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I. Resumen

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la calidad microbioldgica y
determinar la presencia de microorganismos multidrogorresistentes en el agua del rio El Tixcuco
y la red que abastece a la Colonia Prados de San Miguel, Municipio de San Miguel, El
Salvador. La fase experimental se dividié en 2 etapas. Primero, la fase de campo en la cual se
recolectaron las muestras de agua y se tomaron parametros fisicoquimicos (temperatura, pH y
cloro residual). Segundo, la fase de laboratorio. El analisis de microorganismos se realiz6 mediante
la técnica de tubos multiples para determinar el nimero mas probable de coliformes totales, fecales
y Escherichia coli. Posteriormente se aislaron e identificaron cepas de Klebsiella spp. y
Pseudomonas spp. a las cuales se les realiz6 pruebas de antibiogramas por el método de Kirby
Bauer para determinar si las bacterias aisladas presentaban susceptibilidad o resistencia a una serie

de antibiéticos seleccionados.

Se encontraron altas concentraciones de bacterias coliformes totales, fecales y Escherichia
coli para ambos sitios de estudio. El rio el Tixcuco presentd dichas bacterias en todos sus puntos,
mientras que el agua de la red presento bacterias solamente en algunos puntos de muestreo; en los
dos sitios, la cantidad de bacterias superd los limites microbioldgicos permitidos. Se aplicaron
ANOVA’s y pruebas de Tukey para conocer si existieron diferencias significativas entre las
concentraciones de bacterias de cada muestreo y sitios de estudio. Ademas, se comprobd la
presencia de cepas de Klebsiella spp. y de Pseudomonas spp. con resistencia no intrinseca a los

antibioticos y multidrogorresistentes.



Il. Introduccién

El agua es un recurso que cubre més del 70 % de la superficie del planeta y es indispensable
para cualquier actividad relacionada con los seres vivos; por ello, la calidad del agua es
fundamental (Fernandez Cirelli, 2012). Sin embargo, el agua superficial es propensa a
contaminarse por los desechos que llegan a ella en forma de escorrentia 0o que son vertidos
directamente en ella, producto de la actividad antrépogenica, industria, ganaderia y agricultura
(Corona-Lisboa, 2013; Dubey, 2021; Fernandez Cirelli, 2012).

La contaminacion del agua tiene repercusion sobre la salud del medio ambiente, la fauna y
los seres humanos y es amplia la diversidad de patdgenos que se aislan ya que el ambiente acuético
es el habitat natural de un gran nimero de microorganismos, incluyendo bacterias resistentes a los
antibioticos (Martinez Parra, 2007; Luzardo et al., 2014; Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid, y
Gutiérrez-Buile, 2017; Corral Zambrano et al., 2021, Rodriguez y Jiménez-Quinceno, 2023). Este
es considerado como el principal receptor de antimicrobianos, bacterias resistentes y genes de
resistencia a los antibioticos. Especies como Klebsiella spp. y Pseudomonas spp son consideradas
de gran preocupacion por la elevada resistencia que presentan (Figueroa Mery, 2004; San Martin
Bravo y Bori, 2005; Bush & Vasquez-Pertejo, 2022).

La resistencia bacteriana a los antibidticos, es uno de los problemas de salud publica mas
relevantes de los ultimos tiempos por ser uno de los principales causantes de muerte a nivel
mundial. Por lo tanto, la presencia de estas bacterias en el ambiente representa un riesgo para la
poblacion (Villatoro et al., 2018; Xu, Sun & Ma, 2017).

El rio EI Tixcuco esta ubicado en el municipio de San Miguel y presenta serios problemas
de contaminacién. Los habitantes de las zonas alefiadas han reportado que, desde hace afios, en él
se encuentran cadaveres de animales, desechos sélidos, partes de autos, aguas evidentemente
contaminadas por detergentes, aguas residuales domésticas y residuos provenientes del rastro
Municipal de San Miguel. Ademas, este rio atraviesa diversas colonias y fluye cerca del pozo que

abastece la Colonia Prados de San Miguel (Cruz Lazo y Gonzéles de Cruz, 2015)



El objetivo principal de esta investigacion fue determinar la calidad microbioldgica y la
presencia de microorganismos multidrogorresistentes en el agua del rio EI Tixcuco y la red de agua
de la Colonia Prados de San Miguel, en el Municipio de San Miguel, El Salvador. El estudio se
delimit6 a la deteccion y cuantificacion de coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia
coli y al aislamiento de Pseudomonas spp. y Klebsiella spp debido a los maltiples reportes de
resistencias que dichos microorganimos desarrollan. Una vez se obtuvieron dichos aislados, estos

fueron sometidos a un analisis de sensibilidad a los antibioticos con el método de Kirby-Bauer.

Mediante la cuantificacion de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli se determind
que el agua del rio y algunos puntos de la red de la colonia Prados no cumplen con los pardmetros
microbioldgicos establecidos por las normativas que rigen a El Salvador. Ademas, se aislaron
bacterias con resistencia a los antibioticos en ambos sitios de muestreo, de las cuales, las bacterias
del género Klebsiella spp. presentaron resistencia a 1 o 2 antibidticos y las especies del género
Pseudomonas spp. presentaron resistencia a mas de dos antibioticos, siendo estas, catalogadas

como cepas multidrogorresistentes.
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I11. Objetivos de la investigacion
Objetivo general

Evaluar la calidad microbiolégica y la presencia de microorganismos
multidrogorresistentes del agua del rio EI Tixcuco y la red que abastece a la Colonia Prados de

San Miguel, Municipio de San Miguel, El Salvador.

Objetivos especificos
1. ldentificar la presencia de bacterias coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia
coli en muestras de agua de la cuenca media y cuenca final del rio El Tixcuco y la red de
agua de la colonia Prados de San Miguel.
2. Aislar Klebsiella spp y Pseudomonas spp en las muestras de agua del rio EI Tixcuco y la
red de agua de la colonia Prados de San Miguel.
3. Determinar la resistencia antimicrobiana de Klebsiella spp y Pseudomonas spp ante

diversos antibiéticos.
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IV. Marco de referencia
4.1. Antecedentes de Klebsiella spp.

Klebsiella spp., es uno de los coliformes aislados frecuentemente en muestras de agua
superficiales, aguas para consumo humano, agua utilizada para fines recreativos y en sistemas de
aguas negras o contaminadas. Este microorganismo a menudo se encuentra en redes de
distribucion de agua potable debido a que puede colonizar los empaques de hule de las llaves
(Duncan, 1988; Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid, y Gutiérrez-Buile, 2017)

En el 2019, en Nepal, Ghartimagar et al., 2020 realizaron una investigacion donde se
encontrd Klebsiella spp. en muestras de agua subterranea perforada y muestras de agua de pozo;
estos aislados fueron sometidos a pruebas de sensibilidad a los antibidticos. Las especies de
Klebsiella spp aisladas del agua de pozo presentaron resistencia a imipenem 22,2% y meropenem
16,7%; ademas presentaron resistencia a cefalotina 38.9%, cefepime 5,6% y cloranfenicol 16.7%.
Por el contrario, los aislamientos provenientes del agua perforada no presentaron resistencia a

imipenem solamente a cefepime y meropenem 11,1%, cefalotina 44,4% y cloranfenicol 5.6%.

En un estudio realizado en Tanzania por Ripanda et al., 2023 llevaron a cabo el analisis de
57 muestras de agua provenientes de la planta de tratamiento de aguas residuales y encontraron

cepas de Klebsiella spp. resistentes a las sulfonamidas, tetraciclinas y B-lactamasas.

Mirzaie y Ranjbar, 2021 aislaron 100 cepas de Klebsiella pneumoniae a partir de muestras
clinicas como orina, sangre y esputo. EI 75% de las bacterias presento resistencia a ciprofloxacina,
el 73% a trimetoprima-sulfametoxazol y el 68% a nitrofurantoina, mientras que el 28% fueron
sensibles a estreptomicina y el 52% a imipenem. Esta especie es considerada uno de los patégenos

oportunistas nosocomiales debido a los diversos mecanismos de resistencia que desarrolla.

En 2021, Jindal et al., realizaron una investigacion en la que se aislé a Klebsiella spp. de
agua de granja. A dichos aislados se les realizd una prueba de susceptibilidad a los antibiéticos.
En el caso de K. pneumoniae, se encontr6 en un 20.2% de las muestras de agua para animales y un
5.8% del agua para consumo humano. Esta especie presentd resistencia a oxitetraciclina,

sulfadizina y enrofloxacina.
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En el 2019, realizaron un metaanalisis sobre la resistencia bacteriana de las enterobacterias
en Latinoameérica frente al grupo de quinolonas de amplio espectro. En este estudio se analizaron
un total de 240 articulos y se determind que 2 de las especies mas reportadas por haber
desarrollado multirresistencia a los antibioticos fueron Klebsiella pneumoniae, (estando presente
en un 39.3% de los reportes) y Klebsiella oxytoca (habiendo sido reportada en un 13.1%) (Vieira,
Lima & de Paiva, 2020).

En Colombia aislaron a Klebsiella spp. productoras de betalactamasas en muestras de agua
provenientes de diversos efluentes de aguas residuales hospitalarias. Estas bacterias presentaron
resistencia a ampicilina, cefazolina, cefepime, ceftriaxona, meropenem, amikacina, gentamicina y

ciprofloxacina (Tellez-Carrasquilla, Rodriguez y Jiménez, 2023).

En El Salvador, el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN) se
encarga del monitoreo permanente de la calidad del agua superficial. En abril del 2012 realizaron
un muestreo de 122 sitios distribuidos en 55 rios del territorio nacional y determinaron que
la calidad de agua era “regular” ya que aislaron diversos microrganismos patdégenos (Ministerio

de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2013).

Acosta Orellana, realizo una investigacion sobre la calidad del agua del rio San Sebastian,
en La Union y determind que el agua se encontraba contaminada con bacterias coliformes y
sobrepasaba los limites microbiologicos permitidos en la normal salvadorefia; esto, resultado de
diversos aspectos ambientales como uso del suelo, manejo de aguas residuales y tipo de servicios
sanitarios en las viviendas aledafias, siendo este ultimo, uno de los principales factores que

contribuyen a la contaminacién (Acosta Orellana, 2015).

En el afio 2020, en Nueva Trinidad, Chalatenango, Menjivar Pineda realizé un analisis
microbioldgico de agua proveniente de pozos y rios de la zona y encontrd altas concentraciones
de bacterias en el agua; en cuanto al agua de los rios analizados, los puntos muestreados en el rio
Gualsinga tenian mayor concentracion de bacterias que el rio Guayampoque; en ambos rios se

encontraron coliformes totales, fecales y Escherichia coli (Menjivar Pineda, 2020)
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Actualmente en el pais se han realizado investigaciones en las que se aisla a Klebsiella spp.
de diferentes tipos de aguas superficiales como rios y agua de estanques piscicolas, pero a dichos
aislados no se les realiz6 pruebas para conocer si son resistentes a los antibi6ticos (Alonso Ruano,
2017). Las investigaciones mas relevantes sobre la resistencia de Klebsiella spp. a los antibioticos
se han realizado en muestras provenientes de hospitales. En el 2018, Villatoro et al., analizaron la
base de datos del Laboratorio Nacional de Referencia con los resultados de los aislamientos
bacterianos sometidos a confirmacion de multirresistencia entre el 2014 y 2016 con un total de
1446 muestras.

Las bacterias fueron aisladas de muestras de sangre, liquido pleural, liquido
cefalorraquideo, liquido ascitico, orina y lavado bronquial en los diversos hospitales del pais.
Klebsiella pneumoniae fue aislada en 97 muestras (10%) y presentd resistencia no solo a los
antibioticos betalactamicos sino también a los aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,

nitrofuranos, inhibidores de la via del fosfato y tetraciclinas (Villatoro et al., 2018).

4.2. Antecedentes de Pseudomonas spp.

En Ghana, se realizO un estudio donde analizaron 524 muestras de agua
considerada potable. Las muestras provenian de perforaciones, pozos excavados a mano, agua
superficial, agua del grifo, bolsas y agua potable embotellada. Se aislaron Pseudomonas spp. con
resistencia a aztreonam y ciprofloxacina tanto en agua tratada como en agua no tratada (Ahmed et
al., 2022)

En la India se llevd a cabo una investigacion en la que analizaron muestras de agua del rio
Gomti antes y después del proceso de cloracion (para ser potabilizada); en ambas muestras aislaron
bacterias del género Pseudomonas spp. las cuales fueron sometidas a pruebas de sensibilidad a los
antibioticos. Las aislados obtenidos del agua previa a la cloracién fueron sensibles a cefotaxima,
ciprofloxacina, norfloxacina, amikacina y gentamicina, mientras que los aislados del agua clorada
eran resistentes a todos los antibioticos mencionados, por ello, los investigadores concluyeron que
una cloracion ineficiente fomenta el desarrollo de Pseudomonas aeruginosa multidrogorresistente
(Shrivastava et al., 2024)

En Brasil, Santana Ramos et al., 2020 aislaron a Pseudomonas spp. multidrogoresistentes

de muestras de agua de rio, lagos, arroyos y agua para potabilizar. Entre los aislados, el 87%
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presentaron resistencia o resistencia intermedia a tetraciclina, 78% a ceftriaxona y cefotaxima,
74% a cloranfenicol, 62% a piperacilina y tazobactam, 61% a ceftazidima, 52% a aztreonam, 30%
a ciprofoxacino, levofoxacino y norfoxacino, 26% a cefepima, 13% a imipenem y meropenem y

9% a gentamicina y tobramicina.

En Argentina, Sabathier analiz6 el agua del rio Limay y obtuvo un total de 20 aislados de
cepas de Pseudomonas spp. a los cuales se les hizo antibiograma y determin6 que el 50% de las
cepas aisladas presentaban resistencia a imipenem mientras que el 20% presentaron resistencia a

meropenem (Sabathier, 2019).

Andreas Toba et al., 2018, llevaron a cabo una investigacion en la que analizaron el agua
del embalse Pao Cachinche, en Venezuela, el cual es utilizado para actividades agricolas y para
suministrar agua potable a las ciudades cercanas. Aislaron Pseudomonas spp. resistente a

ampicilina, &cido nalidixico, estreptomicina, tetraciclina, cefonicida y cefalotina.

En EI Salvador, Hernandez Fernandez y Romero Monge, 2024 aislaron a Pseudomonas
aeruginosa en muestras de agua y superficies de dispensadores; dichos aislados fueron sometidos
a pruebas de sensibilidad a antibioticos y presentaron resistencia a cloranfenicol, ampicilina,

amoxicilina/clavulanico, kanamicina, ciprofloxacina, cefalexina y gentamicina.

Villatoro et al., 2018 realizd pruebas de sensibilidad a Pseudomonas aeruginosa de
muestras provenientes de entornos clinicos/hospitalarios y dichos aislados presentaron resistencia

a los antibioticos carbapenémicos.
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V. Fundamento tedrico
5.1. El agua
El agua es un recurso indispensable para la vida que cubre mas del 70 % de la superficie
del planeta. Normalmente los recursos hidricos para uso humano se obtienen de aguas superficiales
o0 de aguas subterraneas y por ello, la calidad del agua es fundamental (Fernandez Cirelli, 2012).
El agua potable es “aquella apta para el consumo humano, que cumple con los parametros
fisicos, quimicos y microbiologicos establecidos” (Organismo Salvadorefio de Reglamentacion
Técnica, 2018). El deterioro y la contaminacion de dicho recurso es un problema que va en
aumento y se ha considerado como uno de los principales problemas ambientales ya que representa
un riesgo para la poblacion y el medio ambiente (Fernandez Cirelli, 2012).

5.2. Contaminacion biologica de las aguas l6ticas

Uno de los principales procesos de contaminacion de los cuerpos de agua I6ticas es la
eutrofizacion, la cual consiste en un aumento de los nutrientes que llegan al cuerpo de agua y
sobrepasan la capacidad del mismo para mantener su equilibrio ecoldgico, promoviendo el
crecimiento de ciertos organismos. Este proceso de contaminacion del agua deteriora su calidad y
entre los factores que lo causan estan: la actividad humana, ganaderia, agricultura, industria,
vertidos municipales, entre otros (Dubey, 2021; Martinez Parra, 2007; Luzardo et al., 2014; Rios,
Aguledo y Gutiérrez, 2017; Corral Zambrano et al., 2021).

La contaminacion del agua tiene repercusion sobre la salud del medio ambiente, la fauna y
los seres humanos y es amplia la diversidad de patdgenos que se pueden aislar. Entre ellos se
encuentran especies del género Pseudomonas spp., sin embargo, la mayoria son bacterias entéricas
provenientes del tracto gastrointestinal de animales y humanos, denominadas bacterias coliformes
(Martinez Parra, 2007; Luzardo et al., 2014; Rios, Aguledo y Gutiérrez, 2017; Corral Zambrano
et al., 2021).

5.3. Bacterias coliformes
Los microorganismos coliformes son un grupo bastante grande y heterogéneo en términos
de género y especie. Todos los coliformes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y

constituyen alrededor del 10% del microbiota intestinal.
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Se encuentran en el tracto gastrointestinal de los animales (incluidos los humanos), en
materia vegetal y en el suelo. Son anaerobias facultativas, no formadoras de esporas, inmoviles y
maviles, con forma de baston, que fermentan la lactosa con formacion de acido y gas cuando se
incuban a 35-37 °C. (Ramos-Ortega et al., 2008; Larrea-Murrel et al., 2013; Edén, 2014; Maza
Marcatoma y Clavijo Paltin, 2017; Some et al., 2021)

Son muy comunes en el agua y generalmente se encuentran en mayor abundancia en la
capa superficial o en los sedimentos del fondo. Han sido denominados como ™organismos
indicadores” debido a que indican la presencia potencial de bacterias que causan enfermedades.
Dentro de este grupo se encuentran: Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella spp.
(Ramos Ortega et al., 2008; Larrea-Murrel et al., 2013; Edén., 2014; Some et al., 2021).

5.3.1. Klebsiella spp.

Klebsiella spp. es una bacteria gramnegativa que pertenece a la familia de
las enterobacterias; son bacilos rectos gramnegativos inmoviles encapsulados, anaerobias
facultativas, fermentadores de glucosa y lactosa (Maza Marcatoma y Clavijo Paltin, 2017; Sierra
Atanacio, 2016).

5.3.1.1. Habitad y distribucién de Klebsiella spp.

El habitat natural de Klebsiella spp. es el tracto digestivo de humanos y animales, también
se ha encontrado en una gran variedad de frotis de quemaduras, heridas, infecciones respiratorias,
infecciones del tracto urinario y bacteriemia. Las especies mas importantes desde el punto de vista
clinico es K. pneumoniae por ser una de las mayores causantes de infecciones nosocomiales y por

ser una bacteria oportunista con una alta mortalidad si no se da tratamiento (Bagley, 1985).

5.3.1.2. Klebsiella spp en agua

Klebsiella spp. es una bacteria ubicua de la naturaleza, que con frecuencia se encuentra en
grandes cantidades en los cuerpos naturales de agua, ya que tiene la capacidad de crecer y
desarrollarse en presencia de nutrientes en dicho ambiente.

La presencia de este microorganismo en sistemas de agua potable también es bastante

frecuente y representa un riesgo para la salud debido a que indica la poca eficacia en los
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tratamientos de desinfeccion y distribucion del agua (Céadiz, Heredia y Sanchez, 2018; Ifiguez-
Mufioz et al., 2022; Martins et al., 2019; Rios-Tobon, Agudelo-Cadavid, y Gutiérrez-Buile, 2017).

5.3.1.3. Pruebas para identificar a Klebsiella spp.

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias (Ferndndez Olmos et al, 2010; Olmos et al., 2010; Bou et al., 2011; Massé, Dufour &
Archambault, 2020). EIl conjunto de pruebas para identificar a Klebsiella spp se presentan en el

cuadro #1.
Tabla 1: Pruebas para identificacion de Klebsiella spp.
Prueba Fundamento Resultado para Klebsiella spp
Tincion Gram. | Permite observar las caracteristicas morfoldgicas | Bacilo ~ gramnegativo  con
de las bacterias y conocer la composicién quimica | coloracion rosada.
de la pared bacteriana (Rodriguez y Arenas, 2018).
Fermentacion | La lactosa es fermentada y libera productos acidos | Positivo: colonias de color
de lactosa en | que generan una disminucion del pH alrededor de | rosado-rojizo  con  aspecto
agar la colonia, lo cual produce el viraje de color | lechoso.
MacConkey. | (Calderon et al 2017).
Prueba de Permite determinar la presencia de la enzima | Negativo: sin viraje de color,
oxidasa. oxidasa y la reaccién se debe a la presencia de un | debido a que este
sistema citocromo-oxidasa que activa la oxidacion | microorganismo no utiliza el
del citocromo y el oxigeno actla como aceptor | oxigeno en la cadena de
final de electrones (Lopardo, Predari & Vay, | transferencia de electrones.
2016).
Prueba de Determina si un organismo es movil ya que el | Negativa: carece de flagelos y
motilidad. crecimiento se propaga desde la linea de | sélo se observa crecimiento
inoculacion por todo el tubo y (L6pez Pezantes y | sobre la linea de inoculacion.
Samaniego Jara, 2016).
Prueba de Permite determinar la capacidad de un | Positiva: se observa el color rojo
produccion de | microorganismo para hidrolizar la urea (por medio | en el bisel y gradualmente se
ureasa. de la enzima ureasa) liberando diéxido de carbono | extiende en todo el tubo.
y amoniaco, lo cual ocasiona una reaccion alcalina
en el medio (Ferndndez Olmos et al, 2010).
Prueba de Microorganismos capaces de utilizar fosfato de | Positivo: se produce un cambio
citrato. amonio y citrato de sodio como Unica fuente de | de color en el medio de verde a
nitrégeno y carbono crecen en el medio citrato de | azul ya que cataliza el citrato por
Simmons produciendo una reaccion alcalina y | accion del complejo enzimatico
evidenciando un cambio de color bromotimol | citrato liasa.
(Magni et al., 2008)
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Prueba Fundamento Resultado para Klebsiella spp
Prueba del Determina la capacidad de una bacteria para | Negativa: al agregar el reactivo
indol. producir indol a partir del triptéfano. Dicha | de Kovac's este debe permanecer

produccién se debe a la degradacion del
aminoacido triptéfano mediante la enzima
triptofanasa (Bou et al., 2011; Muso y Acosta
Hurtado, 2017).

sin color debido a que el
microorganismo carece de la
enzima triptofanasa.

Prueba rojo de
metilo.

Permite determinar si un microorganismo
fermenta la glucosa por medio de la via &cido
mixta, si la prueba es positiva se produce un
cambio de color del medio de cultivo MR-VP de
ambar claro a rojo con pH menor a 4.5 (Fernandez
Olmos et al, 2010).

Negativa: el medio se mantiene
de color &mbar claro.

Voges
Proskauer.

Detecta la produccion de acetoina ya que el
microorganismo fermenta la glucosa por la via
butanodidlica (American Society for
Microbiology, 2009).

Positiva: se observa una
coloracion rojiza en el medio.

Prueba TSI.

Esta prueba es utilizada para la diferenciacion de
enterobacterias, basandose en la fermentacion de
los carbohidratos (glucosa, lactosa y sacarosa) y la
produccion de é&cido sulfhidrico. Cuando los
microrganismos fermentan o degradan el azlcar
con formacion de acido se presenta un cambio
de color de rojizo a amarillo y hay un cambio de
color a rojo intenso en caso de alcalinizacién
(Fernandez Olmos et al., 2010).

Positiva:  viraje de color
amarillo/amarillo mas formacién
de gas.

5.4. Pseudomonas spp.

Son bacterias gram negativas, quimioheterotrofas, moviles con forma de bacilos rectos o

ligeramente curvados, oxidasa positiva, aerdbicos estrictos (aunque en algunos casos pueden

utilizar el nitrato como aceptor de electrones). Algunos miembros del género son psicrofilos y

otros sintetizan sideroforos fluorescentes de color amarillo-verdoso con gran valor taxonémico, no

forman esporas y es comun la presencia de plasmidos. Pertenecen a la familia Pseudomonadaceae

que contiene aproximadamente 191 especies diferentes (Slabbinck et al., 2010).

5.4.1. Habitad y distribucion de Pseudomonas spp.

Debido a su versatilidad metabolica Pseudomonas estd distribuida en la naturaleza y

habitan en el agua, suelos, las plantas, materia organica y aguas negras. Crecen en areas humedas,
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tales como fregaderos, lavabos, piscinas inadecuadamente cloradas y en soluciones antisépticas
caducadas o inactivadas. Ademas, residen en reservorios himedos de los ambientes hospitalarios
(Ruiz Martinez, 2007; Bush & Vasquez-Pertejo, 2022).

Pseudomonas aeruginosa es una de las principales especies representantes del género, y
uno de los microorganismos de mayor frecuencia causante de diversas infecciones como otitis,
foliculitis, infecciones oculares, infecciones de tejidos blandos, neumonias, infecciones en vias
urinarias, infecciones del torrente sanguineo, bacteriemias, entre otras y afectan principalmente a
personas con enfermedades como diabetes y fibrosis quistica, 0 a personas hospitalizadas
(Ruiz Martinez, 2007; Bush & Véasquez-Pertejo, 2022).

5.4.2. Pseudomonas spp. en agua

Pseudomonas spp es un microrganismo ubicuo del ambiente que estd presente en los
cuerpos de agua superficiales como rios y lagos de forma natural. También puede estar presente
en cuerpos de agua que no han pasado por un proceso de potabilizacién (pozos). Coloniza
superficies inertes y forma biopeliculas que facilitan su crecimiento en el medio acuoso (Gonzales

Gonzales, Garcia Melian y Mariné Alonso, 2014; Rodriguez et al., 2018).

5.5. Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibidticos es “la capacidad de un microorganismo de resistir los
efectos de un antimicrobiano” (Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016). Es uno de los problemas
mas serios de salud publica y ocurre cuando una bacteria tiene la capacidad de sobrevivir ante la
exposicion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cualquier tipo de antibidtico, que
inhibe/mata a otras de la misma especie y por esto, los antimicrobianos dejan de ser efectivos para

combatir las infecciones (Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016).

La propagacién de los mecanismos de resistencia puede provocar que los patégenos sean
mas letales en el futuro que en la actualidad ya que a medida pasa el tiempo van desarrollando
nuevos procesos 0 mecanismos mas dificiles de combatir como resultado de mutaciones
cromosomales e intercambio de material genético entre bacterias (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022; Organizacién Mundial de la Salud, 2021).
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5.5.1. Tipos de resistencia bacteriana
Resistencia natural (intrinseca): ocurre antes del uso de los antibidticos y todas las cepas

son resistentes al farmaco (Calderdn Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Serra, 2017; Camacho Silvas,
2023).
Resistencia adquirida: se produce cuando hay un cambio en la composicion genética de la

bacteria debido a la exposicion constante a antibidticos. Puede resultar por mecanismos como:
transferencia de genes de resistencia, transferencia de ADN Yy transposicion de ADN (Sanz, 2020,
Lirola-Andreu, et al. 2022).

Resistencia fenotipica: también es denominada adaptativa o transitoria y sucede cuando la

sensibilidad de un antibidtico disminuye ante una bacteria producto de una modificacion temporal
de la fisiologia bacteriana debido a factores ambientales; esta no conlleva cambios genéticos y por

ello no es heredable (Baene Ferez, 1998; Calderon Rojas y Aguilar Ulate, 2016).

5.5.2. Mecanismos de resistencia bacteriana
v Bombas de flujo o expulsién del antibidtico de la célula bacteriana: La bacteria

transporta o expulsa el antimicrobiano hacia el exterior de la célula mediante bombas
de expulsion a base de energia (Lirola-Andreu et al., 2022).

v" Madificacién o inactivacién del antibiético mediante enzimas hidroliticas: Es uno de

los mecanismos mas comunes que ocurren de la resistencia adquirida donde las
bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antibidtico y bloquean su accién
antimicrobiana (Moreno, Gonzales y Beltran, 2009).

v" Bloqueo de la penetracién del antibacteriano mediante modificacion del sitio activo:

Ocurre la modificacion de un aminoécido para disminuir la accion del
antimicrobiano (Calderon Rojas y Aguilar Ulate, 2016).

v' Alteracién o disminucién de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana:

ocurren cambios en la membrana celular que bloguean el ingreso del antimicrobiano a
la bacteria, evitando la penetracion del antibiotico y evitando que alcance el nucleo. Es
un mecanismo comun en bacterias gramnegativas, ya que poseen canales proteicos
denominados porinas que permiten o impiden el paso de moléculas hidrofobicas (Tafur,
Torres y Villegas, 2008).



27

5.5.3. Multirresistencia a los antibioticos

La multirresistencia que las bacterias han desarrollado se debe a varios
factores; principalmente al uso indiscriminado de los antibidticos y a la transferencia de genes
resistentes, los cuales se localizan en los plasmidos y/o transposones de las bacterias y que pueden
transferirse entre cepas y especies bacterianas. Dicha transferencia también puede darse por medio
de los integrones los cuales acumulan genes que les permiten alcanzar la multirresistencia a los

farmacos (Figueroa Mery, 2004).

Especies de enterobacterias como Klebsiella spp. son consideradas de gran preocupacion,
por la elevada resistencia que presentan a las cefalosporinas de tercera generacion,
fluoroquinolonas y carbapenemos (Figueroa Mery, 2004; San Martin Bravo y Bori, 2005;
Melgarejo Anamaria, 2018). A estas bacterias, se agregan también especies de Pseudomonas spp.
debido a que son resistentes a la mayoria de los antibioticos gracias a su capacidad de
desarrollar resistencia adquirida (Bush & Vasquez-Pertejo, 2022).

Ambas bacterias poseen resistencia natural a varios antibioticos; Klebsiella spp. posee la
enzima penicilinasa que le da resistencia natural a algunas penicilinas (Cavalieri et al., 2005;
Maguifia-Vargas, Ugarte-Gil y Montiel, 2006; Navarro, Mir6 Y Mirelis, 2010; Ortega-Cisneros et
al., 2022) y Pseudomonas spp. es naturalmente resistente a la amoxicilina con acido clavulanico y

tetraciclina (Espinoza Pesantez y Esparza Sanchez, 2021, Chen & Duan, 2016).

Es importante tener claro el término “multidrogorresistente” ya que atn existen diferencias
en la terminologia y son causadas debido a que no existe una definicion universalmente aplicable

(Magiorakos et al., 2012; Jiménez Pearson et al., 2019).

Segun Camacho Silvas la multirresistencia ha sido definida como “la ausencia de
sensibilidad al menos a un antibiotico de tres o mas familias consideradas de utilidad para el
tratamiento de las infecciones producidas por cada una de las especies bacterianas
consideradas”. Estos autores han tomado la sensibilidad intermedia (como resistencia) pero
excluyen las resistencias naturales para catalogar un aislado como multidrogorresistente. Por ello,

en esta investigacion también se excluyeron las resistencias naturales (Camacho Silvas, 2023).
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Esta definicion fue tomada en la reunién de un grupo de expertos internacionales en una
iniciativa conjunta del European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) y Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), buscando crear una terminologia internacional

normalizada aplicable (Camacho Silvas, 2023).

5.6. Antibioticos

Un antibidtico es “una sustancia natural o sintética que mata o inhibe las actividades
metabdlicas de bacterias y otros microorganismos” (Lirola-Andreu et al., 2022). Estéan divididos
en diversas familias de acuerdo a su origen y composicién quimica (Alvo et al., 2016). En el cuadro
#2 se presentan los antibioticos utilizados en la investigacion.

Tabla 2: Division de los antibidticos por familia. (De Leon-Rosales, Arredondo-Hernandez y
Lopez-Vidal, 2015; Alvo et al., 2016).

Familia Descripcion Ejemplos
Betalactamicos Son un grupo de antibidticos que poseen un | Penicilinas
anillo betalactdmico. Poseen actividad | Naturales: Penicilina*
bactericida lenta. Son indicados para tratar | Aminopenicilinas: amoxicilina*
organismos grampositivos y gramnegativos. | Cefalosporinas
El anillo betalactimico se une con otros | Primera generacion: cefalotina
anillos o distintos sustituyentes y da lugar a | Segunda generacion: cefaclor
otras agrupaciones de antibioticos. Es el | Tercera generacion: ceftriaxona
grupo mas grande y de mayor uso clinico | Cuarta generacion: cefepime*
(Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Cruz | Carbapenémicos
Cruz y Diaz Ramon, 2010). Imipenem*
Monobactamicos
Aztreonam
Inhibidores de betalactamasas
*Acido clavulanico
Aminoglucoésidos: | Son compuestos naturales obtenidos de | Gentamicina*, amikacina*
actinomicetos (del género Streptomyces y
del género Micromonospora) del suelo o
productos semisintéticos derivados de ellos.
Son bactericidas y acttan interfiriendo en la
sintesis  proteica bacteriana (Velandia
Castellanos, 2008; Calvo y Martinez-
Martinez 2009).
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Familia

Descripcion

Ejemplos

Quinolonas

Bactericidas de amplio espectro. Su
mecanismo de acciénconsiste en la
inhibicién de la topoisomerasa Il, una
enzima relacionada con la sintesis y
reparacion del ADN (Chavez-Jacobo et al.,
2015).

Segunda generacion
Ciprofloxacina*

Tercera generacion
Moxifloxacino

Tetraciclinas

Antibioticos naturales y semisintéticos
derivados de diferentes especies de
Streptomyces. Inhiben la sintesis proteica
bacteriana y tienen un ndcleo de estructura
tetraciclica lineal compuesta de 4 anillos
fusionados que forman complejos quelantes
con distintos cationes, como calcio,
magnesio o hierro, razon por la cual son
insolubles en agua y se dificulta su
absorcion (Calvo y Martinez-Martinez,
2009; Vicente y Pérez-Trallero, 2010)

Doxiciclina *

Fosfonatos

Son antibidticos de amplio espectro con
accion bacteriostatica que acttan inhibiendo
uno de los primeros pasos de la sintesis de
los peptidoglicanos, inactivando de forma
irreversible la enzima  bacteriana
enolpiruvato-transferasa ocupando el lugar
del fosfoenolpiruvato.

Fosfomicina*

*Antibidticos utilizados en esta investigacion.

5.6.1. Mecanismos de accion de los antibidticos

Los antibioticos han sido clasificados como bacteriostaticos (inhiben el crecimiento de la

bacteria) o bactericidas (causan la muerte de las bacterias). Actlan por diferentes mecanismos

atacando a puntos diana ubicados en diferentes regiones de la célula. Los antibioticos ejercen

accion ya sea inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana

citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la sintesis de acidos nucleicos
(Errecalde, 2004; Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

Inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana: Los antibiéticos inhiben las fases finales de

la sintesis del peptidoglucano e interrumpen la sintesis de la pared celular; al mismo tiempo

permiten la activacion de enzimas liticasque llevan a la muerte bacteriana (Cavalieri et al., 2005).
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Debido a que la pared celular protege la anatomia y fisiologia de algunas bacterias, las
gramnegativas ofrecen mayor resistencia que las grampositivas a la entrada de antimicrobianos,
pues poseen una membrana celular externa. Este mecanismo es utilizado principalmente por los

antibidticos betalactamicos (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

Accion sobre la membrana citopldsmica: Los antibidticos afectan la membrana celular y

modifican la permeabilidad lo que provoca la salida de electrolitos. Con este cambio se altera la
composicion del medio intracelular lo que conlleva a la muerte bacteriana. Algunos antibiéticos

que ejercen este mecanismo de accion son las polimixinas (Trevifio y Molina, 2022).

Inhibicién de la sintesis proteica: este tipo de inhibicion ocurre en los ribosomas

bacterianos (ribosoma 30s) los cuales sirven como sitio de union con los antibioticos y actuan
sobre las diferentes fases de la sintesis proteica. Entre los antibioticos que inhiben la sintesis de

proteinas estan los macrélidos y tetraciclinas (Hilal-Dandan & Brunton, 2014).

Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: En este mecanismo, los antibioticos se unen

a enzimas que participan en las etapas de transcripcion y replicacion del ADN impidiendo que el

proceso continue o finalice y produciendo dafio al ADN (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

5.6.2. Uso de los antibioticos

El uso de los antibidticos en medicina humana ha representado un éxito en el tratamiento
de enfermedades infecciosas de alta morbilidad y mortalidad a lo largo de los afios, por ello, en la
actualidad son farmacos utilizados en diversas areas y evolucionaron su uso fuera de los ambientes
clinicos. Actualmente son empleados en veterinaria, ganaderia, acuicultura y agricultura, como
preservantes alimenticios, en biotecnologia, entre otros.

Dichos compuestos son utilizados con diversos fines; ya sea para contrarrestar
enfermedades producidas por bacterias, prevenir infecciones y para favorecer o promover el
crecimiento de determinadas especies animales. Sin embargo, su uso indiscriminado, representa
un problema para la poblacion, los animales y el medio ambiente (Santiago, Espinosa y Bermudez,
2009; Mufioz Arranz, 2017; Martinez-Alcala, Soto y Lahora, 2020 Barrantes Jiménez, Chacon
Jiménez y Arias Andrés, 2021; Busani et al, 2004; Llanos-Soto et al., 2021).
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V1. Metodologia
6.1. Ubicacion geogréfica del sitio de estudio
6.1.1. Rio El Tixcuco

El rio El Tixcuco es un rio intermitente que nace cerca del estadio Juan Francisco Barraza
y desemboca en el Rio Grande de San Miguel, cerca de la Colonia Prados de San Miguel. Se
encuentra a una altitud de 93 metros sobre el nivel del mar y sus coordenadas son: 13°28'25" N y
88°9'34" W en formato DMS (grados, minutos, segundos) o 13.4736 y 88.1594 (en grados
decimales). Su posicion UTM es CV78 y su referencia Joint Operation Graphics es ND16-10.
(Avila, 2022; Get a Map, 2022) (figura 1).

La cuenca alta del rio EI Tixcuco se ubica en una zona privada cubierta por planchas de
cemento, sin embargo en algunas partes del trayecto se vierten residuos del Rastro Municipal de
San Miguel. La cuenca media fluye entre colonias densamente pobladas como Las Aguilas y
Jardines las Bolonias y la cuenca baja es una zona de dificil acceso y a pesar de ello, se depositan
directamente residuos de los habitantes de las zonas cercanas al rio (Avila, 2018; Millan Araujo,
2020).

Desde hace varios afios tiene problemas de contaminacion ya que en este se encuentran
cadaveres de animales, desechos solidos, partes de autos, aguas evidentemente contaminadas por
diversos residuos, aguas residuales domesticas y desechos del Rastro Municipal de San Miguel
(Avila, 2018; Get a Map, 2022; Lazo, 2015; Membrefio, 2019).

6.1.2. Colonia Prados de San Miguel

La Colonia Prados de San Miguel fue fundada en 1994 y tiene una superficie total de
231,460.52 m2. Posee 1,595 casas, areas de comercio y areas recreativas (figura 1). Tiene un pozo
de abastecimiento junto a la red de agua que fue inaugurado en julio de 1997. De este pozo se
distribuye agua por la red de alcantarillado tres veces al dia, en los horarios de 4 a.m, 11:00 amy
6:00 p.m. El pozo tiene 213.36 m de profundidad, 20.36 cm de diametro, cafieria de distribucion
de 20.36 cm de diametro y 200m de extension.

En las principales calles y avenidas el agua se distribuye en cafierias de 10.16 cm de
didmetro mientras que cada senda tiene cafieria de 5.08 cm y cada casa tiene una mecha de 2.54

cm de didmetro.
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Anualmente se da mantenimiento preventivo al pozo, se limpia con maquinas y gruas y
antes de distribuir el agua, esta es clorada (C. de Maltez, 2022). En la figura 1 se presenta la
distribucion de los puntos muestreados en el rio y la red de agua de la colonia.

Distribucion de los puntos de muestreo del Rio el Tixcuco y la red de la Colonia Prados de San Miguel
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Figura 1: Puntos muestreados en rio El Tixcuco y agua de red (chorro).

6.2. Tipo de muestreo

Se realizd6 un muestreo estratificado desproporcional en los 2 sitios de estudio (rio El
Tixcuco y la red de agua de la colonia Prados) y las muestras fueron elegidas aleatoriamente. Para
el rio, se eligieron zonas accesibles a lo largo de todo el curso, donde se pudiera colectar el agua
de forma directa o con una cuerda, estas zonas no fueron homogéneas, pero compartian
caracteristicas entre si. Una de ellas es que el rio no estaba cubierto en esas zonas y, ademas, los
puntos estaban ubicados cerca de basureros municipales, viviendas, parques, establecimientos
comerciales, entre otros. Para la red de agua, se eligieron casas al azar, distribuidas en las 13
sendas de la colonia. Se llego a las sendas, se seleccionaron las casas (donde se encontraban sus

habitantes y permitieran realizar la recoleccidn de agua) y se realiz6 la toma de muestra.

6.3. Fase de campo
Se realizaron 3 muestreos con intervalos de tiempo de 21 dias entre cada uno. Se tomaron
8 muestras en cada sitio de estudio por muestreo, resultando un total de 24 muestras del rio El

Tixcuco y 24 muestras de la red de agua de la colonia.
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6.3.1. Muestreo de agua de rio

Para la colecta de muestras de agua de rio se utilizaron los procedimientos descritos en:
“Proceso de cumplimiento ambiental, procedimiento cooperativo, cddigo: CAM-000-PO-01" y
“Manual para la toma y transporte de muestras de agua de la GCA” del Ministerio de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2013;
Villegas, 2022). Las muestras se colectaron en frascos estériles de polietileno de alta densidad, lo

mas cercano al centro del rio, procurando no remover el fondo y evitando zonas de estancamiento.

Primero, en la zona de recoleccion del agua (centro del rio) se midieron los parametros:
temperatura y pH (Anexo 3). Posteriormente, se realizd la toma de muestra de 100mL; se sujeto el
frasco por el fondo en posicion invertida, sumergiéndolo hasta una profundidad de
aproximadamente veinte centimetros y dandole la vuelta en sentido contrario a la corriente del rio;
se sellaron los frascos y se rotularon con los datos del muestreo. Luego, se colocaron en hieleras
con gel refrigerante (Laboratorio Nacional de Referencia, 2013; MARN, 2013; Villegas, 2022).

6.3.2 Muestreo de la red de agua de la Colonia Prados de San Miguel

Para colectar las muestras de la red de agua, se utilizoé el “Manual de procedimientos
técnicos para la vigilancia de la calidad del agua para consumo humano”, del Ministerio de Salud
(Ministerio de Salud, 2008). Primero, se midieron los parametros de temperatura, pH y cloro
residual (Anexo 4), para ello, se tomo una muestra de agua en un recipiente (no esteéril). Luego, se
limpio el grifo con un algoddn, se abrio y se dejo drenar el agua por 1 minuto, se cerré el grifo y
posteriormente se froté con una torunda de algodon con alcohol y nuevamente se abrid hasta que
cayera un flujo suave y uniforme por 1 minuto, se acerco el frasco de polietileno estéril (con
triosulfato de sodio) y se tomo la muestra de 100 mL. Una vez envasada la muestra, se sellaron los

frascos, se identificaron con las etiquetas y se colocaron en una hielera con gel refrigerante.

Todas las muestras fueron trasladadas (en un tiempo menor a 24 horas después de haber
sido tomadas) al Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia ubicado en el Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), campus Central de la Universidad de El
Salvador, San Salvador. Se midié la temperatura de la hielera y de una muestra testigo por lo

menos 2 veces a lo largo del camino.
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6.4. Fase de laboratorio

A cada una de las muestras, tanto agua de red como agua de rio se les realiz6 la
determinacion de bacterias coliformes totales, coliformes fecales y E. coli, también el aislamiento
e identificacion de Klebsiella spp. y Pseudomonas spp. y posteriormente se realiz6 la prueba del

antibiograma (Ver figura 2).

Prueba de
coliformes totales

Prueba de .
. Antibiograma
coliformes fecales

Aislamiento de
Pseudomonas spp

|

Prueba para E. coli

Figura 2: Diagrama general de la metodologia de laboratorio (elaboracion propia).

6.4.1. Determinacion de bacterias coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli
Para determinar la presencia de coliformes totales, fecales y E coli. se utiliz6 la técnica de

tubos multiples (NMP) utilizando el sustrato cromogénico y fluorogénico (Fluorocult caldo LMX)

(Lipps WC, Braun-Howland EB & Baxter TE, 2023; Cabrera Aguilar et al. 2008, Guevara Surio,

2015; Organismo Salvadorefio de Reglamentacidn Técnica, 2018).

6.4.1.1. Prueba de coliformes totales
Agua de rio.
Se agito6 la muestra para lograr la homogenizacion y se realizaron seis diluciones seriadas.

Se selecciono la dilucion (10 ) y se inoculd 10 mL de la dilucion en 5 tubos con 10 mL de caldo
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LMX doble concentracién, luego, se inoculé 1 mL de la dilucién en 5 tubos con 10 mL de caldo
LMX y finalmente se inocul6 0.1mL de la dilucion en 5 tubos con 10 mL de caldo LMX. Se
pusieron a incubar los tubos a 37°C durante 24-48 horas para determinar la presencia de coliformes
totales mediante la produccion de coloracion verdosa en los tubos inoculados (Lipps WC, Braun-
Howland EB &Baxter TE, 2023; Cabrera Aguilar et al. 2008).

Aqua de red (chorro).

Se tomaron 10 mL de la muestra y se inocularon en 10 tubos de ensayo con 10 mL de caldo
LMX con doble concentracién; Todos los tubos se incubaron a 37 °C durante 24-48 horas para
determinar la presencia de bacterias coliformes mediante la produccion de coloracion verdosa en
cada uno de los tubos inoculados (Lipps WC, Braun-Howland EB & Baxter TE, 2023; Cabrera
Aguilar et al. 2008).

6.4.1.2. Prueba de coliformes fecales

A cada uno de los tubos con resultados positivos en la cuantificacion de coliformes totales,
se realizd una resiembra con micropipeta, inoculando 50ul en tubos con caldo EC con campana de
Durham invertido. Luego se incubaron a 44.5+0.5 °C en bafio de maria con circulaciéon durante
24-48 horas. Los tubos con produccion de gas y turbidez en la campana de Durham, indicaron un

resultado positivo (Medeiros et al., 2024).

6.4.1.3. Prueba para Escherichia coli

Para esta prueba todos los tubos positivos de la prueba de coliformes totales se observaron
con una lampara de luz ultravioleta con una longitud de 365 nm con lo cual se pudo observar si el
fluorégeno 4-metilumberiferil-B-D-glucoronido (MUG), presente en el caldo LMX fue
hidrolizado por la enzima B-glucoronidasa que es producida por la bacteria Escherichia coli,
causando fluorescencia.

Posteriormente se les agregd 3 gotas del reactivo de Kovac para detectar la enzima
triptofanasa presente en E. coli. La formacion de un anillo indélico, color purpura en la interface
y los tubos que presentaron fluorescencia indicaron la prueba positiva (Beloti et al., 2002; Porres
Osant & Ruiz Ruiz, 2018). Ademas, para realizar una fase confirmatoria, todos los tubos positivos

de caldo EC se resembraron en agar EMB.
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El crecimiento de colonias verdes con brillo metalico confirmé la presencia de la bacteria
E. coli (ver figura 3) (Horvath & Ropp, 1974; Medeiros et al., 2024).

6.5. Aislamiento y determinacién de Klebsiella spp.

Todos los tubos positivos de la prueba de coliformes totales se resembraron en placas con
Agar MacConkey por medio de la técnica de estriado. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
horas. Se seleccionaron las colonias aisladas rosado-rojizas con precipitacion biliar y de apariencia
mucosa Y luego se realizaron un conjunto de pruebas para la identificacion de Klebsiella spp. (ver
anexo 1) (Forbes, 2009; Hernandez Paez, 2023).

Tincion Gram.

Con un asa bacterioldgica, se tomo una colonia, se extendié en un portaobjetos con el fin
de preparar un frotis bacteriano y se realizo la tincion. Se observo al microscopio y se realizo la
identificacion eligiendo los aislados gram negativos (LOpez-Jacome et al., 2014).

Fermentacion de lactosa en agar MacConkey.

Se estrid en placas con agar MacConkey y se incubaron durante 18-24 horas a 37°C. Se
observaron las colonias rosado-rojizas mucoides (LOpez-Jacome et al., 2014).

Prueba de oxidasa.

Se colocd un trozo de papel filtro sobre la tapadera de una placa petri. Luego se colocé una
colonia sobre el papel y se agregd 3 gotas del reactivo NNN"N tetrametil,1-4 fenilendiamina. Una
reaccion positiva la indico un color azul-violeta intenso antes de 10 segundos. Klebsiella spp. tiene
un resultado negativo y por ello el papel no se colore6 de azul (Romén, 2002).

Prueba de motilidad.

Para esta prueba se utilizé el “Motility test medium”. Con un asa en punta, se inocul6 una
colonia hasta la mitad del agar. Se incubaron los tubos a 35 + 2 °C en una atmdsfera aerobia durante
18-24 horas. En el caso de Klebsiella spp., presentd motilidad negativa (LOpez-Jacome et al.,
2014).

Prueba de ureasa.

Se tomé una colonia y se inoculd en el caldo Urea, luego se incubaron a 35 °C por 24-72
horas. EI cambio de color de rosa palido a fucsia indic6 un resultado positivo de Klebsiella spp. ya

que este microorganismo posee la enzima ureasa (Fernandez Olmos et al, 2010).
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Prueba de citrato.

Se tomo una colonia y se estrié sobre un tubo inclinado con agar citrato de Simmons, se
incubd a 37 °C durante 24 horas. EI cambio de color de verde a azul intenso indico que el aislado
tiene la capacidad de usar el citrato como Unica fuente de carbono, siendo esto una prueba positiva
para Klebsiella spp (Forbes, 2009).

Prueba de Indol.

Se tomd una colonia y se inoculd en el caldo triptéfano, se incubaron los tubos durante 24
horas y posteriormente se le agregé 3 gotas de reactivo de Kovac por las paredes del tubo de
ensayo. La creacion de un anillo fucsia indicé un resultado positivo debido a que el aislado posee
la enzima triptofanasa. Para Klebsiella spp no se observo la formacion del anillo (Bou et al., 2011;
Muso y Acosta, 2017).

Prueba de VVoges Proskauer.

En un tubo con medio RM—VP se inoculé una colonia y se incubo a 37° durante 48-72
horas. Luego, se afiadieron 3 gotas de alfa naftol al 6% y 2 gotas de hidroxido de potasio al 40%.
Se agito el tubo vigorosamente y se dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. La aparicion
de una zona rojiza en la superficie del medio indic6 una prueba positiva para Klebsiella spp (Muso
y Acosta, 2017).

Prueba de Rojo de Metilo.

En un tubo con medio RM—VP se inocul6 una colonia y se incubé a 37° durante 48-72

horas. Luego, se afiadieron 3 gotas de solucién de Rojo de Metilo. La prueba positiva la indico una
coloracion roja. Para Klebsiella spp. no se observé cambio de color ya que es negativa (Muso y
Acosta, 2017).

Prueba TSI.

En un tubo de agar TSI inclinado se inocularon las colonias (con un asa en punta) picando
el fondo y extendiendo sobre la superficie del medio. Luego se incubaron a 35°C por 24 horas. El
cambio de color a amarillo Unicamente en el fondo del tubo, indicé que el microorganismo
solamente fermenta glucosa. El viraje de color en el bisel indico la capacidad de la bacteria de
metabolizar lactosa y/o sacarosa. El ennegrecimiento del medio indicé que el microorganismo
produjo acido sulfhidrico (H2S) y la presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indic
que el microorganismo produce gas. En el caso de Klebsiella spp. se observo el viraje de color

amarillo/amarillo mas la formacién de gas (Muso y Acosta, 2017).
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6.5.1. Pruebas rapidas API

Posteriormente a las pruebas bioquimicas tradicionales, se eligieron las colonias
sospechosas de Klebsiella spp, se aislaron y se prepararon suspensiones bacterianas con solucién
salina al 0.9%. Luego se realizaron las pruebas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
realizaron las lecturas y se obtuvo el bionimero. Se realiz6 la busqueda en la base de datos para
conocer la identidad de la bacteria aislada (BioMérieux, 2010; Sanchez et al., 2005).

6.5.2. Pruebas VITEK

Se seleccionaron los aislados sospechosos para Klebsiella spp y se analizaron con el
sistema automatizado para la identificacion de bacterias usando multiples pruebas bioquimicas
VITEK. Estas pruebas se realizaron siguiendo las indicaciones del fabricante (BioMérieux, 2022).

6.6. Aislamiento de Pseudomonas spp.

Se tomaron 10 mL de la muestra y se inocularon en tubos de ensayo con 10 mL de caldo
Tripticasa Soya. Luego se pusieron a incubar durante 24 horas. Transcurrido el periodo de
incubacion se tomd una asada, se estrio en Agar Cetrimide y se incubaron las placas durante 24
horas. Se observo el crecimiento en las placas con luz ultravioleta a 365 nm y el crecimiento de
colonias verdes con fluorescencia indico la presencia de Pseudomonas spp (ver figura 5) (Cabrera
y Gutiérrez, 2023).

6.7. Antibiograma (Método Kirby-Bauer)

Se seleccionaron los aislados identificados como Klebsiella spp. y Pseudomonas spp., y
con un asa microbiolégica estéril se suspendieron de 3 a 5 colonias en solucion salina al 0.9%
ajustando la turbidez a un estandar de 0.5 en la escala de MacFarland. Para la siembra, se agito el
tubo, se humedecid un hisopo estéril, se le quito el exceso de solucion aplicando un poco de presién
a las paredes y luego se estrio en la placa Petri con agar Mueller Hinton por medio de la técnica

de estriado multiple.

Posteriormente, con una pinza estéril se tomaron 8 discos de antibioticos para cada aislado
y se colocaron en las placas con un poco de presion y con suficiente distancia entre si para facilitar

la lectura de los halos de inhibicion.
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Se incubaron durante 24 horas a 37 °C y luego se realizaron las lecturas de los halos de
inhibicién. Con la ayuda de una regla o pie de rey se midieron los didmetros del halo (Zimmer et
al 2024; Bernal y Guzméan, 1984; Cavalieri et al., 2005). La resistencia y sensibilidad
antimicrobiana se determind mediante la interpretacion de los diametros de los halos de inhibicion
con la ayuda de las tablas oficiales de Clinical & Laboratory Standards Institute (Zimmer et al
2024)

Algunos antibidticos fueron diferentes para Klebsiella spp. y Pseudomonas spp. debido a
que en ambos casos se eligieron antibioticos a los que las bacterias son naturalmente resistentes
para comprobar que cumplian con esa caracteristica y los demés antibioticos se eligieron por ser
usados para tratar las enfermedades que las bacterias ocasionan y por los reportes existentes de

que dichas bacterias han generado resistencia a ellos.

6.8. Analisis de datos

El calculo del NMP se llevd a cabo mediante el uso de tablas estadisticas para determinar
los coliformes totales, fecales y E. coli que estaban presentes en 100 mL de muestras de agua
(Lipps WC, Braun-Howland EB & Baxter TE, 2023).

6.8.1. Analisis estadistico

Se calcul6 la media, el error estandar, la varianza y la desviacion estandar. También se
realiz6 una prueba ANOVA vy una prueba de Tukey, utilizando el programa Past (Amat, 2016;
Lira, 2021).
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VII. Resultados
Se obtuvo un total de 48 muestras; 24 provenientes del rio El Tixcuco y 24 provenientes
de la red de agua de la colonia Prados de San Miguel.

7.1. Agua de rio
7.1.1. Coliformes totales

En el 100% de las muestras de agua de rio se determind la presencia de coliformes totales,
sin embargo, la mayor concentracion de bacterias se encontr6 en los puntos intermedios y finales
del rio (R4, R5, R7 y R8). El valor méximo obtenido fue de >1,600,000,000 NMP/100 mL.

7.1.2. Coliformes fecales

El 100% de las muestras de agua de rio mantuvieron la presencia de coliformes fecales.
Los puntos intermedios y finales del rio (R4, R5, R6, R7 y R8) presentaron mayor concentracion
de bacterias en los 3 muestreos. Se obtuvo un valor maximo de 1,600,000,000 NMP/100mL en el
punto R7 del muestreo 1. Para esta determinacion se incluyen diversos limites microbiologicos
debido a los usos que se le brinda al agua de rio en El Salvador (limites microbiolégicos para agua
de riego sin restricciones <1000 NMP/100mL; limites microbioldgicos para agua recreativa <200
NMP/100mL y limites microbiol6gicos CCME WQI <400 NMP/100mL).

7.1.3. Escherichia coli
En el 100% de las muestras de agua de rio se confirmd la presencia de E. coli. Los puntos
finales (R6, R7 y R8) presentaron mayor concentracion de bacterias y de igual forma que las

determinaciones de CF y CT, el muestreo 1 present6 el valor maximo (1,600,000,000).

Los resultados del NMP de la determinacion de CT, CF y E. coli para las muestras de agua

de rio correspondientes al muestreo 1, 2 y 3 se presentan en la tabla #3.

7.2. Analisis estadistico para agua de rio
Para llevar a cabo el andlisis estadistico y realizar la comparacion entre los muestreos del
agua de rio El Tixcuco se obtuvo un conjunto de datos (medias, varianzas, el error estandar,

desviacion estandar) por cada muestreo (tabla 4). Se aplic6 ANOVA’'S y prueba de Tukey.
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Tabla 3: Determinacion de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli para agua de rio.

Agua de rio (NMP/100mL)
Muestreo Muestra Coliformes totales | Coliformes fecales E. coli
R1 79,000,000 13,000,000 13,000,000
R2 79,000,000 22.000.000 22,000,000
R3 540,000,000 79,000,000 27,000,000
Muestreo 1 R4 >1,600,000,000 170,000,000 170,000,000
R5 >1,600,000,000 70,000,000 9,200,000
R6 350,000,000 48,000,000 280,000,000
R7 >1,600,000,000 1,600,000,000 1,600,000,000
R8 >1,600,000,000 920,000,000 920,000,000
R1 26,000,000 2,000,000 2,000,000
R2 170,000,000 17,000,000 7,800,000
R3 170,000,000 14,000,000 9,300,000
Muestreo 2 R4 34,000,000 11,000,000 11,000,000
RS 49,000,000 17,000,000 11,000,000
R6 130,000,000 33,000,000 24,000,000
R7 46,000,000 70,000,000 33,000,000
R8 23,000,000 26,000,000 2,000,000
R1 23,000,000 7,800,000 7,800,000
R2 79,000,000 4,500,000 4,500,000
R3 49,000,000 2,000,000 2,000,000
R4 49,000,000 7,800,000 7,800,000
Muestreo 3 RS 34,000,000 11,000,000 6,800,000
R6 79,000,000 130,000,000 22,000,000
R7 110,000,000 49,000,000 33,000,000
R8 46,000,000 23,000,000 23,000,000

*Valores resaltados indican mayor concentracion de bacterias
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Tabla 4: Medidas para analisis estadistico para muestras de agua de rio.

Muestreo Medida C. totales C. fecales E. coli
Media 9.31x108 3.6525x10°8 3.8015x108
Muestreo Error estandar 2.581699x108 2.062478x108 2.052461x108
1 Varianza 5.33213x10%/ 3.403054x10'" | 3.370078x10%’
Desviacion estandar | 7.302146x10° 5.83357x10° 5.805237x108
Media 8.1x10’ 1.9x108 1.25125x10’
Muestreo Error estandar 2.279176x10’ 7381807 3802792
2 Varianza 4.155714x10%° | 4.359286x10% 1.156898x10%
Desviacion estandar 6.446483x10’ 2.08789x10’ 1.075592x107
Media 5.8625x10’ 2.93875x10’ 1.33625x10’
Muestreo Error estandar 1.007993x10’ 1.534597x107 3931827
3 Varianza 0 0 1.23674110%
Desviacion estandar 2.851034x10’ 4.340495x10’ 1.112089x10’
Valor P (ANOVA) 0.0005315 0.092 0.06128

Se realizo la comparacion de coliformes totales para los 3 muestreos y se determind que
existen diferencias significativas entre el muestreo 1 con el muestreo 2 y el muestreo 3. Sin
embargo, el muestreo 2 y el muestreo 3 no presentaron diferencias significativas entre ellos (Figura
3).
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Figura 3: Comparacion de coliformes totales cuantificadas en agua de rio.

Al realizar la comparacién de coliformes fecales para los 3 muestreos se determiné que no
existen diferencias significativas entre ellos como se presenta en el grafico de la figura 4.
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Figura 4: Comparacion de coliformes fecales cuantificadas en agua de rio.
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Al comparar los tres muestreos para E. coli se concluyé que no existen diferencias

significativas entre ellos, tal como se muestra en el gréfico de la figura 5.
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Figura 5: Comparacion de E. coli cuantificadas en agua de rio.

7.3. Agua de red (chorro)

En la tabla 5 se presentan los resultados del NMP de Coliformes totales, coliformes fecales
y E. coli en 100 mL de agua de red (chorro) de la colonia Prados de San Miguel. Segun el
Reglamento Técnico Salvadorefio (RTS 13.02.01:14) los limites maximos permisibles de
parametros microbiolégicos para coliformes totales, coliformes fecales y E. coli para agua de

consumo humano son de <1.1 NMP/100 mL.

7.3.1. Coliformes totales

En el 45.83% de las muestras de agua se determiné la presencia de coliformes totales con
valores por encima de los limites permitidos. En el muestreo #1 se obtuvo mayor nimero de
muestras positivas (8 muestras) y mayor concentracion de bacterias (>23.0 NMP/100mL) en 3

puntos de muestreo.
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7.3.2. Coliformes fecales
El29.16% de las muestras de agua tuvieron presencia de coliformes fecales. De igual forma
que en coliformes totales, el muestreo 1 presentdé mayor concentracion de bacterias. EI valor

maximo obtenido fue de >23.0 NMP/100mL en dos puntos del muestreo 1.

7.3.3. E. coli

Este microorganismo estuvo presente en el 29.16% de las muestras de agua de red (chorro).
En el muestreo #1 se obtuvo presencia de E. coli en mayor nimero de muestras y mayor
concentracion de bacterias con respecto al muestreo #2 y #3. El valor maximo fue de >23.0
NMP/100mL.

7.4. Analisis estadistico para el agua de red (chorro)
Para realizar la comparacion entre los muestreos del agua de red (chorro) de la Colonia
Prados se obtuvieron los datos estadisticos: medias, varianzas, el error estandar y desviacion

estandar por cada muestreo (Tabla 6). Se aplico ANOVA’'S y prueba de Tukey.

Tabla 5: Determinacion de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli para agua de red

(chorro).
Agua de red (chorro)
Muestreo | Muestra reili(c)iLC;I C. totales C. fecales E. coli
C1 0.4 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
C2 <0.2 3.6 NMP/100mL 1.1 NMP/100 1.1 NMP/100
C3 <0.2 >23.0 NMP/100mL | >23.0 NMP/100mL >23.0 NMP/100mL
Muestreo C4 <0.2 5.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
1 C5 <0.2 >23.0 NMP/100mL 9.2 NMP/100mL 3.6 NMP/100mL
C6 <0.2 >23.0 NMP/100mL | >23.0 NMP/100mL 6.9 NMP/100mL
Cc7 >3.0 < 1.1 NMP/100mL < 1.1 NMP/100mL < 1.1 NMP/100mL
C8 <0.2 5.1 NMP/100mL 5.1 NMP/100mL 1.2 NMP/100mL
Cl <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
Mue;treo C2 0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
C3 0.4 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
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Muestra rei'ig& C. totales C. fecales E. coli

C4 0.4 2.2 NMP/100mL 2.2 NMP/100mL 2.2 NMP/100mL

C5 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100m <1.1 NMP/100mL

C6 0.4 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100m <1.1 NMP/100mL

c7 <0.2 16.1 NMP/100mL 2.2 NMP/100mL 1.2 NMP/100mL

C8 1 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

C1 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

C2 <0.2 1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

C3 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

C4 <0.2 1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

Muestreo C5 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
3 C6 <0.2 2.2 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL
Cc7 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

C8 <0.2 <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL <1.1 NMP/100mL

Los valores resaltados indican concentracion de bacterias por encima de los limites maximos

permisibles de parametros microbiologicos coliformes totales, coliformes fecales y E. coli para

agua de consumo humano <1.1 NMP/100mL en EI Salvador.

Tabla 6: Medidas para analisis estadistico para muestras de agua de red (chorro).

Muestreo Medida C. totales C. fecales E. coli
Media 10.66 8.10875 4.89625
Muestreo Error estandar 3.681763 3.424256 2.701217
1 Varianza 108.4431 93.80424 58.3726
Desviacion estandar 10.4136 .685259 7.640196
Media 3.105 1.3675 1.2425
Muestreo Error estandar 1.861501 0.1816664 0.137461
2 Varianza 27.72149 0.2640214 0.1511643
Desviacion estandar 5.26512 0.5138302 0.3887985
Media 1.23125 <1.1 <11
Muestreo Error estandar 3931827 0 0
3 Varianza 0.153241 0 0
Desviacion estandar | 0.3914602 0 0
Valor P (ANOVA) 0.0256 -* -*
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Se realiz6 la comparacion para coliformes totales de los 3 muestreos del agua de la red y

se determind que existen diferencias significativas entre el muestreo 1 con el muestreo 3 (Ver
grafico de la figura 6)

° % &
——
Muestrao 3 ]‘

Muestreo 1
Muestreo 2

Figura 6: Comparacion de coliformes totales cuantificadas en agua de la red.

Al realizar la comparacion para coliformes fecales de los 3 muestreos del agua de red
(chorro) el programa PAST no detectd varianzas y se determind que no existen diferencias
significativas entre los muestreos (figura 7).
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Figura 7: Comparacion de coliformes fecales cuantificadas en agua de la red.

Finalmente se realizo el analisis de la comparacion de los 3 muestreos de agua de la red
para E. coli y el programa PAST no detectd varianzas. Se determind que no existen diferencias
significativas entre los muestreos (ver grafico de la figura 8).

i

Muestraa 1
Muestreao 2
huestreo 3

Figura 8: Comparacion de E. coli cuantificadas en agua de la red.



7.5. Aislamiento de Klebsiella spp.
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Se obtuvieron 11 aislados del género Klebsiella spp. (2 especies de K. oxytoca y 9 especies

de K. pneumoniae). Del total de aislados, 8 provienen de muestras de agua de rio y 3 de agua de

chorro. En la tabla 7 se presentan dichos resultados.

Tabla 7: Klebsiella spp. aisladas en muestras de agua de rio y agua de red (chorro).

Muestreo Agua de rio Agua de red (chorro)
Muestra Especie aislada Muestra Especie aislada
Muestreo 1 R2 Klebsiella pneumoniae C8 Klebsiella pneumoniae
R2 Klebsiella pneumoniae C4 Klebsiella pneumoniae
R3 Klebsiella oxytoca C7 Klebsiella pneumoniae
Muestreo 2 R5 Klebsiella pneumoniae
R7 Klebsiella pneumoniae
R7 Klebsiella pneumoniae
Muestreo 3 R4 Klebs!ella oxytoca | No se obtuvieron
R6 Klebsiella pneumoniae aislados.

7.6. Aislamiento de Pseudomonas spp.

Se obtuvieron 16 aislados del género Pseudomonas spp durante los tres muestreos

realizados, de estas especies, 8 fueron aisladas en muestras provenientes de agua de rio y 8 en agua

de red (chorro). En la tabla 8 se presentan dichos resultados.

Tabla 8: Pseudomonas spp. aisladas en muestras de agua de rio y agua de red (chorro).

Muestreo Agua de rio Agua de red (chorro)
Muestra Especie aislada Muestra Especie aislada
R1 Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
C2
R3 Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
Muestreo 1 C3
R5 Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
C6
R7 Pseudomonas spp.
------------ No se obtuvieron Cl Pseudomonas spp.
aislados C2 Pseudomonas spp.
Muestreo 2 C3 Pseudomonas spp.
C6 Pseudomonas spp.
C7 Pseudomonas spp.
R1 Pseudomonas spp.
R2 Pseudomonas spp. No se obtuvieron
Muestreo3 | 5 | oo T e .
R3 Pseudomonas spp. aislados.
R4 Pseudomonas spp.




7.7. Resistencia antimicrobiana
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A todas las especies aisladas de Klebsiella spp. y Pseudomonas spp. se les realiz6 la prueba

del antibiograma donde se utilizaron un total de 8 antibioticos para cada género. En latabla9y 11

se presentan los resultados del antibiograma de Klebsiella spp y Pseudomonas spp

respectivamente. Las tablas 10 y 12 presentan los datos de las categorias interpretativas para cada

especie segun el CLSI.

7.7.1. Klebsiella spp.

Tabla 9: Resultados de antibiogramas para K. pneumoniae y K. oxytoca.

Antibiograma Klebsiella spp.

Amoxicilina/
Doxiciclina | Tetraciclina . Fosfomicina | Penicilina | Amikacina | Cefalotina | Gentamicina

Muestreo | Muestra Clavulanico

(DXT) (TE) (FO) G (P) (AK) (KF) (CN)
(AC)

Muestreo | 2 S S R S "R S S S
1 C8 S S R S *R S *R S
R2 S S R S *R S S S
**R3 S S R S *R S S S
R5 S S R S *R S S S
M“e;”e" R7 S S R S S 5 5 5
R7 S S R RI *R S S S
C4 S S R S *R S S S
C7 S S RI S S S S S
Muestreo | R4 S S R S *R S S S
3 R6 S S S S *R S S S

R =resistencia; RI= resistencia intermedia; S= sensible; **K. oxytoca. *Resistencia natural.
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Tabla 10: Categorias interpretativas para antibiogramas de Klebsiella spp (CLSI, 2020).

Antibidticos
Categorias Doxiciclina | Tetraciclina | Amoxicilina/ | Fosfomicina | Penicilina | Amikacina | Cefalotina | Gentamicina
interpretativas | (DXT) (TE) Clavulénico | (FO) G (P) (AK) (KF) (RN) | (CN)
(RNAC) (RN)
Sensible > 14 >15 >18 >16 - >17 - >15
Intermedio 11-13 12-14 1417~ 13-15 - 15-16 - 13-141
Resistente <10 <11 <13 <12 - <14 - <12

En el gréafico de la figura 9 se presentan (en porcentajes) los resultados de resistencia

antimicrobiana para Klebsiella pneumoniae. EI 100% de las cepas aisladas presentaron

sensibilidad a doxiciclina, tetraciclina, amikacina y gentamicina; el 88.8% sensibles a fosfomicina

y cefalotina, el 22.22% sensibles a penicilina y solamente el 11.11% presentd sensibilidad a

amoxicilina/clavulanico.

Ademas, el

amoxicilina/clavulanico y fosfomicina.

11.11%

Mientras que, el 77.7% fueron resistentes a

presentaron

resistencia

amoxicilina/clavulanico y penicilina y el 11.11% resistente a cefalotina.
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Figura 9: Resistencia antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae presentado en porcentajes.
DTX=doxiciclina, TE= tetraciclina, AC= amoxicilina con &cido clavulanico, FO=
fosfomicina, P= penicilina, AK= amikacina, KF= cefalotina, CN= gentamicina.

Para el caso de Klebsiella oxytoca el 100% de las cepas aisladas presentaron sensibilidad
a doxiciclina, tetraciclina, fosfomicina, amikacina, cefalotina y gentamicina; mientras que el 100%

de las bacterias fue resistente a amoxicilina con &cido clavulanico y penicilina (Ver figura 10).

KLEBSIELLA OXYTOCA

100%
80%
60%
40
20%
0%
DTX TE AC FO P AK KF CN

Resistencia [ Resistencia Sensibilidad [N
Intermedia

=S

Figura 10: Resistencia antimicrobiana de Klebsiella oxytoca presentado en porcentajes.
DTX=doxiciclina, TE= tetraciclina, AC= amoxicilina con &cido clavulanico, FO=

fosfomicina, P= penicilina, AK= amikacina, KF= cefalotina, CN= gentamicina.

Las familias de antibioticos representadas en los antibiogramas de Klebsiella spp.
corresponden a: betalactamicos con inhibidores a la betalactamasa (amoxicilina con acido
clavulanico), tetraciclinas (doxiciclina y tetraciclina), antibioticos fosfonatos (fosfomicina),
aminoglucédsidos (amikacina y gentamicina) y cefalosporinas de primera generacion (cefalotina)
(Barcelona, Marin y Stamboulian, 2008; Maguifia-Vargas, Ugarte-Gil y Montiel, 2006; Mella et
al., 2004; Rivas et al., 2002; Vicente y Pérez-Trallero, 2010).
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El 72.72% de los aislados de Klebsiella spp. poseen resistencia a una sola familia de

antibioticos (resistentes a los betalactdmicos con inhibidores de la betalactamasa) y el 18.18% de

los aislados son resistentes a 2 familias de antibioticos (un 9.09% resistentes a los betalactdmicos

con inhibidores de la betalactamasa y a las cefalosporinas de primera generacion; mientras que el

otro 9.09% resistentes a los betalactamicos con inhibidores de la betalactamasa y a los fosfonatos).

7.7.2. Pseudomonas spp.

Tabla 11: Resultados de antibiogramas de Pseudomonas spp.

Antibiograma Pseudomonas spp.

o o ) . . . Amoxicilina/ o o
Muestreo | Muestra Amikacina | Tetraciclina | Imipenem | Ciprofloxacina | Cefepime Clavulniico Gentamicina | Fosfomicina
(AK) (TE) (IM1) (CIP) (FEP) (CN) (FO)
(AC)
R1 S *RI S S S *R S S
R3 S *RI S S S *R S R
C2 S *R R S S *R RI R
M“els”e" C3 5 *RI S S S R 5 R
R5 S *RI S S S *R S S
R7 S *R S S S *R S R
C6 S *R S S S *R S S
Cl S *RI S S S *R S R
C2 S *RI S RI RI *R S R
M“e;"e" C3 S *RI RI S S *R S R
C6 R *R RI S S *R S R
C7 S *RI RI S S *R S R
R1 S *R R RI S *R S S
Muestreo | R2 S *RI S RI S *R S S
3 R3 S *R R RI S *R R RI
R4 RI *R S R S *R S S

*Resistencia natural. R resistencia; RI= resistencia intermedia; S= sensible.
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Tabla 12: Categorias interpretativas para antibiogramas de Pseudomonas spp (CLSI, 2020).

Antibidticos
Categorias |Amikacina| Tetraciclina|Imipenem|Ciprofloxacina|Cefepime ACT;%II;::Q? Gentamicina|Fosfomicina
interpretativas| (AK) | (TE)RN | (IMI) (CIP) (FEP) | “(AC) RN (FO)
Sensible >17 >19 >25 >18 >15 >16
Intermedio  [15-16 --- 16-18 19-24 15-17  |--- 13-14 13-15
Resistente  |<14 <15 <18 <14 <12 <12

Los resultados del antibiograma realizado a Pseudomonas spp, indicaron que 87.5% de las

cepas aisladas fueron sensibles a amikacina y gentamicina, un 62.5% present6 sensibilidad a

imipenem, un 68.75% a ciprofloxacina, un 93.75% fueron sensibles a cefepime y un 37.5% a

fosfomicina. También,

gentamicina y fosfomicina en un 6.25%, a tetraciclina en 56.25%,

las cepas presentaron resistencia intermedia a amikacina, cefepime,
aimipenemun 18.75% y el 25%

a ciprofloxacina. En el caso de estos aislados, el 100% fue resistente a amoxicilina con acido

clavulanico, el 6.25% resistentes a amikacina, ciprofloxacina y gentamicina, el 43.75% a

tetraciclina, el 18.75 a imipenem y el 56.25% a fosfomicina (ver grafico de la figura 11).
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Figura 11: Resistencia antimicrobiana de Pseudomonas spp. presentado en porcentajes.
*AK= amikacina, TE= tetraciclina, IMI= Imipenem, CIP= ciprofloxacina, FEP=
Cefepime, AC= amoxicilina con &cido clavulanico, CN= gentamicina y FO= fosfomicina.

Las familias de antibidticos representadas en los antibiogramas de Pseudomonas spp.
corresponden a los betalactamicos carbapenémicos (imipenem), los aminoglucésidos (amikacina
y gentamicina), las fluoroquinolonas (ciprofloxacina), las cefalosporinas de cuarta generacién
(cefepime) y antibioticos fosfonatos (fosfomicina) (Maguifia-Vargas, Ugarte-Gil y Montiel, 2006;
Mella et al., 2004).

Con los resultados de los antibiogramas aplicados a los aislados Pseudomonas spp. se
determino que el 31.25% son resistentes a un grupo de antibioticos (25% a fosfonatos y 6.25% a
fluoroquinolonas); el 25% a 2 familias de antibioticos (el 12.5% a betalactamicos carbapenémicos
y fosfonatos, el 6.25% a betalactamicos carbapenémicos/fluoroquinolonas o
aminoglucoésidos/fluoroquinolonas); el 18.75% son resistentes a 3 familias de antibioticos (6.25%
a betalactamicos carbapenémicos, a aminoglucosidos y fosfonatos; 6.25% a fluoroquinolonas, a
cefalosporinas de cuarta generacion y fosfonatos; 6.25% a betalactamicos carbapenémicos,
aminoglucésidos y fosfonatos) y solamente el 6.25% presentd resistencia a 4 familias de

antibioticos (betalactamicos carbapenémicos, fluoroquinolonas, aminoglucésidos y fosfonatos).
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VIII. Discusion

La presencia de bacterias coliformes totales, coliformes fecales y E. coli en el rio El
Tixcuco sobrepasa los limites microbiolégicos permitidos en El Salvador y esto se vincula con las
diversas fuentes de contaminacion que llegan directamente al rio. Se ven involucrados procesos
de escorrentia, descarga de aguas residuales y de origen doméstico, altos niveles de urbanizacién
a lo largo del cauce del rio lo que se traduce en la adicién de microorganismos al ecosistema. Los
altos niveles de bacterias coliformes totales sugieren contaminacion proveniente del suelo o de
materia organica, mientras que la presencia de coliformes fecales y E. coli indican contaminacion

fecal que esta relacionada principalmente con las actividades humanas cercanas al rio.

Los resultados obtenidos en esta investigacion para el agua de rio concuerdan con el estudio
realizado por Menjivar, 2020 donde realiz0 muestreos a diversos rios y en todos los puntos
muestreados se encontraron altas concentraciones de bacterias coliformes vinculando los
resultados con el aumento de la actividad humana en las zonas cercanas al rio. También, Mena,
2007 estudio la calidad del agua de la cuenca del rio grande de San Miguel y determiné niveles de
coliformes totales y coliformes fecales por encima de los limites permitidos. Vinculd los resultados
a la incidencia de actividades antropogénicas y categorizo el agua entre “pésima” a “regular”,
indicando que los rios aledafios a esa zona no son aptos para actividades que involucren el contacto

con los humanos.

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de bacterias coliformes
durante los tres muestreos debido a la presencia de lluvias intensas posteriores al muestreo 1. Esta
lluvia provoco un aumento en el caudal del rio y favorecid la dilucion de los microorganismos.
Resultados que concuerdan con los obtenidos por Gil y Herrera, 2003 donde el aumento en el
caudal en la microcuenca del lago Amatitlan, producto de las lluvias, redujo la cantidad de

bacterias coliformes que se encontraban en el cuerpo de agua.

En esta investigacion se observo un aumento en la concentracion de bacterias en los puntos
finales del rio (R7 y R8) lo cual puede deberse a que, en este trayecto, el rio presenta mas zonas
de estancamiento, afectando esto, la velocidad del flujo del agua. Asi mismo, el cauce recibe mayor
cantidad de descarga y mayor cantidad de contaminantes debido a que las zonas aledafias utilizan

la ribera como basureros municipales.
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Para el caso de la red de agua de la colonia Prados de San Miguel, la presencia de estos
microorganismos puede vincularse con factores como un proceso deficiente de cloracion y/o
factores externos como el mal estado de las cafierias de distribucion, dafio en la infraestructura
subterranea que conduce las aguas negras y a las filtraciones que pueden ocurrir a dicho sistema
en diversos sitios (Arriza et al., 2015).

En el muestreo 1 del agua de la red se obtuvo mayor concentracion de coliformes totales
con respecto al muestreo 2 y 3 pudiendo vincularse dichos resultados a la ubicacion de las casas
de donde se obtuvo la muestra, ya que puntos de muestreo como C4M1, C6M1, C7M2, C2M3 se
encontraban lejos del pozo de distribucién y cerca del rio grande de San Miguel, pudiendo este,
tener influencia en el agua de la red ya que por infiltracién pueden llegar los microorganismos

patogenos de este cuerpo de agua a los sistemas de distribucion de la colonia.

Dichos resultados concuerdan con los obtenidos por Leiva Cruz, Menjivar Gomez y
Orellana Medina, 2013 en un estudio realizado en el canton San Antonio Chavez en el
departamento de San Miguel, donde concluyeron que la contaminacion del agua potable con
bacterias coliformes esta vinculada directamente con la ubicacion de los pozos que, en muchas

ocasiones, facilita la filtracion de particulas, materia organica y desechos desde el exterior.

En este estudio, los valores de cloro no fueron un factor determinante en el analisis
microbiolégico ya que no todas las muestras con valores de cloro residual menores a los rangos
permitidos (entre 0.3mg/mL y 1.1mg/mL) presentaron bacterias coliformes. Algunas muestras
como la C1M3, C3M3 y C5M3 presentaron concentracion de cloro menor a 0.3mg/mL vy la

determinacion de las bacterias de interés se encontrd en los limites permitidos (<1.1 NMP/100mL.).

Resultados similares se obtuvieron en el estudio realizado por Contreras Moreno y Romero
Herndndez, 2004 donde analizaron el agua potable de tres municipios de San Salvador y
concluyeron que los valores de cloro residual no determinaron la presencia o ausencia de bacterias.
Sin embargo, difieren con los datos obtenidos por Zufiiga y Samperio, 2019 ya que dichos
investigadores expresan que los valores de cloro residual son factores que si pueden tener
influencia en las concentraciones de bacterias cuantificadas en las muestras de agua (Zufiiga y
Samperio, 2019).
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En relacion a la resistencia antimicrobiana, algunos aislados de Klebsiella spp. expresaron
resistencia a amoxicilina/acido clavulanico, penicilina, fosfomicina y cefalotina. Resultados que
concuerdan con Jeli¢ et al., 2019 quienes aislaron Klebsiella spp. de un rio de Croacia resistentes
a amoxicilina/acido clavulanico y todas las cefalosporinas. También, Kittinger et al., 2016 aislaron
cepas de Klebsiella spp. resistentes a amoxicilina con clavulanico y Osman et al., 2024 cepas de
Klebsiella spp. del rio Al-Oueik, resistentes a fosfomicina.

Asi mismo, Salamandane y colaboradores analizaron agua de consumo humano y aislaron
cepas de Klebsiella spp. resistentes a la amoxicilina/acido clavulanico. Sin embargo, dichos
investigadores aislaron cepas resistentes a la tetraciclina y presuntas Klebsiella spp. resistentes a
gentamicina, resultados que difieren con los obtenidos en esta investigacion (Salamandane et al.,
2021).

Para el caso de Pseudomonas spp. se obtuvieron aislados con resistencia a tetraciclina,
amikacina, imipenem, ciprofloxacina, cefepime, amoxicilina/acido clavulanico, gentamicina y
fosfomicina. De la misma forma que lo hizo Kittinger y compafiia con el agua del rio Danubio,
aislando Pseudomonas spp. resistentes a cefepime, imipenem, amikacina, gentamicina y
ciprofloxacina (Kittinger, Lipp, Baumert, et al., 2016). También Duefias & Quispe aislaron a
Pseudomonas spp. de agua de dos rios, encontrando cepas resistentes a la amikacina y gentamicina
(Duenias Pacheco & Quispe Apaza, 2011). Correa Rivas y compafiia aislaron Pseudomonas spp.
de agua de consumo humano, encontrando cepas con la capacidad de resistir a las penicilinas,
cefalosporinas y aminoglucosidos (Correa Rivas et al., 2015). Por el contrario VVaz-Moreira, Nunes
y Manaia, 2012 analizaron agua de consumo humano Yy aislaron Pseudomonas spp., con

sensibilidad a imipenem. Resultados que difieren con los de esta investigacion.

Las diferencias entre los resultados de esta investigacion sobre la resistencia
antimicrobiana y los resultados que presentan otros estudios pueden tener diversas explicaciones;
una de ellas puede ser la ubicacion geografica de cada sitio de estudio; por ejemplo, en
Latinoamérica se han registrado cepas de Klebsiella spp. con mayor expresién de genes de
resistencia a cefalotina y antibioticos similares (Garcia, Astocondor y Banda, 2012). También,
puede tener influencia la proporcién y frecuencia con la que se usan los diferentes tipos de

antibiéticos en cada zona.
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Uno de los resultados relevantes de esta investigacion fue el aislamiento de Klebsiella spp.
sensible a la penicilina G pues es sabido que este microorganismo posee la enzima penicilinasa
que le da resistencia natural a algunas penicilinas (Cavalieri et al., 2005; Maguifia-Vargas, Ugarte-
Gil y Montiel, 2006; Navarro, Mir6 Y Mirelis, 2010; Ortega-Cisneros et al., 2022). Esto podria
explicarse y compararse con los resultados obtenidos por Parte-Pérez y compafiia en el 2001,
donde tras analizar la resistencia de Klebsiella spp. por una década, encontraron que la tendencia
general era que la resistencia a los antibidticos aumentara, sin embargo, habia fluctuaciones en las
que los aislados se volvian mas sensibles por temporadas, ademas de que solo entre el 90%- 98%
los aislados de Klebsiella expresaban su resistencia natural (De la Parte-Pérez et al., 2001).

Otro de los resultados relevantes, es que en la misma muestra se encontraron cepas de
Klebsiella pneumoniae que expresaban resistencia a la penicilina G y cepas que no. Esto puede
explicarse tomando en cuenta los bionumeros obtenidos por las pruebas VITEK, al tener dichos
aislados, los bionumeros eran distintos comprobando que son fenotipicamente distintas, por lo que

la expresion de otras diferencias fenotipicas no es extrafia.

Si bien, se obtuvieron aislados de Klebsiella spp. y Pseudomonas spp con resistencia a los
antibioticos en ambos sitios de estudio (agua de rio y agua de red) solamente los aislados de
Pseudomonas spp. fueron multidrogorresistentes. Es de esperarse que estas bacterias con
resistencia a los antibioticos se encuentren solamente en entornos donde se usan dichos farmacos,
por ejemplo, en los hospitales. Sin embargo, la presencia de estas bacterias en el agua del rio El
Tixcuco puede deberse a todos los residuos organicos que son vertidos en él (Cruz Lazo y Gonzalez
de Cruz, 2015).

En este rio se vierten desechos del rastro Municipal de San Miguel y es sabido que el uso
de antibidticos para estimular el crecimiento del ganado, promueve el desarrollo de bacterias con
resistencia adquirida a los antibioticos (Organizacion Mundial de la Salud, 2017), por lo que la

eliminacion de dichos restos podria estar contaminando el rio con bacterias resistentes.

Otra de las posibles fuentes de contaminacion con bacterias resistentes a los antibidticos
son los residuos sélidos y liquidos que se vierten a lo largo del rio, residuos provenientes en su

mayoria de domicilios y con los que las personas de la zona interactuaban antes de ser desechados.
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Con el uso indebido y excesivo de los antibidticos las personas podrian haber promovido la
seleccidn de bacterias con resistencia a los antibiéticos (Camacho Silvas, 2023)

Para el caso de las bacterias resistentes en el agua de la red (chorro) podria estar implicada la
filtracion de agua del rio El Tixcuco hasta el nivel freético, teniendo contacto con el manto acuifero
de la zona. En esta investigacion se comprobo que el rio posee niveles elevados de contaminacion
bacteriana y la abundancia de bacterias es un factor que permite que se infiltren con el agua
(Balousek, 2003; Pitt et al., 1996).

Las bacterias al estar en el manto acuifero podrian contaminar de alguna manera el agua
del pozo (el cual se encuentra cerca del rio) que abastece a la Colonia Prados y al tener en ocasiones
niveles de cloro bajo (ver anexo 4), esta cloracion deficiente promoveria la supervivencia de
bacterias que tienen resistencia adquirida a los antibiéticos (Ma et al., 2022; Shi et al., 2013; Zhong
et al., 2022).

A esta problematica, se suma la presencia de una fosa (bafio) que se encuentra cerca del
rio, en caso de tener filtraciones, las bacterias de las evacuaciones (pudiendo tener resistencia
adquirida) podrian estar migrando y contaminando el agua de los sistemas de distribucion o del
manto acuifero (Strande & Brdjanovic, 2014). Estas bacterias podrian estar promoviendo y
propagando genes de resistencia a los antibidticos por medio de la transferencia horizontal de genes
(Acosta et al., 2020), ademas algunos antibioticos son excretados por el cuerpo en la orina o las
heces y por lo tanto las bacterias del ambiente pueden estar expuestas de manera indirecta a estos

farmacos (Mendoza Sierra et al., 2019).
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IX. Conclusiones
El agua del rio El Tixcuco no es apta para realizar actividades humanas en las que tengan
contacto directo, debido a la contaminacion microbioldgica registrada.

Un porcentaje de las muestras de agua de la red de distribucion de la colonia Prados de San
Miguel no cumple con los parametros microbioldgicos establecidos en el Reglamento Técnico
Salvadorefio (13.02.01:14) y por lo tanto no es apta para el consumo humano.

El rio El Tixcuco y la red de abastecimiento de agua de la colonia Prados de San Miguel
son receptores de bacterias resistentes a los antibioticos, pudiendo distribuirlas a diversas zonas y
entre comunidades bacterianas; representando un riesgo para la salud publica.

Klebsiella spp. es diseminadora de genes de resistencia a los antibidticos y su presencia
con resistencias no catalogadas como intrinsecas a los antibidticos sugiere la presencia de otras

bacterias con resistencias similares.

La presencia de Pseudomonas spp. multidrogorresistentes en el agua del rio y la red de
abastecimiento puede ser el resultado de la constante exposicion y contaminacion que sufren los

ambientes acuaticos con antimicrobianos.
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X. Recomendaciones

Implementar el monitoreo constante del agua del rio El Tixcuco y de los sistemas de
distribucion de agua potable de la zona para garantizar que cumplan con los limites
microbioldgicos permitidos. Ademas, incluir un enfoque fisico quimico/solutos en dichos estudios
y la presencia de sedimentos en el agua potable.

Vigilar y asegurar el correcto descarte de los residuos del rastro municipal de San Miguel
para evitar el vertido de desechos provenientes del destazo de animales de granja en el rio El
Tixcuco. Asi mismo, implementar un sistema adecuado para el desagie de aguas residuales

domesticas en todas las areas urbanizadas cercanas.

Verificar el estado de las tuberias de distribucion de agua potable de la colonia Prados de
San Miguel y realizar el proceso de cloracion adecuado para el agua de pozo.

Realizar un estudio con enfoque edafologico para comprobar si existe conexidn entre la
zona del manto acuifero de donde se extrae el agua que se distribuye en la colonia Prados de San

Miguel y el agua del rio El Tixcuco

Instalar basureros municipales adecuados para el descarte de desechos y mejorar el servicio

de recoleccion de basura en las cercanias del rio el Tixcuco

Impartir capacitaciones ambientales a los habitantes de las colonias alefiadas al rio sobre

la importancia de la proteccion de los recursos naturales y cuerpos de agua superficiales.

Vigilancia epidemioldgica de los habitantes de la colonia Prados y zonas aledafas por parte
del Ministerio de Salud.
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XI1. Anexos
Anexo 1: Pruebas para la identificacion de Klebsiella spp.
Prueba Resultado Referencia Prueba Resultado Referencia
Tincion gram | Gram negativa Citrato Positivo
(Sierra (Fernandez
Atanacio, 2016) Olmos et al,
2010).
Fermentacion | Colonias Indol Negativo (Bou
en agar | rosado-rojizas etal., 2011)
MacConkey | lechosas
(Rivas, 2021)
Oxidasa Negativo Vogues Positivo
(Rivas, 2021) Proskauer (American
Society  for
Microbiology,
2009)
Motilidad Negativo Rojo de | Negativo
(Shields & metilo (Fernandez
Cathcart 2011) Olmos et al,
2010).
Ureasa Positivo TSI Positivo
(Delgado,2020) (Fernandez
Olmos et al, -
2010). e

Anexo 2: Esquemas de marcha.

1=Prueba de coliformes totales para agua de rio. 2=Prueba d coliformes totales para agua

de red (chorro). 3=Prueba de coliformes fecales. 4=Prueba para Escherichia coli. 5=Prueba

confirmatoria para Escherichia coli 6=Aislamiento de Klebsiella spp. 7=Aislamiento de

Pseudomonas spp. 8=Antibiograma




1

Agua de rio: Prueba de coliformes totales

10 mL Caldo
LMX (DC)

Dilucion 10

10 mL
Caldo LMX

10 mL
Caldo LMX

Incubar a 37 °C durante 24-48 horas.

Cambio del caldo a color verde indicara el resultado positivo)

2 Agua de red: Prueba de coliformes totales

Muestra de choro

10 mL MX

T

Ademas estas bacterias
facilitan la transferencia de
genes entre comunidades
bacteriana

40 0 D A 1

|
U UL

I 10 mL Caldo

LMX (DC)

Incubar a 37 °C durante 24-48 horas.

Cambio del caldo a color verde indicara el resultado positivo)
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3  Prueba de coliformes fecales

Tubos positivos coliformes totales

T

{ \./ \ \

Inocular con asa
bacteriologica’/micropipeta
en caldo EC

— e e e , —

10 mL de Caldo EC con campana Durham

Incubar a 44.5 °C en bafio de maria durante 24-48 horas.

Turbidez y presencia de gas indican un resultado positivo.

4 Prueba de Escherichia coli

Tubos positivos coliformes totales Observar con luz ultravioleta

Si presentan fluorescencia, agregar

Tubos con fluorescencia y formacién 3 gotas de reactivo de Kovac
de anillo purpura indican un - =
resultado positivo para E. coli
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5  Prueba confirmatoria de Escherichia coli

Tubos positivos coliformes fecales

TN

| 1 | | |

THTTTEHE

Resiembra en Agar
Eosina Azul de
Metileno

Incubar a 35°C
durante 24 h.

R
L

Colonias con verde
metalico indican
presencia de E. Coli

6 Aislameinto de K/ebsiella spp

| Tubos positivos coliformes totales |

w ®

\ ] LA ) \J\

Resiembra en
agar MacConkey

Incubar a 35°C
durante 24 horas

Colonias rosadas con precipitacion
biliar y apariencia mucosa
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7 Aislamiento de Pseudomonas spp

Tubos con 10 mL de
caldo Casoy

£ \ |

===l il
10 mL Mx |

LU u L 1\

Incubar tubos durante 24h a 37°

Resiembra en agar Cetrimide

Suspensién bacteriana

Colonias amarillo-verdosas con
fluoresencia indican presencia de
Pseudomona spp.

Se estandarizo

Placas con colonias

identificadas

Se colocaron 8
discos de
antibiotico

——————————

Estriado en placas con agar
Muller Hilton (siembra masiva)

Solucién Muestra Estandar
salina 0.9% Estandar 0.5 MacFarland

Se incubaron a
37°C durante 24
horas

Lectura de los halos de
inhibicion
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Anexo 3: Valores registrados de pH y temperatura al momento de la toma de muestra en el agua

de rio.

Pardmetros de agua de rio

MUestra Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
pH T pH T° pH T°
R1 6 30.2°C 7 30.2°C 7 30.4°C
R2 7 30.0°C 7 29.9 °C 7 30.1°C
R3 7 30.2°C 7 30.1°C 7 29.7 °C
R4 7 30.2°C 7 30.3°C 7 29.6 °C
R5 7 30.3°C 7 29.9 °C 7 28.9°C
R6 7 30.6 °C 7 30.0°C 7 29.8 °C
R7 7 30.7 °C 7 28.9 °C 7 29.5°C
R8 8 30.6 °C 7 29.9 °C 7 29.4°C

Anexo 4: Valores registrados de pH, temperatura y cloro residual al momento de la toma

de muestra en el agua de la red de la Colonia Prados

Parametros de agua de red (chorro)

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Muestra Cloro Cloro Cloro
pH | L pH : L pH : L

residual residual residual
C1 76 (0.4 40.1°C |7.8 <0.2 38.8°C |7.8 <0.2 41.3°C
C2 7.8 |<0.2 340°C |7.8 0.2 40.1°C |7.6 <0.2 39.8 °C
C3 7.8 |<0.2 36.0°C |7.8 0.4 415°C |7.8 <0.2 40.4 °C
C4 7.6 |<0.2 38.2°C |7.8 0.4 40.5°C |7.8 <0.2 42.3 °C
C5 7.6 |<0.2 39.3°C |7.8 <0.2 35.8°C |7.8 <0.2 41.7 °C
C6 7.8 |<0.2 36.8°C |7.8 0.4 389°C |7.8 <0.2 41.1°C
C7 8.2 |>3.0 38.1°C |7.8 <0.2 35.5°C |7.8 <0.2 39.6 °C
C8 7.6 |<0.2 35.1°C |7.8 1 41.0°C |7.8 <0.2 41.6 °C

Rangos de concentracién de cloro residual permitidos:
0.3mg/mL (acometida mas alejada del punto de cloracion).
1.1mg/mL (acometida méas cercana del punto de cloracion).
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Anexo 5: Didmetro (en milimetros) de los halos de inhibicion de los antibiogramas de Klebsiella
spp.

Antibiograma Klebsiella spp.

Amoxicilina/
Doxiciclina | Tetraciclina Fosfomicina | Penicilina | Amikacina | Cefalotina | Gentamicina

Muestreo | Muestra Clavulanico

(DXT) (TE) (FO) G (P) (AK) (KF) (CN)
(AC)
Muestreo R2 21 25 8 19 6 24 21 23
1 C8 19 29 6 19 6 19 6 23
R2 19 24 6 19 6 22 18 22
R3 21 26 6 17 6 20 18 20
R5 20 22 6 20 6 25 18 19
Muestreo

) R7 19 22 7 21 20 19 21 19
R7 19 22 8 15 6 21 20 20
C4 20 24 6 17 6 22 20 23
C7 31 33 17 17 20 31 30 30
Muestreo R4 26 30 7 21 6 24 23 24
3 R6 22 22 21 16 7 22 20 20

* Valores resaltados indican resistencia.
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Anexo 6: Didmetro (en milimetros) de los halos de inhibicion de los antibiogramas realizados a

Pseudomonas spp.

*Valores resaltados indican resistencia.

Antibiograma Pseudomonas spp.

Amoxicilina/
Amikacina | Tetraciclina | Imipenem | Ciprofloxacina | Cefepime . Gentamicina | Fosfomicina
Muestreo | Muestra Clavulanico
(AK) (TE) (IM1) (CIP) (FEP) (CN) (FO)
(AC)
R1 25 16 23 38 28 6 25 18
R3 23 15 27 37 26 6 24 12
C2 25 12 12 34 28 6 14 8
Muestreo
L C3 25 15 23 36 27 6 25 12
R5 21 16 21 34 25 6 29 17
R7 21 14 24 25 24 6 22 7
C6 22 6 24 25 35 6 15 17
C1 21 18 19 38 25 6 24 10
C2 21 15 23 21 15 6 22 6
Muestreo
) C3 24 16 18 36 25 6 26 11
C6 6 14 18 37 25 6 24 6
C7 23 15 17 36 28 6 24 11
R1 20 7 15 22 18 6 18 20
Muestreo R2 17 15 22 20 35 6 25 19
3 R3 23 9 7 21 25 6 6 13
R4 16 6 19 6 25 6 20 21
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Glosario

> Aguas I6ticas: cuerpos de agua en el que el agua esta en continuo movimiento

» Antibiograma: Procedimiento de laboratorio que permite determinar la sensibilidad de un
microorganismo ante diferentes antibidticos

> Eutrofizacion: aporte en exceso de nutrientes inorganicos (procedentes de actividades
humanas) principalmente Nitrogeno (N) y Fosforo (P), en un ecosistema acuatico,
produciendo una proliferacion descontrolada de algas fitoplancténicas vy
provocando efectos adversos en las masas de agua afectadas

> Integrones: plataformas genéticas que permiten a las bacterias captar y coleccionar genes
de resistencia a los antibioticos

» Multidrogorresistente: la ausencia de sensibilidad al menos a un antibidtico de tres 0 mas
familias consideradas de utilidad para el tratamiento de las infecciones producidas por cada
una de las especies bacterianas consideradas

» Resistencia: significa que el microorganismo es resistente a los niveles séricos del farmaco
que se alcanzan normalmente

» Resistencia intermedia: significa que el crecimiento del microorganismo esté inhibido
solamente a la dosis maxima recomendada

» Sensibilidad: significa que el crecimiento del microorganismo esta inhibido a la
concentracion sérica del farmaco que se alcanza utilizando la dosis habitual

» Plasmidos: molécula pequefia de ADN circular

» Transposones: secuencia de ADN que puede moverse a diferentes partes del genoma de

una célula)
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