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RESUMEN

En el aflo 2017 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé un listado
de bacterias patdgenas multiresistentes contra las cuales se requiere encontrar
antibioticos eficaces. En ella se encuentran 12 familias bacterianas clasificadas
en prioridades critica, elevada y media incluyendo bacterias del grupo ESKAPE,
el cual esta integrado por: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp, todas ellas de importancia médica. En los nosocomios estas
bacterias son los principales agentes causales de infecciones que pueden
conducir a la muerte en los pacientes inmunocomprometidos. Las bacterias del
grupo ESKAPE son capaces de desarrollarse en diversos ecosistemas; se han
aislado de agua, aire y suelo. En México e internacionalmente, la presencia de
Escherichia coli (E. coli) y las denominadas coliformes totales, son empleados
como indicadores biolégicos de contaminacion fecal, por lo que se utilizan para
evaluar la calidad del agua de acuerdo con los limites establecidos en la
normatividad. En este trabajo se determinaron los niveles de contaminacion
bacteriana, asi como parametros fisicoquimicos de aguas superficiales
provenientes de una seccion de la subcuenca del Nexapa que recorre la Mixteca
poblana. Se efectuaron tres muestreos en siete puntos a lo largo de la ribera
del rio en los cuales se cuantificd el crecimiento de microorganismos en los
agares SS, EMB y TCBS con el fin de aislar e identificar Salmonella y Shigella,
E. coli y V. cholerae, respectivamente. Algunos aislados bacterianos se
seleccionaron para determinar su perfil de resistencia a antimicrobianos.
Ademas, fueron medidos la temperatura, el pH, la conductividad, la DBO vy el
OD. Los datos obtenidos de la cuantificacion de los microorganismos fueron
analizados estadisticamente, para determinar la diferencia significativa entre las
condiciones nutricionales empleadas. Los resultados indicaron la presencia de
las siguientes bacterias: Escherichia coli, Vibrio cholerae y los géneros
Salmonella spp y Shigella spp. Se encontraron diferencias significativas en la
cantidad de microorganismos aislados en el medio TCBS con respecto al Agar
SS y Agar EMB.



ABSTRACT

In 2017, the World Health Organization (WHO) published a list of multidrug-resistant
pathogenic bacteria against which effective antibiotics must be found. It contains 12
families of bacteria that are classified as critical, high and medium priorities, including
bacteria from the ESKAPE group, which is made up of Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp, all of which are of medical
importance. In hospitals, these bacteria are the main cause of infections that can
lead to death, especially in immunocompromised patients. In addition, the members
of the ESKAPE group can thrive in different ecosystems; they have been isolated
from water, air and soil. In Mexico and internationally, the presence of Escherichia
coli (E. coli) and the so-called total coliform bacteria are used as biological indicators
of fecal contamination, which is why they are used to evaluate water quality
according to the limits established in regulations. In this work, the degree of bacterial
contamination and the physico-chemical parameters of the surface water of a section
of the Nexapa sub-basin, which runs through the Mixteca poblana, were determined.
Three samples were collected at seven sites along the riverbank to quantify the
growth of microorganisms on SS, EMB and TCBS agars to isolate and identify
Salmonella and Shigella, E. coli and V. cholerae, respectively. Some bacterial
isolates were further selected for the determination of their antimicrobial resistance
profile. In addition, temperature, pH, conductivity, BOD and DO were measured. The
data obtained from the quantification of the microorganisms were statistically
analyzed to determine the significant difference between the nutritional conditions
used. The results showed the presence of the following bacteria: Escherichia coli,
Vibrio cholerae and the genera Salmonella spp and Shigella spp. Significant
differences were found in microbial counts isolated on the TCBS medium compared
to SS agar and EMB agar.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del agua

La CONAGUA define al agua como un recurso natural renovable que, aunque puede
obtenerse mediante procesos naturales, parte de esta se deposita en acuiferos con
largos periodos de renovacion, por lo que se puede considerar que no es un recurso
renovable (CONAGUA, 2021).

De los 1,386 millones de kilbmetros cubicos de agua presente en el planeta,
solamente 35 millones son de agua dulce, lo que representa el 2.5% del total del
agua, del cual sélo aproximadamente el 30% esta disponible para el consumo
humano, ya que el resto se encuentra en forma de nieve, hielo o glaciares o se
encuentra en acuiferos inaccesibles (Clarke & King, 2004).

En 2020 el Sistema Nacional de Informacién del Agua (SINA) report6é un total de
voliumenes concesionados de 89,600 hectémetros cubicos, distribuidos en un 76%
para uso agricola, ganaderia y acuacultura, 15% para el abastecimiento publico, 5%
para la industria autoabastecida (la que toma el agua directamente de los rios) y 4%
para termoeléctricas (excluyendo hidroelectricidad) (IMCO, 2023).

La destruccion de fuentes naturales de agua, el crecimiento poblacional e industrial,
la distribucion inequitativa de este recurso, contaminacion del agua y la extraccion
insostenible de la misma de diversos cuerpos de agua como lo son los rios y lagos
son las principales razones que llevan a la escasez de agua en ciertos paises (Liu,
et al., 2017).

1.2 Contaminacioén del agua

Schweitzer y Noblet definen la contaminacién del agua como la presencia de
componentes o factores quimicos, fisicos o biolégicos que causan condiciones de
deterioro en los cuerpos de agua e impiden su uso para fines benéficos (Schweitzer
y Noblet, 2018).



Los origenes de la contaminacién pueden venir de fuentes puntuales o no
puntuales. Las fuentes puntuales son aquellas que se pueden ubicar en sitios
especificos e inamovibles, como lo son las plantas de tratamiento de aguas
residuales, fabricas, plantas de energia, minas, refinerias, etc. En el caso de las
fuentes no puntuales son aquellas que aportan contaminantes al agua y que estan
distribuidas en una amplia zona geografica y que no se pueden ubicar en un sitio
especifico, por ejemplo, las escorrentias de aguas agricolas o pluviales (Yang et al.,
2010).

La contaminacion se puede presentar de manera natural, por deslaves, erupciones
volcanicas o caida de hojas por temporada, pero en su mayoria es influenciada por
la actividad antropogénica.

Las aguas residuales son aguas caracterizadas por su composicion variada,
resultante de descargas provenientes de diversos usos como municipales,
industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos, y también
incluyen aquellas originadas en fraccionamientos y otros usos especificos. Se trata
de una amalgama de liquidos que, tras su utilizacion, presentan una diversidad de
contaminantes, los cuales pueden incluir materia organica, sustancias quimicas,
microorganismos patdgenos, entre otros elementos (Romero et al., 2009).

Las aguas residuales son una reserva importante de microorganismos resistentes
a antimicrobianos, ya que en ellas hay bacterias resistentes de origen humano (por
ejemplo, residuos hospitalarios), animales (emisiones ganaderas) o0 residuos
agricolas. Los antimicrobianos residuales presentes en estas aguas pueden
contribuir al desarrollo y propagacién de microorganismos multidrogorresistentes al
generar presion selectiva en las bacterias, aunque esto sigue siendo investigado
(World Health Organization, 2017).

De acuerdo con los datos de la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) en México
durante 2020 solo el 12% del agua residual fue tratada (CONAGUA, 2021).

Es necesario implementar medidas integrales para la gestion de aguas residuales,
gue incluyan desde la prevencion y reduccion de la generacion de contaminantes
hasta la implementacion de sistemas de tratamiento y disposicion final adecuada

(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2015).



En México la NOM-001-SEMARNAT-2021 establece los limites permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en cuerpos receptores
propiedad de la nacion. Con respecto a la presencia y limites permisibles de
microorganismos en este documento se establece un limite permisible para E. coli
en aguas residuales tratadas de 250 NMP/100 mL como promedio mensual, 500
NMP/100 mL como promedio diario y 600 NMP/100 mL para el valor inmediato en
rios, arroyos, canales y drenes (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2021)

Los microorganismos son componentes clave en el estudio de la calidad del agua,
incluyendo las aguas residuales. Algunos de los microorganismos patdgenos son
agentes causales de infecciones y pueden ser transmitidos a través del agua.
Ejemplo de estos microorganismos patdgenos son: Salmonella spp., Shigella spp.,
Giardia spp., y Cryptosporidium spp., entre otros (Céazares & Alcantara, 2014).

Las regulaciones y normativas en México respecto a la presencia de los
microorganismos patégenos en aguas residuales se encuentran en constante
actualizacion y ajuste de acuerdo con las necesidades y avances en la investigacion

cientifica.

1.3 Géneros bacterianos patdégenos de interés presentes en agua

1.3.1 Género Salmonella

Son microorganismos Gram negativos de la familia Enterobacteriaceae, integrada
por una sola especie, son anaerobios facultativos, no esporulados. Existen dos
especies, Salmonella bongori y Salmonella enterica, la segunda es considerada
como una de las principales bacterias patdgenas y consta de varias subespecies,
cada subespecie se divide en serotipos de acuerdo con el tipo de antigeno, puede
ser H (flagelar) u O (somatico), el antigeno H se conforma por la proteina mas
abundante del flagelo, mientras que el antigeno O esta conformado por una cadena
repetida de polisacaridos que forma parte del lipopolisacéarido (Brenner 2000, Popa
& Papa, 2021). Son generalmente maoviles por flagelos peritricos, utilizan citrato

como Uunica fuente de carbono y poseen metabolismo de tipo oxidativo y
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fermentativo. Se han descrito mas de 2,500 serotipos de Salmonella, basandose en
la identidad de su genoma (Judd et al., 2019, Fernandes et al., 2022). La mayoria
de los serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura que va desde
5°C a 47°C, con una temperatura optima entre 35°C a 37°C, algunas pueden llegar
a crecer a 2°C 0 4°C y hasta 54°C. El pH de crecimiento oscila entre 4 a 9 con un
optimo entre 6.5y 7.5 (Gonzalez & Alés, 2014).

Existen dos variedades de importancia clinica de Salmonella enterica serovar
Typhy, la cual es causante de la fiebre tifoidea y Salmonella enterica no tiphy la cual
causa sintomatologia propia de la gastroenteritis como es la diarrea, en pacientes
inmunocomprometidos, puede causar salmonelosis invasiva (Rice, 2008).
Salmonella se reconoce mundialmente como el principal agente etiolégico de
enfermedades transmitidas por agua y alimentos, el Centro para el control y
prevencion de enfermedades de los Estados Unidos (CDC) y la Autoridad Europea
para la Seguridad Alimentaria (EFSA) reportan anualmente mas de 1,000,000 y
100,000 infecciones por Salmonella no tifoidea respectivamente (CDC-FDA, 2018;
EFSA, 2019). En México la Direccidon General de Epidemiologia (DGE) reporté para
2022 14,404 casos de fiebre tifoidea y 52,382 casos de fiebre paratifoidea y otras
salmonelosis a nivel nacional (DGE, 2023). En las figuras 1 y 2 se muestra la
prevalencia de estas enfermedades durante el periodo 2005-2022, se puede
observar que el mayor nimero de casos para la fiebre tifoidea se presenté en el afio
2012 (Figura 1).

Para el caso de la prevalencia de la fiebre paratifoidea y otras salmonelosis el afio

con mayor numero de casos fue el 2010 (Figura 2).
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Figura 1. Prevalencia de fiebre tifoidea en México durante el periodo de 2005 a
2022.
Elaboracion propia con informacién de la Direccion General de Epidemiologia (DGE) en
Anuarios de Morbilidad 1984-2022.
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Figura 2. Prevalencia de fiebre paratifoidea y otras salmonelosis en México
durante el periodo de 2005 a 2022.
Elaboracion propia con informacion de la Direccion General de Epidemiologia (DGE) en
Anuarios de Morbilidad 1984-2022.



Las bacterias del género Salmonella son resistentes a factores ambientales y
muestran un factor estacional, presentandose con mayor frecuencia cuando existen
temperatura y precipitaciones elevadas en mayor medida cuando concurren
temperaturas y precipitaciones elevadas (lluvias, tormentas o monzones), siendo el

caso de regiones tropicales o subtropicales (Simental & Martinez-Urtaza, 2008).

1.3.2 Género Shigella

El género Shigella esta formado por bacilos Gram negativos inmoviles, anaerobios
facultativos no esporulados, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Se
observa una actividad bioquimica reducida, en conjunto, una actividad citocromo-
oxidasa negativa, ademas de una fermentacion de glucosa sin produccion de gas
(Anselmo et al., 2020). El género Shigella se puede dividir en cuatro subgrupos, A,
B, C y D, correspondiendo a Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii
y Shigella sonnei respectivamente. Los subgéneros se tienen 54 serotipos que se
diferencian entre si por sus caracteristicas bioquimicas (como fermentacién del D-
manitol y produccién de indol) y estructura antigénica (como el antigeno O de la
capa de lipopolisacaridos en la superficie celular bacteriana) (Halimeh et al., 2021).
Mas del 75% de las infecciones en paises industrializados se atribuyen a S. sonnei,
por otra parte, S. flexineri es el subgrupo predominante en Asia, Africa y
Sudamérica, se ha reportado que los cuadros mas severos de shigelosis se
producen por S. dysenteriae del serotipo 1, endémica y epidémica de la India
(Gonzélez & Alés, 2015).

La patogenicidad de Shigella esta asociada a su habilidad para invadir y colonizar
el epitelio intestinal humano mediante factores de virulencia, causando invasion de
las células del epitelio, evasion del fagosoma y apoptosis en los macréfagos. Es
considerado el enteropatégeno bacteriano mas transmisible asociados al consumo
de agua o alimentos contaminados (Guzman, et al., 2013).

La dosis infectiva es muy baja, ya que se necesitan menos de 100 microorganismos
viables para producir la enfermedad, lo que facilita la diseminacion en ausencia de
medidas adecuadas de control (falta de coccidn en céarnicos, consumo de lacteos

sin pasteurizar, falta de higiene en establecimientos alimentarios, etc.), en fase



aguda la excrecion fecal es maxima, se ha reportado que esta bacteria puede
permanecer viable hasta 5 meses en superficies inanimadas (Kramer et al., 2006).
Esta bacteria forma poros a través de la membrana de las células del epitelio
intestinal, permitiendo la penetracion de la bacteria al citoplasma del enterocito,
luego se multiplican e infectan células adyacentes a través de protrusiones, sin
tomar contacto con el medio extracelular, destruyendo las células del huésped (Blair
et al., 2015).

La toxina Shiga es una de las toxinas bacterianas mas potentes que se conocen,
esta presente en S. dysenteriae y algunos serotipos de E. coli, esta proteina cuenta
con dos subunidades principales, una subunidad A unida no covalentemente a un
pentamero de cinco subunidades B idénticas (Melton, 2014). La subunidad A dafia
el ribosoma de la célula eucariota y detiene la sintesis proteica en las células
epiteliales, mientras que el pentamero B se une al receptor celular,
globotriaosilceramida, que se encuentra principalmente en células endoteliales,
aungue existen otros receptores (Di, et al., 2011).

En la Figura 3 se muestran las subunidades Ay B que conforman a la toxina Shiga.




Figura 3. Visualizacion de la toxina shiga (subunidades A y B).

A) Estructura de la toxina shiga, en rojo la subunidad A, en azul se muestran las 5
subunidades B.

B) Visualizacién de las 5 subunidades B de frente.

C) Superficie molecular de la toxina.

Elaboracion propia empleando el software Chimera 1.17.1.

Shigella tiene una alta prevalencia a nivel mundial, la OMS ha reportado que existen
80 millones de casos anualmente y causa 700000 muertes (World Health
Organization, 2022a).

1.3.3 Género Vibrio y Vibrio cholerae

Son bacterias Gram negativas del grupo de las "Gamma proteobacterias”, que
proliferan en los ambientes salados, por ejemplo, el agua de mar (Yoon & Waters,
2019). Comunmente se encuentran en ambientes calidos de mar y estuario.
Aproximadamente una docena de especies de Vibrio pueden causar enfermedad
en los seres humanos (Betancor et al., 2006), como lo son V. cholerae, V. mimicus,
V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. wvulnificus, V. fluvialis, V. hollisae, V.
cincinnatiensis, V. furnisii, V. damsela, V. metschnikovii y V. carchariae (Ceccarelli
et al., 2019).

Vibrio cholerae pertenece a la familia Vibrionaceae. Es un bacilo curvo, Gram
negativo, anaerobio facultativo y con capacidad de movimiento debido a la
presencia de un flagelo polar. Su tamafio es de 1-3 micras (um) de largo por 0,5-0,8
pMm de ancho. Existen dos serogrupos capaces de producir colera, el O1y el 0139
0 Bengala, y estos serogrupos son productores de la enterotoxina colérica siendo
los responsables de brotes epidémicos, y aguellos que no producen toxina colérica
se encuentran presentes en casos aislados como enteritis (Baldauf et al., 2015).

En la Figura 4 se muestran los principales serogrupos de Vibrio cholerae
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Figura 4. Clasificacion general de los principales serogrupos de Vibrio cholerae.
Elaboracion propia con informacién de Fernandez et al., 2009.

El serogrupo O1 presenta dos biotipos: el Clasicoy El Tor, y cada uno de ellos
posee 3 serotipos: Inaba, Ogawa y Hikojima; si bien este ultimo es poco frecuente,
aungue posee los determinantes antigénicos de los otros dos y, por su inestabilidad,
acaba convirtiéndose en alguno de los otros serotipos. Otros serogrupos distintos al
01 y 0139 pueden ser patdgenos. Ademas, los serotipos que no producen la
enterotoxina colérica también pueden causar enfermedades en humanos como

enteritis (Farina, et al., 2010).

1.4 El problema de laresistencia antimicrobiana: Grupo ESKAPE

La resistencia de los microorganismos a los antibidticos representa un problema de
salud a nivel mundial y complica la seleccién de tratamientos adecuados para las
infecciones ocasionadas por estos microorganismos (Santos et al.,, 2020). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) public6 en el afio 2017 una lista de

microorganismos prioritarios resistentes a antibioticos (World Health Organization,



2017), en la cual se encuentran 12 familias de bacterias que son consideradas
peligrosas para la salud humana y que son divididas en tres categorias de acuerdo
a la necesidad del desarrollo de nuevos antibioticos para el tratamiento de las
infecciones causadas por ellos y a su capacidad para ocasionar dafio a la salud, por
lo que se dividen en prioridad critica, elevada y media (World Health Organization,
2017; Taconelli et al., 2018).

El grupo ESKAPE, se encuentra en la categoria de prioridad critica y esta
conformado por las bacterias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp, las cuales son de importancia clinica debido a que son
multiresistentes a antibioticos y pueden causar graves complicaciones en pacientes
inmunocomprometidos, afectando principalmente a pacientes en el ambiente
intrahospitalario que necesitan ventiladores o catéteres intravenosos (Rice et al.,
2008; Taconelli et al., 2018). En las categorias de prioridad elevada y media se
encuentran bacterias cuya resistencia a los antibiéticos sigue incrementando y que
pueden ser adquiridos en la comunidad o por la ingesta de alimentos contaminados
con los microorganismos, como es el caso de Salmonella spp y Shigella spp.

De acuerdo con la Organizacibn Mundial de la Salud la resistencia a los
antimicrobianos ocurre cuando los microorganismos estan expuestos a estos y
sufren cambios adquiriendo resistencia a los antimicrobianos (World Health
Organization, 2016).

La resistencia a los antimicrobianos hace que las infecciones comunes que
amenazan la vida sean dificiles o imposibles de tratar, en la actualidad ha
aumentado mundialmente y presentan consecuencias socioecondémicas y de salud
publica importantes (Stover et. al., 2000).

Se ha estimado que las bacterias resistentes a los antibioticos causan anualmente
700,000 muertes y se espera un incremento a 10 millones para el 2050 (O’Neill,
2014).

Algunas de las patologias que ocasionan las bacterias ESKAPE son: cistitis,
pielonefritis, colitis asociada a antibidticos (Enterococcus faecium), foliculitis,

abscesos, sinusitis, neumonia (Staphylococcus aureus), neumonia nosocomial,
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pielonefritis, meningitis (Klebsiella pneumoniae), otitis externa, Ulceras cutaneas,

infeccion pulmonar crénica, queratitis (Pseudomonas aeruginosa), diarrea, fiebre

tifoidea y paratifoidea (Enterobacter spp.) (Tabla 1).

Tabla 1. Patologias mas comunes relacionadas a bacterias del grupo

ESKAPE.

Elaboracion propia con informacién de Rose et al., 2020; Barer et al., 2018.

Patologia Enterococcus  Staphylococcus Klebsiella Acinetobacter  Pseudomonas Enterobacter
faecium aureus pneumoniae baumannii aeruginosa spp
Abscesos - X X X X -
Bacteremia X X X X X X
Celulitis X - X X X
infecciosa
Cistitis - X X X X X
Colitis - - - - - X
Diarrea X - - - - X
infecciosa
Endocarditis X X - - X X
Fiebre - - - - - X
tifoidea
Foliculitis - X - - X X
Meningitis - - X X X X
Neumonia X X X X X X
Otitis - X X - X X
Osteomielitis - X - - - X
Pielonefritis X X X X X X
Queratitis - - - - X X
Sinusitis - X - - X -
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Ulceras X X X X X
cutaneas

“X” = Indican que la bacteria es uno de los causantes principales de la patologia indicada.
“-” = No se relaciona esta bacteria con la patologia indicada

Se ha reportado que las bacterias Staphylococus aureus, Streptococus pneumonae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp han demostrado tener
mayores niveles de resistencia a distintas generaciones de antibiéticos, suponiendo
asi un riesgo para la salud de la poblacién (Poirel et al., 2018). Se considera que la
administracion indiscriminada de los antibioticos desde su desarrollo y empleo a
principios del siglo XX ha sido contraproducente y ha contribuido al incremento de
la multiresistencia a los antibidticos en bacterias (Calva, 2019, Chavez et al., 2015).
Se define a la multiresistencia como la ausencia de sensibilidad a un antibiético de
tres o mas familias (Camacho, 2023).
Los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias ante los antibiéticos
varian segun la especie y son capaces de ser transmitidos a otras bacterias ya sea
de forma horizontal o verticalmente a las siguientes generaciones:
1.- La transferencia horizontal de genes en bacterias es un proceso fundamental
estudiado por su papel en la rapida evolucion bacteriana y en la propagacion de
genes de interés clinico y biotecnoldgico, incluyendo los de resistencia a antibioticos
y factores de virulencia. Este fendmeno permite la adquisicion de nuevos genes en
el genoma bacteriano a través de mecanismos diferentes como la transformacion,
la transduccion y la conjugaciéon (Thomas y Nielsen, 2005).
a) Latransformacion es un proceso en el cual las bacterias adquieren genes del
ambiente circundante a través de la toma activa de ADN del medio ambiente
y su incorporacion al genoma bacteriano (Kidane et al., 2012). Experimentos
realizados por Croucher y colaboradores en el afio 2011 demostraron que la
transformaciéon de S. pneumoniae con fragmentos de ADN provenientes de
cepas resistentes a antibidticos resultd en la adquisicion de genes de

resistencia en cepas sensibles, lo que evidencia la importancia de la
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transformacion en la propagacioén de genes de resistencia (Croucher et al.,
2011).

b) La transduccidén es un mecanismo en bacterias que implica la transferencia
de genes bacterianos a través de bacteridfagos. Los bacteriéfagos pueden
encontrarse en dos estados funcionales; siendo liticos aquellos que ingresan
a la bacteria, se replican y ocasionan lisis celular o liségenicos los que son
capaces de recombinar su material genético con el de la bacteria, en este
caso no ocurrira lisis y el material genético recombinado sera copiado y
transmitido en cada replicacion celular bacteriana y podra conferir ciertas
caracteristicas como la resistencia a los antibidticos (Dominguez, 2020).
Estos virus actian como vectores para la transferencia de genes y pueden
llevar genes de resistencia a antibioticos u otros genes que confieran ciertas
capacidades (Chiang, 2019).

c) La conjugacion es un mecanismo basado en el intercambio unidireccional de
informacion genética de una bacteria donante a una bacteria receptora por
medio de un pili sexual e involucra el paso de moléculas de ADN circular
extracromosomico llamadas plasmidos, que contienen genes adicionales
implicados en la resistencia a antibiéticos, los cuales se replicaran cada vez
gue la bacteria receptora se duplique (Bentacor et al., 2006).

2.- Transferencia vertical de genes: Es el fendbmeno en el cual se transmite la
informacion genética parental a la progenie, los organismos procariontes se
reproducen asexualmente mediante gemacion o fision binaria, debido a esto el
cromosoma que se encuentra en las células hijas es idéntico al de las células madre
y No se presenta variacion genética (Parker et al., 2016). Pese a no presentarse
diferencia genética de la célula madre, las mutaciones, asi como las modificaciones
mediante elementos genéticos moviles y genes adquiridos mediante transferencia
horizontal se heredan a la célula hija, lo que mantiene la variabilidad genética y les

permite adaptarse de mejor manera a su entorno (Lorenzo-Diaz, et al., 2017).
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1.5 Antibioticos

Son moléculas naturales, sintéticas o semisintéticas capaces de inducir la muerte o
la detencidn del crecimiento de bacterias y otros microorganismos (Mohr, 2016).
Para determinar si una bacteria es sensible o resistente a un antibiotico en particular
es necesario determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI): se define como
la concentracion mas baja (en pg/mL) de un antibiético que inhibe el crecimiento de
una determinada cepa bacteriana (CLSI, 2017). Este parametro sirve para
interpretar antibiogramas, siguiendo las normas de interpretacién establecidas por
el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés),
reportdndose si la cepa es Sensible, Intermedia o Resistente, seguido de la CMI en
pug/mL (CLSI, 2017).

e Sensible: Se nombra asi a los microorganismos cuyo crecimiento esta
inhibido por la concentracion que el farmaco alcanza en sangre
(concentracion sérica) usando la dosis habitual.

e Intermedia: Significa que el crecimiento del microorganismo se ve inhibido
solamente a la dosis maxima recomendada.

e Resistente: Son aquellos microorganismos que se muestran resistentes a los

niveles séricos del farmaco que se alcanzan normalmente.

1.5.1 Grupos de antibiéticos
Los antibidticos se pueden clasificar de diversas maneras, por su actividad se
dividen en dos grupos (Patil, 2021):
1) Bacteriostéaticos: Aquellos que impiden el desarrollo y la multiplicacion de las
bacterias sin llegar a destruir las células.
2) Bactericidas: Aquellos con efectos letales en sus mecanismos de accion,

llevando a la lisis celular.

También se pueden clasificar por su mecanismo de accion y se describen a

continuacion.
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1) Betalactamicos: Esta familia de antibioticos se define quimicamente por

presentar un anillo betalactdmico, que consiste en un anillo heterociclico
conformado por tres atomos de carbono y un atomo de nitrogeno (Suarez et
al., 2008). Estos pueden formar asociaciones con otros grupos organicos
como anillo secundario, lo que deriva en su clasificacion estructural principal,
este anillo determina su mecanismo de accion, también su escasa toxicidad
directa y el principal mecanismo de resistencia de esta familia de antibiéticos
(Astocondor, 2018).
Estos antibidticos son bactericidas y producen su efecto principalmente
mediante dos mecanismos: la inhibicion de la sintesis de pared bacteriana y
la induccién de autolisis bacteriana. El anillo betalactamico es capaz de
unirse al sitio activo de las enzimas transpeptidasas que se encargan de la
ltima fase en la sintesis de pared celular, debido a su similitud con el sustrato
gue es reconocido por las enzimas el cual es un pentapéptido, el resultado
de esta union es la inhibicién de la sintesis de la pared celular, por esta
capacidad de unién son conocidas como proteinas ligadas a penicilina o PBP
(Garcia y Navarro, 2006). Se ha reportado que la actividad de los
betalactamicos se ve reducida en bacterias productoras de betalactamasas,
(enzimas que inactivan los betalactamicos), que son comunes en ciertas
bacterias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli (Glen, 2021).

2) Antibiéticos de tipo Glucopéptidos: Los glucopéptidos son moléculas de
estructura quimica compleja, que cuentan con un heptapéptido como
estructura central. Estos antibioticos actuan sobre la pared celular de las
bacterias, inhibiendo la sintesis de peptidoglicano, se emplean
principalmente en el tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos Gram positivos (Butler et al., 2014).

Esta familia se integra por la vancomicina, teicoplanina, avoparcina y en los
altimos afnos se ha estudiado in vitro un nuevo antibiotico el LY333328 (Van
Bambeke et al., 2004).
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e Vancomicina: Es un antibiético glucopéptido triciclico que inhibe la
sintesis de la pared celular en especies bacterianas sensibles,
mediante la union de elevada afinidad con el extremo D-Alanil-D-
Alanina de las unidades precursoras de la pared celular,
adicionalmente afecta la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana y la sintesis del ARN (Vandecasteele et al., 2013). Se ha
reportado resistencia cruzada sélo con la teicoplanina (Butler et al.,
2014).

Este antibidtico es efectivo contra diversas especies del género
Streptococcus spp, Staphylococcus aureus productores y no
productores de  penicilinasas y Enterococcus  spp. Otros
microorganismos  sensibles  son: Listeria  monocytogenes,
Lactobacillus sp, Actinomyces sp, Clostridium sp,
inclyendo Clostridium difficile, Difteroides y Bacillus sp (Marsot, 2012).

e Teicoplanina: Es un antibiotico glicopéptido parecido a la vancomicina,
con un espectro de accion similar a esta, es activa contra
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina y es mas efectiva
frente a enterococos, con actividad bactericida en Gram positivos
tanto aerobios como anaerobios, activa frente a estafilococos
(incluidos los resistentes a meticilina y otros betalactamicos),
estreptococos, enterococos, Listeria monocytogenes, micrococos,
corinebacterias del grupo J/K y anaerobios Grampositivos, incluidos

Clostridium difficile y peptococcus (Matsumoto, 2013).

3) Antibidticos de tipo Aminoglucosidos: Este grupo de antibioticos comprende
a los bactericidas cuya estructura quimica estd compuesta por
aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico
hexagonal con grupos amino (aminociclitol) (Pualomino y Pachén, 2003).
Los aminoglucésidos se clasifican en dos grupos segun el componente
aminociclitol con el que cuentan, puede ser estreptidina o desoxiestreptamina

como se muestra a continuacion (Figura 5).
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Los aminoglucésidos presentan actividad bactericida frente a bacilos
aerobios Gram negativos, entre los que se encuentran Enterobacterias y
bacilos no fermentadores, tales como Pseudomonas aeruginosa Yy

Acinetobacter spp.

Aminociclital Kanamicina
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Figura 5. Clasificacién de aminoglucésidos.
Elaboracion propia con informaciéon de Alarcén, 2020; Garneau & Labby, 2016.

Los aminoglucésidos presentan actividad bactericida frente a bacilos
aerobios Gram negativos, entre los que se encuentran Enterobacterias y
bacilos no fermentadores, tales como Pseudomonas aeruginosa Yy
Acinetobacter spp.

Estos antibidticos actian uniéndose a la subunidad ribosomal 30s, por lo que
inhiben la sintesis de proteinas bacterianas, si bien esta accién por si sola
los caracterizaria como bacteriostaticos, se les considera bactericidas porque
aumentan la expresion del transportador oligo peptidico permeasa (opp), lo
gue genera un mayor gasto de ATP y conduce a la muerte celular (Krause et
al., 2016).

Antibidticos de tipo Nitrofuranos: Este es un grupo de antimicrobianos de
origen sintético, derivan de un furano al cual se le ha afiadido un compuesto
nitro en su estructura, son activos contra parasitos, bacterias Gram positivas
y Gram negativas, generalmente Citrobacter spp., Estreptococos de grupo B,

Enterococos, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
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Klebsiella pneumoniae, y Enterobacter spp. (Saxena et al., 2023), ha
mostrado ser activo frente a Enterobacterias productoras de B-lactamasa de
espectro extendido y enterococos resistentes a vancomicina (Tulara et al.,
2018), sin embargo, Proteus, Providencia, Morganella, Serratia,
Acinetobacter, y Pseudomonas spp son altamente resistentes a este
antibiotico (Castafieda et al., 2016).

Los mecanismos de accion son dos: el primero implica evitar la formacion de
acetil-CoA a partir de piruvato, inhibiendo asi el metabolismo de
carbohidratos y el segundo es la formacién de metabolitos intermedios a
partir de la reduccion enzimatica de los nitrofuranos, dichos metabolitos
originan la ruptura del ADN bacteriano (Martinez-Puchol, et al, 2020).

5) Antibioticos de tipo Quinolonas: Las quinolonas son un grupo de antibiéticos
sintéticos cuya estructura estd formada por dos anillos, contando con un
nitrégeno en la posicién 1, un grupo carbonilo en la posicion 4 y con un grupo
carboxilo en la posicion 3 (Pham et al., 2019), se ha visto que su potencia y
espectro aumentan significativamente cuando se les adiciona un atomo de
flior en la posicion 6 (Ruiz et al.,, 2019). Se pueden clasificar por
generaciones (Tabla 2) y cuentan con un amplio espectro de actividad
antimicrobiana.

Mecanismo de accion de las quinolonas: Esta familia de antibiéticos tiene
actividad bactericida uniéndose a las enzimas Topoisomerasas bacterianas,
concretamente la Topoisomerasa |l (ADN-girasa) en Gram negativos y la
Topoisomerasa IV en Gram positivos (Hooper & Jacoby, 2015), las cuales

son enzimas necesarias para la sintesis de ADN (Jacoby, 2005).

Tabla 2. Clasificaciéon de quinolonas.
Elaboracion propia con informacion de Mella et al., 2000.

Clasificacién Antimicrobiano Espectro

Primera generacion. Acido nalidixico, acido Enterobacterias
pipemidico, &cido oxoldnico,
acido piromidico, acroxacino,
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Segunda generacién
(Fluoroquinolonas).

Tercera generacion
(derivados
bifluorados y
trifluorados)

Cuarta generacion

cinoxacino y rosoxacino.

Ciprofloxacina, norfloxacino,
enoxacina, perfloxacina,
fleroxacina, lomefloxacina,
ofloxacina y rufloxacina.

Levofloxacina, gatifloxacina,
moxifloxacima, sparfloxacina,
tosufloxacina, pazufloxacina y

grepafloxacina.

Trovafloxacina (retirada),
gemifloxacina, moxifloxacina y
clinafloxacina.

Gram negativos como
estafilococos, Gram
positivos y Pseudomonas
aeruginosa.

Enterobacterias,
Neumococos, Pseudomonas
y bacterias intracelulares.

Estafilococos,
Pseudomonas,
Enterobacterias y
Anaerobios.

Mecanismo de accion de las quinolonas: Esta familia de antibioticos tiene

actividad bactericida uniéndose a las enzimas Topoisomerasas bacterianas,

concretamente la Topoisomerasa |l (ADN-girasa) en Gram negativos y la

Topoisomerasa IV en Gram positivos (Hooper & Jacoby, 2015), las cuales

son enzimas necesarias para la sintesis de ADN (Jacoby, 2005).

6) Antibidticos de tipo Anfenicoles: Estos antibibticos pertenecen a la clase de

los inhibidores de la sintesis proteica, en las células bacterianas (Ucedo et

al., 2007). La clasificacion de los anfenicoles se basa en la estructura quimica

de la molécula y se dividen en tres grupos: la cloramfenicol (CAP), la
tianfenicol (TAP) y la Florfenicol (FF) (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de los Anfenicoles.

Elaboracion propia con informacién de Lopardo, 2020.

Antimicrobiano

Descripcién

Espectro de accion

Cloramfenicol

Es un antibiético
natural, de amplio
espectro,
bacteriostatico

Microorganismos Gram positivos
como Streptococcus pneumoniae y
Gram negativos aerobios y
anaerobios como Salmonella spp,

bacterias atipicas como Mycoplasma

Es un antibiético para
uso sistémico, de

Spp. y espiroquetas

Microorganismos Gram positivos
como Clostridium spp. y Gram
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Tianfenicol amplio espectro negativos anaerobios como
Escherichia coli

Es un antibiotico Microorganismos Gram positivos y
sintético de amplio Gram negativos aislados de animales
espectro, funciona domeésticos como Pasteurella

Florfenicol como un agente multocida, Actinobacillus
bacteriostatico. pleuropneumoniae

7)

El mecanismo de accién de los anfenicoles se basa en la inhibicion de la
sintesis de proteinas en las células bacterianas. Estos antibioticos se unen a
la subunidad ribosomal 50S y evitan que se unan los aminoacidos necesarios
para la formacion de la proteina. La inhibicién de la sintesis de proteinas
resulta en la muerte de la célula bacteriana (Pilehvar et al., 2016). Se ha
reportado que la resistencia a los anfenicoles estd en aumento,
especialmente en las bacterias aisladas de animales y humanos, ademas, se
ha demostrado que la resistencia puede ser transmitida horizontalmente
entre diferentes especies bacterianas (Aminov, 2011).

Antibidticos de tipo Sulfamidas: Los antibiéticos del tipo sulfas son un grupo
de antibioticos bacteriostaticos sintéticos de amplio espectro, con utilidad
para tratamientos de infecciones bacterianas Gram positivos y negativos,
aunque actualmente con efectividad reducida por la adquisicion de
mecanismos de resistencia (Lopardo, 2020). Estos antibidticos pertenecen
a la clase de los inhibidores de la sintesis de acido fdlico, gracias a que son
analogos estructurales del acido P-aminobenzoico, lo que les confiere la
capacidad de detener la sintesis del acido félico en las células bacterianas
(Carta et al., 2012, Lopardo, 2020).

La clasificacion de las sulfas se basa en la estructura quimica de la molécula
y se dividen en dos grupos principales: las sulfonamidas y las sulfonas, las
sulfonamidas pueden catalogarse segun su uso clinico en sulfamidas de
accion corta (Sulfisoxazol, sulfafurazol, sulfametoxazol, entre otros), de
accion prolongada (Sulfametoxipiridina, sulfameter y sulfadoxina), de uso

topico (Sulfadiazina argéntica y acetato de mafenida) o de accion en el tracto
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digestivo (Sulfasuxidina, sulfaguanidina, sulfatalidina y sulfasalazina) (Petri,
W.A., Jr. 2017).

Las sulfonamidas son el grupo mas conocido de sulfas y se han utilizado
durante décadas para tratar una amplia variedad de infecciones bacterianas,
incluyendo infecciones del tracto urinario, infecciones respiratorias vy
meningitis (Supuran, 2017).

Las sulfonas son otro grupo de sulfas que se han utilizado para tratar
infecciones bacterianas, especialmente la lepra. La dapsona es un ejemplo
comun de sulfona (Konduru et al., 2013).

Se ha demostrado que la resistencia a las sulfas estd en aumento,
especialmente en las bacterias aisladas de animales y humanos (Skdld et al.,
2001). Ademas, se ha demostrado que la resistencia a las sulfas puede ser
transmitida horizontalmente entre diferentes especies bacterianas (Barlow &
Hall, 2003).

1.5.2 Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibi6ticos

Los microorganismos han evolucionado y pueden contar con diversos mecanismos

para evitar que los antibiéticos sean eficaces, lo que disminuye la eficacia de los

tratamientos (Reynoso, etal., 2021; Camacho, 2023) entre los cuales se encuentran:

1.

Bombas de expulsion: Permiten que el antibidtico no se acumule en el
microorganismo

Neutralizacion: Empleando enzimas que inactivan a los antibioticos

3. Alteracion o modificacion del sitio blanco: modificaciones en el sitio de accion

qgue implican pérdida de afinidad.

Reduccion en la permeabilidad: Conducen a limitar el ingreso de los
antibidticos.

Disminucion en la expresion de porinas: Retarda el acceso de los antibioticos

a través de la membrana al interior de la célula.
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1.5.2.1 Principales mecanismos de resistencia en bacterias a los

betalactamicos

La resistencia a esta familia de antibioticos se presenta mediante tres mecanismos

principales, los cuales son:

1)

2)

3)

Produccion en betalactamasas (enzimas capaces de hidrolizar el anillo
betalactamico previo a su union con las transpeptidasas): Este es el principal
mecanismo de resistencia contra los betalactdmicos, en especial en
microorganismos Gram negativos, también pueden producirlas bacterias
Gram positivas y bacterias anaerobias. La produccion de estas enzimas
puede estar codificada en plasmidos (Wu et al., 2018) o en el cromosoma
bacteriano (Vergidis et al., 2017).

Modificacion de la diana en las proteinas ligadas a penicilina (PBP):
Diferentes alteraciones en la PBP como mutaciones o modificacion en la
afinidad pueden dificultar la unién del anillo betalactamico a la proteina,
disminuyendo asi su actividad, siendo este el principal mecanismo de
resistencia en los microorganismos Gram positivos como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus
faecium (Aguayo et al., 2018).

Alteraciones en la permeabilidad y bombas de expulsion: Las membranas
celulares son selectivamente permeables, por lo que la tasa de difusion
pasiva de moléculas a través de la membrana es sumamente importante
(Honigmann & Pralle, 2016). Los cambios en la permeabilidad de la
membrana se relacionan con diferentes factores, como pH, temperatura o
carga eléctrica, por lo que moléculas pequefias sin carga, como el CO2, N2,
02, o moléculas con alta solubilidad en grasas, como el etanol, cruzan las
membranas practicamente sin dificultad por difusion pasiva (Kabra, et al.,
2019). Se ha reportado que los microorganismos Gram negativos son
generalmente mas resistentes a los antibiéticos que los Gram positivos, por
ejemplo, Pseudomonas aeruginosa presentan bombas de expulsién capaces
de expulsar antibiéticos de manera muy eficiente, determinando su

resistencia intrinseca a muchos antibioticos (Poole, 2001, Singh et al., 2022).
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1.5.2.2 Mecanismos de resistencia a los glucopéptidos

Los glucopéptidos tienen un mecanismo de accion basado en su unién al dipéptido
terminal D-alanina-D-alanina precursor del peptidoglucano, inhibiendo asi la sintesis
de la pared celular (Zeng et al.,, 2016). En Enterococcus se ha reportado la
resistencia adquirida por la incorporacion de distintos operones del complejo
genético van (Li et al., 2022), denominados vanA, vanB, vanC, vanD, vanE y vanG.
Este complejo genético modifica la diana D-Alanil-D-Alanina transformandola en D-
Alanil-D-Lactato o D-Alanil-D-Serina, con menor afinidad por la vancomicina y la
teicoplanina (Arias et al., 2012) afectando la capacidad de union de los
glucopéptidos a la pared celular bacteriana (Corbel, 2022).

1.5.2.3 Mecanismos de resistencia a los aminoglucosidos

Dentro de los mecanismos de resistencia a estos antibiéticos se ha reportado la
produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (acetilasas,
fosfotransferasas y adenilasas, entre otras), disminucién en la asimilacién de
antibioticos y alteracion de las proteinas diana ribosomales que modifican su

estructura disminuyendo su afinidad (Shakya et al., 2007).

1.5.2.4 Mecanismos de resistencia a los nitrofuranos

Los nitrofuranos necesitan ser activados por enzimas nitroreductasas para llevar a
cabo su funcién, las enzimas implicadas en la activacién son nfsA y nfsB (Le &
Rakonjac, 2021). Se ha reportado que en Escherichia coli las alteraciones genéticas
o postraduccionales que disminuyen o eliminan la actividad catalitica de estas
nitroreductasas estan relacionadas con el desarrollo de resistencia a los
nitrofuranos (Vervoort et al., 2014, Le & Rakonjac, 2021).

Se ha descrito el rol de las bombas de expulsion en la resistencia a nitrofuranos, un
caso especifico es el de la bomba de expulsion OgxAB, transportador perteneciente
a la familia RND (resistencia-nodulacion-division) que permite desarrollar
resistencia a nitrofurantoina (Ho et al., 2015).
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1.5.2.5 Mecanismos de resistencia a las quinolonas

Se han reportado que pueden presentar dos mecanismos, la mutacion de los genes
que codifican para la Topoisomerasa Il y la Topoisomerasa IV, lo que crea las
regiones determinantes de la resistencia a quinolonas, modificando la diana objetivo
de las quinolonas (Chavez-Jacobo et al., 2015). Alteraciones en la permeabilidad
de la membrana disminuyen la penetracién intracelular del antibiético, presentando
también actividad de transportadores activos endogenos que inducen la expulsion

de estos antibitticos al medio extracelular (Bearden et al., 2001).

1.5.2.6 Mecanismos de resistencia a Sulfamidas

La resistencia a antibioticos del tipo sulfamidas es generalizado, esto quiere decir
que cuando se presenta afecta a todos los farmacos pertenecientes a este grupo
(Skold, 2000), existen diferentes mecanismos que determinan la resistencia
bacteriana a las sulfamidas como la disminucion de permeabilidad, expulsion activa
0 por alteraciones enzimaticas que por hiperproduccion o una via alternativa

permiten la sintesis de &cido félico (Pérez & Iglesias, 2003).

1.6 Métodos de identificacidn bacteriana

La identificacion precisa de bacterias es esencial en microbiologia, ya que
proporciona la informacion crucial para comprender su papel en la salud humana,
la ecologia microbiana y la respuesta a enfermedades infecciosas (Cruz et al.,
2015).
Para identificar una cepa bacteriana se emplean métodos: observacion de
caracteristicas morfologicas, tincion de Gram, pruebas bioquimicas, técnicas
moleculares y uso de sistemas automatizados.
1) Caracteristicas morfologicas: La observacibn de las caracteristicas
morfoloégicas de las colonias bacterianas en medios de cultivo proporciona
informacion inicial para la identificacion bacteriana (Bergey et al., 2020) y

permite, de igual forma, evaluar la calidad de la muestra, asi como su
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2)

3)

4)

disposicion, movilidad o formacién de biopeliculas (Gobernado & Lopez,
2003).

Tincion de Gram: La técnica de tincion de Gram es un procedimiento
microbiolégico fundamental desarrollado por el bacteridlogo Danés Hans
Christian Gram en 1884. Esta técnica permite la clasificacién de bacterias en
dos grupos principales: Gram positivas y Gram negativas, basandose en las
diferencias en la composicion de la pared celular (Tripathi & Sapra, 2023). La
tincién de Gram permite una identificacién preliminar de las bacterias segun
su reaccion a los diferentes colorantes: Las bacterias Gram positivas se tifien
de color violeta oscuro o parpura, mientras que las bacterias Gram negativas
se tifien de color rojo o rosa.

Pruebas bioquimicas: Las pruebas bioquimicas se basan en las
caracteristicas metabolicas de las bacterias y se utilizan en su identificacion
(Franco et al., 2019). Estas pruebas evaltan la capacidad de fermentar
azucares especificos, producir enzimas y otros metabolitos. Las pruebas de
fermentacién mas usadas son: las pruebas de oxidacién-fermentacion de
azucares como la glucosa, prueba de crecimiento en caldo lactosado, empleo
de citrato como fuente de carbono en medio Citrato de Simmons, prueba de
movilidad en Agar Motilidad-Indol-Ornitina (Marcobal, A. et al., 2006; Magni,
et al., 2008).

Técnicas moleculares: Las técnicas moleculares, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), han revolucionado la identificaciéon
bacteriana (Spratt 2004). La PCR permite amplificar y detectar secuencias
de ADN especificas de las bacterias, lo que brinda una identificacion mas
precisa y rapida. Ademas, la secuenciacion del ADN y la comparacion con
bases de datos gendémicas permiten una identificacidon mas precisa (Galluzzi
et al., 2007).

La secuenciacion de nueva generacion ha permitido la identificacion precisa
de bacterias a través del analisis de mdltiples regiones del genoma
bacteriano (Emerson et al., 2008). Esta tecnologia ha mejorado la resolucion

y la velocidad de la identificacion bacteriana.
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5)

La metagendmica permite el estudio de comunidades bacterianas completas
presentes en muestras ambientales o bioldgicas sin la necesidad de cultivo
bacteriano (Galluzzi et al., 2007, Franco et al.,, 2019). Esta técnica ha
revelado la diversidad bacteriana oculta y su funcion en diferentes entornos.
Sistemas de identificacion automatizados: Los sistemas de identificacion
automatizados, como el sistema VITEK o el sistema MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer),
combinan técnicas bioquimicas y moleculares para la identificacion rapida y
precisa de bacterias. Estos sistemas analizan mdultiples parametros y
comparan los resultados con bases de datos para identificar bacterias de
interés (Seng et al., 2009).

MALDI-TOF es una técnica que tiene 30 afios de haber sido desarrollada, en
la actualidad es empleada para la identificacion de microorganismos
patégenos de interés, se basa en el analisis del perfil de proteinas de los
microorganismos patodgenos (Seng, et al., 2009). Este método permite la
identificacion de moléculas de interés mediante la determinacion de su
relacion masa/carga, asi como los fragmentos generados de esta (Garcia, et
al., 2012).
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2. OBJETIVOS

General
e Monitorear la presencia de algunos microorganismos patdgenos de interés
en tres muestreos independientes del agua del Rio Nexapa y determinar su

fenotipo de resistencia a antibioticos.

Especificos

e Determinar la cantidad de microorganismos presentes en diferentes
condiciones nutricionales en tres periodos de muestreo.

e Aislar microorganismos patdgenos de interés en las diferentes condiciones
nutricionales.

e Generar un cepario con microorganismos de interés aislados a partir de las
muestras de agua.

e Determinar la resistencia o susceptibilidad a antimicrobianos de los
microorganismos patdgenos aislados mediante antibiogramas.

e Analizar mediante pruebas estadisticas las diferencias entre los muestreos

en las diferentes condiciones nutricionales empleadas.
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3. JUSTIFICACION

El rio Nexapa es un cuerpo de agua que estéa relacionado con diversas actividades
econémicas, como son las practicas agricolas, para las cuales se emplea el agua
para el riego de cultivos, los cuales son distribuidos para su venta en el pais 0 son
exportados, este rio también permite el desarrollo urbano e industrial y es punto de
interés para actividades recreativas como el canotaje. Por lo mencionado, es muy
importante conocer las caracteristicas fisicoquimicas y la calidad microbiolégica de
este cuerpo de agua.

El uso indiscriminado de los antimicrobianos y la eliminacién inadecuada en cuerpos
de agua han causado la seleccién de microorganismos resistentes a antibiéticos.
Por lo anterior, hay que determinar el perfil de resistencia de los microorganismos
patégenos presentes en este cuerpo de agua y describir su fluctuacion en diferentes
alturas del rio.

Investigar la presencia de bacterias patégenas en el rio Nexapa proporcionara
informacion crucial para la implementacion de medidas de control y prevencion de
las enfermedades causadas por microorganismos de importancia en la salud
humana y ecosistémica, los cuales pueden transmitirse a través del agua o de los
alimentos contaminados por el agua.

En este estudio se determinara la presencia de algunas bacterias patégenas que se
pueden transmitir a través del agua y que son responsables de diversas
enfermedades gastrointestinales de importancia a nivel nacional como son las
enterobacterias: Shigella spp, Salmonella spp, Vibrio spp y E. coli.

El conocimiento de la calidad microbiolégica del agua del Rio Nexapa posibilitara la
toma de decisiones con respecto al uso de este cuerpo de agua, lo cual podria influir

en la mejora de la calidad de vida de la comunidad.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Zona de estudio

El Rio Nexapa es una corriente de agua superficial ubicada a una altitud de 800
metros sobre el nivel del mar en Puebla, México con latitud 19°13.694’ N y longitud
98°41.612° O, se origina en la falda oriental del volcan Popocatépetl
aproximadamente a 20 kilbmetros al norte del municipio de Atlixco, pertenece a la
cuenca Rio Alto Atoyac de la Reserva Hidrolégica Balsas (Navarro y Cruz, 2023).
Este cuerpo de agua recibe aportaciones del rio Cantarras y de las barrancas “La
Leona” y “Cuescomate”, cuenta con una segunda fuente acuifera, que, a pesar de
no nacer ahi, es proveniente de la presa Miguel Aleman Camacho (CNA, 2005)
(Figura 6).

SUBCUENCA RH18Ae - R. NEXAPA

RED HIDROGRAFICA ESCALA 1:50 000 EDICION 2.0 INEGI

- > L4
REGION HIDROGRAFICA BALSAS |#) iig.
CUENCA R. ATOYAC o

Figura 6. Red hidrografica de la subcuenca RH18Ae, correspondiente al Rio Nexapa en
escala 1:50 000, se incluyen las aguas superficiales y subterraneas que conforman la red.
Tomado del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2010.

29



4.2 Toma de muestras de agua residual

Las muestras de agua fueron proporcionadas por el grupo de investigacion del Dr.
Eduardo Torres Ramirez del Laboratorio de Bioinorganica Aplicada del Centro de
Quimica del ICUAP. Los muestreos se realizaron de acuerdo con lo descrito en las
normas NMX-AA-003-1980 “Aguas residuales — Muestreos” y NMX-AA-014-1980
“Cuerpos receptores — Muestreos”. Se realizaron tres muestreos en el periodo que
comprende entre enero de 2022 y agosto de 2022. Los sitios de toma de muestra
fueron determinados de acuerdo con los datos de investigaciones previas y con la
informacion del Dr. Jorge Herrera (Tabla 4), el area de muestreo comprendio el
cuerpo de agua Rio Nexapa, desde el sur de la ciudad de Atlixco hasta el centro de
la ciudad de Izdcar de Matamoros.

Tabla 4. Coordenadas de los sitios de muestreo en el rio Nexapa.
Elaboracion propia con informacién de Reynoso, 2023.

Nombre del lugar de muestreo Coordenadas

Latitud Norte

Longitud oeste

1 18°57°1.38" N 98° 23" 23.34” O
2 18° 54" 14.40" N 98° 22 38.76” O
3 18° 48°41.46” N 98° 25" 53.04” O
4 18° 37" 36.18" N' 98°28°8.22" 0O
5 18° 34°2.88" N 98° 28" 22.38” O
6 18° 33'59.56” N 98° 28" 25.19” O
7 18° 33°56.70" N 98° 28" 28.09” O

Se recolectd una muestra de 1 litro en cada uno de los 7 puntos seleccionados del

Rio Nexapa, las muestras fueron transportadas en una hielera al laboratorio a 4°C

para conservar la viabilidad de los microorganismos.
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4.3 Caracteristicas fisicoquimicas del agua

Se realizé la medicion in situ de los siguientes parametros fisicoquimicos a las
muestras de agua en los puntos seleccionados: conductividad, pH, oxigeno disuelto
y temperatura. Estos parametros fueron medidos por los integrantes del equipo de
investigacion a cargo del Dr. Eduardo Torres Ramirez del Centro de Quimica del
ICUAP-BUAP empleando una sonda de conductividad HANNA instruments
(HI13001). La Demanda Bioquimica de Oxigeno fue determinada de acuerdo con la
NMX-AA-028-SCFI-2001.

4.4 Condiciones nutricionales empleadas para el aislamiento de
microorganismos patdégenos de interes

Se utilizaron medios de cultivo nutritivos, selectivos y diferenciales para el
aislamiento y desarrollo de los microorganismos presentes en muestras de agua de

origen residual del rio Nexapa. Los medios de cultivo empleados se muestran en la
tabla 5.

Tabla 5. Medios de cultivo empleados en el desarrollo experimental.
Elaboracion propia.

Medio de cultivo Propésito Tipo de medio Marca
Caldo Luria Cultivo de Enriquecimiento MCDLAB
Bertani (LB) microorganismos en

general
Agar Muller-Hinton Ensayos de Nutritivo Becton Dickinson

resistencia a
antimicrobianos

Agar Salmonellay Cultivo selectivo de Selectivo y MCDLAB
Shigella (SS) Salmonella spp. y diferencial
Shigella spp.
Agar Tiosulfato- Aislamiento y Selectivo y Becton Dickinson
Citrato-Bilis- desarrollo de Vibrio diferencial
Sacarosa cholerae
(TCBS)
Agar Eosina Azul Cultivo de Selectivo Becton Dickinson
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de Metileno (EMB) Escherichia coli

Elaboracion propia.

4. 4.1 Medios de cultivo selectivos

e Agar Salmonella- Shigella: Es un medio diferencial y selectivo que inhibe el
crecimiento de la mayoria de los coliformes y permite el crecimiento de
especies de Salmonella y Shigella. Es un medio empleado para la deteccion
de bacterias productoras de H2S tales como Proteus spp. y algunas cepas
de Salmonella. EI medio fue preparado de acuerdo con las especificaciones
del proveedor, para lo cual el medio fue resuspendido en agua tridestilada,
fue homogenizado por 5 minutos y calentado en agitacion hasta ebullicion
durante 1 minuto. Este medio no debe ser esterilizado en autoclave.

e Agar eosina azul de metileno: EMB Agar se basa en una férmula
originalmente descrita por Holt-Harris y Teague en 1916. Este medio contiene
colorantes de azul de metileno y eosina. Los coliformes producen colonias
de color negro azulado, mientras que las colonias de Salmonella y Shigella
son incoloras o de color ambar transparente. En este medio las colonias de
Escherichia coli pueden exhibir un brillo verde metalico caracteristico debido
a la rapida fermentacion de la lactosa. El medio fue preparado de la siguiente
manera, el polvo del medio de cultivo fue resuspendido en agua tridestilada,
fue homogenizado por 5 minutos en agitacion y esterilizado en autoclave.

e Agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS): Es un medio selectivo de
diferenciacion para el aislamiento y cultivo de Vibrio cholerae y otras especies
Vibrio a partir de muestras clinicas y de otras clases. Es un medio de cultivo
altamente selectivo, cumple con los requisitos nutritivos de las especies de
Vibrio spp. Para la preparacion del medio, el polvo fue pesado y
resuspendido en agua tridestilada, se homogeniz6 por 5 minutos y fue
calentado en agitacion hasta ebullicion durante 1 minuto. Este medio no debe

ser esterilizado en autoclave.
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4.5 Aislamiento de microorganismos de interés en muestras de
agua residual

Para realizar el aislamiento y cuantificacion de los microorganismos presentes en
las muestras de agua se utilizo la técnica de diluciones seriadas, colocando 100 pL
de muestra y 900 pL de agua tridestilada estéril, los factores de diluciéon empleados
fueron desde 1x10* al 1x10-.

Las muestras fueron inoculadas en Cajas Petri conteniendo 25 mL de los medios
de cultivo: Agar SS, Agar EMB y Agar TCBS, se colocaron 100 pL de la dilucion
correspondiente de la muestra de agua y se sembraron por la técnica de extensiéon
en placa con un asa de vidrio de Digralsky, las cajas fueron incubadas durante 24
horas a 37°C, transcurrido el periodo de incubacion se realizé la cuantificacién de
los microorganismos aislados.

Para el aislamiento de morfologias coloniales de interés en las condiciones
nutricionales empleadas (Agar SS, Agar EMB y Agar TCBS) se seleccionaron
morfologias correspondientes a presuntivos microorganismos patdgenos, de
acuerdo con las fichas técnicas del proveedor. Para el caso del medio de cultivo
agar SS se seleccionaron las morfologias coloniales presuntivas del género
Salmonella spp de coloracién negra y del género Shigella spp transltcidas de color
claro. En agar EMB se seleccionaron las colonias de morfologia correspondiente a
E. coli de color verde metélico y se exceptuaron aquellas que presentaron coloracion
azul o grisacea (Proteus spp.). En agar TCBS fueron seleccionadas las morfologias
correspondientes a Vibrio cholerae las cuales eran colonias de color amarillo con
superficie rugosa (Tabla 6). Se obtuvieron cultivos puros de las bacterias de interés

aisladas y se elaboré un cepario.
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Tabla 6. Morfologia colonial aislada en cada medio de cultivo.
Elaboracion propia con informacién (Murray et al., 2003).

Morfologia colonial Medio de Microorganismo segun
cultivo ficha técnica del medio
Pequeinia, irregular con borde ondulado, Agar SS Salmonella spp.

opaca con coloracion negra sin brillo, lisa,
elevada y suave

Pequeifia, circular con borde entero, opaca Agar SS Shigella spp.
sin pigmentacion, lisa, convexa y mucoide
Pequenia, irregular con borde ondulado, Agar TCBS Vibrio cholerae
opaca con pigmentacion amarilla, lisa, plana
y suave
Verde metalico Agar EMB Escherichia coli

4.6 Conservacion de cepas por ultracongelacion

Se seleccionaron cepas bacterianas de interés, las cuales fueron inoculadas en 3
mL de medio de cultivo LB, los cultivos fueron incubados en agitacién durante 18
horas a 37°C, transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos fueron colocados en
tubos eppendorf de 1.5 mL, posteriormente fueron centrifugados a 11,000 rpm
durante 5 minutos, se desecho la fase acuosa para después resuspender el pellet
en 500 pL de glicerol al 50% estéril, se centrifugd nuevamente a 11,000 rpm durante
5 minutos y se descart6 el sobrenadante para volver a resuspender el pellet en 500
uL de glicerol, las muestras fueron centrifugadas a 11,000 rpm por 5 minutos y se
desecho¢ el sobrenadante para realizar una ultima resuspension en 200 mL de

glicerol, las cepas fueron almacenadas en un ultracongelador a -80°C.

4.7 Pruebas de resistencia a antibiéticos

Las pruebas de resistencia a antibiéticos se llevaron a cabo mediante antibiogramas
por la técnica de difusion en agar (disco-placa) de Kirby-Bauer. Este método
consiste en depositar discos de papel secante impregnados con diferentes

antibioticos en cajas petri previamente inoculadas con el microorganismo a probar.
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Para los ensayos de resistencia a antibioticos se seleccionaron 38 cepas
bacterianas aisladas de microorganismos de interés, pertenecientes a los géneros
Salmonella spp, Shigella spp, Vibrio cholerae y E. coli, las cuales fueron inoculadas
en tubos conteniendo 3 mL de medio LB durante 24 horas a 37°C, se realizaron
diluciones seriadas con solucion salina hasta alcanzar la turbidez equivalente al tubo
de 0.5 en la escala de McFarlan, se prepararon cajas Petri con agar Mueller Hinton,
se tomaron 100 pL de cada cultivo y se inocul6 la caja Petri mediante agotamiento
con espétula de Drigalsky de vidrio, posteriormente se colocaron los sensidiscos de
antimicrobianos serie 2 para Gram negativos de la marca Multibac, las pruebas se
incubaron a 37°C durante 18 horas. Al término de la incubacion se midieron los
halos de inhibicion y se determinaron las resistencias presentes para cada cepa
bacteriana probada.

Los sensidiscos contenian 12 antibioticos con las siguientes concentraciones:
(Tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones de los antibidticos probados.
Elaboracion propia.

Antibiotico Concentracion
Amikacina (AK) 30 ug
Ampicilina (AM) 10 pg

Carbencilina (CB) 100 pg
Cefalotina (CF) 30 ug
Cefotaxima (CFX) 30 ug
Ciprofloxacino (CPF) 5 ug
Cloranfenicol (CL) 30 ug
Gentamicina (GE) 10 pg
Netilmicina (NET) 30 ug
Nitrofurantoina (NF) 300 ug
Norfloxacino (NOF) 10 pg
Sulfametoxazol/Trimetroprim (STX) 25 ug
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4.8 Analisis estadistico

Los datos microbiolégicos obtenidos en esta investigacion seran analizados para
determinar si tienen una distribucién normal, en este caso se aplicard una prueba
de estadistica descriptiva (t de student para muestras pareadas o ANOVA), si los
resultados muestran que la distribucion no es normal se someteran a analisis no
paramétricos (Prueba de rangos con signo de Wilcoxon y prueba de Friedman) para

determinar si existen diferencias significativas entre los muestreos.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas fisicoquimicas del agua en los sitios de
muestreo

Se realizaron tres muestreos de agua en 7 puntos seleccionados del rio Nexapa
durante el periodo que comprende enero de 2022 a agosto de 2022. La toma de las
muestras de agua se realizé segun lo descrito en materiales y métodos. El primer
muestreo se realizo el 22 de enero del 2022, el segundo muestreo fue llevado a
cabo el 05 de mayo de 2022 y el tercer muestreo el 10 de agosto de 2022, en los
muestreos independientes se determinaron caracteristicas fisicoquimicas del agua
en los puntos seleccionados (Tabla 8).

Los resultados indicaron que el agua de los sitios de muestreo presento variabilidad
en los valores de cada parametro medido (Temperatura, pH, conductividad, DBO y
oxigeno disuelto), lo cual puede ser un reflejo de la situacion ambiental en cada
punto, ya que en cada uno de los puntos de muestreo se reciben residuos de
diferente naturaleza y cantidad, lo que finalmente podria afectar la naturaleza y
carga microbiana. En el caso del pH el punto en el tercer muestro presenté el pH
mas basico 8.67, la mayor temperatura se registré en el punto 6 durante el muestreo
2 con 30.7°C, en el caso de la conductividad para el punto 6 en el tercer muestreo
se obtuvo la mayor conductividad con 2290 uS/cm, para el caso de la DBO el valor
mas alto fue en el punto 2 durante el primer muestre6 con 468.5 mg/L y para el caso
del oxigeno disuelto el punto 1 presento el valor mas alto en el primer muestreo con
7.5 mg/L.
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Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas del agua muestreada en los tres periodos de
muestreo.
Elaboracion propia, empleando informacion de Reynoso, 2023.

Sitio de  |Muestreo| pH | Temperatura | Conductividad DBO Oxigeno
muestreo (°C) (uS/cm) (mgl/L) Disuelto
(mg/L)
1 7.86 15.3 485 134 7.5
1 2 7.81 17.7 495 102 7.4
1 7.39 16.4 794 468.5 6
2 2 7.63 22.1 1424 197.5 0.8
1 7.82 17.1 1306 369 6.5
3 2 7.93 22.8 1327 98 4.2
1 7.95 17.2 1332 250.5 6
4 2 7.97 23.8 1190 209.5 5.3
1 o o o o o
5 2 7.86 26.6 1206 139 4.2
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1 7.69 25.4 2240 340 2.5
6 2 7.93 30.7 2170 359.5 1.6
3 6.1 27 2290 285 2.2
1 7.77 22.8 1467 186.5 3.5
7 2 7.78 28.8 1268 119 0.3
3 7 23.9 1205 240 0.8

“

= Los valores no fueron reportados.
El primer valor corresponde al primer periodo de muestreo, el segundo valor corresponde al segundo
periodo de muestreo y el tercer valor pertenece al tercer periodo de muestreo.

5.1.1 Andlisis fisicoquimico del agua en el primer muestreo

En este muestreo los resultados indicaron que el pH oscilo entre un minimo de 7.39
y teniendo como valor maximo 7.95 en el punto de muestreo nimero 4, con respecto
a la temperatura oscild6 entre los 15.3 °C y los 25.4 °C, el menor valor para la
conductividad fue registrada en el primer punto de muestreo con 485 uS/cm vy la
mayor fue de 2240 uS/cm en el sexto punto de muestreo, para la DBO el maximo
valor fue el obtenido para el punto 2 con 468.5 mg/L, en el caso del oxigeno disuelto
tuvo un maximo valor de 7.5 mg/L en el primer punto y un minimo de 2.5 mg/L en el
punto 6, (Tabla 8).

5.1.2 Andlisis fisicoquimicos del agua en el segundo muestreo

Para el segundo muestreo para el pH se obtuvieron valores que oscilaron en un
rango de 7.63 como minimo a 7.97 como maximo valor difiiendo ligeramente
respecto al primer punto de muestreo, cuyo maximo pH fue de 7.95, para el

parametro de la temperatura, el punto que obtuvo el menor valor fue el primer sitio
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de muestreo con 17.7 °C y el mayor valor el sexto punto de muestreo con 30.7 °C,
que son temperaturas mayores a las presentes en el primer muestreo, con respecto
a la conductividad se obtuvieron valores desde 495 uS/cm hasta los 2170 uS/cm,
siendo el sexto punto de muestreo el que presentd una mayor conductividad, lo cual
es menor con respecto al maximo valor obtenido en el sexto punto durante el primer
muestreo (2,240 uS/cm), para la DBO el minimo presente fue de 98 en el punto 3y
el maximo obtenido fue de 359.5 en el punto 6, estos resultados fueron menores a
los obtenidos para el primer muestreo, en el caso del oxigeno disuelto se obtuvieron
valores de 0.3 mg/L en el punto nimero 7 y un maximo de 7.4 mg/L en el punto
namero 1, estos resultados son menores comparandolos con los obtenidos en el

primer muestreo (2.5 a 7.5 mg/L), (Tabla 8).

5.1.3 Analisis fisicoquimico del agua en el tercer muestreo

El andlisis de los pardmetros fisicoquimicos en el tercer muestreo indicaron diversos
picos maximos y minimos que superan a los dos muestreos anteriores, en el punto
de muestreo numero 6 se presentd la mayor acidez con un pH de 6.1, mientras que
el mas alcalino fue en el punto 5 con 8.67, estos cambios en el pH se pueden
relacionar a factores como la temperatura, los carbonatos disueltos o la actividad
microbiana (Gutiérrez et al., 2015), el menor valor obtenido para la temperatura se
obtuvo en el punto de muestreo nimero 1 con 17.3 °C y un maximo de 27°C, para
el caso de la conductividad el menor valor fue para el punto 1 con 478 uS/cm y un
maximo de 2290 uS/cm para el punto 6, estos valores son menores a los obtenidos
en el segundo muestreo (2,240 uS/cm). En el caso de la demanda bioquimica de
oxigeno se obtuvieron los valores mas bajos de los tres muestreos, siendo el menor
de 30 mg/mL en el tercer punto de muestreo, el cual fue menor con respecto a los
otros dos muestreos con 134 mg/mL (primer muestreo en el punto 1) y 98 mg/mL
(segundo muestreo en el tercer punto). Con respecto al oxigeno disuelto el menor
valor obtenido fue en el punto 7 con 0.8 mg/mL, lo cual es la menor cantidad
obtenida con respecto a los otros dos muestreos y el maximo fue de 7.3 mg/mL
(Tabla 8).
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5.2 Determinacion de microorganismos presentes

El agua proveniente de los diferentes puntos durante los tres muestreos se analizé
mediante métodos microbiol6gicos como la inoculacién de las diluciones seriadas
en tres condiciones nutricionales (Agar SS, Agar EMB y Agar TCBS), para la
determinacién del niumero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC*mL™) de los
microorganismos presentes en el agua. Los resultados de la cuenta viable (UFC*mL-
1) fueron convertidos en logaritmo base 10 para facilitar su interpretacion (Tabla 9).
Los resultados indicaron que, en el medio Agar SS, la menor cantidad de
microorganismos aislados fue durante el tercer muestreo en el punto 5 con un log
10 (UFCemL™) = 4.0, la mayor cantidad de microorganismos en este medio fue log
10 (UFCemL™) = 6.46 para el punto 5 en el primer muestreo, en el caso del medio
Agar EMB la menor cantidad de microorganismos fue en el segundo muestreo en el
punto 1 con log 10 (UFCemL™) = 5.23, el valor mas alto en este medio fue en el
tercer muestreo en el punto 1 con un log 10 (UFCemL™) = 6.0, para la condicion
nutricional Agar TCBS no se observd crecimiento bacteriano durante el primer
muestreo, por lo que no se obtuvieron datos de cuenta viable en los puntos
seleccionados, en el segundo muestreo la menor cantidad de microorganismos fue
para los puntos 3y 5 con un log 10 (UFCemL™) = 3.0, en el caso del tercer muestreo
el punto 5 present6é también un log 10 (UFCemL™) = 3.0 y la mayor cantidad de
microorganismos para este medio fue en el tercer muestreo en el punto 2 con un
log 10 (UFCemL™1) = 5.05 (Tabla 9).

Al realizar la determinacion de la cuenta viable UFC*mL"! de morfologias de interés
(Salmonella spp., Shigella spp., y E. coli) en las condiciones nutricionales probadas,
se observo que el aislamiento de Salmonella spp en los tres muestreos fue variable,
ya que en los muestreos 1y 3 hubo puntos en los que no hubo cuenta viable, pero
en el segundo muestreo en todos los puntos se aislé a Salmonella spp con un valor
minimo de log 10 (UFCemL™) = 2.70 en el punto 2, la maxima cantidad de
microorganismos de esta bacteria fue en el tercer muestreo en el punto 6 con log
10 (UFC-mL™) = 4.78. En el caso de Shigella spp se encontré presente en los tres

muestreos con un minimo de log 10 (UFCemL™) = 4.0 durante el tercer muestreo en
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el punto 5 y un maximo de log 10 (UFCemL™) = 6.54 en el tercer muestreo en el
punto 2, esta bacteria mostr6 una alta prevalencia en todos los puntos muestreados.
Los resultados indicaron que la bacteria E. coli estuvo presente en los muestreos 1
y 2 en todos los puntos con un minimo de log 10 (UFCemL™) = 3.70 durante el
muestreo 2 en el punto 5 y un maximo de log 10 (UFCemL™) = 5.70 en el primer
muestreo en el punto 3. En el caso del tercer muestreo sélo se determiné la

presencia de esta bacteria en los puntos 3 y 4 (Tabla 10).
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Tabla 9. Cuenta Viable de microorganismos (UFCemL™) en logaritmo base de 10, desviacion estandar y coeficiente de
variacion en los medios Agar SS, Agar EMB y Agar TCBS.

Elaboracion propia.

Agar TCBS
Agar SS Agar EMB A\
Puntos (Vibrio cholerae)

de ) "y
muestreo Log Log Log Desviacion COEfthCelente Log Log Log . | Desviacion CHRETE Log Log Log .| Desviacion Coeftljcelente
(UFComL™) | (UFCemL") | (UFC-mL™) | Media | oo™ |0 oo | (UFComL™) | (UFCemL™) | (UFCmL™) | Media | oo* 2" | variacion | (UFComL") | (UFCemL") | (UFC-mL™) | Media | oo | oo

M1 M2 M3 M1 M2 M3 (%) M1 M2 M3

(%) (%)

1 6.26 4.78 5.89 5.64 0.769 13.63 5.350 B5¥%28) 6.00 B5158) 0.41 7.49 0.00 3.08 4.94 2.67 2.50 93.36
2 5.97 5.00 6.80 5.92 0.900 15.21 5.787 5.78 5.78 5.78 0.00 0.09 0.00 3.18 5.05 2.74 2.55 93.10
3 5.78 5.60 5.98 5.79 0.190 3.29 5.903 5.85 5.85 5.86 0.03 0.57 0.00 3.00 4.79 2.60 2.42 93.21
4 5.77 5.70 4.48 5.32 0.727 13.68 5.806 5.68 5.68 5.72 0.07 1.26 0.00 3.30 3.16 2.15 1.87 86.67
5 6.46 411 4.00 4.86 1.388 28.58 5.342 B5¥25) 5325 5.28 0.05 1.01 0.00 3.00 3.00 2.00 1.73 86.60
6 5.67 5.45 6.08 5.73 0.320 5.59 5.903 5.95 5.95 5.93 0.03 0.44 0.00 3.99 4.70 2.90 2.53 87.48
7 4.48 5.24 4.78 4.83 0.385 7.96 5.778 5.49 5.49 5.59 0.16 293 0.00 3.90 4.20 2.70 2.34 86.78
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Tabla 10. Cuenta Viable de microorganismos (UFCemL™) en logaritmo base de 10, desviacion estandar y coeficiente de por
cada morfologia presuntiva.

Elaboracion propia.

E. coli
Puntos Salmonella spp. Shigella spp.
" Log Log Log Desviacion Coeféc;ente Log Log Log Desviacion Coefé(gente Log Log Log Desviacion Coeflic;ente
muestreo | (yEC*ml- | (UFC*mI- | (UFC*mI- | Media o Ve (UFC*ml- | (UFC*ml- | (UFC*ml- | Media cSEmED VErEEien (UFC*ml- | (UFC*ml- | (UFC*mlI- | Media N VETEEGEE
1) M1 1) M2 1) M3 (%) 1) M1 1) M2 1) M3 (%) 1) M1 1) M2 1) M3 %)
1 0.00 3.18 4.70 2.63 2.40 91.33 5.90 4.60 5.56 5.35 0.67 12.58 4.60 4.08 0.00 2.89 2.52 87.07
2 0.00 4.18 4.70 2.96 2.58 87.05 5.81 4.70 6.54 5.68 0.93 16.34 5.48 4.85 0.00 3.44 3.00 87.09
3 5.30 2.70 0.00 2.67 2.65 99.40 5.48 4.60 5.46 5.18 0.50 9.67 5.70 5.30 5.30 5.43 0.23 4.23
4 4.00 3.40 0.00 2.47 2.16 87.46 5.54 4.30 4.48 4.77 0.67 14.09 4.48 4.00 4.00 4.16 0.28 6.62
5 0.00 3.48 0.00 1.16 2.01 173.21 4.61 4.78 4.00 4.46 0.41 9.18 4.48 3.70 0.00 2.73 2.39 87.77
6 0.00 4.51 4.78 3.09 2.68 86.71 5.85 5.20 5.41 5.49 0.33 5.95 5.60 4.60 0.00 3.40 2.99 87.84
7 0.00 4.45 0.00 1.48 2.57 173.21 4.23 5.00 4.60 4.61 0.38 8.35 5.00 4.38 0.00 3.13 2.73 87.17
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5.2.1 Determinacion de microorganismos en el primer muestreo

La cuenta viable de las unidades formadoras de colonias (UFCemL™) de los
microorganismos aislados fue determinada en los medios Agar SS, Agar EMB y
Agar TCBS. En la figura 7 se muestra el comparativo en unidades logaritmicas de
la carga microbiana obtenida en las tres condiciones nutricionales probadas.
Durante el primer muestreo no hubo cuenta viable en el medio Agar TCBS (Tabla
9), en los medios Agar SS y Agar EMB se encontraron valores similares en la
cantidad de microorganismos presentes en el punto de muestreo 4, la mayor
cantidad de microorganismos se obtuvo en el medio de cultivo Agar SS en el punto
5conunlog 10 (UFCemL™) = 6.46 (Tabla 9y figura 7).

Carga bacteriana en el primer muestreo

PALgarss
§Agar EMB
1 2 3 4 3 6 7

Sitio de muestreo

Loglo UFC*ml=1)
o L Y N = R

L]

Figura 7. Comparacion de la carga bacteriana obtenida en el primer muestreo en dos
condiciones nutricionales.
Elaboracion propia, 2023.
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En el primer muestreo en medio Agar SS se observo la presencia de colonias con
morfologias correspondientes a Shigella spp en todos los puntos de muestreo,
mientras que las morfologias correspondientes a Salmonella spp solo se
encontraron en los puntos 3 con un Log 10 (UFCemL™) =5.30 y para el punto 4 un
Log 10 (UFCemL™) = 4.0 (tabla 10).

En Agar EMB durante el primer muestreo se observo la presencia de colonias con
morfologia correspondiente a E. coli en todos los puntos de muestreo con un valor
méaximo de Log 10 (UFCemL™) = 5.70 en el tercer punto de muestreo y un valor
minimo de Log 10 (UFCemL™) = 4.48 en los puntos 4 y 5 (tabla 10).

5.2.2 Determinacion de microorganismos en el segundo muestreo

Los resultados del segundo muestreo indicaron que en el medio de cultivo agar SS,
se obtuvo un valor maximo de Log 10 (UFCemL™) = 5.70 en el punto 4, y el menor
fue de Log 10 (UFCemL™) = 4.11 en el punto 5 (Tabla 9). Para el medio EMB los
valores de las unidades formadoras de colonias de los microorganismos aislados
siguieron un patron similar a las del primer muestreo, el valor minimo obtenido fue
en el primer punto de muestreo con un Log 10 (UFCemL™) = 5.23 y un valor maximo
de Log 10 (UFCemL™) = 5.95 en el punto 6. En agar TCBS se observé crecimiento
de colonias en la mayoria de los puntos de muestreo, encontrandose la minima
cantidad en los puntos 3y 5 con un Log 10 (UFCemL™) = 3.0, el punto con la mayor
cantidad de colonias en el punto 6 con un Log 10 (UFCemL™) = 3.99 (tabla 9). Los
resultados en logaritmos base 10 de las (UFCemL™) de los microorganismos
aislados y presentados en la tabla 9 fueron graficados (Figura 8).

En la figura 8 se muestra el comparativo de la carga microbiana en las tres
condiciones nutricionales probadas, en los medios Agar SS y Agar EMB Agar EMB.
Durante el segundo muestreo se observo una mayor cantidad de microorganismos
en el medio Agar EMB con un maximo valor del Log 10 (UFCemL™) = 5.95, este
medio de cultivo no es selectivo diferencial en comparacion con el Agar SS 'y el Agar
TCBS, por lo que permitié el crecimiento de la mayoria de las enterobacterias,
incluyendo entre ellas a Proteus spp. y E. coli. Para el caso del medio de cultivo
selectivo diferencial Agar TCBS se obtuvieron valores menores de las unidades
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formadoras de colonias con un del Log 10 (UFCemL™) = 3.99 correspondientes a

las especies pertenecientes al género Vibrio spp.

Carga bacteriana en el segundo muestreo

I
W AgZar 55
I 1 I
W AzZar EMB
Agar TCBS
1 2 3 - 3 ] 7

Punto de muestreo

]

Log 10 (UFC*mL -1)
= e L =Y n

[

Figura 8. Comparacion de la carga bacteriana obtenida en el segundo muestreo en tres
condiciones nutricionales.
Elaboracion propia, 2023.

En el medio Agar SS se observé la presencia de morfologias coloniales
correspondientes a Salmonella spp. en todos los puntos de muestreo en menor
cantidad con respecto a las morfologias correspondientes a Shigella spp., para el
caso de la bacteria Salmonella spp., se obtuvo un valor minimo de Log 10
(UFC*mL™) = 2.70 para el punto 3 y un valor maximo de Log 10 (UFC*mL™) = 4.51
para el punto 6, mientras que el valor minimo para morfologias de Shigella spp fue
de Log 10 (UFC*mL™) = 4.30 para el punto 4 y el maximo valor se encontrd en el
punto 6 con Log 10 (UFC*mL™) = 5.20 (tabla 10).

En todos los puntos de muestreo hubo presencia de E. coli, obteniendo un valor
minimo de Log 10 (UFCemL™) = 3.70 en el punto 5 de muestreo y un méximo Log
10 (UFC*mL™) = 5.30 en el tercer sitio de muestreo y (Tabla 10).
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5.2.3 Determinacion de microorganismos en el tercer muestreo

En el tercer muestreo los valores del Log 10 (UFC*mL™) en los medios de cultivo
probados se mantuvieron cercanas a las obtenidas en el segundo muestreo con un
ligero incremento en el Log 10 (UFC*mL™) en Agar TCBS, presentando un valor
méaximo en el punto 2 con un Log 10 (UFC*mL™) = 5.05 y un valor minimo de Log
10 (UFC*mL™) = 3.0 en el quinto sitio, para el agar EMB se obtuvieron valores
similares en casi todos los puntos de muestreo, siendo el de mayor cantidad el
primer punto con un Log 10 (UFC*mL™) = 6.0 y el de menor cantidad el punto 5
con un Log 10 (UFC*mL™) =5.25. En agar SS el valor minimo se observo en el sitio
5 con un Log 10 (UFC*mL™) = 4.0, siendo ligeramente menor al valor minimo
obtenido en el segundo muestreo con un Log 10 (UFC*mL™) = 4.11 en el mismo
punto de muestreo, y presentando un valor maximo de Log 10 (UFC*mL™) = 6.80
en el segundo punto (tabla 9).

Las morfologias correspondientes a Salmonella spp. fueron aisladas solamente en
los puntos 1, 2 y 6, el minimo valor de su presencia fue Log 10 (UFC*mL™) = 4.70
para los puntos 1 y 2 y su maximo valor para Salmonella spp. fue de Log 10
(UFC*mL™) = 4.78 en el punto 6, mientras que para Shigella spp. se observaron en
todos los puntos de muestreo, con valores que iban desde Log 10 (UFC*mL™) =4.0
en el punto 5 hasta Log 10 (UFC*mL™) = 6.54 en el segundo punto, valor superior
a los obtenidos en el primer y segundo muestreo (tabla 10).

En el caso de la bacteria E. coli sélo se encontr6 presente en los puntos 3y 4, con
un valor de Log 10 (UFC*mL™) =5.30y Log 10 (UFC*mL™) = 4.0 respectivamente
(tabla 10).

En la figura 9 se muestra el comparativo de la carga microbiana en las tres
condiciones nutricionales probadas durante el tercer muestreo, en los tres medios
de cultivo se presentd crecimiento bacteriano, pero en el medio Agar TCBS hubo
una menor cantidad del Log 10 (UFC*mL™) en todos los sitios de muestreo. Los
medios Agar SS y Agar EMB presentaron valores similares en los sitios de muestreo
1, 3y 6, mientras que en los puntos 2, 4, 5y 7 hubo una diferencia notable en cuanto

al Log 10 (UFC*mL™) en los medios de cultivo. La mayor cantidad de
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microorganismos se encontro en el medio de cultivo Agar SS en el segundo punto
de muestreo con un Log 10 (UFC*mL™) = 6.54 (tabla 10 y figura 9).

Carga bacteriana en el tercer muestreo

-[ W Agar 55
I I W Agar EMB
Agar TCBS
u
1 2 3 4 5 6 7

Punto de muestreo

w [=}] =

LoglO (UFC*mL -1}
P L =9

=

2

Figura 9. Comparacion de la carga bacteriana obtenida en el segundo muestreo en tres
condiciones nutricionales.
Elaboracion propia, 2023.

5.3 Seleccion de cepas de microorganismos patdégenos de interés

En las condiciones nutricionales empleadas en esta investigacion se seleccionaron
cepas de bacterias correspondientes a bacterias patdgenas de interés que son
causantes de enfermedades gastrointestinales y que pueden ser transmitidos por el
agua contaminada: E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio Cholerae.

Se aislaron 51 cepas, las morfologias de las cepas seleccionadas fue de acuerdo
las descripciones de las fichas técnicas de los medios de cultivo empleados (tabla
11).
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Tabla 11. Morfologias coloniales de interés aisladas en cada medio de cultivo.
Elaboracion propia.

Morfologia Medio de cultivo Microorganismo
aislado segun

ficha técnica del

medio de cultivo

Pequenia, irregular con borde Agar SS Salmonella spp.
ondulado, opaca con coloracién
negra sin brillo, lisa, elevada y suave

Pequeifia, circular con borde entero, Agar SS Shigella spp.
opaca sin pigmentacion, lisa,
convexa y mucoide

Pequenia, irregular con borde Agar TCBS Vibrio cholerae
ondulado, opaca con pigmentacion
amarilla, lisa, plana y suave

Puntiforme, circular con borde Agar EMB E. coli
entero, opaca, brillante con
pigmentacion verde, lisa, planay
suave

En agar SS se seleccionaron morfologias correspondientes a bacterias del género
Salmonella y Shigella, de acuerdo con la ficha técnica del medio de cultivo empleado
las colonias incoloras corresponden a Shigella spp. o Salmonella spp. no productora
de acido sulfhidrico y las colonias negras corresponden a Salmonella spp. o
enterobacterias productoras de acido sulfhidrico estas fueron aisladas mediante
estria cruzada hasta obtener colonias puras (Figura 10).
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Figura 10. Aislamiento de colonias con morfologia correspondiente a Salmonella spp.
productora de acido sulfhidrico en agar SS (cepa M6Sa5). 1) Sembrado en cola de ratdn
de las colonias de interés. 2) Aislamiento mediante estria cruzada de una cepa pura
productora de acido sulfhidrico. 3) Colonias puras productoras de &cido sulfhidrico.

En el medio EMB se seleccionaron las colonias verdes metalico, correspondientes,
segun la ficha técnica, a E. coli que produce este color debido a la fermentacion de
lactosa (Figura 11).
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Figura 11. Aislamiento de morfologias coloniales correspondientes a E. coli en agar EMB.
1) Colonia seleccionada en placa con cultivo masivo mediante diluciones seriadas. 2)
Acercamiento a las colonias mediante zoom digital. 3,4) Cultivo puro sembrado mediante
la técnica de sembrado cola de ratén.

Las morfologias correspondientes a Vibrio cholerae en el medio de cultivo TCBS
presentan una coloracion amarilla debido a su capacidad fermentativa de la

sacarosa, virando por su produccion de acido y gas (Figura 12).
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Figura 12. Aislamiento de morfologias coloniales correspondientes a Vibrio cholerae en
agar TCBS. 1) Colonia seleccionada en placa con cultivo masivo mediante diluciones
seriadas. 2) Cultivo puro mediante la técnica de sembrado por cola de raton de cepas de
Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus. 3) Cultivos puros de cepas de Vibrio cholerae

5.4 Pruebas de resistencia a antibiéticos

Para el analisis de resistencia a los antibiéticos se seleccionaron 41 cepas de un
total de 51 bacterias aisladas, los cuales incluyen bacterias patdgenas de los
géneros Salmonella, Shigella, asi como Vibrio cholerae y E. coli en la tabla 12 se

muestran los microorganismos seleccionados y su punto de aislamiento.
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Tabla 12. Morfologias coloniales de interés aisladas en cada medio de cultivo.
Elaboracion propia.

Numero Nombre de Punto de Muestreo Microorganismo
la cepa aislamiento
en el rio

1 M1Sh3 1 1 Shigella sp.
2 M1Sh4 1 1 Shigella sp.
3 M1Sh7 1 1 Shigella sp.
4 M1Sh5 1 2 Shigella sp.
S M1Sa8 1 3 Salmonella sp.
6 M2Ec2 2 2 E. coli

7 M2Ec3 2 2 E. coli

8 M2Ec4 2 2 E. coli

9 M2VC1 2 2 Vibrio cholerae
19 M2Sh6 2 Shigella sp.
11 M2Sa3 2 Salmonella sp.
12 M3Sal 3 1 Salmonella sp.
13 M3Sa4 3 Salmonella sp.
14 M3Sa5 3 2 Salmonella sp.
15 M3Sa6 3 2 Salmonella sp.
16 M3Sa8 3 2 Salmonella sp.
17 M3Ec1 3 1 E. coli

18 M3Sh3 3 3 Shigella sp.
19 M3Sh4 3 2 Shigella sp.
20 M3Sh6 3 2 Shigella sp.
21 M4Sal 4 1 Salmonella sp.
22 M4Sa2 4 2 Salmonella sp.
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23 M4Sa3 4 3 Salmonella sp.

24 M4Sa7 4 2 Salmonella sp.
25 M4Sh3 4 2 Shigella sp.
26 M4Sh5 4 3 Shigella sp.
27 M5Ec1 5 2 E. coli

28 M5Vc6 5 3 E. coli

29 M6Sh1 6 1 Shigella sp.
30 M6Sh2 6 2 Shigella sp.
31 M6Sh3 6 2 Shigella sp.
32 M6Sh6 6 1 Shigella sp.
33 M6Vc3 6 2 Vibrio cholerae
34 M6Sa5 6 3 Salmonella sp.
35 M6Sa6 6 2 Salmonella sp.
36 M6Sa7 6 2 Salmonella sp.
37 M7Sal 7 2 Salmonella sp.
38 M7Sa2 7 3 Salmonella sp.
39 M7Sa3 7 3 Salmonella sp.
40 M7Sh1 7 3 E. coli

41 M7Sh2 7 2 Shigella sp.

Los resultados muestran que 20 cepas fueron resistentes a 7 0 mas
antimicrobianos, siendo las cepas con mayor resistencia M4Sa3, M7Sa3 y M5Vc6,
resistentes a 11 de los 12 antimicrobianos probados, y las cepas mas susceptibles
fueron M3Sal y M4Sal, siendo sensibles a 9 de los 12 antimicrobianos empleados
(tabla 13).
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Los antibidticos a los que las bacterias presentaron menor resistencia fueron:
Amikacina (9 cepas resistentes), Cefotaxima (17 cepas resistentes), Gentamicina
(17 cepas resistentes) y Norfloxacino (17 cepas resistentes). Los antibioticos a los
que las bacterias presentaron una mayor resistencia fueron: Ampicilina (41 cepas
resistentes), Carbenicilina (41 cepas resistentes) y Cefalotina (40 cepas resistentes)
(tabla 13).

La medida de los halos de inhibicion se muestra en la tabla 13, las cepas sensibles
presentan halos de inhibicion 2 0.5 a 0.3 cm, las cepas intermedias presentan un
halo de inhibicion entre 0.2 cm y las cepas resistentes muestran halos de inhibicién

<0.1cm.
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Tabla 13. Prueba de resistencia a antimicrobianos en las cepas aisladas.
Elaboracion propia.

Cepa Antibidtico (Halo de inhibicion) (cm)
AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF STX

M1Sh3 5(0.5) R (0) R (0) R (0) R(0) S (0.5) R (0) $(0.5) $(0.5) R (0) S(0.5) R (0)
M1Sh4 S(0.4) R (0) R (0) R (0) R(0) S (0.4) R (0) S (0.5) S(0.5) R(0) S(0.5) R (0)
M1Sh7 S(0.4) R (0) R(0) R (0) R(0) S(0.4) R (0) R(0.1) R (0) R(0) S(0.5) R (0)
M15h5 $(0.3) R(0) R(0) R (0) R(0) $(0.3) R(0) 1{0.2) S(0.4) R(0) S(0.4) R (0)
M15a8 R(0.1) R(0) R (0) R (0) R(0.1) $(0.3) S(0.3) R(0.1) R(0.1) R (0) 1{0.2) 1(0.2)
M2Ec2 S(0.4) R(0) R(0) R (0) 5(0.5) R (0) R (0) R(0) 5(0.3) S(0.5) R (0) R (0)
M2Ec3 1(0.2) R(0) R(0) R (0) R(0.1) R (0) S(0.4) 1(0.2) R(0.1) $(0.3) 1(0.2) R (0)
M2Ec4 5(0.3) R(0) R (0) R (0) 5(0.5) R (0) 5(0.4) R(0.1) 1(0.2) 5(0.3) 1(0.2) R (0)
M2vC1 R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) S(0.3) 5(0.5) R(0.1) R (0) S(0.5) 5(0.3) 1(0.2)
M25h6 R (0) R (0) R (0) R (0) 5(0.3) R (0) 5 (0.4) 1(0.2) 5(0.3) 1(0.2) R (0) R (0)
M25a3 5(0.3) R (0) R (0) R (0) 5(0.3) R (0) 1(0.2) 5(0.3) S (0.4) 5(0.3) 5(0.3) R (0)
M3Sal S(0.4) R (0) R (0) R (0) 5(0.5) S (0.5) 5(0.5) $(0.3) $(0.3) 5(0.3) S(0.3) 5(0.5)
M3Sa4 R (0.1) R (0) R (0) R (0) R(0) R (0) R (0) $(0.3) R (0) 1(0.2) R (0) R (0)
M35a5 S(0.4) R (0) R (0) R (0) R(0) 5(0.5) 5(0.4) 1(0.2) $(0.3) R(0.1) 5(0.3) R (0)
M35a6 5(0.3) R (0) R(0) R (0) 5(0.5) R(0.1) 5(0.5) $(0.3) $(0.3) 5(0.4) R (0.1) 5(0.3)
M35a8 S(0.4) R(0) R (0) R (0) S(0.4) $(0.3) 5(0.3) 1(0.2) 1(0.2) $(0.3) 1{0.2) 1(0.2)
M3Ec1 $(0.3) R(0) R(0) R(0.1) 1{0.2) R (0) S (0.4) $(0.3) R(0.1) $(0.5) R(0.1) $(0.5)
M35h3 R(0.1) R(0) R(0) R (0) S(0.4) S (0.4) R(0.1) 1(0.2) R (0) R(0) S(0.3) R (0)
M35h4 5(0.3) R(0) R (0) R (0) 5(0.3) 1(0.2) 5(0.4) 5(0.3) 5(0.3) R (0) 5(0.3) R (0)
M35h6 S(0.4) R (0) R (0) R (0) S(0.4) R (0) 5(0.4) R(0.1) 1(0.2) 5(0.3) R (0) R (0)
M45al 5(0.3) R (0) R (0) R (0) 5(0.5) S (0.4) 5(0.4) 5(0.3) 5(0.3) 5(0.3) S(0.4) 5(0.5)
M4Sa2 5(0.3) R (0) R (0) R (0) 5(0.4) 5(0.3) R (0) R (0) R (0) 1(0.2) R (0) R (0)
M45a3 1(0.2) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0.1) R (0) R (0)
M4sa7 $(0.3) R (0) R (0) R (0) 1(0.2) R (0.1) R(0.1) 1(0.2) 1(0.2) 1(0.2) 1{0.2) $(0.3)
M4sh3 5(0.3) R (0) R (0) R (0) 1{0.2) R (0) R (0) R(0) R (0) $(0.3) 1(0.2) R (0)
M4Shs 5(0.3) R (0) R (0) R (0) R(0) S (0.4) R (0) R(0.1) $(0.3) R(0) R(0.1) R (0)
MSEc1 5(0.3) R (0) R(0) R (0) 5(0.3) S(0.4) 5(0.3) 1(0.2) 1(0.2) 1(0.2) 5(0.3) S (0.4)
M5Vce R (0) R(0) R(0) R (0) R(0) R (0.1) 1(0.2) R(0) R (0) R(0) R(0.1) R (0)
M65h1 5(0.5) R(0) R(0) R (0) 1{0.2) $(0.3) 5(0.3) 5(0.3) 1(0.2) R(0) 5(0.3) R (0)
MB5Sh2 R(0.1) R(0) R (0) R (0) 1{0.2) 1(0.2) R (0) R(0.1) R(0.1) R (0) 1(0.2) R (0)
M65h3 5(0.3) R(0) R (0) R (0) 5(0.4) R (0.1) R (0) 1(0.2) R (0) 1{0.2) R (0) R (0)
ME5h6 5(0.3) R(0) R (0) R (0) R (0) 5(0.3) R (0) 5(0.3) 5(0.3) R (0) S(0.4) R (0)
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De las 41 cepas estudiadas en el andlisis de resistencia o sensibilidad a los
antibioticos, todas mostraron ser resistentes a Ampicilina y Carbenicilina, 40 cepas
fueron resistentes al antibiotico Cefalotina y 31 cepas fueron resistentes a
Sulfametoxazol. El antibiético al que las cepas mostraron tener una sensibilidad
intermedia fue la Gentamicina con 11 cepas, seguido de Norfloxacino con 8 cepas.
El antibiotico mas efectivo contra las cepas probadas fue la Amikacina con 25 cepas
sensibles, 7 intermedias y 9 resistentes, seguido de Ciprofloxacino con 19 cepas
sensibles, 3 intermedias y 19 resistentes y de Cefotaxima con 17 cepas sensibles,

7 intermedias y 17 resistentes (Figura 13).
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Figura 13. Numero de cepas resistentes, con sensibilidad intermedia y
sensible para cada antimicrobiano probado.
Elaboracion propia, 2024.

5.5 Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico los datos fueron agrupados tomando en cuenta
los medios de cultivo empleados, con la finalidad de conocer si las medias obtenidas
entre los muestreos de las unidades formadoras de colonias en las condiciones
nutricionales probadas eran diferentes en cada periodo de muestreo, para lo cual

los datos se sometieron a la prueba de Shapiro-Wilk esto debido a que cada grupo
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comprendia menos de 30 datos, los resultados en medio agar SS indicaron una

distribucion normal con p=0.050 (Tabla 14).

Tabla 14. Prueba de Shapiro-Wilk en muestras procesadas en Agar SS
Elaboracion propia empleando los datos de la Tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS
Statistics.

Estadistico Grados de libertad (gl) Significancia (Sig.)

Log10 UFC*mL™* 0.853 7 0.130
(M1)

Log10 UFC*mL™* 0.923 7 0.492
(M2)

Log10 UFC*mL™* 0.931 7 0.556
(M3)

M1= Muestreo 1

M2= Muestreo 2

M3= Muestreo 3

Nota. En la prueba Shapiro-Wilk en Agar SS, se determina una Hipotesis Nula HO=datos tienen
distribuciéon normal y una Hipoétesis Alternativa HA=datos NO tienen una distribucién normal, donde
si p<0.050 se rechaza HO y acepto HA y si p=0.050 aceptamos HO y rechazo HA.

Al realizar la prueba de Shapiro-Wilk para las muestras procesadas en el medio de
cultivo en Agar EMB, se obtuvieron los siguientes resultados, dos muestreos

tuvieron valores para p=0.050 y un muestreo con un valor para p<0.050 (Tabla 15).

Tabla 15. Prueba de Shapiro-Wilk en muestras procesadas en Agar EMB
Elaboracion propia empleando los datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS
Statistics.

Estadistico Grados de libertad (gl) Significancia (Sig.)

Log10 UFC*mL™* 0.759 7 0.016
(M1)

Log10 UFC*mL™* 0.910 7 0.398
(M2)
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Log10 UFC*mL* 0.933 7 0.579
(M3)

M1= Muestreo 1

M2= Muestreo 2

M3= Muestreo 3

Nota. En la prueba Shapiro-Wilk en Agar EMB, se determina una Hipotesis Nula HO=datos tienen
distribucion normal y una Hipétesis Alternativa HA=datos NO tienen una distribucion normal, donde
si p<0.050 se rechaza HO y se acepta HA y si p=0.050 se acepta HO y es rechazada HA.

Para realizar la prueba de Shapiro-Wilk en medio Agar TCBS no se emplearon los
datos del primer muestreo debido a que no se observd crecimiento de Unidades
Formadoras de Colonias en este medio, por lo cual se utilizaron los resultados del
segundo y tercer muestreo para realizar las pruebas de normalidad, los resultados
indicaron que los datos del segundo muestreo tuvieron un valor para p<0.050 y los
del tercer muestreo un valor para p>= 0.050 (Tabla 16), por lo que en este caso se
opté por utilizar pruebas NO paramétricas, debido a que los resultados no

presentaban una distribuciéon normal.

Tabla 16. Prueba de Shapiro-Wilk en muestras procesadas en Agar TCBS
Elaboracion propia empleando los datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS
Statistics.

Estadistico Grados de libertad (gl) Significancia (Sig.)

Logl0 UFC*mL! ) 7
(M1)

Logl0 UFC*mL™! 0.796 7 0.038
(M2)

Logl0 UFC*mL™? 0.826 7 0.074
(M3)

. =Sin datos relevantes

M1= Muestreo 1

M2= Muestreo 2

M3= Muestreo 3

Nota. En la prueba Shapiro-Wilk en Agar TCBS, se determina una Hipotesis Nula HO=datos tienen
distribucion normal y una Hipotesis Alternativa HA=datos NO tienen una distribucién normal, donde
si p<0.050 se rechaza HO y acepto HA y si p=0.050 aceptamos HO y rechazo HA.
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5.5.1 Prueba de muestras pareadas para el medio agar SS

Los datos de los logaritmos en base de 10 de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC*mL™) obtenidos durante los tres muestreos (M1, M2 Y M3) en el medio Agar
SS se sometieron a pruebas de muestras emparejadas para investigar si las medias
presentaban una diferencia significativa (Tabla 17) por lo que en este caso se
establecio que:

La hipotesis Nula HO= Las medias son iguales y no hay diferencia significativa entre
los logaritmos base 10 de las unidades formadoras de colonias entre los muestreos
durante los tres periodos del afio [Log10 UFC*mL* (M1), Logl0 UFC*mL?t (M2), y
Logl0 UFC*mL* (M3)].

La Hipotesis Alternativa HA= Las medias son diferentes por lo que si existe
diferencia significativa entre los logaritmos base 10 de las unidades formadoras de
colonias entre los muestreos durante los tres periodos del afio [Logl0 UFC*mL?
(M1), Log10 UFC*mLt (M2), y Log10 UFC*mL* (M3)].

Si p= 0.050 se acepta HO y se rechaza HA y si p<0.050 se rechaza HO y se acepta
HA, con esta informacion y objetivos establecidos se realizaron las pruebas
pareadas obteniendo que p de dos factores para cada emparejamiento fue mayor a
0.050, por lo que se rechaza HA y se acepta HO.
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Tabla 17. Prueba de muestras emparejadas en medio Agar SS
Elaboracion propia empleando los datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS

Statistics.
Diferencias emparejadas Significancia
t gl
Desviacion Media 95% de intervalo P de un P
Estandar de de confianza de factor de dos
Media error la diferencia factores
Inferior | Superior
Par Logl0 0.64253 1.03240 0.39021 | -0.31229 1.59735 1.647 6 0.075 0.151
1 UFC*mL1
(M1)- Log10
UFC*mL1
(M2)
Par Logl0 - 1.00720 0.38068 | -1.23460 0.62840 -0.796 6 0.228 0.456
2 UFC*mL1! 0.30310
(M2)- Log10
UFC*mL1
(M3)
Par Logl10 0.33943 1.15793 0.43766 | -0.73148 1.41033 0.776 6 0.234 0.467
3 UFC*mL1
(M1)- Log10
UFC*mL1
(M3)

M1= Muestreo 1
M2= Muestreo 2
M3= Muestreo 3

Por lo tanto, las medias son similares y no hay diferencia significativa entre los
logaritmos en base 10 de los muestreos, con esto se concluye que en los tres
periodos del afio no varia significativamente la carga microbiana para el medio

selectivo Agar SS entre los 7 puntos de muestreo.
5.5.2 Prueba de muestras pareadas para Agar EMB

Los datos de los Logl0 de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC*mL™)

obtenidos durante los tres muestreos en el medio Agar EMB se sometieron a
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pruebas de muestras emparejadas para averiguar si las medias presentaban una
diferencia significativa (Tabla 18), por lo que en este caso se establecié que:

La Hipdtesis Alternativa HO= Las medias son iguales y no hay diferencia significativa
entre los logaritmos en base de 10 de las unidades formadoras de colonias entre
los muestreos durante los tres periodos del afio [Logl0 UFC*mL? (M1), Logl0
UFC*mL* (M2), y Log10 UFC*mLt (M3)].

Hipotesis Alternativa HA= Las medias son diferentes por lo que si existe diferencia
significativa entre los logaritmos base 10 de las unidades formadoras de colonias
entre los muestreos durante los tres periodos del afio [Log10 UFC*mL* (M1), Log10
UFC*mL* (M2), y Log10 UFC*mLt (M3)].

Si p= 0.050 se acepta HO y se rechaza HA y si p<0.050 se rechaza HO y se acepta
HA, con esta informacion y objetivos establecidos se realizaron las pruebas
pareadas obteniendo que p de dos factores para cada emparejamiento fue mayor a
0.050, por lo que se rechaza HA y se acepta HO.

Tabla 18. Prueba de muestras emparejadas en muestras procesadas en Agar EMB
Elaboracion propia empleando como fuente los datos de la tabla 17 recopilados y analizados en
IBM SPSS Statistics.

Diferencias emparejadas Significancia
t gl
Desviacion | Media | 95% de intervalo de P de P de
Estandar de confianza de la un dos
Media error diferencia facto | factores
r
Inferior | Superior
Par Log10 0.0917 0.10463 0.395 - 0.18849 2.319 | 6 | 0.030 0.060
1 | UFC*mL* 2 5 0.0050
(M1)- 6
Logl0
UFC*mL1
(M2)
Par Log10 - 0.29086 0.109 - 0.15907 - 6 |0.178 0.356
2 UFC*mL™* | 0.1099 94 0.3789 1.000
(M2)- 4 4
Logl0
UFC*mL1
(M3)
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Par Logl0 - 0.29723 0.112 - -
3 UFC*mL* | 0.0182 34 0.2993 0.256

(M1)- 2 11 67
Logl0

UFC*mL*
(M3)

0.25667

M1= Muestreo 1
M2= Muestreo 2
M3= Muestreo 3

Por lo tanto, las medias son similares y no hay diferencia significativa entre los
logaritmos en base 10 de los muestreos, con esto se concluye que en los tres
periodos del afio no varia significativamente la carga microbiana para el medio

selectivo Agar EMB entre los 7 puntos de muestreo.

5.5.3 Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras relacionadas
para Agar TCBS

Los datos de los Logl0 de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC*mL™)
obtenidos durante los tres muestreos en el medio Agar TCBS se sometieron a un
analisis con pruebas no paramétricas, se empled la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon para muestras relacionadas, con el objetivo de investigar si la mediana
presenta una diferencia significativa entre Log10 UFC*mL"* (M1) - Log10 UFC*mL*
(M2) (Tabla 19), Log10 UFC*mL* (M2) - Log10 UFC*mL" (M3) (Tabla 20) y Log10
UFC*mL? (M1) - Logl0 UFC*mL? (M3) (Tabla 21), por lo que en este caso se
establecieron tres hipétesis nulas y 3 hipétesis alternativas:

Primer caso de comparacién Logl0 UFC*mL* (M1) - Log10 UFC*mL"! (M2)

HO= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL* (M1) - Log10 UFC*mL"! (M2)
es igual a 0.

HA= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL? (M1) - Log10 UFC*mL™* (M2)
no esigual a 0.

Segundo caso de comparaciéon Log10 UFC*mL? (M2) - Log10 UFC*mL? (M3)
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HO= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL* (M2) - Log10 UFC*mL"! (M3)
esigual a 0.

HA= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL? (M2) - Log10 UFC*mL* (M3)
no esigual a 0.

Tercer caso de comparacion Log10 UFC*mL! (M1) - Log10 UFC*mL™t (M3)

HO= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL* (M1) - Log10 UFC*mL"! (M3)
esigual a 0.

HA= La mediana de diferencias entre Log10 UFC*mL* (M1) - Log10 UFC*mL* (M3)
no esigual a 0.

En los tres casos, se aplica que si p= 0.050 se acepta HO y se rechaza HA y si
p<0.050 se rechaza HO y se acepta HA, con esta informacion y objetivos
establecidos se realiza prueba no paramétrica obteniendo que el valor de

significancia es menor a 0.050, por lo que se rechaza HO y se acepta HA.

Tabla 19. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras relacionadas
Log10 UFC*mL™? (M1) - Log10 UFC*mL™* (M2) en Agar TCBS.
Elaboracion propia empleando los datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS

Statistics.
N total 7
Estadisticos de prueba 28.000
Error estandar 5.906
Estadistico de prueba estandarizado 2.371
Sig asintética (Prueba bilateral) 0.018
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Tabla 20. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras relacionadas
Log10 UFC*mL™? (M2) - Log10 UFC*mL™ (M3) en Agar TCBS
Elaboracion propia empleando los datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS

Statistics.
N total 7
Estadisticos de prueba 20.000
Error estandar 4.770
Estadistico de prueba estandarizado 1.992
Sig asintética (Prueba bilateral) 0.046

Tabla 21. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras relacionadas
Log10 UFC*mL™* (M1) - Log10 UFC*mL™ (M3) en Agar TCBS
Elaboracion propia empleando datos de la tabla 9 recopilados y analizados en IBM SPSS

Statistics.
N total 7
Estadisticos de prueba 0.000
Error estandar 5.916
Estadistico de prueba estandarizado -2.366
Sig asintética (Prueba bilateral) 0.018

Al realizar las comparaciones de las medianas Logl0 UFC*mL' (M1) - Logl0
UFC*mL* (M2), Log10 UFC*mL* (M2) - Log10 UFC*mL* (M3) y Log10 UFC*mL*
(M1) - Log10 UFC*mLt (M3) se encontré diferencia significativa entre las medianas
en los tres periodos del afio en la carga microbiana para el medio diferencial TCBS
en los 7 puntos de muestreo.

Al realizar la prueba de Tukey, los resultados indicaron que en los medios Agar SS-
EMB no se encontraron diferencias significativas, pero en el caso de los medios
Agar SS-TCBS y Agar EMB-TCBS si se encontraron diferencias significativas
(Figura 14).
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95% Confidence Intervals (Tukey)

: ¢ Column means diff.
Agar EMB - Agar TCBS - —
Agar SS - Agar TCBS - — o
Agar SS - Agar EMB - e
; 1 1 1
2 0 2 4 6

Difference between column means

Figura 14. Prueba de Tukey para las condiciones nutricionales probadas.
Elaboracion propia

Al realizar la gréfica de las funciones quantile de una muestra vs la de la otra Log

10 (UFC*mL™) obtenidos en cada medio de cultivo probado, se puede observar que

los resultados para los medios Agar SS y EMB tienen una distribucién similar en

comparacion con el medio TCBS (Figura 15).

Normal QQ plot
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Figura 15. Gréfica de las funciones quantile de los medios de cultivo probados.
Elaboracion propia
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Las medias y desviaciones estandar indican que en medio TCBS existe diferencia

significativa con respecto a los medios Agar SS y EMB (Figura 16).

8 —

B (=]
1 1

Recuento e placa (Log10 UFC-mL'1)
N
1

(=]
1

Media y Desv. Est. del recuento de bacterias
en distintos puntos de muestreo del rio Nexapa

123 4567

LI L L L L L
123 4567 123 4567

Punto de muestreo

Hl Agar SS
= Agar EMB
=3 Agar TCBS

Figura 16. Media y desviacion estandar para las condiciones nutricionales probadas.

Elaboracion propia

68



6. DISCUSION

El rio Nexapa atraviesa la ciudad de Iziucar de Matamoros y no cuenta con
restricciones de acceso para los habitantes de la ciudad, por lo cual es necesario
que las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas, sean adecuadas, ya que de
lo contrario podria representar un peligro para la poblacion.

La determinacidon de los parametros fisicoquimicos evidencié que la temperatura
oscilé entre 16.6 °C y 30.7 °C, valores que se encuentran dentro de los limites
permisibles para los rios segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 donde se establece
que el limite permisible es de 35 °C (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2021).

A pesar de gque este rango de temperatura esta por debajo de los limites permitidos,
podria tener implicaciones significativas en la calidad y salud del ecosistema, se ha
reportado que las variaciones en la temperatura influyen directamente en las tasas
de crecimiento y actividad metabdlica de los microorganismos presentes en el rio
(Morales, 2018). En el caso de temperaturas altas propician el crecimiento de
organismos como algas nocivas y cianobacterias, lo que provoca una disminucion
en la capacidad del agua para retener oxigeno (Cantoral et al., 2017). Mientras que,
a bajas temperaturas, se ha observado que disminuye la velocidad de algunas
reacciones quimicas, por lo que pueden afectarse los procesos biogeoquimicos en
el agua, la descomposicion de la materia organica y la disponibilidad de nutrientes
(De la Mora et al., 2020).

Los resultados obtenidos con respecto al valor de enteropatdgenos presentes en el
agua revelan que, para E. coli se obtuvo un valor maximo de 5x10° UFC*mL"! (Log
10 UFC*mL? = 5.70) esta cantidad es mayor a la reportada Olivas-Enriquez y
colaboradores en 2011 para el rio Bravo con una cantidad de 2.8x10* UFC*mL™
(Log 10 UFC*mL"! = 4.48), esto se puede deber a la contaminacién del agua del rio
y a un tratamiento insuficiente de las aguas (Navarro y Cruz, 2023).

Para la bacteria Salmonella spp. se obtuvo un valor maximo de 6x10* UFC*mL!
(Log 10 UFC*mL™? = 4.77), siendo este menor a lo reportado por Rojas et al. de
8x10% UFC*mL™ (Log 10 UFC*mL™! = 6.90) para muestras de agua de la laguna de
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Chapulco, Puebla (Rojas, et al., 2016). Un aspecto importante que considerar es
que, a pesar de la relevancia de las bacterias patdgenas en los cuerpos de agua,
éstas no son contempladas en las Normativas mexicanas ya que no se establece
un numero permisible para la presencia de bacterias patdgenas como las del género
Salmonella en aguas residuales, las Normas Oficiales mexicanas soélo se
contemplan la presencia o ausencia de estos microorganismos (Secretaria de
Salud, 2014).

En el caso del género Shigella el méximo valor obtenido en los muestreos fue de
3.5x10% UFC*mL™? (Log 10 UFC*mL™* = 6.90), esta cantidad resulté menor a la
reportada por Pastor y colaboradores en 2015 para muestras del rio Los Tapones,
de la subcuenca rio San Juan, Argentina donde ellos obtuvieron valores de 1x1013
UFC*mL, la diferencia en estos valores se debe a que el rio Los Tapones recibe
descargas industriales y cloacales de la planta depuradora de sélidos del Bajo
Segura, esto hace evidente que la cantidad de microorganismos patégenos
presentes en los cuerpos de agua varia dependiendo del origen de las descargas
(Pastor et al., 2015).

Para el caso de la bacteria Vibrio cholerae aislada en agar TCBS, los resultados
indicaron que el valor maximo de su presencia en las muestras fue de 1.12x10°
UFC*mL (Log 10 UFC*mL™ = 5.05), para este microorganismo no existe un limite
permisible en las Normas Oficiales Mexicanas de indole ambiental, sin embargo, en
la Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA1-1993, Bienes y servicios. Productos de
la pesca. Moluscos bivalvos frescos-refrigerados y congelados. Especificaciones
sanitarias, se estipula que esta bacteria debe estar ausente en cualquier alimento
(Secretaria de Salud, 1993).

En este trabajo fue interesante que el aislamiento de Vibrio cholerae presuntiva fue
a partir del segundo muestreo, ya que en el primer muestreo no hubo cuenta viable
de esta bacteria en Agar TCBS, la literatura reporta que las razones principales de
la presencia de V. cholerae en los cuerpos de agua dulce son la contaminacion
directa con descargas humanas y el cambio climatico, de acuerdo con la OMS se

han reportado brotes de Vibrio cholerae en paises en vias de desarrollo
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relacionadas a lluvias, ciclones, inundaciones o sequias (World Health Organization,
2022).

Determinar la presencia de especies enteropatdgenas en muestras ambientales que
pueden estar en contacto con los seres humanos o animales homeotermos es de
suma importancia, ya que algunas de ellas son agentes causales de enfermedades
como las diarreas agudas, fiebre o incluso la muerte (Cabral et al., 2010). Las
bacterias Salmonella spp y Shigella spp se encuentran dentro de la lista de
microorganismos de alta prioridad debido a que han desarrollado
multidrogorresistencia (World Health Organization, 2024), en otras bacterias como
E. coli se ha reportado también que existen mecanismos de resistencia codificados
en genes capaces de transferirse horizontalmente a otras bacterias (Tao et al.,
2022).

Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad a antibiéticos indicaron que
las cepas presentes rio arriba (primeros tres puntos de muestreo) son mas sensibles
que las presentes en los Ultimos sitios, presentando igual o mas resistencia en
diferentes géneros bacterianos.

Se ha reportado que globalmente las enterobacterias presentan alta resistencia a
ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim y acido nalidixico
(Mosquito et al., 2011), en este trabajo se probaron ampicilina y sulfametoxazol-
trimetoprim, siendo asi que el 95% de las cepas probadas fueron resistentes a la
ampicilina, en aislados de origen clinico se ha presentado una alta resistencia a
ampicilina para cepas de Klebsiella pneumoniae (Oliveira et al., 2022). Para el
antibiotico sulfametoxazol-trimetoprim, se encontré que el 77% de las cepas
probadas presentaron resistencia a este antibidtico, siendo un valor superior a
reportes realizados para E. coli con un 59.2% (Guajardo et al., 2009).

Es importante realizar futuras investigaciones para determinar los mecanismos de
transferencia que presentan las cepas aisladas, ya que los genes gque confieren la
resistencia pueden encontrarse en el ADN cromosémico o plasmidico y podrian
transmitirse mediante el contacto célula a célula, transposones o por microvesiculas

(Lerminiaux & Cameron, 2019).
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En el reciente aflo se ha reportado un incremento en los casos de shigelosis
resistente a antimicrobianos de primera linea en Estados Unidos (World Health
Organization, 2022), la estrategia que se ha utilizado para estudiar los casos de
resistencia a antibidticos es principalmente el aislamiento de las cepas presentes
en nosocomios (Santos et al., 2020; Nowbuth et al., 2023). En este estudio se realizd
el aislamiento de microorganismos presentes en rio Nexapa y la determinacion de
su perfil de resistencia a antibigticos, este conocimiento puede servir de apoyo a los
responsables sanitarios de la regién, para el uso adecuado de antibiéticos.

Al realizar el andlisis estadistico de los resultados de la presencia de
microorganismos en las diferentes condiciones nutricionales empleadas se encontré
gue existieron diferencias significativas entre el medio TCBS en comparacion con
los otros dos medios utilizados para el aislamiento de microrganismos, esto se debe
a que el medio de cultivo TCBS es de tipo selectivo y contiene compuestos
inhibidores de crecimiento de otras bacterias no deseadas, por ejemplo algunas
otras enterobacterias y favorece el desarrollo de aquellos de interés, en este caso

del género Vibrio spp (Bonnet et al,, 2020).
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7. CONCLUSION

El periodo con mayor carga bacteriana fue el tercer muestreo en el segundo punto
de toma de muestra, sin embargo, los valores de las variables fisicoquimicas
temperatura y oxigeno disuelto fueron similares en los tres periodos de muestreo.
A través del empleo de medios selectivos y diferenciales se logré exitosamente el
aislamiento presuntivo de microrganismos de interés médico como los
pertenecientes a los géneros Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio spp., los cuales
son agentes causales de enfermedades gastrointestinales, asi como el aislamiento
de la bacteria E. coli, la cual es un indicador biol6gico de la contaminacion del agua
con materia de origen fecal. En este trabajo el empleo de las pruebas bioquimicas
permitié la identificacion y confirmacién de las cepas aisladas como pertenecientes
a los géneros Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio spp., por lo que los métodos
microbiologicos y bioquimicos resultaron ser eficaces para la identificacion
bacteriana de microorganismos de interés, aunque en la actualidad se utilicen
principalmente técnicas moleculares para este fin.

Es indispensable un adecuado tratamiento del agua del Rio Nexapa ya que los
analisis microbiolégicos demostraron la presencia de bacterias patdgenas
resistentes a diversos antibioticos, por lo que el agua representa un potencial foco
de infecciébn para la poblacion, ademas de ser un medio que favorece la
transferencia horizontal de genes de resistencia a los antibidticos.

Este estudio sirve como piedra angular para investigaciones posteriores, por
ejemplo, la identificacion de los genes implicados en la resistencia a los antibioticos
en los géneros bacterianos aislados, ademas se pueden plantear estrategias para
trabajar en conjunto con el municipio de lzacar de Matamoros que permitan

disminuir la carga bacteriana y la presencia de bacterias patégenas en el efluente.
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