UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

+ HOMINEM

“EVALUACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN
Escherichia coli AISLADOS DE MUESTRAS DE AGUA DEL RIO
VENTILLA, MOLINOPAMPA, AMAZONAS, PERU”

Presentada por:

MARIA ELENA ROJAS CASTANEDA

Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGA

Lima — Peru

2022

La UNALM es la titular de los derechos patrimoniales de la presente investigacion
(Art. 24. Reglamento de Propiedad Intelectual)



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

“EVALUACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN
Escherichia coli AISLADOS DE MUESTRAS DE AGUA DEL RIO
VENTILLA, MOLINOPAMPA, AMAZONAS, PERU”

Presentada por:

MARIA ELENA ROJAS CASTANEDA

Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGA

Sustentada y aprobada por el siguiente jurado:

Dra. Doris Elizabeth Zufiga Davila Dra. llanit Samolski Klein
PRESIDENTE MIEMBRO

Blgo. Juan Juscamaita Morales Mg. Katty Ogata Gutiérrez
MIEMBRO ASESORA

Mg. Jesus Rascon Barrios
Co Asesor



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer en primer lugar a mi familia, a mis padres por su invaluable apoyo durante
mis afios de estudiante que me permitieron culminar mis estudios y embarcarme en lo que

es ahora mi proceso de titulacion.

Mi agradecimiento al equipo de trabajo conformado por Rainer, Jesus, Damaris, Hugo,
Yessica y Zoila que me dieron una gran bienvenida a esta nueva ciudad desconocida para
mi. Especialmente a los miembros del proyecto PROKIT por la oportunidad brindada incluso

en las circunstancias de pandemia que seguimos viviendo.

Mi agradecimiento a los miembros del jurado por su tiempo y observaciones valiosas que
me permitieron mejorar el trabajo que ahora puedo presentar. Asimismo, a mi asesora Katty
Ogata y la profesora Doris ZUfiiga, cuyo apoyo data de ya varios afios, aquellos en los que
iniciaba mi aprendizaje préactico junto a los tantos los otros tabussinos que conoci, como

Francis y Carolina, mentores mios.

Asimismo, agradecer profundamente la compafiia de amigas y amigos, a los que acudi
muchas veces por dudas académicas, sobre tramites y como no, sobre la vida, compartiendo

gratos momentos a pesar de la distancia.

Finalmente, agradecer el financiamiento de CONCYTEC-FONDECYT en el marco de la
convocatoria E063-2019-01 BM Contrato N°006-2020-FONDECYT-BM vy al Laboratorio
de Investigacion de Suelos y Aguas (LABISAG), dependencia del Instituto Nacional de
Desarrollo de Ceja de Selva, ubicada en la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas, Chachapoyas, Perl, sin cuyo aporte no habria sido posible la

elaboracién de este trabajo.



INDICE GENERAL

RESUMEN ...ttt e e st e e e e nbb e e e e nnees viii
ABSTRACT ettt e et e e et e e et b et nabe s IX
I, INTRODUCCION ....ooiiiaiiiiieeeiciieiseise sttt 1
1.1. OBJELIVO GENETAL.....c.uiiiiiiiii e 2

1.2. ObjetiVOS €SPECTTICOS. ....vi it 2

1. REVISION DE LITERATURA .......cooieeeeeeeeee ettt en st 3
2.1, ANTECEDENTES ...ttt 3
2.2. ANTIBIOTICOS ....coiiieieiiieeeiseiecseeeissiess st 4
2.2.1. CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS......ccvvrenrrnrrneeenenerneeenes 4

2.2.2. PRINCIPALES GRUPOS DE ANTIBIOTICOS........cooeeveveerevcveieeeae, 4

2.3. RESISTENCIA ANTIBIOTICA ..ottt 7
2.3.1. Clasificacion de la resistencia antibiotica .............ccooevviiiiiiiiiiicicn, 7

2.3.2. Mecanismos generales de resistencia antibiotica .............ccccccevveeviieeinnnnn, 8

2.3.3. Bases genéticas de la resistencia antibiotica .............cccveevvveeviieeiiieesiinnnn, 9

2.3.4, ElTESISTOMEA ..ottt 9

2.3.5. Dispersion de la resistencia antibiotica.............cccccvevviveiine i, 10

2.3.6. Resistencia antibiotica en el ambiente............cccoocvviiiiiiiiicic 10

2.4. LA CALIDAD DE AGUA SEGUN LA NORMATIVA PERUANA. .............. 12
2.4.1. Pardmetros microbioldgicos evaluados en el ECA..........ccceevvveeiiieeenen. 13

I METODOLOGIA ...ttt n s 14
3.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO ...c.cuvviviveieeceeeeeeeeee e, 14
3.2. MATERIALES .. 17
3.2.1. Material DIolOgICO........cceeeiiiii e 17

3.2.2. Materiales de trabajo..........cccueeiiiieiiiie e 17

3.2.3. Medios de CURIVO .........ooieiii e 17

3.2.4. Agentes antibiOtiCOS. ........eciiuiee e 18



3.2.5. REACLIVOS Y SOIUCIONES ...ttt 18

3.2.5. EQUIPOS € INSLIUMENTOS ......ciuviiiiieiie ittt 18
3.3. METODOS Y PROCEDIMIENTO ......ocuiiiieeeee et 19
3.3.1. Determinacion de 10s puntos de MUESLIEO ........c.cevveeriveiiirerieeiie e 19
3.3.2. Muestreo de agua superficial del rio Ventilla ............ccccooeveviveiveiineinn, 20

3.3.3. Andlisis de los pardmetros microbiolégicos en muestras de agua
SUPEITICIAL ..ttt 21
3.3.4. ldentificacion bioquimica de aislados de E. cOli.........ccccooveviviviiiinennnnnn 22

3.3.5. Evaluacién de la resistencia a antibioticos comerciales de los aislados

Lo [ = oo ] | IO TSP TP TPTPRTTRRRTR 24
3.3.6. ANALISIS ESTAISTICO ..uueeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eaas 25
IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES . ...ttt n e 27

4.1. DETERMINACION DE LA CONTAMINACION MICROBIOLOGICA
DEL AGUA SUPERFICIAL DEL RIO VENTILLA ....cooevveeveeveeeeecceeeias 27

4.1.1. Determinacion de la contaminacion microbiolégica del agua
superficial del tramo en estudio del rio Ventilla............cc.ccccoceevveeinnnnn 27

4.1.2. Determinacion de la contaminacion microbioldgica del agua en cada
PUNEO 0 MUESEIEO ...ttt e e e e e 28
4.2. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE AISLADOS DE E. COLI................... 31

4.3. EVALUACION DE LA RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN UN TRAMO
DEL RIO VENTILLA. ....ooioceeeeeee ettt sttt en s 35

4.3.1. Andlisis de las resistencias antibiéticas en todo el rio, de acuerdo con
el antibiotico evaluado............ccooveiiiiiiii s 35

4.3.2. Andlisis de los eventos de resistencia antibidtica de acuerdo con el
punto de muestreo evaluado. ...........cccvveiiiiieiiie e 38

4.3.3. Analisis de los eventos de resistencia antibiotica de acuerdo con los
aislados de E. coli trabajados. ...........cccoeeeiiiieiiiii e 39

4.3.4. Andlisis de los diametros de halo de inhibicion de acuerdo con los

antibidticos evaluados y el punto de MUestreo. ..........ccccvveeviveeevieeecnneen, 40



V. CONCLUSIONES ... .o

VI. RECOMENDACIONES ...ttt

VII. BIBLIOGRAFIA

VIIl. ANEXOS..........



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Coordenadas GPS en UTM de los puntos de muestreo trabajados...................

Tabla 2: Valores de la curva de calibracion de McFarland............ccoooeevveiiiiiiiiiiieee,

Tabla 3: Resumen de resultados de la calidad microbiolégica del tramo del rio

VENTHIA BVAIUAUO.... .o et

Tabla 4 Estandar de calidad ambiental para aguas de consumo, categoria I..................

Tabla 5 Estandar de calidad ambiental para aguas riego y bebida de animales,

(or= 1 =T (o1 U I PR SUSOPRTRS

Tabla 6: Valores de NMP/100 ml de acuerdo con el punto de muestreo.......................

Tabla 7: Identificacion bioquimica de E. coli. Cada numero es el porcentaje de

reacciones positivas luego de 2 dias de incubacion a 36 grados. Tabla

adaptada de (D. Brenner et al., 2005; EwWing, 1986) ...........cccoceevvveeiiveernnnnn

Tabla 8: Porcentajes de aislados de E. coli susceptibles, intermedios o resistentes a

cada antibiOtiCo VAIUAUO....... .. oot

Tabla 9: Eventos de resistencia entre los aislados con resistencia a tetraciclina,

ampicilina, sulfametoxazol trimetoprima y Gentamicina. “R” resistente, “1”

intermedio, “S™ SUSCEPLIDIC. .....coviiiiiiiiiiiiicee e



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Estructura quimica del anillo betalactimico.............ccccooveiiiiiiiiicii 5
Figura 2: Clasificacion de los antibioticos betalaCtAmicos ...........ccocevviiiiiiiiniiciceen, 5
Figura 3: Estructura general de los antibidticos tipo tetracicling ............cccoocevveiiennennnnn 6
Figura 4: Estructura quimica de la gentamicCina. ..........ccocceivueiieiieniienieece e 6

Figura 5: Izquierda Estructura de sulfanilamida, una sulfamida. Derecha: estructura

A€ TFIMELOPIIMAL ...ttt 7
Figura 6: Estructura de levofloxacino, una quinolona. ............cccocceviiniiiieiiiencce 7
Figura 7: Mecanismos generales de la resistencia antibiotiCa. .............c.ccovverieienieninennn. 9
Figura 8: Los cuatro reactores geneticos definidos por Baquero et al., 2008. ................. 11
Figura 9: Area de estudio de la presente tesis. Elaboracion propia..........cccceevevevennnee. 16
Figura 10: Curva de calibracion de McFarland ............cccccevvve i 25

Figura 12 Resultados en el medio LIA. De izquierda a derecha: control negativo,
resultado tipico de E. coli, resultado atipiCO.........ccccevvveirireiiineeiie e, 32
Figura 13: Resultados en el medio TSI. De izquierda a derecha: control negativo,
resultado tipico de E. coli, resultado atipiCO..........cccccveivivveiiiiee e, 32
Figura 14: Resultados en el medio Citrato de Simmons. De izquierda a derecha:
control negativo, resultado tipico de E. coli, resultado atipico...................... 33
Figura 15: Resultados en el medio urea. De izquierda a derecha: control negativo,
resultado tipico de E. coli, resultado atipiCO...........cccovveiviveiiee i, 34
Figura 16: Resultados en el medio SIM. De izquierda a derecha: Control negativo,
resultado tipico de E. coli, resultado atipiCO...........ccccveiviviiiiie i, 35

Figura 17: Eventos de resistencia antibiotica de acuerdo con el punto de muestreo........ 38



Figura 18: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersion de datos de los
didmetros de halos de aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de
muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibiético (tetraciclina,
penicilina, ampicilina, trimetoprima sulfametoxazol). ............cccccovveiiiiinennn. 41

Figura 19: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersion de datos de los

didmetros de halos de aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de
muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibi6tico (levofloxacino,
enrofloxacino, gentamicina, amoxicilina &cido clavulanico). ....................... 42
Figura 20: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersion de datos de los
didmetros de halos de aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de
muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibidtico (cefepime,

aztreonam, cefotaxima, ceftazidima). .........cccovvviiiriiiiiii i 43

Vi



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1: Informe de ensayo de cinco muestras de agua superficial. Resultados

emitidos por el Laboratorio de Investigacion en Suelo y Aguas

(LABISAG). ......oooeieeeeeeeeteeeteee s ees s sins ettt enensas
Anexo 2: Composicion de los medios de cultivo bioquimicos utilizados .....................

Anexo 3: Volumenes trabajados para la elaboracion del estandar de McFarland..........

Anexo 4: Evaluacion de la normalidad de los datos de CT, CF Y EC en NMP/100

mL. Obtencion de valores descriptivos del conjunto de datos..............c.......

Anexo 5: Evaluacion de la igualdad de medianas de grupos por puntos de muestreo

de los datos de CT, CF Y EC, mediante la prueba no paramétrica de Kruskal

WWALTIS. bbb

Anexo 6: Comparaciones por pares de los datos de CT, CF Y EC de acuerdo con el

punto de muestreo, mediante la prueba de CONOVEr. .........ccceevvveevveeecieeene,

Anexo 7: Analisis estadistico de los halos de inhibicidn antibiotica y diagrama de

cajas de cada antibidtico, agrupado por punto de muestreo. .........cccccveervnnnn

Anexo 8: Evidencia fotografica de las actividades realizadas durante el desarrollo

experimental del trabajo de teSIS........covvveiiiieiiie e

vii

.. 63

.. 65

.. 68



RESUMEN

En la presente investigacion se evalud la presencia de resistencia a antibioticos en
Escherichia coli aislados de agua superficial del rio Ventilla, en un tramo aledafio al distrito
de Molinopampa, Amazonas, Per(. Se evalud la calidad del agua superficial en tres
pardmetros microbioldgicos: coliformes totales, fecales y E. coli. Los parametros se
cuantificaron con valores de Nimero més probable por 100 ml (NMP/100 ml), encontrando
un minimo de 46 NMP/100 ml y un méximo de 1600NMP/100 ml para los tres parametros.
Los valores de NMP/100 ml mayores coincidieron con los puntos ubicados a la salida del
distrito. Se aislé e identificd bioquimicamente E. coli, para su posterior evaluacion frente a
antibioticos de las familias de betalactamicos, tetraciclinas, aminoglucésidos,
fluoroquinolonas, sulfamidas y trimetoprimas. De acuerdo con los lineamientos del Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), los resultados indicaron que la resistencia
predominante fue a tetraciclina con el 36% de aislados resistentes, seguido de ampicilina,
con 20% de aislados resistentes y Sulfametotaxol/trimetoprima con 16% de aislados
resistentes. Se encontro resistencia intermedia a gentamicina en un 60% de los aislados. Es
decir, existen aislados de E. coli en el tramo de rio evaluado que presentan resistencia
antibiotica. No se encontro resistencia frente a antibioticos betalactamicos de espectro
extendido. Sin embargo, al analizar los diametros de inhibicion de cada uno de los
antibioticos evaluados, se observd que éstos disminuian a medida que se acercaban a los
efluentes del distrito de Molinopampa. Ello sugiere que los residuos presentes en dichos

efluentes promueven la adquisicion de resistencia antibidtica.

Palabras clave: Escherichia coli, NMP, resistencia antibidtica, susceptibilidad

antimicrobiana, rio Ventilla, Amazonas
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ABSTRACT

In this investigation, the existence of antibiotic resistance was evaluated in Escherichia coli
isolated from surface water of the Ventilla River, in a section near the district of
Molinopampa, Amazonas, Peru. First, the quality of the surface water was evaluated in three
microbiological parameters: total coliforms, fecal coliforms and E. coli. The parameters
were quantified with Most probable number per 100 ml (MPN/100ml) values. The lowest
value was 46 MPN /100 ml and the highest was 1600NMP / 100ml in the three parameters.
The highest MPN / 100 ml values were found in points located at the exit of the district. E.
coli was isolated and biochemically identified. The isolates were evaluated against
betalactam, tetracycline, aminoglycoside, fluoroquinolone, sulfonamide and trimethoprim
antibiotics. According to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), the
predominant resistance was to tetracycline with 36% resistant isolates, followed by
ampicillin, with 20% resistant isolates and sulfametotaxol / trimethoprim with 16 % resistant
isolates. Intermediate resistance to gentamicin was found in 60% of the isolates. From this
information, it can be assured that there are E. coli isolates in the section of the river
evaluated that have antibiotic resistance. No resistance was found against extended-spectrum
betalactam antibiotics. However, the diameter of the antibiotic inhibition zone of each one
of the evaluated antibiotics, decreased as it approached the points located near the effluents
of the Molinopampa district. This suggests that the residues in Molinopampa’s wastewater

promote the antibiotic resistance adquisition.

Keywords: Escherichia coli, MPN, antibiotic resistance, antimicrobial resistance, Ventilla

river, Amazonas.



I. INTRODUCCION

La resistencia antibidtica es el resultado de la adaptacién microbiana al estrés antibidtico.
(lwu et al., 2020; Munita & Arias, 2016). Debido a su rapida dispersion a nivel mundial y la
inefectividad de muchos tratamientos disponibles, la resistencia antibi6tica es considerada
una amenaza a la salud, la seguridad alimentaria y el desarrollo. La gran cantidad de
microorganismos con dicha capacidad hizo necesario priorizar las medidas contra grupos
microbianos especificos como las enterobacterias, entre las que se encuentra E. coli
(Organizacién Mundial de la Salud, 2020).

Elagua es un recurso natural imprescindible para el desarrollo humano. Como factor abidtico
en los ecosistemas, alberga organismos que pueden interactuar entre si. En particular, los
cuerpos de agua donde desembocan desechos agricolas, ganaderos y/o humanos son
potenciales espacios de interaccion microbiana e intercambio genético. Ello puede facilitar
la dispersion de la resistencia antibiotica (Baquero et al., 2008; He et al., 2020; Iwu et al.,
2020). El agua puede ser analizado para determinar si cumple con los estandares minimos
para su uso en consumo humano, animal, recreacion, etc. Entre los parametros
microbioldgicos utilizados se encuentra el analisis de los coliformes (MINAM, 2017). E.
coli, su mayor representante, es un microorganismo con facilidad de adquirir resistencia
antibiotica (Titilawo, Obi, et al., 2015; Poirel et al., 2018).

La lucha contra la resistencia antibidtica requiere recabar la mayor informacién de ella en
cada region. Por ello, la OMS, la Unién Europea y otras organizaciones han trabajado para
cuantificar su prevalencia en sus respectivas jurisdicciones (JIJACRA, 2017; Organizacion
Mundial de la Salud, 2020; Sriram et al., 2021). En Perd, recientemente se ha detectado
resistencia antibidtica en E. coli en los rios Rimac, Chillon, Piura y una laguna de oxidacion
en Puno (Coila Apaza, 2017; Palacios Farias, 2019; Romero et al., 2020). Es por ello que la
evaluacion de la resistencia a antibiéticos en E. coli en las aguas del rio Ventilla, Amazonas
se sumaria a los reportes previos, ademas de establecer un precedente que sirva de base en
investigaciones posteriores para evaluar su impacto en la salud de las poblaciones aledafias

al rio.



Molinopampa, es un distrito de la Region Amazonas cuya principal actividad econdmica es
la ganaderia lechera (Oliva et al., 2015; Pilco, 2017). El rio Ventilla, que atraviesa el distrito,
es utilizado directamente para abastecer de agua al ganado, y al mismo tiempo, es receptor
de los desechos originados por dicha actividad. Investigaciones previas identificaron la
contaminacion por coliformes del rio Ventilla evidenciando la necesidad del tratamiento del

agua previo a su consumo (Chavez et al., 2017; Gamarra et al., 2018).

El andlisis de aguas convencional suele enfocarse en el grupo de coliformes (Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), 2017), entre los que se encuentra Escherichia coli, un
microorganismo ubicuo (Titilawo, Obi, et al., 2015). En ese sentido, el problema de
investigacion del presente proyecto es evaluar la posible resistencia a antibiéticos de aislados

de E. coli provenientes de agua superficial de rio Ventilla.
1.1. Objetivo general

Evaluar la resistencia a antibioticos de Escherichia coli aislados de agua superficial del rio

Ventilla, Molinopampa, Amazonas, Peru.

1.2. Objetivos especificos

- Determinar la presencia de los contaminantes microbiologicos coliformes totales,
coliformes fecales y E. coli. en el agua superficial del rio Ventilla.

- Identificar bioquimicamente la presencia de E. coli entre las colonias aisladas.

- Evaluar, mediante el método de difusion en disco, la resistencia a antibidticos
comerciales de las familias de los betalactamicos, aminoglucosidos, tetraciclinas,

quinolonas e inhibidores de la via del folato de los aislados de E. coli. obtenidos.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

En el afio 2019, se realiz6 una evaluacién de la resistencia antibiética en E. coli aislados
de tres rios aledafios a la ciudad de Lima: rio Chillén, rio Rimac y rio Lurin. Se evalu6 la
resistencia frente a los antibioticos cefuroxima, cefixima, amoxicilina acido clavulanico,
ampicilina, ciprofloxacino y norfloxacino. Se detecto resistencia a todos los antibidticos
evaluados en los aislados obtenidas de los tres rios. Las resistencias méas frecuentes fueron
frente a amoxicilina &cido clavulanico (91.7%), ampicilina (75%) y cefuroxima (63.6%)
(Olazébal Vizcarra, 2020).

Entre agosto de 2018 y enero de 2019 se realiz6 un estudio similar en un tramo del rio
Piura, el cual atraviesa la ciudad de Piura. Se evaluo la resistencia de aislados de E. coli
frente a los antibidticos ampicilina, amikacina, cefotaxima, ciprofloxacina, gentamicina,
trimetoprim sulfametoxazol; asi como los betalactdmicos de espectro extendido
aztreonam, cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona. Se encontré que el 80,6% de los
aislados fueron resistentes a ampicilina; 41,9%, a sulfametoprim sulfametotaxol; 35,5% a
cefotaxima y 35,5% a ceftriaxona. Ademas, el 16,1% de las aislados de E. coli fueron

productoras de betalactamasas de espectro extendido (Palacios Farias, 2019).

Entre 2015 y 2016 la zona de Cajabamba y San Marcos en Cajamarca fue estudiada y se
analizaron muestras de agua de consumo evaluandose la resistencia antibidtica. El
resultado mostré que 38 de 117 aislados de E. coli eran resistentes a tetraciclina. Un
namero menor de aislados eran resistentes frente a otros antibioticos como ampicilina,
gentamicina, trimetoprim sulfametazol, ciprofloxacino etc. (Larson et al., 2019). Se
evaluaron los antibidticos acido nalidixico, cloranfenicol, nitrofurantoina, ciprofloxacino,
gentamicina, tetraciclina, trimetoprima-sulfametoxazol, ampicilina, cefotaxima,
azitromicina y cefoxitina. Se evalué también la resistencia a betalactamicos de amplio
espectro como aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, amoxicilina-acido
clavulanico y cefepima. Las resistencias de los aislados de E. coli mas frecuentes fueron

frente a tetraciclina (37,6%), ampicilina (34,2%), sulfametoxazol-trimetoprima (21,4%) y



acido nalidixico (13%). Frente a los demas antibidticos del 1 al 11% de los aislados exhibia
resistencia (Larson et al., 2019). La resistencia a antibiéticos como ciprofloxacino es un
fendmeno antes observado en una comunidad de amazonas del Pert (Bartoloni et al.,
2009), y podria ser una evidencia de la dispersion de la resistencia antibiotica en zonas sin

mucho consumo de antibidticos, facilitada por medios como el agua.
2.2. ANTIBIOTICOS

Un antibidtico es cualquier sustancia quimica producida naturalmente, semi
sintéticamente o sintéticamente que se utiliza para inhibir el crecimiento bacteriano
(accion bacteriostatica) o eliminarlo (accion bactericida) (Lorenzo et al., 2015; Manyi-Loh
& Sampson, 2018). Los antibioticos ayudan a prevenir infecciones y enfermedades como
la tuberculosis, diabetes, enfermedades renales y aquellas relacionadas con pobres
condiciones de sanidad, presentes en paises en vias de desarrollo. De esa manera, ayudan
a prolongar la expectativa de vida de las personas e impactan directamente en la salud de

la poblacion (lwu et al., 2020).

2.2.1. CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS

- Por su estructura quimica: Se agrupan en familias con propiedades generales similares.
Las principales grupos son los betalactamicos, tetraciclinas, quinolonas,

aminoglucédsidos, sulfamidas y trimetoprimas (Lorenzo et al., 2015; Moore, 2021).

- Por su espectro de accion: Pueden ser de amplio espectro si actla sobre varios tipos de
microorganismos como las tetraciclinas y betalactamicos. Es intermedio si actua sobre
un nuamero limitado de especies, como los aminoglucdsidos. Son de espectro reducido si

actlan sobre especies en especifico (Lorenzo et al., 2015).

- Por su mecanismo de accion: La mayoria de antibiéticos actua inhibiendo diferentes
procesos de la célula diana como la sintesis de la pared celular, la estabilidad de la
membrana plasmatica, la sintesis proteica, la sintesis de acidos nucleicos y las vias
metabolicas (Lorenzo et al., 2015; G. Brenner & Stevens, 2019).

2.2.2. PRINCIPALES GRUPOS DE ANTIBIOTICOS

a. Antibioticos betalactdmicos: Son el tratamiento de primera eleccién en procesos
infecciosos. Los primeros en descubrirse fueron la penicilina, en 1928 y las

cefalosporinas, veinte afios después. Actlan inhibiendo la sintesis de pared celular. Su



estructura quimica tiene en comun el anillo betalactdmico (Figura 1) (Suarez & Gudiol,
2009; G. Brenner & Stevens, 2019).
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Figura 1: Estructura quimica del anillo betalactdmico
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

De acuerdo con la cadena que se adiciona al anillo betalactamico, se distinguen: las
penicilinas, las cefalosporinas y los carbapenémicos (Figura 2). Las cefalosporinas se
clasifican de acuerdo con su generacion, encontrandose las de primera, segunda, tercera,
cuarta e incluso quinta generacion. Los carbapenémicos se clasifican como antibioticos de
amplio espectro. Una clasificacion adicional corresponde a los monobactamicos, cuya

estructura es solo el anillo betalactamico. (Lorenzo et al., 2015).
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Figura 2: Clasificacion de los antibi6ticos betalactamicos
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

b. Antibi6ticos tipo tetraciclina: Tienen en comun un nucleo central tetraciclico al que se
le unen diferentes radicales (Figura 3). Poseen un espectro bacteriano amplio. Inhiben la
sintesis proteica al asociarse a la subunidad 30S de los ribosomas procariotas,
blogueando la unién del ARN transferencia a la cadena peptidica en sintesis. Algunos
ejemplos son la tetraciclina, oxitetraciclina y la doxiciclina (Mendoza Patifio, 2008;
Lorenzo et al., 2015; G. Brenner & Stevens, 2019).
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Figura 3: Estructura general de los antibioticos tipo tetraciclina
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

c. Antibioticos tipo aminoglucésido: Son potentes antibioticos contra bacterias Gram
negativas aerobias. La mayoria proviene de sustancias naturales producidas por
actinomicetos. Su estructura quimica tiene en comun un anillo aminociclitol unido a dos
0 mas azucares (Figura 4). Actua alterando la sintesis proteica, la membrana celular y
modificando el metabolismo y respiracion bacterianos. Algunos ejemplos son

estreptomicina, kanamicina y gentamicina (Mendoza Patifio, 2008; Lorenzo et al., 2015).

Figura 4: Estructura quimica de la gentamicina
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

d. Antibioticos tipo sulfamidas y trimetoprima: Comparten el mismo mecanismo de
accion: bloguean competitiva y secuencialmente la sintesis del acido folico bacteriano,
produciendo un efecto bacteriostatico. Sus estructuras, sin embargo, son diferentes. Las
sulfamidas se caracterizan por presentar un nicleo benceno, un grupo amino y un grupo
sulfonamida (Figura 5). La trimetoprima es una 2,4-aminopiridina, analogo estructural
de un precursor del acido félico (Fig. 5) (Vicente & Pérez-Trallero, 2010; Lorenzo et al.,
2015).
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Figura 5: Izquierda Estructura de sulfanilamida, una sulfamida. Derecha:
estructura de trimetoprima
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

e. Antibioticos tipo quinolonas: Son quimioterdpicos sintéticos que presentan en su
estructura un anillo 4-quinolona-3 carboxilico (Figura 6). En la tercera y cuarta
generacion de quinolonas sobresale levofloxacino por su utilidad terapéutica. Su
mecanismo de accion actla sobre una topoisomerasa, afectando el normal

funcionamiento del ADN bacteriano (Lorenzo et al., 2015).
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Figura 6: Estructura de levofloxacino, una quinolona
FUENTE: Lorenzo et al., 2015.

2.3. RESISTENCIA ANTIBIOTICA

La resistencia antibidtica es una respuesta natural evolutiva frente a una cierta presion
selectiva ejercida por las moléculas antimicrobianas (Watkins & Bonomo, 2016). Esta
ampliamente distribuida entre los procariotas y ha sido descrita tanto para bacterias

comensales como patégenas (Martinez, 2009).
2.3.1. Clasificacion de la resistencia antibiotica

La amplia cantidad de reportes de resistencia antibiética en microorganismos hizo necesaria
la adopcion de términos estandarizados sobre la clasificacion de la resistencia antibidtica
(Magiorakos et al., 2011):



- La resistencia “multidroga” (multidrug resistant, MDR) ocurre cuando el
microorganismo no es susceptible a al menos un representante de tres grupos de

familias antibié6ticas.

- La resistencia “drogo extrema” (extreme drug resistant, XDR) se da en
microorganismos que son no susceptibles a al menos un representante de todos o

casi todos los grupos antimicrobianos.

- La resistencia “pan drogo” (pan drug resistance, PDR ) se da en microorganismos
gue no son susceptibles a todos los agentes en todos los grupos de antimicrobianos
(Magiorakos et al., 2011; Fodor et al., 2020).

2.3.2. Mecanismos generales de resistencia antibiotica

Las bacterias han evolucionado mecanismos sofisticados de resistencia a antibiéticos para

evitar sus efectos bacteriostaticos o bactericidas (Munita & Arias, 2016). De manera general,

la resistencia se basa en cuatro mecanismos (Figura 7):

Inactivacion: El antibiotico sufre modificaciones antes de alcanzar su objetivo. Las
modificaciones pueden ser quimicas como acetilaciones, fosforilaciones, adenilaciones,
etc. El resultado es la disminucion de la afinidad del antibidtico por su diana. Asimismo,
las modificaciones podrian causar la destruccion del medicamento. ElI ejemplo
representativo de mecanismo de destruccion corresponde a las betalactamasas, enzimas

capaces de destruir los antibidticos betalactamicos

Impermeabilidad: La entrada del medicamento a la célula se reduce debido a cambios
en la permeabilidad de la membrana celular, asi como la alteracion de porinas por las

que ingresarian los medicamentos.

Expulsion: EI medicamento entra en la célula, pero es expulsado. La expulsion se debe
a la actividad de bombas de extrusion o eflujo, que pueden ser especificas o de amplio

espectro.

Alteracion del objetivo: el objetivo del farmaco se altera para que no sea reconocido. La
modificacion de la diana se da de diversas maneras como mutaciones puntuales,
metilacion del sitio de union, reemplazo o desviacion de la diana. El resultado final es
la reduccion de la afinidad del antibi6tico por su diana (Munita & Arias, 2016; Alav et
al., 2018).
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Figura 7: Mecanismos generales de la resistencia antibiética.
FUENTE: Modificado de Alav et al., 2018)

2.3.3. Bases genéticas de la resistencia antibiotica

Los mecanismos descritos dependen de la presencia de enzimas y proteinas expresadas a
partir de genes de resistencia. La capacidad de resistencia se puede obtener a través de dos

estrategias:

- Las mutaciones en genes que codifican para proteinas relacionadas a algun mecanismo
de resistencia. Los resultados al utilizar esta estrategia son, por tanto, diversas y varian

en complejidad.

- Laadquisicion de dicho material genético a través de la transferencia horizontal de genes
(THG). A su vez, la THG se basa en tres mecanismos basicos: la transformacion (la
incorporacion de ADN desnudo), la transduccion (la transferencia de ADN mediada por
fagos) y la conjugacion (intercambio genético entre individuos) (Munita & Arias, 2016;
Partridge et al., 2018).

2.3.4. El resistoma

El resistoma es el reservorio de genes de resistencia, elementos genéticos que participan en
la transferencia de genes de resistencia e incluso potenciales genes de resistencia que no
necesariamente son expresados de manera natural en el ambiente (Canto & Ramo, 2009;
Fodor et al., 2020).

Desde los inicios del uso de antibioticos, se descubrian casi a la par los microorganismos
resistentes. Es probable que esta rapida adquisicion de resistencia no se debiera a mutaciones

sino a transferencia de material genético. Dos fuentes de potenciales genes de resistencia se



encuentran en los actinomicetos y estreptomicetos, microorganismos productores de

antibidticos que a la vez poseen mecanismos para resistirlos (Davies, 2010).

2.3.5. Dispersion de la resistencia antibiotica

Debido a que una gran cantidad de genes de resistencia potenciales estan escondidos en los
nichos microbianos, al darse condiciones de estrées por antibioticos, las bacterias susceptibles

son eliminadas y predominan las resistentes (Munita & Arias, 2016; Fodor et al., 2020).

La evidencia molecular demuestra que la multiresistencia antibidtica ha surgido
principalmente por la diseminacion de genes de resistencia mediante conjugacion. La
conjugacion utiliza elementos genéticos moviles como los plasmidos (elementos
extracromosomales) y los elementos conjugativos e integrativos (elementos mdviles
integrados al cromosoma), antes llamados transposones conjugativos (Munita & Arias,
2016; Partridge et al., 2018; Botelho & Schulenburg, 2020).

Ambos elementos pueden ser transferidos vertical y horizontalmente (mediante conjugacion)
y podrian cargar genes no relacionados a sus ciclos de vida, como genes de resistencia
antibiotica. Es asi que al interaccionar con otros microrganismos, pueden contribuir a la

diseminacion de resistencia antibiotica (Botelho & Schulenburg, 2020)

2.3.6. Resistencia antibidtica en el ambiente

La resistencia antibiotica, como mecanismo evolutivo natural encuentra en ciertos ambientes
las condiciones que facilitan la dispersion de los genes de resistencia. Ambientes como los
sistemas de tratamiento de aguas, efluentes farmacéuticos y desechos de actividades
agricolas y ganaderas se caracterizan por contener grandes cantidades de bacterias y
antibioticos (Watkins & Bonomo, 2016). Es asi que Baquero et al. (2009) definieron cuatro

“reactores genéticos” (Figura 8), los cuales son:

- “Reactor genético” 1: La microbiota humana y animal en donde los antibidticos

ejercen su accién directamente.

- “Reactor genético” 2: Hospitales y granjas, en donde se encuentran muchos

individuos susceptibles juntos y expuestos al intercambio microbiano.

- “Reactor genético” 3: Residuos del segundo reactor, en donde los microorganismos

de diversas fuentes convergen e interaccionan.

- “Reactor genético” 4: El suelo y agua ambientales, en donde los microorganismos
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previos interaccionan con organismos ambientales.

Si bien se ha identificado a la resistencia antibidtica como un problema nosocomial, el
impacto en el ambiente esta siendo cada vez méas reconocido. Una caracteristica especial de
los microorganismos resistentes y los genes de resistencia es que pueden persistir y
dispersarse en el ambiente, multiplicAndose en sus hospederos, interaccionando con otras
bacterias o desarrollando mutaciones (Iwu et al., 2020). Es evidente que la via principal de
diseminacion es el agua, mediante la cual, ademas, los microorganismos resistentes y los

genes de resistencia ingresan a los ecosistemas naturales (Baquero et al., 2008; Davies,

2010).

Uso de antibioticos
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Figura 8: Los cuatro reactores genéticos definidos por Baquero et al.
®: microbiota animal o humana, o: microbiota ambiental
FUENTE: Baquero et al., 2008
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La influencia de las actividades antropogénicas en el ambiente no se limita a que surjan
aislados mas resistentes, sino que se vean afectadas las bacterias ambientales autdctonas.
Estas son una fuente ilimitada de genes que podrian actuar como genes de resistencia al
ingresar a patogenos, lo que se suele llamar el “resistoma” (Baquero et al., 2008; Canto &
Ramo, 2009). Por ello, las investigaciones de rutina de bacterias ambientales son necesarias
y van tomando importancia para el monitoreo de la resistencia antibiética a nivel mundial
(lwu et al., 2020).

2.4. LA CALIDAD DE AGUA SEGUN LA NORMATIVA PERUANA.

Los contaminantes presentes en el agua, ademas de ser potencialmente dafiinos a la salud
publica, pueden ser un estimulo para procesos como la generacion de resistencia antibidtica
(Iwu et al., 2020). En Perq, el estado del agua se evalta de acuerdo al Estandar de Calidad
Ambiental (ECA). Se define como “la medida que establece el nivel de concentracion o del
grado de elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y biolégicos, presentes en el
aire, agua o suelo, en su condicion de cuerpo receptor, que no representa riesgo significativo
para la salud de las personas ni al ambiente” (MINAM, 2017). Dichas medidas varian de

acuerdo la categoria de agua estudiada. Son:

- Categoria 1: Poblacional y recreacional
o Subcategoria A: Aguas superficiales destinadas a la produccion de agua

potable
o Subcategoria B: Aguas superficiales destinadas para recreacion

- Categoria 2: Extraccion, cultivo y otras actividades marino costeras y continentales
o Subcategoria C1: Extraccion y cultivo de moluscos, equinodermos y

tunicados en aguas marino costeras

o Subcategoria C2: Extraccion y cultivo de otras especies hidrobiologicas en

aguas marino costeras

o Subcategoria C3: Actividades marino portuarias, industriales o de

saneamiento en aguas marino costeras

o Subcategoria C4: Extraccion y cultivo de especies hidrobiologicas en lagos o

lagunas

- Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales
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o Subcategoria D1: Riego de vegetales
o Subcategoria D2: Bebida de animales

- Categoria 4: Conservacion del ambiente acuético
o Subcategoria E1: Lagunas y lagos

o Subcategoria E2: Rios

o Subcategoria E3: Ecosistemas costeros y marinos (MINAM, 2017).

2.4.1. Parametros microbiolégicos evaluados en el ECA

La normativa peruana se basa en los métodos estandares de examinacién de aguas y aguas
residuales (APHA, 2017). En ella, se definen diversos parametros microbiolégicos como los

coliformes totales, coliformes termotolerantes y Escherichia coli.

Las bacterias coliformes son microrganismos presentes en los intestinos de animales
homeotermos, por ello su presencia en aguas podria indicar contaminacion fecal reciente. Se
definen como todas aquellas bacterias anaerobias facultativas, Gram negativas, no
formadoras de esporas, de morfologia bacilar, que fermentan lactosa con produccion de gas
y acido en presencia de sales biliares a 35 °C en 48 horas. Taxonomicamente, abarca diversos

géneros de bacterias pertenecientes a la familia de las Enterobacteriaceae (APHA, 2017).

Los coliformes termotolerantes, tradicionalmente llamados coliformes fecales se han
documentado en aguas ricas en compuestos organicos o en climas tropicales en ausencia de
contaminacion fecal reciente. La presencia de E. coli en agua es considerado un indicador

de contaminacion fecal y de posible presencia de patdgenos entéricos (APHA, 2017).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El rio Ventilla es afluente del rio Sonche, el cual es uno de los tributarios del rio Utcubamba,
ubicados en la region Amazonas, Per(. Se extiende a lo largo de 28902 metros hasta su
confluencia con el rio Olia, en donde dan inicio al rio Sonche. En consecuencia, forma parte
de la cuenca hidrogréfica de Utcubamba, bajo la jurisdiccion de la Autoridad Administrativa
del Agua de la cuenca del Marafidn (Maco Garcia, 2010; Autoridad Nacional del Agua
(ANA) et al., 2015; Chavez et al., 2017).

Segun se muestra en la Figura 9, el area de estudio comprendié un tramo de 10 kilometros
del rio Ventilla, cercano al distrito de Molinopampa. Este es un distrito ubicado en la region
natural sierra, especificamente en ceja de selva, una altitud de 2407 m.s.n.m, a una latitud
6°40°33"°S y una longitud de 77°45°58°0 . Es uno de los veintiun distritos de la provincia
de Chachapoyas (Pinedo Mori, 2019). Sus limites distritales son

- Norte: distritos Quinjalca y Granada (Provincia de Chachapoyas)

- Sur: Con el distrito de Cheto (provincia de Chachapoyas) y provincia Rodriguez de

Mendoza

- Oeste: Con el distrito de Cheto, distrito de San Francisco de Daguas Yy distrito de Sonche
(Pinedo Mori, 2019).

- Este: Con la provincia de Rodriguez de Mendoza (Pinedo Mori, 2019)

Segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica, INEI, la poblacion de Molinopampa
es de 2737 habitantes, dedicandose un 76.95 % de los adultos entre 20 y 59 afios a la
actividad agropecuaria. De acuerdo con el mapa de superficie agricola del Perd,
Molinopampa cuenta con 7380 hectareas de superficie agricola. Asimismo, segun el IV
Censo Nacional Agropecuario, de las 768 unidades agropecuarias que posee el distrito,
aproximadamente el 80% (635), realiza la crianza de ganado (Bardales, 2018; Livia et al.,

2021). Por ello, el distrito de Molinopampa cuenta con establecimientos comerciales



relacionados a la actividad agropecuaria, tales como agro veterinarias, comercios de

alimento animal y venta de productos lacteos.

Segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica, INEI, la poblacion de Molinopampa
es de 2737 habitantes, dedicandose un 76.95 % de los adultos entre 20 y 59 afios a la
actividad agropecuaria. De acuerdo con el mapa de superficie agricola del Perq,
Molinopampa cuenta con 7380 hectéareas de superficie agricola. Asimismo, segun el IV
Censo Nacional Agropecuario, de las 768 unidades agropecuarias que posee el distrito,
aproximadamente el 80% (635), realiza la crianza de ganado (Bardales, 2018; Livia et al.,
2021). Por ello, el distrito de Molinopampa cuenta con establecimientos comerciales
relacionados a la actividad agropecuaria, tales como agro veterinarias, comercios de

alimento animal y venta de productos lacteos.
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Figura 9: Area de estudio de la presente tesis.




3.2. MATERIALES

3.2.1. Material biol6gico

— Colonias aisladas de agua superficial del rio Ventilla

3.2.2. Materiales de trabajo

3.2.3

Micropipetas y puntas de micropipeta de 20-200 ul, 100-1000 pl y 1 ml-5 ml.

Material de vidrio diverso: vasos de precipitado, matraces volumétricos, probetas,
pipetas, tubos de ensayo, campanas Durham, placas Petri, baguetas y botellas de tapa

rosca.

Material de plastico diverso: pizeta, placas Petri descartables 90 x 15”, microtubos
de 1.5 ml, gradillas de tubos de ensayo.

Modulo basico de microbiologia: Mechero de alcohol, alcohol de 96°, algodon
hidrofilo, asas de Kolle, papel toalla, marcador indeleble, encendedor, jabon

desinfectante enzimatico.

. Medios de cultivo
Medio de cultivo de caldo Lauril Sulfato (LS).
Medio de cultivo de caldo Bilis Verde Brillante (BVB).
Medio de cultivo de caldo E. coli (EC).
Medio de cultivo agar Eosina Azul de Metileno (EMB).
Medio de cultivo sulfuro indol para motilidad (SIM).
Medio de cultivo agar Urea segun Christensen (base).
Medio de cultivo agar Lisina hierro (LIA).
Medio de cultivo agar Hierro tres azucares (TSI).
Medio de cultivo agar Citrato de Simmons.

Medio de cultivo agar Mueller Hinton.
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3.2.4. Agentes antibidticos
— Discos de antibidticos de tetraciclina (TE) 30 ug.
— Discos de antibidticos de penicilina G (P) 10 ug.
— Discos de antibidticos de trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75 mcg.
— Discos de antibiéticos de gentamicina (CN) 10 pg.
— Discos de antibiéticos de ampicilina (AM) 10 pg.
— Discos de antibiéticos de levofloxacina (LEV) 5 pg.
— Discos de antibiéticos de enrofloxacino (EE) 30 mcg.
— Discos de antibioticos de ceftazidima (CAZ) 30 nug.
— Discos de antibioticos de cefotaxima (CTX) 30 pg.
— Discos de antibioticos de cefepima (FEP) 30 ug
— Discos de antibioticos de aztreonam (ATM) 30 pg.
— Discos de antibioticos de amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 20/10 pg.
3.2.5. Reactivos y soluciones
— Reactivo de indol
— Urea
— Agua oxigenada
— Glicerol
— Cloruro de Bario al 1%
— Acido sulfarico al 1%
3.2.5. Equipos e instrumentos
— Agitador magnético
— Autoclave vertical
— Balanza analitica

— Incubadora
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— Congeladora de -20°C

— Espectrofotometro UV-VIS
3.3. METODOS Y PROCEDIMIENTO

3.3.1. Determinacion de los puntos de muestreo

Los puntos de muestreo se establecieron de acuerdo con la metodologia F. E. M. (Fresh
Water Management), la cual brinda las herramientas necesarias para el muestreo y
determinacion de la calidad de agua de los rios (Prat et al., 2012). Las consideraciones

fundamentales son:

a. Seleccion de estacion de muestreo: los puntos de muestreo deben mantener una distancia
de entre 1 y 10 kilometros. Las distancias cortas son adecuadas para estudios de tipo

local (efectos puntuales).

b. Identificacion del punto de muestreo: se identifican mediante un codigo cada punto de

muestreo, registrando datos como el dia y la hora (Prat et al., 2012).

De acuerdo con la Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA), la ubicacion de los

puntos de muestreo debe cumplir con tres criterios:

a. ldentificacion: determinada por el sistema de posicionamiento satelital GPS, registrado

en coordenadas UTM.
b. Accesibilidad: que facilite un acceso rapido y seguro al punto de muestreo.

c. Representatividad: determinado por no incluir zonas de embalse o turbulencias
(Fernandez Estela et al., 2007).

En el tramo de 10 km del rio Ventilla, se evaluaron cinco puntos. Los puntos se ubicaron de
manera consecutiva, con una separacion aproximada de 2.5 km. Tres de ellos se ubicaron
aguas arriba del distrito de Molinopampa y las restantes, a la salida del distrito. Las
coordenadas de los puntos de muestreo se presentan en la Tabla 1, trabajadas bajo el sistema

de coordenadas Universal Transversal de Mercator (UTM).
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Tabla 1: Coordenadas GPS en UTM de los puntos de muestreo trabajados

Punto X y
V1 211486.3145 9312233.58
V2 209672.8706 9311988.403
V3 207144.8109 9312143.269
V4 204962.4114 9312928.755
V5 203083.7153 9313051.467

3.3.2. Muestreo de agua superficial del rio Ventilla

Las muestras de agua en estudio pueden clasificarse como simple, compuesta o integrada.
La muestra simple, también llamada discreta o puntual, representa las condiciones y
caracteristicas del cuerpo de agua en un determinado lugar, tiempo y circunstancia del
momento en que se recolectd (ANA, 2016). Se opto por realizar el analisis de muestras

simples.

El procedimiento para la toma de muestras se realizdé de acuerdo con lo indicado por la
Autoridad Nacional del Agua (ANA, 2016):

1. El personal que realiz6 la toma de muestra se coloco las botas de jebe y los guantes

descartables antes del inicio de la toma de muestras de agua.

2. Se ubicé en un punto medio de la corriente principal, donde la corriente era

homogénea, evitando aguas estancadas y poco profundas.

3. Sin realizar enjuague, la botella se cogio por debajo del cuello, sumergiéndose en

direccion opuesta al flujo de agua.

4. Se dejo libre un 10% del volumen del recipiente para asegurar un adecuado

suministro de oxigeno para los microorganismos.

5. Se almacené la muestra a 4°C para su conservacion hasta la llegada al laboratorio.

El muestreo de agua se realizo en los meses de abril y mayo de 2021. Las caracteristicas de
las condiciones climatoldgicas de dicha temporada corresponden a la denominada época

lluviosa (Rascon et al., 2020).
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3.3.3. Andlisis de los pardmetros microbioldgicos en muestras de agua superficial

Se evaluaron los pardmetros microbioldgicos coliformes totales (CT), coliformes fecales
(CF) y E. coli (EC) de acuerdo a lo indicado por los métodos estandarizados para el analisis
de aguas establecidos por la Asociacion Americana De Salud Pdblica (APHA, 2017). Los
analisis se realizaron en el Laboratorio de Investigacion en Aguas y Suelo, LABISAG,
dependencia del Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva
(INDES-CEYS). Los informes de resultados se presentan en el Anexo 1. Las muestras de agua
tomadas se evaluaron por triplicado, haciendo un total de tres resultados por punto y 15

resultados para todo el rio.

Previamente al muestreo, se prepararon los tubos de trabajo para las pruebas presuntivas. Se
dispensaron 10 ml de caldo Lauril Sulfato (LS) a concentracion doble (2X) y concentracion
simple (X) en tubos de vidrio y se colocd una campana Durham en cada tubo para visualizar
la formacion de gas. Se esterilizo en autoclave, a 121°C por 15 minutos. Por cada repeticion,
se utilizaron cinco tubos con caldo lauril sulfato 2X para la dilucién “1” y cinco tubos con

caldo lauril sulfato X para las demas diluciones “10”, “10? y “10®”. (APHA, 2017)

Se homogenizo la muestra agitando manualmente el envase cerrado y se desinfecto el cuello
y tapa del envase. Se inocularon 10 ml del agua superficial de rio en cada tubo, diluyendo
previamente para obtener las concentraciones “10™”, “102” y “107”. Los tubos se incubaron
a 35°C (x 1° C). Luego de 24 se evalud la presencia de turbidez y/o burbujas en las campanas
Durham. (APHA, 2017).

Para las pruebas confirmativas de coliformes totales y coliformes fecales se utilizaron tubos
con caldo Bilis Verde Brillante (BVB) y caldo E. coli (EC), respectivamente, al igual que lo
descrito para los tubos con caldo LS. Se inocularon los tubos con 100 pl del caldo LS
presuntamente positivo en cada tubo. Los tubos con caldo BVB se incubaron a 35 °C (x 1
°C). y los tubos con caldo EC se incubaron a 44 °C (x0,5 °C). A las 24 horas se evaluaron
como positivos aquellos tubos que evidenciaron produccion de gas y turbidez (APHA,
2017).

Para la prueba confirmativa de E. coli se sembré una asada por estrias en placas con agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) y se incubd la placa invertida a 37 °C (x 1 °C). Luego de
24 horas se evalu6 el crecimiento microbiano como positivo si las colonias presentaban un
color verde metélico (APHA, 2017).
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3.3.4. Identificacion bioquimica de aislados de E. coli

Las colonias verde metalicas obtenidas en las placas EMB se observaron para realizar la
eleccion de cinco por punto de muestreo, haciendo un total de 25 colonias. Las colonias
elegidas se sembraron en caldo Cerebro Corazén (CCC) y se incubaron a 37 °C (x 1 °C) por
24 horas para su posterior inoculacién en los medios de identificacion bioquimica. Se
trabajaron los medios de cultivo: sulfuro indol para motilidad (SIM), Lisina hierro (LIA),
Hierro tres azlcares (TSI), Urea y Citrato de Simmons. En el Anexo 2 se presenta la

composicién de cada medio de cultivo.

3.3.4.1. Agar Lisina Hierro (Lysine Iron Agar, LIA)

La glucosa es una fuente de carbohidrato fermentable. El indicador de pH, puarpura de
bromocresol, vira a amarillo a un pH menor a 5.2 y purpura a pH mayor a 6.8. La
fermentacion de glucosa acidifica el medio de cultivo, virandolo a amarillo. Este resultado

indica la capacidad de fermentar glucosa del organismo.

Lisina es el sustrato para la deteccion de dos enzimas. La descarboxilacion, actividad lisina
descarboxilasa, genera como producto la amina cadaverina, la cual causa que el indicador
de pH, purpura de bromocresol vire su color a violeta. La desaminacion, actividad lisina

desaminasa, produce acidos que interaccionan con las sales de hierro, tornando rojo al agar

La produccion de sulfuro de hidrogeno (H2S) genera precipitados negros, oscureciendo el
medio de cultivo debido a la formacién de sulfuro de hierro por su reaccién con citrato de
amonio férrico y el tiosulfato de sodio (Beckton & Dickson, 2009; Merck, 2010).

3.3.4.2. Agar Hierro Tres Azucares (Triple Sugar Iron Agar, TSI)

Glucosa, lactosa y sucrosa son tres azucares fermentables. El indicador de pH, rojo fenol,
vira a amarillo a un pH menor a 6.8 y rojo a pH mayor a 7.4. Los azUcares fermentables son
distinguibles por la formacion de gas y el viraje de rojo a amarillo dado por el colorante rojo
fenol. Aquellos organismos que solo fermenten glucosa presentaran una leve acidificacion
que podria revertirse, resultando en un tubo rojizo. El sulfato de amonio y hierro permite
detectar la produccién de sulfuro de hidrégeno, mediante la formacién de precipitado negro
(Beckton & Dickson, 2009; Merck, 2010)
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3.3.4.3. Agar Citrato de Simmons (Simmon’s Citrate Agar)

Amonio dihidrogeno fosfato y citrato de sodio son fuente de nitrégeno y carbono
respectivamente. El indicador de pH, Azul de bromotimol, vira a color amarillo a pH menor
a 6.5, verde de 6.5 a 7.5, azul a partir de 7.5. Los organismos capaces de utilizar amonio
dihidrogeno fosfato y citrato de sodio como las Unicas fuentes de nitrégeno y carbono
respectivamente, creceran en el medio y produciran una reaccién alcalina dada por el cambio

de color de azul de bromotimol, de verde a azul (Beckton & Dickson, 2009; Merck, 2010)
3.3.4.4. Agar urea (Urea Agar)

La urea actlia como sustrato para la accién de la enzima ureasa. Es hidrolizada a diéxido de
carbono y amonio por ella. EI amonio generado causa que el medio se torne alcalino, esta
reaccion es detectada por el indicador rojo fenol, el cual vira de amarillo a rojo (Merck,
2010)

3.3.4.5. Agar Motilidad Indol (SIM Agar)

Las peptonas proveen aminoacidos y compuestos nitrogenados. Se adiciona una pequefia
cantidad de agar para demostrar la motilidad a lo largo de la puncion de inoculacion. Los
organismos motiles se desplazan desde la linea de puncion hacia los lados, generando una
turbidez a los lados. Si el microorganismo es capaz de hidrolizar el aminoacido triptéfano,
producira indol, el cual serd detectado por adicion del reactivo de Kovacs (p-
dimetilaminobenzaldehido), produciendo un complejo rojo. La formacion de precipitados de

color negro indica la produccion de H2S.

Se inoculd por puncidn y a continuacion por estrias y se incubaron a 37 °C (x 1 °C) por 24
horas. La identificacion bioquimica de E. coli se realizd de acuerdo a los resultados
presentados en el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (D. Brenner et al., 2005).
Los resultados no esperados se explicaron por la presencia de contaminantes al momento de
picar la colonia. Se re estriaron las colonias y se pudo confirmar la presencia de

contaminantes, aislando finalmente las colonias de E. coli.

Las colonias identificadas bioguimicamente como E. coli se criopreservaron en microtubos
con glicerol al 50%. A partir de los tubos con Caldo Cerebro Corazén (CCC) previamente
trabajados, se dispensaron 500 pl de CCC con el aislado confirmado como E. coli y 500 pl

de glicerol al 50%. Se homogenizé la mezcla y se almacend a -20°C.
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3.3.5. Evaluacion de la resistencia a antibioticos comerciales de los aislados de E. coli

Para realizar la evaluacion de resistencia a antibiéticos se utilizdé el método de Kirby-Bauer

o difusién en disco (Murray et al., 2007; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2021).
3.3.5.1. Preparacion del in6culo liquido

De acuerdo con la metodologia de Kirby-Bauer estandarizada por el CLSI, el indculo
utilizado debe presentar una turbidez en el rango de 0.08 - 0.1 a 625 nandmetros, equivalente
al estandar 0.5 de la escala de MacFarland (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2021). Para ajustar el valor de turbidez, se prepard una curva de calibracion de McFarland,
mezclando soluciones de 1% BaClz y 1% H>SO4 como se indica en el Anexo 3 (DALYNN
biologicals, 2014). Los valores de absorbancia obtenidos se presentan en la Tabla 2 y la

curva de calibracion en la Figura 10.

Para preparar el indculo liquido, los aislados identificados como E. coli se inocularon en
CCC y se incubaron a 37°C por 4 horas. Tras la incubacion, se evaluo y/o ajusto la turbidez

hasta alcanzar el rango deseado.

Tabla 2: Valores de la curva de calibracion de McFarland

Estandar Suspension bacteriana Absorbancia
McFarland aproximada/mL obtenida
0.5 1.5x108 0.091
1 3x108 0.172
2 6x108 0.409
3 9x108 0.575
4 1.2x10° 0.808
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Figura 10: Curva de calibracién de McFarland

3.3.5.2. Inoculacion en placas con agar Mueller Hinton

Se procedio a realizar un hisopado de la suspension bacteriana en toda la superficie de una
placa de agar Mieller Hinton, rotando 60 ° la placa tres veces. Se ubicaron los discos de
antibioticos con ayuda de pinzas estériles, colocando como maximo cinco discos de
antibioticos en la misma placa, ubicados a no menos de 24 mm de distancia entre ellos. Se
trabajo por triplicado y se incubaron las placas 35 °C por 18 - 24 horas (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2021).

Se trabajo con discos de sensibilidad comerciales de tetraciclina (TE) 30 ug, penicilina (P)
10 pg, ampicilina (AM) 10 ug, gentamicina (CN) 10 pg, trimetoprima/sulfametoxazol
(STX) 25 g, levofloxacina (LEV) 5 pg y enrofloxacino (EE) 5 pg. También se evalud la
resistencia frente a cinco betalactadmicos de espectro extendido: ceftazidima (CAZ) 30 ug,
cefotaxima (CTX) 30 png, cefepima (FEP) 30 pg, aztreonam (ATM) 30 pg vy
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 20/10 ng.

Se incubaron las placas a 35° C por 16-18 horas. Los diametros de halos se registraron y se
interpretaron de acuerdo con los lineamentos de CLSI, asignando la categoria susceptible,

intermedia o resistente correspondiente de acuerdo con cada antibidtico.

3.3.6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y los diagramas de cajas se realizaron con el software libre R ®. Se
realizaron pruebas de normalidad de datos, pruebas no paramétricas de Kruskall Wallis y

pruebas post-hoc.
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3.3.6.1. Evaluacion de pardmetros microbioldgicos

Los datos expresados en NMP/100 ml, obtenidos de cada parametro microbioldgico, se
evaluaron en normalidad. Debido a que la cantidad de observaciones era menor a 50, se
aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los datos no siguieron una distribucion
normal, por lo que se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para evaluar la
igualdad de medianas. Los resultados estadisticos para cada parametro microbiolégico se
presentan en el Anexo 4y 5. Como prueba post hoc se utilizo la prueba de Conover, para
detectar si existian diferencias significativas entre los valores de NMP/100 ml agrupadas de
acuerdo con el punto de muestreo (Kloke & McKean, 2015; Dinno, 2017). Los resultados
estadisticos para cada parametro microbioldgico se presentan en el Anexo 6. Para facilitar
la observacion de la dispersion de los datos, se construyeron diagramas de cajas relacionando

los parametros microbiologicos evaluados con los valores NMP/100 ml.

3.3.6.2. Evaluacién de resistencia antibiotica

Las interpretaciones de los resultados de la evaluacién antibidtica se organizaron en tablas
de frecuencia relativa. Por otro lado, los datos de diametro de halo de inhibicion de cada
antibiotico se evaluaron en normalidad. Debido a la cantidad de observaciones mayor a 50,
se aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnof. Los datos no siguieron una
distribucién normal, por lo que se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para
evaluar la igualdad de medianas. Como prueba post hoc se utilizé la prueba de Conover, para
detectar si existian diferencias significativas entre los valores de diametro de halo, de
acuerdo con el punto de muestreo origen. Este procedimiento se repitio para los doce
antibioticos utilizados (Kloke & McKean, 2015; Dinno, 2017). Para facilitar la observacion
de los resultados, se construyeron diagramas de caja, indicando la media, en rojo, la mediana,
percentiles y datos atipicos de los halos de inhibicidn de los aislados de E. coli agrupados de
acuerdo con el punto de muestreo, repitiendo el analisis frente a cada tipo de antibidtico.
Dicha agrupacion se evalud estadisticamente, encontrandose que, para todos los antibiéticos,
los didametros de halo no eran constantes a lo largo del rio. En consecuencia, se evaluaron
estadisticamente las agrupaciones para encontrar diferencias significativas. El detalle

estadistico se presenta en el Anexo 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. DETERMINACION DE LA CONTAMINACION MICROBIOLOGICA DEL
AGUA SUPERFICIAL DEL RIO VENTILLA

4.1.1. Determinacién de la contaminacion microbioldgica del agua superficial del tramo en

estudio del rio Ventilla

Los muestreos realizados en abril de 2021 indicaron que las concentraciones de CT y CF
oscilaron entre 140 y 1600 NMP/100 ml, con un promedio general de 1176 NMP/100 ml.
En el caso de EC, los valores oscilaron entre 46 y 1600 NMP/100 ml, con un promedio
general de 1124.6 NMP/100 ml. EI coeficiente de variacion fue, aproximadamente, 50% en
los tres parametros evaluados, evidenciando una alta dispersion de los datos en torno a la

media. Los valores se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Resumen de resultados de la calidad microbioldgica del tramo del rio
Ventilla evaluado

Parametro Promedio Coeficiente de
Min Max
microbioldgico NMP/100 ml variacion
Coliformes totales (CT) 1176 140 1600 0.4916954
Coliformes fecales (CF) 1176 140 1600 0.4916954
Escherichia coli (EC) 1124.6 46 1600 0.5527593

El agua del rio Ventilla es aprovechado como agua para fines agropecuarios, debido a su
cercania, los pobladores consumen sus aguas para uso doméstico y de bebida (Chavez et al.,
2017; Valqui, 2016; Vela Tafur, 2018).. En tal sentido, el agua del rio Ventilla fue evaluado
de acuerdo a los Estandares de Calidad Ambiental en dos categorias: categoria I, agua de
consumo humano y categoria Ill, riego de vegetales y bebidas animales. Los valores de los
ECA son rangos de parametros fisicos, quimicas y/o bioldgicos que aseguran la salud
humana y ambiental (MINAM, 2017). En las Tablas 4 y 5 se presentan los estandares para

las categorias mencionadas.



Tabla 4 Estandar de calidad ambiental para aguas de consumo, categoria I.

) ) L Al: Aguas A2: Aguas potabilizables A3 Aguas
Parametros microbiol6gicos . ) .
potabilizables por por tratamiento potabilizables por
NMP/100ml ) . ) )
desinfeccién convencional tratamiento avanzado
Coliformes totales (CT) 50 ** **
Coliformes termotolerantes (CF) 20 2000 20000
Escherichia coli (EC) 0 ** **

El simbolo ** dentro de la tabla significa que el parametro no aplica para esta Subcategoria.

Tabla 5 Estandar de calidad ambiental para aguas riego y bebida de animales, categoria Ill..
D1: RIEGO DE VEGETALES

Parametros microbiol6gicos _ _ D2: BEBIDA DE
Agua para riego no  Agua parariego
NMP/100 ml o o ANIMALES
restringido restringido
Coliformes termotolerantes (CF) 1000 2000 1000
Escherichia coli (EC) 1000 fale faled

El simbolo ** dentro de la tabla significa que el parametro no aplica para esta Subcategoria.

En el tramo evaluado del rio Ventilla, los valores del ECA para la categoria | indican que no
son aptas para consumo humano si se aplica solo desinfeccidn, debido a la presencia de E.
coli. Sin embargo, bajo los métodos de tratamiento convencionales y avanzados, si seria
posible potabilizar sus aguas, puesto que los resultados encontrados en el parametro CT son
menores a los 2000 NMP/100 ml indicado en el ECA (MINAM, 2017).

Respecto al uso en riego de vegetales, correspondiente a la categoria 111, las aguas del rio
Ventilla en el tramo estudiado se consideran inocuas para el riego restringido. No lo son, sin
embargo, para el riego no restringido y bebida de animales, ya que el pardmetro CF supera

los 1000 NMP/100 ml indicados en la horma peruana.

4.1.2. Determinacion de la contaminacion microbioldgica del agua en cada punto de

muestreo

En la Tabla 6 se presentan las medianas para los tres parametros, diferenciando entre puntos
de muestreos. Se observa que las agrupaciones obtenidas se ajustan, (p < 0.05), a la
disposicion espacial de los puntos de muestreo. El punto 1, es el punto evaluado mas distante
de la concentracion humana del distrito de Molinopampa. Presenta valores menores a
200NMP/100 ml en los tres parametros microbioldgicos evaluados, sugiriendo una fuente
de contaminacidn existente externa al distrito de Molinopampa. Los puntos 2 y 3 evidencian

un marcado aumento en los niveles de contaminantes respecto al punto 1, esto a pesar de
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encontrarse a 2 kilometros de él. Los puntos 4 y 5 evidencian los valores maximos

detectables de contaminantes microbioldgicos en agua.

Tabla 6: Valores de NMP/100 ml de acuerdo con el punto de muestreo.

Coliformes Coliformes Escherichia

Punto de totales fecales coli .
Agrupacion
muestreo ] ] ]
Mediana Mediana Mediana

1 160 160 93 a

2 1260 1260 1070 ab

3 1260 1260 1260 ab

4 1600 1600 1600 b

5 1600 1600 1600 b

Nota: Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los puntos de

[7P%1]

muestreo. Se presentan tres agrupaciones, “a”, “ab” y “b” significativamente

[7P%1]

diferentes (p < 0.05). El grupo “ab” comparte similitudes con “a” y a la vez con “b”,
mientras que entre “a” y “b” no existe tal relacion

Una explicacion para la marcada diferencia de valores es la descarga de aguas contaminadas
provenientes del distrito de Molinopampa. De acuerdo con los valores hallados y a los ECA,
el agua del rio Ventilla, entre los puntos trabajados, es apto para el riego de vegetales y
consumo de animales. Su uso para consumo humano requeriria realizar trabajo de

desinfeccién

La contaminacidn observada en el rio Ventilla tendria como origen la descarga de aguas
residuales provenientes de actividades humanas. En 2017 se realiz6 una evaluacion de la
calidad microbiolédgica del agua en la zona cercana al desaguadero de la laguna de oxidacion
de Molinopampa, encontrando valores entre 500 a 32x10° NMP/100 ml para CT, 170 a
32x10° NMP/100 ml para CF y 170 a 17x10° NMP/100 ml de EC. La contaminacion se
explico por la presencia del desaguadero y por los desechos generados por la crianza de
ganado (Chavez et al., 2017).

El rio Olia, de similares caracteristicas al Ventilla y que, ademas, desemboca junto a €l para
dar inicio al rio Sonche, fue evaluado microbiolégicamente por Vargas Montoya en 2019.
Se obtuvieron los valores de 170 NMP/100 ml en CT, 1600 NMP/100 ml CF y 1600
NMP/100 ml en EC. Las fuentes de contaminacion se explicaron por la descarga de efluentes
domésticos, pozos sépticos y los desechos provenientes de la crianza de ganado. Sin

embargo, considerando los valores NMP/100 ml y los estandares de calidad ambiental, las
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aguas del rio Olia aun eran adecuadas para la bebida de animales y riego (Categoria I11)
(MINAM, 2017; Vargas Montoya, 2019).

Similares estudios se han realizado en zonas agropecuarias. El rio Mayo, receptor de las
descargas de la ciudad de Moyobamba fue evaluado en 2009 en un tramo que comprendia
un vertedero. se evaluaron puntos 50 metros aguas arriba de €l, asi como aguas abajo. 140
metros aguas abajo del vertedero habia pastos para consumo de ganado vacuno, asi como
individuos bebiendo de las aguas aledafias. En este caso, las aguas 50 metros antes de
vertimiento exhibieron una contaminacién mayor a 1000 UFC/100 ml. Ello podria indicar
que la mezcla con aguas contaminadas podria ser la causante de la contaminacién en zonas
aguas arriba. Los puntos posteriores a la descarga de efluentes alcanzé niveles de hasta 108
en el parametro CT Y CF (Tananta del Aguila, 2009).

En 2017, se evalud el rio Torococha, un rio tributario que desemboca en el rio Coata y por
tanto contribuye a su contaminacion. El rio Torococha atraviesa por el centro a la ciudad de
Juliaca, en donde se encontro una cantidad elevada de contaminantes, con valores superiores
a 2000 NMP/100 ml (Aguilar Apaza, 2017).

En 2018 se evaluo la calidad de aguas de regadio provenientes del rio Yura, ubicado al
noreste de la ciudad de Arequipa. A su alrededor se ubican zonas agricolas y horticolas, con
cultivos como papa, alverja, ajo y cebolla, y animales domesticos, asi como ganado vacuno.
Se evaluaron cuatro zonas, cuyos valores de parametros microbiolégico CT, CF y EC
fluctuaron entre 0 y 1100 NMP/100 ml. Una de las zonas con valores mas altos de
contaminacion, Yura, recepciona agua del rio Yura y de la zona de Quiscos, en donde los
pobladores acuden a los bafios termales. El autor sugiere que dichas aguas podrian estar

contribuyendo a la contaminacién en el rio Yura (Mendoza Ramos, 2018).

El impacto que pudieran tener rios tributarios como Ventilla y Olia sobre rios de mayor
importancia econdomica como el rio Sonche o Utcubamba no se ha estudiado. Se tienen
reportes sobre la contaminacion en cada uno de ellos. Torres Garcia en 2010 calculé indices
de calidad de agua del rio Sonche, encontrando que se encontraba entre estado bueno y muy
malo para los pardmetros CT y CF, dependiendo del punto de muestreo. La contaminacion
se explico por el vertimiento de efluentes de ciudad de Chachapoyas y disponibilidad de
oxigeno, fosfatos y adecuada temperatura para la proliferacion bacteriana (Torres Garcia,
2010). Respecto al rio Utcubamba, en 2018, los parametros microbioldgicos evaluados se

hallaron mayoritariamente en el rango de 200 a 2000 NMP/100 ml. Menos de 5 de los 25
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puntos de muestreo presentaron valores menores a 1000 NMP/100 ml en los pardmetros CT
y CF. En contraste, hasta 10 puntos de muestreo presentaron valores menores a 1000
NMP/100 ml en el pardmetro EC (Gamarra Torres et al., 2018).

4.2. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE AISLADOS DE E. COLI

Se identificaron 5 colonias provenientes de cada punto de muestreo, haciendo un total de 25
aislados de E. coli. El criterio de identificacion bioquimica de E. coli se presenta en la Tabla
1.

Tabla 7: Identificacion bioquimica de E. coli. Cada nimero es el porcentaje de reacciones positivas
luego de 2 dias de incubacion a 36 grados.

Resultado en E.  Porcentaje de positivos*

Medio de cultivo Reaccion
coli en E. coli
SIM (Sulfuro - Indol- Produccion de indol (actividad + 98%
Motilidad) triptofanasa)
Motilidad + 95%
Produccion H,S - 1%
TSI (Triple sugar Fermentacién de glucosa + 95%
Iron) Fermentacion de sacarosa + 50%
Fermentacion de lactosa + 100%
Caldo urea Degradacion de urea - 1%
Citrato de Simmons Degradacion citrato - 1%
LIA (Lysine Iron Descarhoxilacion de lisina +
Agar) Produccioén H,S - 1%
Desaminacion -
Prueba catalasa Reaccion H,O; + 100%

FUENTE: Tabla adaptada de (D. Brenner et al., 2005; Ewing, 1986)

En el medio LIA se observaron dos resultados diferentes, el primero caracteristico de E. coli
y el segundo con produccion de H>S y base casi incolora. E. coli en el medio LIA produce
base amarilla y superficie purpura, estando ausente la produccion de H.S. Es decir, E. coli
se caracteriza por ser fermentador de glucosa, poseer la actividad lisina descarboxilasa y no
producir H»S. Cabe destacar que en E. coli la produccion de lisina descarboxilasa es inducida
por condiciones acidas (Kanjee et al., 2011), que en el medio LIA son dadas por la

fermentacion de glucosa (Figura 12).
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Figura 11: Resultados en el medio LIA. De izquierda a derecha: control
negativo, resultado tipico de E. coli, resultado atipico

En el medio TSI, E. coli se caracteriza por ser capaz de fermentar los tres azlcares
produciendo gas, ademas no genera precipitados negros (Merck, 2010). Se observo que
todos los tubos viraron a color amarillo, indicando una acidez significativa, asi como

formacion de gas. Ello indica que los tres azucares fueron fermentados (Figura 13).

! |

Figura 12: Resultados en el medio TSI. De izquierda a derecha:
control negativo, resultado tipico de E. coli

En el medio Citrato de Simmons, E. coli no produce reaccién alguna (Merck, 2010). Son
capaces de crecer en este medio los organismos que utilizan amonio dihidrégeno fosfato y
citrato de sodio como las Unicas fuentes de nitrdgeno y carbono respectivamente,

produciendo una reaccién alcalina dada por el cambio de color de azul de bromotimol, de
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verde a azul (Beckton & Dickson, 2009; Merck, 2010). Se observaron dos resultados

diferentes. El primero, caracteristico de E. coli, no present6 cambios en el medio de cultivo.

El segundo present6 coloracion azul en la superficie, indicando alcalinizacion (Figura 14).

Figura 13: Resultados en el medio Citrato de Simmons. De izquierda a derecha:
control negativo, resultado tipico de E. coli, resultado atipico

En el medio de cultivo de urea, la urea puede ser hidrolizada a diéxido de carbono y amonio
si el microorganismo posee la enzima ureasa. E. coli se considera ureasa negativa, a
excepcion de la variante UPEC, E. coli uropatogénica, pero corresponde a variantes poco

frecuentes y concentradas en ambientes nosocomiales (Konieczna et al., 2013).

Se observo crecimiento en la superficie del agar inclinado, notandose dos resultados
diferentes: agar de color amarillo en su totalidad, caracteristico de E. coli y tubos con una
leve coloracion rosada en su superficie, indicativa de alcalinidad. EI componente peptona de
carne es un hidrolizado que suele variar en sus contenidos de aminoécidos, sin embargo es
comun que contengan aminoacidos como lisina (Merck, 2010). EI metabolismo de glucosa
podria acidificar el medio, permitiendo la induccion de enzimas como lisina descarboxilasa,

lo cual podria explicar la leve alcalinidad observada (Figura 14).
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Figura 14: Resultados en el medio urea. De izquierda a derecha: control
negativo, resultado tipico de E. coli, resultado atipico

En el medio SIM, los organismos motiles se desplazan desde la linea de puncion hacia los
lados, generando turbidez. Adicionalmente, si el microorganismo es capaz de hidrolizar el
aminoacido triptéfano, producira indol, el cual sera detectado por adicion del reactivo de
Kovacs (p-dimetilaminobenzaldehido), produciendo un complejo rojo. La formacion de
precipitados de color negro indica la produccion de H.S. E. coli es un organismo con
motilidad, con capacidad de hidrolizar triptéfano, resultando positivo a la prueba de indol.
Se observaron aislados con el crecimiento tipico de E. coli, exhibiendo motilidad. También

se observaron reacciones no caracteristicas de E. coli, con produccion de H2S (Figura 16).
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Figura 15: Resultados en el medio SIM. De izquierda a derecha: Control
negativo, resultado tipico de E. coli, resultado atipico.

i -y
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4.3. EVALUACION DE LA RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN UN TRAMO DEL
RIO VENTILLA.

4.3.1. Andlisis de las resistencias antibioticas en todo el rio, de acuerdo con el antibidtico

evaluado

Las pruebas de resistencia antibiotica evaluaron la susceptibilidad de colonias de E. coli
aisladas de agua superficial del rio Ventilla, frente a 12 antibioticos. De acuerdo con los
rangos proporcionados por CLSI, se encontraron aislados de E. coli resistentes a tres de ellos:
tetraciclina, ampicilina y sulfametoxazol-trimetoprima. Asimismo, se encontro resistencia
intermedia a Gentamicina (Tabla 8). EI mayor porcentaje de resistencia entre los 25 aislados
del agua superficial correspondi6 a tetraciclina con 36% de aislados resistentes, seguido de
ampicilina, con 20% de aislados resistentes y sulfametotaxol/trimetoprima con 16% de
aislados resistentes. En el caso de gentamicina un 60% de los aislados mostraron una
resistencia intermedia a dicho antibidtico. Dos de los antibidticos evaluados, penicilina y

enrofloxacino, no presentaban rangos de interpretacion de acuerdo con CLSI.
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Tabla 8: Porcentajes de aislados de E. coli susceptibles, intermedios o
resistentes a cada antibiético evaluado.

Antibidtico Categoria
Susceptible Intermedio  Resistente

Tetraciclina 64% 0% 36%
Ampicilina 80% 0% 20%
Sulfametoxazol/trimetoprima 84% 0% 16%
Levofloxacino 100% 0% 0%
Gentamicina 40% 60% 0%
Cefepime 100% 0% 0%
Aztreonam 100% 0% 0%
Cefotaxima 100% 0% 0%
Ceftazidima 100% 0% 0%
Amoxicilina acido clavulanico 100% 0% 0%

La resistencia frente a tetraciclina ha sido previamente evaluada en muestras de agua. En
una zona alto andina rural de Cajamarca, con gran actividad ganadera en sus alrededores, se
encontro que el 32.5% de las colonias de E. coli aisladas de fuentes de agua doméstica
presentaban resistencia a tetraciclina (Larson et al., 2019). Como continuacion de dicha
investigacion, se repitieron los andlisis de acuerdo con la fuente de agua reservorio, fuente
principal y agua de bebida, encontrando que el 15.4%, 31.3% y 41.7% de aislados eran

resistentes a tetraciclina respectivamente (Hartinger et al., 2021).

Al igual que tetraciclina, la resistencia a ampicilina fue evaluada en la region Cajamarca. Un
28.2% de los aislados encontrados en 2016, eran resistentes a ampicilina (Larson et al.,
2019); mientras que en la evaluacion de 2019, se encontro que el 0%, 18% y 25% de aislados
obtenidos de reservorios, agua doméstica y agua de bebida, respectivamente, evidenciaban
resistencia a ampicilina (Hartinger et al., 2021). De manera similar, en una evaluacion de los
rios Chillon, Rimac y Lurin, en la region de Lima, se evalud la resistencia de aislados de E.
coli frente a ampicilina. Se encontré6 que un 32.4%, 14.3% y 4% de los aislados eran
resistentes a ampicilina, respectivamente (Olazabal Vizcarra, 2020). En el rio Piura se
encontré que un 80.6% de los aislados de E. coli eran resistentes a ampicilina (Palacios
Farias, 2019).

En la region Cajamarca, la resistencia a trimetoprima sulfametoxazol, se presenté enel 17.9
% y 8.3% de aislados de E. coli provenientes de agua de uso doméstico y bebida
respectivamente; mientras que la resistencia a gentamicina estuvo presente en 2.6% y 8.3%
de ellos (Larson et al., 2019; Hartinger et al., 2021). En el rio Piura, un 41.9% de aislados de

E. coli fueron resistentes a trimetoprima sulfametoxazol y 19.4% fueron resistentes a
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gentamicina (Palacios Farias, 2019).

La resistencia evidenciada frente a tetraciclina, penicilina, trimetropima sulfametoxazol y
gentamicina por parte de los aislados de E. coli podria explicarse por el uso de antibi6ticos
debido a la actividad ganadera en la microcuenca Ventilla. Durante la visita al distrito de
Molinopampa, se pudo observar que contaba con establecimientos de venta de productos
veterinarios. El adecuado uso de ellos seria el indicado por los especialistas técnicos. Sin
embargo, tal situacion no siempre ocurre. No existen evaluaciones sobre el uso de antibiotico

en la microcuenca Ventilla, pero si se ha realizado un estudio muy completo en Cajamarca.

Redding et al., (2014), investigd sobre patrones y determinantes del uso de antibidticos en
los alrededores de la ciudad de Cajamarca. Realizando encuestas a 156 granjeros, encontrd
que existia una baja incidencia de enfermedades, 0.57 episodios por vaca por afio, siendo las
mas frecuentes: mastitis clinica, diarrea, infecciones respiratorias e infecciones peri
parturientas. EI 83% de los episodios, indistintamente de si eran de origen bacteriano, fueron
tratados con antibidticos. Los mas usados fueron: oxitetraciclina, penicilina, cloxacilina y
trimetoprima sulfametoxazol (Redding et al., 2013, 2014). En Lima, en granjas cercanas a
la ciudad de Lima, se realizd un estudio similar en 2021, en la que encontraron como
antibioticos mas usados a tetraciclina, penicilina, gentamicina Yy trimetropima
sulfametoxazol, asi como la cefalosporina de tercera generacion ceftiofur. El uso
generalizado de oxitetraciclina y penicilina fue confirmado por el hecho de que el 20% de
los entrevistados podia recordar dichos nombres. Se notaron algunas practicas no
recomendables como la interrupcion del tratamiento al ver mejoria, expresado por el 20% de
los entrevistados (Benavides et al., 2021). La aplicacion innecesaria de antibioticos podria

contribuir a la generacion de resistencia antibiotica.

Las investigaciones de Redding y Benavides brindan un importante panorama del uso de
antibioticos en nuestro pais. A partir de ello, se inician los esfuerzos por identificar los puntos
criticos de la contaminacion con antibidticos y su diseminacidn en el ambiente. Al respecto,
Hartinger et al., (2021) elabord un detallado esquema de la diseminacion de la resistencia
antibiotica en localidades rurales peruanas, como el de la microcuenca Ventilla. En dicho
estudio, se lograron identificar vias criticas para la dispersion de la resistencia antibiotica.
Sin embargo, se concluyd que la resistencia antibidtica en Perl aun estd enormemente
inexplorada y que los perfiles de resistencia encontrados parecen relacionarse a los
antibidticos més usados en tratamientos. Finalmente, recomendaron el uso de anélisis

moleculares para elucidar si los aislados encontrados son clones, asi como para la
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identificacion de genes de resistencia (Hartinger et al., 2021).

4.3.2. Andlisis de los eventos de resistencia antibiotica de acuerdo con el punto de muestreo

evaluado.

Se contabilizaron los eventos de resistencia frente a un antibiético determinado tomando
como referencia al punto de muestreo. Debido a que en cada punto de muestreo se analizaron
5 aislados de E. coli, solo fue posible observar, como maximo, 5 eventos de resistencia frente
a cada antibidtico. Los eventos de resistencia frente a tetracilina, ampicilina,

trimetoprimasulfametotaxol y gentamicina no se concentraron en un solo punto de muestreo.

Como se observa en la Figura 17, el punto V1 presenta 1 evento de resistencia intermedia
frente a gentamicina y 1 frente a sulfametoxazol/trimetoprima, mientras que el punto V5
presenta 5 eventos de resistencia intermedia a gentamicina, 2 eventos de resistencia a
sulfametoxazol trimetoprima, 4 frente a ampicilina y 3 frente a tetraciclina. El punto 5

concentra la mayor cantidad de eventos de resistencia.

0 1 2 3 4 5

@ Gentamicina W Sulfametoxazol/trimetoprima  OAmpicilina ¥ Tetraciclina

Figura 16: Eventos de resistencia antibidtica de acuerdo con el punto de muestreo.
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En el estudio de Olazabal, 2020, se evaluo la resistencia antibiotica de E. coli en tres puntos
de muestreo de tres rios limefios: rio Chillon, Rimac y Lurin. El antibidtico ampicilina
presentd 7.7%, 16.7% y 75% de resistencia en el rio Chillon, 0%, 0% y 27.3% en el rio
Rimac y 0%, 18.2% y 0% en el rio Lurin. Las diferencias encontradas se atribuyeron a los
efluentes de actividades economicas (Olazébal Vizcarra, 2020). En el caso del rio Ventilla,
la fuente de contaminacion son los efluentes del distrito de Molinopampa. En el tramo
estudiado del rio Ventilla, los puntos V1, V3 y V5, presentan un 0%, 4% y 16% de aislados
resistentes a ampicilina respectivamente. El punto 3 se ubica aproximadamente al medio del
tramo evaluado, mientras que el punto 5 es el més cercano a la salida de Molinopampa. El
incremento de los valores de CT, CF y EC en direccion al punto V5, a su vez, el incremento
de los porcentajes de aislados resistentes en la misma direccion, sugiere que una mayor
concentracion de microorganismos facilita la interaccion entre ellos, facilitando Ila
adquisicion de resistencia antibiotica (Baquero et al., 2008). En tal sentido, los distintos
porcentajes de aislados resistentes se explicarian por la mayor cercania al punto de

contaminacion.

4.3.3. Analisis de los eventos de resistencia antibitica de acuerdo con los aislados de E. coli

trabajados.

Los eventos de resistencia frente a los 4 antibioticos ya mencionados ocurrieron de manera
heterogenea entre los aislados. En la Tabla 8 se puede observar que todos los eventos de
resistencia del punto V1 corresponden a lo encontrado en el aislado V1C5. Los eventos de
resistencia del punto V5 se distribuyen entre los aislados V5C2, V5C3, V5C4 y V5C5. Los
aislados que presentan resistencia a tres 0 mas familias de antibidticos son categorizados
como resistentes multidroga (Magiorakos et al., 2011). Este seria el caso de los aislados
V3C4, V5C2, V5C3, V5C4 y V5C5. Palacios Farias en 2019 cuantifico el numero de
aislados de E. coli que fueron resistentes a algun tipo de antibiético, encontrando que el
32.25% fue resistente a al menos 1 antibidtico, 9.68% fue resistente a 2 y 3 antibioticos y el
6.45% fue resistente a 4 antibidticos (Palacios Farias, 2019). En la presente investigacion, el
76% de los aislados presentd al menos una resistencia, el 16% fue resistente a 2 y 3

antibioticos y el 4% presentd resistencia a 4 antibioticos.
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Tabla 9: Eventos de resistencia entre los aislados con resistencia a tetraciclina,
ampicilina, sulfametoxazol trimetoprima y Gentamicina. “R” resistente,
“I” intermedio, “S” susceptible.

Numero

Tetraciclina  Ampicilina Sulfametoxazol Gentamicina de eventos
Trimetoprima de

resistencia
V1C5 R S R S 2
V2C2 R S S S 1
V3C3 R S S | 2
V3C4 R R R S 3
V3C5 R S S | 2
V4C2 R S S | 2
V5C2 R R S | 3
V5C3 R R R | 4
V5C4 R R S | 3
V5C5 S R R I 3

4.3.4. Analisis de los diametros de halo de inhibicion de acuerdo con los antibi6ticos
evaluados y el punto de muestreo.

Los diametros de halo de inhibicion se utilizan como criterio de determinacion de la
susceptibilidad a un antibidtico. Mediante modelos estadisticos y un gran namero de
ensayos, instituciones como CLSI establecen los rangos que determinan la susceptibilidad,
resistencia intermedia o resistencia total de un microorganismo frente a un antibiético.
Dichos rangos son actualizados frecuentemente (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2021).

En la Figura 18 se presenta un diagrama de cajas organizando los diametros de halo de los
aislados de E. coli frente al antibiotico tetraciclina por punto de muestreo. Los diametros
tuvieron como minimo valor 0 cm y maximo valor 2,9 cm. Los valores minimos se

encontraron predominantemente en los puntos V3, V4 y V5.

La resistencia al antibi6tico penicilina no pudo ser evaluada de acuerdo con el CLSI debido
a que no se encontraron rangos de halo de inhibicién (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2021). De acuerdo a Lehtinen & Lilius (2007), la resistencia a penicilina G es
considerada una caracteristica intrinseca en E. coli. Ello se debe a la presencia de bombas de
eflujo en su membrana externa, que evita la entrada de moléculas hidrofébicas como
penicilina G. Se explicarian asi los bajos didmetros de halo obtenidos al enfrentar a los
aislados con penicilina G. Como se aprecia en la Figura 18, el valor maximo de diametro de
halo frente a penicilina es aproximadamente, 1.5 cm; siendo 0 el valor mas frecuente en el

punto 5. Los diametros de halo de resistencia antibidtica de ampicilina y trimetoprima
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sulfametoxazol, de manera similar a los dos casos anteriores, reducen sus diametros en el
punto 5. En cada uno de los cuatro casos, se distinguen al menos dos grupos estadisticamente
diferentes (p>0,05) y, el punto 5 es siempre uno de ellos. Este agrupamiento se asemeja al
obtenido en la evaluacion de contaminacion por coliformes NMP/100 ml (Seccion 4.1). Lo
anterior sugiere una relacion entre las crecientes concentraciones de contaminacion por
coliformes, concentradas en el punto 5, y el decrecimiento del diametro de halo del aislado
de E. coli frente al antibidtico.

Tetraciclina Penicilina
a a ab ab b a a a a b
| ——— 1 1
=IaF k= —
T | = = ;
s | T . 5 . _1 e e
T T
1 : 0
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Ampicilina Trimetoprima Sulfametoxazol
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Figura 17: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersion de datos de los diametros de halos de
aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibi6tico
(tetraciclina, penicilina, ampicilina, trimetoprima sulfametoxazol). Se muestran las agrupaciones obtenidas
estadisticamente (a, ab, abc, bc, b y c), calculadas independientemente para cada tipo de antibiético. La escala
de halos iniciaen 0 cm.
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Figura 18: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersion de datos de los didmetros de halos de
aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibi6tico
(levofloxacino, enrofloxacino, gentamicina, amoxicilina &cido clavulanico). Se muestran las agrupaciones
obtenidas estadisticamente (a, ab, abc, bc, b y ¢), calculadas independientemente para cada tipo de antibiético

Los aislados de E.coli frente a los antibioticos levofloxacino y enrofloxacino produjeron
halos con diametros mayores a 2 cm. Es de notar, que, de acuerdo con el analisis estadistico,
el punto 5 de levofloxacino se ubica en una agrupacion diferente a las demas. En el caso de
enrofloxacino, los puntos 4 y 5 presentan el agrupamiento b. Los didmetros de halo frente a

gentamicina y amoxicilina y &cido clavulanico repiten la tendencia a una disminucion a

medida que se acercan al punto 5.
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Figura 19: Diagramas de caja indicando media, mediana, dispersién de datos de los diametros de halos de
aislados de E. coli, de acuerdo con el punto de muestreo (V1, V2, V3, V4, V5) y al tipo de antibiético (cefepime,
aztreonam, cefotaxima, ceftazidima). Se muestran las agrupaciones obtenidas estadisticamente (a, ab, b y ¢),
calculadas independientemente para cada tipo de antibidtico

Los antibidticos betalactdmicos de espectro extendido también se evaluaron frente a los
aislados, encontrando que ninguno era resistente a ellos. Sin embargo, la tendencia de
menores halos en los puntos 4 y 5 se mantiene en todos los antibioticos, siendo agrupados

en el grupo c.
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V. CONCLUSIONES

En el tramo del rio Ventilla aledafio al distrito de Molinopampa, se detectd la
contaminacién del agua superficial del rio en los pardmetros microbioldgicos coliformes
totales (CT), coliformes fecales (CF) y E. coli (EC).

Se cuantificaron los pardmetros CT, CF y EC mediante la técnica del nimero mas
probable (NMP). La contaminacion del agua superficial del rio Ventilla oscila entre
46NMP/100 ml y 1600 NMP/100 ml en los parametros CT, CF y E. coli. Los puntos
cercanos a la descarga de efluentes del distrito presentaron los valores maximos. Dichas
aguas no son aptas para consumo directo, riego, ni bebida de animales de acuerdo con

los Estandares de Calidad peruanos.

Se identificaron bioquimicamente 25 aislados de E. coli, mediante las pruebas de

produccidn de indol, fermentacion de azucares y degradacion de urea, lisina y citrato.

El 36% de los aislados de E. coli presentaron resistencia total a tetraciclina, 20% a
ampicilina y 16% a sulfametotaxol/trimetoprima. El 60% de los aislados tenian una

resistencia intermedia a gentamicina.

El diametro de halo de inhibicion antibi6tica de cada antibi6tico evaluado mostrdé una

disminucidn en el punto 5, al compararse con los demas puntos.

Las crecientes concentraciones de contaminacion por CT, CF y EC, concentradas en el
punto 5y el decrecimiento del diametro de halo sugieren una relacion en la adquisicion

de la resistencia antibi6tica.

Cinco aislados de E.coli presentaron 3 0 mas resistencias frente a antibioticos de distintas

familias, considerandose resistentes multidroga.

No se encontraron aislados resistentes a antibidticos betalactamicos de espectro

extendido.



V1. RECOMENDACIONES

Realizar el estudio de aguas superficiales como un monitoreo, a fin de determinar las

diferencias temporales en cada época (seca o lluviosa).

Ampliar el area de estudio del rio y establecer nuevos puntos de muestreo, a fin de
obtener una mayor cantidad de datos.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) ante cada antibiotico.

Incluir un control de agua superficial del rio que, presumiblemente, no tenga contacto
con actividades humanas, con el fin de establecer el posible origen de la resistencia

antibidtica encontrada.

Realizar encuestas sobre el uso de productos antibidticos en el distrito de Molinopampa,
con el fin de identificar los agentes antibidticos que son aplicados en el distrito,

distinguiendo entre productos de uso veterinario y humano.

Analizar las muestras de agua mediante métodos como High proficiency liquid
chromatography, HPLC, con el fin de determinar si los antibiéticos utilizados en el

distrito son detectables y/o cuantificables en las aguas del rio Ventilla.

Utilizar técnicas de biologia molecular para complementar la identificacion de E. coli,
descartar la presencia de clones, e identificar los genes de resistencia que poseen. La
evidencia genética se considera un factor mas estable que la exhibicion fenotipica de

resistencia antibiotica.
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Anexo 1: Informe de ensayo de cinco muestras de agua superficial. Resultados emitidos por el
Laboratorio de Investigacion en Suelo y Aguas (LABISAG).
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Anexo 2: Composicion de los medios de cultivo bioquimicos utilizados

Agar Lisina Hierro (Lysine Iron Agar, LIA)

Componente Gramos por litro
Peptona de carne 5
Extracto de levadura 3
D(+) glucosa 1
L-lisina monohidroclorhidrato 10
Tiosulfato de sodio 0.04
Citrato de amonio férrico (1) 0.5
Purpura de bromocresol 0.02
Agar agar 12,5

Agar Hierro Tres Azucares (Triple Sugar Iron Agar, TSI)

Componente Gramos por litro
Peptona de caseina 10
Peptona de carne 10
Extracto de carne 3
Extracto de levadura 3
Cloruro de sodio 5
Lactosa 10
Sucrosa 10
D(+) glucosa 1
Citrato de amonio férrico (I11) 0.5
Tiosulfato de sodio 0.5
Rojo fenol 0.024
Agar agar 12

Agar Citrato de Simmons (Simmon’s Citrate Agar)

Componente Gramos por litro
Amonio dihidrégeno fosfato 1
Fosfato dipotasico 1
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Cloruro de sodio 5

Citrato de sodio 2
Sulfato de magnesio 0.2
Azul de bromotimol 0.08
Agar agar 13

Agar urea (Urea Agar)

Componente Gramos por litro

Peptona de carne 1
Glucosa 1
Cloruro de sodio 5
Potasio dihidrogeno fosfato 2

Rojo fenol 0.012
Agar agar 12
Urea (termolabil) 20

Agar Motilidad Indol (SIM Agar)

Componente Gramos por litro
Peptona de caseina 20
Peptona de carne 6.6
Citrato de amonio férrico 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Agar agar 3
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Anexo 3: VolUimenes trabajados para la elaboracién del estandar de McFarland

Estandar McFarland | 1%BaCl> (mL) | 1%H2SO4 (mL)
0.5 0.05 9.95
1 0.1 9.9
2 0.2 9.8
3 0.3 9.7
4 0.4 9.6
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Anexo 4: Evaluacion de la normalidad de los datos de CT, CF Y EC en NMP/100 mL. Obtencién de
valores descriptivos del conjunto de datos

Prueba de normalidad de Shapiro Wilk para las variables:
- valor NMP/100 ml del pardmetro microbiolégico Coliformes Totales
- valor NMP/100 ml del parametro microbiol6gico Coliformes Fecales
- valor NMP/100 ml del parametro microbiol6gico Escherichia coli

HIPOTESIS:
Ho: Los valores NMP/100 ml del parametro microbioldgico (CT/ CF /E.C) se distribuyen
normalmente.
H1: Los valores NMP/100 ml del pardmetro microbiolégico (CT/ CF /E.C) no se distribuyen

normalmente.

Nivel de significacion: 0.05

funivariateNormality
Test Variable Statistic p value Normality

1 shapiro-wilk PTO 0.9022 0.1028 YES
2 Shapiro-wilk CT 0.7284 0.0005 MO
3 Shapiro-wilk CF 0.7284 0.0005 MO
4 Shapiro-wilk EC 0.7507 0.0009 MO

Conclusion: Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna.

Se obtuvieron valores descriptivos del conjunto de datos de los valores NMP/100 ml de los

parametros microbiologicos (CT/ CF /E.C)

$Descriptives

n Mean Std.Dev Median Min Max 25th 75th Skew Kurtosis
PTO 15 3.0 1.46385 3 01 5 2 4  0.0000000 -1.5191111
CT 15 1176.0 578.23376 1600 140 1600 920 1600 -0.8866559 -0.9313768
CF 15 1176.0 578.23376 1600 140 1600 920 1600 -0.8866559 -0.9313768
EC 15 1124.6 621.63308 1600 46 1600 730 1600 -0.7364610 -1.2350527
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Anexo 5: Evaluacién de la igualdad de medianas de grupos por puntos de muestreo de los datos de
CT, CF Y EC, mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

e Pardmetro Coliformes totales:

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro
microbioldgico CT de cada punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro
microbioldgico CT de cada punto de muestreo.

Nivel de significacion: 0.05

Kruskal-wallis rank sum test

data: datal$CT by datalipPTO
Kruskal-wallis chi-squared = 10.81, df = 4, p-value = 0.02878

P-valor 0.02878

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).

e Parametro Coliformes fecales:

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del parametro
microbiolégico CF de cada punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro
microbiolégico CF de cada punto de muestreo.

Nivel de significacién: 0.05

Kruskal-wallis rank sum test

data: datal$CF by dataljPTO
Kruskal-wallis chi-squared = 10.81, df = 4, p-value = 0.02878
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P-valor 0.02878

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para
Conclusion rechazar la hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).

e Pardmetro Escherichia coli:

HIPOTESIS:
Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro

microbiologico CF de cada punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del parametro
microbiologico CF de cada punto de muestreo.

Nivel de significacion: 0.05

Kruskal-wallis rank sum test

data: datal3eC by dataljrPTO
Kruskal-wallis chi-squared = 10.804, df = 4, p-value = 0.02B886

P-valor 0.02886

A un nivel de confianza de 5%, existe
evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis
alterna (H1).
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Anexo 6: Comparaciones por pares de los datos de CT, CF Y EC de acuerdo con el punto de
muestreo, mediante la prueba de Conover.

Parametro Coliformes totales

HIPOTESIS:
Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro

microbioldgico CT de cada punto de muestreo (1, 2, 3, 4y 5)

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del parametro

microbioldgico CT de cada punto de muestreo (1, 2, 3, 4y 5)

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datalfCT by datal3pPTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|ql)
2 -1=0 4.099 0.0915947
3-1=0 4.099 0.0915947 .
4 -1=20 7.081 0.0037584 ==
5-1=20 7.081 0.0037584 ==
3-2=0 0.000 1.0000000
4 - 2 =10 2.981 0.2879790
5 -2=10 2.981 0.2879790
4 - 3 =10 2.981 0.2879790
5 -3 =20 2.981 0.2879790
5 -4 =20 0.000 1.0000000
Signif. codes: 0 “##=° (0.001 *#*=’ (0.01 **" 0.05 *.” 0.1 * "1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datal$CT by datal$PTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|g|) < 0.05

median Q25
160 150
1260 1090
1260 1090
1600 1600
1600 1600

Q75
170
1430
1430
1600
1600

Sig. group

a
ab
ab

b

n
3
3
3
3
3 b
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Parametro Coliformes fecales:

HIPOTESIS:
Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro

microbiol6gico CF de cada punto de muestreo (1, 2, 3,4y 5)

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del parametro

microbioldgico CF de cada punto de muestreo (1, 2, 3,4y 5)

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datal$CF by datal$PTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|gl)
2 -1=0 4.099 0.0915947
3-1==0 4.099 0.0915947 .
4 -1 =20 7.081 0.0037584 ==
5 -1==0 7.081 0.0037584 ==
3 -2==0 0.000 1.0000000
4 - 2 ==0 2.981 0.2879790
5-2==02.981 0.2879790
4 - 3 ==0 2.981 0.2879790
5-3==02.981 0.2879790
5-4==0 0.000 1.0000000
Signif. codes: 0 “##*=" (0,001 ‘**’ 0.01 =" 0.05 “.” 0.1 * " 1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datal$CF by datal$PTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(=|ql) < 0.05

median 025 Q75 n Sig. group
1 160 150 170 3 a
2 1260 1090 1430 3 ab
3 1260 1090 1430 3 ab
4 1600 1600 1600 3 b
5 1600 1600 1600 3 b
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e Pardmetro Escherichia coli:
HIPOTESIS:
Ho: No existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del pardmetro

microbiol6gico EC de cada punto de muestreo (1, 2, 3, 4y 5)

H1: Existen diferencias significativas entre los valores NMP/100 ml del parametro

microbioldgico EC de cada punto de muestreo (1, 2, 3,4y 5)

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datal$EC by datal$PTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|[gl)
2-1==10 3.839 0.1210722
3-1=0 4_.335 0.0709570 .
4 -1==10 7.059 0.0038419 ==
5 -1=10 7.059 0.0038419 ==
3-2=0 0.495 0.9962184
4 -2 =10 3.220 0.2288671
5 -2=0 3.220 0.228B671
4 - 3 =10 2.725 0.3638046
5 -3 =20 2.725 0.3638046
5 -4 =20 0.000 1.0000000
Signif. codes: 0 “**=' (0.001 **=° 0.01 **" Q.05 *." 0.1 " "1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: datal$eEC by datal$PTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|qgl|) < 0.05

median Q25 075 n Sig. group
1 93 69.5 116.5 3 a
2 1070 805.0 1335.0 3 ab
3 1260 1090.0 1430.0 3 ab
4 1600 1600.0 1600.0 3 b
5 1600 1600.0 1600.0 3 b
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Anexo 7: Andlisis estadistico de los halos de inhibicion antibidtica y diagrama de cajas de cada
antibidtico, agrupado por punto de muestreo.

e Antibidtico 1: tetraciclina

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de tetraciclina”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de tetraciclina se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicidn de tetraciclina no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataal$ HALO. Ccm)”
0D = 0.27506, p-value = 1.738e-15

P-valor 1.738*¢1°

__Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipdtesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de tetraciclina en cada
punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de tetraciclina en cada

punto de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: datasal$ HALO.(cm) by dataAl$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 13.074, df = 4, p-value = 0.01092

P-valor 0.01092

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de tetraciclina de los
puntos 1, 2,3,4y5

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de tetraciclina de los puntos
1,2,3,4y5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAl$ HALO.(cm) by dataAl3PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|ql)
V2 - vli==0 0.217 0.999871
Vi -Vl=10 -3.071 0.202778
vd - vl =0 -2.143 0.556176
Vi - V1 == 0 -4.248 0.029436
Vi - V2 =0 -3.288 0.149271
Vd - V2 =0 -2.360 0.459463
VS - V2 =0 -4.465 0.019285 =
Vd - V3 =0 0.928 0.964975
V5 - V3 =0 -1.177 0.919682
V5 - v4 = 0 -2.105 0.573517
Signif. codes: 0 *===" 0.001 *==' 0.01 *=’ 0.05 *.” 0.1 * " 1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataal$ HALO. (cm) by dataAl$PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(=|qg|) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group

V1 2.7 1.50 2.9 15 a
V2 2.7 2.55 2.7 15 a
V3 0.8 0.70 2.7 15 ab
v4 2.6 2.35 2.6 15 ab
V5 0.9 0.75 2.4 15 b

"
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico tetraciclina (TE), de acuerdo al

punto de muestreo.
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e Antibiotico 2: penicilina

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de penicilina”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de penicilina se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicién de penicilina no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataA2$ HALO. (cm)’
D = 0.22886, p-value = 1.679e-10

P-valor 1.679*10

. A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipdtesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de penicilina en cada
punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de penicilina en cada punto
de muestreo.

Nivel de significacion: 0.05

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA2$ HALO.(cm) by dataA2$PUNTO
kKruskal-wallis chi-squared = 20.358, df = 4, p-value = 0.0004244

P-valor 0.0004244

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de penicilina de los
puntos 1, 2,3,4y5

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de penicilina de los puntos
1,2,3,4y5
Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA2$ HALO. (cm) ™ by dataA2$PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pri=Iqgl)
V2 - V1 =10 0.473 0.99723615
Vi -V =20 0.418 0.99829145
Vi - V1l =0 -1.015 0.95177255
vV - V1l =0 -5.637 0.00148956 ==
Vi - V2 =0 -0.055 0.99999947
V4 - W2 == 0 -1.488 0.B2997816
VY - W2 == 0 -6.110 0.00047280 #==*
Vi - Wi == 0 -1.433 0.84837241
VY - W3 == 0 -6.055 0.00054162 #+=*
VY - V4 == 0 -4.622 0.01406098 =
Signif. codes: 0 “===" 0.001 **==" 0.01 =" 0.05 “.” 0.1 * " 1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataA2$ HALO.(cm) by dataA2$PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|ql) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group

V1l 0.9 0.90 1.00 15 a
V2 0.9 0.80 1.20 15 a
V3 1.0 0.90 1.10 15 a
V4 0.9 0.75 1.05 15 a
V5 0.0 0.00 0.00 15 b
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico penicilina (P), de acuerdo al punto

de muestreo.
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e Antibiotico 3: ampicilina
Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de ampicilina”.
Ho: Los didmetros de halo de inhibicién de ampicilina se distribuyen normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de ampicilina no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataAa3$ HALO. (cm)’
D = 0.38055, p-value < 2.2e-16

P-valor 2.2%e16

. Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipétesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de ampicilina en cada
punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de ampicilina en cada
punto de muestreo.

Nivel de significacion: 0.05

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA3$ HALO.(cm) by dataA3$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 30.947, df = 4, p-value = 3.139%9e-06

P-valor 0.0004244

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Connover

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de ampicilina de los
puntos 1, 2,3,4y5

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de ampicilina de los puntos
1,2,3,4y5
Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA3$ HALO. (cm) by dataA3$PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|qgl)
V2 - v1 =0 -1.611 0.78508103
Vi - VvVl =0 -2.865 0.26474279
vd - vl == 0 -4.803 0.00965219 =**
Vi - V1 == 0 -9.209 9.4829e-08 #==*
Vi - V2 =0 -1.253 0.90106849
Vd - V2 =0 -3.192 0.17150701
VS - V2 =0 -7.598 9.4034e-0b ==
Vd - V3 =0 -1.938 0.64827153
VS - V3 =0 -6.344 0.00026245 *=**
V5 - vd =0 -4.406 0.02167248 *
Signif. codes: 0 **=*=° 0.001 **=° 0.01 **" 0.05 *.” 0.1 °* " 1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAa3$ HALO.(cm) by dataA3SPUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|ql) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group
V1 2.1 2.0 2.20 15 a
V2 2.0 2.0 2.15 15 ab
V3 2.0 2.0 2.10 15 ab
V4 1.9 1.9 2.00 15 b
V5 0.0 0.0 0.00 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico ampicilina, de acuerdo al punto de

muestreo.
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e Antibidtico 4: trimetoprima sulfametotaxol
Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicién de trimetoprima sulfametotaxol”.
Ho: Los diametros de halo de inhibicion de trimetoprima sulfametotaxol se distribuyen
normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de trimetoprima sulfametotaxol no se distribuyen
normalmente.

Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: datasd$ HALO. (cm)”
0D = 0.39282, p-value = 2.2e-16

P-valor 2.2%e16

» A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipdtesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
Ho: No existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de trimetoprima
sulfametotaxol en cada punto de muestreo.
H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de trimetoprima

sulfametotaxol en cada punto de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataad$ HALO. (cm) by dataAd$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 20.99, df = 4, p-value = 0.0003181

P-valor 0.0003181

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

HIPOTESIS:
Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de trimetoprima
sulfametotaxol de los puntos 1, 2, 3,4y 5

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de trimetoprima
sulfametotaxol de los puntos 1, 2, 3, 4y 5.
Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataAd4$ HALO.(cm) by dataA4SPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(>lql)
V2 -Vl == 10 2.034 0.6052442
Vi -Vl =0 -1.622 0.7810108
Vd - V1 == 0 -3.052 0.2080350
V5 - V1 == 0 -4.749 0.0108081 =
Vi - v2 == 0 -3.656 0.0841491 .
Vvd - v2 == 0 -5.086 0.0052452 ==
VS - V2 == 0 -6.783 8.444e-05 =%
V4 - W3 == 0 -1.430 0.8495545
V> - V3 =0 -3.127 0.1870916
V5 - v4 == 0 -1.698 0.7511381

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataAd4$ HALO.(cm) by dataA43PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|ql) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group

V1 2.9 2.50 3.00 15 ab
V2 2.9 2.75 3.00 15 a
V3 2.7 2.55 2.80 15 abc
V4 2.5 2.50 2.65 15 bc
V5 2.5 0.00 2.65 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico trimetoprima sulfametotaxol (SXT),
de acuerdo al punto de muestreo.
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e Antibidtico 5: levofloxacino
Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de levofloxacino”.
Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de levofloxacino se distribuyen normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de levofloxacino no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-smirnov) normality test

data: dataA5% HALO. (cm)’
D= 0.13394, p-value = 0.001964

P-valor 0.001964

. Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipétesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de levofloxacino en
cada punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de levofloxacino en cada

punto de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA5% HALO.(cm) by dataA2$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 16.989, df = 4, p-value = 0.001942

P-valor 0.001942

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
levofloxacino cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me1=Me>=Mez=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
levofloxacino de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA5% HALO. (cm) by dataA53PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|qgl)
V2 - vl =0 -1.260 0.8993993
Vi -Vl =0 -4.280 0.0276507 =
Vi - V1 =0 -3.713 0.0765798 .
Vi - V1 == 0 -5.586 0.001e777 ==
Vi - V2 =0 -3.021 0.2167691
V4 - V2 =0 -2.453 0.4197377
VS - v2 =0 -4.327 0.0253008 =
V4 - vi =0 0.567 0.9944269
V5 - v3i =0 -1.306 0.8869208
Vi - V4 =0 -1.873 0.6770412
Signif. codes: 0 “#=== 0.001 **=' 0.01 "=’ 0.05 “." 0.1 °* " 1
Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataA5% HALO.(cm) by dataA5S3SPUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(=|g|) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group

V1 3.3 3.10 3.50 15 a
V2 3.2 3.15 3.20 15 ab
V3 2.5 2.40 3.30 15 bc
v4 3.0 2.80 3.05 15 abc
V5 2.7 2.60 2.90 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibi6tico levofloxacino (LEV), de acuerdo al
punto de muestreo.
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e Antibi6tico 6: enrofloxacino
Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de enrofloxacino”.
Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de enrofloxacino se distribuyen normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de enrofloxacino no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataAd$ HALO. (cm)’
D =0.17238, p-value = 8.804e-06

P-valor 8.804*e-06

. A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipdtesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de levofloxacino en
cada punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de levofloxacino en cada

punto de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA6$ HALO.(cm) by dataAG$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 13.101, df = 4, p-value = 0.01079

P-valor 0.001942

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

HIPOTESIS:

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
levofloxacino cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me1=Me>=Mez=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
levofloxacino de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA6$ HALO.(cm) by dataA63IPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|ql)
V2 - v1 ==0 -1.458 0.840170
Vi - Vvl =0 -3.683 0.080468 .
vd - vl =0 -4.201 0.032124 =
Vi - V1 == 0 -4.438 0.020348 =
Vi - V2 =0 -2.225 0.519101
Vd - V2 =0 -2.743 0.306384
VS - V2 =0 -2.980 0.228664
Vd - V3 =0 -0.518 0.996073
V5 - V3 =0 -0.755 0.983556
V5 - v4 == 0 -0.237 0.999820
Signif. codes: 0 *===" 0.001 *==' 0.01 *=’ 0.05 *.” 0.1 * " 1

Agrupaamientos obtenidos

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataa6$ HALO. (cm) by dataAcSPUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>=|qg|) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group
V1 3.6 3.50 3.90 15 a
V2 3.6 3.50 3.60 15 ab
V3 3.0 2.60 3.70 15 ab
V4 3.3 3.15 3.45 15 b
V5 3.2 3.00 3.60 15 b
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiético gentamicina de acuerdo al punto de

muestreo.
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e Antibidtico 7: gentamicina

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de

inhibicion de gentamicina”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicién de gentamicina se distribuyen normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de gentamicina no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataA7$ HALO. (cm)’
D = 0.19934, p-value = 7.584e-08

P-valor 7.584*e-08

__Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho). Se acepta la hipotesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de gentamicina en cada
punto de muestreo.
H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de gentamicina en cada

punto de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA7$ HALO.(cm) by dataA7 $PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 36.515, df = 4, p-value = 2.267e-07

P-valor 2.267¢”’

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
levofloxacino cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me1=Me>=Mez=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
levofloxacino de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA7$ HALO.(cm) by dataA7IPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|ql)
V2 - V1 =0 -3.549 0.10005563
Vi -Vl =0 -9.082 1.3747e-07 ***
V4 - V1 == 0 -6.357 0.00025392 ===
VS - V1 == 0 -10.090 6.9872e-09 =*=
Vi - V2 =0 -5.532 0.00190302 ==
Vd - V2 == 0 -2.8B0B 0.28377266
VS - V2 =0 -6.541 0.00015885 ===
V4 - Vi =0 2.725 0.31316790
V5 - V3 =0 -1.008 0.95288467
VS - v4d == 0 -3.733 0.07410833
Signif. codes: 0O “#=+*' (0.001 == 0.01 "=’ 0.05 “." 0.1 * " 1
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico gentamicina (GN) de acuerdo al

punto de muestreo

175

{
|

o 1.50 7

Halo {

1254

1.00 4 e

W1 W2 W3 W4 Va
Puntos Muestreo

88



e Antibidtico 8: cefepime

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicién de cefepime”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de cefepime se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicién de cefepime no se distribuyen normalmente.

Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataA8% HALO. (cm)’
D= 0.21793, p-value = 1.801e-09

P-valor 1.0801 e-09

. Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar
Conclusion la hipétesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de cefepime en cada
punto de muestreo.
H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de cefepime en cada punto

de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA8% HALO.(cm) by dataA8FPUNTO
kruskal-wallis chi-squared = 46.939, df = 4, p-value = 1.57e-09

P-valor 1.57*e®

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
cefepime cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me1=Me>=Mes=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
cefepime de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataA8$ HALO. (cm) ™ by dataA8SPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|ql)

VZ - V1l == 0 -6.036 0.00056706 ===
V3 - V1l =0 -7.614 8.9845e-06 ***
V4 - V1 == 0 -12.612 < 2.22e-16 ***
VS - vVl == 0 -13.670 < 2.22e-16 ***
Vi - V2 =0 -1.578 0.79779719
V4 - V2 == 0 -06.575 0.00014522 ===
VS - V2 =0 -7.634 E.5109e-0b #+=
Vd - V3 =0 -4.998 0.00636171 ==
VS - V3 =0 -6.056 0.00054028 ===
V5 - vd == 0 -1.058 0.94416039
signif. codes: 0 *#==° 0.001 *==° 0.01 **=" 0.05 *.” 0.1 ° °

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

median Q25 Q75 n Sig. group
V1 3.2 3.2 3.30 15 a
W2 3.0 3.0 3.10 15 b
W3 3.0 3.0 3.00 15 ]
V4 2.9 2.9 3.00 15 C
W5 2.9 2.8 2.95 15 C

data: dataA8% HALO.(cm) by dataA8SPUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pri=|q|) < 0.05
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico cefepime (FEP), de acuerdo al punto

de muestreo.
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e Antibi6tico 9: aztreonam

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de aztreonam”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicién de aztreonam se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicién de aztreonam no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataA9% HALO. (cm)’
D =0.12882, p-value = 0.003573

P-valor 0.003573

. Aunnivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipdtesis nula (Ho). Se acepta la hipétesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de aztreonam en cada
punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de aztreonam en cada punto
de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataA9% HALO.(cm) by dataA9fPUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 45.349, df = 4, p-value = 3.363e-09

P-valor 3.363*e®

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
aztreonam cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4y 5. Me1=Me;=Mez=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
aztreonam de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA9% HALO.(cm) by dataA93iPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=[ql)
V2 - V1 =0 -3.803 0.06575402 .
Vi -Vl ==0 -5.616 0.00156544 ==
V4 - V1 == 0 -12.499 < 2.22e-16 ***
Vi - V1 == 0 -11.466 5.4211e-11 **=
Vi - V2 =0 -1.812 0.70328066
Vd - V2 == 0 -8.696 4.2149e-07 #+=
Vi - V2 =0 -7.663 7.B515e-0b #+%
Vd - V3 == 0 -6.BB3 b6.4BB5e-05 ==+
V5 - V3 == 0 -5.850 0.00089327 =**=*
V5 - vd =0 1.033 0.94868753
signif. codes: 0 *===" 0.001 ‘==’ 0.01 *=’ 0.05 “.” 0.1 * " 1

Agrupamientos obtenidos.

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataA9% HALO. (cm) by dataA9%PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|ql) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group
V1 3.1 3.00 3.2 15 a
V2 3.0 2.90 3.1 15 ab
V3 2.9 2.90 3.0 15 b
V4 2.7 2.65 2.8 15 C
V5 2.8 2.70 2.8 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibi6tico aztreonam (ATM), de acuerdo al

punto de muestreo.
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e Antibi6tico 10: cefotaxima

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de
inhibicion de cefotaxima”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de cefotaxima se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicién de cefotaxima no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataAl0$ HALO. (cm)’
D = 0.12776, p-value = 0.004029

P-valor 0.004029

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la

Conclusion hipotesis nula (Ho). Se acepta la hipotesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
Ho: No existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de cefotaxima en cada
punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los diametros de halo de aztreonam en cada punto
de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataal0$ HALO.(cm) by dataAlO0$PUNTO
kKruskal-wallis chi-squared = 46.308, df = 4, p-value = 2.124e-09

P-valor 2.124%09

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
cefotaxima cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me1=Me;=Mez=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
cefotaxima de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAl0$ HALO.(cm) by dataalO$PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pri=lql)
VZ - V1l =0 -3.454 0.11629490
Vi -Vl =0 -6.4069 0.00019118 ===
V4 - V1 == 0 -12.708 < 2.22e-16 ***
V5 - V1 == 0 -11.764 < 2.22e-16 ***
Vi - V2 =10 -3.015 0.21844235
V4 - V2 == 0 -9.254 E.3006e-08 #*=
Vi - V2 =0 -8.310 1.2744e-0b **=
Vd - V3 == 0 -6.240 0.00034189 =+=
VS - V3 =0 -5.295 0.00328048 =*=
Vi - V4 = 0 0.945 0.96202276
Signif. codes: 0 *#==° 0.001 *==° 0.01 **" 0.05 “.” 0.1 ° " 1

Agrupamientos obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test
data: dataAl0$ HALO. (cm) by dataAl0$PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(>|ql) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group

V1 3.1 3.10 3.30 15 a
V2 3.1 3.00 3.15 15 ab
V3 3.0 2.90 3.00 15 b
V4 2.8 2.65 2.85 15 C
V5 2.8 2.75 2.80 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiotico cefotaxima (CTX), de acuerdo al
punto de muestreo.
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e Antibidtico 11: ceftazidima

Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof. Prueba de normalidad de Kolmogorov
Smirnof para la variable “diametro de halo de inhibicion de ceftazidima”

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de ceftazidima se distribuyen normalmente.

H1: Los didmetros de halo de inhibicién de ceftazidima no se distribuyen normalmente.
Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataAll% HALO. (cm)’
D = 0.20682, p-value = 1.761e-08

P-valor 1.761e08

. A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho). Se acepta la hipotesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
Ho: No existen diferencias significativas entre los diametros de halo de ceftazidima en cada

punto de muestreo.

H1: Existen diferencias significativas entre los didmetros de halo de ceftazidima cada punto

de muestreo.

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataAall$ HALO.(cm) by dataAall$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 43.546, df = 4, p-value = 7.971e-09

P-valor 7.971%¢09

A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
ceftazidima cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me:=Me>=Mes=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
ceftadzidima de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAll$ HALO.(cm) by dataAallSPUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pri=Iqgl)
V2 - V1l == 0 -3.910 0.05458247 .
Vi -Vl =0 -6.698 0.00010549 ===
V4 - V1 == 0 -11.198 1.9661e-10 ===
V5 -Vl == 0 -11.916 <« 2.22e-16 #=*=
Vi -Vv2 =0 -2.788 0.29065099
V4 - W2 = 0 -7.28B7 2.1984e-05 ===
Vi - V2 == 0 -8.005 3.0210e-06 **=
V4 - V3 =0 -4.499 0.01801140 =
V5 - W3 =0 -5.217 0.00391859 ==
Vi - V4 =0 -0.718 0.98636710
Signif. codes: 0 *=**7 0.001 **==’ 0.01 =’ 0.05 “.” 0.1 * " 1

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAll$ HALO.(cm) by dataAll$PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(=|qg|) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group
vl 2.9 2.7 2.95 15 a
V2 2.7 2.6 2.90 15 ab
V3 2.6 2.5 2.65 15 b
v 2.5 2.5 2.50 15 C
V5 2.5 2.4 2.50 15 C
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibidtico ceftazidima (CAZ), de acuerdo al
punto de muestreo.
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e Antibiético 12: amoxiclina acido clavulanico
Prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnof para la variable “diametro de halo de

inhibicion de cefotaxima”.

Ho: Los didmetros de halo de inhibicion de amoxicilina &cido clavulanico se distribuyen
normalmente.
H1: Los didmetros de halo de inhibicién de amoxicilina &cido clavulanico no se distribuyen
normalmente.

Nivel de significacion: 0.05

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: dataAl2$ HALO. (cm)’
D = 0.13807, p-value = 0.001186

P-valor 0.001186

y A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para rechazar la
Conclusion hipotesis nula (Ho). Se acepta la hipotesis alterna

Prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
cefotaxima cada uno de los puntos 1, 2, 3,4y 5.

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de

cefotaxima de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Kruskal-wallis rank sum test

data: dataAl2$ HALO.(cm) by dataAal2$PUNTO
Kruskal-wallis chi-squared = 43.14, df = 4, p-value = 9.68e-09

P-valor 9.68*¢(-09)

Conclusion A un nivel de confianza de 5%, existe evidencia suficiente para
rechazar la hip6tesis nula (Ho) y aceptar la hipétesis alterna (H1).
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Comparaciones en pares mediante la prueba de Conover

Ho: No existen diferencias significativas entre las medianas de los diametros de halo de
ceftazidima cada uno de los puntos 1, 2, 3, 4 y 5. Me:=Me>=Mes=Mes=Mes

H1: Existen diferencias significativas entre las medianas de los didmetros de halo de
ceftadzidima de los puntos 1, 2, 3,4y 5

Nivel de significacion: 0.05

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAl2$ HALO.(cm) by dataal2$PUNTO
P value adjustment method: single-step
HO

q value Pr(=|qgl)
V2 - vl =10 -1.007 0.9530380
Vi -Vvl=10 -2.338 0.4691436
V4 - W1 =0 -8.067 2.5375e-06 =*=
VS - V1 == 0 -11.430 6.7237e-11 #*=
Vi - V2 =0 -1.331 0.87978BE
Vd - V2 =0 -7.060 4.0597e-05 #+=
VS - V2 == 0 -10.423 2.5533e-09 ==+
V4 - V3 =0 -5.729 0.0011971 ==
V5 - V3 =0 -9.092 1.3342e-07 ***
Vv - vd =0 -3.363 0.1334616
Signif. codes: O *#=*' 0.001 ‘== 0.01 **=" 0.05 *." 0.1 °* " 1

Agrupamiento obtenidos:

Pairwise comparisons using Conover's all-pairs test

data: dataAl2$ HALO.(cm) by dataAl2$PUNTO
P value adjustment method: single-step
Different letters indicate significant differences Pr(=|g|) < 0.05

median Q25 Q75 n Sig. group
V1 2.3 2.3 2.4 15 a
V2 2.5 2.1 2.5 15 a
V3 2.3 2.2 2.4 15 a
v 2.1 2.0 2.1 15 b
V5 1.9 1.8 2.0 15 b
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Diagrama de cajas de halos de inhibicion del antibiético amoxicilina, &cido clavulanico
(AM2Z), de acuerdo al punto de muestreo.
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Anexo 8: Evidencia fotografica de las actividades realizadas durante el desarrollo experimental del
trabajo de tesis

= = N
Nota: Preparacion de medios de cultivo para la identificacion bioguimica de E. coli.
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Nota: Placas con agar Mueller Hinton para la evaluacion de
difusion en disco.

»,7A

-7

‘s.a‘hg "I)Q'ﬁ_: ' p‘

Nota: Estandares de MacFarland para la preparacién del inéculo de las

placas con agar Mueller Hinton
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Nota: Insercion de los discos de antibi6ticos en placas con Agar Mueller
Hinton inoculadas con E. coli

Nota: Medicion de halos de inhibicion antibiética
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Nota: Didmetros de halo de inhibicién antibiética en cinco aislados de E. coli frente a los antibioticos
tetraciclina (1), penicilina (2), ampicilina (3) y Sulfametoprim trimetoprima (4).
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