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RESUMEN

Actualmente las bacterias resistentes a los antibioticos se han convertido en un problema
mundial y sigue en crecimiento debido a la evolucién de estos microorganismos y al ritmo
lento que se esta descubriendo nuevos antibioticos. Este estudio tiene como objetivo
determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias de interés clinico aisladas del Rio
Chambo, que permiti6 identificar bacterias perjudiciales para la salud humana y de dificil
tratamiento antibiotico. El estudio es de tipo descriptivo, de corte transversal con un disefio
de campo. Se inici6 con la recoleccién de muestras en seis puntos diferentes tomando en
cuenta factores como temperatura del agua, del medio ambiente y pH. Para el aislamiento e
identificacion de los microorganismos se utilizd medios de cultivo como: agar CLED,
Sangre, McConkey e interpretacion de pruebas fisioldgicas y bioquimicas para clasificarlas
segun su especie. Para la medicion de la susceptibilidad o resistencia antimicrobiana se
realizd la técnica de Kirby Bauer. El aislamiento e identificacion muestran once bacterias
patdgenas gramnegativas: enterobacterias (81,8%) entre estas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii vy
Pseudomonas (18,2%) entre estas Pseudomonas sp. La mayoria de las bacterias fueron
resistentes a las quinolonas y en menor proporcion a las cefalosporinas, concluyendo que el
Rio Chambo esta contaminado con bacterias de interés clinico resistentes a antibioticos de

uso comdan.
PALABRAS CLAVES

Resistencia antibidtica, Rio Chambo, bacterias, antibioticos.



ABSTRACT

Currently antibiotic-resistant bacteria have become a global problem and continue to
grow due to the evolution of these microorganisms and the slow pace that is discovering
new antibiotics. The objective of this study was to determine the antimicrobial
resistance of bacteria of clinical interest isolated from the Chambo River, which allowed
the identification of bacteria harmful to human health and difficult to treat with
antibiotics. The study is descriptive, cross-sectional with a field design. It began with
the collection of samples in six different points taking into account factors such as water
temperature, environment and pH. For the isolation and identification of
microorganisms, culture media were used: CLED agar, Blood, McConkey and
interpretation of physiological and biochemical tests to classify them according to their
species. For the measurement of susceptibility or antimicrobial resistance, the Kirby
Bauer technique was used. Isolation and identification evince eleven gram-negative
pathogenic bacteria: Enterobacteria (81.8%) among these Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii and
Pseudomonas (18.2%) among these Pseudomonas sp. The majority of the bacteria were
resistant to the quinolones and in lesser proportion to the cephalosporins, concluding
that the Chambo River is contaminated with bacteria of clinical interest resistant to

commonly used antibiotics.

KEYWORDS

Antibiotic resistance, Chambo River, bacteria, antibiotics.
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INTRODUCCION

El agua es uno de los elementos indispensables para la vida, asi como para el resto de
los seres vivos que se encuentran en este planeta, el cual se localiza en forma liquida,
sélida y vapor, ya sea agua dulce o saladal, si bien aproximadamente la superficie
terrestre el 71% esté cubierta de agua y solamente alrededor del 2% es potable dulce?. A
nivel mundial en el sector agricola se utiliza algun rio cercano como fuente de riego,

para la hidratacién de los cultivos.

Las enfermedades infecciosas siguen siendo, a principios del siglo XXI una de las
causas mas significativas de muerte en los humanos, aunque con la contribucién relativa
de medicamentos esta ha ido disminuyendo desde el siglo XIX. Los farmacos han
salvado millones de vidas, pero ademas han supuesto una revolucion en la medicina
esto debido al desarrollo de nuevos antibidticos y su mal uso terapéutico. En la
actualidad algunas infecciones causadas por bacterias resistentes a antimicrobianos que
se encuentran en nuestro ambiente se relacionan a una mayor morbilidad y/o

mortalidad?®.

La resistencia antimicrobiana ha surgido como uno de los principales inconvenientes de
la salud publica del siglo XXI, el cual amenaza la prevencion efectiva y tratamiento de
una escala cada vez mayor de infecciones provocado por bacterias, parasitos, virus y
hongos ya susceptibles a los a los farmacos comunes®. Ante esta realidad la necesidad
de evitar una crisis global de la continua evolucion de estos microorganismos, por lo
tanto, a partir de ahi surge un problema socioeconémico que abarca desde el desarrollo
e implementacion de nuevos antibiéticos, limitando su uso frente a cepas bacterianas
multirresistentes y de esta forma disminuyendo la efectividad del tratamiento

farmacologico*”.

La relacion entre los farmacos y el ecosistema acudtico existe debido que las bacterias
potencialmente patdgenas se liberan constantemente en las aguas, muchas de ellas
albergan genes de resistencia antimicrobiana que se insertan en plasmidos, transposones
e integrones, los cuales pueden transportarse y propagarse entre diferentes grupos de
bacterias que viven en el medio ambiente acuatico, de tal manera siendo patdgenas para

el ser humano®.



Las bacterias resistentes a los antibioticos se liberan en las aguas principalmente a
través de la orina o las heces y restos de componentes bioldgicos ya sean de humanos o
animales, los cuales usan como ruta principal las aguas residuales siendo estos de zonas
urbanas y rurales, probablemente constituyéndose en las mayores fuentes de
contaminacion bacteriana y de genes resistentes a antimicrobianos que se liberan en el

medio ambiente®.

El agua desde la dptica productiva como fuente de hidratacion en los cultivos juega un
papel fundamental, pues el riego puede triplicar la produccion de un terreno, por lo

tanto, “la agricultura es inconcebible sin agua™’.

En la Constitucion de la Republica del Ecuador en el capitulo segundo de los derechos
al buen vivir establece en el articulo 12 “El derecho humano al agua es fundamental e
irrenunciable” y el articulo 13 “Las personas y colectividades tienen derecho al acceso
seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos; perfectamente
producidos a nivel local”®, conjuntamente con estos derechos el Plan Nacional de
Desarrollo 2017-2021 plantea en el objetivo 6, Desarrollar las capacidades productivas

y del entorno para lograr la soberania alimentaria y el Buen Vivir rural®.

En la actualidad no existen investigaciones desde el punto de vista de interés clinico que
se haya analizado y determinado la presencia de resistencia antimicrobiana de la
biodiversidad de bacterias presentes en el agua del Rio Chambo, motivo suficiente para
realizar esta investigacion que brindard un aporte cientifico e informativo para la

sociedad.

A nivel mundial, los datos de aguas contaminadas con presencia de bacterias de interés
clinico con resistencia antimicrobiana no son exactos, pero, en distintos paises que
interacttan ya sea por el intercambio de personas, por la mercaderia entre los paises de
diferentes o mismas regiones, indudablemente resultado del comportamiento del
hombre, que ha provocado un aumento exponencial en la exposicion de las bacterias,
patdgenas y no patdgenas, a los antibioticos®. Un ejemplo es el aumento vertiginoso de
la resistencia antimicrobiana en la historia evolutiva reciente de las enzimas capaces de
inactivar los antibidticos beta-lactamicos, que actualmente ha dejado de ser Unicamente
un problema de la préctica clinica para convertirse en una amenaza global que afecta

negativamente la economia y el desarrollo de los paises®®.



El aumento de contaminacion en la mayoria de los rios de América Latina entre 1990 y
2010 es alarmante, por lo que cientos de millones de personas estdn en riesgo de
contraer enfermedades infecciosas que pueden ser letales, entre ellas colera, segun alerta

la Organizacion de las Naciones Unidas*"

En el Ecuador, se valord la calidad del agua de diferentes rios entre ellos el Machangara
y Monjas, donde se encontraron una gran cantidad coliformes fecales'?. En Chimborazo
uno de los estudios mas actuales se realizo en las aguas del regadio del Rio Chibunga
lograndose aislar bacterias patdgenas con resistencia antimicrobiana de interés clinico

que son causantes de infecciones importantes®?,

En esta provincia el Rio Chambo, principal afluente del Pastaza, estd contaminado, lo
confirma el estudio preliminar sobre la calidad de agua que realizaron los técnicos de la
Central Ecuatoriana de Servicios Agricolas (CESA) en Chimborazo. La informacion
que recopilaron los especialistas se orientd en distintos parametros: el analisis

microbioldgico, coliformes totales y fecales; el analisis quimico de nitratos y fosfatos 2.

A pesar de lo expuesto en este rio no existe un estudio previo que demuestre la
presencia de resistencia antimicrobiana en bacterias de interés clinico que habitan las
aguas de este rio, motivo suficiente por el cual se establecid esta investigacion. Luego
de la identificacion de las bacterias patdgenas y su resistencia antimicrobiana, se puede
alertar a las autoridades competentes sobre esta problematica, con el propoésito de evitar
infecciones en la poblacidn agricola, de tal manera mejorando su estilo de cultivo y

produccion de alimentos.



OBJETIVOS

Objetivo general
=  Determinar la resistencia antimicrobiana en bacterias de interés clinico aisladas
en el Rio Chambo. Noviembre 2018 - enero 2019.

Objetivos especificos
1. Establecer seis diferentes puntos geograficos para la toma de muestra, asi como
la medicion del pH, temperatura del agua y ambiente de los sectores agricolas.
2. Aislar e identificar las bacterias de interés clinico obtenidas en los diferentes
puntos geogréaficos del riego del Rio Chambo.
3. Examinar la resistencia antibidtica de las bacterias patdgenas identificadas en las

aguas de riego del Rio Chambo.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

Aguas de riego

El agua de riego es una aplicacion artificial agua especifica para suplir al suelo la
humedad requerida por los cultivos. Este tipo de actividad debera aplicarse en el tipo de
suelo donde la lluvia no satisface las exigencias de hidratacion al sector agricola®,

Este es un factor para considerar en la agricultura, tanto dentro de los invernaderos
como a campo abierto, sin embargo, dependiendo del origen de los posibles problemas
de calidad en la produccion de los cultivos se podria apreciar y determinar la aportacion
positiva de este tipo de implemento®.

El agua y el suelo son recursos importantes que contribuyen la produccion alimentaria y
de sus servicios ecosistémicos. En el caso de la agricultura el riego de tierras cultivadas

abarca el 16% en el mundo, siendo ellos los que producen el 40% de los alimentos®.

Aguas residuales

Son aquellas aguas que por actividades humanas han sido modificadas sus
caracteristicas originales, por lo tanto, su calidad requiere un tratamiento previo antes de
ser vertidas a un ambiente natural de agua o descargadas al sistema de alcantarillado®’.
Las aguas residuales segun su origen resultan de la combinacion de residuos sélidos y
liquidos los cuales son transportados por aguas provenientes de edificios, residencias,
instituciones, junto con residuos de las industrias y de actividades agricola®®.

Diversas investigaciones han demostrado la contaminacion bacteriana en vegetales
debido al riego con aguas contaminadas con heces humanas o de animales, el uso de
estiércol como abono organico, el desconocimiento de la manipulacién tanto en el
momento del cultivo, como el lavado de las verduras luego de la cosecha que en
distintos casos utilizan agua de riego, lo que resulta perjudicial tanto para el productor
como consumidor ya que estan expuestos a diferentes microrganismos patogenos*°.

Rio Chambo

La subcuenca del Rio Chambo se encuentra ubicada en el centro del Ecuador, teniendo
una superficie de 3580 km? y cubre un 54% de la superficie total de la provincia de
Chimborazo, en esta zona se encuentra parte de los siete cantones de la provincia:
Alausi, Riobamba, Chambo, Penipe, Guano, Colta y Guamote, donde se encuentran

unos 33 rios de tamafio variable segun su ubicacion geogréfica y época del afio. La



subcuenca pertenece a la provincia en un 98% abarcando los humedales y zonas
naturales, como los paramos®3.

En esta subcuenca no ha sido desarrollado ningun estudio para conocer la calidad la
calidad del agua en toda su extension, sin embargo, el equipo técnico de la Central
Ecuatoriana de Servicios Agricolas-Agronomos y Veterinarios Sin Fronteras (CESA-
AVSF) realizaron por primera vez estudios en 33 estaciones seleccionadas con dos
muestres cada una. Como primeros indicadores de la calidad del agua se analizaron
diversos parametros tanto fisicos, quimicos y microbioldgicos, evaluandose el oxigeno
disuelto, pH, temperatura, PO4, NO3, turbidez, conductividad, salinidad, solidos totales
disueltos, presencia de coliformes totales y Escherichia coli como principal indicador
microbiologico de contaminacién. Los resultados obtenidos de los distintos parametros
obtenidos confirman que los rios Guano, Guate, Chibunga y Chambo se encuentran

contaminados®®.

Antimicrobiano

Son sustancias con capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano los cuales pueden ser
utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas®.

Los antibidticos existen de diversas sustancias antimicrobianas y tienen origen
bioldgico, por ejemplo, la penicilina el cual es producida por distintos mohos del género
Penicillium y el prototipo de los antibioticos de cefalosporinas resulto de otros mohos.
La mayor fuente natural de antibioticos es el género Streptomyces, cuyas bacterias son
grampositivas que se hallan en sedimentos y suelos de agua dulce. La industria
encargada en los procedimientos de la fermentacidn son los que producen antibioticos
de forma masiva a través de diversas técnicas para la obtencién de estos

antimicrobianos?.

Bacterias de interés clinico

La mayoria de las enfermedades transmitidas por el agua son causadas por
microorganismos encontrados en agua dulce y salada, que generalmente son
contaminadas por las heces humanas y animales. La manera mas frecuente de
contaminacion es a través de la ingestion, ya sea por comer alimentos lavados con agua
infectada o bebiéndola.

En las regiones donde no hay saneamiento basico las enfermedades infecciosas pueden

suceder debido a la contaminacion del agua de rios, lagos, arroyos y, en algunos casos,



inclusive del mar por desechos humanos y animales. EI modo més comuln de
contaminacion del agua es a través de la descarga de aguas residuales sin tratamiento??.
Bacterias tales como Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella. Shigella, pueden
contaminar las aguas y los humanos gque entran en contacto con ellas en lugares donde
no hay saneamiento basico como playas, rios y lagos que reciben aguas residuales no
tratadas, produciendo cuadros diarreicos?.

Enterobacterias

Las enterobacterias son un grupo de bacilos gramnegativos de suma importancia clinica,
se han descrito cincuenta géneros y cientos de especies y subespecies. Las
enterobacterias son microorganismos ubicuos se encuentran en el suelo, agua,
vegetacion ademas forma parte microbiota de muchos animales, incluido el ser

humano?.

Los microorganismos pertenecientes a esta familia tienen un didmetro de longitud de 2 -
4 um convirtiéndolas unas de las mas grandes de las bacterias. No forman esporas,
fermentan la glucosa, reducen los nitratos a nitritos y son oxidasa negativa. Se

proliferan con mucha facilidad en medios simples?3.
Escherichia coli

Escherichia coli son bacilos gramnegativos, motilidad positiva, fermentan la lactosa,
producen coloraciones acidas (color rosado) en agar MacConkey, producen indol y
gas?®. E.coli estd asociada a patologias que incluyen gastroenteritis e infecciones
extraintestinales, infecciones del tracto urinario en su gran mayoria, meningitis, sepsis

entre otras?.
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria de forma bacilar, gramnegativa a la tincion de
Gram, anaerobia facultativa, motilidad negativa y generalmente encapsulada, se
encuentra ampliamente esparcida en el ambiente, y presente de manera especial en las
superficies mucosas de mamiferos; en los seres humanos coloniza la nasofaringe, el
tracto gastrointestinal®* y se encuentran en infecciones del tracto urinario, bacteriemia

con lesiones focales entre otras?.



Citrobacter

Son un grupo de bacilos gramnegativos, productores de gas y H2S. Las cepas de
Citrobacter pueden estar presentes en la flora intestinal normal de las personas y causar
infecciones oportunistas, aunque es poco frecuente. Pese a los pocos reportes de tener
un nexo con enfermedades diarreicas, la evidencia disponible a la fecha no indica que
Citrobacter deba considerarse como patdgeno entérico. Citrobacter freundii se ha
asociado a patologias como meningitis neonatal y absceso cerebral?®.

Enterobacter

En el género Enterobacter tenemos a tres principales especies de importancia clinica
ellos tenemos: E. cloacae, E. aerogenes y E. zakazakii. Estas bacterias son
fermentadoras de lactosa, son moviles y pueden tener capsulas que producen colonias
mucoides. Normalmente se asocian a patologias como neumonia, infecciones del tracto

urinario e infecciones de heridas y dispositivos®.

Pseudomonas

Son bacilos gramnegativos delgados, aerobios, no fermentadores de lactosa y mdviles.
Existen un considerable grupo de especies de Pseudomonas, la mas importante
Pseudomona aeruginosa debido a su patogenicidad, sin embargo, los otros tipos de
Pseudomonas son de interés clinico, aunque rara vez causan enfermedad y con
frecuencia se encuentran como contaminantes y como colonizadores de superficie®.
Han sido clasificados en fluorescente y no fluorescente segun su homologia de rRNA, la
cual consiste en la identificacion genotipica de acuerdo con el anélisis del namero de
copias de operones ribosémicos en el genoma bacteriano, permaneciendo en cierto

grado similar segun la familia, género y especie®® (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de especies de Pseudomonas de interés clinico.

Grupo de homologia de rRNA y subgrupo Género y especie
Pseudomonas aeruginosa
Grupo fluorescente Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Grupo no fluorescente Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas mendocinas
Fuente: Jawetz et al. Microbiologia médica 25 va edicidn, pag. 227.



Tipo de mecanismos de accion de los antimicrobianos

Los antimicrobianos acttan de diversas formas: por toxicidad selectiva, inhibiendo la
sintesis y funcién de la membrana celular, inhibiendo la sintesis de proteinas o
inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos®®.

» Toxicidad selectiva

La toxicidad selectiva depende del antimicrobiano ideal, lo que significa que el
antibiotico es perjudicial para el microorganismo patdgeno sin dafiar al huésped. La
toxicidad selectiva cominmente es relativa y no absoluta, es decir, que un antibiotico
debe presentar una concentracion que tolere el huésped y a la vez nocivo para el
microorganismo infeccioso®.

» Inhibicion de la sintesis de la pared celular

La pared celular bacteriana contiene un polimero complejo y el cual distinto desde el
punto de vista quimico, que es un peptidoglucano que consta de polisacaridos y un
polipéptido con numerosos enlaces cruzados. Los polisacaridos normalmente contienen
a los aminoglucidos N-acetilglucosamina y acido acetilmuramico, este Gltimo se halla
unicamente en las bacterias. Los B- lactdmicos son inhibidores selectivos de la sintesis
de la pared celular bacteriana, por lo tanto, son activos contra las bacterias en
proliferacion. Esta inhibicién es Unicamente una de las diversas actividades de estos
antibidticos, pero es la que mejor se conoce, siendo el paso inicial en la accién
farmacoldgica en enlazar al antibiotico a los receptores celulares?®.

» Inhibicion de la funcién de la membrana celular

La membrana celular de las bacterias tiene una estructura diferente ya que sirve como
una barrera selectiva de permeabilidad y cuando es destruida tanto las macromoléculas e
iones que se encuentran en el interior de las células salen provocando el dafio y muerte
de la célula. Es dafiada con mucha facilidad por ciertos farmacos que interfieren
especificamente con la biosintesis de las membranas citoplasmaticas®.

= Inhibicion de la sintesis de proteinas

La sintesis proteica se presenta en los ribosomas siendo uno de los procesos mas
frecuentemente afectados por la accién de los antimicrobianos, y su inhibicién selectiva
es posible gracias a las diferencias estructurales en la composicion quimica de las
subunidades de los ribosomas bacterianos. Estos ribosomas estdn formados por dos
subunidades 30S y 50S, que contienen ARN ribosdmico y diversas proteinas llamadas S
(small 30S) o L (large 50S). En esta estructura, se encuentran diferentes componentes

que pueden ser lugares de unién para los antimicrobianos, por ejemplo, determinados
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nucleétidos para las oxazolidinonas, algunas proteinas S para las tetraciclinas o
proteinas L para el cloranfenicol, el mecanismo preciso de accion todavia se
desconoce®.

» Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

En la inhibicion que existe en la sintesis de los &cidos nucleicos, el acido folico
representa la principal vitamina, donde a través de una secuencia de pasos enzimaticos
se forman los &cidos desoxirribonucleicos/ribonucleico. Algunas variedades de
farmacos como las quinolonas, pirimetamina, rifampicina, sulfonamidas, trimetropim y
trimetrexato actdan inhibiendo los &cidos nucleicos, ejemplo las quinolonas inhiben esta

sintesis microbiana en el ADN bloqueando a la DNA girasa®.

Sintesis de pared celular

RNA polimerasa

Rt am pecina

Sintesis de proteinas
(inhibidores do 50S)

Metabollsmo
del acido lonco/

Trimetopam.—
MHOND MR b

Sintesis de protoinas
(inhibidores de 30S)

o Tevracicna
Membrana

citoplasmatica

Estructura de la
membrana citoplasmatica

polmixing

Pared celular

Sintesis de proteinas
(tRNA)
M ugee acina

paromicing
Adaptado oo Brock 1999

Figura 1. Modo de accion de los principales agentes quimioterapéuticos antimicrobianos.

Fuente: Madigan et al. Brock Biologia de los microorganismos 122 edicién. Addison Wesley,
2009

Mecanismos de resistencia

La resistencia de las bacterias a los antibidticos es un problema que se ha complicado
dia tras dia, mas aun en los dltimos afios, pues como cualquier especie viviente, las
bacterias tienen la capacidad de desarrollar diferentes mecanismos de defensa ante

cualquier tipo de amenaza?®.

La relacion entre el ecosistema acuéatico y los mecanismos de resistencia existe debido
que las bacterias potencialmente patdgenas se liberan constantemente en aguas
residuales, las cuales muchas de ellas albergan genes de resistencia y a la vez estos se
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insertan en reservorios moviles, permitiendo la propagacion entre diferentes grupos de

bacterias que viven en el medio ambiente acuatico®.

La incidencia de bacterias resistentes a antibioticos en el medio acuatico se ha
incrementado como consecuencia de la utilizacion a gran escala de los antibi6ticos, se
ha detectado en bacterias presentes en liquidos cloacales urbanos, en liquidos residuales
hospitalarios, en aguas subterraneas, en rios contaminados con descargas cloacales.
Pocos estudios se han realizado con los efluentes conocidos como aguas grises a pesar
de ser una de las formas clésicas de eliminacion de aguas residuales en las grandes

zonas periurbanas de Latinoamérica?’.

Segiin Camou et al'?, la exposicion a antibidticos no solo contribuye a la seleccion de
mutantes resistentes, sino que ademas acelera las tasas de mutacion y aparentemente no
solo es su vertido al ambiente el que podrian ejercer presion selectiva para la

proliferacion de cepas resistentes, sino también la contaminacion con metales pesados®®.
Resistencia natural

La resistencia natural de ciertas cepas €s un mecanismo permanente determinado por su
genética y sin ninguna relacion a la administracion y dosificacion de antibi6ticos. Entre
algunos ejemplos se menciona los siguientes: Proteus mirabilis presenta una resistencia
innata a las tetraciclinas debido a un proceso natural de expulsion del antibiotico, la
causa se debe a la presencia de un lipopolisacarido que tiene funcion disminuir la
afinidad de los antibidticos a su sitio blanco. Klebsiella pneumoniae posee una

resistencia a las penicilinas debido a su produccion natural de beta lactamasas?®.
Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una determinada especie de
microorganismo que, siendo sensible a un antibi6tico, esta condicion cambia a bacteria
resistente debido a una modificacién genética ya sea por una mutacion o la adquisicion
de genes de resistencia, a través plasmidos, transposones e integrones?.

Tipos de mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos

La resistencia bacteriana puede presentarse de manera natural o intrinseca y adquirida, y
debe ser analizada de diferentes formas?. Dentro de los principales mecanismos de

resistencia se encuentran:
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» [Inactivacion del antibiotico por destruccién o modificacion de la estructura

quimica

Los fenotipos de resistencia antimicrobiana por alteracion destruccion de la estructura
quimica es un proceso en donde las enzimas que destruyen esta estructura son conocidas
como beta-lactamasas las cuales se especifican por hidrolizar el nucleo beta-lactamico
separando el enlace amida, otra de las enzimas conocidas que catalizan la hidrdlisis del
anillo de lactosa del antibiético es la eritromicina esterasa,

= Bombas de expulsion del antibidtico del interior de la célula bacteriana

Las bombas de expulsion operan transportando el antibiético del espacio periplasmico
hacia el exterior de la célula sin alteraciones, evitando asi que llegue a su punto de
accion antimicrobiana, estas bombas de expulsion que se encuentran en las bacterias son
dependientes de energia, por tanto, logran comportarse como sistemas de eliminacion de
uno o mas antibidticos, este sistema de mecanismo es comunmente utilizado por las

bacterias gramnegativas®®-28,
= Alteracion en las barreras de permeabilidad

Esta forma de resistencia se presenta debido a las alteraciones que se dan en los
receptores de determinados antimicrobianos o se debe también a las modificaciones
estructurales en la membrana de la célula bacteriana que influye en la permeabilidad,

afectando en la capacidad de transporte activo a través de la pared celular?®,
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CAPITULO Il: METODOLOGIA

Tipo de Investigacion

Enfoque

Caracter cualitativo: se realiz6 una descripcion de las variables de estudio con
categorias de analisis, buscando determinar la existencia o ausencia de resistencia

antimicrobiana en bacterias patogenas aisladas del Rio Chambo.

De Campo: se recolectaron las muestras de seis diferentes puntos geograficos del Rio
Chambo, se aislaron e identificaron las diferentes bacterias de interés clinico y su
resistencia antimicrobiana.

Cuasi experimental: se manipularon las variables, es decir, 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 Chambo.

Corte

Corte transversal: se ejecut6 en un lugar determinado (caudal del Rio Chambo) y
tiempo especifico, durante el periodo de noviembre 2018- enero 2019.

Determinacién de la poblacién y muestra

Poblacion: 17 cepas bacterianas aisladas de las aguas del Rio Chambo
Muestra: 11 bacterias patdgenas aisladas.
Técnicas y procedimientos

Identificacion del area de estudio y toma de muestras

En este trabajo se utilizd muestra de agua de seis puntos diferentes de riego del Rio
Chambo, que recorre de norte a sur una longitud de 144,49 km, en donde se topan unos
33 rios de tamafio muy variable segun la época del afio y la ubicacién geogréafica entre
los cuales tenemos el Rio Guano, Chibunga entre otros. En recorrido de este rio lo hace
atravesando distintos cantones como Alausi, Guamote, Colta, Chambo, Riobamba,
Penipe y Guano donde se establecieron diferentes puntos estratégicos de muestreo en
cada uno de estos cantones de la provincia de Chimborazo®®. (Ver Tabla N°2)
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Toma de muestra

Antes de la toma de muestra, se identificaron los diferentes lugares, ademas de la
altitud, temperatura del ambiente, temperatura del lugar y pH. Se utilizaron frascos
estériles de pléastico, llendndolos las % partes del recipiente. Para realizar la toma de
muestra se coloco el frasco en contra del caudal del agua de riego, se realizaron tres
lavados previos con la misma agua antes de tomar la muestra final, posteriormente se
tapd y asigno su respectiva codificacion al recipiente. Cabe recalcar que el muestreo se
realizd por duplicado. Las muestras obtenidas se transportaron con el sistema triple
embalaje al Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Ciencias de la Salud, UNACH
donde se realizo el respectivo andlisis microbiologico.

Tabla 2. Descripcidn de ubicacion y altitud en cada estacion de muestreo.

Puntos Estacion de muestreo Ubicacion Altitud
Punto 1 San Antonio de Cebadas A 200 m de la Via Riobamba — Macas 2979
Punto 2 Cebadas Entrada a Cebadas 2907
Punto 3 Licto A 250 m de la Central Hidroeléctrica 2730
Alao.
Punto 4 Chambo Entrada a Chambo. 2569
Punto 5 Cubijies Entrada a Cubijies. 2479
Punto 6 Penipe Entrada de Penipe. 2361

Aislamiento de bacterias de interés clinico presentes en la muestra

Una vez transportadas las muestras al laboratorio se manipulé con el mayor de los
cuidados para evitar una posible contaminacion al momento del anélisis, para ello se
utilizé la camara de flujo laminar que se desinfect6 con alcohol al 70% y luz ultravioleta

durante 20 minutos.

Técnica de aislamiento de colonias

El cultivo inicial se realizd en el agar cistina lactosa deficiente en electrolitos (CLED)
mediante la técnica de arrastre o dispersion, posteriormente se incub6 en posicion
invertida a 37°C durante 24 horas, en condiciones de aerobiosis y microaerofilia. Con el
objetivo de aislar las colonias se realizo una resiembra para obtener colonias puras en el
Agar Sangre, McConkey y se incubd a 37°C en posicion invertida durante 24 horas.
Tincion de Gram

La tincion de Gram es de suma importancia para diferenciar las propiedades de la pared

celular de las bacterias y su forma. Para la utilizacion de esta técnica de coloracion se
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coloco una gota de suero fisiolégico y se realiz un frotis de la colonia pura con un
palillo estéril. Se fijo la muestra con calor aproximadamente tres veces. Para el proceso
de tincidn se cubrio con cristal violeta por un minuto, se afiadié lugol por un minuto, se
decoloré con alcohol cetona durante 30 segundos aproximadamente y finalmente se
afiadio safranina por un minuto. Cabe recalcar que luego de la adicién de cada reactivo,
se procedid a enjuagar con agua. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente y se
realizd la observacion con un microscopio éptico a 100x con aceite de inmersion
Pruebas bioguimicas para la identificacion de bacterias aisladas

Para la identificacion de las bacterias de interés clinico aisladas de las muestras de agua
del riego del Rio Chambo, se utilizaron diferentes pruebas entre ellas deteccion de
enzimas (catalasa, oxidasa, ureasa Yy coagulasa), metabolismo de proteinas y
carbohidratos (Triple azUcar hierro agar TSI, citrato, Lisina Hierro agar LIA, motilidad
indol &cido sulfhidrico SIM).

Medicion de la resistencia antibidtica en bacterias aisladas

Posterior a la identificacion de la bacteria se evaluo la resistencia y sensibilidad a los
diferentes antibidticos. Para aquello se utiliz6 la técnica de Kirby Bauer Ilamada
también difusion en disco. Se utilizaron los siguientes discos amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ), cefotaxime (CTX), cefepime (FEP),
ciprofloxacina (CIP), &cido nalidixico (W), imipenem (IPM), meropenem (MEM).

Para la realizacion de la técnica se prepard una dilucion en NaCl 0,9% de cada colonia
bacteriana aislada para compararla a 0,5 de turbidez con el patron McFarland. Se
embebid un hisopo en la suspension bacteriana y se sembré en Muller Hinton cubriendo
la mayor parte del espacio distribuido en un angulo de 60°. Se colocaron los discos de
sensibilidad con una pinza estéril a 15 mm del borde y 20 mm de distancia entre discos.
Las placas se incubaron de forma invertida a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se
realizd la lectura de los halos de susceptibilidad y resistencia segin el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) 2018.

Procesamiento estadistico

Se realizo tablas descriptivas de los resultados obtenidos con frecuencia y porcentaje en
la aplicacion de hojas de calculo que pertenece al sistema operativo Microsoft Office
2013.
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CAPITULO Il1: RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron seis sitios estratégicos tomando como referencia la longitud del rio y
las zonas agricolas de los distintos sectores para la toma de muestra de las aguas del Rio
Chambo. Los puntos elegidos fueron: San Antonio de Cebadas, Cebadas, Licto,

Chambo, Cubijies y Penipe.

En la tabla 3 se detallan los datos de temperatura y pH de cada estacién de muestreo,
observando que la temperatura del agua en los distintos puntos de referencia oscila entre
los 15°C y 17°C. El pH fue de 7 en la mayoria de los sitios de referencia, mientras que

en Cebadas el pH fue de 8.

Tabla 3. Datos de temperatura y pH obtenidos de las aguas del Rio Chambo de acuerdo

con cada estacion de muestreo.

TEMPERATURA
PUNTOS LUGAR AMBIENTE (°C) AGUA (°C) pH
Puntol | San Antonio de cebadas 21 15 7
Punto2 | Cebadas 21 15 8
Punto3 | Licto 24 16 7
Punto4 | Chambo 22 16 7
Punto5 | Cubijies 22 17 7
Punto 6 Penipe 19 17 7

Los factores ambientales que influyen en el crecimiento bacteriano son los fisicos y
quimicos, la variacién de temperatura y pH pueden modificar la velocidad de
crecimiento de las bacterias®®. Las bacterias que son patdgenas para el humano crecen
de manera eficaz a una temperatura proxima a los 37° C, las temperaturas bajas retardan
el crecimiento de éstos, mientras que las altas temperaturas como los 65° C producen
cambios en los microorganismos e incluso la destruccion de estos. El pH es un factor
fisicoquimico que afecta el crecimiento bacteriano, el cual se considera que un entorno
adecuado para el desarrollo de microorganismos debe ser un pH neutro'?®!, por lo tanto,
las fuentes hidricas son susceptibles a la contaminacién, como es el caso de las muestras
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recolectadas para este estudio siendo el pH en la mayoria de las estaciones de muestreo

neutro.

En la tabla 4 se evidencian las diferentes bacterias de interés clinico aisladas del Rio
Chambo, aislandose e identificandose 9 especies la familia enterobacteriaceae (81,8 %)
y 2 especies de la familia pseudomonadaceae (18,2%), siendo todas ellas Gram

negativas.
Tabla 4. Bacterias de interés clinico aisladas del Rio Chambo.

Hallazgo bacteriano

— . Frecuencia (n) | Porcentaje (%
Familia Especie ) je (%)

Escherichia coli (2)
Enterobacteriaceae | Citrobacter freundii
Klebsiella pneumoniae 9 81,8
Enterobacter aerogenes (4)

Klebsiella oxytoca

Pseudomonadaceae | Pseudomonas spp (2) 2 18,2

TOTAL 11 100%

Arcos Pulido et al®? y Rios Tobon et al®, ratifican los resultados obtenidos ya que
explican que los microorganismos patdgenos que se encuentran comdnmente en aguas
contaminadas son las bacterias entéricas, virus, parasitos como los protozoarios y
helmintos. Entre las vias de contaminacion en los humanos se incluyen los alimentos
que se consumen crudos y han sido cultivadas con aguas de riego contaminadas. Las
bacterias aisladas en este trabajo pertenecen en su mayoria a la familia
Enterobacteriaceae, que forman parte del grupo de coliformes, su presencia indica
contaminacion reciente y su capacidad de multiplicarse fuera del intestino puede verse
favorecida por condiciones ambientales de temperatura, pH y materia organica®®3. Las
Pseudomonas spp se encuentran comunmente en el suelo y en el agua, algunas de sus

especies son clasificadas como patdgenas y patdgenas oportunistas para el humano®?,

En la tabla 5 se representa la distribucion de las bacterias de interés clinico aisladas en

cada uno de los puntos de muestreo, observandose que en el sector de Cebadas y Penipe

17



fueron encontradas 3 especies (27,2 %), mientras Chambo y Cubijies 2 especies (18,1

%) y Licto 2 especies (18,1 %).

Tabla 5. Distribucién de las bacterias de interés clinico segln la estacion geografica de

muestreo.

Bacterias patégenas

g~ <
3 " o £
= ] —_ c © [3)
e § 8% 2 ¢ s
., - | 2/ 8 6/ 5 56| | ¢
Estacion de muestreo S 2 = 5 2 T 2 8
el F| e ® = ) |5
W ¥ ¥ W O & @ a
Punto 1. San Antonio de Cebadas 0 O
Punto 2. Cebadas 1 1 1 |3 |27.2
Punto 3. Licto 1 |1 |94
Punto 4. Chambo 1 1 2 18,1
Punto 5. Cubijies 1 1 2 181
Punto 6. Penipe 3 3 | 27,2
Total 11 | 100%

Cebadas y Penipe son los sectores donde se aisl6 mayor cantidad de especies
bacterianas patégenas con un porcentaje 27,2%, seguido de Chambo y Cubijies 18,1%;
datos que ratifican que en estas aguas habitan diversas especies de interés clinico que

son patogenas para el ser humano.

Diferentes autores describen que en diversos puntos del rio Chambo existe la presencia
de coliformes fecales y E. coli como bacteria indicadora que demuestra la presencia de
microorganismos, por tanto, indica contaminacion en este rio. La presencia de
coliformes fecales presenta un minimo cambio en ambas épocas del afio tanto en
lluviosa y secas, en algunos puntos no se presenta valores elevados en la presencia de
coliformes esto debido tanto a actividades humanas y ganaderas que no se encuentren

proximas al rio ya que estos son causas al incremento microbiano, también describen
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que la causa que no exista mayor presencia de coliformes fecales podria deberse a la

inclusion de aguas limpias que promueven una dilucion de la contaminacion®334,

En la tabla 6 se evidencia el patron de susceptibilidad y resistencia de las bacterias
aisladas de la familia enterobacteriaceae, Enterobacter aerogenes (cepa 2) presenta
resistencia 3/8 antibioticos, Enterobacter aerogenes (cepa 1), E. coli (cepa 1),
Enterobacter aerogenes (cepa 3) y Enterobacter aerogenes (cepa 4) son resistentes a

dos antibioticos.

Tabla 6. Patrén de susceptibilidad y resistencia de las bacterias de interés clinico de la

familia enterobacteriaceae.

Microorganismo CTX CAZ AMC FEP CIP NA IPM MEM FOX
Klebsiella pneumoniae S S S S S S S S _
Klebsiella oxytoca S S S S S S S S _
Enterobacter aerogenes (cepa 1) S S S S S R S S _
Escherichia coli (cepa 1) S S S S S R S S _
Escherichia coli (cepa 2) S S S S S S S S _
Citrobacter freundii S S R* S S S S S _
Enterobacter aerogenes (cepa 2) S S R S S R S S _
Enterobacter aerogenes (cepa 3) S S S S S R S S _
Enterobacter aerogenes (cepa 4) S S R S S S S S R

CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, AMC: amoxicilina/4cido clavulénico, CEP: cefepime, CIP:
ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, IPM: imipenem, MEM: meropenem. FOX: cefoxitin, R*:

Resistencia natural.

Los resultados obtenidos muestran que Enterobacter aerogenes (cepa 1), Escherichia
coli (cepa 1), Enterobacter aerogenes (cepa 2), Enterobacter aerogenes (cepa 3)
fenotipicamente muestran resistencia a las quinolonas. (Imagen 1), este mecanismo de

resistencia se expresa con la resistencia de &cido nalidixico y sensibilidad por parte de
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ciprofloxacina, lo que indica una posible una mutacion en la zona llamada QRDR
(Determinante de Resistencia a Quinolonas) del gen gyrA del ADN girasa, lo que
produce una serie de proteinas para que ya no puedan ser ligadas a las quinolonas. Si el
microorganismo presenta esta mutacion las quinolonas son incapaces de inhibir la

replicacion del ADN lo que conlleva a una resistencia al antibidtico®®.

Imagen 1. Antibiograma de Escherichia coli

Otro resultado a destacar es que la bacteria Enterobacter aerogenes (cepa 2) ademas de
mostrar resistencia a las quinolonas también posee una resistencia a los inhibidores de
Betalactamicos (Imagen 2), el microorganismo produce una enzima llamada
betalactamasa de tipo IRT que la hace resistente a aminopenicilinas, carboxipenicilinas,

ureidopenicilinas y un poco sensibilidad o resistencia a amoxicilina-acido clavulanico®.

Imagen 2. Antibiograma de Enterobacter aerogenes.

Finalmente, otro resultado a tomar en cuenta es la resistencia de Enterobacter
aerogenes (cepa 4) mediada por las betalactamasas de tipo AmpC, este mecanismo lo
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podemos apreciar en el antibiograma con la resistencia a amoxicilina/clavulanico
(Imagen 3) y cefoxitin (Imagen 4). La AmpC es una betalactamasa de tipo | codificada
por plasmido o en cromosoma. EI gen AmpC concede resistencia a aminopenicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, cefamicinas y betalactamicos

mas inhibidores de betalactamasas®®.

Imagen 4. Resistencia a FOX

En la Tabla 7 se presenta el patron de susceptibilidad y resistencia de las demas
bacterias gramnegativas aisladas en los diferentes puntos de muestreo. Evidenciando
que Pseudomonas spp no muestra ningln tipo de mecanismo resistencia a los

antibidticos utilizados.
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Tabla 7. Patron de susceptibilidad y resistencia de las demas bacterias gramnegativas

que no pertenecen a la familia enterobacteriaceae.

Microorganismo CTX CAZ AMC FEP CIP NA IPM MEM
Pseudomaonas sp (punto 2) S S S S S S S S
Pseudomonas sp (punto 3) S S S S S S S S

CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CEP: cefepime,

CIP: ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico, IPM: imipenem, MEM: meropenem.

Acorde con los resultados conseguidos, se encontrd6 Pseudomonas spp en dos de los
distintos puntos de riego del Rio Chambo, los cuales no presentaron ningun tipo de
mecanismo de resistencia a antibacterianos , sin embargo, estas bacterias han sido
aisladas de aguas de riego y vegetales en investigaciones previas y se han visto
comprometidas en distintas afecciones a la salud, incluyendo infecciones oportunistas,
es por esto que la probabilidad de usar agua contaminada para los cultivos y el manejo
de los mismos, podria incrementar la carga bacteriana y la propagacion de estos

patdgenos>.
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CONCLUSIONES

1. Se establecieron seis puntos estratégicos para la toma de muestra a lo largo del
Rio Chambo tomando en cuenta la longitud del mismo y estos lugares fueron:
San Antonio de Cebadas, Cebadas, Chambo, Licto, Cubijies y Penipe. Se evaluo
la temperatura y pH en cada estacion de muestreo y los resultados obtenidos
mostraron una situacion factible para su crecimiento.

2. Seaislaron e identificaron once bacterias patdgenas procedentes de las diferentes
estaciones de muestreo del Rio Chambo, evidenciando que en Cebadas y Penipe
se encontrd un 27,2 % de bacterias patdgenas aisladas, fueron identificadas
mediante pruebas fisiolégicas y bioquimicas para gramnegativas resultando:
Pseudomonas spp y especies de enterobacterias como E. coli (2), E. aerogenes
(4), K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, C. freundii.

3. Los resultados de la resistencia antimicrobiana fenotipica de las cepas aisladas
de interés clinico fue la presencia de resistencia a cefoxitin, acido nalidixico y
amoxicilina/acido clavulanico. Estos resultados nos llevan a confirmar que
realmente existen bacterias de interés clinico resistentes a antibidticos de uso
médico, que pueden ser la génesis de infecciones tanto de los agricultores como

de la poblacién que consume los vegetales cultivados con esas aguas.
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RECOMENDACIONES

1. En el Rio Chambo se encontr6 bacterias de interés clinico resistentes a
antibidticos lo cual es preocupante para la sociedad. EI Ministerio de Salud junto
con el de Ambiente deben tomar medidas para mejorar la calidad del agua de
este rio.

2. Se recomienda concientizar a la poblacién sobre tres aspectos fundamentales:
informar sobre la contaminacion encontrada en el Rio Chambo, mejorar las
practicas sobre la eliminacidn de basura y por Gltimo realizar charlas sobre el
correcto uso de los antibidticos.

3. Motivar més investigaciones de este tipo en diferentes rios de nuestra provincia
para confirmar nuestros resultados.

4. Replicar proyectos similares en lo que respecta a la resistencia bacteriana desde
el punto de vista genotipico para obtener resultados mucho méas precisos y

variados en cuanto resistencia antimicrobiana en el Rio Chambo.
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ANEXOS



Anexo N° 1: Localizacion de las estaciones para la toma de muestra del Rio Chambo.

SUBCUENCA RIO CHAMBO
SITIOS DE MUESTREO CALIDAD Y CANTIDAD

LEYENDA
STIOS OF MUBSTREC
R05
CLDACES
C3 mcrocuencas mo_cHamMno

—
3
-

Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo en la subcuenca del Rio Chambo.

Fuente: CESA., 2011



Anexo N° 2: Resultados de las pruebas fisioldgicas y bioquimicas utilizadas para el aislamiento de las bacterias Gram negativas.

N° Microorganismo KIA GAS H;S URE CIT |IND MOT LIS PAD OKXI MAE PIG
1 Escherichia coli A/A + = - - + + + - - +
2 Klebsiella pneumoniae AIA + - + + - - + - - +
3 Klebsiella oxytoca AJIA + - - + + = + = = +
4 Enterobacter aerogenes  A/A + - - + - + + - - +
5 Citrobacter freundii A/A + + + + 5 - - - - +
6 Pseudomonas spp K/K - - - - - + + -

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; PIG: produccion de pioverdina.




Anexo N°3: Resultados del antibiograma realiza a las bacterias gramnegativas de interés clinico conjuntamente con su interpretacion segun la

guia de internacional CLSI.

Microorganismo

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Enterobacter aerogenes (punto 2)
Escherichia coli (punto 4)
Escherichia coli (punto 5)
Citrobacter freundii

Enterobacter aerogenes (punto 6.1)
Enterobacter aerogenes (punto 6.2)
Enterobacter aerogenes (punto 6.3)
Pseudomonas sp

Pseudomonas sp

CTX
mm  Int
31 S
31 S
36 S
32 S
31 S
26 S
31 'S
39 S
28 S
26 S
35 S

AMC
mm  Int
24 S
26 S
26 S
15 |
24 S
10 *R
0 R
19 S
0 R
23 'S
28 S

CAZ
mm  Int
27 'S
30 S
28 S
27 S
27 'S
22 S
25 'S
25 S
22 S
19 |
26 S

FEP
mm  Int
31 S
31 S
34 S
31 S
31 S
27 S
29 'S
29 S
28 S
21 |
32 S

Int

CIP
mm
31 'S
39 | S
24 S
26 S
31 S
24 S
25 | S
30 S
27 S
27 | S
32 'S

Int

NA

mm

28 S
31 S
0 R
0 R
28 S
22 S
0 R
0 R
21 S
24 S
32 S

IPM

mm

30

33

33

16

30

14

25

26

20

29

37

Int

S

S

MEM FOX
mm Int mm Int
29 S
35 |S
34 S
28 S
29 S
24 S
27 S
31 S
25 S 0 R
28 S
33 S

CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CEP: cefepime, CIP: ciprofloxacina, NA: acido nalidixico, IPM: imipenem,

MEM: meropenem.



Anexo N°4: Evidencias fotograficas

Imagen 5. A) Toma de muestra en Cebadas. B) Toma de muestra en Chambo. C) Toma

de muestra en Penipe. D) Toma de muestra en Cubijies.

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccion de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”

Imagen 6. Medicion del pH.

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccién de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”



Imagen 7. Siembra de las muestras de agua en agar CLED.

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccion de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”

A B

Imagen 8. A) Colonias pequefias de color amarillo en agar CLED posterior a 24 horas
de incubacion a 37°C. B) Colonias fermentadoras de lactosa y no fermentadoras de

lactosa.

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccién de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”



Imagen 9. A) Resiembra de las cepas en agar MacConkey para la obtencion de cepas
mas puras y en un crecimiento 6ptimo para las pruebas de identificacion. B) Siembra de
las cepas puras en la bateria de identificacion.

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccion de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”

Imagen 10. Bateria de identificacion bacteriana de izquierda a derecha: agar Triple
azucar hierro (A/A, produccion de gas), Lisina hierro agar (Desaminacion negativa,
descarboxilacion positiva), citrato (negativo), SIM y urea (positiva).

Fuente: Molina J, Orozco J, Proyecto “Deteccion de resistencia antimicrobiana en
bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo. Noviembre 2018- enero 2019”
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Anexo N°6:

Aprobacion del uso de los Laboratorios



FACULTAD DE
CIENCIAS DE LA SALUD

DECANATO

Rxol)amba, 14 dediciembre de 2013
Oficio N® 3583-D-FCS-2018

Doctora
Morella Guillén Ferraro
DOCENTE DE CARRERA DE LARORATORIO CLINIOO

Presente. ~

De mi conside. acién:

En atencién al oficio s/n, de feche 12 de diciembre de 2018, suscrito por su persona, me
permito indicar la autorizacién per parte de este Decanato para el uso de los laboratorios de
laFacultad, con el fin dela investigacién en el trabajo de titulacién “Deteccién ce resistencia
antimicrobiana en bacterias de interés clinico aisladas en el Rio Chambo" de lunes a viernes

mientras dure el proceso de siembra .

Se solicita coordinar con los Técnicos encargados responsables de los Laboratorios para gue
no interfiera con las actividades académicas.

Por la gentileza de su atencién, le agradezco.

Atentamente,

ey na
o
Clnau og

H.u.:
Bk
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Elaborado: Adriana Péex
Revisado: Br.Gonzalo Bonilla



