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RESUMEN

Esta investigacion se baso en aislar e identificar las bacterias patdgenas que se encuentran
presentes en el agua del rio Guano, Se trata de un estudio es de tipo descriptivo, de
caracter cualitativo, de corte transversal con un disefio de campo, cuasi experimental. Se
establecieron seis puntos diferentes a lo largo del rio Guano, realizando tres tomas de
agua por cada punto, midiéndose la altitud, pH y temperatura del ambiente y del agua.
Posteriormente, las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Chimborazo donde fueron
sembradas en los agares CLED, Sangre, McConkey y Salmonella-Shigella. La
identificacion se realizo a través de pruebas fisioldgicas y bioguimicas. Se midié la
sensibilidad y resistencia bacteriana mediante el método de Kirby Bauer. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes; la familia Enterobacteriaceae presento 12 especies
diferentes correspondiente a (80%) y Pseudomonas correspondiente a (20%), todas
gramnegativas: Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Plesiomonas shigelloides,
Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a la resistencia a diferentes antimicrobianos, la
mayoria de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae resultaron resistentes a la
amoxicilina y a la tetraciclina. P. aeruginosa resultd ser resistente a la kanamicina. Se
concluye que las aguas de riego del rio Guano presentan bacterias patdgenas para el ser
humano y que el riego de productos agricolas con estas aguas los contamine,
convirtiéndose asi en un trasmisor de enfermedades para los que consuman esos

vegetales.
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RESUMEN

Esta investigacion se baso en aislar e identificar las bacterias patdgenas que se encuentran
presentes en el agua del rio Guano, Se trata de un estudio es de tipo descriptivo, de
caracter cualitativo, de corte transversal con un disefio de campo, cuasi experimental. Se
establecieron seis puntos diferentes a lo largo del rio Guano, realizando tres tomas de
agua por cada punto, midiéndose la altitud, pH y temperatura del ambiente y del agua.
Posteriormente, las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Chimborazo donde fueron
sembradas en los agares CLED, Sangre, McConkey y Salmonella-Shigella. La
identificacion se realizd a traves de pruebas fisioldgicas y bioguimicas. Se midio la
sensibilidad y resistencia bacteriana mediante el método de Kirby Bauer. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes; la familia Enterobacteriaceae presento 12 especies
diferentes correspondiente a (80%) y Pseudomonas correspondiente a (20%), todas
gramnegativas: Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Plesiomonas shigelloides,
Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a la resistencia a diferentes antimicrobianos, la
mayoria de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae resultaron resistentes a la
amoxicilina y a la tetraciclina. P. aeruginosa resultd ser resistente a la kanamicina. Se
concluye que las aguas de riego del rio Guano presentan bacterias patdgenas para el ser
humano y que el riego de productos agricolas con estas aguas los contaminen,
convirtiéndose asi en un trasmisor de enfermedades para los que consuman esos

vegetales.
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Abstract

The investigation based on identifying the bacterial pathogenesis that is presented in the
Guano River. It was of a graphic descriptive studio, to characterize it, of the transversal
body with a design of campo, mixed approach. We set ourselves up on the right side of
the river Guano, making three water intakes for each point, measuring the altitude, pH,
and temperature of the environment and water. Subsequently, the samples were taken to
the Microbiology Laboratory of the Faculty of Health Sciences, the the National
University of Chimborazo, where they planted in the CLED, Sangre, McConkey, and
Salmonella-Shigella agars. The identification made through physiological and
biochemical tests. Bacterial sensitivity and resistance measured by the Kirby Bauer
method. The results obtained were the following; the Enterobacteriaceae family
presented 12 different species corresponding to (80%) and Pseudomonas corresponding
to (20%), all gram-negative: Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Plesiomonas
shigelloides, Pseudomonas aeruginosa.

Regarding the resistance to different antimicrobials, most bacteria of
the Enterobacteriaceae family were resistant to amoxicillin and tetracycline. P.
aeruginosa proved to be resistant to kanamycin. It concluded that the irrigation waters of
the Guano River present pathogenic bacteria for humans and that the irrigation of
agricultural products with these waters contaminates them, thus becoming a transmitter
of diseases for those who consume those vegetables.

Keywords: Guano river, bacteria, Antibiotic-resistant, diseases

' \i
/==y ¥
Reviéwed by: Chivez, Maritza
Language Center Teacher



INTRODUCCION

El agua es un compuesto con caracteristicas Unicas e inigualables muy importante para la
vida no solo de los humanos sino también de plantas y animales, el mas abundante en la
naturaleza y determinante en los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que se producen en
todo el mundo. Es un elemento de la naturaleza, integrante de los ecosistemas naturales,

fundamental para el sostenimiento y la reproduccion de la vida *.

La calidad del agua puede facilmente alterarse por la contaminacion con microorganismos
patdgenos que ocasionan enfermedades que muchas de las veces pueden llegar a ser graves

tales como diarreas, fiebres, gastroenteritis, infecciones cutaneas, o incluso neumonias 2 .

Para estudiar la relacién que existe entre calidad de agua y salud humana, es necesario
introducir el concepto de microbiologia, y a partir de ello valorar la presencia de organismos
microscopicos como virus, protozoos y bacterias realizando aislamientos mediante métodos

de identificacion que seran importantes para aplicaciones médicas y tratamientos 2.

La resistencia actual de las bacterias a los antimicrobianos constituye un grave problema de
salud en todo el orbe. Los mecanismos pueden ser intrinsecos o adaptativos. El uso
indiscriminado e irracional de estos fArmacos constituye la principal causa de la gravedad de

la situacion que hoy se presenta. * .

La contaminacién del agua es una de las mayores preocupaciones en el mundo al igual que
las actividades que lo producen y estas se han multiplicado en las Gltimas décadas. Cada afio

el total de quimicos producidos mundialmente se ha incrementado notablemente ° .

Tenemos que tomar en cuenta que en el mundo hay millones de bacterias y estamos
continuamente en contacto directo con ellas, al menos 2000 millones de personas llegan a
consumir agua que esta contaminada por heces y 159 millones de personas que dependen de

aguas superficiales © .

En Ecuador se realizo un estudio bacterioldgico del agua y se evalud su calidad concluyendo
que los rios Machangara y Monjas se encontraron una gran cantidad de coliformes * . En
Santo Domingo de los Colorados, se pudo aislar cepas de Escherichia coli resistentes a
antibioticos de interés clinico 8. En Quito se hizo un estudio de resistencia antibacteriana en
cepas de Salmonella enterica lograndose obtener resultados importantes ° . En la provincia

de Cafiar, canton Troncal, en las Aguas Termales de Yanayacu los microorganismos



identificados fueron: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Aeromonas
schubertii, Shewanella putrefaciens, Enterococcus flavescens, Staphylococcus aureus 1,
todas relacionadas con la aparicion de enfermedades e infecciones que afectan a alrededor

de 1.1 billones de personas.

En la provincia de Chimborazo se aislaron e identificaron once bacterias patdgenas
procedentes de las diferentes estaciones de muestreo del Rio Chambo, como Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, por mencionar
las méas frecuentes, como afirman estudios realizados en la provincia de Chimborazo,
mientras que un estudio realizado en el Rio Chibunga demostrd un total de 18 bacterias
patégenas identificadas entre las mas importantes tenemos Pseudomonas aeruginosa,
Aeromonas (A. hydrophila y caviae), Vibrio spp., Enterococcus spp, y 13 cepas agrupadas
como enterobacterias que se las han podido vincular con cuadros diarreicos, enfermedad
comun en todo el mundo que causa 4% de las muertes y 5% de perdida de salud o

incapacidad ! .

Se puede indicar que la contaminacion del rio Guano se produce cuando esta corriente
ingresa a la ciudad donde acoge diversas descargas sin ningun tipo de tratamiento, como las
aguas residuales domésticas ademas no se lleva un registro, ni la verificacion de concesiones
en lo que se refiere al recurso, ni se han determinado las principales industrias en lo que

respecta a las descargas de aguas grises y negras hacia el rio 2.

La Constitucion de la Republica del Ecuador en el capitulo dos establece en el articulo 12
“El derecho humano al agua es fundamental e irrenunciable” de igual manera articulo 13
nos dice “Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a
alimentos sanos, suficientes y nutritivos; perfectamente producidos a nivel local” y en el
articulo 66 también se establece “El derecho a una vida digna, que asegure la salud,
alimentacion, nutricion y agua potable” 2 . En el Plan Nacional de Desarrollo 2017 — 2021
en el objetivo 1 “Propone mejorar la calidad de vida de la poblacion para vivir en habitat
seguro y saludable” y en el objetivo 6 “Desarrollar las capacidades productivas y del entorno

para lograr la soberania alimentaria y el Buen Vivir rural” 4.

En el boletin semestral de la central Ecuatoriana de servicios agricolas de mayo de 2013 se
sefiala que a pesar de que existen investigaciones sobre el estudio de bacterias de interés

clinico para el ser humano aisladas en rios en la provincia y en todo el Ecuador, éstos son



muy escasos y limitados, ademas muy pocos incluyen la evaluacion de la resistencia a
antimicrobianos de uso comun, por lo que consideramos motivo suficiente para elaborar esta
investigacion que aportara informacion y un aprendizaje significativo para mejorar la calidad

de vida de todos aquellos que utilizan las aguas del rio Guano.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

» Determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias de importancia clinica aisladas

en aguas del rio Guano, Chimborazo, Ecuador en el periodo abril- julio de 2019.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar la medicién del pH, altura y temperatura del agua y del ambiente en seis
diferentes puntos geograficos del rio Guano.

» Aislar bacterias patdgenas de las aguas de este rio, aplicando procedimientos
metodoldgicos que permitan su identificacion.

» Determinar la susceptibilidad y resistencia a diferentes antibioticos, por el método de

Kirby Bauer, de las bacterias de importancia clinica aisladas.



CAPITULO | MARCO TEORICO
Importancia del agua

El agua es el elemento fundamental de la vida siendo un recurso crucial para la humanidad
y para el resto de los seres vivos todos la necesitamos y no solo para su consumo. De igual
manera esta presente en nuestros rios, lagos, en las aguas costeras, maritimas y subterraneas

constituyen un recurso esencial y valioso que es necesario proteger 2 .

De igual manera, el agua contribuye a la estabilidad del funcionamiento del entorno de los
seres vivos y demas organismos que en él habitan, es por ello que es un elemento
indispensable para la subsistencia de la vida animal y vegetal del planeta. Es decir que el
agua es un bien de primera necesidad para los seres vivos y un elemento natural

imprescindible en el desarrollo de los sistemas ambientales °.

Las aguas residuales

Son aquellas que no son potables contienen una gran cantidad de sustancias (quimicas,
bioldgicas) que son nocivas o dafiinas para el ser humano y que han sido utilizadas o
manipuladas de alguna manera por el humano sin importar que su origen sea de caracteristica

domeéstica, industrial, pecuaria, agricola o recreativa 1’ .

Aguas de Riego

La agricultura es el mayor consumidor de agua a nivel global. EI 70% del consumo de agua
del mundo es para el riego de cultivos. El agua destinada al riego de cultivos representa el
95% del agua consumida, y juega un papel clave dentro de la produccion de alimentos y

seguridad alimentaria- & .

Diferentes investigaciones han podido demostrar la contaminacion bacteriana en vegetales
debido a la utilizacion de aguas de riego contaminadas con heces humanas o de animales, el
uso de estiércol como abono orgéanico, la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp.
El desconocimiento de la presencia de estos contaminantes han provocado una mala
manipulacion tanto en el momento del cultivo, al momento de la cosecha y en el lavado de

las verduras, lo que resulta perjudicial tanto para el productor como para el consumidor *°
20


https://www.culligan.es/blog/tratamiento-de-aguas-residuales-tipos-de-aguas/

El principal sistema hidrografico lo constituye el rio Chambo nace en la cordillera Central,

cruza el territorio de Sur a Norte y al unirse con el Patate forma el Pastaza.
Rio Guano

El cantén Guano se encuentra ubicado al norte de la provincia de Chimborazo, el cual tiene
un territorio de 459.70 Km2 que incorpora el 7% de superficie de la provincia de
Chimborazo, donde oscilan temperaturas desde bajo 0°C hasta los 28,3°C en los meses mas
calurosos. 2.

La microcuenca de un rio es el espacio natural delimitado por los filos de los cerros, los
valles y las laderas, 0 a su vez por la linea divisora de aguas; en donde se establece una
dindmica constante entre las actividades de las comunidades indigenas y campesinas,
manteniendo una interaccion econdmica, ambiental y sociocultural % .

La microcuenca del rio Guano ubicada en el cantén Guano al noroeste de la provincia de
Chimborazo cuenta con una area de 390.7 km? cuya desembocadura se da en el rio Chambo,
es una parte fundamental para sus habitantes debido a que utilizan este recurso hidrico en
actividades como la agricultura y ganaderia; ademas que la principal actividad econémica
de este canton estd encaminada a la fabricacién de productos textiles como: alfombras,

tapices, entre otras 2.
Contaminacién en los principales rios de la provincia de Chimborazo

El rio Chambo, principal afluente del Pastaza, estd contaminado. Lo confirma el estudio
preliminar sobre la calidad de agua que realizan los técnicos de la Central Ecuatoriana de
Servicios Agricolas (CESA) en Chimborazo. En su recorrido de 273 km recibe las descargas
de las aguas residuales de industrias, hospitales y viviendas asi como descargas de sus

afluentes el Guamote, Chibunga, Guano, Sicalpa, San Juan y Blanco % 22,

Investigaciones realizadas en los rios Chibunga y Chambo han demostrado la presencia de
bacteria identificando asi un total de 18 bacterias patogenas procedentes de los diferentes

23

puntos geograficos del regadio del Rio Chibunga . Mientras que otra investigacion

demostro la presencia de once bacterias patogenas aisladas en el Rio Chambo !,

Tras la evaluacion, los técnicos determinaron que los rios Guamote, Chibunga y Guano son

los mas contaminados de la cuenca del rio Chambo. De igual manera se confirma también



que el rio Guano recibe las aguas residuales de las fabricas de textiles y de curtiembres que

forman parte de la zona cercana al rio * .

Bacterias patdgenas presentes en los Rios

Mas del 80% de bacterias descritas en el Manual de Bergey pueden aislarse del agua. En su
mayoria son bacterias entéricas, provenientes del tracto gastrointestinal de animales y
humanos, denominadas bacterias fecales, cuya capacidad de sobrevivir y reproducirse en el
agua es restringida dado el estrées fisiologico que presenta el medio acuoso. Teniendo en
cuenta la respuesta a la tincion de Gram, a continuacion, se mencionan y describen algunas
de las méas importantes entre las especies que se han aislado de aguas, podemos mencionar
a las pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Flavobacterium, Gallionella,
Enterobacteriaceae, Aeromonas, Vibrio, Achromobacter, Alcaligenes, Bordetella,

Neisseria, Moraxella y Acinetobacter 2° .

Bacterias Patogenas

Estudios previos realizados en la provincia de Chimborazo como en el rio Chibunga se ha
confirmado 18 bacterias con mecanismos de resistencias a las quinolonas con mutaciones
en genes gyrA y parC, confirmando su contaminacion por bacterias patogenas y resistentes
a antibioticos de uso clinico que podrian ser fuente de infecciones para comunidades

cercanas al lugar * .

De la misma manera en el rio Chambo se aislaron e identificaron once microorganismos
patdgenos originarios de las diferentes estaciones de muestreo, tales como Pseudomonas spp
y especies de enterobacterias como E. coli, E. aerogenes, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
C. freundii. mismas que pueden contaminar las aguas y los humanos que 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 de gastroenteritis e infecciones
extraintestinales, infecciones del tracto urinario en su gran mayoria, sepsis, meningitis entre

otras 2 11,

La mayoria de las bacterias patdgenas que pueden ser transmitidas por el agua infectan el
aparato digestivo y son excretadas en las heces de las personas o animales infectados. No
obstante, hay también algunas bacterias patdgenas transmitidas por el agua, como Legionella,

Burkholderia pseudomallei y micobacterias atipicas, que proliferar en el agua y en el suelo y



pueden producir infecciones en el aparato respiratorio, en lesiones de la piel o en el cerebro
27

Bacterias Gram Negativas
Enterobacterias

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, estan constituidas por bacilos y cocobacilos
gramnegativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, fermentadores de
glucosa, caracterizados por no presentar actividad de citocromooxidasa (son oxidasa
negativa), reducen nitratos a nitritos y las especies maéviles lo son mediante flagelos siendo

la causa mas comun de infecciones de vias urinarias (UTI)(*°).

Tienen requerimientos nutricionales relativamente simples. Generalmente se identifican por
su capacidad para fermentar glucosa por via glucolitica dando &cidos como producto final.
Escherichia coli, habitante normal del intestino humano, es utilizada como indicador de

contaminacion fecal de aguas 3 .

Escherichia coli

Es una bacteria mesofila, su 6ptimo desarrollo se encuentra en el entorno de la temperatura
corporal de los animales a 35-43 °C. La temperatura de crecimiento se sitla alrededor de 7
°C.

Se caracteriza por poseer bacilos Gram negativos, no esporulante, y la produccién de indol,
no utiliza citrato como fuente de carbono y fermenta la glucosa y la lactosa con produccion
de gas, esta asociada a patologias como dolor abdominal, diarrea en nifios, nauseas, vomito,
fiebre gastroenteritis e infecciones extraintestinales, infecciones del tracto urinario en su

gran mayoria, meningitis, sepsis 32 .Tabla N°1

Tabla N° 1: Enterobacterias frecuentes con significado clinica

Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus

Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Proteus mirabilis

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



Citrobacter

El género Citrobacter es un grupo de bacilos gramnegativos aerobios que se encuentran
frecuentemente en el agua, suelo, comida y el tracto intestinal de animales y humanos. Se
sabe que estos microorganismos pueden producir infecciones importantes, especialmente en

huéspedes inmunocomprometidos

Citrobacter es un habitante normal del intestino humano. El género consta de tres especies
diferentes. Uno de ellos, C. diversus, C. amalonaticus,C. freundii, es una causa rara de
meningitis esporadica y epidémica, con una alta incidencia de abscesos cerebrales. Hay
informes ocasionales de meningitis en recién nacidos, aunque rara vez se ha informado de

los tropicos. .

Enterobacter

El género Enterobacter tenemos las siguerntes especies E. cloacae, E. aerogenes y E.
zakazakii son bacilos gramnegativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, el
cultivo se realiza en medios habituales como agar sangre o agar MacConkey son cepas no
pigmentadas, la mayoria de las veces mdviles, catalasa positiva, oxidasa y ADNasa
negativas, fermentan la glucosa, reducen los nitritos, reaccion de indol negativa,
decarboxilan la ornitina, no decarboxilan la lisina y son citrato y ureasa positiva, son moviles
y pueden tener capsulas que. Normalmente se asocian a patologias como neumonia,
infecciones del tracto urinario e infecciones de heridas y dispositivos, E. aerogenes es una

bacteria patdgena causante de infecciones oportunistas y nosocomiales 3 3%

Proteus mirabilis

El género Proteus forma parte de la familia Enterobacteriaceae. El Bergey’s Manual of
Deteminative Bacteriology define este género como bacilos gramnegativos, moviles, con
flagelos peritricos, aerobios y facultativos anaerobios ¢

Proteus mirabilis es un patdgeno de importancia en las infecciones nosocomiales asi como
en las comunitarias. La produccién de AmpC plasmidica es un mecanismo de resistencia

frente a cefalosporinas de espectro extendido emergente en esta bacteria 7 .



Pseudomonas

Son bacilos Gram negativos, aerobios, oxidasa positivos. Tienen, gracias a su metabolismo,
una cierta facilidad de adaptacion que les permite adecuar el habitat donde se encuentren
para utilizar diferentes fuentes como el carbono o el nitrégeno para su nutricion, Debido a
esta adaptacion al medio ambiente las Pseudomonas y Aeromonas se han convertido en un

problema para la salud pablica 28 .

Pseudomonas aeruginosa, patdgeno gramnegativo versatil y oportunista debido a su gran
adaptabilidad fisiologica, potencial metabolico y mecanismos de virulencia, es causa
frecuente a escala mundial de severas infecciones en pacientes hospitalizados, siendo capaz
de infectar practicamente todas las localizaciones del organismo humano y desarrollar
entonces a partir de la infeccidn, la diseminacion hematica, septicemia y lesiones focales en

diversos tejidos %° .
Bacterias Gram positivas

A pesar de no representar un grupo muy difundido en agua si incluye algunos patdgenos
humanos. Los géneros mas comunes pertenecen a los Micrococcus, Staphylococcus y
Streptococcus. Los micrococos y estafilococos son aerobios y muy tolerantes a altas
concentraciones salinas, lo que permite diferenciarlos de los estreptococos. Diversas
especies de los dos primeros son significativos patdgenos humanos; aunque no existe certeza
acerca de su entorno original, la bibliografia las considera procedentes de aguas
subterraneas. El género Streptococcus incluye a Enterococcus faecalis, patdgeno humano
que reside normalmente en el intestino de hombres y animales por lo que es un indicador

muy importante de contaminacion fecal de aguas 3 .
Resistencia microbiana

La resistencia actual de los gérmenes a los antimicrobianos compone un grave problema
actual de salud en todo el mundo. Los mecanismos pueden ser intrinsecos o adaptativos. El
uso irracional de estos farmacos establece la principal causa de la gravedad de la realidad
que hoy se presenta 8 .

La resistencia a los antimicrobianos se provoca cuando los microorganismos, sean bacterias,
virus, hongos o parasitos, sufren cambios que hacen que los antimicrobianos utilizados para

corregir las infecciones causadas por ellos dejen de ser eficaces % .
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Mecanismos de resistencia
Natural o intrinseca

Es una propiedad definida de las bacterias, su aparicion es anterior al uso de los

medicamentos Yy tiene la caracteristica de ser innato a una especie en particular

Tabla N°2.- bacterias que presentan resistencia innata a antibioticos

Antibioticos Cepas con resistencia innata

Penicilina Pseudomonas spp. (excepto ureidopenicilinas)
Cefalosparinas Enterococcus spp

Carbapenemes Stenotrophomonas maltofhilia

Aztreonam Todas las hacterias grampositivas
Aminoglicosidos Bacterias anaerdhicas, Enterococcus spp
Macrdlidos Enterobacteriaceae

Tetraciclinas Pseudomonas spp.

Glicopé ptidos Todas las hacterias gramnegativas

Fuente: x Barker K. Antibiotic resistance: a current perspective. Br J ClinPharmacol 1999;
48:109-124.

Adquirida

Forma un inconveniente en el departamento de salud, se detectan mediante experimentos de
sensibilidad y se pone de expreso en los fracasos terapéuticos de un paciente infectado con

cepas de un microorganismo que tienen otros tiempos sensibilidad hacia un antimicrobiano.

La aparicion de la resistencia en una bacteria se origina a través de mutaciones en el ADN y
por la trasmisiébn de material genético extracromosémico originario de otros
microorganismos.

En el primer caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de generacion en generacion.
En el segundo, el traspaso de genes se efectla horizontalmente a través de plasmidos u otro
material genético movible como integrones y transposones; esto ultimo no solo aprueba la
trasmisidn a otras generaciones, sino también a otras especies bacterianas. De esta forma un
microorganismo puede adquirir la resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de

haber estado en relacion con estos 3 .
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Factores que contribuyen al desarrollo de la resistencia son:

e Medidas ineficientes en los centros hospitalarios para el control de infecciones

o falta de campafias educativas en la utilizacion y manejo de los antimicrobianos

e La colonizacion previa por microorganismos con resistencias multiples.

e Procedimientos invasivos tales como cateterizacion y también dilisis.

e Uso de antimicrobianos tanto en agricultura como en la acuacultura Ademas, se
pueden encontrar microorganismos resistentes en los comestibles de origen vegetal
cuando se irrigan con aguas residuales o cuando se aplican antibioticos a los cultivos

a través de abonos ** .

Modo de accion de los antibidticos

Los agentes antimicrobianos que se utilizan en el tratamiento de infecciones causadas por
gérmenes patdgenos, deben tener, nula o poca toxicidad para los tejidos en el ser humano.
Esta "toxicidad selectiva" va a depender de la accidn que tenga el antimicrobiano, sobre la
estructura del microorganismo, que no estén presentes, 0 que estos sean diferentes, de los
encontradas en el ser humano. Para que el antibidtico ejerza su accion es necesario que llegue
al foco infeccioso, penetre en las bacterias (por transporte activo o difusién) y alcance
intracelularmente la concentracion necesaria. Una vez que esté dentro de la célula el
antibidtico puede ser bacteriostatico si inhibe la multiplicacion de forma reversible, o

bactericida si tiene un efecto letal sobre el microorganismo 4°.

e Antibioticos bacteriostaticos: macrolidos, tetraciclinas, cloranfenicol.
e Antibitdticos bactericidas: betalactamicos, aminoglicésidos, polipeptidicos,
polienos(TablaN°3)

Tabla N°3.- Principales mecanismos de resistencia antibiotica

Betalactamicos Interfiere en las Betalactamasas: enzimas que se
Gltimas fases de la  caracterizan por hidrolizar el enlace amida
sintesis del del nucleo betalactamico, inactivando de

peptidoglicano, esta manera el antibidtico
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Quinolonas

Tetraciclinas

Cloramfenicol

Trimetoprim -

Sulfametoxazol

componente
necesario en la
formacion de la
pared bacteriana
Inhibe la accién de
las topoisomerasas
y de la ADN girasa

bacterianas

Se unen al
ribosoma
bacteriano,
inhibiendo la
sintesis de de
proteinas

Inhibidor de la
biosintesis de las
proteinas, previene
la elongacion de la
cadena de péptidos
al unirse al centro
de la
peptidiltranferasa

del ribosoma 70S

Mutaciones puntuales que generan el
cambio de aminoacidos en la enzima

blanco del antibiotico

Sistemas de expulsion

Presencia de genes plasmidicos de
resistencia antibidtica
Presencia de bombas de eflujo especificas

para tetraciclinas

Inactivacion enzimatica por acetilacion

Exportadores especificos de cloramfenicol

Inhibe la sintesis de Presencia de genes que codifican formas

la enzima
dihidropteroato
sintasa
(sulfametoxazol) y
de la enzima
dihidrofolato

mutantes de la enzima blanco



reductasa
(trimetoprim), las
cuales son enzimas
necesarias en la
ruta del acido
folico

Fuente: Poirel L, Carattoli A, Bernabeu S, Bruderer T, Frei R, Nordmann P. A novel IncQ
plasmid type harbouring a class 3 integron from Escherichia coli. J Antimicrob Chemaother.
2010;65(8):1594-8.

Tipos de mecanismos de accion de los antimicrobianos
Antimicrobianos que inhiben la sintesis de pared celular

La inhibicion de la sintesis del péptidoglicano es letal para la bacteria, ya que normalmente,
durante la sintesis-de la pared celular, el proceso de adicién de componentes se acompafia
de digestion autolitica de la materia ya existente, por lo que, en presencia de un inhibidor de
la sintesis, la digestion enzimatica continla, debilitandose la pared, con lo que se permite
que en presencia de un medio hipotdnico (con respecto al interior celular), los liquidos
ingresen, hinchando la bacteria y produciendo la "lisis osmotica” de la misma. De esta forma
se presenta el efecto casi nulo de los antimicrobianos, ante un absceso, el cual representa un
medio hipertonico (pus con respecto al citoplasma bacteriano) que no se presta para la lisis
osmotica. Entre estos tenemos las penicilinas naturales y sintéticas, las cefalosporinas, la

cycloserina, bacitracina y la vancomicina ** .
Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

La biosintesis de moléculas de ARN y ADN consiste en una larga serie de reacciones
catalizadas por enzimas que al igual que cualquier otro proceso es susceptible de romperse
en diferentes puntos. Una inhibicion en un punto de la secuencia puede bloquear las
reacciones posteriores. Los antibidticos que interfieren en la sintesis de acidos nucléicos
esencialmente actian blogueando la sintesis de sus componentes, inhibiendo la replicacion
0 parando la transcripcidn. Entre estos tenemos al &cido nalidixico, la rifampicina, la griseo
fulvina , las sulfas y el trimethoprim.El &cido nalidixico produce bloqueo enzimatico a nivel

de la "gyrasa" (necesaria para la sintesis del acido dexosirribonucléico-ADN-). La
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rifampicina lo hace a nivel de la "ARN polimerasa” (enzima que normalmente inicia la

sintesis de acido ribonucléico mensajera) (ARNm) 2.
Antimicrobianos que acttan a nivel de membrana celular

La célula con la membrana dafiada muere debido a que esta estructura es vital para todas las
células ya que entre sus propiedades incluye el actuar como barrera de permeabilidad
selectiva. Las sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad, permiten la
salida de iones K y macromoléculas como los acidos nucleicos y causan un efecto litico. La
organizacion quimica de la membrana celular de bacterias y humanos es muy parecida, por
esta razén, los antimicrobianos que ejercen sus efectos letales sobre los microbios a este
nivel, producen también efectos toxicos importantes en los tejidos del hombre, limitando su

uso terapéutico ya que la mayor parte de estos antibidticos son toxicos para los humanos. (44)
Antimicrobianos que interfieren la sintesis proteica.

Los inhibidores de la sintesis proteica reaccionan con el complejo ribosoma-mARN. Aunque
las células humanas también tienen ribosomas, los ribosomas de los eucariotas son distintas
a las procariotas en tamafo y estructura por lo que estos antimicrobianos que tienen una
accion selectiva frente a bacterias. Antibidticos que inhiben la sintesis proteica.Entre ellos
tenemos a Aminoglicésidos (estreptomicina, gentamicina). ActlGan uniéndose
especificamente y de forma irreversible a un receptor proteico Tetraciclinas, Cloranfenicol,

Macrélidos 0 .
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CAPITULO Il METODOLOGIA
Tipo de Investigacion
Caracter Mixto:

Se recopilo informacion que proporcionan cifras tales como el pH, la temperatura, se midié
el halo que se formo al realizar el antibiograma ademas se realizo una descripcion de las
variables de estudio, buscando determinar la existencia de resistencia antimicrobiana en las

bacterias patdgenas aisladas del Rio Guano.

De campo: se recolectaron las muestras de los seis diferentes puntos del rio Guano, se
aislaron e identificaron las distintas bacterias patdgenas de interés clinico y determinar su

resistencia antimicrobiana.

Descriptiva: se recolecto informacion de manera conjunta sobre las diferentes variables en
estudio, y se describio la existencia de la resistencia antimicrobiana de las bacterias

patdgenas que puedan estar presentes en las aguas de riego del Rio Guano.
No experimental: no se cambiaron las variables

Corte Transversal: se ejecutd en un lugar especifico (microcuencas del Rio Guano) y en

un tiempo especifico, durante el periodo de abril a Julio de 2019.

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

proyectar una teoria.
Determinacién de la poblacién y muestra

Poblacion: Esta comprendido por el agua del rio Guano desde el sector llamado Cuatro
Esquinas hasta el Barrio Cubijies.

Muestra: Se tom0 18 muestras de agua de 75 mililitros en 6 puntos estratégicos en el rio
Guano (3 muestras por cada punto), con una distancia de 42 Km aproximadamente.

Técnicas y Procedimientos
Identificacion del area de estudio

En el presente trabajo se utilizd muestra de agua de seis diferentes puntos del Rio Guano, el
cual tiene una longitud de 459.70 Km?. En su recorrido atraviesa distintos lugares entre ellos
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la parroquia rural de San Andrés, Cubijies y al cantdn Guano el cual se establecieron

diferentes puntos estratégicos de muestreo.

Toma de muestra

Posteriormente se tomaron 3 muestras de agua en cada punto y se procedié a medir su altitud,

pH y temperatura tanto del ambiente como del agua para ello se utilizaron frascos de

plasticos estériles previamente rotulados, los recipientes se colocaron en el rio y se realizo

tres lavados previos a la obtencion de la muestra final llenandolos las % partes, para un mejor

muestreo se trabajd por triplicado, luego cada recipiente fueron embaladas para su transporte

al laboratorio de microbiologia en la facultad de Ciencias de la Salud de Universidad

Nacional de Chimborazo para ser procesadas.

Tabla 4. Descripcion de los diferentes puntos de la recoleccion de muestra

Puntos Ubicacién de Muestreo Temperatura pH
Ambiente Agua

1 Cuatro esquinas Canal de Riego, 18° 13° 7
Canal de Riego, de la entrada a
Calshi, 500 metros a la izquierda

2 Cuatro esquinas Naciente, de Ia 18° 13° 6
entrada a Calshi, 500 metros a la
izquierda.

3 San Andrés, mirador agua Santa. 24° 15° 8

4 Antes de Guano, en la calle 22° 14° 7
esmeraldas a 300 metros del puente.

5 Después de Guano a 500 metros de la 27° 14° 7
calle Juan Velasquez

6 Avenida los Elenes, 100 después del 29° 19° 7
puente

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Técnicas: observacion, recogida de muestras para el estudio microbioldgico, siembra en

medios de cultivo correspondientes.

Instrumentos: guia de observacion, cAmara fotogréafica, envases y tubos estériles.
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Procedimiento:

La realizacion del Proyecto de Investigacion para Titulacion con el tema “Caracterizacion
bacteriologica del agua del rio Guano, 20197, implico el desarrollo de las siguientes

actividades:
Materiales:

Sistema de triple embalaje (frascos estériles, gradilla, caja transportadora de muestras),
demogréfico, asas de platino, asas de vidrio, Micropipetas variables Monlab automaticas,
puntas amarillas y azules, pipetas de Pasteur, mechero de Bunsen, platos Mono y TriPetri
Phonix estériles, placas portaobjetos, probeta de 250mL Brand, Erlenmeyer de 500 y
1000mL Boeco, Vasos de precipitacion de 50, 100 y 200 mL , Hisopos estériles, Tubos con

aditivos , Tiras indicadoras de pH, Termometro, Regla.
Equipos:

Céamara de flujo laminar Biobase, Estufa bacteriolégica memmert, Autoclave Tuttnauer,
Microscopio, Refrigeradora, Balanza analitica, Plancha de calentamiento Cimarec,

Computador portétil, Camara fotografica.

Medios de cultivo usados para la investigacion
Para la presente investigacion se utilizé agua peptonada alcalina, infusién cerebro- corazén,
cistina electrolito deficiente (CLED, McConkey Himedia, Salmonella-Shigella (SS)

Himedia, Tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) y Muller Hinton.

Aislamiento de bacterias patégenas de interés clinico presentes en las muestras

Para el andlisis de cada una de las muestras en el laboratorio se procedi6 a desinfectar cada
una de las areas de trabajo con alcohol al 70% se trabajé con extrema precaucion y se
utilizaron las barreras de bioseguridad para evitar posibles contaminaciones, tanto del
analista como de las muestras a ser procesadas.

Para la técnica de aislamiento de colonias se tomd 1 ml de la muestra de aguario y se coloco

en 9 ml de agua peptonada e incubamos por 24 horas a 37° C.

Preparacion de medios de cultivo
Para la presente investigacion se seleccionaron los agares: Cistina Electrolito Deficiente
(CLED) , Sangre Himedia, McConkey, Salmonella-Shigella (SS), Tiosulfato Citrato Bilis
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Sacarosa (TCBS)y Miller Hinton todo estos medio fueron preparados segun las

especificaciones del fabricante.

Técnica de aislamiento de colonias

El cultivo inicial que se utilizo fue agar sangre y McConkey se sembro utilizando la técnica
de arrastre o dispersion y se incub6 a 37°C en posicion invertida durante 24 horas. El
aislamiento de las colonias se realiz6 a través de una resiembra en agar Sangre Himedia,
McConkey Himedia, SS Himedia, usando la técnica de agotamiento donde se obtuvieron

colonias puras, usando la técnica por agotamiento, y se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Coloracion de Gram

Es una técnica diferencial de suma importancia en la microbiologia cuyo principio es el de
la coloracion de las baterias segun la propiedad de su pared, dando como resultados una
coloracion morada para las baterias Gram positivas y la de un color rosado o rojo para las
baterias Gram negativas.

Se coloco cristal violeta por un minuto, se afiadié lugol por un minuto, se decolord con
alcohol acetona durante 30 segundos, finalmente se adicion6 fucsina o safranina por un
minuto y se procedié a enjuagar con agua. Se dejé secar la placa a temperatura ambiente

para realizar su observacién en un microscopio éptico a 100X con aceite de inmersion.

Pruebas fisioldgicas y bioguimicas para identificacion de género y especie

Las bacterias Gram positivas sembradas y que crecieron en agar Sangre H, se les realizaran
pruebas de catalasa, bilisesculina, hemélisis y motilidad. A las bacterias Gram negativas
sembradas en el agar McConkey se les observé si presentan fermentacion de lactosa y se les
realizd pruebas de oxidasa, y las pruebas bioguimicas, Kliger, Ureasa, Citratro, LIA (Lisina

Hierro agar), SIM (Sulfuro, Indol, Motilidad) y pruebas confirmatorias.

Medicion de la resistencia antibiética en las bacterias aisladas

Después de la identificacion de la bacteria se evaluo la resistencia y su sensibilidad a los diferentes
antibioticos. Para aquello se utilizé la técnica de Kirby Bauer conocida también como difusién en

disco (Anexo 2)

Para ello se utilizaron los siguientes discos de antibidticos: amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), ceftazidima (CAZ), aztreonam (ATM), ciprofloxacino (CIP), &cido nalidixico (W),
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gentamicina (GE), imipenem (IPM), Trimetroprim-Sulfametoxazol (SXT), colistin (CT),
tetraciclina (TE), cloranfenicol (C), teicoplanina (TEC), vancomicina (VA), penicilina (P),

Kanamicina,Novobiocin

Procesamiento estadistico:

En el andlisis de los datos obtenidos tras la investigacion, tanto de los microorganismos
patdgenos aislados como de sus mecanismos de resistencia, se llevara a cabo con un sistema
estadistico descriptivo, para ello se procesardn y analizardn en el software estadistico
Microsoft Excel 2013, utilizando las pruebas estadisticas media, desviacion estandar, el

minimo, el maximo y valor promedio.
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CAPITULO I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el proposito de conocer cuales bacterias patogenas se encuentran en el rio Guano, se
escogieron seis sitios estratégicos para la recoleccion de cada una de las muestras, tomando
en cuenta el recorrido del rio, desde que nace hasta que se une con el rio Chambo. Los puntos
escogidos fueron: Cuatro esquinas en donde nace el Rio Guano, la parroquia de San Andrés,
el cantén Guano y el complejo turistico los Elenes.

En la tabla 5 se puntualizan los datos de altitud, pH y temperatura, observando que la
temperatura del agua y del ambiente registraron entre los 13°C y 19°C en las aguas de rio
mientras que en el ambiente se registré una temperatura que oscila los 18° C y 29°C. El pH
fue de 6 hasta 8.

Tabla N° 5.- Datos de altitud, temperatura del ambiente, agua y del pH obtenido en los

diferentes puntos de muestreo.

Descripcién de los puntos de toma de muestras

Puntos Ubicacién Altitud Temperatura pH
(msnm) | Ambiente Agua
(°C) (°C)
1 Cuatro esquinas Canal de Riego, 3500 18° 13° 7

Canal de Riego, de la entrada a
Calshi, 500 metros a la izquierda

2 Cuatro esquinas Naciente, de la 3500 18° 13° 6
entrada a Calshi, 500 metros a la
izquierda.

3 San Andrés, mirador agua Santa. 3000 24° 15° 8

4 Antes de Guano, en la calle| 2740 22° 14° 7
esmeraldas a 300 metros del
puente.

5 Después de Guano a 500 metrosde | 2700 27° 14° 7
la calle Juan Velasquez

6 Avenida los Elenes, 100 después | 2200 29° 19° 7
del puente

La temperatura es uno de los factores ambientales indispensables para el crecimiento

bacteriano y pueden provocar la conservacion o la muerte de los microorganismos. Las
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temperaturas bajas  inducen la degeneracion, tanto la membrana plasmatica como el
citoplasma que pierde su fluidez deteniendo o disminuyendo el transporte de nutrientes del
medio externo y parando las reacciones enzimaticas. Por el contrario, las temperaturas
demasiado elevadas, inactivan los sistemas enzimaticos desnaturalizando las proteinas y
provocado un dafio en la pared celular produciendo una lisis térmica.

La mayoria de las bacterias que son mesofitas tienen una temperatura éptima de crecimiento
a 37°C, con rangos que oscilan entre los 30°C y 45°C, mientras que los microorganismos que
son capaces de crecer por debajo de 5°C y con temperaturas maximas de 20°C se Ilaman
psicrofilas. *.

Las bacterias patdgenas al hombre son mesofilas y la mayoria de ellas crecen mejor a una
temperatura cercana a las del cuerpo humano. La temperatura del agua del rio Guano oscilo
entre los 13°C en la naciente hasta los 19°C en el punto del complejo recreacional los Elenes,
por lo que es probable que no haya crecimiento de la bacteria patdgenas a esta temperatura
y que el rio sea solo un vehiculo utilizado por estos microorganismos para llegar a su destino
final que son los humanos.

El pH es un factor importante para el crecimiento microbiano es la concentracion de iones
hidrégeno. En general, los ambientes para un 6ptimo crecimiento tienen un pH comprendido
entre 5 y 9, la mayoria de los microorganismos crecen dentro de esos valores siendo asi
microorganismos neutrdfilos * .

Al realizar la coloracion Gram de cada una de las colonias aisladas, todas resultaron ser
Gram Negativas, no se identifico bacterias Gram positivas Segiin Bergey [Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology] confirma que mas del 80% de bacterias descritas en el manual
que se pueden aislar en agua, son bacterias gram negativas y en su mayoria son entérica,
provenientes del tracto gastrointestinal de animales y humanos, denominadas bacterias
fecales, cuya capacidad de sobrevivir y reproducirse en el agua es restringida dado el estrés

fisiologico que presenta el medio acuoso 6.

En la Tabla N° 6 se presentan las bacterias patogenas aisladas tanto en el rio como en las
aguas de regadio del Rio Guano, observandose la presencia de 2 familias, Enterobacteriaceae

con 7 especies diferentes (87.5%) y Pseudomonadaseae con 2 correspondiente a (12.5%).
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Tabla N°6: Bacterias patdgenas aisladas en las aguas de regadio del Rio Guano

Bacterias Aisladas Frecuencia | Porcentaje (%)
Familia Especie
Enterobacterias Escherichia coli

87.5

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Proteus mirabilis

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter diversus

Plesiomonas shigelloides

w| | | N R R e w

125
100%

Pseudomonadaseae Pseudomonas aeruginosa
Total

=
w

Informacion disponible en la Comision Permanente de Revision Anual de Normas de
Calidad de Agua de Uso y Consumo Humano (COPERANCAUCH), evidencia que la
contaminacion mas frecuente es producida por Enterobacterias, debido al arrastre por lluvias
de materia organica proveniente de las practicas agropecuarias, industrias farmacéuticas,

efluentes domésticos, e industriales con descargas no habilitadas o difusas 7 .

En un trabajo llevado a cabo en aguas termales en la provincia de Chimborazo, Ecuador, se
encontr6 pseudomonas aeruginosa “® , al igual que esta investigacion. La presencia de esta
bacteria en las aguas de riego del rio Guano podria ser consecuencia de la descarga de

desechos de origen animal o humanos

En la Tabla N° 7 se presenta la distribucion de las bacterias patogenas aisladas de acuerdo
al punto geografico, encontrandose que en el sector de Cuatro esquinas/canal de riego, San
Andrés y después del canton Guano fueron encontradas 3 especies, representando el (20%)
mientras que en Cuatro esquinas / naciente, antes de canton Guano y en el complejo turistico

Los Elenes se encontrd 2 especies que representa el 13.3%.
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Tabla N°7. Distribucién de las bacterias aisladas segun la ubicacion geografica de cada

punto de muestreo

o Bacterias Aisladas

(¢B]

— —_ -~

B s | x| g

D ~ -]

- © © et

= e |g| S

2] n = [}

3 _ |21z 2|25z |E| S |58

0 5 S eS8 |ls 2|58 o | £

o o Sloe | |8 |=2|9g |53 o S D

= i 8IS |EJE|S|E 8|l & |F

S W a8 | © @ .
Cuatro esquinas 1 1 2 154 | 18° | 13°
Canal de Riego,
Canal de Riego, de la
entrada a Calshi, 500
metros a la izquierda
Cuatro esquinas | 2 2 15.4 | 18° | 13°
Naciente, de la
entrada a Calshi, 500
metros a la izquierda.
San Andrés, mirador | 1 1 2 15.4 | 24° | 15°
agua Santa.
Antes de Guano, en la 1 1 2 15.4 | 220 | 14°
calle esmeraldas a 300
metros del puente.
Después de Guano a 1 1 1 3 23 | 27° | 14°
500 metros de la calle
Juan Veléasquez
Avenida los Elenes, 1 1 2 15.4 | 29° | 19°
100  después  del
puente

TOTAL 13 100

Después del cantén Guano fue el sector donde mayor cantidad de bacterias se pudo aislar
con un porcentaje de 23% Yy en los demas lugares se encontrd un 2 bacterias correspondiente
a 15.4% investigaciones previas han demostrado que el rio Guano es uno de los rios méas

contaminados de la provincia de Chimborazo (21) (22)

Diferentes investigaciones han podido demostrar la contaminacion bacteriana en vegetales

debido a la utilizacion de aguas de riego contaminadas con heces humanas o de animales, el
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uso de estiércol como abono organico, la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp.
El desconocimiento de la presencia de estos contaminantes han provocado una mala
manipulacion tanto en el momento del cultivo, al momento de la cosecha y en el lavado de
las verduras, lo que resulta perjudicial tanto para el productor como para el consumidor (19)
(20).

En la Tabla N° 8 se presenta el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos
de bacterias patdgenas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, observandose que
Citrobacter amalonaticus (cepa3) es resistente a 4 antibidticos, Enterobacter aerogenes presento 3
resistencia , Escherichia coli (cepal) y Citrobacter diversus presento 2 resistencias Escherichia
coli(cepa3) Escherichia coli(cepad), Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis fueron resistentes a

un antibiético.

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

Entereobacteriaceae.

Ubicacion

Bacteria

CN

CT

TE

CIP

AN

SXT

IPM

AZM

AX

FOX

Cuatro
esquinas,

Citrobacter
amalonaticus

wn

»| CRO

» CAZ

® ATM

Canal de
Riego de la
entrada a
Calshi, 500
metros a la
izquierda

Enterobacter
aerogenes

Cuatro
esquinas
Naciente, de la
entrada a
Calshi, 500
metros a la
izquierda.

Escherichia
coli (cepal)

San  Andrés,
mirador agua
Santa.

Escherichia | S| S |S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
coli(cepa2)

Antes de
Guano, enla
calle
esmeraldas a
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300 metros del
puente.

calle
esmeraldas a
300 metros del
puente.

Después  de | Escherichia S S
Guano a 500 C0|i(cepa3)
metros de la
calle Juan
Velasquez
Avenida los | Citrobacter I S
Elenes, 100 | amalonaticus
después  del (cepa3)
puente
Plesiomonas -- S
shigelloides
San  Andrés, Proteus I
mirador agua mirabilis
Santa.
Citrobacter I |
diversus
Antes de | Enterobacter S -
Guano, en la cloacae - --

R: Resistente S: Sensible I: Intermedio , CN: gentamicina, K:kanamicina, CT:colistin, TE:tetraciclina,
CIP:ciprofloxacina,AN: é&cido nalidixico, SXT:trimetropin, CRO:ceftriazona, CAZ: ceftazidime,
IPM: imipenem, ATM:aztrenam, AZM:azitromicina, AX:amoxicilina, AMC: amoxicilina/acido
clavulanico, FOX: cefoxitin

Citrobacter amalonaticus, anteriormente Ilamado Levinea amalonatica, se estudid y describidé por

primera vez en 1971 después de ser aislado de varias muestras humanas de pacientes hospitalizados,

especialmente en las heces. Es una bacteria que por lo general se encuentra en el medio ambiente

como peces, leche cruda, salas de ordefio de granja, carne de salchicha, papas crudas, queso,

alimentos congelados listos para el horno, productos de confiteria, en los humanos es una bateria

oportunista, implicada en numerosos procesos infecciosos. Se ha aislado esporadicamente en

muestras fecales, de orina, de heridas y respiratorias (Citrobacter amalonaticus human urinary tract

infections, Marseille, France. V. Garcia, C. Abat, V. Moal and J.-M. Rolain. New Microbe and New

Infect 2016; 11: 1-5). En esta investigacion se encontr6 una cepa de Citrobacter amalonaticus que
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resultd ser resistente a la tetraciclina y a tres antibiéticos de la familia de los betalactamicos (Imagen
1).

Estudios realizados previamente, en bagres cultivados, sefialan que cincuenta y dos cepas de
Citrobacter spp, entre ellas Citrobacter amalonaticus resultaron ser resistentes a la tetraciclina. El
uso generalizado de antibidticos como oxitetraciclina y sulfadimethoxina -ormetoprim puede dar
como resultado la seleccion de resistencia a la tetraciclina y sulfonamida y en bacterias que causan
infecciones y enfermedades en el bagre y comensales. La resistencia a los medicamentos en los
ecosistemas acuicolas puede resultar en la transferencia de determinantes de resistencia a la
tetraciclina y sulfonamida para bacterias en ecosistemas clinicos y otros (Nawaz, M., Khan, A. A.,
Khan, S., Sung, K., & Steele, R. (2008). Isolation and characterization of tetracycline-resistant
Citrobacter spp. from catfish. Food Microbiology, 25(1), 85-91. doi:10.1016/j.fm.2007.07.008).

Imagen 1 Antibiograma de Citrobacter amalonaticus (cepa3)

Enterobacter aerogenes presento resistencia a la gentamicina, kanamicina y amoxicilina (Imagen
2), Escherichia coli (cepal) tiene una resistencia a la amoxicilina y cefoxitin, (Imagen 3),
Escherichia coli (cepa3) (Imagen 4) y Escherichia coli (cepa4) tiene mostraron resistencia a la

amoxicilina (Imagen 5).
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Imagen 2 Antibiograma de Enterobacter aerogenes resistencia a gentamicina, kanamicina y

amoxicilina.

Imagen 3 Antibiograma de Escherichia coli (cepal) resistente a amoxicilina y cefocitina

Imagen 4. Antibiograma de Escherichia coli (cepa3) resistente a amoxicilina
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Imagen 5. Antibiograma de Escherichia coli (cepad) resistente a amoxicilina.

En la Tabla N° 9 se presenta el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos
de bacterias patogenas pertenecientes a la familia Pseudomonadaseae, observandose que

Pseudomonas aeruginosa (cepa 1) presenta una resistencia a kanamicina

Tabla N°9: Patron de susceptibilidad y resistencia de bacterias pertenecientes a la familia

Pseudomonadaseae

Ubicacién Especie CN |[K |CT |CIP |CAZ | IPM | ATM
San  Andrés, | Pseudomonas S S S S S S
mirador agua | aeruginosa (cepa 1)

Santa.

Después  de | Pseudomonas S S |S S S S I

Guano a 500 | aeruginosa (cepa 2)
metros de la
calle Juan

Velasquez

CN: gentamicina, K: kanamicina, CT: colistin, CIP: ciprofloxacina, CAZ: ceftazidime, IPM: imipenem,
Y ATM: aztrenam

Pseudomonas aeruginosa, patdgeno gramnegativo versatil y oportunista debido a su gran

adaptabilidad fisiologica, potencial metabolico y mecanismos de virulencia, es causa
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frecuente a escala mundial de severas infecciones en pacientes hospitalizados, es capaz de
infectar practicamente todas las localizaciones del organismo humano y desarrollar entonces
a partir de la infeccion, la diseminacion hematica, septicemia y lesiones focales en diversos
tejidos 29 .

Su héabitat es basicamente el medio ambiente, pero en ocasiones pueden encontrarse en el
tubo digestivo de seres humanos, es por esto por lo que se las agrupa entre las
enterobacterias, este género se relaciona con diarrea enterotoxica.

En este trabajo de investigacion hemos una encontrado que es resistente al antibiotico
kanamicina, perteneciente a la familia de los aminoglicésidos. Pseudomonas aeruginosa
exhibe muchos mecanismos de resistencia, incluyendo enzimas que modifican a los
antimicrobianos como B-lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucdsidos, la
adquisicién plasmidos que codifican para genes de resistencia, permeabilidad limitada para
los antimicrobianos y la posibilidad de generar una bomba dependiente de energia que

expulsa al antimicrobiano fuera de la bacteria *°
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CONCLUSIONES

» Se establecieron seis puntos estratégicos a lo largo del Rio Guano para realizar la
toma de muestra. Los lugares elegidos fueron Cuatro esquinas (canal de riego),
Cuatro esquinas (naciente), San Andres, antes del ingreso al canton Guano, después
de la Salida del cantén Guano, Complejo turistico los Elenes. Se obtuvo informacién
sobre la altitud, pH, y temperatura tanto del agua como del ambiente.

» Se identificaron 15 bacterias patdgenas y de interés clinico, originarios de cada
estacion de muestreo del Rio Guano en donde el 80% de la poblacion bacteriana
pertenece a la familia Enterobacteriaceae con 12 especies diferentes y
Pseudomonadaseae correspondiente a (20%), todas gramnegativas y aisladas
mediante pruebas bioguimicas y fisiologicas obteniendo: Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli (4), Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter
amalonaticus(3), Citrobacter diversus, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas

aeruginosa(3).

» Los resultados obtenidos a cerca de la resistencia antimicrobiana nos muestran que
la mayoria de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae fueron resistentes a la
amoxicilina y a la tetraciclina. P. aeruginosa resulto ser resistente a la kanamicina,
la mayoria de estos antibidticos de uso médicos, lo cual confirman que realmente
existen bacterias patogenas del interés clinico que podria dar lugar a infecciones no
solo a las personas cercanas al rio sino a toda la poblacion que consumen los

vegetales que son cultivados con estas aguas.
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RECOMENDACIONES

Es importante realizar la medicion de pH, temperatura del agua y del ambiente antes
de realizar a investigaciones relacionados al estudio bacteriano de origen hidrico para
tener un mayor conocimiento de las condiciones en las cuales crecen las bacterias.
Antes de realizar la siembra e identificacion de las bacterias es importante colocar la
muestra en agua peptonada como medio de enriquecimiento liquido no selectivo ya
que es util en la recuperacion de bacterias que fueron dafiadas, maltratadas ya sea en
su recoleccion o transporte.

Es necesario realizar resiembras para la conservacion de cepas frescas y colonias
aisladas antes de efectuar el antibiograma con el fin de obtener resultados confiables

y de calidad al ejecutar las pruebas de sensibilidad.
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ANnexos



Anexo N° 1
Puntos de Muestreo
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Figura 1. Ubicacion de OsmAnd Mapas y Navegacion fuera de linea los diferentes puntos
muestreo en la microcuenca del Rio Guano.

Fuente: OsmAnd Maps



Anexo N°2
Tablas de Resultados



Tabla N° 12: Patrdn de susceptibilidad y resistencia de bacterias Gram negativas

Bacteria CN K CT TE CIP AN SXT | CRO | CAZ | IPM | ATM | AZM | AX | FOX
E|E|E|E|E|E|E|E|E|E |e|E|E|E|E|E|e|E|e|E|eE|E|e|E|e|E|e|E
Escherichia coli (cepal) 21| S |19 s 14| s |23 s [34] S [28]| s |[22| S [34]S|28]sS|[23|S[36]S|[22]S -
Escherichia coli(cepa2) 15/s|18]s|11|s|15]s|21| s [15]s|16]sS|[23]s|2a]s[23]s|21|s|[13]s|18]S]|- |-
Escherichia coli(cepa3) 19[S |20 s|13[s|29]sS[46] S [44]S|[23]S[32]s[34]s[36]|s[38]s|20]Ss - | -
Escherichia coli(cepad) 17| s |18 s|14|s |20 s |3 s [24]s|2a]s[28]s|28]sS[3][s|[31]s][16]S S [ - |-
Enterobacter aerogenes 15/S |25 S [32] s [30]s|23[s|3a|s|28|s[22|1 [42]s[23]s 21| S
Enterobacter cloacae 24 12 s|15]s[3] s [ -]~ ]21]s|2a]s[28]s[28|s[2a]s|16]s S [ - |-
Proteus mirabilis 41161 [14]s|23]s[24] 1 - 25| s |28 s |25 s|26|s|[28]s|16]s |31 ]|-]-
Citrobacter amalonaticus-C1 | 19| S [ 18] S [13] S [14 | 1 [29] S Sl19|s|31|s|27|s|29]s[32|s|-]-~-]21t|s]|-]-
Citrobacter amalonaticus-C2 | 21| S |20 S |16 | S |24 | S |36 | S |32| S |21 | S |38| S |30| S |26|S |34|S|24|S|0]|S]|-]|-
Citrobacter amalonaticus-C3 [ 18 | S |17 [ I [ 13| S S |22 s |24 s [21] 1 - 29 S [19] 1 S
Citrobacter diversus 8|S |16| 1 | 13| S S |18 |1 |22| S |27| S |25| S |26| S |30]| S - | -

CN: gentamicina, K:kanamicina, CT:colistin, TE:tetraciclina, CIP:ciprofloxacina,AN: &cido nalidixico, SXT:trimetropin, CRO:ceftriazona, CAZ: ceftazidime, IPM:
imipenem, ATM:aztrenam, AZM:azitromicina, AX:amoxicilina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, FOX: cefoxitin




Anexo N° 3

Evidencias Fotograficas



Imagen 1 Cuatro esquinas, punto de muestreo naciente del Rio Guano

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacterioldgica del agua
del Rio Guano 2019”

;& iy

Imagen 2 Cuatro esquinas, punto de muestreo canal de riego

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del agua del
Rio Guano 2019”



Imagen 3 Toma de muestra Parroquia San Andrés

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacterioldgica del agua
del Rio Guano 2019”

Imagen 4 Cantén Guano, punto de muestreo antes de la cuidad

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del agua del
Rio Guano 2019”



Imagen 5 Cantén Guano, punto de muestreo despues de la cuidad

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del agua
del Rio Guano 2019”

Imagen 6 Cantén Guano, punto de muestreo después del complejo turistico los Elenes

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriologica del agua
del Rio Guano 2019”



Imagen 7 Medicién del pH

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriologica del agua
del Rio Guano 2019”

VR

Imagen 8 Medicién de la temperatura del agua del rio

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacterioldgica del agua
del Rio Guano 2019”

L

Imagen 9 Utilizacion del agua peptonada como medio de enriquecimiento en las
muestras que fueron recolectadas

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del agua
del Rio Guano 2019”



Imagen 10 A.- Siembra de las muestras en agar Sangre.B.- Siembra de las muestras en

agar MacConkey

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacién bacteriologica del agua
del Rio Guano 2019~

Colonias pequefias de color amarillo en agar CLED después de 24 horas de incubacion a

37°C. B) Colonias fermentadoras de lactosa y no fermentadoras de lactosa en

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriologica del agua
del Rio Guano 2019”



Imagen 12. Resiembra de las cepas en agar MacConkey y CLED para la obtencion de
cepas puras.

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriologica del
agua del Rio Guano 2019”

Imagen 13. Resultados de las pruebas bioquimicas de las muestras para su posterior
identificacion.

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del
agua del Rio Guano 2019”



Imagen 14. A.- Realizacion del antibiograma por la técnica de Kirby Bauer conocida también
como difusién en disco. B.- Resultados obtenidos en al antibiograma en una muestra de
Pseudomonas aeruginosa a las 24 horas

Fuente: Nogales E., Vela J., Proyecto “Caracterizacion bacteriolégica del agua
del Rio Guano 2019”
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Ficha de Observacion



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA

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:

Nombres de los estudiantes:

Fecha:

Muestra: Agua Producto Agricola Rio:

Muestra tomada en (lugar):

Temperatura: Medio Ambiente
PH: _ (s6lo para agua)
Observacion:

Presencia de animales en los cultivos:

Viviendas colindantes:

Otra fuente que se considere contaminacion:

Realizado por:

Evelyn Nogales Johnathan Vela

Estudiantes

Agua (s6lo para agua)

Cuél:

PhD. Morella Guillen Ferraro

Tutor



