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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la resistencia antimicrobiana de bacterias patdgenas
presentes en el agua del rio Chanchan. Es un estudio de tipo descriptivo, de cohorte
transversal con un disefio de campo. Se seleccionaron seis diferentes puntos del rio y se
tomaron tres muestras de agua por cada sector, se obtuvieron ademas los datos
relacionados con la temperatura del agua y del ambiente, el pH y altura. Posteriormente,
las muestras fueron llevadas al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de
la Salud, Universidad Nacional de Chimborazo, donde se realizd el aislamiento de las
cepas bacterianas infecciosas por la técnica de siembra y estria por agotamiento en los
medios de cultivo McConkey, Sangre y CLED y se identificaron por medio de las
caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas. El perfil de resistencia a los
antibioticos se determino por el método de difusion de Kirby-Bauer interpretdndose segiin
el Clinical and Laboratory Standards Institute) CLSI. Los hallazgos muestran que
Citrobacter diversus, con un 41.2% seguido de Proteus vulgaris con un 29.4% fueron las
bacterias con mas frecuencia en los seis puntos donde se recogid las muestras. En cuanto a
la resistencia antimicrobiana de las bacterias patogenas aisladas, Proteus mirabilis presento
resistencia a 6 antibidticos pertenecientes a las familias de las tetraciclina, quinolonas,
polimixina, sulfonamidas y macrolidos y Proteus vulgaris a las familias de tetraciclina,
quilononas y betalactamicos. Se concluye que la presencia de estas bacterias patdogenas en
el rio Chanchéan representa un problema de salud publica ya que pueden llegar al ser

humano a través de los vegetales que se riegan con sus aguas.
PALABRAS CLAVES:

Antibioticos, bacterias, resistencia, rio, aguas de regadio
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial resistance of pathogenic
bacteria present in the Chanchan river water. It is a descriptive, cross-sectional cohort
study with a field design. Six different points of the river were selected, and three water
samples were taken for each sector; data related to water and ambient temperature,
pH, and height were also obtained. Subsequently, the samples were taken to the
Microbiology laboratory of the Faculty of Health Sciences, the National University of
Chimborazo, where the isolation of infectious bacterial strains was carried out by the
sowing and stria technigue due to depletion in McConkey culture media, Blood and CLED
and were identified by morphological, physiological and biochemical characteristics. The
antibiotic resistance profile was determined by the Kirby-Bauer diffusion method
interpreted according to the CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute. The
findings show that Citrobacter forms, with 41.2% followed by Proteus Vulgaris with
29.4%, were the bacteria most frequently at the six points where the samples were
collected. Regarding the antimicrobial resistance of isolated pathogenic bacteria,
Proteus mirabilis presented resistance to 6 antibiotics belonging to the families of
tetracycline, quinolones, polymyxin, sulfonamides, and macrolides and Proteus Vulgaris
to the families of tetracycline, chylonones, and beta-lactams. It is concluded that the
presence of these pathogenic bacteria in the Chanchan river represents a public health
problem since they can reach the human being through the vegetables that are irrigated
with their waters.

KEYWORDS:

Antibiotics, bacteria, resistance, river, irrigated waters.

Reviewed by: Lopez, Ligia X e
LINGUISTIC COMPETENCES TEACHER N
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INTRODUCION

El agua es un recurso natural fundamental en el mundo principalmente para la vida, es de
gran importancia para el ser humano, asi como para los animales y seres vivos, ademas
forma parte del desarrollo sostenible y resulta fundamental para el progreso socio-
economico. Los rios son una fuente de vital importancia en la tierra ya que facilitan el
transporte de agua, en su mayor parte el agua de los rios se utiliza para incrementar la
produccion agraria al transformar zonas secas en humedas, parte fundamental para el
desarrollo de las plantas y produccion de alimentos .

Los rios se han convertido en un recurso consumible para el ser humano y vegetacion, este

liquido presenta un riesgo de enfermedades de transmision hidrica puesto que las plantas
pueden contaminarse por productos quimicos y microorganismos presentes en los caudales®.
A nivel mundial la estimacion de las enfermedades causadas por aguas no tratadas indican
que una de cada diez personas presentan patologias gastrointestinales por ingerir alimentos
contaminados por microorganismos, dando como resultado aproximadamente 420.000
personas afectadas a consecuencia de este tipo de enfermedades gastricas, generalmente la
poblacion mas afectada son los nifios menores de 5 afios debido a que presentan mayor
vulnerabilidad a las infecciones estomacales lo cual es un problema que afecta
mundialmente, pero donde mas prevalecen es en Africa y Asia Sudoriental’.

El Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) de Ecuador publico un estudio en la
provincia de Pichincha en el que la presencia de Escherichia coli, bacteria que se encuentra
presente en las heces de personas y animales”.

La Organizacion Mundial de la Salud afirma que las bacterias son componentes esenciales
del ecosistema ya que tienen una funcion importante como descomponedores, permitiendo
asi el funcionamiento ciclico de la materia en la naturaleza. Por la industrializacion de hoy
en dia la contaminacion de los rios se ha ido trasladando a los diferentes paises del mundo y

o . 5
mas aun a los paises altamente desarrollados’.

En América Latina los principales rios se encuentran con grandes problemas de
contaminacion, las cuencas mas afectadas son las que cruzan por grandes ciudades ya que se
exponen a la recepcion de las cargas de diferentes productos contaminantes que alteran su
composicion natural, incrementando asi el problema en la region. La contaminacion
patdgena bacteriana afecta a los rios al transportar microorganismos capaces de causar algun
tipo de enfermedad®.

La resistencia antimicrobiana es producida cuando los microorganismos como bacterias,

virus, hongos o parasitos, pasan por un proceso de cambios que hacen que los medicamentos



utilizados para curar las infecciones dejen de ser eficaces. Las bacterias resistentes a la
mayoria de los antimicrobianos se conocen como ultrarresistentes. Este fenomeno es muy
preocupante porque las infecciones de bacterias resistentes son causantes de infecciones
gastrointestinales que pueden causar la muerte del paciente’.

La contaminacion por actividades humanas de rios en Chimborazo tales como productos
quimicos, aguas residuales y desechos industriales preocupa a la poblacion, esto se debe a
que las industrias realizan descargas de desechos contaminantes de gases toxicos, metales y
pesticidas en sectores aledafios a dichas cuencas, ya que estas aguas son utilizadas para
riegos agricolas u otras funciones habituales como el consumo doméstico®.

En estudios anteriores se ha demostrado que existe un alta cantidad de contaminacion en las
aguas de los rios de la provincia, generando asi preocupacion en las comunidades que
utilizan los caudales de rios para su beneficio principalmente en el sector agricola, la
realizacion de estas investigaciones es debido a que se ha encontrado dificultades al
momento de medicar a los pacientes, esto quiere decir que las bacterias han generado
resistencia a los diferentes antimicrobianos utilizados para tratar dichas infecciones
producidas por microrganismos patdgenos %,

La calidad del agua es un factor que implica directamente en la salud ya que ha sido
causante de enfermedades gastrointestinales, por este motivo es importante consumir agua
potable, en este caso realizamos una investigacion en el rio Chanchan ubicado en la
provincia de Chimborazo, ya que en el mismo no existe un analisis previo que compruebe la
presencia de microorganismos patdgenos resistentes a los antimicrobianos, por lo cual se
realizo esta investigacion en las aguas del rio Chanchén y asi determinar si se encuentran o
no bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos que puedan ocasionar dafios en la salud

de los moradores del sector.



OBJETIVOS

General:
Determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias patdgenas presentes en el agua del rio

Chanchan durante el periodo de abril-julio del 2019.

Especificos:

1.

Determinar valores de pH y temperatura de agua y ambiente de los sectores agricolas
mediante tiras reactivas y termdmetro para conocer en qué condiciones se desarrollan
las bacterias en los seis diferentes puntos geograficos del rio Chanchan.

Aislar e identificar bacterias patogenas realizando pruebas fisiologicas y bioquimicas
para conocer los microorganismos perjudiciales para la salud existentes en las
muestras de agua recogidas del rio Chanchan.

Evaluar la resistencia antimicrobiana que presentan las bacterias aisladas con la
aplicacion de antibiogramas en cada bacteria identificada, para conocer la medida de

susceptibilidad que presentan los microorganismos presentes en las aguas de regadio

del rio Chanchan.



CAPITULO I: ESTADO DEL ARTE CON RELACION A LA TEMATICA

Agua

Es un liquido esencial para la vida que ademas se utiliza en industrias, agricultura y
ganaderia. Existen organismos capaces de vivir sin luz incluso sin oxigeno, pero ninguno es
capaz de vivir sin agua, esta se compone por una molécula sencilla que presenta dos atomos
de hidrogeno y uno de oxigeno unidos por enlaces covalentes muy fuertes los cuales hacen
que la molécula sea una sustancia estable. Se presenta en el planeta en forma de lagos, rios,
mares y océanos'’.

Se dividen en dos categorias que son aguas superficiales y aguas profundas. Las primeras se
caracterizan por originarse de las precipitaciones, si no se llegan a filtrar en el suelo se
presentan en forma de lagos, lagunas, pantanos, rios y manantiales''. Las segundas
corresponden a la gran masa de agua que se encuentra por debajo de la capa de la superficie
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de los océanos a temperaturas que varian entre 5°C y —1°C™*.

Aguas de riego

En el sector agricola es indispensable la utilizacion de agua, su funcion en los regadios es
mantener hiimedos los suelos donde existen cultivos para que las plantas puedan absorber
los nutrientes de la tierra'®. La cantidad de agua que se utiliza en los regadios agricolas es
uno de los factores mas importantes para cumplir con las caracteristicas para un desarrollo
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de la produccion agricola 6ptima .

Rios

Los rios son corrientes naturales de agua que fluyen por un canal extenso, desde un lugar
elevado a uno bajo. La mayoria de rios desembocan en el mar, lagos y en otros rios, estos
ultimos se consideran como fuente importante para usos agricolas y domésticos. El agua de
los rios se encuentra directamente relacionada de manera social, ambiental y econdémica,
debido a que actualmente es utilizada para practicar deportes extremos, en avances
energéticos con la creacion de centrales hidroeléctricas que permiten el incremento de la
economia en los paises, y para conservacion del ecosistema, flora y fauna a través de
reservas ecologicas'”.

En los ultimos afios los rios se han visto afectados por contaminacién, que implican
componentes quimicos, fisicos o bioldgicos como virus, bacterias y hongos los cuales al
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encontrarse inmersos en el agua podrian ocasionar un efecto perjudicial en los seres vivos'®.



Rio Chanchan

La cuenca del Rio Chanchan se ubica en la region Andina del centro del Ecuador en la
Sierra Occidental, estd formado por la unidon de los rios Alausi y Guasuntos entre las
montafias de Cruzpungo en la provincia de Chimborazo, desciende hacia el oeste, el caudal
de este rio forma parte del sistema hidrico de la cuenca del rio Guayas'’. La calidad del agua
de los rios de Chimborazo se ha ido deteriorando debido a la contaminacion bacteriana que
existe en ellos esto se ha logrado comprobar mediante investigaciones anteriores las cuales
han demostrado la existencia de microorganismos perjudiciales para la salud, el agua puede
contaminarse facilmente con microorganismos por materia fecal de las personas o animales

. , 1
esto incluye a rios y lagos'™.

Bacterias

Son microorganismos que tienen un tamafio entre 0.5 y 5 um generalmente presentando
diferentes formas como esferas, barras y hélices, pertenecen al reino procariota, esto quiere
decir que no presentan ntcleo ni organulos internos, poseen una pared celular compuesta de
peptidoglucanos, algunas presentan flagelos u otros sistemas de movilidad. Las bacterias son
los organismos mas abundantes en el mundo, pueden crecer en un pH y temperatura
determinados, se encuentran en suelos, manantiales, profundidades del mar y corteza
terrestre, existen bacterias que son capaces de sobrevivir en condiciones de pH y
temperatura extremas'’. (Ver imagen 1)

Imagen 1: Representacion esquematica de la estructura bacteriana.

mMesosomas

flagelo

fimbrias

pared celular
rihosomas )
inchugiones membrana interna

Fuente: Erika Rojas Portilla. Estructura bacteriana. Ensefianza media.2008



Bacterias patogenas

Muchas especies bacterianas estan presentes en el cuerpo humano, animales e incluso
vegetales. Tenemos bacterias que habitan en la piel, boca, vias respiratorias, sistema
digestivo, reproductor y en el urinario. Existe una gran cantidad de estos microorganismos
los cuales no causan ningun dafio y solo unos pocos tipos de bacterias son los que provocan
enfermedades mediante la produccion de toxinas, invaden tejidos del organismo
adhiriéndose a las células del hospedador o evadiendo el sistema inmunitario. Son las
llamadas bacterias patogenas, las cuales son causantes de infecciones como por ejemplo las

enfermedades gastrointestinales que producen morbilidad y mortalidad®.

Enterobacterias

Las enterobacterias son un grupo grande y heterogéneo de baterias Gram negativas de gran
importancia clinica. Son conocidas como saprofitos, estas bacterias son ubicuas, pueden ser
moviles e inmoviles, se encuentran universalmente en el suelo, el agua y vegetacion e
incluso forman parte de la flora intestinal de animales y seres humanos™'.

Esta familia de microorganismos son capaces de proliferar en varios medios de cultivos
generales, selectivos y no selectivos, aerobios o anaerobios. Las caracteristicas que se
identifican en las diferentes pruebas tales como las bioquimicas son indispensables para
diferenciar las enterobacterias de otros bacilos Gram negativos fermentadores y no
fermentadores, las particularidades que se observan en las colonias se utilizan para distinguir

los microrganismo mas frecuentes de la familia Enterobacteriaceae™.

Principales enterobacterias y Pseudomonas

Escherichia coli

Es una bacteria que forma parte de la flora microbiana intestinal de los seres humanos, es un
bacilo gramnegativo no exigente, se desplaza mediante flagelos, vive normalmente en los
intestinos de los seres humanos sanos pero existen cepas peligrosas que son capaces de
producir colicos abdominales intensos, diarrea con sangre y vomitos, las personas pueden
estar exponiéndose a este microorganismo al ingerir alimentos o agua contaminada, la
bacteria es capaz de transportarse con facilidad de una persona a otra transmitiéndose
principalmente cuando los adultos y los nifios no se lavan las manos como se debe para tener

. . 2
contacto con los diferentes alimentos®.



Proteus

Son bacilos Gram negativos, pertenecientes a las enterobacterias moviles con flagelos
periticos, no fermentan lactosa, desdoblan la urea. Se encuentran distribuidos en el suelo, en
los alimentos y en el agua contaminada, forman parte del microbiota del intestino de los
animales y seres humanos. En la clinica se les relaciona principalmente con infecciones del
tracto urinario, este género estd constituido por cinco especies: Proteus mirabilis, Proteus
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vulgaris, Proteus penneri, Proteus hauseri y Proteus myxofaciens.””.

Citrobacter

Forma parte de las enterobacterias Gram negativas aerobicas, capaces de fermentar lactosa
algunos pueden reaccionar en citrato y otros no. Se encuentran con gran frecuencia en el
agua, y el suelo, tienen la capacidad de ingresar al tracto intestinal de animales y humanos.
Existen 3 tipos de citrobacter que son: Citrobacter freundii, Citrobacter amalonaticus y
Citrobacter diversus, los cuales causan infecciones de diferentes clases en el ser humano
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como meningitis neonatal y abscesos cerebrales™.

Morganella morganii

Es un microorganismo gramnegativo que suele actuar como germen oportunista del tracto
urinario, la via biliar e infecciones de heridas quirargicas. En las pruebas bioquimicas suele
ser indol negativo, catalasa positiva, ureasa positiva, indol positivo, Simmons-citrato
negativo, ornitina positiva. La mayoria de los casos corresponden a infecciones neonatales
graves de inicio precoz, neumonias y sepsis, con el antecedente de parto prematuro y

. 2
especialmente con rotura prematura de membranas®’.

Pseudomonas

También son bacilos gramnegativos moviles oportunistas, incapaces de fermentar lactosa,
crecen en lugares aerobios. Se pueden localizan en el medio ambiente, una de las especies de
estos microorganismos mas frecuente en el ser humano es la Pseudomonas aeruginosa, es
flagelada con forma de baston. En los seres humanos puede encontrarse en las zonas mas
hiimedas del cuerpo, como son las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano produciendo

. . . . . . . 27
infecciones nosocomiales afectando especialmente a pacientes inmunodeprimidos™.

Mecanismos de resistencia antimicrobiana de las bacterias
Las bacterias presentan una enorme capacidad de adaptacion y logran desarrollar

mecanismos de resistencia ante los antibidticos generando asi una resistencia natural y una



adquirida, esta ultima se considera mas importante ya que esta se produce debido a una
modificacion de la carga genética presente en la bacteria, por una mutacion cromosomica,
impidiendo asi al antibidtico ejercer su mecanismo de accién contra la bacteria **. (Ver
imagen 2).

Imagen 2: Tipos de resistencia bacteriana a los antibidticos.
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Fuente: Hector Javier Perez-Cano y Atzin Robles-Contreras. Revista Médica, 2013

Resistencia natural

Es un caracter permanente, determinado genéticamente por los microorganismos, se presenta
de manera natural mas no por la actividad de un antibidtico o farmaco, la resistencia de las
bacterias es natural por la misma capacidad que presentan en su estructura, es decir por
mutaciones en el ADN que sufren al azar al ser expuestas a diferentes condiciones y la
presion ambiental permitiéndoles asi sobrevivir y reproducirse. Al entrar el antibidtico en
contacto con la bacteria no causa ningin efecto, permitiéndole a la bacteria su normal

proliferacion®’.

Resistencia adquirida

Es una caracteristica que una especie bacteriana ha desarrollado ya que ha sido modificada
genéticamente por adquisicion de genes de resistencia o mutacion de ADN por la aplicacion
de antibidticos, los microorganismos son evolutivos dependiendo como se aplique los
antimicrobianos, cuando se genera la informacion genética las bacterias pueden transmitir
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nuevos genes a la descendencia™ .

Antimicrobianos
Son compuestos quimicos encargados de afectar la estructura bacteriana y evitar el

crecimiento de los microorganismos produciendo su muerte, por este motivo los antibioticos


http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rmcf/v46n2/1870-0195-rmcf-46-02-00007-gf1.png

son indicados para controlar los diferentes procesos infecciosos. El desarrollo de los
antimicrobianos comenzo6 con P. Ehrlich en el afio de 1902 en Alemania. Existen diferentes
tipos de antimicrobianos que se prescriben dependiendo la bacteria, Se clasifican
dependiendo las bacterias. Existen los quimioterapéuticos siendo sustancias quimicas
sintéticas y los que son producidos por organismos vivos que generan naturalmente toxinas
30 Generalmente se utilizan para tratar microorganismos que pueden ser capaces de
ocasionar graves problemas de salud en las personas y animales, dependiendo el efecto
antibacteriano se han clasificado a los antimicrobianos en bactericidas porque ejercen una
accion letal para la bacteria y bacteriostaticos que soélo inhiben transitoriamente el

. . 1
crecimiento bacteriano °'.

Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Antimicrobianos que inhiben la sintesis de la pared celular

La funcion de la pared celular es proteger la integridad anatomofisioldgica de las bacterias,
al no generarse esta estructura el microorganismo sera destruido afectando directamente en
la biosintesis de peptidoglucano produciendo de esta manera la rigidez de la bacteria, los
principales antibidticos de este grupo son las penicilinas y cefalosporinas interviniendo en la
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sintesis de la pared celular produciendo una lisis celular®®.

Antibidticos que perjudican la membrana citoplasmatica

Estos antibidticos se encargan de afectar la membrana citoplasmatica, la cual funciona como
una barrera entre el interior de la célula con su entorno, los antimicrobianos actiian
desorganizando la permeabilidad selectiva que posee dicha membrana permitiendo el escape
de los aminoacidos intracelulares representando asi un alta toxicidad para el microorganismo
los representantes de estos antibidticos son las polimixinas y los polienos que actiian
adhiriéndose a la membrana destruyéndola por su efecto detergente que posee generando asi

la muerte celular>.

Antibioticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Estos antibidticos inhiben directamente la sintesis de ADN y ARN actuando directamente en
la replicacion, recombinacidon y reparacion de los mismos, el antibidtico normalmente
utilizado para inhibir la sintesis de 4cidos nucleicos es el acido nadilixico causando una inter

conversion de nucledtidos impidiendo directamente la replicacién de ADN™.



Antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas

Los inhibidores de la sintesis de proteinas actian en el ribosoma bacteriano, estos
antibidticos generan actividad contra bacterias grampositivos y gramnegativos, el
mecanismo de accion es afectar el crecimiento y la reproduccion bloqueando la unién
aminoacil-ARN por tanto evita la adicion de aminoacidos al péptido de crecimiento, de esta
manera ejerce actividad sobre el complejo ribosomal, el principal antibidtico que realiza su
accion contra la sintesis de proteinas son las tetraciclinas®*.(Ver imagen 3)

Imagen 3. Mecanismos de accidon de los antimicrobianos.
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Fuente: Willem, Jean-Pierre. Antibioticos mas comunes segiin su mecanismo de accion.
Edicion Sully, Vannes 2012

Grupos de antibidticos en los cuales las bacterias pueden generar resistencia

Betalactamicos (PBPs)

La resistencia a estos antimicrobianos representa un gran problema ya que estos
medicamentos son los mas utilizados, las baterias producen tres mecanismos para poder
lograr hacerse resistentes a ellos, entre estas se encuentran la alteracion de las enzimas diana
(PBPs), siendo necesarias para que las bacterias puedan formar su la pared celular,
alteracion de la membrana externa, produccion de enzimas inactivantes llamadas
betalactimasas. El mecanismo de accion de los betalactimicos es principalmente la
inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana, tienen la capacidad de inducir una mayor

liberacion de endotoxina debiéndose a su eficaz capacidad bacteriana™.
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Aminoglucosidos

Los aminoglucésidos son un grupo de antibidticos muy importantes para tatar infecciones
bacterianas generalmente aquellas producidas por bacilos gramnegativos, uno de los
mecanismos de resistencia mas frecuentes que se presenta es a la inactivacion de los
compuestos por enzimas modificantes de aminogluc6sidos (EMA). Estas enzimas catalizan
la modificaciéon covalente de grupos aminos e hidroxilos de la molécula, generando
modificaciones quimicas que llevan al aminoglucdsido a unirse débilmente a los ribosomas
bacterianos por lo tanto esto afecta el ingreso del antibacteriano en la fase 2 dependiente de
energia. Las EMA se dividen en 3 grupos: Aminoglucésido-acetiltransferasas (AAC), que
acetilan grupos amino utilizando como cofactor la acetilcoenzima A, Aminoglucosido-
adeniltranferasas (AAD, actualmente designadas como ANT), enzimas conocidas también
como nucleotidiltransferasas, que adenilan ciertos grupos hidroxilos, Aminoglucésido-
fosfotransferasas (APH), que también modifican los grupos hidroxilos mediante

fosforilacion’®.

Quinolonas

Las quinolonas son moléculas con capacidad de inhibir la sintesis de ADN, a partir de una
quinolona sintética con la capacidad de actividad bactericida, desde ese entonces se
desarrolld cuatro tipos de anillos quinolona. Uno de los compuestos presenta actividad
exclusiva frente a baterias Gram negativas modificandose su anillo base, en general la
actividad antimicrobiana abarca a bacterias Gram negativas principalmente a las
enterobacterias’ .

La resistencia bacteriana puede darse mediante tres mecanismos especificos. A través de
mutaciones cromosomicas esto interfiere las regiones determinantes de resistencia a
quinolonas de ADN girasa y topoisomerasa, otro de los mecanismos es la reduccion de
concentracion intracelular de quinolonas esto se da por dos modos el primero pasivamente
reduciendo la permeabilidad de proteinas extramenbranas luego activamente afectando los
sistemas de eflujo multidroga pertenecientes a la resistencia de modulacion y genes de

resistencia a quinolonas mediante plasmidos’® (Ver imagen 4).
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Imagen 4. Mecanismo de accion de quinolonas
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CAPITULO II: METODOLOGIA
Tipo de Investigacion

Enfoque

Cuali-cuantitativo: El presente trabajo fue de tipo cualitativo porque se procedidé a la
observacion directa de los lugares de toma de muestra y de las siembras diarias para la
purificaciéon de colonias de las diferentes muestras recogidas, de tipo cuantitativo ya que se
realizo la medicion de la resistencia antimicrobiana que presentan las bacterias patdgenas
aisladas del rio Chanchan.

Cohorte transversal: Se determind el lugar determinado (caudal del rio Chanchéan) durante
un tiempo especifico en el periodo de Abril - Julio 2019.

Descriptiva: Se obtuvo informaciéon mediante la ficha de observacion (Anexo 1) sobre
temperatura, pH y altura, se describio la resistencia antimicrobiana de las bacterias
patogenas que se aislaron en las aguas de riego del rio Chanchan.

De Campo: Se cjecutd la recoleccion de las muestras de los seis diferentes puntos
geograficos del rio Chanchan y se aislaron e identificaron los diferentes tipos de bacterias

patogenas y se analizd su resistencia antimicrobiana.

Determinacion de la poblacion y muestra

Poblaciéon: Comprende el agua del rio Chanchén desde el puente Rumichaca en Alausi hasta
la entrada a Palmira.

Muestra: Alrededor de cada Skm de distancia del rio Chanchén se recogio 150ml de agua,
por cada punto se recolectaron 3 frascos dando como resultado 18 muestras de agua entre los

6 puntos.
Técnicas y procedimientos

Identificacion de los seis puntos de muestra

En este trabajo de investigacion se procedid a tomar muestras de agua de 6 puntos diferentes
pertenecientes al rio Chanchan (Tabla 1), el cual nace en las estribaciones de Cruzpungo en
la provincia de Chimborazo y luego de regar la Hoya de su mismo nombre y el Valle de

Alausi, desciende hacia el oeste hasta juntarse al rio Chimbo y formar el Yaguachi *°.
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Tabla 1: Puntos de toma de muestra.

PUNTOS LUGAR ALTITUD
1 Puente Rumichaca Alausi 2.300
2 Puente Illibuchi en la via 2.340
pancipal
3 Estacion de Tixan 2.860
4 Cortijo 3.760
5 Via Cocan 3.720
6 Entrada a Palmira 3.80

Toma de muestra

Lo primero que se realizo es la localizacion d los seis puntos establecidos para la toma de
muestras llevando un registro de la temperatura del ambiente y del agua conjuntamente con
el pH y altura de cada uno de los puntos, se utilizd frascos plasticos con tapa de rosca
totalmente estériles en la recoleccion de la muestra se utilizé un soporte con una longitud de
tres metros, un extremo en forma circular con la medida de los frascos, colocamos el frasco
de 150ml en el soporte y se procedié a recoger la muestra del centro del caudal en una
posicion en contra a la corriente del rio, se realizd tres lavados con la misma agua antes de
tomar la muestra final, se tap6 el frasco y se codificd cada recipiente, hay que recalcar que
se tomd por cada punto tres muestras las cuales se transportaron con un sistema de triple
embalaje a la Universidad Nacional de Chimborazo, seguidamente al laboratorio de
microbiologia en la facultad de Ciencias de la Salud donde se realizo todo el analisis

microbiologico necesario.

Aislamiento de colonias

La siembra inicial se realizd en agar Agar Sangre y McConkey, cada muestra mediante la
técnica de agotamiento, después se procedio a incubar en posicion invertida a 37°C durante
24 horas en condicidon de aereobiosis para de esta manera aislar las colonias, posteriormente
se procedio a realizar una resiembra en agar cistina lactosa deficiente en electrolitos (CLED)

con la técnica de agotamiento para obtener colonias puras y separadas.
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Preparacion de medios de cultivo

Preparacion de agar MacConkey

Se peso 19, 8g de agar MacConkey sobre un papel para pesaje en la balanza luego se
disolvié en 500 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer el mismo que se sello el
matraz Erlenmeyer con una gasa y papel aluminio, después de haber disuelto el agar se
coloco en la plancha caliente, se esperd a que empiece una ebullicion para continuamente
retirar el medio de la plancha y luego se procedié autoclavar para esterilizarlo durante 25
minutos, dejamos enfriar para posteriormente plaquear y finalmente se dejé solidificar para

colocar en el refrigerador en posicion invertida.

Preparacion de agar CLED

Se peso 18.1g de agar CLED sobre un papel para pesaje en la balanza luego se disolvio en
500 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer el mismo que se selld6 el matraz
Erlenmeyer con una gasa y papel aluminio, después de haber disuelto el agar se coloc6 en la
plancha caliente, se esperd a que empiece una ebullicion para continuamente retirar el medio
de la plancha y luego se procedié autoclavar para esterilizarlo durante 25 minutos, dejamos
enfriar para posteriormente plaquear y finalmente se dejo solidificar para colocar en el

refrigerador en posicion invertida.

Preparacion de agar Mueller Hinton

Se pes6 19g de agar Mueller Hinton sobre un papel para pesaje en la balanza luego se
disolvio en 500 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer el mismo que se selld el
matraz Erlenmeyer con una gasa y papel aluminio, después de haber disuelto el agar se
colocd en la plancha caliente, se esper6 a que empiece una ebullicion para continuamente
retirar el medio de la plancha y luego se procedid autoclavar para esterilizarlo durante 25
minutos, dejamos enfriar para posteriormente plaquear y finalmente se dejo solidificar para

colocar en el refrigerador en posicion invertida.

Tincion Gram
Esta tincion permitio diferenciar las propiedades que presenta la pared celular de las

bacterias aisladas anteriormente.
Procedimiento de coloracion

1. Se realizo6 un frotis fino del material de estudio y dejo secar al aire.
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2. Se fij6 el material al portaobjetos pasadndolo tres veces a través de la llama del mechero

bunsen, de manera que el material no se lave durante la tincion.

3. Se coloco el frotis en una superficie para tincion y se recubrio esta superficie con el

primer colorante con solucion de violeta de genciana.
4. Luego de un minuto se lavo exhaustivamente con agua destilada.

5. Se cubrio el frotis con solucion yodada de Gram durante 1 minuto y nuevamente se lava

con agua.

6. Sujetamos el frotis entre el pulgar y dedo indice para impregnar la superficie de la placa
con unas gotas de decolorante alcohol —acetona, hasta que el lavado deje de tomar el color

violeta esto se realizd en 10 segundos.

7. Se lavo con agua corriente y se coloco el frotis nuevamente en el soporte para la tincion,
se cubri6 la superficie con tincion de safranina durante 1 minuto y se lavd con agua corriente

en el soporte para tincion para permitir que el exceso de agua drene y el frotis se seque.

8. Se coloco el frotis en posicion vertical en el soporte para tincion para permitir que el

exceso de agua drene y el frotis se seque

9. El frotis tefiido se observé bajo el objetivo de 100x (de inmersion) de un microscopio. Las
bacterias Gram positivas se tifien de azul obscuro; las bacterias Gram negativas aparecen de

color rosa o roja.

Medicion de la resistencia antibiotica

Una vez identificadas correctamente las bacterias con las pruebas bioquimicas evaluamos la
resistencia y la sensibilidad a los diferentes antibidticos. Se utilizé el método de Kirby Bauer
por difusion para lo cual utilizamos los siguientes discos: Tetracyclina(TE),
Sulfamethoxazol(SXT), Ceftriaxona(CRO), Azithromycina(AZM), Aztreonam(ATM),
Imipenem(IPM). Kanamycina(K), Gentamicina(CN), Ceftazidima(CAZ),
Amoxicillina(AX), Ciprofloxacina(CIP), Acido Nalidixico (NA), Colistina(CT),
Cefoxitina(FOX)

En la aplicacion de la técnica se tocd la superficie de 3-5 col de la cepa estudiada a partir de
un cultivo puro en Ag Nutriente, realizando una dilucién en NaCl 0,9%, hasta alcanzar una
turbidez igual al tubo 0,5 del patron de McFarland correspondiendo aproximadamente a 1,5
x 10® UFC/ ml. Luego se introdujo un hisopo estéril en el tubo de cultivo, eliminando el

sobrante apretando el hisopo contra las paredes del tubo con movimientos rotatorios, se
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sembro en la placa de Ag Miiller Hinton, estriando en 3 direcciones de manera que quede
uniformemente distribuido en un angulo de 60°. Seguidamente se colocaron los discos para
antibiograma con pinza estéril a 15mm del borde y 20mm de equidistancia, presiondndolos
con delicadeza, tapando la placa de Petry y se dejo reposar durante 15minutos y se incubo a
37°C por18-24h. Pasado este tiempo se realizo la lectura de las placas midiendo con regla
milimetrada los halos de inhibicion de cada muestra realizada para categorizar si el

antibidtico probado era sensible, intermedio o resistente segiin las NCSLI.

Procesamiento estadistico

En el analisis de los datos obtenidos luego del aislamiento de las bacterias patogenas su
resistencia a diversos antibioticos, se realizaron tablas descriptivas de los resultados con
frecuencia y porcentajes utilizando hojas de calculo que pertenecen al sistema operativo
Microsoft Office 2013.

Consideraciones Eticas

La presente investigacion no produce mayor impacto ambiental, solo los asociados estan
relacionados a la generacion de desechos solidos de oficina debido a la utilizacion de papel
para la impresion de documentos, desechos de papel de envoltorio de suministros quimicos,
no se genera impacto por el uso de energia puesto que se utilizan computadoras amigables
con el medio ambiente. Los medios de cultivo, asi como los reactivos quimicos a utilizarse
seran dispuestos de acuerdo a lo establecido en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la UNACH. El proyecto no plantea contaminacion

acustica o de otra indole.

17



CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron 6 puntos para la toma de las muestras de agua tomando en cuenta la
accesibilidad al rio, el cual en ocasiones se encontraba muy profundo desde la carretera y
podia resultar peligroso llegar a sus riveras. En los diferentes puntos geograficos escogidos
se obtuvieron datos de la temperatura del ambiente y del agua, el pH, y la altitud,
observandose que el pH oscil6 entre 6 y 8 y la temperatura del agua y del ambiente entre 8-
18°C y 10-20°C respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Datos de altitud, temperatura (ambiente, agua) y pH obtenidos de las aguas del Rio

Chanchan de acuerdo con los puntos de toma de muestra seleccionados.

PUNTOS LUGAR ALTITUD T. pH
(m.s.n.m) AMBIENTE(°C)
1 Puente 2.300 20 7

Rumichaca Alausi
2 Puente Illibuchi 2.340 19 8

en la via pancipal

3 Estacion de Tixan 2.860 20 7
4 Via Cocan 3.720 8 7
5 Cortijo 3.760 10 6
6 Entrada a Palmira 3.80 19 8

El desarrollo que presentan las bacterias dependen directamente de las condiciones
ambientales, se considera que el crecimiento de las bacterias se da en funcidon de su carga
genética y la relacion con los nutrientes necesarios, todos los microorganismos no necesitan
las mismas condiciones, cada especie necesita de diferentes medios para su desarrollo y
crecimiento, entre las condiciones mas importantes se encuentran el pH y la temperatura,
que afectan el tiempo de generacion, cada cepa o especie bacteriana necesita temperaturas y
pH distintos™.

La medicion de acidez o alcalinidad se determina mediante el pH, las bacterias patogenas
para el ser humano por lo general se desarrollan a un pH neutro o alcalino, alrededor de 7,2
en condiciones muy alcalinas o 4cidas se hidrolizan algunos componentes de las bacterias o
se desnaturalizan algunas de sus enzimas®'.

Todos los microorganismos poseen una temperatura Optima de crecimiento y de

reproduccion que los caracteriza, también tienen una temperatura minima de crecimiento,
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por debajo de la cual son metabolicamente inactivos, de igual modo tienen un limite
superior, mas alla del cual no pueden crecer. En muchos ecosistemas, la temperatura
muestras variaciones diarias, asi que la medicion que se realizd durante el muestreo no
refleja necesariamente el margen de temperatura que se supone que tolera la bacteria. En
este trabajo la temperatura del agua del rio Chanchan oscilo entre los 8 y los 18 °C. Es
probable que las bacterias patdgenas en este medio acuatico no se reproduzcan porque
ademas, carecen de los nutrientes necesarios para tal fin al encontrarse fuera del ser humano,
el agua seria solo un vehiculo mediante el cual llegarian a vegetales y de alli a las personas.
En la tabla 4 se muestran las bacterias de interés clinico aisladas del rio Chanchan,
observandose que el 94% de los microorganismos hallados correspondieron a la familia
Enterobacteriaceae, géneros Proteus, Citrobacter y Morganella, asociadas a infecciones
urinarias y en ocasiones neonatales, neumonias y sepsis* (Ver tabla 3).

Tabla 3. Bacterias de interés clinico aisladas en el agua del rio Chanchan

Familia Hallazgo Bacteriano Frecuencia (n) | Porcentaje (%)
(Especie)

Proteus mirabilis (2)
Proteus vulgaris (35)
Enterobacteriaceae | Morganella morganii (2) 16 94%

Citrobacter diversus (7)

Pseudomonadaceae | Pseudomona aeruginosa 1 6%

TOTAL 17 100 %

Ademas de las enterobacterias encontradas se aisldé una cepa de Pseudomonas aeruginosa,
este microorganismo es el causante de infecciones nosocomiales en los seres humanos,
puede causar infecciones en todas las partes del cuerpo principalmente en el tracto
respiratorio generando de esta manera una neumonia™.

Las investigaciones ponen de manifiesto que al existir un crecimiento poblacional se
incrementa el uso del agua y, por lo tanto, también aparecen altos niveles de contaminacioén
en las aguas, incluyendo la que se da por microorganismos presentes en heces fecales, como
los Enterococos y Escherichia Coli **.

En la Tabla 5 se presentan el nimero de bacterias de interés clinico aisladas en los diferentes
puntos geograficos estudiados del rio Chanchan. Puede observarse que entre las especies de

microorganismos destacan Citrobacter diversus y Proteus vulgaris, que fueron aislados en

tres lugares diferentes, mientras que en el Punto 4 Via a Cocan se encontraron Proteus
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vulgaris y mirabilis asi como Citrobacter diversus. En investigaciones llevadas a cabo en

diferentes rios en la Provincia de Chimborazo se encontrd contaminacién con bacterias

patogenas®. Los hallazgos de esta investigacion nos permiten comprobar que en las aguas

del rio Chanchan existe contaminacidon con bacterias patogenas las cuales son capaces de

causar diferentes enfermedades en el ser humano (Ver tabla 4).

Tabla 4. Porcentajes de las bacterias de interés clinico aisladas en los diferentes puntos

geograficos estudiados.

Bacterias Patogenas
Punto de
muestreo Temp | Proteus | Proteus | Citrobacter | Morganella | Pseudomona | Frecuencia | Porcentaje
Agua | mirabilis | vulgaris | diversas morganii aerugiosa () (%)
°C
Punto 1. 17°C 1 2 3 17.6%
Puente
Rumichaca
Punto 2. 18°C 3 3 17.6%
Puente
Ilibuchi
Punto 15°C 2 1 3 17.6%
3.Estacion
de Tixan
Punto 4. 8°C |1 1 1 3 17.6%
Via Cocan
Punto 5. 10°C 1 1 2 12%
Cortijo
Punto 6. 15°C 3 3 17.6
Entrada a
Palmira
Total 17 100%

En la Tabla 5 se presentan los resultados de sensibilidad y resistencia de las bacterias

aisladas perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, donde se observa que la cepa 1 de

Proteus mirabilis present6 resistencia a 6/14 antibioticos evaluados, seguido de la cepa 3 de

Citrobacter diversus y la cepa 1 de Proteus vulgaris que presentaron resistencia a 4/14 y la

cepa 2 de Proteus vulgaris que fue resistente a tres antibidticos.
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Tabla 5. Sensibilidad y resistencia de las bacterias patdgenas de la familia

Enterobacteriaceae.

PUNTO 1 Puente Rumichaca Alausi

Microorganismo CN CRO | CAZ | IPM | ATM

Proteus mirabilis S S S S S
(cepal)
Proteus vulgaris S S S S S
(cepal)
Proteus vulgaris S S S S S
(cepa2)
nte Illibuchi en la via panchipal
Citrobacter diversus | S S |S S S S S S S
(cepal)
Citrobacter diversus | S S |S S S S S S S
(cepa 2)
Citrobacter diversus | S S |S S S S S S
(cepa 3)
PUNTO 3 Estacion de Tixan
Proteus vulgaris S S S S S S S S S S R
(cepa 3)
Proteus vulgaris S S S S S S S S S R S
(cepa 4)
Morganella S S S S S S S S S S S
morganii (cepa 1)

Proteus vulgaris S S S S S S S S S S S
(cepa 5)
Proteus mirabilis S S |S S S S S S S S S S S
(cepa2)
Morganella morganii | S S |S S S S S S S S S S S
(cepa 2)
PUNTO 5 Cortijo
Citrobacter diversus | S S |S S S S S S S S S S S
(cepa 4)

PUNTO 6 Entrada a Palmira

Citrobacter diversus | S S |S S S S S S S S S S S
(cepa )

Citrobacter diversus | S S |S S S S S S S S S S S
(cepa 6)

Citrobacter diversus | S S 1S S S S S S S S S S S
(cepa7)
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Tetraciclina (TE), Sulfamethoxazol/Timetropin(SXT), Ceftriaxona(CRO),
Azithromycina(AZM), Aztreonam(ATM), Imipenem (IPM). Kanamycina(K),
Gentamicina(CN), Ceftazidima(CAZ), Amoxicillina(AX), Ciprofloxacina(CIP),
Acido Nalidixico(AN), Colistina(CT), Cefoxitin(FOX)

Se ha sefialado que los intestinos humanos son un reservorio de bacterias del género
Proteus, especialmente las que pertenecen a la especie P. mirabilis, miembro de la
microflora fecal natural de la poblacion humana. Se asocia también a infecciones urinarias,
en especial los relacionados con catéteres *°.

En este trabajo Proteus mirabilis presento resistencia a 6 antibidticos pertenecientes a 5
familias diferentes, tetraciclina, quinolonas, polimixina, sulfonamidas y macrélidos. En un
trabajo llevado a cabo en Europa, se encontrd que P. mirabilis fue resistente de forma
natural a todas las tetraciclinas analizadas, penicilina G, oxacilina, todos los macrdlidos,
lincosamidas, estreptograminas, glucopéptidos, rifampicina y acido fusidico y sensible a
todos los betalactamicos, excepto la penicilina G y la oxacilina, resultados estos semejantes

a los obtenidos en esta investigacion *’ (Ver imagen 5).
g g

Imagen 5. Antibiograma con resistencia a Sulfamethoxazole (SXT), Amoxicillina(AX) y

Tetraciclina (TE).

La cepa 1 de Proteus vulgaris presento resistencia a acido nalidixico y sensibilidad a la
ciprofloxacina (Imagen 6). Pone de manifiesto que la bacteria presenta una posible mutacion
en la zona llamada QRDR (Determinante de Resistencia a las Quinolonas) del gen gyrA del
ADN girasa. Cuando el microrganismo presenta una mutacion de esta indole el resultado es
que las quinolonas no inhiben la replicacion de ADN generando de esta manera una

resistencia al antibiotico™®.
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Imagen 6. Antibiograma de Proteus vulgaris con resistencia a las quinolonas.

En la muestra tomada en la comunidad de Cortijo se encontrd la presencia de Pseudomonas
aeruginosa (Tabla 6) (Imagen 7), la cual no mostré6 ningin tipo de resistencia a los
antibidticos evaluados. Entre las infecciones nosocomiales mas frecuentes asociadas con
bacterias polirresistentes y con peor pronostico, estan las producidas por Pseudomonas
aeruginosa. que tiene una alta capacidad para adaptarse a condiciones adversas como el pH
y la osmolaridad. Es uno de los principales patdgenos involucrados en infecciones
nosocomiales y pacientes inmunodeprimidos, en personas inmunocompetentes su
prevalencia es muy baja. Es considerada un agente infeccioso oportunista que tiene diversos
mecanismos de patogenicidad, asi como resistencia a los antimicrobianos, lo que contribuye

a la dificultad en el tratamiento de estas infecciones™.

Tabla 6

PUNTO 5 Via Cocan
Microorganismo | CN K CT TE CIP AN ST CRO CAZ IPM ATM AZM AZM FOX
Pseudomonas S S S S S S S S S S S S S S
aeruginosa

Imagen 7. Antibiograma de Pseudomona aeruginosa
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CONCLUSIONES

1. Se determinaron los valores de pH y temperatura de agua y ambiente en todos los seis
puntos que se establecieron para la toma de muestra, Rumichaca, Illibuchi, Tixan, Cocan,
Cortijo y Palmira, los valores que se encontraron en los puntos de muestreo nos dieron como
resultado que las condiciones que presentan los distintos sectores son apropiados para el

desarrollo de los diferentes microorganismos encontrados.

2. Se identificaron 5 tipos de bacterias patogenas mediante la realizacion pruebas fisiologicas y
bioquimicas, identificando en su mayoria Citrobacter diversus, con un 41.2% seguido de
Proteus vulgaris con un 29.4%, siendo estas las bacterias con mas frecuencia aisladas entre los

seis puntos donde se recogio las muestras.

3. Se valor6é la resistencia antimicrobiana de las diferentes bacterias patdgenas aisladas,
observando resistencia al Colistin, Tetracyclina y Amoxicillina, permitiéndonos verificar que si
existen bacterias patdogenas con resistencia a los antibioticos que se aplica frecuentemente en

los diferentes tratamientos usados por los médicos.
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RECOMENDACIONES

1. Debemos tomar en cuenta que el pH y temperatura son condiciones importantes para
el desarrollo de bacterias ya que generalmente estas crecen en temperaturas altas y

disminuye su proliferacion en temperaturas bajas.

2. Es importante utilizar todas las normas de bioseguridad y seguir los protocolos de
cada proceso adecuadamente para que no exista errores al momento de realizar las

pruebas bioquimicas y fisioldgicas obteniendo asi resultados satisfactorios.
3. Se recomienda evitar el uso de medicamentos sin la correspondiente prescripcion

médica ya que esto produce la prevalencia de la infeccion bacteriana debido a que las

bacterias generan resistencia a los antimicrobianos.
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ANEXOS



ANEXO N° 1: Fichas
de observacion de

toma de muestras



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, Fcuador”

N de muestra: |

Nombre del estudiante:  Tooo  Ahane o Siloe. Pamigez
Fecha: 0% -\w\io 2019
Muestra: Agua .~ Producto Agricola __ Rio: _chunchon
Muestra tomada en (lugar):
Nhente Romichocss — Dlowst
Temperatura: Medio Ambiente 70 2 Agua |7 °C (sélo para agua)
PH: %  (solo para agua)
Observacién:

Presencia de animales en los cultivos: 5,
Viviendas colindantes: s

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:
Realizado por:
g |
- ks |y Eae
"Diana Atiaja Silvia Ramirez
Vi

Tutor Académico



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 provincia de Chimborazo, Ecuador™

N°® de muestra: 7

Nombre del estudiante: Diane  Aldves o Silue Pomivez
Fecha: g1 - BL_A- G - Ly |
Muestra: Agua _—  Producto Agricola  Rio: Chenchan
Muestra tomada en (lugar):
/RJ&MQ LThboch,
Temperatura: Medio Ambiente §0%¢ Agua | g °C (solo para agua)
PH: 9 “C (s6lo para agua)
Observacion:
Presencia de animales en los cultivos:  p 2
Viviendas colindantes: po

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:
Realizado por:
Diana Atiaja Silvia Ramirez

Tutor mico



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 provincia de Chimborazo, Ecuador™

N°de muestra: 32

Nombre del estudiante: Mionge E‘p;} s L/ :Qluﬂg Hi“.’;u )
Fecha: £3 - ;ﬂ'_hg— Jola
Muestra: Agua __-  Producto Agricola Rio: _chonchon

Muestra tomada en (lugar):
Zslocian de 1iven
Temperatura: Medio Ambiente 0 “C Agua |S ©C (solo para agua)
PH: %  (solo para agua)
Observacidn:
Presencia de animales en los cultivos:
Viviendas colindantes:
Otra fuente que se considere contaminacion: .5_: Cual:

\gﬁmg; de gﬂug; L3 M o Mineid e ('}?eait]uulm)

Realizado por:
Diana Atiaja Silvia Ramirez

Tutor Académico



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 provincia de Chimborazo, Ecuador™

N° de muestra: H

Nombre del estudiante:  Toyane P;"l-u."! o /},-' .':;‘J.ujrwu Quml ez
Fecha: 01 3o -1019 i

Muestra: Agua ___— Producto Agricola  Rio:  chenchan
Muestra tomada en (lugar):
Ve GCoean
Temperatura: Medio Ambiente & “( Agua €°L  (solo para agua)
PH: - (sélo para agua)
Observacion:

Presencia de amimales en los cultivos: ,5;
Viviendas colindantes: <

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:
Realizado por:
] ' .
7
Diana Atiaja Silvia Ramirez

wh

TutoruAcndém ico



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: 5

Nombre del estudiante: Tisne Aligya . Silde Pomivez
Fecha: 04 -3uli0 -Lorg

Muestra: Agua — Producto Agricola Rio:  (hanchu

Muestra tomada en (lugar):

Corh jO
Temperatura: Medio Ambiente |0 ¢ Agua /o<c (sélo paraagua)
PH: _(  (s6lo para agua)
Observacitn:

Presencia de animales en los cultives: s,
Viviendas colindantes: s

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:
Realizado por:
Irl:l'f A E E i
¥ e i -H : ¥
Diana Atiaja Silvia Ramirez

Tutor Académico



FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA
PROYECTO DE INVESTIGACION: Impacto sobre la salud humana ocasionado
por la contaminacion bacteniana de las aguas de riego utilizadas en la agricultura en
la provincia de Chimborazo, Fcuador”

N° de muestra: //

Nombre del estudiante:  “Ticine f"!m;}u /(1/ Sitlne Bami rez
Fecha: 01 - yolio -fors
Muestra: Agua __— Producto Agricola __ Rio: ¢ hon. hom
Muestra tomada en (lugar):

Zohvede o Blmire

Temperatura: Medio Ambiente /4 “¢ Agua |59  (solo paraagua)
PH: © “C (sélo para agua)
Observacion:

Presencia de animales en los cultivos: V2
Viviendas colindantes: Mo
Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:

Realizado por:

7 (Bladaniters

4 =
Diana Atiaja Silvia Ramirez

Tutnr"Aca;iémicu



Anexo N° 2:
Toma de muestra del
agua de los diferentes

puntos



B) Toma de muestra sector via
Panchipal

A) Toma de muestra sector
Rumichaca-Alausi

D) Toma de muestra sector Cocan

E) Medicion de pH F) Medicion de temperatura del agua



Anexo 3: Siembra en
agua peptonada,
Agar Sangrey
MacConkey



A) Siembra en agua peptonada

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patogenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”

B) Siembra en agar sangre y MacConkey

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patogenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”



Anexo 4: Crecimiento

de colonias.



A) Agar CLED B) Agar MacConkey

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patégenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”



Anexo 5: Pruebas
bioquimicas



Identificacién bacteriana: A) KLIGLER: Lactosa (+), Glucosa (+) producciéon de gas (+)
H2S (-) B) Urea (+), C) Citrato (+), D) MIO: Motilidad (+), indol (+) y ornitina (-), E)
Malonato (+), LIA (-)

A) B) C) D) F) G)

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patogenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”



Anexo 6: Realizacion
del antibiograma



A) Colocacion de los discos de antibioticos

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patogenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”

B) Lectura de antibiograma

Fuente: Atiaja D, Ramirez S, Proyecto “Resistencia antimicrobiana de
bacterias patogenas presentes en el agua del Rio Chanchan 2019”



Anexo 7: Aprobacion
del Titulo del Proyecto

de Investigacion
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Riobamba, 11 de move de 2004

Ofican Mo 0402 RD-FTS--
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2019
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RAMIREZ GUANO SILVIA ELIZABETH
ESTUDIANTE DE LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO
FACULTAL DE CIENCIAS DE LA SALUD - UNAUCH
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Cumplo con el deber de mformar la resolucion de Decanato de fechn: martes 1 de
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