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RESUMEN

La contaminacion de alimentos y agua es una problematica sanitaria a nivel mundial, por lo que
este estudio tiene como objetivo identificar bacterias de interés clinico aisladas de productos
agricolas regados con aguas del rio Chanchan en Chimborazo, Ecuador, determinando su
susceptibilidad y resistencia antimicrobiana; trabajo de tipo descriptivo, transversal y de campo,
se midio in situ altitud y temperatura ambiental del sitio geografico donde fue recolectada la
muestra. Para el aislamiento e identificacion de los microorganismos se utilizaron medios de
cultivo como agua Peptonada, agar Sangre, CLED, McConkey e interpretacion de pruebas
fisioldgicas y bioquimicas para la clasificacion en especie, obteniéndose 24 bacterias; para la
medicion de la susceptibilidad y resistencia se realizd la técnica de Kirby Bauer por difusion.
La familia Enterobacteriaceae fue la mas aislada (54,1%) presente con Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica y Plesiomonas shigelloides, seguida de la
Streptococcaceae (33,4%) con el género Enterococcus como Unico Gram positivo aislado, el
8,4% fue de la familia Pseudomonaceae entre Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas
maltophilia, mientras que el 4,1% correspondié con la Aeromonadaceae una sola cepa. En
cuanto a la actividad antimicrobiana los aislados presentaron buena sensibilidad, mientras que
otros siendo resistentes no mostraron mecanismos de resistencia. Los resultados obtenidos
indican que los productos estudiados constituyen un riesgo para la salud, por estar contaminados
con enteropatogenos; recomendandose socializar a las autoridades pertinentes estos resultados,

con el fin de prevenir infecciones intestinales o extraintestinales por su consumo.

Palabras Claves: Productos agricolas, Enterobacterias, Pseudomonas, Antibidtico,

Susceptibilidad y Resistencia.



ABSTRACT

Food and water pollution is a global health issue, so that this study axms to identify bacteria

of clinical interest isolated from agricultural products irrigated with waters of the Chanchan
River in Chimborazo, Ecuador, determining its susceptibility and antimicrobial resistance;
descriptive, cross-sectional and field work, was measured in situ altitude and environment
temperature of the geographical site where the sample was collected. For the isolation and
identification of microorganisms, culture media such as Peptonated water, Blood agar,
CLED, McConkey and interpretation of physiological and biochemical tests were used for
classification in kind, obtaining 24 bacteria; For the measurement of susceptibility and
resistance, the Kirby Bauer technique was disseminated. The Enterobacteriaceae family was
the most isolated (54.1%) present with Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus, FEnterobacter aerogenes, Fnterobacter
cloacae, Yersinia enterocolitica y Plesiomonas shigelloides, followed by Streptococcaceae
(33.4%) with the genus Fnterococcus as the only isolated positive Gram, 8.4% were from
the Pseudomonaceae family among [’seudomonas acruginosa y Stenotrophomonas
maltophilia, while 4.1% corresponded to Acromonadaceae a single strain. As for the
antimicrobial activity, the isolates showed good sensitivity, while others being resistant
showed no resistance mechanisins. The results obtained indicate that the products studied
constitute a risk for health, for being contaminated with enteropathogens; it is recommended
to socialize these results to the relevant authorities, in order to prevent intestinal or

extraintestinal infections due to their consumption.

Keywords: Agricultural products, Enterobacteria, Antibiotic, susceptibility, resistance.
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INTRODUCCION

La ingestidn de productos contaminados por microorganismos patégenos por el hombre, ponen
en riesgo su salud. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la prevencion de las
Enfermedades De Transmision Alimentaria (ETA) depende del cultivo y manipulacion de los
productos, especialmente de aquellos que se consumen crudos, las cuales constituyen un
problema de Salud Publica pue producen Gastroenteritis originada por varios agentes

infecciosos que pueden encontrarse tanto en el agua como en los alimentos®.

El consumo de alimentos que contienen, parasitos, bacterias, virus o sustancias quimicas nocivas
pueden desatar mas de 200 enfermedades, que van desde la diarrea hasta el céncer. Las
infecciones diarreicas, generalmente se asocian al consumo de dichos alimentos; cada afio 550
millones de personas enferman y provocan 230.000 muertes, de los cuales el 40% corresponde

a nifios menores de 5 afios’.

La OMS indica que, de la poblacion mundial el 10 % consume alimentos cultivados con aguas
residuales sin tratar y el 32 % no tiene acceso a servicios adecuados de saneamiento basico,
generando 280.000 muertes asociadas a enfermedades de caracter hidrico. Se estima que el 4 %
del total de muertes en el mundo estan directamente relacionadas con la calidad del agua, higiene

y saneamiento?.

En Estados Unidos, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) para el afio
2013 reportd un total de 19.056 infecciones alimentarias, 4200 hospitalizaciones y 80 muertes.
Entre los patdgenos mas frecuentes se encontraron, Campylobacter, Escherichia coli, Vibrio,
Salmonella, Shigella, Yersinia y Listeria. En México se detectd que el 92.85% de las muestras
de agua de la llave de viviendas, presentan bacterias coliformes totales, lo cual indicd

contaminacion fecal® 4.

En América Latina y el Caribe, las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA), son una de las 10
causas principales de muertes por afo, gracias a problemas en la calidad del agua,
principalmente por el inapropiado manejo de aguas residuales. En Colombia, los principales
agentes etiologicos identificados fueron Staphylococcus aureus, E. coli y Salmonella spp, se
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demostrd la presencia de otras bacterias, como Listeria monocytogenes y Shiguella spp. En un
estudio en muestras de lechugas de sitios de venta de comida realizado en Bolivia, se aislaron
diferentes especies de enterobacterias como Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Citrobacter spp, Enterobacter cloacae ademas Salmonella spp. En Argentina al cuantificar
microorganismos indicadores de contaminacién patdgena en hortalizas minimamente
procesadas y obtenidas de diferentes puntos de venta, mostré que el 71.7% representaba a

Coliformes totales, el 48.8% Coliformes fecales y el 9.5% Escherichia coli®®,

En Ecuador, Ortega y Vélez encontraron en hortalizas en Cuenca, que el grado de contaminacion
era mayor en lechugas, con niveles no aceptables de Coliformes totales y E. coli, mientras
Cabascando, en Quito luego de realizar la determinacion microbiologica en berro expendido en
los mercados, indico que todas las muestras presentaron parasitos y el grado de contaminacion
bacteriana sobrepaso el 1000.000 UFC/g® °.

En Chimborazo, en la investigacion realizada por Marcillo y Mur estudiaron las aguas de
regadio del rio Chibunga aislando bacterias patdgenas causantes de infecciones importantes y
de dificil tratamiento médico en muchas ocasiones. Igualmente, Molina y Orozco en el rio
Chambo logran aislar bacterias de interés clinico y resistentes a antibi6ticos de uso comun.
Mientras el estudio de Puyol y Razo, al determinar la calidad del agua del sistema de riego Chi-
Pungales en el canton Guano revel6 la presencia de Coliformes tanto fecales como totales,
estableciendo que la primordial fuente de contaminacion son las descargas de aguas residuales

de tipo domiciliariast!™*3,

Los antibidticos han salvado muchas vidas, pero ademas han supuesto una revolucién en la
medicina, debido al desarrollo de nuevos farmacos y su mal uso y abuso terapéutico. En la
actualidad algunas infecciones causadas por bacterias resistentes a antimicrobianos que se
encuentran en nuestro ambiente se relacionan a un porcentaje considerable de morbimortalidad.
Las bacterias multirresistentes a los antibidticos se liberan en las aguas principalmente a través
de las heces, orina y restos de componentes biolégicos ya sean de humanos o animales, los

cuales usan como ruta principal las aguas residuales, siendo estos de zonas urbanas y rurales,



probablemente constituyendo las mayores fuentes de contaminacién bacteriana y de genes

resistentes a antimicrobianos que se liberan en el medio ambiente?+2°,

Desde el punto de vista microbioldgico la ingesta de productos agricolas puede ser
potencialmente peligrosa al estar contaminados éstos, produciendo infecciones sobre todo
gastroentéricas, principalmente si son productos consumidos sin ningdn tipo de coccion o
tratamiento. Tales riesgos bioldgicos estan asociados a malas practicas de produccion: cuidado
e inadecuada higiene, la adicion de estiércol como fertilizantes, presencia de animales en el area
de cultivo, ocupacion de agua de riego contaminada provenientes de cuencas hidrogréficas.
Siendo éste el vinculo de transmision de microorganismos por agua que ha sido contaminada
con desechos del hombre, animales o quimicos, circulo en el que el hombre es quien se produce

dafio a si mismo, contaminando productos de importancia para su estabilidad®®.

Segun la bibliografia revisada a nivel local no se encuentran estudios en vegetales de consumo
diario y con el antecedente de aislamiento de bacterias patdgenas en aguas de regadio en la
provincia de Chimborazo, es que se realiza este estudio en productos agricolas cultivados de la
cuenca del rio Chanchén, para identificar la calidad microbioldgica de estos, los cuales llegan
hasta la canasta familiar. La contaminacion bacteriana demostrada en vegetales, frutas, verduras
u otros, obliga a alertar tanto a las autoridades como a la poblacion involucrada para paliar tal
situacion, evitando asi infecciones gastrointestinales que son productoras de gran
morbimortalidad, sobre todo en nifios, lo que ayudaria a cumplir con el objetivo 6 del Plan
Nacional de Desarrollo 2017-2021: “Desarrollar las capacidades productivas y del entorno para

lograr la soberania alimentaria y el Buen Vivir rural”’.

Preocupacion que exclusivamente no es nuestra, pues desde hace algunos afios la Organizacion
de Naciones Unidas (ONU) alerta del problema creciente de la gestion de los vertidos residuales
en las aguas para evitar la propagacion de varias enfermedades implicadas en este hecho,
planteando que la solucidén no es facil y hace un llamado a los gobiernos para emprender
acciones urgentes con un enfoque multisectorial, con una accién basada en los ecosistemas y

una vision a largo plazo, en la que la educacion y la innovacion sean fundamentales®®,



OBJETIVOS

Objetivo General:
Aislar bacterias patogenas para el hombre en productos agricolas provenientes de la cuenca del

rio Chanchan.

Objetivos Especificos:
e Recolectar muestras de productos agricolas cultivados con agua de regadio del rio
Chanchén en diferentes puntos geograficos, para su analisis bacterioldgico.
e Aislar bacterias patdgenas de los productos agricolas, mediante el empleo de diferentes
medios de cultivo.
e Medir la resistencia antimicrobiana de bacterias de interés clinico, aplicando el método
de Kirby Bauer.



CAPITULO |

ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

Cuenca Hidrogréfica.

Territorio cuya topografia hace que el agua drene hacia ciertos puntos, desde la expectativa
socio ecosistémica, la cuenca es un sistema complejo humano-bio-fisico integrado. EI manejo
de estas resuelve problemas de: suministro en calidad, cantidad y temporalidad; de distribucion
para fortalecimiento institucional; de manejo de residuos con la ubicacion de plantas de

tratamiento; y de control de inundaciones®.

Rio Chanchéan

Forma parte del sistema hidrico del rio Guayas, que nace en la provincia de Pichincha y
Cotopaxi y desemboca en el Pacifico; recibe las aguas de los rios Daule y Babahoyo. El rio
Chanchén se ubica en la region Andina del centro del Ecuador, en la Sierra Occidental, nace en
los montes de Cruzpungo en la provincia de Chimborazo, y luego de regar el valle de su mismo
nombre y el de Alausi, desciende hacia el oeste hasta juntarse al rio Chimbo y formar la

subcuenca hidrografica Yaguachi (Anexo 1), que desencadena en el Rio Babahoyo .

El rio Chanchéan se dispone entre las cordilleras Real y Occidental de Los Andes; las dos
cordilleras se formaron en dos episodios orogénicos: Paleozoico y Meso-cenozoico,
respectivamente. En cuanto se refiere al uso del suelo, existe la predominancia de espacios con
cultivos (37%), paramo (25%), vegetacion arbustiva (17%), bosque natural (12%) y pastos
(7,5%) 2.

Productos agricolas.
Productos destinados al consumo humano, siendo el recurso mas importante para su
subsistencia, algunos son consumidos de forma directa y otra parte es proporcionada a la

industria para la obtencion de sus derivados??.



El acceso a alimentos inocuos y nutritivos en cantidad suficiente es fundamental para mantener
la vida y fomentar la buena salud, pero en ocasiones el hombre ingiere alimentos y agua
insalubres que contienen bacterias 0 sus toxinas, virus, parasitos o sustancias quimicas nocivas
causando mas de 200 enfermedades, que van desde la diarrea hasta el cancer, constituyendo un

problema de salud publica segun la OMS?2,

La OMS estima que 1 de cada 10 habitantes enferman cada afio por ingerir alimentos y aguas
contaminadas y que por la misma causa mueren unos 420 000, siendo los nifios menores de 5
afios la gran mayoria. Estando relacionados con las Enfermedades de Transmision Alimentaria
(ETA), generalmente las diarreicas. La inocuidad de los alimentos, la nutricion y la seguridad
alimentaria estan inevitablemente relacionadas. Los alimentos insalubres generan un circulo
vicioso de enfermedad y malnutricién, afectando generalmente a los lactantes, nifios pequefios

y ancianos®®,

Las ETA segun la OMS conforman uno de los problemas sanitarios mas comunes gque aquejan
la salud de las personas en el mundo y afectan con mayor severidad a nifios, mujeres
embarazadas, ancianos y personas con otros padecimientos, sin embargo, estas enfermedades
no sélo afectan la salud, afectan socioeconémicamente al ocasionar una disminucion en la
productividad y el comercio e imponer una carga sustancial en los sistemas de salud generando

gastos en hospitalizaciones y medicamentos®®.

Contaminacion microbioldgica del agua y los alimentos.

La contaminacion microbioldgica del agua y los alimentos esta asociada a las malas practicas
de produccion, inadecuada higiene, utilizacion de estiércol como fertilizantes, presencia de
animales en el area de cultivo, ocupacion de agua de riego contaminada provenientes de cuencas
hidrogréficas, siendo este el principal vinculo de transmisién de microorganismos por agua que
ha sido contaminada con desechos del hombre, animales o quimicos, ademas de las malas
practicas higiénicas en el hogar como no lavarse las manos, higiene deficiente en la
manipulacion de los alimentos, contacto con utensilios o recipientes contaminados, a través de
artropodos o roedores como ejemplo moscas, cucarachas, ratas, que posan sobre el alimento o

tienen contacto con el mismo?3. Esto trae consigo las Enfermedades Gastroentéricas que se



adquieren por via fecal-oral al ingerir el agua o alimentos contaminados, siendo las bacterias,

virus, protozoos y helmintos los microorganismos trasmitidos de esta forma?*.

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, patdégenos que son vertidos a los sistemas de aguas

cloacales y hacen de estos su habitad? 2,

Gastroenteritis infecciosa. Es la inflamacion o disfuncion intestinal que provocan los
microorganismos (virus, bacterias, parasitos) o sus toxinas (enterotoxinas, citotoxinas) se
caracteriza por la presencia de diarreas mostrandose cambio en las deposiciones tanto en
consistencia como en frecuencia. Estas se clasifican segun su duracién en agudas con menos de
14 dias, persistentes entre 14-30 dias y en crénicas cuando persisten méas de 30 dias y segun el

mecanismo de produccion en inflamatorias y no inflamatorias (llustracion 1)’

Inflamatoria No inflamatoria
Aspecto de las heces. Mucosanguinolentas. Acuosas.
Diarrea. Frecuente y poco voluminosa Voluminosa.
Fiebre. Frecuentemente. Poco frecuente.
Dolor abdominal. Hipogastrio/ difuso/ Mesogastrio/ difuso/
Sensacion de urgencia. Si No
Tenesmo o dolor rectal. ~ Frecuente (si existe proctitis) No
Localizacion. Preferentemente colon Preferentemente I. delgado

lustracién 1 Caracteristicas clinicas de la diarrea.

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017.

Bacterias.

Las bacterias disponen una estructura relativamente simple. Son microorganismos procariotas,
es decir, microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, aparato de Golgi,
mitocondrias, ni reticulo endoplasmico, y se reproducen por division asexual. La pared celular
qgue rodea a las bacterias es compleja y existen dos formas basicas: una pared celular
grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular gramnegativa con una
delgada capa de peptidoglucano, y una membrana externa?’.



Para realizar una clasificacion preliminar de las bacterias se utiliza su tamafio (de 1 a 20 micras
0 maés), su forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposicion espacial (células aisladas, en
cadenas y formando cumulos); mientras que su clasificacion definitiva se refiere a sus

propiedades fenotipicas y genotipicas?’.

El organismo humano esté habitado por miles de especies bacterianas distintas; mientras algunas
mantienen una relacion parasitaria temporal, otras habitan en el cuerpo humano de manera
permanente. También se encuentran bacterias en el ambiente, como en el aire, el agua y los
alimentos, aunque muchas de ellas son relativamente avirulentas otras son capaces de provocar
enfermedades potencialmente mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos toxicos de

los productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de sitios estériles del cuerpo humano?’.

Principales bacterias transmitidas por el agua y alimentos causantes de Gastroenteritis.

Shigella dysenteriae. Periodo de incubacion 1-7 dias, causa disenteria bacilar (diarrea
sangrante), se muestra con fiebres altas, pujos intensos, retortijones, sintomas toxicos e incluso
convulsiones. Esta enfermedad puede causar altos indices de morbimortalidad sobre todo en
nifios?’.

Salmonella typhi. Periodo de incubacion 7-28 dias, es un bacilo que causa la fiebre tifoidea,
una dolencia sistémica grave que puede originar hemorragia o perforacion intestinal. Se
manifiesta con fiebre, dolor de cabeza, nauseas, tos, vomitos y diarrea. Este agente puede
transferirse por agua y alimentos contaminados y por contacto directo con personas infectadas?”.
Salmonella spp. Periodo de incubacién 8-48 horas, bacilo Gram negativo, no esporulado y
movil, agente de la Salmonelosis, enfermedad mas frecuente que la fiebre tifoidea, pero
generalmente menos severa, se manifiesta por fiebre y diarrea acuosa con sangre?’.

Vibrio cholerae. Periodo de incubacion 9-72 horas, agente etiologico del célera, se transmite
habitualmente a traves del agua y alimentos contaminados, con mas frecuencia por el consumo
de los derivados del mar como mariscos. Bacteria Gram negativa, con morfologia celular de
bacilos cortos, que a menudo son curvados o en forma de coma, sintomas clinicos diarrea

acuosa, vomitos, y puede llegar a la deshidratacion®’.



Aeromonas spp. Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos y no esporulados. Las
principales fuentes de contaminacion con este microorganismo son el agua, los vegetales,
alimentos de origen animal y de procedencia del mar, es causa potencial de gastroenteritis en
seres humanos. Como sintomas clinicos presenta heces acuosas no sanguinolentas, nauseas,
vomitos, dolor de cabeza y colitis; aislamientos con genes de virulencia, principalmente
relacionados con la produccion de enterotoxinas. Ademas, se pueden presentar otras
manifestaciones clinicas como infeccion de heridas, septicemia, abscesos en el higado e
infeccion respiratoria®’.

Plesiomonas shigelloides. Periodo de incubacion 20-24 horas. Bacilo gram negativo con
flagelos polares, anaerobio facultativo con la particularidad de ser productor de
citocromooxidasa. Este microorganismo se encuentra en aguas dulces de regiones tropicales y
subtropicales debido a que no crece a temperaturas inferiores a 8°C. En el hombre suele causar
infecciones diarreicas acompafiadas de fiebre, escalofrios, dolor abdominal, nduseas y vomitos,
relacionadas con la ingesta de agua y mariscos contaminados?’.

Campylobacter. Periodo de incubacion 2-5 dias. Se ha reclasificado en géneros C. jejuni y C.
coli. patogenos mas frecuentes en humanos, gram negativos con forma de coma, S, o de ala de
gaviota, moviles con un solo flagelo polar. Se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, reconociendo como reservorio natural animales tanto domésticos como de vida
silvestre, tales como ganado vacuno, cerdos, ovejas, aves de corral, cabras, perros, gatos y
roedores, entre otros. Las aves de consumo Yy sus subproductos constituyen uno de los
principales reservorios y fuente de infeccion humana. Causante de heces fecales diarreicas
algunas veces con sangre, dolores abdominales, fiebre, dolor de cabeza?’.

Yersinia enterocolitica. Periodo de incubacién 1-11 dias, patdgeno de transmision alimentaria,
sus sintomas clinicos incluyen dolor abdominal, fiebre, vomitos, diarrea con moco y sangre;
enfermedad infecciosa denominada Yersiniosis que puede ir desde una gastroenteritis hasta una
septicemia grave?’.

Enterococcus spp. Son cocos grampositivos que se disponen en parejas y en cadenas cortas.
Anaerobio facultativo. Coloniza el aparato digestivo de los humanos y los animales. Es capaz
de sobrevivir en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo. La mayoria de las
infecciones provienen de la microflora bacteriana del paciente; algunas se deben a la transmision

horizontal de paciente a paciente. Producen infecciones del aparato urinario, infecciones de



heridas (especialmente intraabdominales y generalmente polimicrobianas), bacteriemia y
endocarditis. Los pacientes de mayor riesgo son los inmunodeprimidos y los que permanecen
hospitalizados durante periodos de tiempo prolongados y reciben antibidticos de amplio
espectro (fundamentalmente cefalosporinas, a las que los enterococos son resistentes de forma
natural®®

Escherichia coli. Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, usualmente maévil por
flagelos peritricos, cuyo hébitat es el intestino de animales y el hombre, por lo que es utilizada
como indicador de contaminacion fecal debido a que se encuentra abundantemente en heces.
Generalmente las cepas de E. coli que colonizan el intestino son comensales, sin embargo, en
base a sus factores de virulencia especificos y rasgos fenotipicos dentro de esta especie se
encuentran bacterias patdgenas causantes de una diversidad de enfermedades gastrointestinales.
Dentro de las E. coli patdégenos se incluyen: E. coli enteropatogénico (EPEC), E. coli
enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli enterohemorrégico (EHEC), E.
coli enteroadherente y E. coli enteroagregativo (EAEC)? 2 (Ilustracion 2).

Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea
GRUPO SINTOMAS CLINICOS EPIDEMIOLOGIA FACTORES DE
PATOGENICIDAD
ETEC Diarrea aguda acuosa. Nifios menores de dos afilos STy LT
y diarrea del viajero CFA
EHEC Diarrea sin sangre, fiebre, Nifios y adultos que STX
dolor abdominal, vomito. adquieren por comer carne AJ/E
cruda o mal cocida. Intimina, pO157
EIEC Diarrea con moco y sangre o Nifios menores de seis Invasividad plasmido de
diarrea acuosa, también se meses. 140MDa
presenta cuadro disentérico.
EPEC Diarrea aguda, fiebre baja, Nifios menores de seis A/E, BFP
dolor abdominal, vomito. meses. Hasta dos afios Plasmido EAF de 50-70
MDa
EAEC Diarrea liquida, verde con Recién nacidos y Nifios Fimbria AAFIy II, EASTI.
moco, sin sangre, diarrea menores de dos afios Proteinas pot y Pic, OMP,
persistente hasta 20 dias Plasmido de 60 MDa,
Citotoxina
DAEC Diarrea acuosa sin sangre. Nifios de 1 — 5 afios Fimbrina f 1845, OMP

llustracion 2: Escherichia coli causantes de gastroenteritis.

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017.
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Diagnostico bacterioldgico

Es el conjunto de procedimientos y técnicas adicionales utilizadas para establecer la etiologia
del agente responsable de una enfermedad infecciosa. El procesamiento de las muestras para el
diagnostico bacteriologico abarca: examen microscépico, aislamiento del patdgeno con medios
de cultivos, deteccidon de antigenos especificos que permitan la identificacion del mismo y
antibiograma que indique el patron de sensibilidad a los antimicrobianos?.

Tipo de mecanismos de accion de los antimicrobianos.
Los antimicrobianos acttan de diversas formas: por inhibicion de la sintesis de la pared celular,
inhibicion de la funcion de la membrana celular, inhibiendo la sintesis de proteinas inhibiendo

la sintesis de acidos nucleicos (llustracion 3)2.

Replicacion de ADN

Sintesis de la pared celular Quinolqnas
o Metronidazol
B- Iactarplpos | Clofacimina
Vancomicina {
Isoniacida f
— |
EE?E:elthizL Sintesis de ARN
Etionamida Rifanpicina
Haltt Rifabutina
Bacitracina
polimixima
_ ) s Sintesis de proteinas
?nltflmetal_)glltos / (ribosoma 50S)
ulfanamidas i
Dapsoma Sintesis de proteinas fﬂlgcr?g;f,?scm
Trimetropim (ribpsoma 30.5) Clindamicina
Acido paraaminosalicilico Aminoglucssidos Linezolina

Tetraciclinas

Quinupristina-
Dalfopristina

llustracion 3 Mecanismos basicos de accién antibiotica

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017. Pagina 204.

1. 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 enlaces entrecruzados; moléculas en variacion de N-

acetilglucosamina y acido N-acetilmurdmico. Estas cadenas estan catalizadas por enzimas
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especificas miembros de una gran familia de serina proteasas; enzimas reguladoras que también
se denominan proteinas fijadoras de penicilinas “PBP”, del inglés penicillinbinding proteins,
porque son las dianas de los antibidticos B-lactamicos, 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. Es el mecanismo més comuin de la actividad antibidtica,
la mayoria de los antibidticos activos sobre la pared celular se clasifican en beta-lactamicos,

otros antibioticos que interfieren son la Vancomicina, la Daptomicina, la Bacitracina %’

2. Inhibicién de la Funcion de la Membrana Celular.
La membrana celular de las bacterias tiene una estructura diferente 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 algunos contienen péptidos ciclicos que dafian de
manera selectiva a la fosfatidiletanolamina, componente principal de las membranas, otros

interfieren especificamente en la biosintesis de las membranas citoplasmaticas®® 7.

3. Inhibicion de las Sintesis de Proteinas.
Los antibioticos ejecutan su accion al pasar a travées de la membrana externa bacteriana, la pared
celular y la membrana citoplasmatica al citoplasma, donde inhabilitan la sintesis proteica al
acoplarse de modo irreversible a las proteinas ribosomicas 30S; produciendo un efecto
destructor el cual se menciona a la elaboracion de proteinas aberrantes como derivacion de una
lectura inexacta del ARN mensajero (ARNm). Estos ribosomas estan formados por dos
subunidades 30S y 50S, que contienen ARN ribosémico y diversas proteinas llamadas S (small
30S) o L (large 50S). En esta estructura, se encuentran diferentes componentes que son lugares
de unién para los antimicrobianos, por ejemplo, determinados nucledtidos para las
oxazolidinonas, algunas proteinas S para las tetraciclinas o proteinas L para el cloranfenicol, el

mecanismo preciso de accion aln se desconoce?® 7.

4. Inhibicién de la Sintesis de Acidos Nucleicos.
Los acidos nucleicos se inhabilitan por la accion de agentes quimioterapéuticos sintéticos que

toman como diana las enzimas topoisomerasa de tipo Il (girasa) o la topoisomerasa de tipo 1V,
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en el ADN bacteriano, necesarias para la replicacion, recombinacion y reparacion del mismo.
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 acido folico. El trimetoprim
al inhibir el &cido dihidrofolato reductasa, evita la conversion de dihidrofolato a tetrahidrofolato
una fase que en la secuencia provoca la sintesis de purinas y finalmente de DNA. La ARN
polimerasa, de la misma forma puede ser inhibida, obstaculizando la iniciacion de la sintesis de
ARN, ejemplo las quinolonas y fluoroquinolonas inhiben la sintesis microbiana en el ADN

blogueando a la DNA girasa®® 7,

Resistencia antimicrobiana.

Cada vez mas las bacterias han demostrado una gran capacidad para desarrollar resistencia a los
antibioticos, a pesar de la rapidez con que se introducen estos farmacos en el mercado. Aunque
la terapia antimicrobiana constituye un arma importante contra las enfermedades infecciosas no
siempre representa el método de curacion rapido para las mismas, en muchos casos para tratar
al paciente el médico ha de basarse en su experiencia clinica para la seleccion inicial del

tratamiento empirico®.

Origen de la resistencia de las bacterias a los antibioticos

La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida:

» Resistencia natural:
La resistencia natural de ciertas cepas es un mecanismo permanente determinado por su genética
y sin ninguna relacion a la administracion y dosificacion de antibi6ticos. Esta puede producirse
por particularidades de la pared bacteriana que impiden acceder el antibidtico a su blanco, casos
como los micoplasmas carecen de una pared celular tipica y son resistentes a las penicilinas.
También el organismo puede alterar el antibidtico pasandolo a una forma inactiva por la
produccién de enzimas que hidrolizan o modifican la molécula. Ejemplo el Proteus mirabilis
presenta una resistencia innata a las tetraciclinas debido a un proceso natural de expulsién del

antibiotico, la causa se debe a la presencia de un lipopolisacarido que tiene funcion disminuir la
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afinidad de los antibioticos a su sitio blanco. Por su parte la Klebsiella pneumoniae posee una
resistencia a las penicilinas debido a su produccion natural de beta lactamasas?’.

» Resistencia Adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica oportuna de una determinada especie de
microorganismo que, siendo sensible a un antibiotico, esta condicion cambia a bacteria
resistente debido a una modificacion genética ya sea por una mutacion o la adquisicion de genes
de resistencia, a través de plasmidos, transposones e integrones. Un ejemplo, la resistencia a las
quinolonas por modificacion de la ADN girasa en las enterobacterias?’.

Entre los mecanismos béasicos de resistencia se encuentran la inactivacion del antibidtico por
destruccion o modificacion de la estructura quimica, alteracion del sitio blanco del antibidtico,

alteracion en las barreras de permeabilidad y las bombas de eflujo?’

Mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos.
La resistencia de las bacterias a los antibidticos es un problema que se genera con el pasar del
tiempo, mas adn en los ultimos afios, pues las bacterias como seres vivos tienen la capacidad de

desarrollar diferentes mecanismos de defensa ante cualquier tipo de amenaza®.

La propagacion de bacterias multirresistentes a antibiéticos se ha incrementado gracias a la
aparicion de cepas que evaden el efecto bacteriostatico y bactericida de los antibiéticos, lo cual
constituye un problema de salud publica, ya que afecta al tratamiento tanto ambulatorio como
hospitalario de las enfermedades producidas por microorganismos incluyendo en estos procesos
las llamadas bacterias oportunistas 0 comensales, generalmente poco sensibles a los antibidticos
actuales, lo que lleva a limitarse de forma progresiva las posibilidades de utilizar antibi6ticos
que en tiempos anteriores fueron activos, aumentando la tasa de morbilidad y mortalidad por

enfermedades infecciosas?®.

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibidticos como resultado de mutaciones
cromosomales e intercambio de material genético de otras bacterias o fagos (virus que utilizan

bacterias para su desarrollo y reproduccion), a traves de mecanismos como:
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v" Transduccion: Transferencia de ADN cromosémico o plasmidico, la cubierta del fago
estaré rodeada por ADN bacteriano, lo que se utiliza para transferir genes de una bacteria
a otra, los fagos se identifican con base a la morfologia de la placa que forman la lisis de
otras bacterias?.

v Transformacion: La captacién directa de fragmentos de ADN desnudo del donador por
la célula receptora que los incorpora a su genoma, proceso que demanda proteinas
especificas producidas por la célula receptora para la captacion de ADN, tales secuencias
de captacion son especificas y restringen el intercambio genético a una sola especie, el
ADN que no se incorpora se degrada para ser utilizado como fuente de nutrientes para
el crecimiento bacteriano?®.

v" Conjugacion: Proceso entre dos bacterias, transferencia unidireccional de ADN desde
una célula donante o macho a una célula receptora o hembra, deben estar en contacto
para la transferencia a través del llamado pilus sexual .

v Recombinacion: La incorporacion del ADN extracromosémico en el cromosoma se
realiza mediante un proceso de recombinacion. Existen dos tipos: la recombinacion
homologa que tiene lugar entre secuencias de ADN relacionados, en la cual se sustituye
una secuencia por otra, mientras que la recombinacion no homologa se lleva a cabo entre

secuencias distintas de ADN (Ilustracion 4)2.

Transformacion Transduccion
P = \\
/ / /£
Vi (€L <) P g ®
[ > N > AR /
| —* Z@- & | ® o | »—-
| & & D | ® e ®F
v \//’ \,_/ \_// et
Célula Lisis celular: EI ADN entraen la Fago transductor Lisis celular: Infeccion de la célula
donante Liberacion de canula receptoray que contiene ADN Liberacionde  receptora por el fago:
fragmentos de ADN se '”tZgDrilen su genémico de la fagos ADN de la célula
célula donante donante se integra en
) L, el ADN de la receptora
Conjugacion L
i e Transposicion
ADN genémico ADN gendmico
7 Transposicién con repeticiones invertidas
ﬁ’
Q ‘ﬂ:D—‘ Sitio donante
gen A gen B 1 gen B genC
ADN plasmidico Pilus sexual = I B B -—
El plasmiqico libre se desplaza El plasmidico Sitio receptor
de la célula donante a la integrado(apisoma)favorece la
receptora a través de un pilus transferencia de ADN genémico, el
sexual cual se integra en el ADN de la célula

llustracion 4 Mecanismos de transferencia genética en bacterias

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017. Pagina 42.
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Métodos para la determinacion de sensibilidad y resistencia en los estudios
microbiol4gicos.

La medicion de la actividad antimicrobiana permite conocer la sensibilidad de los diferentes
microorganismos a las diversas drogas antimicrobianas. Dicha actividad se mide in vitro para
determinar: la potencia de una droga antimicrobiana frente a un microorganismo dado, su
concentracion en los liquidos del cuerpo o en los tejidos, y la sensibilidad de un microorganismo

dado a concentraciones conocidas del medicamento?®.

Los métodos mas utilizados son: dilucion y difusion. En ambos métodos se trata de enfrentar un
microorganismo a una muestra de concentracion conocida del medicamento para apreciar y
medir el comportamiento del crecimiento del microorganismo en un tiempo y a una temperatura

dados y compararlos con un patrén estandar conocido, que actuara como referencia?® 3.

Los meétodos cuantitativos se prefieren a los cualitativos. Existen varios procederes para la
determinacion cuantitativa de la sensibilidad a los antimicrobianos, entre estos se encuentran:
macrodilucién en caldo, dilucion en agar, microdilucién en caldo, E Test y los métodos
automatizados. EI método maés utilizado en la mayoria de los laboratorios microbioldgicos es el

método por difusion Bauer-Kirby3!.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

Tipo de investigacion:

Descriptiva porque se obtiene informacion de manera conjunta sobre las variables de
estudio, describiendo la patogenia y resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas
en los productos agricolas provenientes de la cuenca del rio Chanchan.

Enfoque mixto se realiz6 una descripcidn de las variables de estudio, y se determind la
sensibilidad y resistencia antimicrobiana en las bacterias patdgenas aisladas de los
productos agricolas, obteniendo asi resultados que posteriormente se analizaron.

De campo pues se recolectaron muestras de productos agricolas de los diferentes puntos
geograficos, los cuales se estudiaron para aislar e identificar las bacterias patégenas
existentes en ellos y se determind la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana.

No experimental ya que no se manipularon las variables, es decir que no se alteran las
condiciones existentes.

Corte transversal: el proyecto se ejecuto en un lugar delimitado (cultivos agricolas a
orillas de cuencas provenientes del rio Chanchéan) en un tiempo especifico, durante el
periodo mayo-julio del presente afio.

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

para proyectar una teoria.

Poblacion y muestra.

Poblacion: Conformada por 13 productos agricolas cultivadas con aguas de los regadios del rio

Chanchan.

Muestra: Se trabaj6 con la totalidad de la poblacion.

Técnicas y procedimientos

Técnicas: Observacion.

Instrumentos: Se utilizo la ficha de observacion (Anexo 2) donde se recogieron los datos de

las condiciones fisicas y atmosféricas en que fueron tomadas las muestras.
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Procedimientos:

Identificacion del area de estudio y obtencidn de las muestras.

Para la investigacion se utilizaron muestras de productos agricolas cultivados con sistemas de
riego provenientes del rio Chanchén. Se hizo un recorrido para la determinacion de puntos
geogréficos estratégicos para muestreo, donde se tomaron en cuenta las zonas mas planas, estas
se encuentran al este de la cuenca del rio en las comunidades de Pungapala, San Francisco,
Tixan, Palmira, Totoras, Cantdon Alausi, Provincia de Chimborazo. Se identificaron seis
diferentes puntos de riego.

Se identifico la presencia de cultivos en las cercanias entre 500 m a 1 km a partir de los puntos
identificados para la toma de muestras de aguas del rio, las que fueron estudiadas por otros
investigadores. Por cada punto geogréafico se recolectaron 3 muestras de productos agricolas
segun existian en el lugar y de cada producto agricola se tomaron varios ejemplares utilizando
bolsas estériles herméticas asignandole su respectiva codificacion (Anexo 5), ademas se tomo

la altitud y temperatura ambiental (Anexo 3)

Las muestras obtenidas se transportaron con el sistema triple embalaje (fundas estériles,
separadores de muestras, caja transportadora), hasta el Laboratorio de Investigacion de la carrera
de Laboratorio Clinico e Histopatoldgico, Facultad de Ciencias de la Salud, de la UNACH,

donde siguiendo un protocolo de trabajo se realizé el respectivo estudio microbiolégico.

Aislamiento e identificacion de bacterias presentes en las muestras.

Se procedié a realizar el analisis microbioldgico de las muestras, se utilizaron las debidas
barreras de proteccion y precauciones con el objetivo de evitar posibles contaminaciones. Todo
procedimiento se realizd bajo el mechero de bunsen y desinfectando el lugar de trabajo con
alcohol al 70%. Con la ayuda de pinzas y bisturi estériles, se obtuvo del centro del producto 25
gry se agreg6 a 225ml de Agua Peptonada como método pre-enriquecimiento (Anexo 5). A las
24 horas de incubacion a 37°C con una jeringa estéril se tomé 1 ml del cultivo y se inocul6 en
9 ml de Agua Peptonada nuevamente, incubando de igual forma (Anexo 5), transcurrido el
tiempo a partir de esta dilucion se realizaron cultivos, homogenizando bien la muestra se tomo

0.1ml con el asa de siembra calibrada, sembrando en placas de Agar Sangre (AS) y Agar
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MacConkey (MC) previamente preparadas segun indicaciones de la casa comercial Himedia®y

rotuladas como es debido, se estrio la muestra mediante técnica por agotamiento (Anexo 5) y

en posicion invertida se incub6 a 37°C durante 24 horas, aplicando de esta forma las normas

microbioldgicas establecidas?.

Pasado el tiempo de incubacién se hizo lectura de las placas, identificando las caracteristicas de

cada una de las colonias existentes y se realizé la tincion de Gram siguiendo el protocolo de

Hans Christian Gram, para visualizar morfologia, agrupacion y diferencias constitutivas en la

estructura de la pared celular bacteriana.

Pasos seguidos para la realizacion de la tincion de Gram:

1.

10.

Se coloco 0,05 ml de solucidn fisiologica estéril sobre una placa porta objetos tomando
colonias bacterianas puras para la realizacién del frotis.

Seguido se dejo secar a temperatura ambiente.

Luego se fijo la muestra al portaobjetos pasandolo tres o cuatro veces a través de la llama
del mechero Bunsen para que el material no se lavara durante la tincion.
Posteriormente se cubri6 la placa con cristal violeta por 1 minuto.

Con agua destilada se lavo sin que cayera directamente sobre el frotis hasta que sali6
todo el colorante.

Seguido se escurrio y se agrego la solucién yodada de Gram (Lugol) como mordiente
durante 1 minuto.

Se lavo al igual que en el paso 5, para pasar a la decoloracion con alcohol cetona durante
30 segundos.

Se lavé de nuevo para eliminar el producto y finalmente se agrego6 el colorante de
contraste, safranina y se dejé actuar durante 1 minuto.

Enjuagando de nuevo la placa, se escurrio y se dejo secar a temperatura ambiente.
Luego se observo el con lente de aumento 100x y aceite de inmersion para visualizar las
bacterias: las grampositivas se tifien de azul oscuro y las gramnegativas aparecen de

color rosa o0 rojo®? (Anexo 5).
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Después de esta observacion se realizaron varias pruebas tanto fisiolégicas como bioguimicas
para llegar a la clasificacion de género y especie segin los medios y reactivos presentes en el
laboratorio. Para colonias de bacterias grampositivas aisladas en agar Sangre se observod si
existia la presencia de a, B, o Y hemolisis, ademas se le realizd la prueba de catalasa, bilis

esculina y crecimiento en CINa al 6,5% (Anexo 5).

Mientras que para las gramnegativas que crecieron de igual forma en AS y MC se inocularon
en agar Kligler para observar si eran fermentadoras de la lactosa o la glucosa, la presencia de

SH, y si producian gas o no*.

Para ver la produccion de ureasa se utilizo el agar Urea, el agar Citrato como fuente de energia,
caldo Malonato como fuente de carbono y nitroégeno, agar MIO (motilidad indol ornitina) para
observar la motilidad bacteriana, la produccién de indol y la actividad enzimatica ornitina
descarboxilasa, el agar Lisina Hierro (LIA) para la desaminacion o descarboxilacion de la
lisina?® (Anexo 5). En el caso de las bacterias no fermentadoras de la lactosa ni la glucosa (BNF)
se les realizo la prueba de la oxidasa para ver si producian esta enzima. En las que eran oxidasas
positivas se observo la presencia de hemdlisis en agar sangre, crecimiento a temperaturas de

37°C y a 42°C, mas la produccion de pigmento®? (Anexo 5).

Determinacién de sensibilidad y resistencia antimicrobiana de bacterias de interés
clinico.

Después de llegar a la identificacion de genero y especie de cada una de las bacterias aisladas,
se procedié a medir la actividad antimicrobiana realizando el antibiograma (ATB) mediante el
método por difusion de Kirby Bauer. EI medio de cultivo que se utilizo fue el Agar Miller
Hinton Difco™ (MH) deshidratado, se pesd, diluyd y autoclaved segun la casa comercial, se
dejo enfriar entre 45-50°C para verter en placas Petri a una altura de 4 mm, se dejé solidificar.
De la cepa a estudiar (cultivo puro) se tocaron de la superficie del Ag Nutriente de 3-5 colonias
para transferir a un tubo de cultivo con NaCl al 0.9% logrando una turbidez similar al tubo 0,5
del patrén de McFarland que corresponde aproximadamente a 1,5 x 108 CFU/ m|31:32
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Para sembrar en placas Petri se procedié a introducir un hisopo estéril en el tubo de cultivo, se
roto para embeberlo bien del in6culo, luego para eliminar el sobrante se apretd el hisopo contra
las paredes del tubo con movimientos rotatorios; para luego sembrar en la placa de Ag MH
estriando en 3 direcciones de manera que quede uniformemente distribuido en un angulo de 60°.
Tapando la placa y se dejo6 reposar por 15 minutos para posteriormente colocar los discos de
ATB con pinza estéril a 15mm del borde y 20 mm de equidistancia. Presionar discos con
delicadeza e incubar a 35°C por 18-24h (Anexo 5). Pasado este tiempo se realizé la lectura
midiendo con regla milimetrada los halos de inhibicion 332 (Anexo 5).

Los resultados se interpretaron de acuerdo a las tablas publicadas por la guia internacional
Clinical & Laboratory Standards Institute CLSI 2019 (Documento M100) y se categoriz6 como

sensible, intermedio o resistente®! (Anexo N°4).
e Procesamiento estadistico: Se empled la estadistica descriptiva con los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de hojas de céalculo que pertenece al sistema operativo

Microsoft Office 2013

e Consideraciones éticas: se respetaron las normas éticas de la investigacion cientifica.

No existen conflictos bioéticos porque las muestras no son de origen biol6gico.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

Se conoce que a medida que aumenta la altitud disminuye la temperatura y existe menor presion
atmosfeérica, es decir menos oxigeno y al relacionarlo con el crecimiento de bacterias, algunas
crecen bien a temperaturas altas con presencia de Oz y otras a menos concentraciones del mismo,
pero con bajas temperaturas .

Muchas bacterias Gram negativas tienen un crecimiento 6ptimo entre 22°C y 37 C, mientras
que algunas Gram positivas soportan temperaturas entre 10°C a 45°C, lo cual queda demostrado
en la Tabla 1 que en los puntos geogréficos de menor altitud y mayor temperatura hubo méas
crecimiento de bacterias Gram negativas, mientras que las Gram positivas, se desarrollaron mas

donde la temperatura fue menor y mayor altitud 273,

Tabla 1. Puntos de muestreo segun altitud, temperatura del ambiente y crecimiento bacteriano

de los productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

Puntos Lugar Ubicacion  Altitud Temperatura Bacterias Bacterias
Ambiente (°C) Gram - Gram +
Punto Puente Alausi, via 2300 20 9 0
1 Rumichaca  Sibambe
Punto Puente Alausi, via 2340 19 3 1
2 libuchi principal
Punto Estacién de  Alausi, 2860 20 1 2
3 Tixan Tixan
Punto  Totoras Via  Alausi, 3760 14 1 3
4 Cocan Totoras
Punto El Cortijo  Alausi, 3720 10 1 2
5 Totoras
Punto Entradade  Alausi, 3080 18 1 0
6 Palmira Palmira

Fuente: Ldépez A. Diagnostico bacteriol6gico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH

A mayor altitud existe menor temperatura lo cual en algunas bacterias provoca un descenso de
la fluidez de la membrana de modo que se detienen los procesos de transporte de nutrientes,
modificando la velocidad de crecimiento, provocando cambios que pueden ocasionar la muerte

del microorganismo®* °,
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El estudio de los microrganismos del aire se remonta desde el 1879 cuando Pierre Miquel, fue
el investigador, que mas estudio los microorganismos del aire, en el observatorio de Montsouris
en Paris y es en 1882 que se produce la generalizacion de los analisis microbiologicos del aire,
estudiandose el numero y tipo presentes en diversos ambientes. No s6lo determind el nimero
por m3 presente en cada uno de estos ambientes, sino su naturaleza y propiedades patgenas,
asi como la influencia de los diversos factores como temperatura, lluvia, corrientes de aire,
altitud, nimero de personas, etc. y por supuesto la posibilidad de transmisién por el aire de
enfermedades contagiosas. A demas demostré que a medida que aumenta la altitud, disminuye
el nimero de microorganismos, en los analisis que realizé desde el tejado del Panteon de Paris
(82 m)3* %,

Otros investigadores confirmaron dicha hipétesis, como Freudenreich entre el afio 1883 -1884
que estudid el aire de diversos picos de los Alpes, concluyendo que a 300 m de altura hay muy
pocos microorganismos Yy que por encima de los 4.000 la pureza era absoluta y Cristiani por su

cuenta, en 1893, obtiene los mismos resultados en experimentos realizados en globo3.

Las bacterias patdgenas contaminantes del agua en su mayoria son de tipo gramnegativas, por
lo general provenientes de la microbiota intestinal y las bacterias grampositivas no se aislan con
frecuencia en aguas, pero existen algunos géneros como el Enterococcus que es indicador de
contaminacion fecal cuando se encuentra presente, segun lo planteado en el Manual de Bergey*®,
correspondiendo esto, con nuestros hallazgos determinados mediante la coloracién de Gram
(Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién porcentual de los aislados bacterianos segun la coloracion de Gram

Coloracién Gram Frecuencia (n)  Porcentaje (%0)
66,66
Gram negativas 16
Gram positivas 8 33,34
Total 24 100%
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Fuente: Ldopez A. Diagnostico bacteriologico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH.
El 66,66% de las bacterias aisladas fueron las gramnegativas, resultados similares a los

encontrados en estudios consultados.

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, patdégenos que son vertidos a los sistemas de aguas

cloacales y hacen de estos su habitad® ?* y de esta forma se pueden contaminar los alimentos.
En el estudio realizado en productos agricolas se aislaron bacterias que corresponden con el

enunciado anterior y que pueden causar enfermedades gastroentéricas que se presentan desde

una sintomatologia leve hasta causar la muerte (Tabla 3).
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Tabla 3. Aislamiento bacteriano segln el producto agricola, altura y temperatura de cada punto

muestreado de la cuenca del rio Chanchan.

Puntos de Temp. Bacterias
muestreo Muestras. Especie identificada. Altura  Ambiente por cada
(m) °C punto.
St. maltophilia.
Punto 1 Lechuga K. pneumoniae (cepa 1)
Puente crespa C. diversus (cepa 1)
Rumichaca  |echuga C. diversus (cepa 2)
repollada E. aerogenes 2300 20 9
Aeromonas spp.
P. shigelloides
Culantro K. oxytoca (cepa 2)
Y. enterocolitica
Punto 2 Frutilla K. oxytoca (cepa 3)
Puente Papa P. aeruginosa
Ilibuchi C. diversus (Cepa 3) 2340 19 4
Enterococcus spp.
Punto 3 Zanahoria Enterococcus spp
Estacion de  Habas C. amalonaticus 2860 20 3
Tixan Enterococcus spp.
Punto 4 Ocas Enterococcus spp
Totoras Via  papa Enterococcus spp.
Cocan Mashua E. cloacae (cepa 1) 3760 14 4
Enterococcus spp
Punto 5 Culantro Enterococcus spp.
El Cortijo E. cloacae (cepa 2)
Réabano Enterococcus spp 3720 10
Punto 6 Habas K. pneumoniae (cepa 4) 3080 18
Entrada a
Palmira
TOTAL 24

Fuente: Ldpez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,

2019. UNACH

Del género Klebsiella se aislaron dos especies: K. oxytoca del culantro del punto 1 y de la frutilla

en el punto 2 y K. pneumoniae de la lechuga crespa y de habas del punto 6, productos que se

ingieren crudos o con poca coccion. Resultados similares obtuvieron de muestras de lechugas

recolectadas de las parcelas de produccién de provincia de Quillacollo, Bolivia, pero aparte de

25



la K. pneumoniae identificaron también Citrobacter ssp, Enterobacter cloacae, donde los
productores regaron sus plantaciones con aguas de sistemas de riego lo que podria favorecer a
la contaminacion bacteriana’. Gonzalez en Colombia y Saltos en Ecuador analizaron fresas y

papas respectivamente, donde obtuvieron como resultados Aerobios mesdfilos 3% 40,

La St. maltophilia crecié de la lechuga crespa, es un microorganismo ubicuo cuyo habitat
principal es acuético incluyendo rios, pozos, lagos, agua embotellada, y aguas negras, el suelo,
plantas, animales y residuos organicos, pero a la vez en ocasiones puede ser muy patdgeno como

en sepsis nosocomial, sobre todo para personas con un sistema inmunoldgico deficiente®.

De la zanahoria se obtuvo una cepa de Enterococcus spp, sin embargo, Pérez y colaboradores

en el Pert en estudios realizados en este mismo producto encontraron Listeria monocytogenes®.

Otros aislamientos de Enterococcus spp fue a partir de la papa, rdbano, culantro, mashua, ocas
y habas. Este microorganismo grampositivo podemos encontrarlo en aguas albafales no tratadas
y como resultado de la contaminacion con heces de animales en el agua, la vegetacion y en
superficies del entorno ambiental, lo que significa que los alimentos puedan contaminarse con
éste y de esta forma se coloniza el intestino del hombre, pero no va a provocar enfermedades
gastroentéricas sino por via enddgena es capaz de producir bacteriemia, endocarditis,
infecciones del aparato urinario, infecciones de heridas, entre otras y se le agrega a esto que
existen muy pocos antibidticos para ser tratadas estas infecciones por la resistencia intrinseca

que tiene este microorganismo?®

Pero ademas esté relacionado con factores de riesgo como son el uso irracional de antibioticos
de amplio espectro, inmunodepresion, enfermedades debilitantes, uso de catéter, la Diabetes
Mellitus, infecciones por Clostridium difficile, estadia hospitalaria prolongada, diéalisis
peritoneal, hemodialisis y transplantados sobre todo renales pueden invadir y producir

infecciones o diseminarse como patdgeno nosocomial 2%

Salgado y Grijalva encuentran de culantro y perejil expendidos en los mercados de Quito valores
significativos de Coliformes Totales, Coliformes Fecales y Escherichia coli*®, significando
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contaminacion fecal de los mismos, al igual en nuestro estudio se encontraron en la hierba de
las familias apiaceas el culantro, bacterias que viven en el intestino del hombre y los animales
como la K. oxytoca, Y. enterocolitica, E. cloacae y Enterococcus spp. Esta especie como hierba

aromatica se consume cruda la mayoria de las veces para aderezar ensaladas, sopas, etc.

En la tabla 4 se muestra por familias el aislamiento bacteriano que se obtuvo en los productos

agricolas provenientes de la cuenca del rio Chanchan.

Tabla 4. Bacterias patdgenas aisladas de productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

Familia Género y especie Frecuencia Porcentaje (%)
Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae 2 54,1
Klebsiella oxytoca 2
Citrobacter diversus 3
Citrobacter amalonaticus 1
Enterobacter aerogenes 1
Enterobacter cloacae 2
Yersinia enterocolitica 1
Plesiomonas shigelloides 1
Aeromonadaceae A€romonas sp 1 4,1
Streptococcaceae  Enterococcus sp 8 33,4
Pseudomonaceae Pseudomonas aeruginosa 1 8,4
Stenotrophomonas maltophilia 1
TOTAL 24 100

Fuente: Ldpez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH

La familia Enterobacteriaceae fue la mas aislada seguida de la Streptococcaceae con el 54.1 %

y 33,4% respectivamente.

La Pseudomonaceae (8,4%) a pesar que se encontré en un porciento bajo y no es causante
frecuente de sintomatologia digestiva hay que darle importancia, pues son bacilos
gramnegativos no fermentadores (BNF) y su habitat principal es el acuatico, el suelo, las plantas,

los animales, pero se consideran patdgenos nosocomiales y sobre todo la Stenotrophomonas
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maltophilia es considerada un patdgenos emergente desde la década del 2000 y aunque es un
microorganismo con limitada virulencia, presenta resistencia intrinseca a mdltiples
antimicrobianos y puede producir un amplio espectro clinico de infecciones, principalmente en

pacientes con factores de riesgo?.

Sin embargo, Bayona en Bogota encontrd Salmonella spp. en frutas®’, mientras que Chicaiza en
el 2015 estudié microbioldgicamente la Fresa (Fragaria vesca) de Ambato, pero no obtuvo

crecimiento bacteriano®.

En Bolivia, Rodriguez y colaboradores coincidieron con el presente estudio al aislar
mayormente especies de enterobacterias tanto en muestras de lechugas recolectadas de las
parcelas de produccion como de puestos de venta de comida correspondientes a dos mercados,
entre ellas se encuentran el Citrobacter ssp, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,

Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica’.

Molina y Orozco de la provincia Chimborazo también obtuvieron similares patdgenos
perjudiciales al hombre, a partir del estudio microbioldgico del agua del rio Chambo y en el rio
Chibunga, Mur y Marcillo aislaron de igual forma mayor porciento de bacterias pertenecientes

al grupo de enterobacterias®? %2,

Se puede observar en la Tabla 5 que el lugar de muestreo donde se encontré mayor porciento de
bacterias patdgenas fue en el sector del Puente Rumichaca con un 37,5% en Alausi, es el punto
de los seis muestreados con menos altitud y mayor temperatura y crecimiento de enterobacterias,
lo cual coincide con lo descrito en las bibliografias revisadas, ademas de otros factores

influyentes como es la presencia de animales domésticos y casas habitables en sus alrededores.

28



Tabla 5. Distribucion segun el punto geografico de las bacterias patdgenas aisladas de productos
agricolas de la cuenca del rio Chanchén.

Bacterias aisladas
& 3 Slg | a8l |
Puntos de 2lslgl8|8g|E|S |2 g8 E = S
muestreo S go|2|8|gs|ec|glL2 |2|8|E|GIS | &

g > 2|89 s S| S| 8 28| c s

2 o|5|c|c|o|g|2 |E|lo|5|=|8 |5

c . .| E| © 2L Sl 5|8l el o 8

IO | j|Ws| 2 |32 |28 |5
Punto 1:
Puente Rumichaca 1112 1 1 1 1 1 9 37,5
Alausi
Punto 2:
Puente Hlibuchi 111 11 4 16,7
Alausi
Punto 3:
Estacion de Tixan 1 2 3 125
Punto 4: Totora Via 1 3 4 16,7
Cocan
Punto 5:
Cortijo Alausi 1 2 3 125
Puntq 6: Entrada de 1 1 41
Palmira
Total 2121311112 ]|1 1 118|111 24 100

Fuente: Ldépez A. Diagnostico bacteriol6gico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH

En el Puente Illibuchi en Alausi y Totora Via Cocan se obtuvo un crecimiento de un 16,7% y
de 12,5% en los puntos de Estacidn de Tixan y Cortijo en Alausi, mientras que en la entrada de

Palmira solo fue de un 4,1%.

El punto de muestreo de la estacion del tren de Tixan se encuentra aproximadamente a unos 150
metros de una laguna de aguas residuales pertenecientes a la comunidad de Tixan, sin embargo,
es un sector donde se aisld poca cantidad de bacterias patdgenas solamente 3 cepas, pero de
ellas 2 corresponden a Enterococcus spp que significa contaminacion fecal y es muy importante
conocerlo y evitar su contaminacion pues es un microorganismo que ha alcanzado una gran

relevancia como agente patdgeno en infecciones nosocomiales en los ultimos afios y presenta
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una resistencia bacteriana de importancia, donde el grupo de antibioticos efectivos contra él es

muy reducido 313°,

Mediante el método por difusion de Kirby Bauer se midio la susceptibilidad y resistencia
antimicrobiana de las bacterias de interés clinico aisladas de los diferentes productos agricolas.
Los resultados se interpretaron segin el Documento M100 de las CLSI 2019%! para categorizar
cada cepa frente a los antibidticos usados como sensible, intermedia y resistente, pudiendo

observarse en las Tablas 6, 7, 8, 9 y 10.

Tabla 6. Patron de susceptibilidad y resistencia identificado del género Klebsiella aislado de

productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

MUESTRA o E © N s =2 2 O
& v B G5 % 585 3 st H %5

Klebsiella. I I § s S S S S S S R R R S

Pneumoniae

(cepal)

Klebsiela S I S S S S S S § S S |1 S S

Pneumoniae

(cepa 2)

Klebsiegla S R S 1 S S S S S S R S | S

Oxytoca

(cepa 3)

Klebsiela S R S S S S S S S S S R I S

Oxytoca

(cepa 4)

GE: gentamicina; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; AN: &cido nalidixico; SXT:
Sulphamethoxazole/ Trimethoprim CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime; IPM: imipenem; ATM:
aztreonam; AZM: azitromicina; AX: amoxicilina; AMC: amoxicilina/clavulanico; CXT: cefotaxima

Fuente: Ldpez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH

El género Klebsiella representado por K.pneumoniae y K. oxytoca, dos cepas de cada una, fueron
el 100% sensible a casi todos los antibioticos probados, excepto para Azitromicina, Amoxicilina
y Amoxicilina/clavulanico que se comportd entre un 50% de intermedia a resistente. La K.

oxytoca si fue el 100% resistente para la Kanamicina. Mientras que la K.pneumoniae y K.
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oxytoca aisladas por Orozco y Molina en su estudio reportaron un 100% de sensibilidad frente
a los antimicrobianos al igual que Marcillo y Mur*2, En Nigeria los aislamientos de este género
en muestras de vegetales se comportd resistentes a la ampicilina (98.4%), amoxicilina (52.5%)

y nitrofurantoina (36.1%) .

Tabla 7. Patron de susceptibilidad y resistencia identificado del resto de la familia

Enterobacteriaceae aisladas de productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

MUESTRA GN

)

TE CIP AN SXT CRO CAZ IPM ATM AZM AX FOX

Citrobacter S | S S S S S S S S -
diversus
(cepal)
L. crespa
Citrobacter S I S | S S S S S S S R -
diversus
(cepa 2)
Citrobacter S S § S S S S S S S S S -
diversus
(cepa 3)
Enterobacter S I S S S S S S S S S R -
aerogenes

|70
|70

Plesiomonas S
shigelloides

Yersinia S S S S S S S S S S S R -
enterocolitica

Citrobacter S S S S S S S S S S S
amalonaticus

Enterobacter S S S S S S I S S S S S
cloacae

(cepal)

Enterobacter S S S S S S S | S S S R S
cloacae

(cepa 2)

GE: gentamicina; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; AN: acido nalidixico; SXT:
Sulphamethoxazole/ Trimethoprim CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime; IPM: imipenem; ATM:
aztreonam; AZM: azitromicina; AX: amoxicilina; FOX: cefoxitin

Fuente: Ldépez A. Diagnostico bacteriol6gico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH

7o
7o
w
w
w
w
w
%)
%)
)
.

[y)

|70

31



En la Tabla 7 se muestra el patron de susceptibilidad y resistencia de las otras cepas de
enterobacterias aisladas, las cuales presentan gran sensibilidad a la mayoria de antimicrobianos
utilizados. En muestras de vegetales se aislaron en Nigeria Citrobacter diversus y Enterobacter
cloacae, con alto porcentaje de resistencia a la ampicilina y amoxicilina*, coincidiendo con este
estudio donde estos dos géneros de enterobacterias presentan un 50% y un 66,66% de resistencia

a la amoxicilina.

Yersinia enterocolitica a pesar de ser un patégeno que produce graves cuadros diarreicos, la
cepa aislada en esta investigacion tuvo buena sensibilidad excepto frente a la amoxicillina,
siendo similar este resultado por los obtenidos de las aguas del rio Chibunga por Mur y

Marcillo2,

La Unica cepa de Plesiomonas shigelloides presentd un 75% de sensibilidad a los antibi6ticos
probados y con resistencia solamente a la Kanamicina y Tetraciclina, a diferencia de Mur y
Marcillo®?, los aislados que obtuvieron de esta bacteria presentaron multiresistencia.

Otras investigaciones realizadas en estanques y aguas de canales en la Llanura de Panonia,
Serbia encontraron abundante crecimiento de diferentes serotipos de Plesiomonas shigelloides,
al igual que en Rio de Janeiro también encontraron aislados de mejillones frescos y
precocinados, pero en estos estudios y otras bibliografias consultadas no manifiestan la

realizacion de pruebas de sensibilidad y resistencia®® 6.

Tabla 8. Patron de susceptibilidad y resistencia a los antibioticos de la familia

Pseudomonadaceae aislada de productos agricolas de la cuenca del rio Chanchén.

MUESTRA GN K CT ClP CAZ IPM ATM
Stenotrophomonas maltophilia S S S S S S R
Pseudomonas aeruginosa S S S S S S I

GE: gentamicina; K: kanamicina; CT: colistin; CIP: ciprofloxacino; CAZ: ceftazidime; IPM:
imipenem; ATM: aztreonam

Fuente: Ldopez A. Diagnostico bacteriologico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchén,
2019. UNACH

32



En la Tabla 8 se aprecia que los antibidticos a los cuales las cepas obtenidas de la familia
Pseudomonaceae presentaron sensibilidad en un 100% fueron gentamicina, kanamicina,
colistin, ciprofloxacino, ceftazidime, imipenen; a excepcion de aztreonam que presenta una

resistencia frente a la cepa de Stenotrophomonas maltophilia.

Aunque la S. maltophilia es un microrganismo con limitada virulencia, posee, sin embargo, una
resistencia intrinseca de alto grado que le confiere un caracter de multirresistencia, y en
combinacion con las resistencias adquiridas por presion selectiva de los antimicrobianos, esto
le confiere una ventaja ecoldgica sobre otros posibles patdgenos en el medio hospitalario.
Presenta ademas en su superficie cargas positivas y fimbrias, las cuales le permiten tener una
habilidad inherente para formar peliculas y protegerse asi de las defensas del huésped y de los

antibioticos*” 48,

Pseudomonas aeruginosa ha sido aislada previamente en aguas de riego y vegetales y se ha
visto envuelta en distintas afecciones a la salud, incluyendo infecciones oportunistas, es por esto
que la utilizacién de agua contaminada para los cultivos y el manejo de los mismos, podria
extender la carga bacteriana y la transmision de estos patdgenos, por esta razon a pesar de
presentar buena sensibilidad a los antimicrobianos hay que tener precaucion con la ingestion de
aguas y alimentos contaminados por la misma, pues por sus caracteristicas puede causar graves

infecciones en los pacientes inmunocomprometidos?®.

En la Tabla 9 se muestra el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos de la
familia Aeromonadaceae aislada en la presente investigacion, observando que la cepa de
Aeromonas spp. es Unicamente resistente a la amoxicilina a diferencia de la investigacién

realizada por Marcillo y Mur que presentaron un 100% de sensibilidad en este tipo de bacteria'?.
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Tabla 9. Patrén de susceptibilidad y resistencia de la familia Aeromonadaceae aislada de
productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

MUESTRA GN K TE CIP AN SXT CRO CAZ IPM ATM AZM AX CT

Aeromonas S S S S S I S S S S S R S
spp.
GE: gentamicina; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; AN: &cido nalidixico; SXT:

Sulphamethoxazole/ Trimethoprim CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime; IPM: imipenem; ATM:
aztreonam; AZM: azitromicina; AX: amoxicilina; CT: colistin

Fuente: Ldopez A. Diagnostico bacteriolgico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchén,
2019. UNACH.

En el 2012 Mufioz y colaboradores* aislan esta bacteria en Ostion de mangle destinados para
consumo humano, la cual mostro resistencia a amoxicilina y cefalotina en un 80%, resistencia
que puede corresponder al uso indiscriminado de antibidticos o condiciones sanitarias
deficientes que favorecen la adquisicion de R plasmidos y transposones que determinan la

propagacion de resistencia antibiotica.

En cuanto a salud se refiere, cualquier especie del género Aeromonas es causa de gastroenteritis,
donde pueden existir aislamientos con genes de virulencia, principalmente relacionados con la
produccion de enterotoxinas, las cuales se han encontrado en pacientes con diarrea, pero ademas
pueden presentarse infecciones extraintestinales relacionadas frecuentemente con heridas ocurridas
por traumas o aquellas que hayan estado en contacto con el agua contaminada, otras como la
septicemia que se presenta asociada a pacientes inmunocomprometidos y menos frecuente la

otitis, conjuntivitis, peritonitis, colecistitis, endocarditis, meningitis y osteomielitis?®.

El género Enterococcus es un microorganismo que es y ha sido estudiado en las Gltimas décadas,
porque de ser flora normal del cuerpo, ha emergido como un patégeno nosocomial y sobre todo
cuando es multiresistente®. Los resultados obtenidos de este aislamiento en cuanto a
susceptibilidad y resistencia, revelan en la Tabla 10 un por ciento alto de sensibilidad, con un
100% para la vancomicina, amoxicilina y penicilina, 87,5% a la tetraciclina y para la

ciprofloxacina un 37,5%.

34



Tabla 10. Patron de susceptibilidad y resistencia de la familia Enterococcus aislada de
productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan.

MUESTRA PRODUCTO TE CIP VA AX P
Enterococcus spp. Papa S I S S S
Enterococcus spp. Zanahoria S S S S S
Enterococcus spp. Habas S I S S S
Enterococcus spp. Ocas S S S S S
Enterococcus spp. Papas S S S S S
Enterococcus spp. Mashua R R S S S
Enterococcus spp. Culantro S R S S S
Enterococcus spp. Haba S I S S S

TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; V: vancomicina; AX: amoxicilina; P: penicilina
Fuente: Ldpez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,

2019. UNACH.

A pesar de tener buena sensibilidad su aislamiento se considera contaminacion fecal, pues se
encuentra en el intestino del hombre y animales. Las 2 cepas aisladas a partir de las habas fueron
productos recogidos en diferentes puntos geogréficos, sin embargo, presentan un patrén de
sensibilidad y resistencia idénticos con un 80% de sensibilidad. A diferencia de las papas que
tienen diferente patron. La cepa aislada a partir de la Mashua es la que mostro resistencia a dos

antibioticos exclusivamente.

A diferencia de este estudio Moreira en Parand, Brasil obtuvo a partir de productos vegetales 39
aislamientos de Enterococcus los cuales presentaron multiresistencia frente a todos los
antibioticos probados de uso clinico comun. Segun las CLSI 2019 Documento M100, se dice
que los enterococos susceptibles a la penicilina son previsiblemente susceptibles también a la
ampicilina, amoxicilina, ampicilina-sulbactam, amoxicilina-clavulanato y piperacilina-
tazobactam para los enterococos que no producen p-lactamasa. Sin embargo, a la inversa no se

puede suponer que los susceptibles a la ampicilina sean susceptibles a la penicilina®34,
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CONCLUSIONES

1. En esta investigacion se realizé el aislamiento de bacterias de interés clinico de acuerdo
a sus caracteristicas de crecimiento, segun la altitud y la temperatura, obteniendo mayor
cantidad de enterobacterias de los productos agricolas recolectados en las inmediaciones
del rio Chanchan, en el punto 1 Puente Rumichaca, Alausi, donde existié menos altitud
y mayor temperatura.

2. De las 13 muestras recogidas de productos agricolas en los diferentes sitios geogréficos
muestreados se aislaron 24 bacterias patogenas, de ellas 16 gramnegativas y 8
grampositivas, las cuales pueden ser causantes de infecciones intestinales y
extraintestinales. EI mayor crecimiento bacteriano correspondié con el 54,1% a la
familia Enterobacteriaceae y de ésta los géneros Klebsiella (K. pneumoniae y K.
oxytoca), Citrobacter (C. diversus y C. amalonaticus), Enterobacter (E. aerogenes y E.
cloacae), Yersinia (Y enterocolitica) y la Plesiomonas shigelloides. El 33,4% pertenecid
a la familia Streptococcaceae representada por el género Enterococcus, patdgeno
responsable de afecciones extraintestinales que van desde una infeccion urinaria hasta
una septicemia y muerte, sobre todo en personas inmunodeprimidos. En menos
proporcion se encontrd aislados de la familia Aeromonadaceae y Pseudomonaceae, esto
no quiere decir que sean menos importantes, es todo lo contario, pues producen cuadros
graves extra e intraintestinales con preferencia en pacientes inmunocomprometidos.

3. En cuanto a la actividad antimicrobiana mediante el método Kirby Bauer, de forma
general todos los microorganismos aislados presentaron buena sensibilidad y no
mostraron mecanismos de resistencia frente a los antibioticos, aunque no se descarta que
en un momento determinado estas bacterias se vuelvan multirresistentes por el mal uso

y abuso de antibidticos, ademas de los contaminantes vertidos en las aguas de este rio.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones en este campo de estudio, que abarquen otros productos
agricolas en diferentes ciudades, y que sus resultados corroboren esta investigacion.

2. Profundizar en el estudio realizado para llegar a clasificar en especie la totalidad de los
microorganismos aislados.

3. Realizar estudios de medicion antimicrobiana a nivel molecular, para buscar
mecanismos de resistencia en las bacterias patdgenas aisladas en productos agricolas

obtenidos de las inmediaciones del rio Chanchan.
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ANEXOS.



ANEXO 1. Ubicacion
geografica para muestreo del
rio Chanchan, subcuenca
hidrografica Yaguachi
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llustracion 5. Ubicacion geografica para muestreo del rio Chanchan, subcuenca hidrografica Yaguachi

Fuente: Gobierno Provincial de Chimborazo, Unidad Técnica de Riego. Plan Provincial de Riego y
Drenaje. 2013.



ANEXO 2. Fichas de
observacion de toma de
muestras.



PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana ocasionado por la
contaminacion bacteriana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en la provincia de

Chimborazo, Ecuador”

N° de muestra:

Nombre del estudiante:

Fecha:

Muestra: Agua Producto Agricola

Muestra tomada en (lugar):

Rio:

Temperatura: Medio Ambiente

PH: _ (s6lo para agua)
Observacion:

Presencia de animales en los cultivos:

Viviendas colindantes:

Otra fuente que se considere contaminacion:

Realizado por:

Anyeli Lépez Cuaran.
Estudiante

Agua

Cual:

(s6lo para agua)

Dra. Maria del Carmen Cordovéz
Tutora



ANEXO 3. Descripcion de los
puntos de muestreo.



Descripcion de los puntos de muestreo de los productos agricolas recolectados de las
inmediaciones del rio Chanchéan

Puntos Lugar de Ubicacién Altitud Temperatura
muestreo ambiental
Punto 1 | Puente Rumichaca Alausi, via Sibambe 2300 m 20°C
Punto 2 | Puente Illibuchi Alausi, via principal 2340 m 192C
Punto 3 | Estacion del tren  Alausi, Tixan 2860 m 20°C
Punto 4 | Via Cocan Alausi, Totoras 3760 m 142C
Punto 5 | El Cortijo Alausi, Totoras 3720 m 108 C
Punto 6 | Entrada a Palmira  Alausi, Palmira 3080 m 18C

Fuente: Ldpez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio Chanchan,
2019. UNACH



ANEXO 4. Mecanismos de
transferencia genética en
bacterias.



’//m

Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing

This document includes updated tables for the Clinkcal and
Laboratory Standaeds Institute antimicrobial susceptibility testing
2, MO7, and M11

A (L9 supplement for gobad application.

M100

Normas de funcionamiento para la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos, 29* edicion.
2019



ANEXO 5. EVIDENCIAS
FOTOGRAFICAS



Imagen 1. Recoleccion de muestras. A. Toma de muestras en Palmira. B. toma de uestras en

Totoras, el Cortijo

Fuente: Lopez A. Diagndstico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchan, 2019. UNACH

Imagen 2. Pre-enriquecimiento de muestras: A. Obtencion de muestras representativas del
producto. B. Pre-enriquecimiento en Agua Peptonada.

h A %7

el

Fuente: Lopez A. Diagndstico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchan, 2019. UNACH



Imagen 3. Inoculacion del cultivo: A. Toma de muestra desde el cultivo. B. inoculacion en

Agua Peptonada.

Fuente: Lopez A. Diagndstico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchén, 2019. UNACH



Imagen 4. Cultivos en MC y AS: A. Preparacion de medios de cultivos y pruebas bioquimicas
B. Estriado en agar Mc. C. Crecimiento bacteriano en AS

Fuente: Ldopez A. Diagndstico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchéan, 2019. UNACH



Imagen 5. Tincion Gram: A. Enfoque de bacilos gram negativos.

— 1
Fuente: Ldépez A. Diagnostico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio

Chanchéan, 2019. UNACH

Imagen 6. Pruebas bioquimicas para Bacterias Gram Positivas: A. Bilis-esculina positiva

Fuente: Ldépez A. Diagndstico bacteriol6gico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchén, 2019. UNACH



Imagen 7. Pruebas bioquimicas para Bacterias Gram Negativas: A. Bateria de identificacion
bacteriana, de izquierda a derecha: Malonato (positivo), urea (negativa), MIO (motilidad
positiva, indol negativo, ornitina positiva), citrato (positivo), Lisina hierro agar (Desaminacion,
descarboxilacion negativa) agar Triple azUcar hierro (lactosa, glucosa, produccion de gas

positivo) B. Crecimiento de Bacterias gramnegativas en MC y AS

Fuente: Lopez A. Diagndstico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio

Chanchan, 2019. UNACH

Imagen 8. Pruebas bioquimicas para Bacterias Gram Negativas No Fermentadoras: A.

Deteccidn de enzima oxidasa. B. Presencia de hemdlisis en agar sangre.

Fuente: Lépez A. Diagnostico bacteriolégico en productos agricolas de la cuenca del rio

Chanchéan, 2019. UNACH



Imagen 9. Antibiograma segin metodo de Kirby Bauer: A. Resiembra en Mueller Hinton para
obtencion de cepas frescas. B. Cepa bacteriana en agar Muller Hinton. C. Suspensién de cepas
en solucion salina fisiologica. D. Desarrollo del método Kirby bauer

Fuente: Ldépez A. Diagnostico bacterioldgico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchén, 2019. UNACH



Imagen 10. Interpretacion de resultados del antibiograma: A. Medicion del halo de inhibicion
en placas. B. Antibiograma por método de Kirby Bauer

Fuente: Lépez A. Diagnostico bacteriologico en productos agricolas de la cuenca del rio
Chanchén, 2019. UNACH



