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ABSTRACT

Introduction: river contamination with pathogenic and multidrug-resistant microorganisms is a public health
issue due to its impact on health and its potential to transmit infectious diseases. Objective: To determine
the presence of multidrug-resistant bacteria in irrigation water samples and agricultural products from the
Chachan River.

Method: a descriptive, non-experimental study with a quantitative and cross-sectional approach was
conducted. Water samples were collected from six different points, and pH and temperature were measured.
Additionally, 13 agricultural product samples from the same points were analyzed. The identification and
antimicrobial susceptibility testing of bacteria were performed using the VITEK2 system and amplification
and sequencing of the 16S rRNA gene.

Results: a total of 17 bacterial strains were isolated from the water samples, 16 of which (94 %) belonged
to the order Enterobacterales, including Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, and
Citrobacter diversus. From the agricultural products, 24 bacteria were isolated, including species of
Klebsiella, Stenotrophomonas maltophilia, and Enterococcus faecalis. Antimicrobial resistance was observed
in various strains, notably P. mirabilis, C. diversus, and P. vulgaris with multiple resistances. Resistance was
also identified in pathogenic strains such as Yersinia enterocolitica, Plesiomonas shigelloides, and Aeromonas
hydrophila.

Conclusions: the Chachan River and the agricultural products irrigated with its waters contain multidrug-
resistant bacteria, posing a significant risk to public health. It is crucial to implement control and monitoring
measures to reduce the spread of these pathogens and ensure food safety.

Keywords: Multidrug-Resistant Bacteria; Public Health; Irrigation Water; Agricultural Products; Antimicrobial
Resistance.

RESUMEN

Introduccion: la contaminacion de los rios con microorganismos patdgenos y multirresistentes es un problema
de salud publica debido a su impacto sanitario y su capacidad para transmitir enfermedades infecciosas.
Objetivo: determinar la presencia de bacterias multirresistentes en muestras de agua de riego y productos
agricolas del rio Chachan.

Método: se realizd un estudio observacional descriptivo y transversal. Se recolectaron muestras de agua
en seis puntos diferentes y se midieron pH y temperatura. También se analizaron 13 muestras de productos
agricolas de los mismos puntos. La identificacion y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de las
bacterias se realizaron utilizando el sistema VITEK2 y amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA.
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Resultados: se aislaron 17 cepas bacterianas de las muestras de agua, 16 de las cuales (94 %) pertenecian al orden
Enterobacterales, incluyendo Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii y Citrobacter diversus.
De los productos agricolas se aislaron 24 bacterias, entre ellas especies de Klebsiella, Stenotrophomonas
maltophilia y Enterococcus faecalis. Se observo resistencia antimicrobiana en diferentes cepas, destacando
P. mirabilis, C. diversus y P. vulgaris con resistencias multiples. También se identificaron resistencias en cepas
patogenas como Yersinia enterocolitica, Plesiomonas shigelloides y Aeromonas hydrophila.

Conclusiones: el rio Chachan y los productos agricolas irrigados con sus aguas presentan bacterias
multirresistentes, lo que representa un riesgo significativo para la salud publica. Es crucial implementar
medidas de control y monitoreo para reducir la diseminacion de estos patogenos y asegurar la seguridad
alimentaria.

Palabras clave: Bacterias Multirresistentes; Salud Publica; Agua de Riego; Productos Agricolas; Resistencia
Antimicrobiana.

INTRODUCCION

A nivel mundial, la contaminacion de los recursos hidricos, impulsada por la actividad humana, impacta
la seguridad alimentaria y la sostenibilidad de la biosfera. En ocasiones, las aguas residuales urbanas fluyen
directamente hacia lagos, mares y rios, contribuyendo a la degradacion de los ecosistemas acuaticos. (" Los rios,
en este contexto, pueden actuar como reservorios de cepas altamente resistentes, facilitando la diseminacion
a animales y humanos que dependen del agua.®

Los ecosistemas acuaticos, especialmente aquellos expuestos a actividades humanas como los rios, no
solo son vehiculos cruciales para la propagacion de microorganismos patogenos vinculados a enfermedades
infecciosas, sino que también funcionan como reservorios de bacterias que albergan genes de resistencia a
diversos antibidticos. Esto facilita la transferencia horizontal de estos genes a otras bacterias sensibles a los
mismos, fenomeno conocido como resistomas ambientales. ¢4%67

La dispersion de bacterias y genes resistentes a los antimicrobianos al medio ambiente a partir de residuos
humanos y animales, constituye un problema global con consecuencias significativas para la salud publica. Los
hospitales se consideran uno de los sectores mas contaminantes del mundo.® Las plantas de tratamiento de
aguas residuales, especialmente aquellas dedicadas a las hospitalarias, son puntos criticos para la propagacion
de la resistencia a los antibioticos, lo que representa una amenaza para la salud.®

Las zonas urbanas en rapida expansion se ven especialmente afectadas por el crecimiento poblacional
descontrolado y la falta de avances en el desarrollo de infraestructura. Como resultado, la contaminacion
fluvial emerge como un desafio grave y en constante aumento, los genes de resistencia a los antibioticos son
considerados contaminantes emergentes criticos, por lo que, los ecosistemas acuaticos se presentan como
entornos propicios para la proliferacion de éstos.>' La abundancia de estos genes en el medio ambiente
se ha convertido en una importante preocupacion mundial de salud publica debido al uso generalizado de
antibioticos en los sistemas de salud, la agricultura y la ganaderia. %'

La cuenca del Rio Chanchan, situada en la region Andina del centro de Ecuador en la Sierra Occidental, se
forma mediante la union de los rios Alausi y Guasuntos, entre las montafias de Cruzpungo en la provincia de
Chimborazo. El curso del rio se dirige hacia el oeste y su caudal contribuye al sistema hidrico de la cuenca del
rio Guayas. ™

Las aguas de este rio tienen diferentes usos, entre los cuales se menciona el riego de productos agricolas;
en sus aguas, se vierten aguas residuales locales, lo que concentraria bacterias patogenas que podrian
contaminarlos. La contaminacion del rio se agrava indirectamente debido a la presencia de animales que
transitan libremente por el sector, depositando excrementos que pueden llegar al rio arrastrados por el agua
de lluvia. Ademas, el depdsito de basura a lo largo del cauce convierte al rio en un vertedero, exacerbando
la contaminacion ambiental.™ En Ecuador, se han realizado pocas investigaciones para estudiar las bacterias
resistentes y multirresistentes en ecosistemas acuaticos y productos agricolas irrigados con las aguas de
diferentes cuencas hidrograficas. Estas investigaciones buscan analizar y comprender la influencia y el papel
del ambiente en el creciente problema de la multirresistencia a los antibidticos. (1:17:18.19.20

Se considera esencial comprender el nivel de microorganismos contaminantes y los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de éstos, ya que son potenciales causantes de infecciones en la poblacion local. El presente
estudio tiene como objetivo de determinar la presencia de bacterias multirresistentes en muestras de agua de
riego y productos agricolas del rio Chachan.

METODO
Se realizo6 un estudio descriptivo, con disefio de campo no experimental, enfoque cuantitativo y transversal.
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Sitios de muestreo

Se ubicaron 6 puntos para muestreo de agua del rio Chachan, en Chimborazo, Ecuador, a 3700 m s. n. m.
Se registraron altitud con altimetro, temperatura con termémetro y pH con tiras reactivas (Fisher Scientific).
Las tiras se sumergieron dos segundos en el agua y se esperod diez segundos para observar el cambio de color.

Recoleccion de muestras de agua y productos agricolas

Se realizaron dos campanas de muestreo en cada uno de los sitios seleccionados para recolectar muestras
de agua, con un volumen de 100 mL cada una, recogidas por duplicado en frascos estériles. Estos frascos fueron
luego transportados al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Chimborazo, ubicado en Riobamba, Ecuador.

En cuanto a los productos agricolas evaluados, se recolectaron trece muestras por duplicado de manera
aséptica en bolsas estériles. Las muestras incluyeron lechuga crespa, lechuga repollada, culantro (punto 1);
frutillas y papas (punto 2); zanahorias y habas (punto 3); ocas, papa y mashua (punto 4); culantro y rabano
(punto 5); y habas (punto 6). Todas las muestras fueron selladas herméticamente, codificadas y conservadas en
refrigeracion dentro de un contenedor con hielo durante el transporte hasta el laboratorio de Microbiologia.

Aislamiento y evaluacion de bacterias en muestras de agua y productos agricolas

Para aislar las colonias bacterianas presentes en muestras de agua del rio, se realizaron diluciones seriadas
de cada una en solucion fisioldgica estéril (10", 103, 105y 107). Se sembro un mililitro de la muestra sin diluir
y de cada una de las diluciones mediante la técnica de siembra en superficie. El aislamiento bacteriano se llevo
a cabo utilizando varios medios de cultivo, como cistina electrolito deficiente (Oxoid™) (CLED), agar sangre,
MacConkey, Salmonella-Shigella (Oxoid™) (SS) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (Oxoid™) (TCBS). Todas las
muestras se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas.

Se tomaron 25 g del centro de cada vegetal, triturados en 225 mL de agua peptonada, y se incubaron 24 horas
a 37 °C. Luego, 1 mL se inoculé en 9 mL de agua peptonada e incubd 24 horas a 37 °C. Posteriormente, 10 pL
del cultivo se sembraron en agar MacConkey, agar sangre, CLED, y TCBS, utilizando la técnica de agotamiento.

Las colonias aisladas y seleccionadas se identificaron utilizando el sistema VITEK2 (bioMérieux). Las pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron con VITEK2® (bioMérieux) en agar Mueller-Hinton segun las
pautas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).@"

Identificacion molecular de bacterias aisladas

Las cepas bacterianas se identificaron a nivel de especie mediante el analisis del gen 16S rRNA. El ADN
gendmico se extrajo segiin Hesham A et al.@ La PCR se realiz6 con iniciadores universales 27F y 1492R en un
volumen final de 50 pL. Se analizaron 5 pL del producto amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa
(1 %) tenido con bromuro de etidio. Los amplicones se purificaron con el TaKaRa Agarose Gel DNA Purification
Kit y se secuenciaron en un secuenciador automatico ABI 3730 (Macrogen, Seul, Corea). Las secuencias del gen
16S rRNA se alinearon y compararon con GenBank segiin Hesham A et al.®

Analisis Estadistico de Datos
Los datos se procesaron en tablas descriptivas, utilizando hojas de calculo pertenecientes al sistema
operativo Microsoft Excel 365.

RESULTADOS

En la tabla 1 se detallan las mediciones realizadas en cada estacion, abarcando la altitud, la temperatura
del ambiente y del agua, el pH, asi como los productos agricolas cultivados en las areas cercanas al rio. Se
observa que en los puntos 4, 5y 6, caracterizados por una altitud mas elevada, entre 3720 y 3800 msnm, la
temperatura ambiente oscilé entre 8 y 19°C y la del agua de 6 a 8°Cy un pH de 7 a 8.

Tabla 1. Altitud, temperatura (ambiente y del agua) y pH de las muestras de agua tomadas del rio
Chanchan y los productos agricolas, segin los puntos de muestreo seleccionados

Puntos Lugar Altitud Temp. pH Productos agricolas
(msnm) ambiente

1 Puente Rumichaca 2 300 20 7 Lechuga crespa, lechuga
Alausi repollada y culantro

2 Puente Illibuchi 2 400 19 8 Frutillas y papas

3 Estacion de Tixan 2 860 20 7 Zanahorias y habas

4 Totoras Via Cocan 3760 8 7 Ocas, papa y mashua

5 El Cortijo 3.720 10 6 Culantro y rabano

6 Entrada a Palmira 3 800 19 8 Habas
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En la tabla 2 se detalla el perfil de susceptibilidad de las bacterias aisladas de diferentes puntos del rio
Chachan. La cepa 1 de P. mirabilis mostro resistencia a 5 de los 12 antibioticos evaluados (CT, TE, CIP, AN, SXT,
ATM). La cepa 3 de C. diversus fue resistente a 3 antibidticos (TE, SXT, AX), al igual que la cepa 2 de P. vulgaris
(CT, CIP, AX).

En los productos agricolas procesados de la cuenca del rio Chanchan se revela una variedad de bacterias
presentes en las muestras analizadas. La lechuga crespa present6é la mayor cantidad de cepas bacterianas
aisladas (9 cepas), seguida por la lechuga repollada (4 cepas). E. faecalis fue la bacteria mas frecuente, aislada
de diversos productos como zanahoria, haba, oca, papa, mashua, culantro y rabano (tabla 3).

La tabla 4 presenta el patron de susceptibilidad de las bacterias aisladas. Bacterias de importancia clinica,
como Y. enterocolitica, mostré resistencia a la amoxicilina, mientras que P. shigelloides fue resistente a la
kanamicina, tetraciclina y ciprofloxacina. P. aeruginosa y St. maltophilia presentaron resistencia al aztreonam,
y A. hydrophila a trimetoprim-sulfametoxazol y amoxicilina. De las ocho cepas de E. faecalis, una presento
resistencia a la tetraciclina y ciprofloxacina, y las demas a la ciprofloxacina.

https://doi.org/10.56294/saludcyt20241318
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Tabla 4. Perfiles de susceptibilidad a los antibioticos de las bacterias aisladas de los productos agricolas recolectados en
diferentes puntos del rio Chachan

Puntos de Producto Bacterias GN K TE CIP AN SXT CRO CAZ IPM ATM AX CT VA P
muestreo

Punto 1 Lechuga crespa St. maltophilia s § - S - - - S S R - S - -

K. pneumoniae R R S S S S S S S S R -

C. diversus R R S R S S S S S S S -

Lechuga repollada C. diversu S R S R S S S S S S R -

Culantro E. aerogenes S R S S S S S S S S R -

Aeromona hydrophila S S S S S R S S S S R -

P. shigelloides S R R R S S S S S S S -

K. oxytoca S R S R S S S S S S S -

Y. enterocolitica S S S S S S S S S S R -

Punto 2 Frutilla K. oxytoca S R R S S S S S S S R - -

Papa P. aeruginosa s S - S S S R - S -

E. faecalis S R - S S S

Punto 3 Zanahoria E. faecalis S R - S S S

Habas C. amalonaticus s § S S S S S S S S R -

E. faecalis S R - S S S

Punto 4 Mashua E. cloacae s S S S S S R S S S S = =

E. faecalis R R S S S

Punto 4 Ocas E. faecalis S R S S S

Papas E. faecalis S R S S S

Punto 5 Culantro E. faecalis S R - - - - - - S S S

E. cloacae s S S S S S S R S S R - -

Rabano E. faecalis S R - - - - - - S S S

Punto 6 Habas K. pneumoniae S R S S S S S S S S R - -

Leyenda: Tetraciclina (TE), Sulfamethoxazol/Timetropin (SXT), Ceftriaxona (CRO), Azithromycina(AZM), Aztreonam (ATM),
Imipenem (IPM). Kanamycina (K), Gentamicina (CN), Ceftazidima (CAZ), Amoxicillina (AX), Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico
(AN), Colistina (CT), Vancomicina (VA), Penicilina (P).

Para identificar las bacterias seleccionadas, se realizd la amplificacion y secuenciacion de su region 165
rRNA. Los aislados presentaron fragmentos amplificados por PCR de aproxi madamente 1500 pb (figura 1).
La alineacion de las secuencias del gen 16S rRNA de estos aislados con las secuencias obtenidas mediante la
busqueda BLAST revelo una identidad de hasta el 100 %.

PB M C- C+ 1 2 3 4 5 6 7 8

1500
1000 I
800 I
700

600 i

400 |
Figura 1. ADN amplificado del gen 16S rRNA para los aislamientos de E. faecalis. Carril M: marcador de ADN; C -: control
negativo; C+: control +; Carril 1 al 8: cepas de E. faecalis

DISCUSION

La cuenca del Rio Chanchan se encuentra en la region Andina del centro de Ecuador, en la Sierra Occidental.
Se forma por la union de los rios Alausi y Guasuntos, entre las montanas de Cruzpungo, en la provincia de
Chimborazo. Este estudio analizod los factores ambientales que influyen en el crecimiento bacteriano en esta
region.

Los factores ambientales, tanto fisicos como quimicos, son fundamentales en la dinamica del crecimiento
bacteriano. En general, temperaturas mas altas y un pH neutro a ligeramente alcalino (7-8), como se observo
en esta investigacion, son condiciones que pueden favorecer el desarrollo bacteriano, son 6ptimas para muchas
especies de bacterias. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Shao K et al.?» quienes también
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encontraron que las temperaturas elevadas y un pH neutro favorecen el crecimiento bacteriano en cuerpos de
agua similares.

En el presente estudio, el 94,0 % de las bacterias aisladas del rio Chanchan pertenecian a Enterobacterales,
lo que reafirma la presencia generalizada de este grupo de microorganismos como indicadores de contaminacion
fecal en los rios de la region. Estos resultados coinciden con investigaciones anteriores realizadas en muestras
de los rios Chambo, Guano y Guamote, donde también se evidencié contaminacion por Enterobacterales y E.
faecalis.(17:18:19

Las similitudes entre los estudios resaltan una tendencia preocupante en la calidad microbioldgica de las
fuentes hidricas de la region. Las actividades agricolas y ganaderas, junto con la disposicion inadecuada de
aguas residuales, se identifican como las principales causas de esta contaminacion.?® Los resultados de este
estudio no solo corroboran hallazgos previos, sino que también subrayan la necesidad urgente de implementar
estrategias de gestion y monitoreo de la calidad del agua para mitigar la contaminacion microbiologica en los
rios de la zona.

En relacion con las bacterias aisladas de los productos agricolas regados con las aguas de este rio, se
identificaron cepas de A. hydrophila, P. shigelloides y Y. enterocolitica. La presencia de estas especies
representa un riesgo significativo para la salud plblica, ya que son patdgenas y pueden causar infecciones
gastrointestinales, especialmente en individuos con sistemas inmunodeprimidos, asi como en nifios pequeios
y ancianos. La presencia de estas bacterias puede estar relacionadas con 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 aledaias al cauce del rio, situacion similar a lo observado en otras partes del
mundo.®)

El principal problema abordado en este estudio fue la presencia de multirresistencia en las bacterias
aisladas del agua del rio Chanchan, asi como en los productos agricolas irrigados con sus aguas. En los Gltimos
anos, el aumento de bacterias resistentes y multirresistentes a antibidticos de uso humano y veterinario en
ambientes acuaticos ha puesto de relieve la necesidad de un enfoque integral para el control y la vigilancia
epidemioldgica. Esto implica considerar el ambiente como un componente crucial de la salud publica, lo que
ha dado lugar a la perspectiva de “Una Salud” o “One Health”. @)

Las bacterias resistentes a los antibidticos ingresan a los habitats acuaticos a través de fuentes humanas
y animales, de esta manera, pueden transmitir sus genes de resistencia a microorganismos presentes en esas
fuentes hidricas,® se sabe que, es asi como se ha propagado a nivel mundial la resistencia, representando
una amenaza multidimensional. Los antibioticos y otros, como los metales pesados, tienen origenes y rutas
de viaje comparables; por lo tanto, eventualmente coexistiran en los habitats acuaticos. Ademas, a pesar
de los avances, las tecnologias de tratamiento existentes no estan disenadas para eliminarlos, y no existen
regulaciones sanitarias publicadas que proporcionen orientacion sobre como manejarlos.®®)

El hallazgo en este estudio de cepas de A. hydrophila, P. shigelloidesy Y. enterocolitica resistentes a diferentes
familias de antibidticos, como betalactamicos, sulfametoxazol/trimetoprima, aminoglucdsidos, tetraciclinas y
quinolonas, representa un riesgo significativo para la salud pUblica. Estas bacterias pueden causar infecciones
dificiles de tratar, especialmente en poblaciones vulnerables. Ademas, su presencia en productos agricolas
afecta la seguridad alimentaria y expone a la poblacion a riesgos sanitarios.

De manera similar, otros estudios han informado la presencia de cepas del género Aeromonas en productos
agricolas regados con aguas del rio Guano, con una resistencia del 100 % a la amoxicilina y una sensibilidad
disminuida del 66,66 % al imipenem.(” Asimismo, en las aguas de riego del rio Chibunga, se ha reportado
cepas de P. shigelloides resistentes a ceftazidima, aztreonam, ciprofloxacino, acido nalidixico y trimetoprima-
sulfametoxazol.®

Es importante sefnalar que la mayoria de las cepas de E. faecalis aisladas de productos agricolas mostraron
resistencia a las quinolonas. Este hallazgo coincide con investigaciones previas que documentan la presencia de
estas cepas en entornos acuaticos, resistentes a esta familia de antibioticos.®? La relevancia de esta bacteria
en cuerpos hidricos se destaca por varios factores criticos: actia como indicador de contaminacion, posee la
capacidad de transferir genes de resistencia, representa riesgos para la salud publica, afecta la biodiversidad
y es fundamental en programas de monitoreo y gestion ambiental.

Las bacterias aisladas en este estudio fueron identificadas mediante la secuenciacion del gen del ARN
ribosomico 16S, una herramienta importante para determinar las relaciones filogenéticas entre bacterias.®"

CONCLUSIONES

Esta investigacion confirma la presencia de bacterias multirresistentes en el rio Chachan y en productos
agricolas regados con estas aguas, lo que representa un riesgo significativo para la salud publica y la seguridad
alimentaria.
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