ARiICUIOMORIGINA

ALTA CONTAMINACION POR BACTERIAS COLIFORMES EN EL RiO LA PAZ

Estévez Martini JR', Trigoso Agudo CR?, Vargas Paz JG3, Tifini Gutierrez L*, Tudela Patty A%, Tancara Sirpa
FA*, Sanchez Sanchez GB*.

1. Docente Emérito de la Catedra de Microbiologia, Jefe de Trabajos Practicos Catedra de
Microbiologia, UMSA.

2. Docente Emérito de la Catedra de Microbiologia, Jefe de Departamento de Patologia, UMSA.
3. Estudiante de la carrera de Medicina, Auxiliar de Docencia Catedra de Microbiologia, UMSA.
4. Estudiante de la carrera de Medicina UMSA.

Lugar donde se realizo la investigacion: Laboratorio 1 de la Catedra de Microbiologia, piso 6 de Facultad
de Medicina, Enfermeria, Nutricion y Tecnologia Médica de la Universidad Mayor de San Andrés, Avenida
Saavedra. La Paz, Bolivia.

Autor para correspondencia: Josue Gonzalo Vargas Paz, La Paz-Bolivia, josuevargaspazii@gmail.com,
Cel. 74158308.

) RESUMEN
INTRODUCCION
Los coliformes son bacterias que se asocian con la contaminacién fecal, estos microorganismos pueden
encontrarse en aguas y suelos. Se eligio el Rio La Paz porque sus aguas se utilizan en el riego de cultivos
en zonas aledafas. El objetivo fue identificar tipos de resistencia antibidtica de bacterias que contaminan
el Rio La Paz.
OBJETIVOS
El propésito del trabajo fue evidenciar el grado de contaminacion fecal del rio y la presencia de microorga-
nismos resistentes, lo que representa un riesgo potencial para la salud publica y la seguridad alimentaria de
la poblacién que utiliza estas aguas con fines agricolas.
MATERIAL Y METODOS
Se determinaron nueve puntos de muestreo. Utilizamos el método de Numero Mas Probable (NMP) para es-
timar la cantidad de contaminacién de los coliformes, se realizaron pruebas bioquimicas y de antibiograma
para lograr identificar las especies y sus patrones de resistencia.
RESULTADOS
El indice de coliformes totales fue 14.736.555 UFC/100mL y el indice colimétrico fue 1.012.777 UFC/100
mL. Se aislaron las bacterias: E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae y C. freundii. Los patrones de resistencia a
antibidticos observados fueron tipo AmpC Inducible en E. cloacae y C. freundii, de tipo BLER de Alto Nivel
en K. pneumoniae y de tipo BLER Basal en E. coli, E. coli capsulada y K. pneumoniae.
CONCLUSIONES
Este estudio refleja una alta contaminacién fecal en aguas del rio La Paz. La presencia de estos tipos de re-
sistencia refleja el problema actual de la creciente tasa de bacterias que expresan resistencia a antibiéticos.

PALABRAS CLAVE: Bacterias, Bacterias Coliformes, Resistencia betalactamica, Escherichia coli
ABSTRACT

INTRODUCTION

Coliforms are bacteria associated with fecal contamination; these microorganisms can be found in water
and soil. The La Paz River was selected because its waters are used to irrigate crops in nearby areas. The
objective was to identify types of antibiotic resistance in bacteria that contaminate the La Paz River.
OBJECTIVES

The purpose of this work was to demonstrate the degree of fecal contamination of the river and the pre-
sence of resistant microorganisms, which represents a potential risk to public health and food safety for the
population that uses these waters for agricultural purposes.

MATERIAL AND METHODS

Nine sampling points were established. We used the Most Probable Number (MPN) method to estimate the
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level of coliform contamination, and biochemical tests and antibiotic susceptibility tests were performed to

identify the species and their resistance patterns.
RESULTS

The total coliform index was 14,736,555 CFU/100 mL and the colimetric index was 1,012,777 CFU/100 mL.
The isolated bacteria were E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, and C. freundii. The observed antibiotic resis-
tance patterns were of the AmpC Inducible type in E. cloacae and C. freundii, of the High-Level NSBL type
in K. pneumoniae, and of the Basal ESBL type in E. coli, encapsulated E. coli, and K. pneumoniae.

CONCLUSIONS

This study reflects a high level of fecal contamination in the waters of the La Paz River. The presence of
these types of resistance reflects the current problem of the increasing rate of bacteria expressing antibiotic

resistance.

KEYWORDS: Bacteria, Coliform Bacteria, Beta-lactam Resistance, Escherichia coli

INTRODUCCION

Los coliformes son bacilos Gram negativos, no es-
porulados capaces de fermentar lactosa y produ-
cir gas y acido, pueden ser aerobios o anaerobios
facultativos y son mesofilos’. De forma clasica se
reconocen en este grupo de bacterias los géneros
Escherichia, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter?.
La urbanizacién creciente es un factor importante
para el aumento de coliformes en aguas de los rios,
la concentracidon de estas bacterias aumenta con-
forme el lugar de la toma de muestra sea mas cerca-
na a sectores de aguas bajas®.Otro factor que afecta
la presencia y alta contaminacion de coliformes es
la estacion del afo vy, a la par, la regién geografica
del lugar de investigacion, ya que se evidencié que
en diferentes lugares y segun la estacion del afio la
cantidad y diversidad de coliformes variaba de for-
ma considerable*.

La resistencia a los antibiéticos es un problema por
demas importante en cualquier regién y en cualquier
contexto puesto que compromete la eficacia del tra-
tamiento y alarga el mismo, significando un aumento
en los costos y mucho peor aun poniendo en grave
riesgo la vida de las personas®. La resistencia de los
coliformes a los antibiéticos es un problema de sa-
lud global que se ve complicado por el mal uso y
el uso indebido de antibidticos en la medicina y la
agricultura®.

Los coliformes, principalmente Escherichia coli, po-
drian funcionar como buenos indicadores de la re-
sistencia a los antibidticos debido a su presencia en
el intestino humano y su capacidad para transferir
genes de resistencia a otros patdgenos. La micro-
biota intestinal humana alberga microorganismos
que pueden transferir genes de resistencia a los an-
timicrobianos, lo que representa una amenaza para
la salud’.

El agua de riego contaminada con material fecal es
un importante reservorio de bacterias resistentes a
multiples farmacos que podrian propagarse a cam-
pos agricolas cercanos y otros cuerpos de agua.
Esto representa un riesgo para la salud publica y la
seguridad alimentaria®. Los alimentos contaminados
constituyen un grave problema, provocan enferme-
dades y afectan especialmente a grupos vulnerables
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de la poblacién®.

El objetivo de este estudio fue identificar los patro-
nes de resistencia de los coliformes presentes en las
aguas del rio La Paz en el mes de septiembre de
la gestion 2024. Estas aguas son utilizadas para el
riego de cultivos, la produccion agricola irrigada con
estas aguas se comercializa en los mercados de la
ciudad de La Paz. Por ello, es fundamental estable-
cer un registro y control adecuado de la contamina-
cion bacteriana para garantizar la seguridad de los
productos agricolas y, de esta manera, proteger la
salud publica.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue de tipo observacional y trans-
versal llevada a cabo en el mes de septiembre de la
gestion 2024. Se determinaron 9 puntos de mues-
treo que corresponden a asentamientos humanos
proximos al curso del rio La Paz: Aranjuez, Malla-
sa, Jupapina, Lipari, Huajchilla, Valencia, Mecapaca,
Palomar y Huaricana.

Este estudio se realizé en cinco etapas: determina-
cion del indice de coliformes totales y del indice co-
limetrico, recuento de gérmenes mesofilos aerobios
totales, aislamiento de coliformes, pruebas bioqui-
micas para identificacion de especies y por ultimo la
determinacién de los patrones de resistencia.

El trabajo se realizé en el laboratorio de la Catedra
de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Mayor de San Andrés, con el método
del Niumero més Probable (NMP) o de tubos multi-
ples. Este método consiste en cuatro pruebas dife-
rentes:

Prueba Presuntiva: Para esta prueba se utilizé tubos
de cultivo, a los cuales se les introdujo una campana
de Durham, todos debidamente esterilizados. Pos-
terior a ello se vertié 10 mL de Caldo Lactosado, y a
este medio se le colocé diluciones de las muestras
homogeneizadas con una concentracion de 1:100,
1:1000, 1:10000. Para cada muestra se prepard una
bateria de nueve tubos, esto porque en cada una de
las tres diluciones se usé una serie de tres tubos.
Los tubos de cultivo se incubaron a 35°C-37°C du-
rante 24 horas. Posterior a ello se realiz6 la lectura
de los resultados en donde se consideré como po-



ALTA CONTAMINACION POR BACTERIAS COLIFORMES EN EL RIO LA PAZ

sitivos aquellos tubos en donde se observo el entur-
biamiento del caldo y la presencia de una burbuja
de gas dentro de la campana de Durham. A la par de
la lectura se registraron los resultados observados,
para lo cual se tomo en cuenta las series de cada
una de las diluciones de modo tal que cada bateria
tenia como registro tres niUmeros, uno por cada se-
rie, comenzando por los resultados obtenidos de la
primera dilucion y terminando con la ultima dilucion,
esto en orden descendente.

Estos resultados se compararon con la tabla de Hos-
kins haciendo coincidir las diluciones y el resultado
de tubos positivos, de esta forma se obtuvo el nu-
mero mas probable de coliformes en UFC/100 mL.
Prueba Confirmativa: De la misma forma de la prue-
ba presuntiva se utilizé tubos de cultivo, a los cuales
se les introdujo una campana de Durham, todos de-
bidamente esterilizados. Posterior a ello se vertié 10
mL de Caldo Verde Bilis Brillante al 2%. Solamente
se hace esta prueba con los tubos que dieron re-
sultado positivo en la prueba presuntiva. Se sembro
0.1 mL del contenido de los tubos que contenian
el caldo lactosado. Estos tubos fueron cultivados a
45.5°C - 50°C durante 24 horas. El procedimiento
para la lectura de los resultados fue similar al de la
anterior prueba, considerandose positivos aquellos
tubos en los que se observé el enturbiamiento del
caldo y la presencia de una burbuja de gas dentro
de la campana de Durham.

El registro se realizé de igual forma que la prueba
presuntiva y los resultados se los comparé con la ta-
bla de Hoskins haciendo coincidir las diluciones y el
resultado de tubos positivos y esta vez nos da como
resultado el Indice Colimétrico en UFC de Escheri-
chia coli por cada 100 mL. La utilizacion del caldo
verde bilis brillante al 2% conjunto a la temperatura
a la que se cultivaron fueron utiles para la seleccién
de Escherichia coli ya que esta bacteria tiene la ca-
pacidad de subsistir a ambos factores.

Prueba Complementaria: Las pruebas positivas de
la prueba confirmativa fueron sembradas por estria-
cion en cajas Petri con agar Eosina Azul de Metileno
(E.M.B.). Se cultivaron las cajas Petri a 35°C-37°C
durante 24 horas. Se observo el desarrollo de co-
lonias de Escherichia coli que son facilmente reco-
nocidas porque estas se tornan de un color verde
metadlico tornasol. Con esta prueba se confirmd la
presencia de Escherichia coli. Ademas de la con-
firmaciéon de colonias de Escherichia coli, el agar
E.M.B. permite el crecimiento de colonias de otras
coliformes las cuales se identificaron con pruebas
bioquimicas, se utilizaron las pruebas de oxidasa,
agar triple azucar (TSI), agar hierro lisina (LIA), sulfu-
ro indol motilidad (SIM) y Citrato de Simmons. Estas
pruebas ayudan a identificar facilmente el género de
las bacterias que formaron las colonias. Una vez
identificadas las colonias aisladas se las prepard
para el antibiograma.

Recuento de Gérmenes Mesofilos Totales: La con-
tabilizacion del total de gérmenes mesofilos se hace
en Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C.) por
cada 100 mL y se realiza de forma paralela a la prue-

ba presuntiva. Para esto se utilizé la técnica de placa
vertida, consiste en colocar la dilucion de las mues-
tras con las concentraciones utilizadas en la prueba
presuntiva (0.01, 0.001, 0.0001) dentro de una caja
Petri vacia y esteril. Después se vierte el agar Plate
Count a la caja Petri y se realizan movimientos en
forma de 8 para que la muestra colocada se distri-
buya por toda la caja Petri. Se cultiva a 35°C-37°C
durante 24 horas. Para la contabilizacion de los gér-
menes mesdfilos totales se toman en cuenta sola-
mente las colonias superficiales. Cada caja Petri se
contabiliza y se multiplica por el factor de dilucién
correspondiente a cada una de las concentraciones
utilizadas. Los resultados de las tres cajas Petri de
cada una de las muestras se promedia y de esa for-
ma se obtiene el aproximado de las U.F.C. de gér-
menes mesofilos presentes.

Antibiograma: La realizacion del antibiograma co-
mienza a partir del aislamiento de los coliformes. Se
utiliza la técnica de Kirby Bauer o de difusién de dis-
cos, consiste en colocar discos de antibidticos en el
agar. Posteriormente al desarrollo de las bacterias
en el agar, medir los halos de inhibicién y asi evaluar
la sensibilidad o resistencia a los antibiéticos. Para
el antibiograma primero se prepard una suspension
bacteriana de 0.5 en la escala de MacFarland a par-
tir de las colonias aisladas de los coliformes.

Esta suspensién se sembré por saturacién, con ayu-
da de un hisopo, en cajas Petri con agar Mueller Hin-
ton. Se colocaron discos de antibiéticos para medir
la sensibilidad o resistencia de las bacterias a los an-
tibioticos, los discos se colocaron en sentido de las
manecillas del reloj con el siguiente orden: amoxi-
cilina / acido clavulanico (AMC), cefotaxima (CTX),
ampicilina (AMP), cefoxitina (FOX), cefazolina (CF2),
imipenem (IMI) y ceftazidima (CAZ). Se cultivaron las
cajas Petri durante 24 horas a 37°C, pasado el tiem-
po se midio los halos de inhibicion que gener6 cada
uno de los antibidticos en cada una de las cajas Pe-
tri.

RESULTADOS

Cada una de las muestras fue analizada de forma
individual y asi se obtuvieron los datos necesarios
para este estudio.

La muestra nimero seis obtenida en la poblacién de
Valencia presento el valor mas alto en los tres indi-
cadores de contaminacién del agua, con un indice
de coliformes totales de 46.000.000 UFC en cada
100 mL, un indice colimétrico de 2.800.000 UFC en
100 mL y un recuento de gérmenes meséfilos aero-
bios totales de 1.565.800.000 UFC en 100 mL. Los
resultados de las demas muestras se pueden ver en
la Tabla 1.
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Tabla 1. indices de contaminacion de las muestras del rio La Paz obtenidos mediante el método del
numero mas probable.

NUMERO Y LUGAR DE | INDICE DE COLIFOR-| INDICE COLIMETRICO| RECUENTO DE GERME-
MUESTRA MES TOTALES (EN (EN UFC/100 mL) NES MESOFILOS AE-
UFC/100 mL) ROBIOS TOTALES (EN
UFC/100 mL)

1- Aranjuez 2400000 270000 7400000

2- Mallasa 2400000 21000 830000

3- Jupapina 2400000 153000 1400000

4- Lipari 29000 21000 1240000

5- Huajchilla 2400000 210000 2866000

6- Valencia 46000000 2800000 1565800000

7- Mecapaca 29000000 2100000 15000000

8- Palomar 24000000 2100000 289050000

9- Huaricana 24000000 1500000 41700000

PROMEDIO GENERAL |14736555.56 1012777.778 213920666.7

Del total de las muestras que se estudiaron se lograron aislar cepas de los géneros Escherichia, Kleb-
siella, Enterobacter y Citrobacter. Estas muestras se aislaron a partir de colonias aisladas a las cuales se
les realizaron las pruebas de: Oxidasa, TSI, LIA, SIM, y Citrato. Los resultados obtenidos identificaron las
especies de: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii.

Al realizarles el antibiograma mediante el método de Kirby Bauer se obtuvieron los siguientes resultados
de los halos de inhibicion que se formaron después de la incubacion (Tabla 2).

TABLA 2. Halos de inhibicion (en mm) formados en los antibiogramas de los coliformes aislados.

BACTERIA ANTIBIOTICOS RESISTENCIA
AMC CTX AMP CFzZ IMI  CAZ

Citrobacter freundii 6 30 15 6 24 23 AMPC INDUCIBLE
Enterobacter cloacae 6 26 6 24 23 6 AMPC INDUCIBLE
Escherichia coli 18 31 8 6 33 28 BLER BASAL
Escherichia coli capsulada 19 28 14 23 26 26 BLER BASAL
Klebsiella pneumoniae 11 38 6 16 29 27 BLER BASAL
Klebsiella pneumoniae 18 30 6 20 25 23 BLER BASAL

La longitud de los halos de inhibicidon se compard con la guia para antibiograma del Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI), obteniendo los siguientes patrones de resistencia:

- Citrobacter freundii con resistencia tipo AMPC INDUCIBLE

- Enterobacter cloacae con resistencia tipo AMPC INDUCIBLE

- Escherichia coli con resistencia tipo BLER BASAL

- Escherichia coli capsulada con resistencia tipo BLER BASAL

- Klebsiella pneumoniae con resistencia tipo BLER BASAL

- Klebsiella pneumoniae con resistencia tipo BLER de ALTO NIVEL

DISCUSION rianas que ninguno de los anteriores estudios logrd
encontrar. En el trabajo realizado por Guzman-Ota-
La presencia de coliformes resistentes en aguas zo' en el 2019 en una de las afluentes del Rio La Paz
de rios ha sido objeto de estudio en varias partes que es el Rio Choqueyapu se observa ademas que
del mundo. Por ejemplo, Cardenas®, aisl6 del rio se encontré Salmonella entérica y Shigella spp.
Uraim Acinetobacter baumanii y Stenotrophomo-
nas maltophila ademas de las bacterias que se Se observoé que la gran mayoria de aislamientos bac-
hallaron en nuestro estudio. Osman® en Marrue- terianos en rios identificaron a Escherichia coli. Este
cos logro aislar también Pseudomonas otitidis del microorganismo nos permite identificar el nivel de
rio Al-Oueik. En el estudio de Diaz™ se aisl6 En- contaminacién fecal'. Referente al indice de colifor-
terococcus spp. del Rio de La Plata Kabir'" aislo mes totales se puede apreciar una tendencia comun
Bacillus anthracis y Staphylococcus sciuri en el en los primeros tres puntos de muestreo (Aranjuez,
Rio Balu en Bangladesh que son especies bacte- Mallasa y Jupapina), posteriormente un descenso
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marcado en Lipari seguido de un aumento en el indi-
ce de coliformes desde Huajchilla a Valencia seguido
de un descenso paulatino hasta el ultimo punto de
muestreo (Huaricana). Este aumento en Huajchilla y
Valencia se debe a que estas localidades no cuentan
con un sistema de drenaje éptimo por lo cual todos
los desechos, sobre todo fecales, son directamente
dirigidos a aguas del rio La Paz contaminando en
gran manera estas mismas haciéndolas completa-
mente inservibles para cualquier tipo de uso huma-
no, como se expone mas adelante.

Los valores elevados en el indice de coliformes tota-
les que en media fue de 14.736.555 UFC/100 mL ex-
cede a los encontrados en el Rio Banjar en Indone-
sia donde sus datos fueron de 5.240.000 UFC/100
mL'4. Segun los datos brindados por la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agri-
cultura en la Republica de Ecuador, establecieron
normas de aceptabilidad del agua para riego donde
indiga que el limite permisible es de 1000 NMP/100
mL'°.

En comparacién a los datos encontrados en nues-
tro estudio que se encuentran muy por encima de la
norma. La Universidad de Vermont también propone
como parametros sugeridos un limite 6ptimo de no
mas de 200 UFC/100 mL de coliformes totales y no
mas de 77 UFC/100 mL de Escherichia coli16, en
este trabajo todas las muestras estudiadas sobre-
pasan de manera significativa los valores recomen-
dados, es asi que estas aguas no son apropiadas
para su uso en el area agricola ya que estan muy
contaminadas con materia fecal.

Estas aguas no pueden ser utilizadas para consu-
mo humano debido a que la cantidad de UFC de
coliformes totales para tal fin debe ser menos de 5
UFC/100 mL",

En relacion a la resistencia antibiética se observé di-
ferentes patrones de resistencia como son la resis-
tencia tipo AmpC Inducible, en los microorganismos
Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii. Este
mecanismo se debe principalmente a la produccion
de B-lactamasas AmpC codificadas cromosémica-
mente'®. Estas enzimas son cefalosporinasas que
confieren resistencia a una amplia gama de B-lac-
tamicos, asi como a combinaciones de inhibidores
de B-lactamasa con -lactamicos. Como se observa
en el estudio realizado por Roberto et al donde en-
contraron coliformes resistentes a la cefotaxima en
aguas residuales donde evidenciaron un 38,3% de
resistencia a este antibiotico'. En Enterobacter spp.
y Citrobacter freundii, la expresion de AmpC es sus-
tancialmente inducible, sin embargo, estas bacterias
pueden desarrollar mutantes que producen AmpC
de manera constitutiva, o que resulta en resistencia
a los antibiéticos que inicialmente eran efectivo?.

Las bacterias aisladas como Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli presentaron una resistencia BLER
basal y BLER de alto nivel. Este tipo de resistencia

BLER es mediada principalmente por las enzimas
SHV-1, TEM-1, TEM-2 le confieren resistencia a
penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda
generacion. El gen de TEM estaba en un plasmi-
do insertado en un transposén motivo por el cual se
disemind a otras especies a nivel global. Posterior-
mente aparecié SHV que fue encontrada en E. coli
y K. pneumoniae. Este Ultimo se encuentra mediada
por plasmidos en E. coli y esta en el cromosoma de
la mayoria de las K. pneumoniae?'.

Ortega-Paredes y et al, realizaron un estudio para
determinar la cantidad de E. coli multidrogoresis-
tente en el Rio Machagara de Quito, Ecuador. Sus
resultados mostraron una gran cantidad resistente
a cefotaxima (2,7 x 10 3 -5,4 x 10 5 UFC/100 mL).
Segun el indice de resistencia a los antimicrobianos
observaron que la contaminacion del rio por antibio-
ticos fue de alto riesgo®2. Por otro lado, la encap-
sulacion ya sea natural o mediante recubrimientos
poliméricos, ayuda a E. coli a resistir condiciones
ambientales adversas, como cambios de tempera-
tura, presién osmatica y exposicién a agentes qui-
micos?.

CONCLUSIONES

La contaminacién bacteriana por coliformes en las
aguas del rio La Paz excede los limites permisibles
de unidades formadoras de colonias para su uso en
actividades agricolas. La alta presencia de Esche-
richia coli indica directamente una contaminacion
fecal, sin embargo, no se puede diferenciar si es
contaminacién fecal humana o animal. Esta conta-
minacion indica la posible presencia de enteropato-
genos lo que representa un riesgo potencial para la
salud de los habitantes que utilizan estas aguas para
el riego, asi como para los consumidores de los ve-
getales comercializados en la ciudad de La Paz. La
presencia de bacterias con patrones de resistencia
tipo BLER y AMPc inducible en este rio evidencia
la creciente diseminacién de microorganismos resis-
tentes fuera del ambito hospitalario hacia entornos
cotidianos. Este comportamiento podria repetirse
con otras familias de bacterias y con otros patrones
de resistencia, por ello es importante que se realicen
estudios sobre la resistencia a antibioticos de las
bacterias en diferentes ambientes con el fin de tener
un panorama mas claro sobre la situacion real de la
resistencia bacteriana en nuestro medio.
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