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RESUMEN

Elbienestary desarrollo delosseresvivosdepende dela
calidad sanitaria y quimica del agua disponible. En los
ultimosanossehavenidoobservandolaimportanciadel
ambiente en la diseminacion de bacterias resistentes
y multirresistentes a los antibidticos, situacion que ha
colocado la problemdatica de la resistencia en un
plano mas amplio y que se estd estudiando desde |a
perspectiva “One Health”. En este sentido, el objetivo
del presente trabajo fue determinar la presencia de
bacterias multirresistentes alos antibidticosen muestras
de agua de riego provenientes del rio Chibunga. Se
recolectaron 14 muestras de agua de un volumen
de 100 mL cada una, en envases estériles y de
manera aséptica, las cuales fueron conservadas bajo
refrigeracion hasta su andilisis en el laboratorio. Cada
muestra fue sembrada por el método de siembra en
superficie en los agares cistina electrolito deficiente,
MacConkey, Salmonella-Shigella, tiosulfato citrato
bilis sacarosa y agar sangre, incubdndose en todos los
casos a una temperatura de 37 °C durante un tiempo
Mmaximo de 48 horas. La identificacion de las colonias
bacterianas se realizd mediante pruebas fisioldgicas
y bioguimicas de acuerdo con los esquemas de
identificacion indicados por MacFaddin. El perfil
de susceptibilidad a los antibidticos de las colonias
identificadas se realizd por el método de difusion
en disco de Kirby Bauer. Se lograron identificar 2
especies de bacterias multirresistentes, entre ellas,
cepas de Morganella morganii y Plesiomonas
shigelloides resistentes a antibidticos de uso clinico
como ceftazidima, aztreonam, ciprofloxacino, dcido
nalidixico y tfrimetroprim-sulfametoxazol. Los resultados
muestran que las aguas del rio Chibunga albergan
bacterias con multirresistencia a los antimicrobianos,
representando un riesgo de contaminacion de los
productosagricolascosechadosensusinmediaciones,
asi como para las personas que utilizan estas aguas.

Palabras claves: agua de riego; rio chibunga; resistencia
anfimicrobiana; multirresistencia a los antibidticos
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ABSTRACT

The development of living beings depends on the health
and chemical quality of the available water. In recent
years, the importance of the environment in the spread
of resistant and multi-resistant bacteria to antibiotics has
been observed, a situation that has placed the problem
of antibiofic resistance on a broader level and which is
being studied from the perspective “One Health”. The
objective of this work was to determine the presence of
multi-resistant bacteria fo antibiotics in irrigation water
samplesfromthe Chibungariver. Fourteen watersamples
of 100 mL each were collected in sterile containers and
aseptically, were kept under refrigeration until analysis in
the laboratory. Each sample was seeded by the surface
seeding method on blood, cystine electrolyte deficient,
MacConkey, Salmonella-Shigella and  thiosulfate
citrate bile sucrose agars, incubating in all cases at a
femperature of 37 °C for a maximum time of 48 hours.
The identification of bacterial colonies was carried out
through physiological and biochemical tests according
fo the identification schemes indicated by MacFaddin.
The resistance/sensitivity to antibiotics of the identified
colonies was carried out by the disk diffusion method of
Kirby Bauer. Two species of mulfi-resistant bacteria were
identified, including sfrains of Morganella morgani and
Plesiomonas shigelloides resistant to antibiotics of clinical
use such as ceftazidime, azfreonam, ciprofloxacin,
nalidixic acid and trimethoprim-sulfamethoxazole.
The results show that the waters of Chibunga river
harbor bacfteria with multi-resistance to antimicrobials,
representing a contaminationrisk of agricultural products
harvested in its vicinity, as well as for the people who use
these waters.

Keywords: irrigation water; chibunga river; antimicrobial
resistance; multi-resistance to antibiotics
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INTRODUCCION

El acceso a suministros de agua segura y tratada son necesarios para mantener la salud publica, de igual modo,
este recurso es fundamental para conservar los ecosistemas saludables, que a su vez proporcionan bienes y servicios
ambientales para las comunidades (UNESCO, 2012; Irannezhad et al., 2022).

En el mundo, la contaminacion de los recursos hidricos debido a la actividad humana afecta la seguridad alimentaria
y la sostenibilidad de la biosfera. En ocasiones, las aguas residuales urbanas drenan directamente a los lagos, mares
y rios, lo que contribuye a la degradacion de los ecosistemas acudticos (Poma, Mamani y Iniguez, 2016; Zhu et al.,
2022).

Las bacterias patdgenas asociadas a cuadros diarreicos se transmiten a menudo por el agua y/o alimentos
contaminados, se ha demostrado que estos agentes infecciosos persisten durante largos periodos de tiempo en
depdsitos de agua naturalesy sedimentos, también pueden adherirse a productos frescos, especialmente alalechuga
y ofros vegetales (Alemu, Mama vy Sirgj, 2018; Dean y Mitchell, 2022; Gurtler y Gibson, 2022).

Los ecosistemas acudticos, en especial aquellos expuestos a las actividades antropogénicas como los rios, ademads
de ser un vehiculo importante para la propagacion de los microorganismos patdgenos asociados a enfermedades
infecciosas, pueden servir de reservorio de bacterias que portan genes de resistencias a diversos antibidticos y propiciar
la fransferencia horizontal de estos genes con ofras bacterias sensibles a los mismos, denomindndose a este fendmeno
como resistomas ambientales (Baquero, Martinez y Canton, 2008; Amos et al., 2014; Calero-Cdceres y Muniesa, 2016;
Grenni, 2022; Liy Zhang, 2022; Hanna, Tamhankar y Lundborg, 2023; Kenneth et al., 2023).

En la actualidad, uno de los problemas mds graves a los que se enfrenta la humanidad es la creciente resistencia
y multirresistencia a los anfimicrobianos por parte de las bacterias patdégenas, situacion que nos estd afectando,
causando muchas muertes y que ademads representa un posible riesgo de una proxima pandemia por esta causa
(De Kraker, Stewardson y Harbarth, 2016; Cohen, 2022; Murray Christopher et al., 2022).

La presencia de bacterias resistentes y multirresistentes a los antibidticos de uso humano y veterinario en ambientes
acudticos es un hecho que se ha venido observando y estudiando en los Ultimos anos y que ha llevado a considerar
que para poder combatir y minimizar el impacto que pueda tener en la salud publica la resistencia a los antibidtico,
se debe considerar y aplicar otro enfoque en los estudios de conftrol y vigilancia epidemioldgica, donde el ambiente
sea considerado como ofro elemento de la salud por sus multiples implicaciones, este razonamiento ha dado origen
a lo que se conoce como perspectiva o aproximacion de “Una Salud” o “One Health” (Hernando-Amado et al.,
2019; WHO, 2022; Elnaiem et al., 2023 ).

En Ecuador son pocas las investigaciones que se han realizado para estudiar las bacterias resistentes y multirresistentes
en ecosistemas acudticos, de manera de poder analizar y entender la influencia y el papel del ambiente en el
problema de la creciente multirresistencia a los antibidticos (Andueza et al., 2022).

En este sentido, se planted el presente trabajo de investigacion para determinar la presencia de bacterias patdégenas
mulfirresistentes a los antibidticos en el rio Chibunga situado al noroeste de la Provincia de Chimborazo-Ecuador,
cuyas aguas se utilizan en la agricultura de la zona.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron siete estaciones de muestreo en las aguas de riego del Rio Chibunga, tomando en cuenta la altitud,
temperatura y pH, estos fueron:

Santa Martha cruce del rio a 100 metros de la Y, bajo el puente.

Shobol-Llinllin canales de riego a lado de la carretera estatal (100 metros del puente).
San Juan canal de riego “Guabug Nunkata” a 250 metros de la Y.

Calpi canal de riego a 100 metros del cementerio.

Ricpamba canal de riego que atraviesa el puente a 200 metros de la entrada.
Parque lineal Chibunga cruce del rio bajo el puente, frente al parqueadero y

San Luis cruce del rio a 50 metros del puente, frente a fdbrica de Iacteos.
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Caracteristicas estructurales del mangle rojo (Rhizophora mangle)
en el manglar de Puerto Pizarro (Tumbes, Peru)

En cada uno de los sitios seleccionados se recolectaron muestras de agua durante 2 campanas de muestreos. El
volumen de cada una de las muestras fue de 100 mL de aguaq, y las muestras se tomaron por duplicado en frascos
estériles, que fueron fransportados al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Nacional de Chimborazo, Riobamba, Ecuador.

Para el aislamiento de las colonias bacterianas presentes en el agua de rio se realizaron diluciones seriadas de
cada una de las muestras en solucion fisioldgica estéril (107 103, 10°y 10¢). De cada una de las muestras de agua
se sembro por la técnica de siembra en superficie un mililitro de la muestra sin diluir y de cada una de las diluciones
realizadas. El aislamiento se realizd utilizando medios de cultivo como cistina electrolito deficiente (CLED), agar
sangre, MacConkey, Salmonella-Shigella (SS) y fiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), incubdndose en todos los
casos 37 °C durante 24 a 48 horas.

La identificacion de género y especie de las colonias bacterianas aisladas y purificadas se realizd mediante pruebas
bioquimicas, fisioldgicasy tintoriales, falescomola coloracion de Gram, pruebade la bilisesculina, catalasa, crecimiento
en presencia de NaCl, citrato, observacion de hemolisis en agar sangre, indol-motilidad, Kliger, lisina, oxidasa vy
utilizacion de azucares, de acuerdo con los esquemas de identificacion bacteriana indicados por MacFaddin (2003).

Los patrones de resistencia y suscepfibilidad a los anfibidticos se realizaron por el método de difusidon en discos de
Kirby y Bauer (1966). Los antibidticos se seleccionaron de acuerdo con lo indicado por el manual de la CLSI (2022). Los
discos de antibidticos utilizados fueron: amoxicilina/acido clavuldnico (AMC), ceftazidima (CAZ), aztreonam (ATM),
ciprofloxacino (CIP), dcido nalidixico (NA), gentamicina (GE), imipenem (IPM), Trimetroprim-Sulfametoxazol (SXT),
colistina (CT), tetraciclina (TE), cloranfenicol (C), teicoplanina (TEC), vancomicina (VA), penicilina (P) y gentamicina
(CN). Se utilizaron como microorganismos conftroles, la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli y la cepa ATCC 25923
de Staphylococcus aureus.

Los resultados de los antibiogramas se interpretaron de acuerdo con el halo de inhibicidn, considerdndose como
resistente o sensible de acuerdo con lo senalado en el manual de la CLSI (2022).

RESULTADOS

Se estudiaron las muestras de agua de riego del rio Chibunga, el punto mads alto de toma de muestra se encontraba
a 3400 msnm, mientras que el mas bajo estaba a 2680 msnm, la temperatura media del agua del rio fue de 13,3°Cy
la del ambiente fue de 17,7 °C.

Se aislaron e identificaron un total de 51 cepas bacterianas, las cuales se pudieron identificar a nivel de género y
especies, pero sobresalieron 4 cepas de Morganella morganii y 2 de Plesiomonas shigelloides por presentar cierta
peculiaridad (Ver tabla 1).

Las cepas de Morganella morganii resultaron sensibles a los antibidticos aztreonam, ceftazidima, ciprofloxacino e
imipenem, observdndose multirresistencia alos antibidticos dcido nalidixico (quinolona), amoxicilina/acido clavuldanico
(betalactdmicos), gentamicina (aminoglucdsidos) y trimetroprim/sulfametoxazol (sulfonamidas) (Ver tabla 1).

En el caso de las cepas de Plesiomonas shigelloides todas resultaron sensibles a los antibidticos gentamincing,
amoxicilina/dcido clavuldanico e imipenenm vy resistente a antibidticos de uso clinico tales como ceftazidima
(cefalosporina de tercera generacion), aztreonam (monobactdmicos), ciprofloxacina, dcido nalidixico (quinolona) y
trimetroprim-sulfametoxazol (sulfonamidas) (Ver tabla 1).

TABLA 1
Resistencia y susceptibilidad de cepas bacterianas
aisladas en muestras de aguas del rio Chibunga

NUmero

Microorganismo SXT CAZ AMC ATM W CIP GE IPM
de cepas
Morganella morganii 4 R S R S R S R S
Plesiomonas shigelloides 2 R R S R R R S S

SXT: trimetroprim-sulfametoxazole; CAZ: ceftazidima; AMC: amoxicilina/clavuldnico; ATM: aztreonam; W: dcido nalidixico; CIP: ciprofloxacino; GE: gentamicina; IPM: imipenem
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DISCUSION

La contfaminacion con microorganismos patdgenos de las aguas superficiales, entre ellas los rios, se considera un
problema importante de salud publica, dado a la calidad sanitaria y su potencial para transmitir enfermedades
infecciosas. Algunas de las bacterias presentes en el medio acudtico son patdgenos oportunistasy tienen la capacidad
de infectar a las personas con problemas en su sistema inmunitario o a personas en los extremos de la vida, es decir,
niNnos y ancianos (Forde ef al., 2019; Jurado e Yzarra, 2021).

Se sabe que las principales actividades que favorecen la contaminacion de las aguas son las relacionadas con el
sector agropecuario, como la cria de animales y los diferentes tipos cultivos, asi como la disposicion inadecuada de
aguas residuales que afectan la calidad microbioldgica de las fuentes de agua (Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid y
Gutiérrez-Builes, 2017).

En Ecuador, se encuentra el rio Chibunga situado al noroeste de la Provincia de Chimborazo, se origina en las laderas
del volcdn Chimborazo, su cauce representa uno de los recursos hidricos de mayor importancia en el desarrollo de la
region, pues es utilizado para el riego de cultivos. A pesar de ello, es uno de los mdas contaminados del pais pues en
SU CUrso se vierten aguas servidas (MAE, 2014).

Estudios previos han senalado la contaminacion microbioldgica del rio Chibunga con coliformes fecales, los cuales
sobrepasan los valores maximos permisibles en la normativa nacional y se ha senalado que dicha contaminacion
puede ser una consecuencia de las actividades agropecuarias que se realizan en las zonas aledanas al rio, ademads
de las descargas de aguas negras y grises de las comunidades asentadas en sus margenes (Salgado, 2018; Veloz y
Carbonel, 2018).

En la presente investigacion se pudo aislar e identificar cepas de las especies bacterianas Morganella morganii y
Plesiomonas shigelloides provenientes del agua del rio Chibunga (Ver tabla 1). Las mismas son especies bacterianas
que en los Ultimos anos se les ha considerado como patdgenos emergentes, por sus mecanismos de patogenicidad
y sus resistencias y multirresistencia a los antibidticos (Liu et al., 2016; Schuetz, 2019; Bandy, 2020).

Morganella morganii es una bacteria entérica Gram negativa, bacilo anaerdbico facultativo movil que no fermenta
la lactosa y que comparte con los miembros del género Proteus, la capacidad de produccion de ureasa vy la
presencia de fenilalanina desaminasa. Se encuentra ampliomente distribuido en |la naturaleza, tal como en el
medio ambiente y el tracto intestinal de humanos, mamiferos y reptiles como parte de la microbiota normal (O'Hara,
Brenner y Miller, 2000).

A pesar de su importancia actual y de su evolucion como agente patdgeno en infecciones en humanos, son escasos
los estudios sobre la epidemiologia y patogenicidad de Morganella morganii (Laupland et al., 2022), sin embargo,
destaca la presencia de cepas resistentes y multirresistentes a varios antibidticos (Aguiar, 2021; Zaric et al., 2021).

De igual forma, fue posible aislar e identificar cepas de Plesiomonas shigelloides, que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo, mesofilo cuya temperatura éptima de crecimiento para la mayoria
de las cepas estd entre 35°C y 39 °C. Se encuentra en agua dulce y estuarios en zonas con temperaturas superiores a
8 °C. Ademds de los humanos, puede aislarse de animales tales como anfibios, peces, aves y mamiferos (Levin, 2008;
Chen et al., 2013; Cortés-Sanchez et al., 2021).

Plesiomonas shigelloides se ha encontrado asociada a infecciones emergentes humanas tfransmitidas por el agua y
los alimentos, siendo la afeccion mas comun, la gastroenteritis (Wong et al., 2000; Schuetz, 2019). En la actualidad la
mayoria de lasinvestigaciones consideran que es un enteropatdgeno establecido, aunque también se ha demostrado
que el microrganismo causa bacteriemia, sepsis, meningitis, neumonia, osteomielitis, queratitis y ofras enfermedades
no diarreicas, ademads se ha observado la existencia de cepas resistencias y multirresistencia a varios anfibidticos
(Chen et al., 2013; Janda, Abbott y Mclver, 2016; Martins et al., 2019; Deng et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este frabajo, respecto ala presencia de cepas de Morganella morganii y de Plesiomonas
shigelloides, son similares a los senalados para aguas de rios en varias partes del mundo (Aldova, et al., 1999; Gonzdlez-
Rey et al., 2001; Shin et al., 2009; Yamaki et al., 2014; Kim ef al., 2015; Janda et al., 2026; Adesiyan et al., 2019; Ferheen,
et al., 2023) y su presencia puede ser consecuencia de la contaminacion por actividades antropogénicas, entre ellas
la ganaderia y la agricultura, actividades que se realizan en las zonas cercanas al rio Chibunga (Salgado, 2018; Veloz
y Carbonel, 2018).
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Caracteristicas estructurales del mangle rojo (Rhizophora mangle)
en el manglar de Puerto Pizarro (Tumbes, Peru)

Otro de los problemas que se abordd enlainvestigacion fue la presencia de multirresistencia en las bacterias presentes
en el agua delrio Chibunga. El surgimiento de resistencia a multiples agentes antimicrobianos en bacterias patégenas
se ha convertido en una amenaza importante para la salud publica, ya que hay menos, o incluso a veces ninguin
antibidtico efectivo disponible, disminuyendo las posibilidades de éxito en la resolucion clinica e incrementando los
costos del tratamiento, la morbilidad y la mortalidad. El problema delincremento de la resistencia a los antimicrobianos
es aun mads grave cuando se considera el niUmero muy limitado de nuevos farmacos anfibacterianos que estdn en
desarrollo (Cruz, 2015; De Krakeret al, 2016; Cohen, 2022; EInciem et al., 2023).

La resistencia a antimicrobianos estd muy extendida tanto en los ambientes clinicos como ambientales, permitiendo
la aparicion de reservorios que podrian difundirse a fravés de la fransferencia horizontal de genes entre diferentes
bacterias (Durdo, Balbontin y Gordo, 2018).

El proceso mediante el cual una bacteria es capaz de desarrollar un fenotipo de multirresistencia es complejo vy
la adquisicion puede originarse por mecanismos de mutacidon en genes cromosomicos o bien por adquisicion de
genes localizados en estructuras genéticas moviles tales como los pldsmidos, fransposones e integrones. Este Ultimo
mecanismo constituye una via eficaz para la diseminacion de resistencia (Magiorakos et al., 2012; Dimopoulus, Kollef y
Cohen, 2016). Una bacteria se considera multirresistente a antibidticos cuando no es sensible al menos a un antibidtico
de 3 o mds familias antibidticas, es decir, presenta resistencia a multiples anfibidticos clases o subclases (Magiorakos
et al., 2012).

El hallazgo de las cepas de Morganella morganii y Plesiomonas shigelloides multirresistentes a diferentes antibioticos
en al agua del rio Chibunga puede estar relacionadas con su presencia en las descargas fecales del ganado y el uso
de estiércol animal y de aves de corral que se encuentran en los alrededores del rio, asi como residuos generados
por las comunidades aledanas al cauce del rio, situacion similar a lo observado en otras partes del mundo (Jico et
al., 2017; Pornsukarom y Thakur, 2017; Fang et al., 2018; Adesiyan et al., 2019)

En una investigacion realizada por Lopez en el ano 2019, sobre productos agricolas cultivados con aguas del rio
Chanchdn, ubicado en Chimborazo, Ecuador, se encontraron cepas de Plesiomonas shigelloides, sin embargo, las
cepas aisladas mostraron una buena sensibilidad a los antimicrobianos ensayados (Lopez Cuaran, 2019), resultados
diferentes a los obtenidos en el presente trabajo.

CONCLUSIONES

La presencia de bacterias de Morganella morganii como Plesiomonas shigelloides en el rio Chibunga podria traer
consigo serios problemas de salud alas comunidades cercanas al utilizarelagua para consumo doméstico oregadio de
productos agricolas, que al seringeridos no sélo pueden producirinfecciones intestinales sino también extraintestinales,
sobre todo en personas que presenten disminucion de los mecanismos de defensa del organismo, las cuales serian
de dificil fratamiento médico, en especial cuando estan presentes cepas con patrones de multirresistencia a los
antimicrobianos como éstas.

Es importante mencionar que la presencia de cepas multirresistentes a diferentes antibidticos de la especie de
Morganella morganii, en rios, seria el primer reporte de este tipo en Ecuador, y evidencian la necesidad de realizar
estudios de monitoreo ambiental, de maneradeinvestigary gestionarla problemdtica delaresistencia alos antibidticos.

La investigacion ha permitido evidenciar la presencia de bacterias patdgenas como Morganella morganii y
Plesiomonas shigelloides causantes de distintos tipos de infecciones en humanos y en animales en un cuerpo de agua
importante para la agricultura de la provincia de Chimborazo, asi como la presencia de cepas bacterianas con
mulfirresistencia a una variedad de antimicrobianos principalmente a los aminoglucodsidos, cefalosporina de tercera
generacion, monobactdmicos, quinolonas y sulfonamidas los cuales son utilizados en las areas clinicas y veterinaria.
En este sentido, el trabajo indica la importancia de los ecosistemas acudticos como reservorios de bacterias y sus
genes de resistencias a los antibidticos, lo cual resalta la necesidad de realizar estudios microbioldgicos ambientales
para reducir los riesgos sanitarios.
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RECOMENDACIONES

Serecomiendarealizarinvestigaciones similares utilizando ademads de las pruebas microbioldgicas, las moleculares que
permifirian la identificacion y deteccidn de microorganismos, su fipificacion, asi como estudiar los genes involucrados
en la aparicion de resistencia a antibioticos.

Este frabajo tiene algunas limitaciones, en primer lugar, debe ampliarse el niUmero de muestras de agua, asi como los
sifios de toma y en segundo lugar, se debe llevar a cabo la investigacion en épocas diferentes, es decir, durante el
periodo de lluvias y de sequia para conocer suimpacto en la aparicion o no de bacterias infecciosas para el humano.
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