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RESUMEN

Las embarcaciones recreativas del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno acogen a
visitantes nacionales e internacionales y las aguas de la laguna cuenta con afluencia de
aguas residuales, ambos aspectos podrian ser fuente de origen y diseminacion de bacterias
resistentes a los antibidticos. En tal sentido el objetivo general fue evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli y Staphylococcus aureus aisladas de
embarcaciones recreativas y aguas del Malecén Los Incas de la ciudad de Puno. Para ello
se evaluaron 24 muestras que procedieron de pasamanos y timones de la embarcacién
recreativa y las aguas del malecon. Fueron cultivados en agar EMB para aislar
Escherichia coli y agar Manitol Salado para Staphylococcus aureus, luego se realizaron
las pruebas bioquimicas. La susceptibilidad antimicrobiana se determind mediante el
método de Kirby Bauer. Escherichia coli tuvo una susceptibilidad antimicrobiana similar
a los antibioticos en aislamientos de los pasamanos (X 2:=11.50; P=0.0741) y timones (X
2.=7.58; P=0.2706), respectivamente, de similar forma en aislamientos de las zonas sur
(X % =1.14; P=0.7667) y norte (X % =5.45; P=0.1419). Staphylococcus aureus tuvo una
susceptibilidad antimicrobiana similar a los antibidticos en aislamientos de los pasamanos
(X% =9.52; P=0.1462) y timones (X %c =3.13; P=0.3719), respectivamente; mientras tanto,
en aislamientos de las zonas sur (X % =17.33; P=0.0081) y norte (X %c =24.00; P=0.0005)
fueron diferentes frente a los antibidticos. Se concluye que la sensibilidad de E. coli a los
antibidticos evaluados fue similar tanto en los aislamientos provenientes de
embarcaciones como en las aguas, mientras que S. aureus mostré diferente variabilidad

frente a ampicilina, ceftazidima, tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol.

Palabras clave: Antibidticos, Escherichia coli, Malecon Los Incas, Staphylococcus

aureus, Susceptibilidad, Resistencia antimicrobiana.
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ABSTRACT

The recreational boats of the Malecon Los Incas in the city of Puno receive national and
international visitors and the waters of the lagoon have an influx of wastewater, both
aspects could be a source of origin and dissemination of bacteria resistant to antibiotics.
In this sense, the general objective was to evaluate the antimicrobial susceptibility of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus isolated from recreational boats and waters
of the Malecon Los Incas in the city of Puno. For this purpose, 24 samples were evaluated
that came from handrails and rudders of the recreational boat and the waters of the
boardwalk. They were cultured in EMB agar to isolate Escherichia coli and Mannitol
Salted agar for Staphylococcus aureus, then biochemical tests were performed. The
antimicrobial susceptibility was determined by the Kirby Bauer method. Escherichia coli
had a similar antimicrobial response to antibiotics in isolates from the handrails (X %
=11.50; P=0.0741) and rudders (X 2. =7.58; P=0.2706), respectively, and similarly in
isolates from the south (X % =1.14; P=0.7667) and north (X % =5.45; P=0.1419) zones.
Staphylococcus aureus had a similar antimicrobial response to antibiotics in isolates from
the handrails (X % =9.52; P=0.1462) and rudders (X % =3.13; P=0.3719), respectively;
Meanwhile, in isolates from the southern (X 2. =17.33; P=0.0081) and northern (X %
=24.00; P=0.0005) areas, they were different against antibiotics. It is concluded that the
sensitivity of E. coli to the evaluated antibiotics was similar both in the isolates from
vessels and in the waters, while S. aureus different variability against ampicillin,

ceftazidime, tetracycline and trimethoprim-sulfamethoxazole.

Keywords: Antibiotics, Escherichia coli, Puno seawall, Staphylococcus aureus,

Susceptibility, Antimicrobial resistance.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Escherichia coli y Staphylococcus aureus aisladas de las aguas residuales se
constituyen en fuentes antropogénicas de bacterias resistentes a los antibioticos
portadoras de genes de resistencia, debido a que es un ambiente ideal para la transferencia
horizontal de genes (Moreno et al., 2021). Por otro lado, Rocha et al. (2017) manifiestan
que el agua de las plantas de tratamiento de aguas residuales fomenta la resistencia a los
antibidticos a sus linajes filogenéticos mediante la transferencia vertical y en forma
horizontal a microorganismos de su entorno. Se debe resaltar también que las bajas
concentraciones de antibioticos en las aguas residuales no inhiben las bacterias, pero
contribuyen a crear resistencias con facilidad, inclusive a originar resistencia cruzada a
antibiodticos de dos 0 més grupos antibacterianos denominadas también multirresistentes,
inclusive reportandose bacterias extremadamente resistentes o panresistentes, las cuales

no pueden ser tratadas con ningun antibiético (Lood et al., 2017).

Por todo lo expuesto parrafos arriba, la investigacion se realizé para estudiar la
presencia de microorganismos bacterianos como Escherichia coli y Staphylococcus
aureus con probable resistencia a los antimicrobianos, en razén de que ambas bacterias
son parte de la microbiota normal humana y estarian establecidos en los puntos de
manipulacion de las embarcaciones recreativas y de los cuerpos acuaticos contaminados
por aguas residuales, como lo es el Malecon Los Incas de la ciudad de Puno, de tal modo
que las autoridades de salud competentes deberan de tomar las medidas preventivas

necesarias para mitigar la diseminacién de bacterias con resistencia antimicrobiana.

En la investigacion se evalud la resistencia antimicrobiana que presentan las

14
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bacterias aisladas desde las embarcaciones recreativas y las aguas de la laguna del
Malecon Los Incas de la ciudad de Puno, en razén de que son alquiladas temporalmente
por nifios, jovenes y adultos para realizar paseos en la laguna, y muchos de ellos son
visitantes de la region, nacionales e internacionales, los cuales pueden ser portadores de
microorganismos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus con fenotipos de
resistencia antimicrobiana, constituyéndose en un reservorio de dispersion de dichos
microorganismos. En el presente estudio, se reportan las respuestas antimicrobianas de
las bacterias aisladas desde las agarraderas, el timon, los pasamanos entre otros puntos de
manipulacion de las embarcaciones recreativas y las aguas del Malecon Los Incas de la

ciudad de Puno.

Por tales motivaciones la investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus aisladas de embarcaciones recreativas y aguas del Malecén Los Incas de
la ciudad de Puno.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli aisladas de
embarcaciones recreativas y aguas del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno.
- Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus aisladas

de embarcaciones recreativas y aguas del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno.

15
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Husserl y Camero (2021), en la Universidad de Los Andes determinaron que el
afluente y efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) fue portadora
de Enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae)

resistentes a cefalexina, azitromicina, amoxicilina y ciprofloxacina.

Moreno et al. (2021), al caracterizar la microbiologia de aguas servidas de la
Chimborazo (Ecuador) obtuvieron coliformes con alto grado de multiresistencia en
bacterias Edwardsiella tarda, Salmonella paratyphi, Staphylococcus aureus y Shigella
flexneri, confirmando que la calidad sanitaria del agua se encuentra fuera de los
parametros microbioldgicos, debido a la elevada concentracion de coliformes y la
presencia de especies bacterianas como Escherichia coli, Edwarsiella tarda, Shigella
flexneri, Klebsiella pneumoniae, Salmonella paratyphi, Pseudomona oryzihabitans y

Staphylococcus aureus.

Talavera et al. (2021), determinaron la prevalencia de los genes gnrB , gnrA'y
blaTEM en Escherichia coli , analizando 37 aislamientos bacterianos. Los resultados
mostraron que la mayor resistencia se observo frente a tetraciclina (86.4 %), seguida de
trimetoprim-sulfametoxazol (51.3 %), ampicilina. y &cido nalidixico (48.6 %). Ademas,

se identifican los genes gnrAy gnrB enel. 8,1 %y 29,7 % de las cepas, respectivamente.

Oliveira et al. (2020), reportan que las plantas de tratamiento de aguas residuales

(PTAR) son las principales fuentes antropogénicas de determinantes de resistencia, pero
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son escasos los estudios, de 35 aislamientos el 40.6 % fueron resistentes a penicilina, el
8.6 % a eritromicina y 2.8 % a quinolonas, fueron sensibles en el 57.1 % a clindamicina,
asimismo 27 aislamientos produjeron penicilinasa, concluyendo que las PTAR son
importantes difusoras de la resistencia al complejo antibidtico macrélido — lincosamida —

estreptogramina B.

Romero (2020), en Bolivar (Ecuador) caracterizo la resistencia antimicrobiana de
Escherichia coli aisladas de aguas residuales vertidas al rio Chimbo, registrando cepas
resistentes a antimicrobianos betalactdmicos y la cefotaxima, concluyendo que el citado

rio posee una contaminacién bacteriana de alto riesgo.

Zapata et al. (2020), manifiestan que el uso excesivo de los antibidticos y su
traspaso a las aguas residuales y ecosistemas acuaticos, ocasionan alteraciones y afectan
la salud publica a causa de la proliferacion de bacterias resistentes a los antibioticos y sus

genes de resistencia antimicrobiana.

Martinez et al. (2020), registran la persistencia de patotipos diarreicos de
Escherichia coli y su resistencia a algunos antibiéticos en las PTARs, lo cual podrian
originar un desequilibrio en el medio acuético y afectar la salud humana, las cepas fueron
sensibles 93 % a tetraciclina, 80 % a levofloxacino, gentamicina, amoxicilina, ceftriaxona
y amikacina; 77 % a cloranfenicol; 68 % a ceftazidima; 65 % a cefotaxima, y 60 % a
meropenem Yy trimetoprima/sulfametoxazol. Ninguna tuvo la capacidad de producir

betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Aradujo et al. (2020), en la Universidad de Piaui (Brasil), en los pasamanos de la
rampa, las manijas del bafio para varones de la biblioteca, manija y asientos del centro

académico realizaron hisopados de sus superficies encontrando bacilos Gram negativos
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y cocos Gram positivos, indicando presencia de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus, por tanto, las personas que acuden a la universidad corren riesgo en su salud.

Cadillo et al. (2019), en el Servicio de Laboratorio del Hospital Cayetano Heredia,
las ligaduras de toma de muestra presentaron el 100 % presencia bacteriana, 48.7 %
contaminadas con una bacteria, 51.3 % contaminadas con 2 bacterias, entras las
enterobacterias Escherichia coli fue la més prevalente, seguido de bacilos Gram negativos
no fermentadores y coco Gram positivos, constituyéndose en una posible causa de

contaminacion en pacientes que acuden a la toma de muestra.

Arroyave et al. (2019), en Antioquia (Colombia) evaluaron ambientes y
superficies de una clinica veterinaria, aislando 28 agentes bacterianos nosocomiales, entre
ellas se citan a Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus sp, los cuales estan

relacionados con las infecciones asociadas a hospital veterinario.

Edipcia y Corrales (2019), determinaron que en 97 aislamientos de
Staphylococcus aureus a partir de hisopados nasales, piel, tejidos blandos y aguas
residuales, el 54 % portaba el gen mecA es decir eran Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina (SARM), en su mayoria fueron resistentes fenotipicamente a oxacilina, el
4.1 % fueron portadores del gen mecA, pero sensibles a oxacilina, el 11 % fueron
resistentes a oxacilina sin portar mecA y concluyeron que existe la presencia de cepas con

resistencia a oxacilina en muestras clinicas, hisopados nasales y de aguas residuales.

Pérez (2019), en el Municipio de Ledn (Nicaragua) logré determinar que
Escherichia coli antibidtico resistente esta presente en aguas residuales, donde el 8 %
mostré multiresistencia a cefalosporinas, fenicoles, aminoglucoésidos y carbapenémicos,

el 92 % produjo enzimas BLEE, carbapenemasas en el 7 % y 1 % produjeron enzimas
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tipo Amp-C.

Cordero (2018), en Puebla (México) manifiesta que el rio Atoyac posee descargas
industriales y domésticas, la carga microbiana es resistente a metales pesados como
molibdeno, hierro, cobalto y cobre y revel6 que Escherichia coli agente etioldgico de

procesos diarreicos es capaz de sobrevivir y tener resistencia a antibidticos y metales.

Amado (2018), manifiesta que el agua potable y agua cruda del distrito de Majes,
presentd recuentos de coliformes totales y fecales de 0 NMP/100 ml a 4200 NMP/100 mi
superando el LMP y el ECA categoria 1 — Al, identificAndose a Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,

Citrobacter diversus y Citrobacter freundii.

Barreto et al. (2016), reportaron cepas de Escherichia coli enterotoxigénica con
codigos de referencia A-1 (0149: K91: K88ac) y E68- | (0141: K85: K88ab) cultivadas
en agar Mueller Hinton, evidenciando la capacidad que tiene el cobre en inducir
antibiorresistencia bacteriana in vitro, otro aspecto que los productores deben considerar

cuando emplean sales de este metal como promotores de crecimiento.

Herrera y Toribio (2012), en la ciudad de Cusco (Pera), evaluaron la calidad
higiénico sanitaria de superficies de los puestos de expendio de alimentos y bebidas del
mercado San Pedro, indicando que los recuentos bacterianos en el 82.2 % de las
superficies inertes presentaron coliformes totales, 4.4 % present6 Salmonella sp y el 37.8

% presentaron Staphylococcus aureus en las manos de los trabajadores.

Seiler y Berendonk (2012), establecieron que cuando los metales pesados se
acumulan en ambientes naturales a concentraciones criticas pueden desencadenar en las

bacterias, selecciones que instauran tolerancia a los iones, la cual esta emparejada con la
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resistencia a los antibioticos.

Martinez et al. (2010), aislaron bacterias resistentes a antibioticos y a metales
pesados en el rio Almendares (Cuba) presentando resistencia a plomo y cromo (0.5, 1.0
y 1.5 mM), entre ellas las bacterias Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus,

Acinetobacter, Bacillus y Neisseria.

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Babhia interior de Puno

La Bahia Interior de Puno es una pequefia porcion del lago Titicaca,
ubicada al sur de Pert, en Sudameérica, y aunque representa menos del 1 % de la
superficie total del lago, aln ofrece importantes beneficios ambientales, a pesar
de que su capacidad ecoldgica esta sobrecargada (Loza et al., 2016). Ademas,
tiene un gran valor para el ecoturismo. Esta area sufre el impacto del vertido de
aguas residuales provenientes de la ciudad de Puno, lo que acelera el proceso de
eutrofizacion. También se ve afectada por el transito de embarcaciones turisticas
y la entrada ilegal de aguas residuales mezcladas con aguas pluviales. Estos
factores de degradacion alteran la estructura natural y el funcionamiento de los
ecosistemas, afectando su capacidad para ofrecer bienes y servicios ecosistémicos,

asi como la llegada de turistas (Zilio et al., 2017).

Las aguas resultantes de actividades humanas contienen residuos que no
corresponden a las condiciones normales del agua, lo que provoca la degradacion
de los cuerpos de agua cuando se vierten sin un tratamiento adecuado. El
crecimiento urbano incrementa el consumo de agua, lo que a su vez genera un

mayor volumen de aguas residuales que son descargadas en alcantarillados y
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sistemas de drenaje (Costa, 2021). Estas aguas provienen de actividades
domésticas como la limpieza, la preparacion de alimentos, el uso de servicios
higiénicos y el lavado de ropa, etc. Estin compuestas principalmente por una
mezcla de heces humanas y animales, agua gris y orina, por lo que contienen un
alto nivel de materia orgénica, junto con compuestos quimicos como detergentes

lejia y microorganismos patdgenos (Romero, 2020).

La presencia de Escherichia coli en aguas residuales es un problema actual
ya que puede intercambiar genes que confieren alta resistencia a los antibioticos
mediante mecanismos de transferencia horizontal. Los ambientes contaminados
se convierten en focos de origen de bacterias resistentes, principalmente debido a
la conjugacion bacteriana, que facilita el intercambio de genes de resistencia a

antimicrobianos y metales pesados (Coila, 2017).

2.2.2 Embarcaciones recreativas

Es un medio de transporte acuatico con un fondo concavo y varios
componentes, incluyendo una cubierta que puede estar hecha de materiales como
madera, metal, fibra de vidrio u otros que le permiten flotar en el agua. Estas
embarcaciones son utilizadas para diversas actividades en rios, mares o lagos. La
clasificacion de un barco depende de sus caracteristicas fisicas especificas y de la
funcién para la cual fue disefiado, asegurando que pueda navegar de manera
segura en el cuerpo de agua para el que fue construido. Abarcando desde veleros
del siglo XI1I tipo Bergantin, hasta barcos modernos de diversa resistencia, como

cruceros o yates destinados a viajes recreativos (Frias, 2022).

21

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figural

Embarcaciones recreativas del Malecén Los Incas de Puno.

Fuente: Elaboracién propia.

2.2.3 Escherichia coli

2.2.3.1 Clasificacion taxondmica

Dominio:
Filo:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Bacteria
Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae
Escherichia

Escherichia coli (Hold y Hendricks, 1994)

22

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

2.2.3.2 Caracteristicas

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Forma parte del microbiota
intestinal humana, generalmente permanece confinada en el lumen
intestinal. En individuos inmunosuprimidos cuando superan las barreras
gastrointestinales, las cepas de Escherichia coli pueden causar infecciones,
provocadas en las superficies de las mucosas o diseminarse por todo el

cuerpo causando enfermedades entéricas y diarreas (Tallon et al., 2005).

Para la identificacion del grupo patdgeno, Kauffman realizo el
esquema de serotipificacion, que incluye 112 flagelares (H), 176 antigenos
somaticos (O), y 60 capsulares (K). El antigeno "O" determina el
serogrupo, mientras que la identificacion de los antigenos somatico y
flagelar (O) define el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro

clinico especifico (Myers et al., 2012).

Se han identificado seis grupos de Escherichia coli que son
responsables de causar diarrea: enterohemorrdgica (EHEC),
enterotoxigénica (ETEC), adherencia difusa (DAEC), enteropatdgena
(EPEC), enteroagregativa (EAEC) y enteroinvasiva (EIEC). Las bacterias
pueden ser aisladas e identificadas basandose en sus caracteristicas
bioquimicas o serolégicas. Su patogenicidad se determina a través de
cultivos celulares, modelos animales, y técnicas moleculares que detectan

la presencia de genes implicados en estos mecanismos (Rodriguez, 2002).
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Escherichia coli, constituye uno de los principales problemas de
salud publica en los paises en vias de desarrollo, especialmente entre los

nifios, lo que hace esencial un diagnostico preciso (Toma et al., 2003).

2.2.3.3 Genes de resistencia de Escherichia coli

La resistencia esté codificada por la expresion de enzimas que son
regulados por varios genes, porinas, proteinas de membrana, mutaciones
en la molécula diana y bombas de eflujo. Estudios recientes han
identificado mutaciones especificas vinculadas a la resistencia, como gnr,

pmrB, glpT y la variante blaTEM (C32T) (Ayzanoa, 2024).

Se han reportado estudios indicando que E.scherichia coli presenta
diversas mutaciones en genes Yy regiones especificas las cuales
desempefian un papel crucial en la resistencia a diferentes antibioticos
(Bhuta y Saeed, 2008; Mori et al., 2022). Entre estos, las mutaciones gnr,
pmrB y glpT se han identificado como determinantes significativas de
resistencia (Leekitcharoenphon, 2022; Phan et al., 2017). La mutacion
puntual del gen gyrA, que codifica la topoisomerasa I, ha sido asociado
con resistencia a quinolonas (Vinue, 2018), mientras que pmrB, un
regulador de la resistencia a polimixinas, ha demostrado influir en la
capacidad de Escherichia coli para resistir a este tipo de antibidticos. Este
altimo es conocido como droga de Gltimo recurso, es utilizado para

tratamientos clinicos (Hooper y Jacoby, 2015).

El gen glpT, transportador de glicerol-3- fosfato, ha sido implicado

en la resistencia a fosfomicina (Sharma et al., 2022). Ademas, la variante
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blaTEM C32T del gen blaTEM, responsable de la produccion de beta-
lactamasas, se ha vinculado con la resistencia a betalactamicos debido a

una variante en el promotor 3 (Silver, 2017).

2.2.4 Staphylococcus aureus

2.2.4.1 Clasificacion taxondémica

Dominio: Bacteria
Filo: Bacillota
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: Staphylococcus aureus Rosenbach (1884)

2.2.4.2 Caracteristicas

Esta formado por cocos Gram positivos que tienen un diametro de
0.5 a 1.5 um, pueden presentarse agrupadas en racimos. Estas bacterias no
presentan movilidad, son anaerobias facultativas, no forman esporas ni
poseen capsula, sin embargo, algunas cepas son capaces de desarrollar una
capsulade limo. Son productores de catalasa, una enzima que descompone
el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre, que permite diferenciar
el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus. El
género Staphylococcus incluye mas de 30 especies, los cuales muchos son
habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas (Kuroda et al.,

2001).
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Los estafilococos crecen en medios quimicos con glucosa, sales,
acido nicotinico, tiamina y aminoécidos. En medios con suplemento con
pH de 4.8 a 9.4 y a temperaturas que oscilan de 25 y 43 °C. Presenta
colonias amarillas que es un color caracteristico de Staphylococcus aureus
producto de los carotenoides, muchas cepas también presentan variantes

no pigmentadas (dos Santo et al., 2007).

2.2.4.3 Genes de resistencia de Staphylococcus aureus

El genoma de esta especie presenta una estructura circular con un
tamafo aproximado de 2,8 megabases (Mb) y un contenido reducido de
guanina y citosina (GC), que corresponde al 33 % del total. Este genoma
incluye alrededor de 2600 marcos de lectura abiertos, que representan el
84.5 % del total del genoma (Washigton, 2009). Las comparaciones
gendmicas indican que el 50 % de las proteinas codificadas en el
cromosoma de Staphylococcus aureus son muy similares a las de Bacillus
subtilis, determinando que ambos microorganismos compartieron un
ancestro comun. Una caracteristica del genoma de Staphylococcus aureus
es la presencia de numerosos elementos moviles, como plasmidos,
secuencias de insercién y transposones, que contienen factores de
virulencia y resistencia a diversos antimicrobianos que han ayudado a
comprender los mecanismos de conjugacion, transformacion y
transduccion del material genético a través de plasmidos moviles (Kuroda

etal., 2001).

Las infecciones nosocomiales causadas por cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SAMR) son un grave
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problema de salud global. Este microorganismo puede provocar una
amplia gama de infecciones, como osteomielitis, endocarditis invasora,
artritis séptica y septicemia. La capacidad de multirresistencia es un factor
clave en la persistencia de los SAMR en el entorno hospitalario

(Velasquez, 2005).

Existen varios tipos de transposones que presentan diferentes
mecanismos de resistencia: el Tn551, que confiere resistencia a la
eritromicina a travées del gen ermB; el Tn4001, que proporciona resistencia
a la kanamicina, tobramicina y gentamicina; y el Tn4003, concede
resistencia a la trimetoprima. Ademas, el Tn552 lleva el operdn bla, el cual
que otorga resistencia a la penicilina mediante la produccion de
penicilinasa. Por otro lado, el Tn554 se encuentra en el cromosoma de S.

aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Novick, 2003).

2.2.5 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia es una estrategia de supervivencia que tienen los
microorganismos para contrarrestar uno 0 mas antimicrobianos, por medio de
mecanismos que reducen la inhibicion de los farmacos, este fendmeno afecta a
bacterias, hongos, virus y protozoos. Sin embargo, la alta resistencia supera la
capacidad de desarrollar nuevos farmacos y estrategias de prevencion (Bisso,

2018).

Las bacterias utilizan diversos mecanismos para esquivar los efectos de los
antibidticos, asi como la inactivacion de los antimicrobianos y modificacion

enzimatica, la restriccion de los farmacos a sus blancos celulares, y la
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modificacion o eliminacion completa de estos blancos. Entre las enzimas de
inactivacion mas relevantes se encuentran las betalactamasas que modifican los
aminoglucosidos. La restriccion del acceso a los antibioticos puede ocurrir
mediante alteraciones en la permeabilidad de la membrana, como la inactivacion
de los canales de porina, la formacion de bombas de eflujo 0 mecanismos que
atrapan el agente antimicrobiano antes de que llegue a su blanco. La modificacion
del blanco celular se produce a través de mutaciones en genes especificos, la girasa
y las topoisomerasas, para conferir resistencia a las fluoroquinolonas (Bisso,

2018).

Los genes de resistencia se transmiten horizontalmente entre
microorganismos, incluso entre diferentes especies, ocurre a través de
transposones, que son elementos genéticos maéviles capaces de moverse dentro y
fuera del cromosoma bacteriano. La transmision de resistencia es especialmente
frecuente entre las bacterias Gram negativas de la flora gastrointestinal. Ademas,
el biofilm que se forma en las paredes de los catéteres no solo proporciona un
entorno propicio para el crecimiento de flora colonizante, sino que también
favorece el intercambio de mecanismos de resistencia entre los microorganismos

presentes (Bisso, 2018).

2.2.5.1 Mecanismos de resistencia

Para que un antibiotico sea efectivo, debe ingresar a la bacteria,
permanecer intacto hasta llegar a su objetivo y luego unirse al sitio
especifico donde ejercerd su accion. Las bacterias emplean varios
mecanismos para evitar la accion del antibi6tico, como reducir o impedir

su entrada modificando la permeabilidad de la membrana, alterando el
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transporte activo del antibidtico o generando mecanismos de expulsion
activa. Si el antibiotico logra superar estas barreras, enfrenta sustancias
como enzimas producidas por las bacterias que modifican su estructura e

inactivan el farmaco (Scherer et al., 2016).

Las bacterias pueden alterar o modificar sus sitios de unién para
los antibioticos, lo que impide que el farmaco ejerza su efecto. Asi como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, el Streptococcus
pneumoniae resistente a la penicilina y el Enterococcus multirresistente.
Estos mecanismos de resistencia se desarrollan a través de cambios en la
informacidn genética de la bacteria, que pueden ser variaciones simples o
modificaciones en grandes segmentos del genoma, como ocurre con los
transposones. La bacteria es capaz de almacenar esta informacién para su
uso futuro y también transferirla dentro de su especie u otras especies a

través de plasmidos o bacteriéfagos (Scherer et al., 2016).

2.2.5.2 Principales mecanismos de resistencia

— Bombas de eflujo: Se encarga transportar al antimicrobiano hacia
el exterior de la célula sin modificaciones y accion antimicrobiana.
Para ello, la bacteria dispone de bombas de expulsion dependientes
de energia, que pueden comportarse como sistemas de eliminacion

de uno o varios antibidticos (Abreu et al., 2011).

— Modificacion o inactivacion del antibidtico mediante enzimas
hidroliticas: Es el mecanismo mas comun de resistencia adquirida

y consiste en la produccion de enzimas que hidrolizan al
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antimicrobiano (Tenover, 2006). Las bacterias son productores de
enzimas que inactivan los antibidticos, siendo las betalactamasas
las mas relevantes. En las bacterias Gram positivas, las enzimas son
plasmidicas, extracelulares e inducibles; mientras que, las Gram
negativas, normalmente son plasmidicas o pueden ser derivadas de
transposones que suelen ser constitutivas y localizadas en el
periplasma. Las betalactamasas, son enzimas especializadas en la
inactivacion de antibioticos, logrando este efecto mediante la
hidrdlisis del anillo betalactdmico. Asimismo, existen otras
enzimas que modifican aminoglucosidos o que pueden inactivar el
cloranfenicol, las tetraciclinas y los macrélidos (Cabrera et al.,

2007).

— Bloqueo de la penetracién del antibacteriano mediante
modificacion del sitio activo: Se traduce en una pérdida de la

afinidad y por ende le impide ejercer su accion (Abreu, 2011).

— Alteracién o disminucion de la permeabilidad de la membrana
celular bacteriana: Son los cambios en el diametro y/o nimero de
porinas que bloquean el ingreso del antimicrobiano a la bacteria, el
cual no puede penetrar la superficie bacteriana y alcanzar el nucleo
celular (Tenover, 2006). Es un mecanismo importante en las
bacterias Gram negativas, pues poseen canales proteicos
denominados porinas que permiten o impiden el paso de moléculas
hidrofobicas (Abreu, 2011). Las bacterias pueden alterar diversos

objetivos para dificultar o impedir la accion de los antibiéticos. Por
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ejemplo, pueden modificar la ADN girasa para resistir las
quinolonas, alterar el ARNr 23S para resistir los macrolidos, o
cambiar las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular, lo que confiere
resistencia a los betalactdmicos. Ademas, una sola bacteria puede
emplear varios mecanismos de resistencia contra uno o varios
antibidticos, y un mismo antibiotico puede ser neutralizado por
diferentes mecanismos en distintas especies bacterianas (Calvo y

Martinez, 2009).

— Biofilmes: Las bacterias que forman biofilm estan protegidas de la
luz ultravioleta, la deshidratacion, la accion de los antibidticos, los
mecanismos de defensa del organismo como la fagocitosis y otras

amenazas ambientales (Abreu et al., 2011).

— Sobre expresion del sitio blanco o diana: La duplicacion génica
a las mutaciones de los promotores implicados en la transcripcion
de estos genes, son probablemente el mecanismo responsable
(Cabrera et al., 2007). La disminucién o inactivacion del
antimicrobiano consiste en una serie de cambios estructurales y
mecanismos desarrollados por las bacterias para evadir la accion
que ejercen sobre ellas, los antibidticos, con lo que disminuyen las
opciones farmacoldgicas para el tratamiento de los pacientes,
generando resultados no satisfactorios en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, y aumentando los dias de

hospitalizacion y mortalidad (Chaverri, 2014). Las bacterias
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pueden generar mutaciones en las porinas de su pared celular, lo
que impide la entrada de ciertos antibidticos, como los
betalactamicos, o altera los sistemas de transporte para antibidticos
como los aminoglucosidos en ambientes anaerdbicos. Ademas,
algunas bacterias pueden expulsar el antibiético mediante
mecanismos de eflujo activo, evitando que el farmaco se acumule
en niveles suficientes para ejercer su accion eficazmente (Calvo y

Mateu, 2003).

Figura 2

Mecanismos de resistencia bacteriana.

Antibiético

Enzima
hidrolitica

Antibiético
v4

Modificacion
del sitio blanco
del antibidtico...

Antibiético

Porina con sitio
de entrada
mutado

Fuente: Moreno et al. (2009).

2.2.5.3 Enzimas responsables de la resistencia antimicrobiana

- Frente a los betalactamicos
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Las bacterias pueden desarrollar tres mecanismos distintos de
resistencia que, aungue son independientes, pueden actuar de manera
sinérgica: cambios en la membrana externa, alteracion de las enzimas
diana (PBPs) y la produccion de enzimas inactivantes (betalactamasas).
Los antibioticos betalactdmicos se unen a las enzimas para inhibir la
formacion de la pared. Las bacterias pueden modificar sus PBPs para no
unirse al antibidtico y asi lograr su resistencia. Las bacterias resistentes a
meticilina en estafilococos, a betalactamicos en neumococos Yy
enterococos, bacterias Gram negativas como y Neisseria gonorrhoeae
Haemophilus puede ser resultado de alteraciones en las PBPs. Las
modificaciones de la membrana externa, por si sola, generalmente no es
un mecanismo importante, pero se vuelve crucial cuando se combina con
la produccion de betalactamasas. Esto es especialmente relevante en
bacterias Gram negativas, ya que los betalactdmicos ingresan a través de
las porinas, y su modificacion o pérdida puede causar resistencia en
especies como Escherichia coli, Pseudomonas, Haemophilus y Neisseria

gonorrhoeae (Martin, 2002).

Las betalactamasas plasmidicas en bacterias Gram negativas son
responsables de la resistencia y estdin muy extendidas, entre las
enterobacterias. Alguna de las betalactamasas tiene un espectro ampliado,
lo que les permite conferir resistencia a casi todos los antibidticos
betalactamicos. Desde que se reconocié la importancia de estas enzimas,
se han desarrollado inhibidores especificos, entre los cuales destacan
compuestos como el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam

(Astocondor, 2018).
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- Frente a los aminoglucésidos

Los aminoglucdsidos son compuestos basicos con un peso
molecular que varia entre 445 y 600 Da. Su eficacia antimicrobiana se ve
reducida en ambientes &cidos y en presencia de cationes divalentes, lo que
limita su actividad en secreciones bronquiales, necrosis tisular, abscesos y
en presencia de grandes cantidades de material organico. Ademas, los
betalactamicos pueden inactivar quimicamente los aminoglucosidos,
como tobramicina y gentamicina. Aunque esta inactivacion ocurre durante
varias horas en condiciones in vitro, su relevancia clinica parece ser

limitada (Gilbert, 2000).

Los aminoglucosidos exhiben un efecto postantibidtico tanto
contra bacterias Gram positivas como Gram negativas. La duracion de este
efecto aumenta con la dosis administrada. La duracion del efecto
postantibidtico varia segun la bacteria y puede oscilar entre 0.5y 7.5 horas
para los aminoglucdsidos. Ademas, la presencia de neutréfilos suele
duplicar la duracion de este efecto contra bacilos Gram negativos

(Tumbarello et al., 2012).

- Frente a las quinolonas

Se basa principalmente en la inhibicién de la sintesis de ADN
bacteriano, lo que lleva a la muerte rapida de las células bacterianas. Este
efecto se produce al bloquear la subunidad A de la ADN girasa
(topoisomerasa 1), que es una enzima bacteriana crucial compuesta por

dos subunidades, A y B, codificadas por los genes gyrA y gyrB. Es clave
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en el grupo de las topoisomerasas, que son esenciales para la replicacién

del ADN (De la Fuente et al., 2007).

Las quinolonas tienen efecto inhibitorio en la actividad de la
topoisomerasa IV, una enzima compuesta por dos subunidades codificadas
por los genes parC y parE. Tanto la topoisomerasa IV como la ADN girasa
tienen similitudes estructurales, pero desempefian funciones diferentes en
la replicacion del ADN bacteriano. La topoisomerasa IV es responsable de
separar las moléculas de ADN entrelazadas, que son los productos finales
de una ronda de replicacién, permitiendo asi su segregacion en las células
hijas. Por otro lado, la ADN girasa y la topoisomerasa IV tienen roles
distintos pero complementarios en el proceso de replicacion del ADN

bacteriano (De la Fuente et al., 2007).

En muchas bacterias Gram negativas, la ADN girasa es el
principal objetivo de las quinolonas, mientras que en las bacterias Gram
positivas es la topoisomerasa IV (Alvarez et al., 2015). Es posible que los
mecanismos de reparacién del dafio en el ADN causado por las quinolonas
involucren productos genéticos relacionados con la reparacion y el sistema
recombinante, ya que la expresion de estos mecanismos se sabe que se
induce en respuesta al dafio del ADN bacteriano. Los mutantes con
funciones defectuosas en estos sistemas muestran una alta sensibilidad a

la muerte por quinolonas (Sanders, 2001).
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Tabla 1

Principales bacterias resistentes a los antibidticos.

Bacterias

Antibiéticos

Escherichia coli

Quinolonas, Ampicilina, Trimetroprima-
Sulfametoxazol, Clindamicina,
Amoxicilina/Sulbactam, Cefalosporinas, Acido
Nalidixico

Enterococcus sp

Ampicilina, Aminoglucosidos, Ciprofloxacina,
Cefalosporinas, Vancomicina,

Staphylococcus
aureus

Macrolidos, Penicilina, Sulfametoxazol-
Trimetroprima, Oxacilina, Ampicilina, Levofloxacina,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Clindamicina,
Cefalexina, Vancomicina, Ampicilina/Sulbactam,

Staphylococcus

Levofloxacino, Clindamicina, Cefalexina, Linezolid,

epidermis Oxacilina,

Streptococcus Betalactdmicos, Tetraciclina, Penicilina,

pneumoniae Fluoroquinolonas, Sulfametoxazol - Trimetoprima,
Aminoglucésidos, Eritromicina, Cloranfenicol,

Streptococcus Sulfonamidas, Aminoglucésidos, Macrdélidos.

pyogenes Betalactamicos.

Streptococcus Aminoglucosidos, Vancomicina,

agalactiae

Acitenobacter sp

Amikacina, Meropenem, fluoroquinolonas,
Aminoglucésidos, Sulfametoxazol-Trimetroprima,
Imipenem, Tetraciclinas, Macrélidos, Gentamicina,
Clindamicina.

Pseudomonas Cefalosporinas tercera generacién, Macrdlidos,

aeruginosa Quinolonas, Carbapenémicos, Tetraciclinas,
Penicilina, Aminoglucoésidos.

Klebsiella Gentamicina, Cefalosporinas, Amikacina,

neumoniae Carbapenémicos, Ampicilina,

Neisseria Cefalosporinas, Fluoroquinolonas, Macrolidos,

gonorrhoeae Carbapenémicos.

Micobacterium
tuberculosis

Linezolid, Carbapenémicos, Penicilinas,
Estreptomicina, Cefalosporinas.

Clostridium
perfringes

Cloranfenicol, Penicilina, Clindamicina.

Haemophilus
influenzae y
Moraxella
catarrhalis

Macrélidos, Betalactamicos.

Shigella sp

Cloranfenicol, Ampicilina,

Proteus spy
Salmonella sp

Ciprofloxacino.

Fuente: Calder6n y Aguilar (2016).
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2.2.6 Susceptibilidad de una bacteria a un antibiético

La susceptibilidad de una bacteria a un antibiotico se refiere a la capacidad
del antimicrobiano para inhibir el crecimiento o destruir al microorganismo a
concentraciones que se pueden alcanzar de manera segura en el sitio de infeccion
durante el tratamiento. Esta susceptibilidad se mide mediante pruebas in vitro,
como la determinacién de la concentracion inhibitoria minima (CIM), y se
interpreta en funcién de puntos de corte definidos por organismos reguladores.
Las bacterias se clasifican como susceptibles cuando la CIM del antibidtico esta
por debajo del punto de corte establecido, indicando que el farmaco

probablemente serd efectivo en un contexto clinico (Murray et al., 2021).

- Susceptibilidad antibidtica

El método de difusion en placa que se emplea para microorganismos que
crecen rapidamente. Consiste en colocar discos impregnados con antibiotico sobre
placas de agar que han sido inoculadas con el microorganismo de interés. Tras la
incubacion, se mide el didmetro de la zona de inhibicion alrededor de cada disco.
El tamafio de esta zona varia segun la combinacion del microorganismo vy el
antibidtico, lo que permite clasificar la sensibilidad como S (sensible), |
(intermedio) o R (resistente) (PAHO, 2017). Los didmetros de inhibicion,
expresados en milimetros, estan estandarizados para cada antimicrobiano (Picazo,

2000).

El antibiograma es (til para predecir la resistencia de las bacterias
resistente a antimicrobianos comunes. Se aplica a una amplia gama de bacterias,

especialmente aquellas de crecimiento aer6bico y no exigentes como
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Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp, Burkholderia cepacia, Enterococcus spp,
Acinetobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus spp, también
puede aplicarse a Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus spp y Streptococcus spp (Picazo, 2000).

El método de difusion en disco, permite evaluar la susceptibilidad a un
solo antimicrobiano, y se puede usar para analizar el efecto combinado de
diferentes agentes antimicrobianos. Aunque este método cualitativo con menos
precision sigue siendo una de las técnicas empleadas para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana en los laboratorios clinicos. Es adecuado para
estudiar la susceptibilidad de la mayoria de las bacterias patdgenas en humanos,
incluidas las mas dificiles de tratar, y puede aplicarse a una amplia gama de
antimicrobianos (Vazquez, 2022; Araya et al., 2015). Los resultados generalmente

se informan de una de la siguiente manera:

- Sensibilidad antimicrobiana (S): Refleja el grado en que una bacteria es
susceptible al antibidtico al que esta expuesta, lo cual se observa a través
de los halos de inhibicion formados alrededor de los discos de antibioticos.
Estos halos indican que la bacteria no puede proliferar en esa area (Sanchez
etal., 2012). Por lo tanto, la cepa si puede ser tratada exitosamente con la
dosis recomendada del antimicrobiano para la especie bacteriana y sitio de
infeccion (Vasquez, 2022). La susceptibilidad de una colonia a un
antibiotico se determina mediante su concentracion minima inhibitoria
(CMI). Si laCMI esté por debajo del pico méximo de absorcion de la droga

(PMAD), la cepa se considera sensible (Herrera 'y Marco, 2004).
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- Respuesta intermedia (1): Representan un estado intermedio entre
sensible y resistente; sin embargo, se clasifican como resistentes al ser
expuestas a los antibidticos cuando cepa resistente tiene una CMI superior
al PMAD, mientras que una cepa intermedia tiene una CMI cercana al
PMAD (Herrera'y Marco, 2004).

- Resistencia antimicrobiana (R): Indica que el antibi6tico en cuestion no
sera efectivo para tratar una infeccion, ya que la bacteria no sera erradicada
por dicho tratamiento. Por lo que han desarrollado resistencia mediante
mutaciones genéticas, genes de resistencia a través de plasmidos,
transposones e integrones (Van Hoek et al., 2011). Las bacterias resistentes
a los antibidticos a menudo poseen mecanismos de detoxificacion y
destruccion enzimatica, mientras que las bacterias tolerantes muestran
indiferencia hacia la presencia o ausencia del antibi6tico en su entorno. La
resistencia a los antibidticos se basa la disminucion de la permeabilidad de

la membrana, y la inactivacion del farmaco (Baker et al., 2006).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

La investigacion se realizé en el Malecdn Los Incas de la ciudad de Puno, ubicada
sobre los 3809 msnm, al margen izquierdo del Puerto Principal a orillas del lago Titicaca.
Es un lugar turistico y en sus aguas existen embarcaciones recreativas a pedal que poseen
un timon utilizado para direccionar la embarcacion y de pasamanos, a manera de lanchas
adornadas para realizar paseos cortos en la laguna, es un lugar muy concurrido

mayormente en épocas de festividades y feriados largos.
3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

El disefio de investigacion fue observacional, en razon que recolectaron muestras
de hisopados en las embarcaciones recreativas y muestras de agua de la laguna del
Malecon Los Incas de la ciudad de Puno, a partir de estas muestras se aislaron las bacterias

y fueron expuestos a discos de sensibilidad.

Fue de tipo descriptivo, porque se registraron los diametros de halos de inhibicion
que originaron los discos de sensibilidad con antibidticos sobre el crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en un tiempo de 24 horas (Hernandez et al.,

2014).
33 POBLACION Y TAMARNO DE MUESTRA

El muestreo realizado en la investigacion fue no probabilistico por conveniencia
(Casal y Mateu, 2003), y estuvo conformado por las embarcaciones recreativas y las aguas

de la laguna del Malecén Los Incas de la ciudad de Puno.
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Poblacion. EI numero total de embarcaciones recreativas luego de realizar la
observacion in situ fueron de 36, de los cuales aplicando un muestreo no probabilistico
se eligieron por conveniencia 12 embarcaciones. En cada punto de muestreo (pasamanos
y timones) se colectaron 6 muestras. Del mismo modo el nmero de muestras de agua
que se colectaron en la laguna del Malecén Los Incas, en las zonas sur y norte fueron de
6 muestreos, respectivamente. Se indica también que los resultados promedios fueron
obtenidos luego de realizar 2 repeticiones, tal como se presenta los resultados completos

en Anexos (Tablas 9 — 12).

Tabla 2

Distribucidn de muestras por zonas y meses de muestreo.

Embarcaciones

Meses de muestreo ] Agua de la laguna
recreativas Total
2023 :
Pasamanos Timones Zonanorte Zonasur

Mayo 2 2 2 2 8
Junio 2 2 2 2 8
Julio 2 2 2 2 8
Total 6 6 6 6 24

Fuente: Elaboracion propia.

Volumen de agua. Se colectaron 750 ml de agua en frascos de vidrio de boca
ancha de 1 litro de volumen, previamente esterilizados en una autoclave, a una

profundidad entre los 10 y 15 cm aproximadamente.
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Figura 3
Vista panoramica aérea de los puntos de muestreo (PM) en el Malecdn Los Incas de la

ciudad de Puno (norte [N] = circulo rojo; sur [S] = circulo amarillo).
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N° de hisopados. Se realizaron tres hisopados en cada punto de muestreo
(pasamanos y timon — Figura 4), los cuales fueron transportados en tubos de ensayo

conteniendo suero fisiologico previamente esterilizados (Izzeddin et al., 2017).
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Figura 4

Embarcacion recreativa del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno y superficies de

muestreo de pasamanos (flecha amarilla) y el timon (flecha roja).

Fuente: Elaboracion propia.

Hora del muestreo. La hora de muestreo de agua y en las embarcaciones

recreativas fueron entre las 10 amy las 2 pm.

Puntos y zonas de muestreo. Las coordenadas de las zonas de muestreo en la
zona norte (N) fueron: 15°49'52.6" latitud Sur y 70°01'00.9" longitud oeste. Y en la zona
sur (S) fueron 15°50'04.5" latitud sur y 70°01'00.4" longitud oeste, tal como se muestra

en la Figura 3.

En las embarcaciones los puntos de muestreo fueron los pasamanos y los timones

con un total de 6 muestras en cada punto. Las muestras de agua colectadas de las zonas
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sur y norte de la laguna, se ejecutaron en tres meses consecutivos, haciendo un total de

24 unidades experimentales, tal como se muestra en la siguiente Tabla 2:

3.4 DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE

Escherichia coli

3.4.1 Aislamiento de Escherichia coli

3.4.1.1 Meétodo

Cultivo in vitro en agar Eosin Metil Blue (EMB).

3.4.1.2 Fundamento

El agar EMB, es utilizado para el aislamiento selectivo de
enterobacterias y otras especies de bacilos Gram negativos, donde se
diferencian debido a la capacidad de metabolizar la lactosa y/o sacarosa,
dada por los indicadores eosina y azul de metileno que ejercen un efecto
inhibitorio sobre las bacterias Gram positivas y Escherichia coli

originando un caracteristico brillo metalico (Mendo, 2003).

3.4.1.3 Procedimiento

Preparacién de tubos e hisopos de muestreo. En el laboratorio
se prepararon tubos de ensayo con 1 ml de suero fisioldgico que contenia
un hisopo, todo este material fue debidamente esterilizado. Una vez
ubicado en la embarcacion se retird el hisopo embebido en suero
fisiolégico, para luego realizar el hisopado del pasamano y timon y
regresarlo al tubo de ensayo con suero fisiologico, a continuacion, se

dispuso en una caja de Tecnopor pequefia acondicionada con bolsas de
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hielo para finalmente ser trasladados al laboratorio. Este procedimiento se
realiz6 en todas las embarcaciones evaluadas del Malecon Los Incas

(Baranda et al., 2020).

Recoleccion de muestras de agua. Las muestras de agua fueron
colectadas en frascos de vidrio de boca ancha previamente esterilizados de
un litro de volumen, ubicados en el punto de muestreo, se retird la tapa con
mucho cuidado, primeramente, se realizo el enjuague del frasco de vidrio
con la misma muestra de agua a colectar, luego se sumergio el frasco a una
profundidad de 10 a 15 cm, y se colectd % partes del frasco (ANA y

MINAGRI, 2016).

Cultivo de las muestras de hisopado y agua. Las muestras
colectadas en hisopos fueron directamente cultivadas por agotamiento
sobre placas Petri conteniendo agar EMB; mientras tanto que las muestras
de agua también fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo, pero por
extension, transfiriendo 0.1 ml de la muestra, dispuestas sobre la superficie
del agar y difundidas con un asa de Drigalsky estéril. Posteriormente se

incubo por 48 horas y 37 °C en una estufa microbiolégica.

Luego del tiempo de incubacion, las colonias de Escherichia coli
fueron aisladas hasta cultivo puro. De manera preliminar fueron aquellas
colonias verdosas con brillo metalico y centro negro azulado,
seguidamente se realizo la tincién Gram y las pruebas bioquimicas de TSI,

LIA, CSy SIM para la identificacion definitiva (Mendo, 2003).
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3.4.2 Evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana en Escherichia coli
3.4.2.1 Método

Difusion en agar con discos de sensibilidad o antibiograma (Kirby

Bauer).
3.4.2.2 Fundamento

En el método de Kirby Bauer, cada microorganismo es inoculado
en la superficie de una placa de agar Mueller Hinton, sobre ellos se dispone
de discos con concentraciones conocidas de antibidtico, los que se
difunden radialmente en el agar, en un punto determinado, la
concentracion del antibiotico inhibe al germen en estudio y los didmetros
pueden presentarse en las categorias de sensible, intermedio o resistente
de acuerdo a tablas publicadas por el INS (Sacsaquispe y Velasquez,

2002).
3.4.2.3 Procedimiento

De las colonias identificadas como Escherichia coli en agar EMB
(Eosin Metil Blue), se transfirié con un asa de siembra parte de una colonia
hacia los tubos conteniendo suero fisioldgico, hasta lograr la turbidez
equivalente al estandar de McFarland 0.5 que contenia aproximadamente
1.5 x 108 células/ml, seguidamente con un hisopo estéril se realizo el
cultivo en una placa Petri conteniendo agar Mueller Hilton, difundiendo a

la bacteria en toda la superficie.
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A continuacion, se colocaron en forma aséptica los discos de
sensibilidad antimicrobiana: ampicilina, ceftazidima, tetraciclina y

trimetoprim — sulfametoxazol.

Los cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de
37 °C. Lasusceptibilidad antibacteriana fue determinada con la medida del
diametro de inhibicion producido alrededor de cada disco de antibioticos,
y contrastados con los diametros estandares del Manual de Antibiograma
del INS (Sacsaquispe y Velasquez, 2002). Todos los ensayos se realizaron
por triplicado. Los resultados a obtener fueron respuesta sensible,
intermedia y resistente a los antibidticos, segun los diametros que

originaron sobre el crecimiento in vitro de Escherichia coli (Tabla 3).

Tabla 3
Susceptibilidad antimicrobiana y diametros de halos de inhibicion (mm)

sobre Escherichia coli.

Susceptibili Diametros de halos (mm)
dad
imi Trimetoprim -
antimicrob Ampicilina Ceftazidima Tetraciclina P
iana sulfametoxazol
Sensible >17 >23 >19 >16
Intermedia 14-16 15-22 15-18 11-15
Resistente <13 <14 <14 <10

Fuente: Instituto Nacional de Salud (2002).
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3.5

3.4.3 Analisis estadistico de datos

Para determinar la relacion entre la susceptibilidad antimicrobiana de las
bacterias y los antibidticos segun puntos de muestreo se realizé pruebas de chi
cuadrado, con un nivel de confianza del 95 % en el software estadistico Infostat

version libre.

DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE

Staphylococcus aureus

3.5.1 Aislamiento de Staphylococcus aureus

3.5.1.1 Método

Cultivo in vitro en agar Manitol Salado (MS).

3.5.1.2 Fundamento

El agar MS contiene peptonas como fuente de proteinas y extractos
de carne bovina, los que suministran nutrientes esenciales para el
crecimiento bacteriano, asimismo posee una concentracién de cloruro
sodico de 7.5 % que inhibe parcial o completamente a los organismos

bacterianos diferentes a estafilococos (Mendo, 2003).

3.5.1.3 Procedimiento

Hisopado de material inerte. En el laboratorio se prepararon
tubos de ensayo con 1 ml de suero fisioldgico que contenia un hisopo, todo
este material fue debidamente esterilizado. Una vez ubicado en la
embarcacion se retir6 el hisopo embebido en suero fisioldgico, luego se

realizé el hisopado del pasamano y timén, seguidamente se regreso al tubo
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de ensayo con suero fisiologico, a continuacion, se dispuso en una caja de
Tecnopor pequefia acondicionada con bolsas de hielo para finalmente ser
trasladados al laboratorio. Este procedimiento se realiz6 en todas las

embarcaciones evaluadas del Malecdn Los Incas (Baranda et al., 2020).

Recoleccion de muestras de agua. Las muestras de agua fueron
colectadas en frascos de vidrio de boca ancha previamente esterilizados de
un litro de volumen, ubicados en el punto de muestreo, se retird la tapa con
mucho cuidado, primeramente, se realizo el enjuague del frasco de vidrio
con la misma muestra de agua a colectar, luego se sumergio el frasco a una
profundidad de 10 a 15 cm, y se colecto % partes del frasco (ANA y

MINAGRI, 2016).

Cultivo de las muestras de hisopado y agua. Las muestras
colectadas en hisopos fueron cultivadas por agotamiento sobre placas Petri
conteniendo agar Manitol Salado; mientras tanto que las muestras de agua
también fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo, pero por
extension, transfiriendo 0.1 ml de la muestra, dispuestas sobre la superficie
del agar y difundidas con un asa de Digralsky estéril. Posteriormente se

incubo por 48 horas y 37 °C en una estufa microbioldgica.

Luego del tiempo de incubacion, las colonias de Staphylococcus
aureus fueron aisladas hasta cultivo puro. La identificacion preliminar fue
la de ser colonias que realicen el viraje de color del medio de cultivo de
rojo a amarillo, asimismo se realiz6 la tincion Gram para observar la
morfologia bacteriana, asimismo se realizaron pruebas bioquimicas de

coagulasa y catalasa para la identificacion definitiva (Mendo, 2003).
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3.5.2 Evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus

aureus
3.5.2.1 Método

Difusion en agar con discos de sensibilidad o antibiograma disco

— placa (Kirby Bauer).
3.5.2.2 Fundamento

El método Kirby Bauer, se recomienda para determinar la
susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos, el cual consiste en
depositar microorganismos en la superficie del agar de una placa de Petri,
a continuacion, se dispone los discos de papel secante impregnados con
los diferentes antibidticos. Con este procedimiento el antibi6tico se
difunde radialmente sobre el agar a partir del disco formandose un

gradiente de concentracion (Sacsaquispe y Velasquez, 2002).
3.5.2.3 Procedimiento

De las colonias identificadas como Staphylococcus aureus en agar
Manitol Salado, se transfirié con un asa de siembra parte de una colonia
hacia los tubos conteniendo suero fisiologico, hasta lograr la turbidez
equivalente al estandar de McFarland 0.5 que contenia aproximadamente
1.5 x 108 células/ml, seguidamente con un hisopo estéril se realizo el
cultivo en una placa Petri conteniendo agar Mueller Hilton, difundiendo a

la bacteria en toda la superficie.
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A continuacion, se colocaron en forma aséptica los discos de
sensibilidad antimicrobiana: oxacilina, ciprofloxacina, tetraciclina y

trimetoprim — sulfametoxazol.

Los cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de
37 °C. Lasusceptibilidad antibacteriana fue determinada con la medida del
diametro de inhibicion producido alrededor de cada disco de antibidticos,
y contrastados con los diametros estandares del Manual de Antibiograma
del INS (Sacsaquispe y Velasquez, 2002). Todos los ensayos se realizaron
por triplicado. Los resultados obtenidos fueron respuesta sensible,
intermedia y resistente a los antibioticos, segun los diametros que
originaron sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus (Tabla

4).

Tabla 4

Susceptibilidad antimicrobiana y didmetros de halos de inhibicion (mm) sobre

Staphylococcus aureus.

Susceptibili Didmetros de halos (mm)
dad
imi Trimetoprim -
antimicrob Oxacilina Ciprofloxacina Tetraciclina
iana sulfametoxazol
Sensible >13 >21 >19 >16
Intermedia 11-12 16-20 15-18 11-15
Resistente <10 <15 <14 <10

Fuente: Instituto Nacional de Salud (2002).
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3.5.3 Analisis estadistico de datos

Para determinar la relacion entre la susceptibilidad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus y los antibidticos segun zonas de muestreo se realizd
pruebas de chi cuadrado, con un nivel de confianza del 5% en el software

estadistico Infostat version libre.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli

4.1.1 Escherichia coli aislados de embarcaciones recreativas

Tabla b
Sensibilidad de Escherichia coli a los antibioticos en las embarcaciones

recreativas del Malecon Los Incas.

Antibibticos

Puntos de Susceptibilidad — — — -
Ampicilina Ceftazidima Tetraciclina Trim-Sulfa

muestreo antimicrobiana
N° % N° % N° % N° %

Sensible 4 66.67 6 10000 5 8333 1 16.67

Pasamanos Intermedia 2 3333 0 000 1 16.67 4 66.67
Resistente 0O 000 O 000 O 000 1 16.67
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2 =11.50; gl =6; P =0.0741

Sensible 4 6667 5 8333 6 100.00 4 66.67

Timones Intermedia 0 000 1 1667 0 000 o0 0.00
Resistente 2 3333 0 000 0 000 2 3333
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2.=17.58;gl=6;P=0.2706

Donde: Trim-Sulfa = Trimetoprim — Sulfametoxazol.
Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 5 se presentan las respuestas de susceptibilidad antimicrobiana
de Escherichia coli aisladas de las embarcaciones recreativas del Malecon Los
Incas. En bacterias aisladas de los pasamanos se presentaron 4 casos (66.67 %) de

respuesta sensible y 2 casos (33.33 %) de respuesta intermedia; mientras tanto, en
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aquellas aisladas de los timones 4 (66.67 %) fueron sensibles y 2 (33.33 %) fueron

resistentes.

Ante la ceftazidima, todas las bacterias aisladas fueron sensibles al
antibidtico en muestras procedentes del pasamanos; mientras que, en muestras
procedentes de los timones, 5 (83.33 %) resultaron sensibles y un aislamiento

(16.67 %) resulto con respuesta intermedia.

Frente a la tetraciclina, en aislamientos del pasamanos, 5 (83.33 %)
resultaron sensibles y un aislamiento (16.67 %) resultd con respuesta intermedia
al antibiotico; por otro lado, todos los aislamientos (100 %) de los timones

resultaron sensibles.

Con discos de trimetoprim-sulfametoxazol, en aislamientos procedentes
de pasamanos 4 (66.67 %) mostraron respuesta intermedia y uno (16.67 %) con
respuesta sensible y resistente, respectivamente; en aquellas aisladas de los
timones, 4 (66.67 %) resultaron con respuesta sensible y 2 (33.33 %) con respuesta

resistente al antibiético.

Luego de realizar la prueba de chi cuadrado, se determin6 que la variable
antibidtico y la variable susceptibilidad antibacteriana en Escherichia coli no estan
relacionadas tanto en bacterias aisladas desde los pasamanos (X % = 11.50; gl = 6;
P = 0.0741) o desde los timones (X %=7.58; gl = 6; P = 0.2706) de las
embarcaciones recreativas del Malecon Los Incas, por lo tanto, no hay una
relacidn significativa entre los antibioticos y la susceptibilidad bacteriana, es decir
que las bacterias originan similares respuestas de susceptibilidad frente a los

antibioticos.
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En la presente investigacion, dentro de las bacterias aisladas de los
pasamanos, se encontro la resistencia de un aislamiento frente a trimetoprim —
sulfametoxazol; mientras tanto que, desde los timones, se registraron cuatro
aislamientos resistentes, dos a ampicilina y 2 a trimetoprim — sulfametoxazol.
Asimismo, el anélisis de los hisopados realizados en los pasamanos reveld que
Escherichia coli mostr6 una respuesta intermedia frente a diversos antibioticos,
de los cuales dos aislamientos presentaron esta respuesta ante ampicilina, un
aislamiento ante tetraciclina y cuatro aislamientos frente a trimetoprima-
sulfametoxazol.; y un aislamiento con respuesta intermedia a ceftazidima, en

hisopados de timones de las embarcaciones recreativas.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion fueron similares a
los obtenidos por Araujo et al. (2020) quienes, en pasamanos de las rampas,
manijas de bafios de la biblioteca, manijas y asientos del centro académico de la
Universidad de Piaui (Brasil) lograron aislar bacilos Gram negativos indicados
como Escherichia coli, por tanto, las personas asistentes estarian expuestas a
riesgos para su salud. De similar forma coinciden con Arroyave et al. (2019)
quienes al evaluar ambientes y superficies de la clinica veterinaria en Antioquia
(Colombia), aislaron agentes bacterianos nosocomiales, entre ellas Proteus sp y
Pseudomonas aeruginosa, que estarian relacionados con las infecciones asociadas
a un hospital veterinario. Por otro lado, también Cadillo et al. (2019), en el
Servicio de Laboratorio del Hospital Cayetano Heredia, registraron que las
ligaduras de toma de muestra presentaron el 100 % presencia bacteriana, con
presencia de Escherichia coli como la mas prevalente, siendo una posible causa

de contaminacion en pacientes que acuden a la toma de muestra.
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En la investigacion, Escherichia coli result6 con aislamientos resistentes a
trimetoprim — sulfametoxazol y ampicilina, que segin Talavera et al. (2021),
dicha resistencia se deberia a prevalencia de los genes gnrB, gnrA, blaTEM, gnrA
y gnrB en los plasmidos bacterianos, los cuales expresan betalactamasas, la
AMPc, las mutaciones en dihidrofolato reductasas, al sobreexpresion de bombas
de eflujo, que traerian como consecuencia la inactivacion enzimatica, la alteracion
en topoisomerasa 1V, la alteracion de la ADN girasa, y los receptores alterando en
los ribosomas y las  — lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Raraz et al.,

2021).

La presencia de Escherichia coli en los pasamanos y timones de las
embarcaciones recreativas del Malecon Los Incas, se deberia a que son
manipulados por visitantes nacionales e internacionales, ya que es uno de los
lugares turisticos de la ciudad de Puno, los cuales probablemente se constituyan
en los diseminadores de dichas bacterias, en razon de que las bacterias en mencion
vienen incrementandose a nivel mundial y se debe a la sobre expresion del gen
CTM — M asociado al ST131 (Gonzales et al., 2019), codificados por plasmidos
“Incl1” que es transferido entre bacterias por conjugacion, logrando asi su
supervivencia (Lee et al., 2018). Lo peligroso de ello es que se convertiria en un
problema de salud publica a nivel internacional (Mazumder et al., 2020), ya que
puede originar una amplia morbilidad, incrementando los costos de tratamiento al

aumentar la estancia hospitalaria de sus complicaciones (Pérez et al., 2011).
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4.1.2 Escherichia coli aislados de las aguas del Malecén Los Incas

Tabla 6
Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli aislados de las aguas del

Malecon Los Incas.

Antibibticos

Zonas de Susceptibilidad — — — -
Ampicilina Ceftazidima Tetraciclina Trim-Sulfa

muestreo antimicrobiana
N° % N° % N° % N° %

Sensible 0O 000 O 000 0 000 O 0.0

Sur Intermedia 1 1667 1 1667 O 000 1 16.67
Resistente 5 8333 5 8333 6 100.00 5 83.33
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2.=1.14;9l=3;P=0.7667

Sensible 0O 000 O 000 O 000 O 0.0

Norte Intermedia 3 5000 1 1667 O 0.00 3 50.00
Resistente 3 5000 5 8333 6 100.00 3 50.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2 =5.45;gl=3;P=0.1419

Donde: Trim-Sulfa = Trimetoprim — Sulfametoxazol.
Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 6 se observa la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia
coli aisladas de aguas del Malecén Los Incas. En bacterias aisladas de la zona sur
del Malecon Los Incas, se presentaron 5 casos (83.33 %) de respuesta resistente y
1 caso (16.67 %) de respuesta intermedia; mientras tanto, en aquellas aisladas de

la zona norte, 3 (50.00 %) fueron resistentes e intermedios, respectivamente.

Ante la ceftazidima, tanto en muestras de agua de la zona sur y norte del
Malecdn Los Incas, se determinaron 5 (83.33 %) aislamientos con resistencia al

antibidticoy (16.67 %) con respuesta intermedia.
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Frente a la tetraciclina, todas las bacterias aisladas (100.00 %) sean de la

zona sur o norte del Malecén Los Incas resultaron, resistentes al antibiotico.

Con discos de trimetoprim-sulfametoxazol, entre las bacterias aisladas de
las aguas de la zona sur del Malecon Los Incas, 5 (83.33 %) resultaron resistentes
al antibiotico y una (16.67 %) presento respuesta intermedia; en aquellas aisladas
de la zona norte, 3 (50.00 %) resultaron con respuesta intermedia y resistente,

respectivamente.

Luego de realizar la prueba de chi cuadrado, se determiné que la variable
antibiotico y la variable respuesta susceptibilidad antimicrobiana en Escherichia
coli no estan relacionadas tanto en bacterias aisladas de la zona sur (X %= 1.14; gl
=3; P =0.7667) o de la zona norte (X %= 5.45; gl = 3; P = 0.1419) del Malec6n
Los Incas, por lo tanto, no hay una relacion significativa entre los antibioticos y
la susceptibilidad bacteriana, es decir que los aislamientos bacterianos tuvieron

similares respuestas de susceptibilidad frente a los antibioticos.

Los aislamientos de Escherichia coli procedentes del cuerpo acuatico del
Malecon Los Incas sean de la zona norte o sur, presentaron resistencia a los
antibidticos ampicilina, ceftazidima, tetraciclina y trimetoprim — sulfametoxazol.
En especial todos los aislamientos resultaron resistentes a la tetraciclina. La
resistencia a los antibidticos probablemente se deba a la presencia de aguas
residuales y sus constituyentes quimicos entre ellos residuos de antibiéticos o
metales pesados, que vendrian ingresando al Malecon Los Incas. Dicha
aseveracion es corroborada por Seiler y Berendonk (2012), quienes establecieron
gue ante la presencia de metales pesados acumulados en un ambiente natural

puede desencadenar la tolerancia a los iones, la cual esta emparejada con la
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resistencia a los antibioticos y entre los metales estudiados el cobre induciria en
Escherichia coli enterotoxigénica a la antibiorresistencia bacteriana in vitro

(Barreto et al., 2016).

De similar forma, Cordero (2018), en Puebla (México) manifiesta que en
el rio Atoyac que posee descargas de aguas industriales y domesticas, luego de
aislar Escherichia coli, resultaron no solo con resistencia a los antibioticos sino
también a los metales pesados como molibdeno, hierro, cobalto y cobre. La
resistencia a los antibidticos se daria debido a que la bacteria biosintetiza enzimas
BLEE, carbapenemasas y enzimas tipo Amp-C, tal como lo demostrd Pérez
(2019) en bacterias aisladas de aguas residuales que poseian resistencia a

cefalosporinas, fenicoles, aminoglucosidos y carbapenémicos.

En el Malecdn Los Incas, el agua del cuerpo acuatico donde se encuentran
las embarcaciones recreativas poseen bacterias con multiresistencia
antimicrobiana, este episodio no solo podria originar un desequilibrio en el medio
acuético, sino también afectar la salud humana (Martinez et al., 2020). El origen
de dichas bacterias se debe al uso excesivo de los antibidticos y al traspaso por
medio de las aguas residuales a los ecosistemas acuaticos, ocasionando
alteraciones y afectando la salud publica a causa de la proliferacion de bacterias
poseedoras de genes de resistencia antimicrobiana (Zapata et al., 2020), por tanto,

posee una contaminacion bacteriana de alto riesgo (Romero, 2020).

La genética bacteriana de Escherichia coli es un factor importante en la
capacidad de resistencia a los antibioticos, entre las B — lactamasas adquiridas
mediante los plasmidos se citan a la PSE-1, la PSE-4 y la PER-1, y que estaran

confiriendo resistencia a la ceftazidima en el presente estudio, siendo alterados
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ante la presencia de clavulanato, por otro lado, se contaria con los genes TEM,
SHV y OXA, que expresan enzimas que generan resistencia a monobactamicos,
penicilinas y cefalosporinas, en los ultimos afios en Japdn y Europa se mencionan
a las metalo B-lactamasas con capacidad de hidrolizar penicilinas, carbapenémicos

y cefalosporinas (Livermore y Woodford, 2000).

Oliveira et al. (2020) y Husserl y Camero (2021), manifiestan que las
plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR), se constituyen en las
principales fuentes de determinantes de resistencia bacteriana, nocion que apoya
a explicar la persistencia de bacterias multirresistentes a antibidticos a causa de la
existencia del ingreso de contaminantes quimicos y microbiolégicos procedentes
de las aguas residuales a la laguna del Malecdn Los Incas, entre ellos residuos de
penicilina, eritromicina, quinolonas y clindamicina, gracias a la produccién de
penicilinasas. Esta teoria también lo refuerza Rocha et al. (2015), al indicar que
las PTAR, se constituyen en la principal fuente antropogénica de diseminacion de
bacterias antibidtico resistentes y de genes de resistencia a los mismos, en razon

de que se crea un ambiente apropiado para la transferencia horizontal de genes.

Las bacterias Gram negativas aisladas en la presente investigacion,
pudieron originar su resistencia mediante una transferencia vertical via sus linajes
filogenéticos o con bacterias de su entorno mediante la trasferencia horizontal
(Pazda et al., 2019), las cuales conllevarian a dos resistencias natural y adquirida,
la natural basada en la herencia de informacion genética intrafamiliar y la
adquirida por medio de las mutaciones o transferencias de genes que se pueden

originar con otras bacterias (Centeno, 2015).
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Después de haber realizado la interpretacion y el analisis de los resultados
obtenidos, se acepta la hipétesis alterna, que afirmaba lo siguiente: “Escherichia
coli aisladas de embarcaciones recreativas y muestras de agua del Malecon Los
Incas de la ciudad de Puno presentan resistencia a los antibioticos”, y es que en la
investigacion las bacterias presentaron resistencia antimicrobiana a trimetoprim —

sulfametoxazol, ampicilina, ceftazidima y tetraciclina.

Para finalizar la interpretacion del primer objetivo especifico, se afirma
que Escherichia coli si presentaron aislamientos con resistencia a los antibioticos,
en lo que se refiere en los pasamanos y timones de las embarcaciones recreativas,
serian procedentes de las manos de los visitantes nacionales e internacionales que
visitan este lugar turistico de la ciudad de Puno; pero un mayor nimero de
bacterias resistentes a antibidticos procedieron de la laguna del Malecon Los
Incas, in situ se verificd que seria gracias a la presencia de fuentes de nitrégeno y
fésforo que procederian presumiblemente de aguas residuales, vertiéndolos con
direccion a la laguna del Malecon Los Incas, esta seria la causa del origen de

bacterias resistentes a los antibidticos, tal como lo indican diversos autores.

4.2  SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE Staphylococcus aureus

4.2.1 Staphylococcus aureus aislados de embarcaciones recreativa

En la Tabla 7 se observa la susceptibilidad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus aisladas de las embarcaciones recreativas del Malecén Los
Incas. Ante la oxacilina y la ciprofloxacina, las bacterias aisladas tanto de los
pasamanos y de los timones, todos los aislamientos (100.00 %) resultaron

sensibles a ambos antibiéticos.
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Frente a la tetraciclina, 5 (83.33 %) aislamientos de Staphylococcus aureus
procedentes de los pasamanos de las embarcaciones recreativas resultaron
sensibles y 1 (16.67 %) con respuesta intermedia; en aislamientos de los timones,

5 (83.33 %) resultaron sensibles y 1 (16.67 %) resistente al antibiotico.

Con discos de trimetoprim-sulfametoxazol, en bacterias aisladas de los
pasamanos, 4 (66.67 %) resultaron sensibles al antibidtico y dos (33.33 %)
presentaron respuesta resistente; en aquellas aisladas de los timones, los 6

aislamientos (100.00 %) resultaron con respuesta sensible.

Tabla 7
Sensibilidad de Staphylococcus aureus a los antibidticos aislados de las

embarcaciones recreativas del Malecon Los Incas.

Antibidticos

Puntos de  Susceptibilidad — - - — -
o ) Oxacilina Ciprofloxacina Tetraciclina Trim-Sulfa
muestreo  antimicrobiana

N° % N° % N % N° %

Sensible 6 10000 6 10000 5 8333 4 66.67
Pasamanos Intermedia 0 000 O 0.00 1 1667 0 0.00
Resistente 0 000 O 0.00 0 000 2 3333
Total 6 10000 6 100.00 6 100.00 6 100.00
X2:=9.52; gl =6;P=0.1462
Sensible 6 100.00 6 100.00 5 83.33 6 100.00
Timones Intermedia 0 000 O 000 0 000 O 0.00
Resistente 0O 000 O 0.00 1 1667 0 0.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X?2=3.13;gl=3;P=0.3719

Donde: Trim-Sulfa = Trimetoprim — Sulfametoxazol.
Fuente: Elaboracidn propia.
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Luego de realizar la prueba de chi cuadrado, se determin6 que la variable
antibidtico y la variable respuesta susceptibilidad antimicrobiana en
Staphylococcus aureus no estan relacionadas tanto en bacterias aisladas de los
pasamanos ( X 2= 9.52; gl = 6; P = 0.1462) o de los timones (X % = 3.13; gl = 3;
P =0.3719) de las embarcaciones recreativas del Malecon Los Incas, por lo tanto,
no hay una relacion significativa entre los antibioticos y la susceptibilidad
bacteriana, es decir que los aislamientos bacterianos tuvieron similares respuestas

de susceptibilidad frente a los antibioticos.

Con los discos de trimetoprim - sulfametoxazol, se obtuvo promedios de
halos de inhibicion bacteriana de 35.01 mm y 15.37 mm en aislamientos de
pasamanos Yy timones, respectivamente, en aquellos aislamientos de
Staphylococcus aureus que procedieron del pasamanos todos resultaron ser
sensibles al antibidtico; en tanto que, en aquellas aisladas de los timones, dos

resultaron con resistencia al antibiético.

La presencia de Staphylococcus aureus en los pasamanos y los timones en
las embarcaciones recreativas, coinciden con lo registrado por Aradjo et al.
(2020), quienes luego de realizar hisopados en pasamanos de las rampas, las
manijas de los bafios de la biblioteca, manija y asientos del centro académico de
la Universidad de Piaui (Brasil), encontraron cocos Gram positivos, indicando
presencia Staphylococcus aureus, razén por la cual las personas que manipularian
dichas estructuras corren riesgo en su salud. Por otro lado, también se parecen a
los resultados obtenidos por Arroyave et al. (2019), quienes en Antioquia

(Colombia) evaluaron superficies de una clinica veterinaria, logrando aislar 28
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agentes bacterianos nosocomiales, entre ellas a Staphylococcus sp, las cuales

estarian relacionadas con las infecciones asociadas a hospital veterinario.

Por otro lado, tres aislamientos de Staphylococcus aureus (uno de los
pasamanos y 2 de los timones) resultaron con resistencia a tetraciclinas y
trimetoprim - sulfametoxazol, respectivamente, segin Llor et al. (2018),
manifiestan que la resistencia antimicrobiana es un proceso imparable y natural,
y es exacerbado debido al excesivo uso y equivocado uso de los antibidticos en el
tratamiento de las infecciones (Llor et al., 2018). Asimismo, la resistencia en las
bacterias Gram positivas se deberian a que son portadoras del gen mecA que
otorga resistencia a la meticilina y fenotipicamente a la oxacilina (Edipcia y

Corrales, 2019).

4.2.2 Staphylococcus aureus aislados en agua del Malecén Los Incas

En la Tabla 8 se visualiza la susceptibilidad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus aisladas de aguas del Malecon Los Incas. Frente a la
oxacilina, en bacterias aisladas de la zona sur, se presentaron 2 aislamientos (33.33
%) con respuesta sensible, intermedia y resistente, respectivamente; en aquellas
aisladas de la zona norte, 5 (83.33 %) resultaron con respuesta sensible y una

(16.67 %) con repuesta intermedia.

Ante la ceftazidima, en bacterias aisladas de sur del malecon, 4 (66.67 %)
aislamientos resultaron con respuesta intermedia y 2 (33.33 %) con respuesta
resistente; por otro lado, 6 (100.00 %) aislamientos presentaron respuesta

resistente al antibiético.
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Frente a la tetraciclina, todas las bacterias aisladas (100.00 %) sean de la

zona sur o norte del Malecén Los Incas, resultaron resistentes al antibiotico.

Con discos de trimetoprim-sulfametoxazol, al igual que ante el anterior

antibidtico, los 6 (100.00 %) aislamientos resultaron resistentes al antibidtico.

Tabla 8
Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus aislados de las aguas

del Malecdn Los Incas.

Antibibticos

Zonasde  Susceptibilidad — - - — -
o _ Oxacilina Ciprofloxacina Tetraciclina Trim-Sulfa
muestreo  antimicrobiana

N° % N° % N % N° %

Sensible 2 3333 0 000 0 000 O 0.00

Sur Intermedia 2 3333 4 66.67 0 0.00 O 0.00
Resistente 2 3333 2 33.33 6 100.00 6 100.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2.=17.33; gl = 6; P =0.0081

Sensible 5 8333 0 0.00 0 000 O 0.00

Norte Intermedia 1 1667 O 000 0 000 O 0.00
Resistente 0 000 6 100.00 6 100.00 6 100.00
Total 6 100.00 6 100.00 6 100.00 6 100.00

X2 = 24.00; gl = 6, P = 0.0005

Donde: Trim-Sulfa = Trimetoprim — Sulfametoxazol.
Fuente: Elaboracion propia.

Luego de realizar la prueba de chi cuadrado, se determino que la variable
antibidtico y la variable respuesta susceptibilidad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus, si estan relacionadas tanto en bacterias aisladas de la zona
sur (X %= 17.33; gl = 6; P = 0.0081) y de la zona norte (X %= 24.00; gl = 6; P =

0.0005) del Malecén Los Incas, por lo tanto, existe una relacion significativa entre
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los antibioticos y la susceptibilidad bacteriana, es decir que los aislamientos
bacterianos tuvieron diferentes respuestas de susceptibilidad frente a los

antibioticos.

En la investigacion se determind que Staphylococcus aureus aislados de
las muestras de agua de la laguna del Malecon Los Incas, superaron ampliamente
la frecuencia de resistencia obtenida en los aislamientos bacterianos obtenidos en
las embarcaciones recreativas, probablemente debido a la presencia de
contaminacion de sus aguas con efluentes residuales de viviendas carentes de
conexion de desagiie. Estos resultados coinciden con lo mencionado por Moreno
et al. (2021), quienes en aguas servidas de Chimborazo (Ecuador) aislaron
Staphylococcus aureus con un alto grado de multiresistencia confirmando la

calidad sanitaria del agua.

En bacterias aisladas de las muestras de agua se encontraron resistencia a
la ciprofloxacina, la tetraciclina y la trimetoprim—sulfametoxazol, dicha
resistencia probablemente se deba a la presencia de transposones, variedad de
genes y secuencias de insercién genética, asimismo poseerian la capacidad de
recombinacion homéloga para agrupar determinantes de resistencia (Bauer, et al.,
1966). Por otro lado, su alta frecuencia de resistencia a los antibidticos en
Staphylococcus aureus, se atribuiria a la presencia de plasmidos, que al poseer los
genes que confieren resistencia a los antibidticos, y que la administracion de un
solo antibacteriano conduciria directamente a la seleccion de cepas resistentes

(Castellano et al., 2009).

Al respecto la presencia de residuos de antibioticos y de metales pesados

en el ambiente acuatico, podria estar generando la resistencia a los antibioticos,
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tal como corrobora Edipcia y Corrales (2019), quienes determinaron que
Staphylococcus aureus aislados desde aguas residuales, fueron portadoras del gen
mecA, que vendria confiriendo en su mayoria la resistencia a oxacilina y otros
antibioticos. Por su parte Martinez et al. (2010), aislaron Staphylococcus
resistentes a los antibidticos en el rio Almendares de Cuba aunado a la resistencia
a plomo y cromo, en tal sentido, los metales pesados acumulados en ambientes
naturales a concentraciones criticas podrian originar en las bacterias, no solo a los
metales pesados sino también la resistencia a los antibidticos (Seiler y Berendonk,

2012).

In situ se pudo observar que en la zona norte de la laguna del Malecén Los
Incas, la presencia de macréfitas como sombrerito de agua (Hydrocotyle sp), su
buen crecimiento indicaria un elevado contenido de nutrientes nitrégeno y fosforo
procedente de aguas residuales que vendrian ingresando a la laguna, esta
afirmacion se reafirma con los registrado por Zapata et al. (2020), quienes indican
que el uso excesivo de antibioticos traspasados a las aguas residuales y estos llegar
a un ecosistema acuatico, alterarian y afectarian la salud publica debido a que seria
un punto de diseminacion de bacterias resistentes a antibidticos ya que al estar
expuestos a contaminantes metalicos y residuos de antibi6ticos poseerian genes
de resistencia antimicrobiana, teoria corroborada por Oliveira et al. (2020),
quienes en su estudio mencionan que las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) son fuentes determinantes de resistencia bacteriana, ya que en
Sus aguas se encontraron bacterias resistentes a penicilina, eritromicina,
quinolonas, por tanto, son consideradas como importantes difusoras de la

resistencia de complejos antibiéticos.
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Después de haber realizado la interpretacion y el analisis de los resultados
obtenidos, se acepta la hipotesis alterna, que afirmaba lo siguiente:
“Staphylococcus aureus aisladas de embarcaciones recreativas y muestras de agua
del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno presentan resistencia a los
antibidticos”, y es que en la investigacion las bacterias presentaron resistencia

antimicrobiana a ciprofloxacina, tetraciclina y trimetoprim — sulfametoxazol.

En resumen, se afirma que Staphylococcus aureus esta presente en los
pasamanos y timones de las embarcaciones recreativas y en muestras de agua de
la laguna del Malecén Los Incas de la ciudad de Puno, su persistencia en las
embarcaciones recreativas seria en razon de que son manipuladas por las personas
entre jovenes y adultos que hacen uso de las embarcaciones debido a que la
bacteria es parte de la microbiota normal de nuestra piel proliferando rapidamente
en las manos. En las muestras de agua de la laguna del Malecon Los Incas, las
bacterias aisladas presentaron mayor frecuencia de resistencia a los antibioticos,
esto se deberia al ingreso de aguas residuales portando bacterias con genes de
resistencia a los antibioticos, producto de la adaptacion que sufren ellas en
ambientes que contienen metales pesados y residuos de antibidtico,
esencialmente. Por tanto, las personas que acuden a estos lugares estarian
propensas a sufrir de infecciones por ambas bacterias estudiadas, si en caso no

poseen una higiene adecuada antes de consumir los alimentos.
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V. CONCLUSIONES

La susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli de las embarcaciones
recreativas fueron similares frente a los antibidticos evaluados (ampicilina,
ceftazidima, tetraciclina y trimetoprim — sulfametoxazol) en aislamientos
procedentes de los pasamanos (X %= 11.50; P = 0.0741), los timones (X %= 7.58;
P =0.2706), muestras de agua de la zona sur (X %= 1.14; P = 0.7667) y de la zona
norte (X %= 5.45; P = 0.1419), a pesar de ello, hubo aislamientos con resistencia a
los antibidticos, que se deberia al ingreso de aguas residuales y la presencia de
genes de resistencia, constituyéndose un peligro para la salud publica de los
visitantes del Malecon Los Incas de la ciudad de Puno.

La susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus de las embarcaciones
recreativas fueron similares frente a los antibidticos evaluados (oxacilina,
ciprofloxacina, tetraciclina y trimetoprim — sulfametoxazol) en aislamientos
procedentes de los pasamanos (X %= 9.52; P = 0.1462), los timones (X %= 3.13; P
= 0.3719); sin embargo, las muestras de agua de la zona sur (X %= 17.33; P =
0.0081) y de la zona norte (X %= 24.00; P = 0.0005), si presentaron bacterias con
diferente respuesta a los antibidticos, prevaleciendo la resistencia, que se deberia
al ingreso de aguas residuales y la presencia de genes de resistencia,
constituyéndose un peligro para los turistas nacionales e internacionales que

visitan el Malecdn Los Incas de la ciudad de Puno.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de genes de resistencia antimicrobiana en bacterias aisladas desde

muestras de agua del Malecén Los Incas.

- Realizar estudios de resistencia antimicrobiana en bacterias aisladas de plantas de

tratamiento de agua residual o lagunas de oxidacion en la ciudad de Puno.

- Determinar si las bacterias aisladas en las embarcaciones recreativas y las muestras

de agua son cepas patdgenas humanas.
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ANEXOS

Tabla 9
Halos de susceptibilidad (mm) de Escherichia coli aisladas de las embarcaciones

recreativas del Malecon Los Incas.

Antibictico Pasamanos Timon

R1 R2 Prom Rpta R1 R2 Prom Rpta

18 17 17.50 S 11 12 11.50 R

18 18 18.00 S 12 12 12.00 R

Ampicilina 18 18 18.00 S 17 18 17.50 S

19 18 18.50 S 18 18 18.00 S

18 20 19.00 S 19 18 18.50 S

18 19 18.50 S 19 19 19.00 S

24 25 24.50 S 22 21 21.50 S

23 24 23.50 S 15 16 15.50 I

Ceftazidima 25 25 25.00 S 23 23 23.00 S

26 26 26.00 S 24 25 24.50 S

24 23 23.50 S 24 25 24.50 S

26 25 25.50 S 24 25 24.50 S

22 21 21.50 S 19 20 19.50 S

20 20 20.00 S 21 20 20.50 S

T ol 17 18 17.50 I 22 22 22.00 S

etracicina 51 91 2100 S 20 21 2050 S

23 22 22.50 S 22 21 21.50 S

24 22 23.00 S 21 21 21.00 S

18 19 18.50 S 17 18 17.50 S

9 9 9.00 R 9 8 8.50 R

Trimetoprim 11 12 11.50 I 8 9 8.50 R

sulfametoxazol 12 12 12.00 I 19 18 18.50 S

13 12 12.50 I 19 18 18.50 S

13 12 12.50 I 19 17 18.00 S

R: repeticion. Prom: promedio. Rpta: respuesta de susceptibilidad antimicrobiana. S:

sensible. I: intermedio. R: resistente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 10

Halos de susceptibilidad (mm) de Escherichia coli aisladas de las aguas del Malecdn

Los Incas.
Antibictico Zona sur Zona norte

R1 R2 Prom Rpta R1 R2  Prom Rpta

12 11 11.50 R 14 14 14.00 I

11 11 11.00 R 14 15 14.50 I

Ampicilina 15 15 15.00 I 12 11 11.50 R

10 11 10.50 R 10 11 10.50 R

11 11 11.00 R 11 12 11.50 R

10 9 9.50 R 14 15 14.50 I

17 17 17.00 I 13 12 12.50 R

13 12 12.50 R 10 10 10.00 R

Ceftazidima 12 12 12.00 R 9 10 9.50 R

12 13 12.50 R 10 11 10.50 R

11 12 11.50 R 16 18 17.00 I

12 12 12.00 R 13 12 12.50 R

13 13 13.00 R 14 12 13.00 R

13 12 12.50 R 11 12 11.50 R

T ol 12 12 12.00 R 12 12 12.00 R

etraciclina 1> 43 1250 R 12 10 1100 R

10 12 11.00 R 12 11 11.50 R

12 11 11.50 R 11 10 10.50 R

9 9 9.00 R 10 9 9.50 R

8 7 7.50 R 8 7 7.50 R

Trimetoprim 7 7 7.00 R 9 8 8.50 R

sulfametoxazol 12 12 12.00 I 11 12 11.50 |

9 9 9.00 R 12 13 12.50 I

|

7 8 7.50 R 13 13 13.00
R: repeticion. Prom: promedio. Rpta: respuesta de susceptibilidad antimicrobiana. S:

sensible. I: intermedio. R: resistente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 11
Halos de susceptibilidad (mm) de Staphylococcus aureus aisladas de las embarcaciones

recreativas del Malecon Los Incas.

Antibictico Pasamanos Timén
R1 R2 Prom Rpta R1 R2  Prom Rpta
13 13 13.00 S 14 15 14.50 S
14 15 14.50 15 15 15.00
- 15 15 15.00 19 20 19.50
Oxacilina

14 13 13.50
14 15 14.50
14 14 14.00
22 23 22.50
23 24 23.50
24 24 24.00
23 25 24.00
24 23 23.50
22 23 22.50
20 21 20.50
22 21 21.50
22 22 22.00
24 25 24.50
22 23 22.50
15 17 16.00
10 9 9.50
6 7 6.50
Trimetoprim 17 17 17.00
sulfametoxazol 18 19 18.50 22 21 21.50
17 16 16.50 20 21 20.50

18 18 18.00 S 22 23 22.50

R: repeticion. Prom: promedio. Rpta: respuesta de susceptibilidad antimicrobiana. S:

19 17 18.00
17 18 17.50
16 16 16.00
22 24 23.00
22 23 22.50
24 25 24.50
25 25 25.00
23 24 23.50
22 23 22.50
19 21 20.00
20 22 21.00
22 23 22.50
23 23 23.00
28 28 28.00
18 20 19.00
18 17 17.50
19 21 20.00
20 22 21.00

Ciprofloxacina

Tetraciclina

0w unumaO0aAO0-—0LuL,oumomwounomouonoongoonomonmgomwmonowm
Vv -—-UuUuumuounumouo oo ounom oo ononuom

sensible. I: intermedio. R: resistente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 12
Halos de Susceptibilidad (mm) de Staphylococcus aureus aisladas de las aguas del

Malecdn Los Incas.

Antibictico Zona sur Zona norte
R1 R2 Prom Rpta R1 R2  Prom Rpta
8 7 7.50 R 14 13 13.50 S
12 12 12.00 14 15 14.50
. 9 8 8.50 15 15 15.00
Oxacilina

11 11 11.00
12 12 12.00
12 12 12.00
17 17 17.00
15 13 14.00
13 14 13.50
16 16 16.00
17 16 16.50
16 17 16.50
13 13 13.00
12 12 12.00
12 11 11.50
12 11 11.50
11 11 11.00
12 12 12.00

11 11 11.00
15 16 15.50
15 16 15.50
14 12 13.00
12 13 12.50
12 12 12.00
13 14 13.50
14 14 14.00
12 14 13.00
12 11 11.50
11 12 11.50
12 12 12.00
12.00
12 14 13.00
14 12 13.00

Ciprofloxacina

Tetraciclina

XY XVXHVIOVXIOVXVXOXVOVODO———0O————2T0 —
-
N
-
o
A X0V X0V 00 OOV OO0 LO IO N OO0 IOO0NVONVL—0OWw

10 9 9.50 10 8 9.00

8 8 8.00 8 8 8.00

Trimetoprim 8 9 8.50 9 8 8.50
sulfametoxazol 9 7 8.00 9 7 8.00
7 8 7.50 7 7 7.00

7 9 8.00 R 7 9 8.00

R: repeticion. Prom: promedio. Rpta: respuesta de susceptibilidad antimicrobiana. S:
sensible. I: intermedio. R: resistente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 5
Recoleccion de muestras de agua en la laguna del Malecon Los Incas de la ciudad de

Puno.

Fuente: Elabora propia.

Figura 6

Preparacion de medios de cultivos para los aislamientos bacterianos.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 7

Aislamiento en cultivo puro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracion propia.
Figura 8
Pruebas bioquimicas de catalasa y medios diferenciales en Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracion propia.
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8

Figura 9
Aislamientos en cultivo puro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus y placas Petri

con agar Mueller Hinton.

Figura 10

Preparacion de las diluciones bacterianas equivalente al estandar 0.5 de McFarland.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 11
Preparacion de antibiogramas con discos de antibiéticos para la determinacion de la

susceptibilidad antimicrobiana en bacterias aisladas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 12
Resultados de los diametros de halos de inhibicidn en bacterias expuestas a discos con

antibioticos.

Fuente: Elaboracion propia.
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Facultad de Ciencias Biolégicas
Ciudad Universitaria — Teléfono 36 6189 - Apartado Postal 291

CONSTANCIA N° 035-2024-D-FCCBB-LNA

EL QUE SUSCRIBE, DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
NACINAL DEL ALTIPLANO - PUNO. :

HACE CONSTAR.

Que, la Bachiller FANNY KATHYUSKA CALCINA CALCINA, egresada de la Escuela Profesional
de Biologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, ha
realizado su trabajo de investigacion (tesis), titulado “SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE
ESCHERICHIA COLI Y STHAPHILOCOCCUS AUREUS AISLADAS DE MUESTRAS DE
EMBARCACIONES RECREATIVAS Y EL AGUA DEL MALECON LOS INCAS DE LA CIUDAD DE PUNO”,
en el Laboratorio de Microbiologia Clinica, de la Escuela Profesional de Biologia, Facultad de Ciencias
Biologicas, en los meses de mayo, junio y julio del 2023.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que estime por

conveniente.
Puno, 05 de agosto del 2024
< /0r. BELISARIO MANTILLA MENDOZA
3 CANO
cc.
Avchivo 2024
BMMsreq.-
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