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RESUMEN

Actualmente la resistencia antimicrobiana se ha convertido en uno de las mayores
dificultades en cuanto a tratamiento antibidtico se refiere, debido a la evolucion de los
microorganismos mas propensos en proliferar en diversos ambientes. El presente estudio
tiene como proposito, determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias patogenas
aisladas en los cultivos agricolas de la cuenca del rio Chambo, el cual evidencia la existencia
de patdgenos mutirresistentes, siendo causantes principales de infecciones en el tracto
gastrointestinal en la poblacién agricola. La investigacion es descriptiva, presenta un disefio
de campo y cohorte transversal. Se ejecuto la recoleccion de cultivos agricolas distribuidos
en seis puntos geogréficos, para el andlisis microbiolégico fue necesario medir la
temperatura ambiente y la altitud. Para el aislamiento e identificacion bacteriana se empleo
agar Sangre, McConkey y CLED, conjuntamente se empled pruebas bioquimicas y
fisioldgicas para clasificar las bacterias por género y especie. Se midio la susceptibilidad y
resistencia antimicrobiana mediante la técnica de aislamiento de colonias y empleando el
método de Kirby-Bauer. Los resultados adquiridos manifiestan la presencia de 6 bacterias
de interés clinico: 5 gramnegativas, enterobacterias (83,3%) entre ellas: Citrobacter freundii,
Citrobacter amalonaticus, Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca y
solamente 1 grampositiva (16,7%): Enterococcus faecalis respectivamente. La mayoria de
las bacterias mostraron resistencia a carbapenemos y cefalosporinas de 3™ generacion,
evidenciandose el mecanismo betalactamasa AmpC inducible, en menor cantidad la
resistencia frente a cefalosporinas de 2% generacion, penicilinas y glucopéptidos. Finalmente
se deduce que el rio Chambo se encuentra contaminado por bacterias multirresistentes a

diversos antibioticos.

Palabras clave: Rio Chambo, productos agricolas, bacterias patdgenas, resistencia

antimicrobiana.



ABSTRACT

Currently, antimicrobial resistance has become one of the most significant difficulties in
terms of antibiotic treatment, due to the evolution of the microorganisms most likely to
proliferate in various environments. The purpose of this study is to determine the
antimicrobial resistance of isolated pathogenic bacteria in crops in the Chambo river basin,
which shows the existence of multiresistant pathogens, being the leading cause of
infections in the gastrointestinal tract in the agricultural population. The research is
descriptive, presents a cross-sectional field and cohort design. The collection of crops
distributed in six geographical points was executed; for the microbiological analysis, it was
necessary to measure the ambient temperature and altitude. For bacterial isolation and
identification, Blood agar, McConkey, and CLED were used, together with biochemical
and physiological tests to classify bacteria by gender and species. The colony isolation
technique measured susceptibility and antimicrobial resistance and using the Kirby-Bauer
method. The acquired results show the presence of 6 bacteria of clinical interest: 5 gram-
negative, enterobacteria (83.3%) among them: Citrobacter freundii, Citrobacter
amalonaticus, Enterobacter cloacae, Proteus Vulgaris, Klebsiella oxytoca and only one
gram-positive (16.7%): Enterococcus faecalis respectively. The majority of the bacteria
showed resistance to 3rd generation carbapenems and cephalosporins, showing the
inducible AmpC beta-lactamase mechanism, to a lesser extent, resistance against 2nd
generation cephalosporins, penicillin, and glycopeptides. Finally, it follows that the
Chambo River is contaminated by bacteria that are resistant to various antibiotics.

Keywords: Chambo River, agricultural products, pathogenic bacteria, antimicrobial
resistance.

Reviewed by:¥opez, Ligia
LINGUISTIC COMPETENCES TEACHER




INTRODUCCION

Es un hecho que la garantia de la seguridad e inocuidad de los alimentos han sido una de las
mayores preocupaciones de la humanidad y los antecedentes al respecto pueden rastrearse
desde tiempos inmemoriales. La disponibilidad de alimentos de buena calidad es una
necesidad indispensable, cuya demanda aumenta a medida que la poblacién adquiere
conciencia sobre la preservacion de la salud al evitar consumir alimentos contaminados por

bacterias patogenas®.

De este modo los alimentos insalubres que contengan bacterias, virus, hongos parasitos y
sustancias nocivas se consideran como la mayor causa de morbilidad, tanto en paises
industrializados como en vias de desarrollo, generalmente afectando a lactantes, nifios y

adultos mayores?.

En el afio 2015, el secretario general de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) Ban
Ki Moon, declaré que las enfermedades por consumir alimentos contaminados son una
amenaza fundamental para la salud global®. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
se encuentra colaborando con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), en un enfoque a favor de promover la salubridad con el propoésito
de evitar la difusion de bacterias que afecten al ser humano y fomentar la buenas practicas

de higiene®.

A nivel mundial, la OMS dio a conocer las tasas de morbilidad mundial causada por 31
agentes patdgenos, es por ello que promueve activamente la prevencion de enfermedades
transmitidas a traves de los alimentos. Se han descrito alrededor de 200 enfermedades de
transmision alimentaria, cuya etiologia incluye bacterias, virus, hongos, parasitos, productos
quimicos y toxinas de origen vegetal. Se estima que anualmente se enferman unos 600
millones de personas (1 de cada 10 habitantes) por ingerir alimentos contaminados. Los
nifilos menores de 5 afios cerca de un 40% contraen dicha enfermedad, que provocan cada

afio 125 000 defunciones?™.

El componente principal que més favorece el desarrollo de las bacterias es la temperatura,
aunque existen ciertos microorganismos capaces de reproducirse en diversos intervalos de
termperaturas®. De este modo las bacterias patdgenas multirresistentes a climas célidos y

frios son las causantes de producir las ETA en el Caribe y en toda Latinoamérica’.
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Ecuador es un pais potencialmente agricola con productos de primera necesidad que ademas
son de exportacion a nivel mundial®. Es por ello que se implement6 un plan para mitigar la
aparicion de bacterias multirresistentes, proyecto presentado por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) con el propdsito de ofrecer
colaboracion a los gobiernos enfocandose al &mbito de salud para formular e implementar
planes nacionales multisectoriales para controlar la Resistencia Antimicrobiana (RAM) en
la alimentacion y la agricultura. Ademas contara con la cooperacion de diferentes paises
como Bolivia, Cuba, Ecuador, El Salvador, Honduras y Reptblica Dominicana®. En Quito
capital de Ecuador existe un aumento en la tasa de contagio de ETA con un 48%,

demostrando la existencia de microorganismos patdgenos en los productos alimenticios®®.

En tierras ecuatorianas se identificé diferentes microorganismos que son considerados como
agentes patdgenos'l. En la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, se aislo cepas
bacterianas en las que resalta Esherichia coli presentando resistencia a gran variedad de
farmacos!2. En Quito se estudio la resistencia antimicrobiana de Salmonella entérica, donde
presentd resistencia a un sinndmero de antibidticos®®. En Guayaquil, se aisld cepas de
Escherichia coli presentes en el fertilizante organico destinado al uso de mejorar la calidad

de los productos®®.

En el cantén Chambo aproximadamente el 58.2% de la poblacion econdmicamente activa
(PEA) se dedica a la actividad agricola®®. En publicaciones anteriores se sefiala que el rio
Chambo esta polucionado con diferentes bacterias multirresistentes, ya que, en él se

descargan aguas residuales de industrias, hospitales y viviendas®®.

Cabe destacar que en la investigacion realizada por Orozco J y Molina JY/, en las aguas de
regadio de la cuenca del rio Chambo se aislaron e identificaron “enterobacterias (81,8%)
entre estas Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Enterobacter aerogenes, y Pseudomonas (18,2%) Pseudomonas sp ”. Gran parte de
las bacterias encontradas presentaron resistencia a las quinolonas y en menor proporcion a
las cefalosporinas. Ademas de otras investigaciones recientes realizadas en la provincia de
Chimborazo en las aguas del regadio del rio Chibunga, se aislé bacterias patdgenas que
obtuvieron resistencia antimicrobiana que son promotoras de infecciones gastrointestinales

y extraintestinales®®,

A pesar de lo manifestado anteriormente en el rio Chambo, no existe investigaciones

precedentes que evidencien la presencia de multirresistencia antimicrobiana en bacterias
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patdgenas que se encuentren en productos agricolas ubicados en la cercania del rio Chambo,
motivo suficiente para realizar esta investigacion con el propdsito de evitar infecciones en
la poblacion agricola, por lo que sirve para una amplia gama de problemas préacticos en
cuanto al cuidado con la administracion de alimentos con bacterias patdgenas y su
multiresistencia antibidtica. La contribucion cientifica que se brind6 fue importante para la

asociacion universitaria y futuros laboratoristas.

La presente investigacion permite la identificacion de agentes patdgenos, que posteriormente
se informara a las autoridades competentes pero a la vez se le dara a conocer a la comunidad
implicada para que se concienticen y se elaboren medidas preventivas para evitar la
adquisicién de bacterias multiresistentes. Esta actividad beneficia a la poblacion agricola a
encontrar diferentes formas de mejorar la calidad de sus productos, sin la necesidad de

exponer su salud.

El presente estudio se compone por 3 capitulos que se menciona a continuacion: Estado del

arte, metodologia de la investigacion y finamente se tiene los resultados y la discusion.

El capitulo uno da a conocer el estado el arte de la investigacién donde se expone la
informacidn del rio Chambo, productos agricolas que se cultivan en los alrededores, los
microorganismos patdgenos que posiblemente se encuentran en los vegetales y la resistencia

antibacteriana de los mismos.

En el capitulo 2 se presenta las técnicas y métodos utilizados en la investigacion para cumplir
con los objetivos establecidos.

Par finalizar se tiene el capitulo 3 donde e expresa los resultados que se obtuvieron en la
investigacion como las bacterias identificadas en cada producto y su mecanismos de

resistencia. Ademas, se discutié con otros autores dichos resultados.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Aislar bacterias patdgenas para el hombre en productos agricolas provenientes de la cuenca

del rio Chambo.

Objetivos especificos

1. Recolectar muestras de productos agricolas cultivados con agua de regadio del rio
Chambo en diferentes puntos geogréaficos, para su analisis bacterioldgico.

2. ldentificar las bacterias patogenas obtenidas en los diferentes productos agricolas
provenientes del rio Chambo mediante técnicas microbioldgicas.

3. Determinar mediante el método de dilucion Kirby-Bauer la resistencia

antimicrobiana de las bacterias patdgenas identificadas.
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CAPITULO |

ESTADO DEL ARTE

Cuenca del rio Chambo

La cuenca del rio Chambo, goza de una extension aproximada de 3,580 km? y cubre un 54,2
% de la superficie total de la provincia de Chimborazo. Lloret P!°, manifiesta que: “Las
aguas del rio Chambo atraviesan siete cantones de la provincia siendo estos: Alausi,
Guamote, Colta, Chambo, Riobamba, Penipe y Guano”. En la provincia de Chimborazo la
cuenca del rio Chambo ocupa un 98% que se componen de: zonas naturales, paramos y
grandes expansiones de areas cultivadas, representando el 50% de la superficie total de la

subcuencal®.

La agricultura es la principal actividad econdmica del canton Chambo, denominéandola
“Senora del Agro”, el aprovechamiento por su clima diverso y agradable ofrece condiciones
favorables para los cultivos, permitiendo que en Chambo se siembren y produzcan cebolla
blanca, col, coliflores, brdcoli, remolacha, zanahoria, lechuga y cilantro. Ademas, bajo
invernadero producen tomate de rifidén, babaco, pimiento, pepinillo, frutillas y arveja. Los

ciclos de cultivo varian segun el tipo del producto®.
Bacterias de interés clinico

Jawetz et al’t, menciona que en su totalidad son bacterias entéricas, provenientes del tracto
gastrointestinal de diversos seres vivos entre los que ellos destacan animales y humanos. Las
mismas que son denominadas bacterias fecales debido a la contaminacion con desechos

bioldgicos.

Rios S et al??, manifiesta que en su totalidad las bacterias de interés clinico son
enterobacterias, las cuales se encuentran en su mayoria en fuentes de agua como son rios
lagos, lagunas, vegetacion y diversos tipos de suelos, por lo que estdn asociados

necesariamente con contaminacién fecal.

Salinas L, et al3, establece que son aquellos que causan infecciones al hombre, en gran parte

los patdgenos fecales pertenecen a las bacterias gramnegativas.
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Enterobacterias

De acuerdo a Sherris et al.?* y Jawetz et al?!, la familia Enterobacteriaceae constituye una
poblacién grande y diversa de bacilos gramnegativos, se han descrito mas de cincuenta
géneros, cientos de especies y subespecies. Son bacterias ubicuas que generalmente se
localizan en el suelo, agua y vegetacion. Ademas, forma parte de la microbiota de muchos
animales incluido el ser humano?®*. Estas bacterias pueden causar infecciones a nivel
gastrointestinal y urinario. También septicemias u otras manifestaciones que afectan el

sistema nervioso central?®,

Las especies con importancia clinica se muestran a continuacion?®-28,

Tabla N° 1. Enterobacterias importantes desde el punto de vista clinico

Género Especies

Escherichia Coli

Klebsiella pneumoniae, oxytoca

Salmonella choleraesuis, entérica

Enterobacter aerogenes, cloacae, sakazakii

Serratia Marcencens

Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus
Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris

Shigella flexneri, sonnei

Fuente: Modificado Murray et al., Microbiologia médica 8va edicion, pag. 253. Y Garcia PA, et al.
Enfermedades infecciosas (111), p4g 3426-31.

Escherichia: E. coli pertenece a la microflora intestinal normal, es el causante principal de
gastroenteritis e infecciones extraintestinales®*, ademas de infecciones del tracto urinario,
neumonia entre 1 a 3% de los casos, en su gran mayoria meningitis neonatal, infecciones

endovasculares ubicadas en valvulas cardiacas, entre otras?.

Klebsiella: la caracteristica microbiologica mas peculiar del género Klebsiella es la completa
ausencia de motilidad y existencia de una capsula de polisacaridos. Lo cual le otorga a las
colonias el aspecto mucoide brillante?®. K. pneumoniae estad presente en el sistema

respiratorio y en las heces de casi 5% de las personas sanas, puede producir una
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consolidacién pulmonar necrosante por hemorragia extensa. K. Oxytoca produce infecciones
urinarias y bacteriemia con lesiones focales en pacientes débiles®*. Ademas, presenta
resistencia intrinseca a la ampicilina, la ticarcilina, la nitrofurantoina, cefalosporinas de

tercera y cuarta generacion?,

Salmonella: posee un singular género de interés clinico que es la “Salmonella entérica”,
aunque este género ha sido subdividido en diversas ocasiones y se le aplica nombres de
acuerdo a su sistema bioldgico. Pero también produce invasion al torrente sanguineo y afecta
de manera peculiar a los 6rganos distantes?®?°, Koneman® menciona que la forma correcta
para nombrar a esta especie es Salmonella entérica serovariedad Typhi, informacion que es

confirmada por Murray y Tortora?®-2°,

Enterobacter: se destaca a tres principales especies de interés clinico entre ellos se tiene: E.
cloacae, E. aerogenes y E. zakazakii®®. Estas bacterias fermentan la lactosa, son méviles y
poseen capsulas que dan la apariencia mucoide a sus colonias. Generalmente estan
vinculadas a patologias como neumonia, infecciones del tracto urinario, heridas y
dispositivos, son frecuentes en individuos inmunocompetentes®*. Dichos microorganismos

son causa de la mayoria de las infecciones gastrointestinales alrededor del 65 a 75%2°.

Serratia: Serratia marcescens se encuentra en ambiente hospitalario, cafeteras, soluciones
fisiol6gicas y otros compuestos supuestamente estériles. Causa infecciones urinarias y

respiratorias®.

Citrobacter: el género Citrobacter es similar a Salmonella, las infecciones producidas por
estos patogenos son frecuentes en individuos inmunocompetentes?®, presentes en la flora
intestinal normal, C. amalonaticus puede causar infecciones urinarias y septicemia®*. Se ha
observado que C. freundii y C. koseri estan asociados con meningitis neonatal y absceso
cerebral®®. Poseen ciertas similitudes epidemioldgicas y clinicas con Enterobacter.
Frecuentemente existen especies de Citrobacter en el agua, alimentos, suelo y microbiota

intestinal de ciertos animales?®.

Yersinia: el género Yersinia posee genes caracteristicos que le permiten la adherencia,
actividad citotdxica, inhibicion de la migracion fagocitica e inhibe la agregacion plaquetaria;
lo que caracteriza a esta bacteria a producir sepsis asociada a transfusiones, como también

gastroenteritis. Yersinia pestis causa la fiebre bubonica, conocida en Europa como “muerte
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negra”. Se encuentra en las ratas y pulgas, estos son transmitidos a los animales y seres
humanos?. Y. pseudotuberculosis causa seudotuberculosis, enfermedad que se caracteriza
por necrosis local e inflamacion granulomatosa en ganglios linfaticos, bazo e higado®. Y.
enterocolitica y Y. pseudotuberculosis causan linfadenitis mesentérica aguda, un sindrome

que consiste en fiebre y dolor abdominal que a menudo es similar a la apendicitis aguda?®-
30

Proteus: son patdgenos oportunistas dentro de la microbiota intestinal. Proteus mirabilis y
Proteus vulgaris son los miembros aislados mas a menudo de este grupo y son unas de las
enterobacterias mas susceptibles a las penicilinas y resistentes a la ampicilina y
cefalosporinas®®. Este género de bacterias interviene en bacteriemias, neumonias, lesiones
focales en pacientes débiles o en los que reciben infusiones intravenosas?, infecciones
urinarias y heridas®. Son parte de la flora normal de una amplia variedad de mamiferos,

aves, peces y reptiles®,

Shigella: las especies de Shigella causan una enfermedad denominada “disenteria bacilar’ o
shigelosis, éstas bacterias se encentran solo en humanos y constituyen la segunda causa de
diarrea del viajero. Algunas cepas pueden provocar disenteria potencialmente mortal*°. El
estado mas caracteristico del sindrome disentérico: es una triada clinica que consiste en dolor

abdominal, tenesmo rectal y evacuaciones de pequefio volumen, con moco y sangre®®.
Aeromonas y Vibrios

Existe un grupo subalterno de anaerobios facultativos y fermentadores. Corresponden a
bacilos gramnegativos, pero no menos importantes: Vibrio y Aeromonas. Las especies de
Vibrio pueden crecer en una variedad de medios sencillos con un amplio intervalo de
temperatura y es capaz de desarrollarse en ausencia de sal. Aungue son sensibles a los acidos
gastricos, se puede multiplicar libremente en el agua®. La infeccion por Vibrio cholerae
puede abarcar desde una colonizacion asintomatica o una enfermedad diarreica leve hasta
una mucho mas grave que rapidamente puede ser mortal. Vibrio parahaemolyticus produce
gastroenteritis que por lo general, constituye una entidad de resolucion espontanea con un
inicio explosivo de diarrea acuosa, nauseas, vomitos, espasmos abdominales, cefalea y

febriculasl,
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El género Aeromonas, perteneciente a familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram
negativos, anaerobios facultativos y fermentadores®?33, Los patégenos mas destacados son
Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae y Aeromonas sobria. Estos microorganismos son
ubicuos en el agua dulce y salobre. Las dos principales enfermedades asociadas a Aeromonas
son la gastroenteritis e infeccion de heridas. La gastroenteritis suele aparecer con
posterioridad a la ingestion de agua o de comida contaminada, mientras que la infeccion de
heridas se observa después de la exposicion a agua contaminada?-33,

Pseudomona: el género Pseudomonas constituye un complejo conjunto de patdgenos
oportunistas de plantas, animales y el ser humano®. A menudo esta presente en pequefias
cantidades en la microflora normal y en la piel del individuo®. Son microorganismos
ubicuos que se encuentran en la tierra, materia organica en descomposicion, vegetacion, agua
y ambiente intrahospitalario®, La especie mas importante Pseudomonas aeruginosa es un
patdgeno oportunista y posee una virulencia particular, causa principal de infeccién invasora
en pacientes hospitalizados con enfermedades subyacentes graves como leucemia, fibrosis

quistica y quemaduras extensas®>.
Cocos grampositivos pertenecientes a la familia Enterococcaceae

Enterococcus spp: son cocos grampositivos que generalmente se presentan en parejas y en
cadenas cortas®’. Cabe recalcar que existen dos especies de interés clinico en las que se
destacan: Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, ya que constituyen frecuentes
colonizadores del aparato digestivo del ser humano a pesar de que presentan resistencia
intrinseca frente a la vancomicina®. El género Enterococcus presenta caracteristicas

morfologicas y fenotipicas como reaccion negativa a la catalasa y oxidasa®.
Resistencia antimicrobiana

Conforme a Calderon®®, manifiesta que la resistencia a los antimicrobianos se expresa como
la capacidad de las bacterias patogenas de tolerar los efectos de diversos antibioticos, los
mismos que tienen como propdsito la inhibicion de la bacteria y la muerte celular. Las
bacterias pueden presentar resistencia como resultado de mutaciones en su cromosoma e

intercambio de material genético de otras bacterias o fagos.

Segun la OMS*, declara que “la resistencia a los antimicrobianos es el fenémeno por el cual

un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era
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sensible.” Recomienda que en el sector agricola, se aplique buenas préacticas en todos los
eslabones de la produccion de alimentos de origen animal y vegetal.

De acuerdo a Prestinaci et al*°, la resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno natural
que ocurre cuando los microorganismos estan expuestos a los antibiéticos. Bajo la presion
selectiva de los farmacos, de modo que las bacterias naturalmente son resistentes o la

adquieren en su medio.

De acuerdo a Acevedo et al*, explica que las dificultades que engloba la resistencia a
antibioticos esta intimamente relacionada con la contaminacion por metales pesados
naturalmente por el suelo volcanico, en el medio ambiente podria facilitar la resistencia
debido a la codificacién de manea cromosomal de las bacterias, produciendo asi un habitat
apto para la supervivencia de las mismas y favoreciendo la propagaciéon mediante la

transferencia de genes de las diferentes poblaciones bacterianas.

Segun Alos*?, define a la resistencia bacteriana como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir en altas concentraciones de antibioticos que inhiben y matan a otras de su misma
especie. Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias multiresistentes se asocian a
una tasa alta de morbilidad, mortalidad y el coste de tratamiento a comparacion de las
bacterias sensibles, esto debido a los mecanismos de variacion genética (mutacion,
recombinacion, transposicion, intercambio de genes), promoviendo la transferencia de genes

resistentes.
Resistencia intrinseca

Una caracteristica especifica de las bacterias gramnegativas y positivas es poseer la
resistencia intrinseca. Ademas, de tener la peculiaridad de ser inherente a una especie en

particular®,

Esta es determinada genéticamente y no se correlaciona con la administracion del
antibidtico. Cabe mencionar algunos ejemplos de microorganismos como Klebsiella
pneumoniae naturalmente resistente las penicilinas, debido a su produccion de beta
lactamasas; Proteus mirabilis resistente inherente a las tetraciclinas contando con un proceso

natural de expulsion del antibidtico debido a los lipopolisacaridos*.
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Resistencia adquirida

La resistencia adquirida proviene de la composicidn genética de la bacteria, al ser sensible a

un antibidtico deja de ser eficaz, el cambio
mutaciones o la adquisicion de material genéti

e integrones*44,

Tipo de mecanismos de accién de los antim

de esta condicion se debe a la existencia de

co externo a través de plasmidos, transposones

icrobianos

A continuacion se describira cada uno de los mecanismos de accion de los antimicrobianos.
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Figura N° 1. Sitios basicos de

la actividad de los antibiéticos.

Fuente: Kasper D, et al. Tratamiento de enfermedades bacterianas. En: Harrison - Principios de Medicina
Interna. 19a Edicién. México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2015. p. 930
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Inhibicién del metabolismo bacteriano

Actlan inhibiendo la via de la sintesis del acido félico, que constituye un cofactor en
reacciones de transferencia monocarboénica, interviniendo en la sintesis de algunos acidos
nucleicos como: pirimidina, timidina y todas las purinas (adenina y guanina). También
algunos aminoacidos (metionina y serina) y la acetilcoenzima A (CoA). El efecto
antibacteriano selectivo proviene de la incapacidad de las células de mamiferos para
sintetizar el folato, el cual se lo administra de forma exdgena y con la presencia de la
actividad antibacteriana puede disminuir las concentraciones causando infecciones.
Sulfonamidas y Trimetoprim inhiben la dihidropteroato sintetasa, son analogos estructurales
de PABA (acido paraaminobenzoico), blogueando la incorporacion de la bacteria en el acido

dihidropteroico, el precursor inmediato del acido folico®.
Inhibicion de la sintesis de proteinas

Los antibidticos actan una vez que atraviesan la membrana bacteriana externa, la pared
celular y la membrana citoplasmatica; lugar en el cual inhabilitan la sintesis de proteinas,
donde se adaptan de manera definitiva a las proteinas ribosomicas de tal forma que impide
que el tRNA forme complejos de iniciacion*®. Las proteinas 30S y 50S contienen ARN
ribosomico y diversas proteinas llamadas S (small30S) o L (large50S) 6. Estos lugares se
pueden localizar en diferentes partes con la Unica condicion que sean favorables para la union
de los antimicrobianos*’. Sherris et al**, nos afirma que el cloranfenicol impide la formacion
del enlace peptidico entre aminoacidos. Las tetraciclinas actian uniéndose a los ribosomas

30S. La eritromicina y los macrolidos impiden la translocacion del tRNA.
Inhibicion de la sintesis de la pared celular

Diversas bacterias poseen en su pared celular un componente primordial que es la capa de
peptidoglucano®, estd compuesta de polisacaridos y un polipéptido. Los polisacaridos
generalmente estdn conformados por los aminoglicidos N-acetilglucosamina y acido
acetilmuramico. Existe una linea de antibidticos conocida como B- lactdmicos que relne
cinco grandes grupos de antibioticos de uso clinico: penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
monobactamicos y carbapenémicos; pero también los no - lactdmicos como: vancomicina
y bacitracina, los cuales son inhibidores selectivos de la sintesis de la pared celular

bacteriana; inhibe el ensamblaje de las cadenas de peptidoglicano. Por lo tanto son
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encargadas de producir las autolisinas que ayudan a la degradacion de la pared celular,

provocado asi su muerte,
Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos

La inhibicion gue existe en la sintesis de los &cidos nucleicos, utilizan generalmente como
antimicrobianos los quimioterapéuticos que toman como base las enzimas la topoisomerasa
de tipo IV y topoisomerasa de tipo 1l (girasa) en el ADN*, La sintesis de ADN puede verse
interrumpida por el acido p-aminobenzoico, por lo que interfiere en el metabolismo del &cido
folico que es requerido por ciertos microrganismos. En raras ocasiones puede presentar
inhibicién la ARN polimerasa, logrando asi un impedimento en la iniciacion de la sintesis
de ARN*. Existe una linea de antibidticos conocida como Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacino, ofloxacino) y Rifampicinas (rifampicina) .

Inhibicién en la funcion de la membrana celular

La membrana celular sirve como barrera selectiva de permeabilidad®®. Los antimicrobianos
actian como detergentes, introduciéndose dentro de las membranas citoplasmaticas
provocando asi mayor absorcion del microorganismo y posteriormente su muerte*4, Existen
antibidticos como: Polimixina B y Daptomicina bactericidas contra gramnegativas y

grampositivas*,
Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibiéticos

La resistencia antimicrobiana se presenta como un problema continto a un nivel mundial.
Se hace aun mayor cuando los microorganismos presentan mecanismo de resistencia y a la
vez poseen Optimas condiciones de transmision; no solo a la descendencia sino que también
a otras especies. Estos fendmenos de resistencia antimicrobiana son muy variados entre ellos
nombramos: bombas de eflujo, alteracion del antibi6tico en el sitio blanco, alteracion en las
barreras de permeabilidad, inactivacion del antibiotico por modificacion o destruccion de la
estructura quimica, siendo las que mas destacan debido a la complejidad de su mecanismo

de accion*-49,
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Tipos de mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos
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Figura N° 2. Tipos de mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos.

Fuente: Ryan K, Ray G: Tipos de mecanismos de resistencia bacteriana a los antibi6ticos. Sherris:
Microbiologia Médica. 6a Edicion. México, DF: McGraw-Hill p. 49

Tenemos diferentes tipos de mecanismos de los cuales se encuentran:
Bombas de eflujo

Transportan al antimicrobiano que se encuentra en el espacio periplasmico, hacia el exterior
de la célula sin modificaciones. Tal proceso es mediado por proteinas transmembranales,
con mayor frecuencia en las bacterias Gram negativas. Este mecanismo confiere resistencia

a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol y beta lactamicos®.
Alteracion del antibiotico en el sitio blanco

Modifica los sitios especificos de la célula bacteriana entre ellas la pared celular, membrana
celular y entre otras®®. Cuando el blanco se altera reduce su afinidad por el antimicrobiano,
el efecto inhibidor disminuye de manera proporcional, evitando asi una mutacién que origine
una resistencia®®. Por ejemplo, la modificacion por mutacion de los genes GyrA y GyrB que

ofrecen resistencia bacteriana a S. aureus, Pseudomonas aeruginosa y E. coli frente a las

23



quinolonas®. Debido a que los aminoglucosidos se enlazan en su sitio ribosémico y las

quinolonas en una de las cuatro subunidades posibles de topoisomerasa®.
Alteracién en las barreras de permeabilidad

En este mecanismo es importante recalcar la alteracion que sufre los receptores bacterianos,
los cuales intervienen alterando el correcto funcionamiento de la permeabilidad de la
envoltura de la célula bacteriana, provocando la disminucion del transporte activo a través
de la membrana celular®®. La causa principal por la que la mayoria de B- lactamicos son
menos activos con las bacterias gramnegativas, es la incapacidad de atravesar la membrana
externa. Las porinas son las encargadas de admitir la penetracion del antibiotico, razon
principal por la cual se origina resistencia, al existir alguna mutacion en los canales de dicha
proteina. Por ejemplo; la resistencia a imipenem que desarrollan las cepas P. aeruginosa
debido a pérdida de la proteina de la membrana externa que es mas importante en su

penetracion®:.
Inactivacion del antibidtico por modificacion o destruccion de la estructura quimica

En el presente mecanismo su caracteristica principal es de producir enzimas que rompen la
estructura quimica del antibiotico; las enzimas mas conocidas son las beta-lactamasas que
hidrolizan el ntcleo betalactamico rompiendo el enlace amida®. Las enzimas encargadas de
la modificacion de la estructura son cloranfenicol acetiltransferasa y ademas las que
modifican a los aminoglucosidos, lincosamidas y estreptograminas #’. Cabe resaltar que un
antimicrobiano es especifico como la eritromicina que cataliza la hidrdlisis del anillo lactona

del antibidtico.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

Tipo de investigacion

Enfoque mixto: se determind la existencia de bacterias patdgenas aisladas y se realizo tablas
estadisticas con la medicion de los halos de inhibicion de la resistencia antimicrobiana en
los productos agricolas del rio Chambo.

Cohorte transversal: se ejecuto en un lugar delimitado (lindante al rio Chambo) y tiempo

especifico, durante el periodo de abril — julio 2019.

Descriptiva: se recolectd los datos de estudio, en donde se describe la resistencia
antibacteriana de las bacterias de interés clinico encontradas en los cultivos agricolas en

sectores cercanos al rio Chambo.

De campo: se recolectd las muestras de diferentes puntos geograficos aledafios al rio
Chambo, se aisld e identifico las bacterias patdgenas y su resistencia antimicrobiana de los
diferentes productos agricolas.

No experimental: no se manipuld las variables, es decir, no se alterd las condiciones

existentes.

Determinacion de poblacién y muestra.

Poblacion: esté establecida por los diferentes sectores de produccién agricola, asociadas a
vegetales y hortalizas; los cuales son representativos en la zona de influencia de riego del rio
Chambo. De modo que se identifico 14 colonias bacterianas aisladas de los cultivos

agricolas.

Muestra: se emple6 un muestreo por conveniencia debido a la accesibilidad de cantidades
permitidas minimas por parte de los productores. Por consiguiente se recolect6 dos productos
en cada punto geografico, teniendo al final 12 muestras para el analisis microbioldgico.
Aislando e identificando 6 bacterias patogenas.

25



Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

e Técnicas: Observacion directa.

e Instrumentos: Guia de observacion, camara fotogréafica, protocolo de evaluacion de
CLSI.

Procedimiento
Identificacion de area de estudio

En el presente estudio se utilizo los productos agricolas encontrados en las cercanias (500m
a 1Km) de los puntos de muestras de las aguas del rio Chambo, la cual cubre una superficie
aproximada de 3.580 Km?. El recorrido de este rio atraviesa la provincia de Chimborazo el
cual consta de cantones como: Penipe, Guamote, Alausi, Chambo, Colta, Riobamba, y
Guano?. Donde se fijaron seis puntos para la recoleccion de los diferentes cultivos agricolas.
(Anexo N° 1, Figura N° 3).

Toma de muestra

Antes de la recoleccion de los cultivos agricolas, se identifico seis lugares de muestreo, se
tomo en cuenta la temperatura ambiente y la altitud. Se recolectd en bolsas estériles los
productos agricolas, para una mejor calidad de la muestra se recogio productos regados
directamente del caudal del rio Chambo, posteriormente se sello, se asignd su respectiva
codificacion a cada bolsa y se conservé en refrigeracion hasta el momento de su llegada al
laboratorio (Anexo N° 2). Cabe destacar que los vegetales y hortalizas se los obtuvo por
duplicado. Cada uno de los productos obtenidos fueron transportados al Laboratorio de
Microbiologia, Facultad de Ciencias de la Salud, en la Universidad Nacional de Chimborazo,
establecimiento donde se llevo a cabo analisis microbiologico.

En la tabla 2. Se observa la ubicacion de cada punto geografico de la recoleccion de los
productos agricolas vertidos con agua de regadio de la cuenca del rio Chambo conjuntamente

con su altitud.
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Descripcion de ubicacion y altitud en cada estacion de muestreo. (Tabla N° 2)

Puntos | Estacion de muestreo Ubicacion Altitud
Punto1 | Chambo A 100 m de la entrada a Chambo 2569
Punto 2 | San Antonio de Cebadas A 120 m Via Riobamba — Macas 2979
Punto 3 | Licto A 2 m de la Entrada de Licto 2730
Punto 4 | Cebadas A 200 metros de la entrada a Cebadas 2907
Punto 5 | Penipe Entrada de Penipe 2361
Punto 6 | Cubijies A 50 metros de la entrada a Cubijies 2479

Elaborado por: Guaman Maria.

Aislamiento de bacterias patdgenas presentes en la muestra

Una vez que las muestras de productos vegetales fueron transportadas al laboratorio de
Microbiologia, se realizo el andlisis microbioldgico con sumo cuidado para evitar posibles
contaminaciones, se desinfectd el area de trabajo con alcohol al 70% e hipoclorito de sodio
al 5% y se utilizo el equipo de proteccién personal necesario.

Del centro del producto vegetal se tomo 25 g (triturado) y posteriormente se realizo el pre-
enriquecimiento en 225 ml en agua peptonada e incubado por 24 horas a 37°C. Se tomé 1ml
de cultivo, se inoculd en 9 mL de agua peptonada e incubd por 24 horas a 37°C. De esta

forma se observara las colonias y se escogera las sospechosas (Anexo N° 3).
Preparacién de medios de cultivo.

Se seleccionaron los agares: MacConkey Acumedia®©, Sangre Himedia®©, Cistina Electrolito
Deficiente (CLED) DifcoTM, Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) DifcoTM y Miller

Hinton DifcoTM; que fueron preparados segun instrucciones del fabricante.

Todos los medios fueron autoclavados a 15 psi a 121 °C durante 25 minutos, se enfrid y se
coloco en cajas monopetry Greiner© estériles, con un volumen aproximado de 15 mL sobre
una superficie horizontal y en tubos anteriormente esterilizados un volumen de 5 mL
respectivamente. Posteriormente solidificado el medio de cultivo se procedié almacenar en

fundas de estériles para evitar la posible contaminacion a una temperatura de 2 — 8°C.
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Técnica de aislamiento de colonias

La técnica que empleada fue mediante siembra por agotamiento en el agar en McConkey
Himedia©, Sangre Himedia®©, se incubo en posicion invertida durante 24 horas a 37°C en
microaerofilia y aerobiosis. El aislamiento de las colonias se realizé a traves de resiembra,

donde se consiguio colonias puras, utilizando la técnica de agotamiento.
Tincion de Gram

La tincion de Gram es una técnica necesariamente fundamental para diferenciar las
propiedades de la pared celular de diferentes bacterias entre ellas gramnegativas y
grampositivas. El procedimiento comienza con el empleo de suero fisioldgico o solucion
salina al 0,9% en una placa portaobjetos y se realiz6 un frotis de las colonias puras obtenidas
de los diferentes agares con un palillo estéril. Se dejo secar al ambiente, para evitar las
alteraciones de la pared celular de las bacterias producto del calor del mechero,
posteriormente se fijé la muestra con calor aproximadamente tres veces. Para la tincién se
utilizé el protocolo creado por Hans Christian Gram: El cual consiste en cubrir el frotis de
la colonia con cristal violeta 1 minuto, afiadir lugol 1 minuto, decolorar el frotis con alcohol
cetona aproximadamente por 30 segundos y finalmente adicionar safranina 1 minuto. Cabe
recalcar que después de afiadir cada colorante se enjuaga con agua no directamente en la
muestra. Dejar secar al ambiente y observar al microscopio 6ptico a 100x usando aceite de

inmersion para una mejor calidad de observacion®?.
Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias patégenas

Para la identificacion de las bacterias patdgenas aisladas de los productos agricolas del rio
Chambo, se utilizaron diferentes pruebas entre ellas deteccién de enzimas (coagulasa,
oxidasa y catalasa), y bioquimicas como Kliger, Ureasa, Citrato, Malonato, Mio, LIA,
ademas de Bilis esculina. (Anexo N° 5)

Medicion de la resistencia antibidtica en las bacterias aisladas en los cultivos agricolas

Una vez identificadas las bacterias patdgenas se evalla la resistencia y sensibilidad a
diferentes antibidticos. Para ello se utilizd el método de Kirby Bauer llamada también
difusion en agar. Canton R. y de la Fuente N.>2°3, mencionan que es una “prueba cualitativa

que determina si un microorganismo es sensible, intermedio o resistente a los
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antimicrobianos probados”. Se utilizaron los siguientes antibidticos en discos: gentamicina
de baja carga (CN), kanamicina (K), &cido nalidixico (NA), oxacilina (OX), penicilina (P),
sulfa trimetropin (SXT), vancomicina (VA), tetracilina (TE), amoxacilina (AX),
azitromicina (AZM), ceftriaxone (CRO), ciprofloxaxina (CIP), colistina (CT), imipenem
(IMP), ceftazidime (CAZ), aztreonam (ATM), amoxicilina/acido, clavulanico (AMC),
cefoxitin (FOX), cefotaxima (CTX). Para la técnica se prepard una dilucion en NaCl 0,89%
de cada colonia aislada para asi poder confrontarlo a 0,5 de turbidez con el patron
McFarland. Se embebid con la solucidn anteriormente preparada un hisopo completamente
estéril en la suspension bacteriana y se sembré en Mueller Hinton tratando de cubrir por
completo la caja petri de forma uniforme en un intervalo de &ngulo de 60° a 70°.
Posteriormente se procedio a la colocacion de los discos de antibidticos con una pinza estéril
a 15 mm del borde y 20 mm de equidistancia. Se incubo las placas 24 horas a 37°C y
finalmente la lectura de resultados se realizé mediante el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio “CLSI” por sus siglas en inglés, guia internacional que mide la inhibicion:
Resistente (R), Sensible (S) o Intermedio (1).

Procesamiento estadistico

Se empleo el sistema operativo Microsoft Excel 2013, donde se logré realizar las tablas de
resultados obteniendo asi la frecuencia y el porcentaje de cada bacteria aislada en los cultivos

agricolas del rio Chambo
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron puntos estratégicos tomando como referencia la longitud del rio y las zonas
agricolas de los distintos sectores para la recoleccion de productos agricolas cercanos al rio
Chambo. Los puntos fueron: Chambo, San Antonio de Cebadas, Licto, Cebadas, Penipe y

Cubijies.

En latabla 3. Se detalla los datos de la temperatura de cada estacion de muestreo y su punto
de referencia oscila entre los 19°C y 20°C. Dando a conocer a Chambo con una temperatura
mayor (21°C) y San Antonio de Cebadas, Penipe y Cubijies con una menor (19°C) en

relacion a todos los lugares de muestreo.

Datos de temperatura ambiente obtenidos en cada estacion de muestreo durante la

recoleccion de productos agricolas cercanos del rio Chambo. (Tabla N° 3)

Puntos Producto | Estacion de | Bacterias aisladas N° cepas Temperatura
agricola muestreo bacterianas | Ambiente (°C)
Punto 1 | remolacha | Chambo E. cloacae 2 21
E. faecalis 1
Punto 2 | lechuga San Antonio C. amalonaticus, 1 19
de Cebadas P. vulgaris 1
Punto 3 | zanahoria Licto C. freundii 2 20
Punto 4 | frutilla Cebadas E. faecalis, 1 20
P. vulgaris 1
Punto 5 | papas Penipe C. freundii 2 19
Punto 6 | ocas Cubijies K. oxytoca 2 19
E cloacae 1

Elaborado por: Guaman Maria.

Segun Rios S el al?, la existencia de bacterias se manifiesta a los cambios relacionados con
las actividades antropogénicas. Madigan M et al®, afirman que las bacterias patdgenas
necesitan una temperatura éptima para su crecimiento que corresponde 37°C, sin embargo
existen patdgenos que tiene alta probabilidad de desarrollarse en temperatura que oscilan los
5°C a 65 °C. A exuberantes temperaturas (>65°C) se desnaturalizan los lipidos, las proteinas
y los &cidos nucleicos de la célula bacteriana. En cambio a bajas temperaturas (<5°C) se

disminuye el metabolismo y la membrana se vuelve mas rigida.
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Orozco J, Molina J*, en un estudio enfocado al aislamiento de bacterias patdgenas en el rio
Chambo, su temperatura oscila 20°C y 22°C. Presentando similitud con la temperatura donde

fue un factor clave para el desarrollo bacteriano.

Varela G et al®®, OMS/OPS®, la temperatura favorable para su multiplicacion esta establecida
por rangos segun su capacidad de crecimiento psicrofilas, crecen entre -5 y 30°C,
temperatura 6ptimo de 15°C; mesofilas, crece entre 10 y 45°C, con el éptimo a los 30°C y

termofilas, que crecen entre 25 y 80°C, con el 6ptimo en 55°C.

En la Tabla 4. Se muestra la distribucion porcentual de las bacterias aisladas segun la
coloracion Gram, observandose en 4 bacterias Gram negativas (83,3%) y Gram positivas 1

(16,7%) respectivamente.

Distribucion porcentual de las bacterias aisladas segun la coloracion de Gram. (Tabla N° 4)

Técnica de tincion Gram | Frecuencia (n) | Porcentaje (%)
Gram negativas 5 83,3
Gram positivas 1 16,7
Total 6 100

Elaborado por: Guamén Maria.

Rios S et al?? y Salinas L, et al?®, confirman nuestros hallazgos mencionando que es su
mayoria las bacterias de interés clinico encontradas en agua de rios, vegetacion y suelos son

enterobacterias que estan asociadas a contaminacién fecal.

De acuerdo a Murray et al®” y Sherris et al®®, el género Enterococcus no es cominmente
encontrado en agua de rio y vegetacion mas bien indican contaminacion fecal. Farkas et al®’,
menciona que principalmente las bacterias vinculadas a la alteracidon antropogénica son las

enterobacterias.

Orozco J, Molina J/, aislaron e identificaron 9 especies de gramnegativos pertenecientes a

la familia Enterobacteriaceae equivalente a (81,8 %).

En la tabla 5 se evidencian las diferentes bacterias aisladas de los productos agricolas de la
Cuenca del rio Chambo, de un total de 13 colonias aisladas, se identifico 5 bacterias
patdgenas al humano utilizando pruebas fisiologicas y bioquimicas para gramnegativos y

grampositivas.(Anexo N° 4)

31



Bacterias patdgenas aisladas de los productos agricolas de la Cuenca del rio Chambo (Tabla
N° 5)

Hallazgo bacteriano

Familia Género Especie Frecuencia | Porcentaje
(n) (%)
Citrobacter amalonaticus, freundii
Enterobacteriaceae Enter(_)bacter loacae 5 83,3
Klebsiella oxytoca
Proteus vulgaris
Enterococcaceae Enterococcus | Faecalis 1 16,7
TOTAL 6 100

Elaborado por: Guaman Maria.

Rios S et al?2, manifiesta que “la existencia de bacterias, parasitos, virus y hongos en el agua
surge eventualmente por efecto directo o indirecto de cambios en el medio ambiente.” En su
mayoria son bacterias entéricas, existen actividades como son las agropecuarias, existencia
de abonos organicos con restos fecales de diferentes animales; la utilizacion inadecuada de
aguas residuales en los cultivos y actividad agricola que favorecen la contaminacion del agua
afectando la calidad microbioldgica de las fuentes acuaticas. Existe muy baja probabilidad
de encontrar bacterias grampositivas a excepcién del género Enterococcus que se debe a

contaminacion fecal.

Farkas et al®’, da a conocer diversos patdgenos que fueron identificadas como posibles
bacterias de preocupacion tales como E. fergusonii, K. oxytoca y K. pneumoniae. La
contaminacion microbiolégica de origen fecal animal y humano en las fuentes de agua dulce;
presenta un riesgo al introducir elementos genéticos responsables de la resistencia bacteriana

que pueden perpetuarse en el medio ambiente.

Kasper et al®®, establece que el género Enterobacter y Citrobacter son patdgenos
comunmente encontrados en agua, suelos, vegetacion y flora normal de animales, causantes

principales de infecciones en el tracto gastrointestinal.

Orozco J, Molina JY, determind la presencia de agentes patogenos, lograndose aislar
bacterias de interés clinico con resistencia antimicrobiana entre ellas: Citrobacter freundii,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca,

Pseudomonas spp, y Enterococcus spp, en las aguas del rio Chambo.
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En la tabla 6 se muestra las diferentes bacterias patdégenas aisladas en cada uno de los puntos
de recoleccion de cultivos agricolas que recorre el rio Chambo, se observa que en el cantén
San Antonio de Cebadas, Licto, Cebadas y Penipe fueron encontradas dos especies

(14,29%), mientras que en Chambo y Cubijies 3 especies (21,42%).

Distribucion de las bacterias patdgenas segun la estacion geografica de muestreo. (Tabla N°
6)

Bacterias patdgenas

E = © (5}

S Blgls|g |2 |S|z®

© > < o > &} (<} c

E 1o | =352 | 3|8
© W= 3] 3 s L o | =
5 . . A g . . “~ 1 o c\
Estacion de muestreo © |0 |W x| W jnLga<
Puntol | Chambo 2 1 3 | 21,42
Punto 2 | San Antonio de Cebadas 1 1 2 | 14,29
Punto 3 | Licto 2 2 | 14,29
Punto 4 | Cebadas 1 1 2 | 14,29
Punto 5 | Penipe 2 2 | 14,29
Punto 6 | Cubijies 1 2 3 |21,42

TOTAL 14 | 100

Elaborado por: Guaman Maria.

Chambo y Cubijies fueron las estaciones de muestreo donde se aisl6 mayor cantidad de
bacterias patdgenas con un porcentaje de 21,42%, seguido de San Antonio de Cebadas,
Licto, Cebadas y Penipe 14,29%,; mismos datos que evidencian la presencia de diferentes
especies de bacterias de interés clinico que provocan enfermedades gastrointestinales al ser

humano.

Orozco J, Molina J¥/, presentaron hallazgos relevantes en cada estacion de muestreo como:
“Cebadas y Penipe se aislé gran cantidad de especies bacterianas patdgenas con un

porcentaje 27,2%, seguido de Chambo y Cubijies 18,1%.”

Bautista, 8y Jaque E, et al®®, evidencian la existencia de coliformes fecales, las cuales son
igual de patogenas en las dos épocas del afio tanto lluvias y clima célido; se presenta
coliformes correspondiente a la presencia de Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. Sin
embargo, ésta se encuentra proxima a alrededor de actividad humana, actividad ganadera lo

gue da una alta probabilidad del aumento de crecimiento bacteriano en el rio Chambo.

33



Se midio la resistencia antimicrobiana de las diferentes bacterias aisladas de los productos
agricolas regadas con el agua del rio Chambo. Se realizo la interpretacion del antibiograma
empleando la guia Internacional Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) la cual
permite medir fenotipicamente la sensibilidad y resistencia a los antibioticos (Anexo N° 9).

En la tabla 7. Se indica el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos,
presentando en bacterias como: Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Proteus
vulgaris resistencia de ceftazidime (CAZ) e imipenem (IMP); catalogandolo como fenotipo
de B-lactamasa AmpC inducible y Enterobacter cloacae resistencia a amoxicilina (AX) y
cefoxitin (FOX) identificandola como fenotipo de B-lactamasa AmpC plasmidica (Anexo
N° 7).

Patron de resistencia y sensibilidad a antibioticos de las bacterias patdgenas pertenecientes

a la familia Enterobacteriaceae. (Tabla N° 6)

T

Microorganismo CN AN AMC CTX

Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii (Cepa 1)
Citrobacter freundii (Cepa 2)
Enterobacter cloacae(Cepa 1)
Enterobacter cloacae(Cepa 2)
Klebsiella oxytoca

Proteus vulgaris (Cepa 1)
Proteus vulgaris (Cepa 2)

D= —0w»—
————3»-3|x
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CN: gentamicina de alta carga; K: kanamicina; CT: colistin; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; AN: acido
nalidixico. AMC: amoxicilina/acido, clavulanico; CTX: Cefotaxima.

Elaborado por: Guaman Maria.

Microorganismo SXT CRO CAZ IMP ATM AX FOX
Citrobacter amalonaticus S S S S S R
Citrobacter freundii (Cepa 1) S S R R S R -
Citrobacter freundii (Cepa 2) I R I S R S -
Enterobacter cloacae(Cepa 1) S S R R S R R
Enterobacter cloacae(Cepa 2) S S S S S S S
Klebsiella oxytoca S S S S S R S
Proteus vulgaris (Cepa 1) S S R R S R -
Proteus vulgaris (Cepa 2) S S S S S R -
SXT: sulfa trimetropin; CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime; IMP: imipenem; ATM: aztreonam. AZM:
azitromicina; AX: amoxicilina; FOX: cefoxitin;

Elaborado por: Guaman Maria.
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Los resultados obtenidos muestra que Enterobacter cloacae presenta AmpC; este
mecanismo se expresa hidrolizando las cefalosporinas de primera (cefalotina) y segunda
generacion (cefuroxima), incluidas las cefamicinas (cefoxitina y cefotetan). En menor
medida las de tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), usualmente son
muy poco eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima y

cefpiroma) y los carbapenémicos (imipenem y meropenem) >%-50,

En el caso de Enterobacter cloacae se identificd como fenotipo de B-lactamasa plasmidica
(Imagen N° 1), debido a que carecen de ampR en su genoma cromosomico; ésta proteina se
encarga de unirse al ADN y a laampC, ademas actuia como represor de ampC. Generalmente
éstas se expresan constitutivamente ampC no inducible®’. Su produccion basal puede
incrementar debido a las variaciones localizadas en el gen y la existencia de multiples
plasmidos en los genes®. Orozco J, Molina J%, present6 la existencia de betalactamasas de
tipo AmpC, en cepas baterianas de Enterobacter aerogenes, la cual se observé una

resistencia a amoxicilina (AX) y cefoxitin (FOX).

Imagen N° 1: Resistencia a amoxicilinay cefoxitin en Enterobacter cloacae.

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii y Proteus vulgaris son enterobacterias que se
identifico como fenotipo de B-lactamasa AmpC inducible®® (Imagen 2, 3, 4). El grado de
induccion depende del tipo de inductor y es maximo con inductores fuertes como la
cefoxitina y los carbapenémicos sumada a la pérdida de porinas en la membrana externa, su
expresion puede estar desrreprimida establemente de forma parcial o total (mutaciones en

genes reguladores de tipo ampD y ampR), dando lugar a la produccién estable de grandes
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cantidades de AmpC. Cabe recalcar que el &cido bordnico y sus derivados son inhibidores

de B-lactamasas tipo AmpC®2,

Imagen N° 2: Resistencia de Imagen N° 3: Resistencia de ceftazidime e
ceftazidime e imipenem en Citrobacter imipenem en. Proteus vulgaris.
freundii.

Imagen N° 4: Resistencia de ceftazidime e

imipenem en Enterobacter cloacae.
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En la tabla 8. Se manifiesta el patron de resistencia y sensibilidad a antibioticos del género

Enterococcus faecalis. (Anexo N° 7)

Patron de resistencia y sensibilidad antimicrobiana del Enterococcus faecalis (Tabla N° 6)

Microorganismo CN K TE CIP VA AX P

Enterococcus faecalis S | S S R S R
CN: gentamicina de alta carga; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; VA: vancomicina; AX:
amoxicilina; P: penicilina..

Elaborado por: Guaman Maria.

Murray et al®” y Sherris et al®®, afirman que la familia Enterococcaceae, una de las especies
mas conocidas son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. Cabe recalcar que la
combinacién con gentamicina de baja carga, presenta una resistencia natural a Enterococcus
faecalis*®. Con mayor frecuencia adquiere resistencia a vancomicina, esto debido a una
mutacion en el gen vanA que es transferible, se encuentra localizado en el trasposon Tn1546,
generalmente en un plasmido, rara vez se ha transferido al cromosoma. Este trasposon
codifica proteinas que intervienen en la resistencia vanR y vanS, implicadas en la regulacion
del gen de resistencia vanA, son las responsables directas de la resistencia a glucopéptidos®?.

(Imagen N° 5)

En una investigacion realizada por Mur L y Marcillo K!8 presenta al género Enterococcus
en las aguas de regadio de los rios de la provincia de Chimborazo, confirmando asi la
probable existencia de la familia Enterococcaceae en el rio Chambo, utilizado como regadio

para el cultivo de los diferentes productos vegetales.

Imagen N° 5: Resistencia a vancomicina y

penicilina de Enterococcus faecalis
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CONCLUSIONES

1. Se recolectaron los cultivos agricolas vertidos con agua de regadio de la cuenca del
rio Chambo en seis puntos geograficos, estos lugares fueron: Chambo, San Antonio
de Cebadas, Licto, Cebadas, Penipe y Cubijies. Para su anélisis bacteriol6gico fue
necesario medir la temperatura ambiente de cada estacion de muestreo, ademas de la
altitud plasmandolos en la guia de observacion conjuntamente con su codificacion y
dichos valores se presentaron dptimas para el crecimiento bacteriano.

2. Se aislo e identifico de un total de 6 bacterias patdgenas al ser humano procedentes
de los diferentes productos agricolas recolectados de los puntos geogréficos del rio
Chambo. Las bacterias fueron identificadas mediante el uso de pruebas fisioldgicas
y bioguimicas tanto para gramnegativas y grampositivas. La mayor cantidad de
bacterias fueron halladas en Cubijies (23,10%), y la familia méas presente pertenece
a Enterobacteriaceae. (83,3%) entre ellas: Citrobacter amalonaticus, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris vy
Enterococcaceae (16,7%) la cual fue Enterococcus faecalis.

3. Se midio la resistencia antimicrobiana de las bacterias de interés clinico, la mayoria
de las cepas de Enterobacterias aisladas se mostraron susceptibles a los antibidticos
probados solo un escaso porcentaje mostro resistencia a algunos antibidticos. De
modo que, fenotipicamente los resultados para para gramnegativos presentaron
mecanismos de resistencia p-lactamasa AmpC inducible. Los presentes resultados
evidencian la existencia de bacterias patdgenas resistentes a antibiéticos de uso
clinico en los productos agricolas de la Cuenca del rio Chambo, considerandolo asi
altamente contaminados, ademas de ser causa principal de multiples infecciones

gastrointestinales.
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RECOMENDACIONES

1. En los productos agricolas recolectados de la Cuenca del rio Chambo se hallaron
bacterias de interés clinico resistentes a antibioticos, este hallazgo es sumamente
importante; ya que se recomienda mayor cautela por parte del Ministerio de Salud
Publica perteneciente a la provincia del Chimborazo y el Gobierno Auténomo
Descentralizado municipal de Chambo, del empleo de las aguas del rio Chambo
siendo estas regadas en los cultivos, asi como la produccion de sus vegetales que son
regados por el rio.

2. Se recomienda evitar el empleo de fertilizantes en el suelo conjuntamente con
materia organica, ya que esta accion favorece la proliferacion de bacterias y a
Optimas condiciones proporciona aumento del crecimiento bacteriano que es fuente
de contaminacion de los productos vegetales.

3. Serecomienda sensibilizar a la poblacion de la provincia de Chimborazo informando
sobre el efecto que conlleva el manipular y consumir alimentos contaminados con
bacterias patdgenas, estas generalmente son transmitidas de manera fecal a los
alimentos de origen vegetal. Las consecuencias se ven reflejadas en las infecciones
gastrointestinales, priorizar medidas higiénico-sanitaria a los agricultores.

4. Se sugiere continuar con este tipo de investigaciones para identificar la existencia de
bacterias de interés clinico en distintos lugares del Ecuador mediante equipos
automatizados, con el fin de facilitar la identificacion de género y especie;
erradicando asi el origen de diferentes tipos de bacterias multiresistentes a

antibioticos.
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ANEXOS



Anexo N° 1: Localizacion de los puntos geograficos para la

recoleccion de productos vegetales del rio Chambo.
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Figura N° 3. Localizacién de las estaciones de muestreo a lo largo de la microcuenca del

rio Chambo.

Fuente: Cordovéz M. 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. UNACH



Anexo N° 2: Modelo y fichas de observacion de cada estacion

de muestreo a lo largo de la cuenca del rio Chambo.



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:

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:

Estudiante

Agua

Cual:

(s6lo para agua)

Tutor

Fuente: Cordovéz M. 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. UNACH



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 Ia
provincia de Chimborazo, Ecuador”

N*de muestra: 2.1 4 N

Nombre del estudiante: Marla Geedalupe Gueman Dokl

Fecha; 1-0v- 109

Muestra: Agua ~ Producto Agricola v Rio:

Muestra tomada en (lugar): Chanke

Temperatura: Medio Ambiente _31°c Agua (solo para agua)
PH:_ {s6lo para agua)

Observacion:

Presencia de animales en los cultivas:

Viviendas colindantes; *"‘_

Otra fuente gue se considere contaminacion: Cudl:

Realizado por:

Estudiante Tutdr

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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 miego utilizadas en la agricultura en la
provincia de Chimborazo, Ecuador™

Nde muestra; 2.1 2

Nombre del estudiante: Moro Gordalepe Gromds Chofpla
Fecha: 3 ¢y 20

Muestra: Agua Producto Agricola v Rio:

Muestra tomada en (lugar):  Chamko

Temperatura: Medio Ambiente _21°¢ Agua (solo para agua)
PH: {solo para agua)
Observacion:

Presencia de animales en los cultives: v
Viviendas colindantes:; _~

Otra fuente que se considere contaminacién: Cual:

Realizado por:

Y
(ol

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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 cn la agricultura en la
provincia de Chimborazo, Ecuador”

N° de muestra: (¢ 2111

Nombre del estudiante: Mar Cocdalepe Cormdn Qlicble

Fecha: 3 - 03 - 2019

Mucstra: Agua ____ Producto Agricola ¢~ Rio:

Muestra tomada en (lugar): Fen Aekénio de Cebodas

Temperatura: Medio Ambiente _|1°¢ Agua (solo para agua)
PH: __ (solo para agua)

Observacidn:

Presencia de animales en los cultivos: v

Viviendas colindantes: _v”

Otra fuente que se considere contaminacién: ___~ Cual:

Realizado por:

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA

" PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana ocasionado por
la contaminacion bactenana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en la
provincia de Chimborazo, Ecuador™

N° de muestra: . .2

Nembre del estudiante: fara Geadalupe Coaman Chokn

Fecha: 1 - 01 - 3619

Muestra: Agua Producto Agricola _« Rio:

Muestra tomada en (lugar): Jan hrkeme de e beclons

Temperatura: Medio Ambiente 14°¢ Agua (s6lo para agua)
PH: _ (solo para agua)

Observacion:

Presencia de animales en los cultivos: L

Viviendas colindantes: L

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual;

Realizado por:

Gtk i)
Estudiante \—F'UW ‘

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA

PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana acasionado por
la contaminacion bacteriana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en la
provincia de Chimboraza, Ecuador”

N*de muestra: 2.301-

Nombre del estudiante: Mants Geodalope Geomen Chekla
Fecha: 3 - 02 - 90

Muestra: Agua Producto Agricola_«~  Rio:

Muestra tomada en (lugar): Licte

Temperatura: Medio Ambiente _joc Agua (solo para agua)
PH: _ (s6lo paraagua)

Observacidn:

Presencia de animales en los cultivos: __ "

Viviendas colindantes: /

Otra fuente gue se considere contaminacidn: Cual:

Rezlizado por:

Estudiante u

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA

PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana ecasionado por
la contaminacion bacteriana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en la
provincia de Chimborazo, Ecuador”

N de muestra: 2 52

Nombre del estudiante: Meoad Coodalope Goarmen Chabla

Fecha: 3oy - 2l

Muestra: Agua Producte Agricola v Ria:

Muestra tomada en (lugar): Lide

Temperatura: Medio Ambiente 35 ¢ Agua (solo para agua)
PH: _ (solo para agua)

Observacion:

Presencia de animales en los cultivos: _f/_

Viviendas colindantes: __~

Otra fuente que se considere contaminacién: __ =~ Cual:

Realizado por:

Estudiante \"—‘rt:tg/ R

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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: 2 4. 1.

Nombre del estudiante:  Manti Gundatope Bucman Clck (cr

Fecha: 3 -v3 - Jery

Mugestra: Agua Producto Agricola_ ¥~ Rio:
Muestra tomada en (lugar): Cekedas

Temperatura: Medio Ambiente 207c Agua (solo para agua)

PH: (solo para agua)
Observacion:
Presencia de animales en los cultivos: _«

Viviendas colindantes: i

Otra fuente que se considere contaminacion: Cudl:
Realizado por:
O _‘\ .
{ ] N
f [ ff ' u‘#ﬁ#/ Xf— L)
=
Estudiante Tut }

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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: _2.42-

Nombre del estudiante: Mont [’.(ri(l’:rh:ﬂ Gueman Chedsfee

Fecha: 1oy 2o

Muestra: Agua Producto Agricola _+”  Rio:

Muestra tomada en (lugar):  Cebadas

Temperatura: Medio Ambiente  9¢c7c Agua (solo para agua)
PH:  (s6lo paraagua)

Observacién:

Presencia de animales en los cultivos:

Viviendas colindantes: _,-'"_/

Otra fuente que se considere centaminacian: Cudl:

Realizado por:

Sl

— 1

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA

PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana ocasionado por
la contaminacién bacteriana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en la
provineia de Chimborazo, Ecuador”™

N° de muestra: | 2.5.1.

Nombre del estudiante:  Mann Goadelepe Et;crmu_;_\_ _(_’Iml-‘-":

Fecha: 7.0% 2o

Mucstra: Agua Producto Agricola__«” Rio:

Muestra tomada en (lugar): lri-’vnqr'r’

Temperatura: Medio Ambiente [7°c Agua (solo para agua)
PH: _ {solo para agua)

Observacién:

Presencia de animales en los cultivos: ;

Viviendas colindantes: _/»_(__

Otra fuente que se considere contaminacion: _~ Cual:

Realizado por:

£z

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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
provineia de Chimborazo, Ecuador”

N®de muestra: 2.5-3.

Nombre del estudiante: Won Guadalipe Coamen Clacbler
Fecha: 3.01.101

Muestra: Agua Producto Agricola _ ¢”  Rio:

Muestra tomada en (lugar):  T2nipe

Temperatura: Medio Ambiente _177c Agua (solo para agua)

PH: {s0lo para agua)
Observacién;

Presencia de animales en los cultivos:
Viviendas colindantes: L//

Otra fuente que se cansidere contaminacion: Cual:

Realizado por:

D

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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: 2.6

Nombre del estudiante: Mona Condalope Gogmen Olaerble,
Fecha: 3= ©3%- 2o

Muestra: Agua Producto Agricola_«" _ Rio:

Muestra tomada en (lugar): _ Qo iés

Temperatura: Medio Ambiente _ [9°¢ Agua (s6lo para agua)
PH: _ (solo para agua)

Observacion:

Presencia de animales en los cultivos: _ <~

Viviendas colindantes: ___~~

Otra fuente que se considere contaminacién: Cudl:

Realizada por;

ey
=

~= s
Estudiante Tuto

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



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: 2.&.7

Nombre del estudiante: Weint Coaeilepe Gocrman Clicibie,

Fecha: 3 01 200

Muestra: Agua Producto Agricola v Rio:

Muestra tomada en (lugar): Qt'}-nl;u it

Temperatura: Medio Ambiente 11°c Agua (s6lo para agua)
PH: ____ (solo paraagua)

Observacion;

Prasencia de animales en los cultives: L

Viviendas colindantes:

Otra fuente que se considere contaminacion: Cudl:

Realizado por:

Estudiante

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Anexo N° 3. Protocolo para trabajar con productos agricolas

recolectados de la cuenca de rio Chambo.



PROTOCOLOS PARA TRABAJAR

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”

Toma de muestra de los productos agricolas en las cercanias (500m a 1Km) de los puntos de

muestras de las aguas del rio Chambo.
Recolectar en bolsas estériles los productos agricolas.

producto 25g (triturar)

Alimento: Tomar del centro del

AV 4

Pre-enriquecimiento 225 ml en Agua :>
peptonada e incubar por 24 h a 372C

Tomar 1ml de cultivo e inocular en
9ml de agua peptonada e incubar por

24 horas a 372C

Observacidn de las colonias y escoger las
sospechosas, realizar coloracién de Gram
(tincidon, morfologia y disposicion)

AV 4

Gram positivas

Gram negativas

N\

4

Identificacion por pruebas
fisioldgicas y bioquimicas

Género y especie

Antibiograma por
Kirby Bauer

Fuente: Cordovéz M. Impacto sobre la salud humana ocasionado por la contaminacién bacteriana de las

aguas de riego utilizadas en la agricultura en la provincia de Chimborazo, Ecuador. UNACH




Anexo N° 4. Muestras analizadas, con 14 cepas aisladas y 6

bacterias patdgenas identificadas.



S.A
Cebadas

Licto

Cebadas

Penipe

Cubijies

#2

#3

#4

#5

#6

221

2979 19°C Lechuga

Citrobacter

a)
LUGAR| N° | CODIGO Eg TAC| cao Q| GENERO | ESPECIE
<
2.1.1 2569 21°C | Remolacha | Enterobacter Cloacae
Chambo | #1 2.1.2 2569 21°C | Remolacha | Enterobacter Cloacae
2.1.2 2569 21°C | Remolacha | Enterococcus Faecalis

amalonaticus

2.2.2

2979 19°C Lechuga

Proteus

Vulgaris

2.3.1 2730 20°C | Zanahoria Citrobacter Freundii
2.3.2 2730 20°C | Zanahoria Citrobacter Freundii
. ___________________ |
24.1 2907 20°C Frutilla Enterococcus Faecalis
2.4.2 2907 20°C Frutilla Proteus Vulgaris
|
25.1 2361 19°C Papas Citrobacter Freundii
2.5.2 2361 19°C Papas Citrobacter Freundii
|
2.6.1 2479 19°C Ocas Klebsiella Oxytoca
2.6.2 2479 19°C Ocas Enterobacter Cloacae
2.6.2 2479 19°C Ocas Klebsiella Oxytoca

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio

Chambo. UNACH




Anexo N°5: Resultados de las pruebas fisiologicas realizadas

en la identificacion de Bacterias Gram positivas.



N° Microorganismos CAT BE

1  Enterococcus faecium (Cepa 1) - +

2  Enterococcus faecium (Cepa 2) - +

CAT: catalasa; BE: Bilis esculina.

Elaborado por: Guaméan Maria.




Anexo N° 6: Resultados del antibiograma realiza a las
bacterias gramnegativas de interés clinico conjuntamente con

su interpretacion segun la guia de internacional CLSI.



CN K CT TE CIP AN AMC CTX

N Microorganismos Mm [Int [mm [Int [mm [Int [Mm [Int [Mm [Int [Mm |[Int |Mm [Int |[mm |[Int
1 Citrobacter amalonaticus 13 I 10 R 14 S 26 S 25 S 19 S - - - -
2  Citrobacter freundii (Cepal) 15 S 16 I 13 S 22 S 27 S 23 S - - - -
3  Citrobacter freundii (Cepa2) 19 S 20 S 14 S 24 S 27 S 21 S - - - -
4 Enterobacter cloacae(Cepal) 14 I 11 R 14 S 22 S 26 S 21 S - - - -
5  Enterobacter cloacae(Cepa2) 17 S 17 I 0 R 14 I 30 S 24 S - - - -
6 Klebsiella oxytoca 16 S 16 I 14 S 26 S 29 S 22 S 16 I 25 I
7 Proteus vulgaris (Cepa 1) 14 I 14 I 13 S 21 S 25 S 20 S - - - -
8 Proteus vulgaris (Cepa 2) 15 S 17 I 14 S 21 S 30 S 21 S - - - -

CN: gentamicina de alta carga; K: kanamicina; CT: colistin; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; AN: acido nalidixico. AMC: amoxicilina/acido, clavulanico; CTX: Cefotaxima.

N° Microorganismos SXT CRO CAZ IMP ATM AX FOX
Mm [Int [Mm [Int [mm [Int [Mm [Int [Mm [Int [Mm [Int |[mm [Int
1 Citrobacter amalonaticus 23 S 33 S 24 S 22 S 30 S 0 R 19 S
2  Citrobacter freundii (Cepal) 23 S 27 S 21 R 22 R 28 S 0 R - -
3  Citrobacter freundii (Cepa2) 21 I 25 R 24 I 22 S 27 R 0 S - -
4 Enterobacter cloacae(Cepal) 24 S 27 S 27 R 22 R 30 S 0 R 0 R
5  Enterobacter cloacae(Cepa2) 21 S 29 S 26 S 28 S 33 S 23 S 21 S
6 Klebsiella oxytoca 25 S 29 S 27 S 27 S 30 S 11 R 29 S
7 Proteus vulgaris (Cepa 1) 22 S 25 S 22 R 20 R 27 S 0 R - -

8 Proteus vulgaris (Cepa 2) 19 S 31 S 26 S 19 S 30 S 0 R - -

SXT: sulfa trimetropin; CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime; IMP: imipenem; ATM: aztreonam. AZM: azitromicina; AX: amoxicilina; FOX: cefoxitin;
Elaborado por: Guamén Maria.




Anexo N° 7: Resultados del Antibiograma diametro de los
halos formados Bacteria Gram positiva realizado a

Enterococcus faecium. e Interpretacion de acuerdo a la guia
Internacional CLSI.



CN K TE CIP VA AX P

N® Microorganismos mm |[Int [Mm |[Int [mm [Int [Mm [Int [Mm [Int [Mm |Int [mm |Int

1  Enterococcus faecium (Cepa 1) 10 I 14 I 26 S 16 I 18 S 30 S 25 S
2  Enterococcus faecium (Cepa 2) 16 S 16 I 30 S 21 S 5 R 17 S 0 R

CN: gentamicina de alta carga; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; VA: vancomicina; AX: amoxicilina; P: penicilina.

Elaborado por: Guaméan M.



Anexo N° 8. Interpretacion del didmetro de la zona de
inhibicion por el método de difusion para Enterobacteriaceae

y Enterococcaceae. (Adaptado del CLSI)



Interpretacidn del diametro de la zona de inhibicion por gf
métado de difusion para: Enterobacteriaceas (Adaptado del CLS],
tabla 2 A. Disk Diffusion 201 9)

—L1. my
fetiaid 2L

B o o b,

Condiciones para 1a pricha: Control de Calidad: f
Medio: Mucller-Hinton Agar Escherichia coli ATCC 25922
Incubacidn: 35 £2°C, 1618 horas Escherichia coli ATCC 35218 (betatactamasas) é
i
Antimicrobiano | Simbolo Contenido ' Diametro en mm |
’ | deldisco | —]
1 | wy S| T TR j
Ampicilina [ AMP 0 sz | 14416 | <3
Piperacilina | pp Ty =21 | 1820 | g7
'AmoxicilinafAc. Ciay [ AMC | 20110 218 | 14947 | Cq3 |
fmplciliniSulbactan 1T AMS 1010 | 15 | 1214 INESTIN
|

eberacilinalTazobactam | 'PTz |~ 10010 | 321 | 7820

Cefazolia " T KZ T30 ao3 12027 gy |
Cottotng _ oF e STH i ]
[Cefepime T rep E ST N
Cefoxitna_— | Fox | pp Lz18 [ 157 | 14 ]
| Cefotaxima o CCTX 30 [ 226 | 23-25 | <22 |
Ceftraxona | cro | _0 22 [ 202 | <qp |
Ceftazidima | Gaz - I T e LT |
| Cefuroxime | CXM | 30 [ =218 | 1517 oS4
| Aztreonam oatM T U s21 1820 L7 |
lImipenem e ] 10 | 223 | 20-22 | <19
Weropenem M0 Taaa 2022 s
Gentamicina .| gN 10 [ 215 [ 13414 | <12 ]
i Amikacina Ak a0 [ 217 | 15-16 | <14 |
Coamicing T K30 aig 147 eis
Ciprofioxacina LGP 5 ] »26 | 2225 | s21 |
| Levofloxacina O LEV 5 =22 | 1521 | <14 |
‘Norfloxacina | NORTTTTO Ty ke | <1z |
Ac. Nalidixico _..[_ NA 30 | 219 | 14-18 | 13 |
| Trimetoprim- | "S_)ET""'{1.25!2_.’3,—?5_i— =18 ’ 11-15 | <10 |
Sulfametoxazol | { B S
(Cloranfenical [~ ¢ g5 =18 137 | <qp
Nitrofurantoina F | soo ] 217 | 15-16 | <14 |
.Fbsfomlf:ﬁ"a__-— | Fos | o0 | 216 | 13-15 | <12 |
i Tetreaciclina i TE | | 215 12-14 1 <11 |
f‘,_ _-' . “;;:j — :E_ 1'?_
AU R e e =

Fuente: Hindler J, Schuetz A. CLSI Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility Te_sting._bITev. CLeSr::
[Internét]. [ci'tado 10 de sep de 2019]; 4(1). Disponible :

https://clsi.org/media/2270/clsi_astnewsupdate_june2018_final.pdf



+ Tabla 2D. Interpretacion del diametro de la zona de inhibicién por
el método de difusion para: Enterococcus spp.
(Adaptado del CLSI, Tabla 2D — M2- Disk Diffusion 2019).

Condiciones para ia prucba:
Medio: Mueller-Hinton Agar
Incubacién: 35 +°C. 16-18 horas
24 horas para Vancomicina
Vancomicina—24 horas

Control de Calidad:
Staphylococcus aureus ATCC 25923

|Antimicrobiano Contenido Diametro en mm

| del disco S T R

1 L (ug)

Penicilina P 10 unidades 205 | am G (S04
Ampicilina 7 AMP 10 =17 - | =16
Vancomicina VA 30 _ 217 | 15-16 <14
Eritromicina | E 15 | >33 | 1422 | <13
Tetraciclina TE 30 =19 | 1518 | <14
Doxiciclina DOC 30 =16 | 13-15 <12
Miniciclina mC 30 {219 15-18 <14 |
Ciprofloxacina CIP 5 [ 221, 16-20 <15 |
Levofloxacina LEV 5 | 217. | 1416 | <13

| Norfloxacina NOR i ¥ =17 | 1316 | <12
Nitrofurantoina F 300 217 15-16 <14
Fosfocina FOS 200 =16 13-15 <12
Cloranfenicol cL. [ 30 [ =18 [ 1317 | <12

Fuente: Hindler J, Schuetz A. CLSI Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Rev. CLSI.
[Internet]. [citado 10 de sep de 2019]; 4(1). Disponible en:
https://clsi.org/media/2270/clsi_astnewsupdate_june2018_final.pdf



Anexo N° 9. Evidencias fotograficas.



Imagen N° 6: Recoleccion de remolacha, punto de muestreo Chambo.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH

Imagen N° 7: Recoleccidon de lechuga, punto de muestreo San Antonio de Cebadas.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 8: Recoleccidn de zanahoria, punto de muestreo Licto.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH

Imagen N° 9: Recoleccién de frutilla, punto de muestreo Cebadas.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 10: Recoleccion de papa, punto de muestreo Penipe.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH

Imagen N° 11: Recoleccion de ocas, punto de muestreo Cubijies.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 12: Pre-enrequecimiento de los productos agricolas para obtencién de bacterias.
A) Preparacion de agua peptonada. B) Incubacién a 24 horas, 37°C, en agua peptonada los
vegetales. C) Trasvase de agua peptonada a tubos de ensayo estériles. D) Trasvase del

primer enriquecimiento de productos, a tubos con agua peptonada, incubacién 24 horas a

37°C.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 13: Técnica de aislamiento de colonias. A) Siembra en Agar MacConkey y

Sangre. B) Incubacién a 37°C por 24 horas.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH

Imagen N° 14: Identificacion de bacterias mediante bateria bioquimica. A) Inoculacion de cepas
bacterianas en la bateria bioquimica. B) Incubacion de bioquimicas a 37°C, por 24 horas.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 15: Interpretacion de bateria bioquimica. Kliger (K): Determina la fermentacion
de lactosa, glucosa, productora de gas y H2S. Ureasa (U): Capacidad de desdoblar la Urea.
Citrato(C): Utiliza citratoo como fuente de carbono. Malonato (MA): Uso de Malonato como
fuente de carbono. Motilidad, Indol y Ornitina (MIO): Motilidad Crecimiento de bacterias,
Indol: Presencia de anillo y Ornitina: Actividad enzimatica. Lisina Iron Agar (LIA):

Diferencia a los microorganismos entéricos sobre la base de su capacidad para formar H2S.

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH

Imagen N° 16: Identificacién de Enterococcus. A) Enterococcus en Agar Sangre, colonias

blanquecinas B) Empleo del agar bilis esculina especifico para Enterococcus..

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdégenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Imagen N° 17: Antibiograma de cepas aisladas de la familia Enterobacteriaceae y Enterococcaceae

Fuente: Guaman M, Aislamiento de bacterias patdgenas al humano en cultivos agricolas de la cuenca del rio
Chambo. UNACH



Anexo N° 10: Aprobacion del Titulo del Proyecto de

Investigacion.



DECANATO FACULTAD
DE CIENCIAS DE LA SALUD

Ricbamba, 14 de mayo de 2019
Oficio No. 0487-RD-FCS-2019

Senorita

GUAMAN CHABLA MARIA GUADALUPE

ESTUDIANTE DE LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD - UNACH
En su despacho. —

De mi consideracién:

&l SGC

SSTEMA DE GESTION DE LA CALOAD

Cumplo con el deber de informar la resolucion de Decanato de fecha: martes 14 de

mayo de 2019.

RESOLUCION No. 0487-D-FCS-14-05-2019: Aprobar el tema, perfil y Miembros
de Tribunales de la carrera de Laboratorio Clinico (Of. No. 287-CLCH-FCS-2019.
Aprobacién Comision de Carrera y CID de la Facultad), de acuerdo al siguiente

detalle:
TEMA FECHADE
PROYECTO DE COHORTE
TEMA INVESTIGACIO | AREADEL TRIBUNAL | TRIBUNAL | INFORM
PROYECTO DE N REVISADO CONOCMIENT APROBADO AFROBADO T
ESTang ] INVESTIGACIO /0 OYLINEADE | ART.173 ART. 174" - | COMIBIG “'[l)%[o ";)'g
N REFORMADO INVESTIGACIO TRABAJO SUSTENTACIO SaA Bk
PRESENTADO POR LA N ESCRITO N CARRER | ESTUDI | ESTU
COMISION Y A 0s DIOS
e 1 CID
Preside:
roron. | e e
Aislamiento  de EhD.Ana Robalino
bacterias Awislamiento  de ﬁ;;i?;xenw S‘;:;Ein, Flores
Guamin patégenas para | bacterias Cwnm;w ) Romero ' ! Octubr
Chabla el dhﬂmhm o ﬁntbgenas al Linea de :{l'emYlfr?' APROB | Marzo- | e 2018
Maria nrof uclms ulnfém €% | investigacion: TUTORA c:‘;l":: 8 ADO Agosto -
Guadalup | B7¢ *.“‘ do o l‘::\(:& dels Ciencias de la METODOLO Barins Canioi 2015 Marzo
¢ Pla"f):::i':c:nd:: Ri:v :L'f.:n::lundele rio ¥ida QICA: SR 2019
S Descripeion: MsC.
Chambo. Abril — | Chambo Microbiologia Gisnella Miembro
Julio 2019 ¢ Ciige MsC. Celio
R Guillerma
Garcia
Ramirez

Particular que informo para los fines pertinentes.

Dr. Gonzal

aP

DECANO DE LA FACULTAD

CIENCIAS DE LA SALUD - UNACH

Documento de Referencia

Adj.

(X o] Archivo

Elaboracién de Resoluciones Decanate: 14-05-2019: MsC. Ligia Viteri
Transcripcion Rescluciones Decanato:14-05-2019: Jenny Cestelo
Revisado y Aprcbade: Dr. Ganzalo Borilla

Campus Norte :

Av. Antcnio José de Sucre. Km 142 via a Guano

Teléfonos: (593-3) 3730860 - ExL:1803




