minuto, afiadir lugol por un minuto,
decolorar con alcohol acetona durante 30 segundos y finalmente adicionar safranina o fucsina
basica por un minuto (cabe recalcar que luego de la adicion de cada reactivo se procedio a
enjuagar con agua). Se dej6 secar las placas al ambiente y las observamos al microscopio optico
a 100 X con aceite de inmersion®®.
Pruebas Bioquimicas para la Identificacion Bacteriana.
Para la identificacidn de las bacterias patdgenas aisladas de las muestras de agua de regadio del

Rio Chibunga, se utilizaron diversas pruebas bioquimicas. Las bacterias grampositivas crecidas
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en agar Sangre Himedia®, se les realizd las pruebas de catalasa, bilisesculina, hemdlisis y
motilidad. Las bacterias gramnegativas que crecieron en el agar McConkey se observo
fermentacion de lactosa y se les realizd pruebas de: oxidasa, y bioquimicas que incluyeron
Kliger, Ureasa, Citratro, LIA (Lisina Hierro agar), SIM (Sulfuro, Indol, Motilidad) y pruebas
confirmatorias como: fermentacion de sacarosa, crecimiento en agar TCBS (Tiosulfato citrato
bilis sacarosa), Esculina, NaCl 6%, produccion de pioverdina.

Medicion de Resistencia Antibiotica en Bacterias Patdgenas

Luego de identificar cada una de las bacterias aisladas, se procedié a evaluar la resistencia y
susceptibilidad a diferentes antibidticos. Se utilizé el ensayo de difusion en agar, prueba
esencialmente cualitativa que determina si un microorganismo es sensible, intermedio o
resistente a los antimicrobianos probados®®.

Se utilizaron: amoxicilina/acido clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ), aztreonam (ATM),
ciprofloxacino (CIP), acido nalidixico (W), gentamicina (GE), imipenem (IPM), Trimetroprim-
Sulfametoxazol (SXT), colistin (CT), tetraciclina (TE), cloranfenicol (C), teicoplanina (TEC),
vancomicina (VA), penicilina (P) y gentamicina de alta carga (CN). Por medio del método de
Kirby Bauer que comprende la preparacion del medio de cultivo Agar Mieller Hinton (MH)
deshidratado y la preparacion de una dilucidn en NaCl 0,9% de cada colonia bacteriana aislada
para compararlo a 0,5 de turbidez con el patrén McFarland que corresponde un 1,5 x 108
UFC/ml. Se embebid un hisopo en la suspensidn bacteriana y se sembr6 en MH en 3 direcciones
de manera que quedo uniformemente distribuido en un angulo de 60°. Se colocaron los discos
de sensibilidad con pinza estéril a 15 mm del borde y 20 mm de equidistancia. Las placas se
incubaron deforma invertida a 37+/-2°C durante 24 horas Y la lectura de resultados se realiz6
mediante el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio “CLSI” por sus siglas en inglés,

guia internacional que mide la inhibicidn: Resistente (R), Sensible (S) o Intermedio (1).

El mismo procedimiento se realiz6 para el control de calidad con cepas ATCC o American
Type Culture Collection; organizacion que recolecta, almacena y comercializa

microorganismos de referencia estandar.

Andlisis Estadistico de Datos

Se realizaron tablas descriptivas de los resultados obtenidos con frecuencia y porcentaje en la

aplicacion de hojas de célculo que pertenece al sistema operativo Microsoft Office 2013.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron siete estaciones para la toma de muestra de las aguas de regadio del Rio
Chibunga, tomando en cuenta los sectores agricolas. Los puntos seleccionados corresponden a:

Santa Martha, Shobol-Llinllin, San Juan, Calpi, Ricpamba, Parque lineal Chibunga y San Luis.

En la Tabla N° 4 se presenta los datos de temperatura y pH obtenidos de las aguas del regadio
del Rio Chibunga de acuerdo a cada estacién de muestreo, observandose que la temperatura del
agua en Santa Martha corresponde a 9°C, Shobol-Llinllin 10°C, San Juan 13°C, Calpi 14°C,
Ricpamba 15°C, Parque lineal Chibunga y San Luis 16°C. El pH fue 8 en todas las estaciones
de muestreo.

Tabla N° 4: Datos de temperatura y pH obtenidos de las aguas del regadio del Rio Chibunga
de acuerdo a cada estacion de muestreo

Estaciones de muestreo TAmbiente (°C)  TAgua(°C) pH

1. Santa Martha 12 9 8
2. Shobol-Llinllin 13 10 8
3. San Juan 17 13 8
4. Calpi 18 14 8
5. Ricpamba 20 15 8
6. Parque lineal Chibunga 22 16 8
7. San Luis 22 16 8

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.

En el caso de las bacterias patdgenas responsables de las enfermedades de trasmisién hidrica
tienen una temperatura éptima de crecimiento correspondiente a 37°C, sin embargo, estos
patdgenos puede crecer en temperaturas desde 5° C a 65° C; a temperaturas bajas (<5°C) la
membrana se vuelve mas rigida y se disminuye el metabolismo, mientras que, a altas
temperaturas (>65°C) se desnaturalizan los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos®’. El pH
del agua en condiciones normales es neutro; las bacterias patdgenas crecen a pH neutro o

alcalino, es decir que, el medio acuético es muy susceptible a la contaminacion bacteriana®®’.

Se identificaron 18 bacterias patdgenas diferentes de un total de 51 colonias aisladas, mediante

pruebas fisioldgicas y bioguimicas para gramnegativas y grampositivas (Anexo 2 y 3).
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En la Tabla N° 5 se muestra la distribucion porcentual de los aislados bacterianos segun la
coloracion Gram, observandose en bacterias gramnegativas 17 (94,4%) representantes. En el

grupo de Gram positivas se logro aislar 1 (5,6%) representante.

Tabla N° 5: Distribucién porcentual de los aislados bacterianos segun la coloracion de Gram

Coloracién Gram Frecuencia (n) Porcentaje (%0)
Gram Negativas 17 94,4
Gram Positivas 1 5,6

Total 18 100%

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.

Rios Tobdn et al, y Bergey®2°8, confirman nuestros hallazgos, ya que plantean que las bacterias
patdgenas contaminantes del agua en su mayoria son de tipo gramnegativas, por lo general las
provenientes de la microbiota intestinal. De acuerdo a estos autores las bacterias grampositivas
no son frecuentes en aguas, pero existen algunos géneros como el Enterococcus que es

indicador de contaminacién fecal®2.

En la Tabla N° 6 se presentan las bacterias patdgenas aisladas de las aguas de regadio del Rio
Chibunga, observandose que la familia Enterobacteriaceae agrupé 13 (72,2%) especies

diferentes, Aeromonas 2 (11,1%), Pseudomonas, Vibrio y Enterococcus 1 (5,6%).

Tabla N° 6: Bacterias patdgenas aisladas de las aguas de regadio del Rio Chibunga

. Frecuencia | Porcentaje
Hallazgo Bacteriano (n) (%)

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Citrobacter diversus
Enterobacteriaceae | Citrobacter freundii 13 72,2
Serratia marcescens
Hafnia alvei

Morganella morganii
Salmonella enterica
Plesiomonas shigelloides
Yersinia enterocolitica

Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 1 5,6

ACromonas Aeromonas caviae _ 9 11.1
Aeromonas hydrophila

Vibrio Vibrio spp. 1 5,6

Enterococcus Enterococcus spp. 1 5,6

Total 18 100%

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI




Las bacterias patdgenas que predominaron son pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
y otros bacilos gramnegativos asociados a cuadros clinicos de gastroenteritis (Pseudomonas,
Aeromonas, Vibrios), mientras que en menor frecuencia se aislaron cocos grampositivos
pertenecientes al género Enterococcus.

Rios Tobon et al.3?, confirman en su trabajo que las bacterias implicadas en enfermedades de
trasmision hidrica son del género Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter y Enterococcus (como indicativos de contaminacion fecal), asi mismo, el género
Pseudomonas, Aeromonas y Vibrio son comunes en medios acuaticos, por lo tanto son
transmitidas mediante el consumo de aguas contaminadas®?. Pseudomonas es comin en
ecosistemas acudticos debido a su versatilidad respecto a fuentes de carbono y a sus bajos
requerimientos nutricionales, posee una densa capa de polisacaridos que actla como barrera

fisicoquimica®2.

En la Tabla N° 7 se presenta la distribucidn de especies de bacterias patdgenas de acuerdo al
punto geogréfico o estacion de muestreo, observandose que en el sector Santa Martha y Calpi
fueron encontradas 6 (15,8%) especies, Shobol-Llinllin 5 (13,2%), San Juan 4 (10,5%),
Ricpamba 3 (7,9%), en el Parque lineal Chibunga y en San Luis 7 (18,4%) especies.

Tabla N° 7: Distribucidon de especies de bacterias patdgenas aisladas de acuerdo al punto
geografico

Bacterias patdgenas

E. coli
K. pneumoniae
E. cloacae
P. mirabilis
P. vulgaris
C. diversus
C. freundii
S. marcescens
H. alvei
M. morganii
S. enterica
P. shigelloides
Y. enterocolitica
P. aeruginosa
A. caviae
A. hydrophila
Vibrio spp.
Frecuencia (n)
Porcentaje (%0)

Estacién de muestreo

= | Enterococcus spp.

15,8
13,2
10,5
15,8
79
18,4
18,4

[EEN
[EEN
[EEN

Santa Martha
Shaobol-Llinllin

San Juan

Calpi

Ricpamba

Parque lineal Chibunga
San Luis 1 1 1 1)1

e
[EEN
[EEN
(BN

H
L
=
=

[E=N
[E=N
[EEN
e e e
NN w o AT

w
(o]

Total 100

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.
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El Parque lineal Chibunga y San Luis son los sectores con mayor hallazgo de especies
bacterianas con un porcentaje de 18,4%, seguido de Santa Martha y Calpi con 15,8%; datos que
corroboran que estas aguas albergan varias especies patdgenas que causan dafio al ser humano.
Algunos autores describen que en Shobol, San Juan, Gatazo, Parque lineal Chibunga y San Luis
existe alerta de contaminacion a causa de la exagerada cantidad de coliformes®*®°,
correspondiente a la presencia de Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter.

Es importante mencionar el hallazgo en el Parque lineal Chibunga de Salmonella enterica y
Vibrio spp., porque en la actualidad no se encuentran reportes de su presencia en la zona. Cabe
recalcar, que estas bacterias son patdgenos de importancia clinica, que pueden causar enteritis,
fiebre tifoidea, fiebre paratifoidea, bacteriemia o eliminar toxinas que afectan al ser humano

produciéndose disenteria leve, hasta una diarrea grave y rapidamente mortal®>*L,

Se midio la resistencia antimicrobiana de las bacterias patdgenas aisladas de las aguas del
regadio del Rio Chibunga. El antibiograma se interpretd fenotipicamente de acuerdo a la guia
internacional Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) para medir sensibilidad y

resistencia a los antibioticos (Anexo 4 y 5).

En la Tabla N° 8 se muestra el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos de
bacterias patdgenas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, observandose que P.
shigelloides presentd maltiple resistencia a 5/8 antibidticos evaluados, seguido de M. morganii

que fue resistente a 3/8, C. freundii, H. alvei y S. enterica fueron resistentes a 2 antibidticos.

Tabla N° 8: Patron de susceptibilidad y resistencia de bacterias pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae segun la guia internacional CLSI

Microorganismo GE IPM SXT CAZ AMC ATM W CIP
Escherichia coli S S S S S S R S
Klebsiella pneumoniae S S S S S S S S
Enterobacter cloacae S S S S S S S S
Proteus vulgaris S S S S S S R S
Proteus mirabilis S S S S S S R S
Citrobacter freundii R S S S R* S R S
Citrobacter diversus S S S S S S S S
Serratia marcescens S S S S R* S S S
Hafnia alvei S S S S R S R S
Morganella morganii R S R S R* S R S
Salmonella enterica R S S S S S R S
Plesiomonas shigelloides S S R R S R R R

AMC: amoxicilina/clavulanico; W: &cido nalidixico; GE: gentamicina; IPM: imipenenm; SXT: trimetroprim-
sulfametoxazole; CAZ: ceftazidima; ATM: aztreonam; CIP: ciprofloxacino. R*: resistencia natural
Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.
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Los resultados obtenidos muestran que P. shigelloides, M. morganii, C. freundii y S. enterica

presentaron mayor resistencia a los antibioticos probados. Es importante destacar que en las

cepas de E. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, C. freundii, H.
alvei, M. morganii, S. enterica y P. shigelloides se pudo
detectar fenotipicamente mecanismos de resistencia
frente a las quinolonas (Imagen N°1), como muestra la
resistencia que se observa al acido nalidixico y a
ciprofloxacina®’, lo que sugiere que posiblemente
ocurrieron mutaciones a nivel de los genes gyrA y parC
que codifican para la subunidad A de la ADN girasa y la
subunidad C de la topoisomerasa 1V®, confiriendo
resistencia a este grupo de antibidticos.

Otro punto a resaltar es que la cepa de H. alvei mostrd
fenotipicamente otro mecanismo de resistencia que
sugiere la presencia de enzimas resistentes a los
inhibidores de betalactamas (IRT)®® (Imagen N°2) como
muestra la resistencia a amoxicilina/clavulénico.

El hallazgo de resistencia a cefalosporinas vy
monobactamicos representado  por resistencia a
ceftazidima y aztreonam, se evidencid fenotipicamente
por la formacion de

un aparente “efecto

Imagen N° 1: Antibiograma de
Salmonella enterica

Imagen N° 2: Antibiograma de Hafnia
alvei

Imagen N° 3: Antibiograma de
Plesiomonas shigelloides

huevo” que se interpreta como produccion R-lactamasas
de espectro extendido (BLEE)®, entre el inhibidor

amoxicilina/clavulanico y aztreonam (Imagen N° 3).

De acuerdo a Navarro et al.®?, las enterobacterias C.
freundii, M. morganii, S. marcescens son naturalmente
resistentes a la asociacion de amoxicilina/clavulanico por
ende la resistencia que presentan estas cepas no tiene

importancia clinica.
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En la Tabla N° 9 se presenta el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos de
otra enterobacteria patdgena y demé&s bacterias gramnegativas asociadas a cuadros de
gastroenteritis, observandose que Pseudomonas aeruginosa muestra resistencia a los
antibioticos aztreonam y acido nalidixico, mientras que, Y. enterocolitica, A. hydrophila, A.
caviae y Vibrio spp. se muestran sensibles a todos los antibiéticos probados.

Tabla N° 9: Patron de Susceptibilidad y Resistencia de otra enterobacteria patégena y demas
bacterias gramnegativas asociadas a cuadros de gastroenteritis segun la guia Internacional CLSI

Microorganismo CAZ CIP W GE IPM SXT TE C CT ATM
Yersinia enterocolitica** - S - S - S s s - -
Pseudomonas aeruginosa S S R S S - - - S R
Aeromonas hydrophila S S - S S S s - S S
Aeromonas caviae S S - S S S S - S S
Vibrio spp. S s S s s s s - - -

**: enterobacteria; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacino; GE: gentamicina; IPM: imipenenm; SXT: sulfaprim-
sulfametoxazole; TE: tetraciclina; C: cloranfenicol; CT: colsitin; ATM: aztreonam; W: &cido nalidixico.

Elaborado por: Marcillo K., Mur LI

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede decir que P.
aeruginosa mostro fenotipicamente mecanismos de resistencia
frente a las quinolonas (Imagen N° 4), una posible explicacion
para este hallazgo seria una mutacién a nivel del gen gyrA que
codifica para la subunidad A de la ADN girasa, como muestra

la resistencia al acido nalidixico y sensibilidad a

ciprofloxacina®.

Imagen N° 4: Antibiograma de
Pseudomonas. aeruginosa

En la Tabla N° 10 se presenta el patron de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana del
Enterococcus spp., observandose resistencia a vancomicina, teicoplanina y penicilina, mientras
que, para ciprofloxacino, gentamicina de alta carga y tetraciclina se muestra sensible.

Tabla N° 10: Patron de Susceptibilidad y Resistencia del Enterococcus spp. Segun la Guia
Internacional CLSI

Microorganismo ClIP TE TEC VA P CN

Enterococcus spp. S S R R R S

CIP: ciprofloxacina; TE: tetraciclina; TEC: teicoplanina; VA: vancomicina; P: penicilina; CN: gentamicina de alta carga
Elaborado por: Marcillo K., Mur LI.




Imagen N° 5: Antibiograma del Enterococcus
spp.

Murray et al.®%, confirman que algunas especies de
enterococos han adquirido resistencia a la
vancomicina, lo que les confiere una caracteristica de
patogenicidad, lo que hace importante el hallazgo, ya
que esta cepa fue resistente a antibidticos de
relevancia clinica como es vancomicina y teicoplanina
(Imagen N° 5), lo que podria explicar que
posiblemente existe una mutacion en el gen vanA que

codifica la resistencia a los glucopéptidos®®.
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CONCLUSIONES

1. Se establecieron siete puntos geogréaficos diferentes sobre las aguas del regadio del Rio
Chibunga. Se considero de preferencia obtener la muestra de los lugares donde nacen los
canales de riego que tienen como objetivo la agricultura y estos fueron: Santa Martha,
Shobol-Llinllin, San Juan, Calpi, Ricpamba, Parque lineal Chibunga y San Luis. Se midio
la temperatura y pH en cada estacion de muestreo, y sus valores se mostraron optimos

para el crecimiento bacteriano.

2. Se identifico un total de 18 bacterias patdgenas procedentes de los diferentes puntos
geogréficos del regadio del Rio Chibunga, mostrandose que en Parque lineal Chibunga y
San Luis se encuentra el 18,4% de especies bacterianas. Las bacterias fueron identificadas
mediante pruebas fisioldgicas y bioquimicas para gramnegativas y grampositivas. Los
aislados bacterianos son los siguientes: Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas (A.
hydrophila y caviae), Vibrio spp., Enterococcus spp, y 13 cepas agrupadas como
enterobacterias (E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis, C. freundii,
C. diversus, S. enterica, M. morganii, H. alvei, S. marcescens, Y. enterocolitica, P.

shigelloides).

3. Se midid la resistencia antimicrobiana de las bacterias patdgenas y fenotipicamente los
resultados para gramnegativas fueron la sugerencia de posibles mecanismos de resistencia
de tipo IRT y mutaciones en genes gyrA y parC a causa de la resistencia al inhibidor
amoxicilina/clavulanico, y resistencia al 4&cido nalidixico y ciprofloxacino,
respectivamente. Plesiomonas. shigelloides fenotipicamente sugirié la produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), por la resistencia a aztreonam y
ceftazidima, y la formacion de un “efecto huevo” entre amoxicilina/clavulanico y
aztreonam. En el caso de las grampositivas, Enterococcus spp. fenotipicamente mostro
resistencia a vancomicina y teicoplanina, lo que sugiere que a nivel molecular existe una
posible mutacion en el gen vanA, que codifica la resistencia a los glicopéptidos. Estos
resultados conllevan a decir que el Rio Chibunga estd contaminado por bacterias
patogenas resistentes a antibioticos de uso clinico, que podrian ser fuente de infecciones

para las comunidades adyacentes al mismo.




RECOMENDACIONES

1. En las aguas de regadio del Rio Chibunga se encontraron microorganismos patdégenos
resistentes a antibioticos, lo cual es alarmante; se sugiere que se debe establecer una
mayor vigilancia por el Ministerio de Salud Publica y Ministerio del Ambiente, del uso
que se les da a estas aguas.

2. La implementacion de una planta de tratamiento que reduzca la materia organica e
inorganica seria beneficioso para mejorar la calidad de estas aguas utilizadas para la

agricultura.

3. Se recomienda sensibilizar a la poblacion informando sobre la amenaza que representa el
manipular este tipo de aguas sin medidas higiénico-sanitaria, ya que podria haber
repercusiones para la salud; y educando para cambiar conductas como arrojar
desperdicios sin ningun impedimento, asi como practicas de realizar necesidades

bioldgicas dentro o fuera del Rio Chibunga.

4. Se sugiere continuar investigaciones de este tipo de manera que se verifique la presencia
de poblaciones bacterianas resistentes a antibidticos de uso clinico; seria favorable que
para la identificacion bacteriana se utilice baterias APl o equipos automatizados que

brinden una mejor clasificacion por género y especie.

5. Es importante fomentar a la sociedad el uso razonado de antibidticos, para disminuir la

problematica de resistencia que dia a dia se acrecienta.

6. Se recomienda realizar estudios de resistencia antimicrobiana a nivel molecular, para
corroborar los hallazgos de mecanismos de resistencia en las bacterias patdgenas
presentes en el regadio de Rio Chibunga.
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Anexo N° 1: Localizacion geogréafica de las estaciones para la toma de muestra en las aguas del regadio del
Rio Chibunga.
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Anexo N° 2: Tabla de Resultados de las pruebas Fisiologicas y Bioquimicas

de bacterias Gram positivas realizadas en la identificacion de Enterococcus

SPP.

Microorganismo CAT MOT Hlisis Biesc

Enterococcus spp. - - a 4+

CAT: catalasa; MOT: motilidad; Hlisis: hemolisis en agar sangre; Biesc: bilisesculina




Anexo N° 3: Resultados de las pruebas Fisiologicas y Bioquimicas realizadas en la identificacion de Bacterias

Gram negativas.

N° Microorganismo KIA. GAS H;S URE CIT IND MOT LIS PAD OXlI MAE NaCl6% SAC ESC PIG
1  Escherichia coli A/A + - - - + T T N N ¥

2  Klebsiella pneumoniae A/A + - + + - - + - - +

3  Enterobacter cloacae A/A + - + + - - - - - +

4 Proteus mirabilis K/A + + + - - + - + - +

5 Proteus vulgaris K/IA + + + - + + - + - +

6  Citrobacter diversus K/A + - + + + + - - - +

7  Citrobacter freundii A/A + + - + - + - - +

8  Serratia marcescens K/A + - + + + - - +

9 Hafnia alvei K/A + - - - - + + - . +

10  Morganella morganii K/IA + - + - + + - + - +

11  Salmonella entérica K/IA + + - + - + + - - +

12  Plesiomona shigelloide A/A - - - + + + + - + +

13  Yersinia enterocolitica K/A - + - - - - - - +

14  Pseudomona aeruginosa K/IK + - + + - + - + +
15 Aeromona caviae K/A - - - - + + - - + - + +

16  Aeromona hydrophila K/IA + - - - + + + - + - + +

17  Vibrio spp. K/IA - - - + + + + - + + + -

KIA: agar hierro de Kliger; GAS: gas de glucosa; H2S: sulfuro de hidrégeno; URE: ureasa; CIT: citrato; IND: indol; MOT: motilidad; LIS: lisina descarboxilasa; PAD: fenilalanina desaminasa; OXI:

oxidasa; MAE: microaerofilia; SAC: sacarosa; ESC: esculina; PIG: produccién de pioverdina




Anexo N° 4: Resultados del Antibiograma diametro de los Halos
Formados Bacteria Grampositiva realizado a Enterococcus spp. e

Interpretacion de acuerdo a la guia Internacional CLSI.

Microorganismo P CIP TEC VA TE CN

mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int.

Enterococcus spp. 0 R 29 S 8 R 10 R 19 S 20 S

P: penicilina; CIP: ciprofloxacino; TEC: Teicoplanina; VA: vancomicina; TE: tetraciclina; CN: gentamicina de alta carga




Anexo N° 5: Resultados del antibiograma realizado en las bacterias gramnegativas identificadas e

Interpretacion de acuerdo a la guia Internacional CLSI.

Microorganismo AMC CAZ ATM CIP w GE IPM SXT CT TE C
Mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int. mm Int
Escherichia coli 27 S 33 S 30 S 33 S 13 R 24 S 28 S 26 S - - - - - -
Klebsiella pneumoniae 21 S 29 S 32 S 29 S 20 S 26 S 27 S 29 S - - - - - -
Enterobacter cloacae 26 S 28 S 30 S 28 S 26 S 24 S 25 S 28 S - - - - - -
Proteus vulgaris 19 S 22 S 36 S 33 S 18 R 22 S 22 S 22 S - - - - - -
Proteus mirabilis 20 'S 29 S 31 S 31 S 18 R 25 S 288 S 28 S - - - - - -
Citrobacter freundii 17 R* 28 S 33 S 26 S 8 R 0 R 28 S 22 S - - - - - -
Citrobacter diversus 29 S 29 S 34 S 32 S 25 S 22 S 24 S 28 S - - - - - -
Serratia marcescens 13 R* 27 S 30 S 36 S 26 S 25 S 24 S 24 S - - - - - -
Hafnia alvei 100 R 32 S 40 S 26 S 0O R 20 S 28 S 20 S - - - - - -
Morganella morganii 0 R* 26 S 30 S 21 S 0 R 0 R 24 S 0 R - - - - - -
Salmonella entérica 27 S 27 S 29 S 22 S 13 R 8 R 27 S 25 S - - - - - -
Plesiomona shigelloide 30 S 14 R 9 R 19 R 8 R 18 S 46 S 8 R - - - - - -
Yersinia enterocolitica - - - - - - 33 S - - 29 S - - 26 S - - 22 S 30 S
Pseudomona aeruginosa - - 33 S 8 R 21 S 0 R 25 S 38 S - - 13 S - - - -
Aeromona caviae - - 28 S 30 S 33 S - - 30 S 32 S 3 S 28 S 28 S - -
Aeromona hydrophila - - 26 S 36 S 32 S - - 3% S 30 S 28 S 25 S 23 S - -
Vibrio spp. - - 30 S 40 S 36 S 32 S 38 S 30 S 32 S - - 33 S - -

AMC: amoxicilina/acido clavulanico; CAZ: ceftazidima; ATM: aztreonam; CIP: ciprofloxacino; W: 4cido nalidixico; GE: gentamicina; IPM: imipenem; SXT: Trimetroprim-Sulfametoxazol; CT: colistin; TE:
tetraciclina; C: cloranfenicol; mm: diametro del halo; Int.: interpretacidn; S: sensible; R: resistente; R*: resistente natural.
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Anexo N° 8: Evidencias fotograficas.

Imagen N° 6: Comunidad Santa Martha, punto de muestreo del agua utilizada para riego agricola
Fuente: Marcillo K., Mur L1., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.

Imagen N° 7: Punto de muestreo de la Comunidad Shobol-Llinllin. A) Canal de riego.

B) Obtenci6n de la muestra.
Fuente: Marcillo K., Mur Ll., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



Imagen N° 8: Entornos de la Parroquia San Juan. A) Subdivisién del Canal de riego.
B) Toma de muestra.

Fuente: Marcillo K., Mur Ll., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.
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Imagen N° 9: Canal de Riego en la Comunidad Calpi, toma de muestra.

Fuente: Marcillo K., Mur Ll., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



Imagen N° 10: A) Canal de Riego en Ricpamba. B) Carro recolector usado para extraer agua del
canal. C) Toma de alicuota del agua extraida por el carro recolector.

Fuente: Marcillo K., Mur Ll., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.

Imagen N° 11: Toma de Muestra en el “Parque lineal Chibunga”.

Fuente: Marcillo K., Mur LL, Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



Imagen N° 12: Punto de Muestreo en la Comunidad de San Luis, recoleccién del agua utilizada para
riego agricola.

Fuente: Marcillo K., Mur LI, Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.

Imagen N° 13: Recopilacion de Datos importantes para la Investigacion A) Medicion de la
Temperatura. B) Medicién del pH.

Fuente: Marcillo K., Mur LI, Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



Imagen N° 14: Procesamiento de Muestras A) Dilucién de las Muestras a diferentes concentraciones.
B) Siembra de Diluciones en Agar CLED por Técnica de Agotamiento. C) Siembra de Diluciones en
Agar CLED por Técnica de Agotamiento. D) Cultivo por Microaeroflilia.

Fuente: Marcillo K., Mur LL, Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH

Imagen N° 15: A) Colonias Grises, Lisas, Semitransparentes de Aeromona hydrophila. B) Colonias
fermentadoras de sacarosa en agar TCBS. La pigmentacion es una caracteristica importante para la
identificacion diferencial de muchas especies bacterianas, sobre todo aquellas que pertenecen a varios
grupos de bacilos no fermentadores de lactosa. Las colonias que se muestran corresponden a especies
de Vibrio spp. luego de 48 horas de incubacion.

Fuente: Marcillo K., Mur LI, Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del regadio del
Rio Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



Imagen N° 16: Bateria de Identificacion Bacteriana. A) Realizacién de la técnica. B) Serie de tubos con
agar hierro de Kigler “en pico de flauta” que muestra varios patrones de reaccion. C) Agar lisina hierro
(LIA) gue pueden diferenciar a los microorganismos entéricos sobre la base de su capacidad para formar
H>S, producen ennegrecimiento del medio principalmente en el centro y la profundidad del tubo. D)
Agar LIA, lisina desaminasa positivo y lisina descarboxilasa negativo. E) Tubo de agar SIM (sulfuro
indol motilidad), donde los microorganismos méviles muestran un crecimiento difuso lejos de la linea
de inoculacion; mas el agregado reactivo de Kovac, que muestra la prueba de Indol positiva.

Fuente: Marcillo K., Mur L1., Proyecto “Resistencia antimicrobiana en bacterias patogenas aisladas del regadio del Rio
Chibunga. Mayo-julio 2018”. UNACH.



