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I. Titulo

CALIDAD DEL AGUA Y COLIFORMES TERMOTOLERANTES
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS DEL TRACTO GASTROINTESTINAL DE
Oncorhynchus mykiss DE LOS CRIADEROS DE JAULAS FLOTANTES -
MUELLE BARCO — CHUCUITO.

Il. Resumen del Proyecto de Investigacion

El estudio tiene como objetivo determinar la resistencia a los diferentes antibidticos
ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg), ciprofloxacino (5 pg), eritromicina (10 pg),
oxafloxacina (30 pg), gentamicina, entre otros, en bacterias coliformes totales y
termotolerantes aisladas del tracto gastrointestinal de Oncorhynchus mykiss de las
zonas de criadero de truchas - Chucuito, limite entre el distrito de Plateria a Puno,
provincia de Puno, departamento de Puno. Metodologia: La determinacién y el
aislamiento de las bacterias coliformes totales y termotolerantes, se realizaran a partir
de las heces del tracto gastrointestinal de Oncorhynchus mykiss, utilizando la técnica
del nimero mas probable (NMP), seguidamente se realizara la siembra por estria de
los tubos positivos de Caldo Verde Brillante Bilis y Caldo EC a medio Agar Mc
Conkey, para su identificacion por pruebas bioguimicas convencionales, TSI, LIA,
Citrato e Indol. La respuesta antimicrobiana se realizard mediante el método de Kirby
Bauer. EI método estadistico para determinar la resistencia antimicrobiana se
realizara usando el Test de Shapiro — Wilk, Test de Bartlett, analisis de varianza de
un factor (ANOVA) y la prueba de TUKEY (P<0.05); seran analizados con el
software R-Studio 4.0.0 Resultados: Se lograran aislar e identificar diferentes cepas
bacterianas, con su respectiva sensibilidad antimicrobiana.

I11. Palabras claves

Antibidticos, resistencia, calidad, coliformes, Oncorhynchus mykiss

IV. Justificacion del proyecto

Las zonas de influencia de los criaderos de truchas en jaulas flotantes del sector
Chucuito, resulta ser un punto estratégico de produccion y venta de trucha “arco iris”,
para la ciudad de Puno y demaés localidades aledafias, incluso siendo el primer
productor de trucha a nivel nacional que se exportan a Bolivia y otros paises,
constituyendo un punto de acopio de trucha, adquiridas de diferentes zonas que
realizan acuicultura, esta actividad representa un alto riesgo para la salud humana.

Sin embargo, la identificacion y determinacion de las bacterias en un futuro
permitirdn monitorear el cuerpo de agua, ozonificar las zonas con mayor carga de
bacterias resistentes a antibiéticos, el cuerpo de agua, generar politicas publicas en la
prevencion del uso de antimicrobianos o alguna medida de mitigacion.
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V. Antecedentes del proyecto

Los cuerpos de agua, constituyen la principal fuente de microrganismo con potencial
biotecnoldgico (Moraga et al., 2003). La utilizacion de diversos antimicrobianos, en
sistemas acuicolas, origina el desarrollo de bacterias resistentes, que afectan el
desarrollo y crecimiento de las especies icticas (Naviner et al., 2011). A nivel de
intestino y heces de salmon, existe la presencia de bacterias que son multirresistentes
a tetraciclina, eritromicina, ampicilina y cloranfenicol (Higuera et al., 2018). Por otro
lado, en heces de “pez dorado” (Sparus aurata), Escherichia coli posee genes de
resistencia a betalactdmicos de espectro extendido (BLEE) tales como: bla SHV — 12
y bla TEM — 52, y otros genes de resistencia: cml A, tet A, aad A, sul 1, sul 2 y sul 3
(Sousa et al., 2011).

En estanques de cultivo de Tilapia, Enterobacter cloacae MF68, Enterobacter
cloacae MF86, Proteus vulgaris T17, Proteus sp. T51, Kelbsiella oxytoca T106 y
Pseudomona sp. T7, expresan genes de multirresistencia a los antibidticos (Poole, et
al., 2017). Las bacterias que son multirresistentes a los antibidticos, también son
resistentes a metales pesados (Martinez et al., 2010 y Goémez et al., 2002).
Finalmente, los microorganismos que son capaces de ser resistentes a antibidticos y
metales pesados, constituyen una de las herramientas biotecnologicas mas
prometedores para la recuperacion de los ecosistemas (Muiioz et al., 2012).

Escherichia coli, Enterobacter sp., Serratia sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella
sp. y Acinetobacter, son resistentes a di-bromomercurio (Acevedo & Severiche,
2013). Por otro lado, Escherichia, Enterobacter, Serratia y Citrobacter presentaron
multirresistencia a ampicilina, amikacina, cefomax, cefatoxima y nitrofurantoina
(Moraga et al., 2003). Los metales, seleccionan microorganismos resistentes a
antibidticos (Cervantes et al., 2006).

En estanques de cultivo de Tilapia, se determinaron genes de multirresistencia, en:
Enterobacter cloacae MF68 [sul2 (resistencia a Sulfonamidas), strA — str B
(resistencia a Streptomicina) y dfr Al, Al2 (resistencia a Trimetoprim)],
Enterobacter cloacae MF86 [sull (resistencia a Sulfonamidas), dfr Al, Al2
(resistencia a Trimetoprim) y blaTEM (resistencia a betalactamasas)], Proteus
vulgaris T17 [sull,2 (resistencia a Sulfonamidas), strA,B (resistencia a
estreptomicina), dfr Al, A12 (resistencia a Trimetoprim) y mefA (resistencia a
eritromicina)], Proteus sp. T51 [sull,2 (resistencia a Sulfonamidas), strA,B
(resistencia a estreptomicina), dfr Al, A12 (resistencia a Trimetoprim), blaTEM
(resistencia a betalactamasas), mefA (resistencia a eritromicina) y cat 1 (resistencia
a cloranfenicol)], Kelbsiella oxytoca T106 [sull,2 (resistencia a Sulfonamidas) y
blaTEM (resistencia a betalactamasas)| y Pseudomona sp. T7 [sull (resistencia a
Sulfonamidas), dfr Al, A12 (resistencia a Trimetoprim) y blaTEM (resistencia a
betalactamasas)] (Poole, et al., 2017). Al respecto, la multirresistencia presente en
bacterias de tilapias silvestres y tilapias cultivadas, se debe al uso irresponsable de
antimicrobianos (Alvarez et al., 2004).

Pseudomona sp. y Serratia sp, aisladas de intestino y heces de salmoén, fueron

multirresistentes a tetraciclina (>32 pg/ml), eritromicina (>16 pg/ml), ampicilina
(>64 png/ml) y cloranfenicol (>32 pg/ml); asi mismo se determino la presencia de
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genes de resistencia a tetraciclina: tetA; tetB; tetE, tetL, tetH, tet34 y tet35 (Higuera
et al., 2018). Por otra parte, en muestras de heces de pez dorado (Sparus aurata),
Escherichia coli, tiene genes de resistencia a betalactamicos de espectro extendido
(BLEE): bla SHV — 12 y bla TEM — 52 (genes de resistencia a betalactamicos tales
como Ampicilina), ademas de otros genes de resistencia: cml A, tet A, aad A, sul 1,
sul 2 y sul 3 (Sousa et al., 2011). Al respecto, los genes localizadas en un mismo
Plasmido, que dan resistencia al cobre (Cu) (pcoA-D, silABC, pcoA-E), esté ligado
a genes de resistencia a diversos antibidticos (blaCTX-M-15 (BL), blaTEM-1 (BL),
blaOXA-1 (BL), aac(6")-Ib-cr (FQ), aadA2 (AG), tetA (TC), dhfrXII (TP), sull (SP),
mphR-mxr-mphA (ML), qacEA1 (QACS), para cepas de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae (Poole et al., 2017). Finalmente, la resistencia de Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecium a multiples antibioticos, se deberia
al mercurio (Hg) y hierro (Fe) (Rafiq et al. 2017).

Escherichia coli, Enterobacter sp. y Klebsiella sp., presentan una sensibilidad a
cefotaxima, cefalexima y ceftriaxona, mostrando halos de inhibicion mayores a 18,
20 y 21 mm; ademas, de que dichas bacterias presentan mayores recuentos en
presencia de Pb (Coila, 2017). El Ministerio del Ambiente (MINAM, 2013),
menciona que, en quince puntos de las aguas de la bahia interior de Puno, el recuento
de coliformes totales y termotolerantes, superan los limites maximos permisibles de
los estandares de calidad ambiental (ECA).

V1. Hipotesis del trabajo

1.1. Hipotesis General:

La calidad del agua del area de estudio cumple con los estandares nacionales de
calidad ambiental, mientras que los coliformes totales y termotolerantes aislados del
tracto gastrointestinal de Oncorhynchus mykiss de los criaderos de jaulas flotantes -
muelle Barco — Chucuito, son resistentes a los diferentes antibidticos.

1.2. Hipdtesis Especificos:

La calidad del agua del &rea de influencia de los criaderos de trucha en jaulas flotantes
de Chucuito, cumplen con los estandares nacionales de calidad ambiental.

Las bacterias coliformes totales y termotolerantes aisladas del tracto gastrointestinal
de Oncorhynchus mykiss del area de influencia de los criaderos de trucha en jaulas
flotantes, son resistentes a los antibidticos ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg),
ciprofloxacino (5 pg) y eritromicina (10 pg), oxafloxacina (30 ug), gentamicina,
entre otros.

VI1.Objetivo general

Determinar la calidad del agua y coliformes termotolerantes resistentes a
antibioticos del tracto gastrointestinal de Oncorhynchus mykiss de los criaderos de
jaulas flotantes muelle Barco — Chucuito.
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VIII. Objetivos especificos

Evaluar la calidad del agua del area de influencia de los criaderos de trucha en jaulas
flotantes de Chucuito, con los estandares de calidad ambiental.

Determinar la resistencia a los antibioticos ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg),
ciprofloxacino (5 pg) y eritromicina (10 pg), oxafloxacina (30 pg), gentamicina,
entre otros, en bacterias coliformes totales y termotolerantes aisladas del tracto
gastrointestinal de Oncorhynchus mykiss del area de influencia de los criaderos de
trucha en jaulas flotantes.

IX. Metodologia de investigacion

3.1 Area de Estudio.

El aislamiento de las muestras de bacterias de coliformes totales y termotolerantes,
se realizard a partir de la recoleccion de las heces del tracto gastrointestinal de la
“trucha arco iris”. La colecta de “trucha arco iris” en estado juvenil, con apariencia
saludable, sera a través de compras directas de los expendedores de forma personal
de los criaderos de truchas en jaulas flotantes durante los meses de febrero a junio de
2021. Seguidamente, se transportaran al laboratorio de Zoologia donde se realizo el
siguiente procesamiento: diseccion aséptica, se retirara del tracto gastrointestinal, la
colecta de heces, pruebas de resistencia antimicrobiana.

3.2 Tipo de Estudio.
El proyecto de investigacion, es de tipo experimental.

3.3 Poblacion y Muestra
Constituida por:

Muestras de agua

Heces del tracto gastrointestinal de la “trucha arco iris”.

Coliformes Totales: se obtendran a partir de la recoleccion de las heces del tracto
gastrointestinal de la “trucha arco iris”.

Coliformes Termotolerantes: se obtendran a partir de la recoleccion de las heces
del tracto gastrointestinal de la “trucha arco iris”.

3.4 Disefio de la Investigacion

Para determinar la calidad del agua y resistencia antimicrobiana se utilizara un disefio
de andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y la prueba de Tukey (P<0.05),
considerando que los tratamientos para la resistencia antimicrobiana estuvieron
conformados por los discos de sensibilidad ampicilina 10 pg (T1), tetraciclina 30 ug
(T2), ciprofloxacino 5 pug (T3), eritromicina 10 pug (T4), entre otros, datos que seran
analizados en el software R-Studio 4.0.0.

3.5 Metodologia.
a. Calidad de agua.
Técnica: Método nlimero mas probable (NMP)
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Fundamento: La técnica se basa en la determinacion del nmimero més probable
(NMP) consta de dos fases, una fase presuntiva, donde se observa la presencia de gas
en los tubos con caldo lauril triptosa y una fase confirmatoria, donde los tubos
positivos de caldo lauril triptosa son inoculados en tubos con verde brillante bilis y
medio E.C, incubandose a 44.5 en bafio con temperatura constante, durante 24 horas.
Procedimientos:

El método consiste en utilizar como medio de cultivo para la prueba presuntiva,
Caldo Lauril Triptosa en volumenes de 10 mL de concentracion simple (X), para
in6culos de 1 mL y de doble concentracion (2X) para inoculos de 10 mL.

Luego de inocular la muestra de heces, se incubd a 37 °C por 24 - 48 horas,
considerandose como positivos los tubos con presencia de gas y turbidez.

De los tubos positivos, para la prueba confirmatoria, se transfiri6 una asada a tubos
con Caldo Verde Brillante bilis (Coliformes totales) y Caldo EC (Coliformes
termotolerantes). Se incubd a 37 °C por 24 — 48 horas los tubos de Caldo Brillante
bilis y a 44, 5°C durante 24 horas los tubos con Caldo EC en baiio Maria.

La formacion de gas y turbiedad en los tubos de Caldo Verde Brillante bilis y
Caldo EC, se les consideré como positivos para Coliformes Totales y Coliformes
Termotolerantes, respectivamente.

Finalmente, se realizara el recuento con la tabla del nimero méas probable.

b. Resistencia antimicrobiana

Aislamiento de bacterias coliformes totales y termotolerantes

Técnica: Método nimero mas probable (NMP)

Fundamento: La técnica se basa en la determinacion del nimero mas probable
(NMP) consta de dos fases, una fase presuntiva, donde se observa la presencia de gas
en los tubos con caldo lauril triptosa y una fase confirmatoria, donde los tubos
positivos de caldo lauril triptosa son inoculados en tubos con verde brillante bilis y
medio E.C, incubandose a 44.5 en bafio con temperatura constante, durante 24 horas.
Procedimientos:

El método consiste en utilizar como medio de cultivo para la prueba presuntiva,
Caldo Lauril Triptosa en volimenes de 10 mL de concentraciéon simple (X), para
in6culos de 1 mL y de doble concentracion (2X) para indculos de 10 mL.

Luego de inocular la muestra de heces, se incub6 a 37 °C por 24 - 48 horas,
considerandose como positivos los tubos con presencia de gas y turbidez.

De los tubos positivos, para la prueba confirmatoria, se transfirio una asada a tubos
con Caldo Verde Brillante bilis (Coliformes totales) y Caldo EC (Coliformes
termotolerantes). Se incub6 a 37 °C por 24 — 48 horas los tubos de Caldo Brillante
bilis y a 44, 5°C durante 24 horas los tubos con Caldo EC en bafio Maria.

La formacion de gas y turbiedad en los tubos de Caldo Verde Brillante bilis y
Caldo EC, se les consideré como positivos para Coliformes Totales y Coliformes
Termotolerantes, respectivamente.

Finalmente, se realizd el aislamiento de los tubos positivos con Caldo Verde
Brillante Bilis y Caldo EC a medio Agar MackConkey, para su identificacion.

Caracterizacion de bacterias coliformes totales y termotolerantes (INS, 2002)
Técnica: Pruebas bioquimicas por medios diferenciales
Fundamento: Los medios diferenciales son medios que contienen sustancias o
indicadores que permiten la diferenciacion de un microorganismo de otros.
Procedimientos:

Las colonias que desarrollaron en el medio Agar MackConkey, se sembraron en
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los medios diferenciales, para tuego ser incubadasa 37°C por 24 horas.
La interpretacion de resultados serd de acuerdo al viraje de color:

a. TSI: presencia de gas y viraje a color amarillo (lactosa positivo (+)).

b. LIA: Viraje a color rojizo es positivo (+).

c. Citrato de Simmons: Viraje a color azul es positivo (+).

d. INDOL: Adicién del Reactivo de Kovac para la formacion de un anillo de color

fucsia (positivo (+)).

Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana (INS, 2002)
Técnica: Disco Difusion

Fundamento: Este método estd basado en el trabajo de Kirby Bauer, estd
recomendado para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos. El antibiograma disco — placa consiste en depositar, en la superficie
de agar de una placa de Petri previamente inoculado con el microorganismo, discos
de papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el
filtro absorbe agua y el antibiotico difunde al agar. El antibiotico difunde radialmente
a través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas las 24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados
por una zona de inhibicion.

Procedimiento:

Identificacion de las cepas bacterianas.

Realizar la preparacion de caldo Mueller Hinton a una escala de MacFarland de 0.5.
Depositar en la superficie de Cultivo de Mueller Hinton por agotamiento.

Colocar los discos de sensibilidad: ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg),
ciprofloxacino (30 pg) y eritromicina (10 pg).

Incubar a 37°C por 24 Horas, para luego realizar su respectiva lectura.

La interpretacion de los resultados se realizé de la siguiente manera:

La evaluacion del efecto antibacteriano se realizdo midiendo los halos de inhibicion
bacteriana (mm) con un vernier calibrado, asimismo se midio los halos de inhibicion
del blanco (agua destilada) y el control positivo, para ello se utilizd la amoxicilina
comercial.

El porcentaje de inhibicion de los discos de antibioticos se calculé reemplazando los
diametros en la siguiente ecuacién matematica:

% de inhibicion=((@ de la muestra- @ del blanco))/((@ del control- @ del blanco)) x
100

Doénde: %=porcentaje y @= diametro

Variables que se analizaran:
Variable independiente: Coliformes totales y termotolerantes
Variable dependiente: Halos de inhibicion bacteriana

Aplicacion de Prueba estadistica.

Se realizara el Test de Shapiro — Wilk, para comprobar la normalidad de datos,
seguido del Test de Bartlett para evaluar la homogeneidad de varianzas, y finalmente
el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) con la prueba de TUKEY (P<0.05).
Considerando que los tratamientos estuvieron conformados por los discos de
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sensibilidad ampicilina 10 g (T1); tetraciclina 30 g (T2); ciprofloxacino 5 g (T 3),
eritromicina 10 pg (T4), entre otros. Finalmente, los datos obtenidos de Halos de
inhibicion, fueron analizados en el software R-Studio 4.0.0.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Los resultados del trabajo permitiran monitorear el cuerpo de agua, ozonificar las
zonas con mayor carga de bacterias resistentes a antibioticos, generar politicas
publicas en la prevencion del uso de antimicrobianos o alguna medida de mitigacion.

XI1I.Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

El impacto sera positivo por cuanto nos permitird evaluar los resultados que
seran divulgados a la sociedad.

ii. Impactos econdémicos

El impacto econdmico sera la implementacion de una nueva alternativa de
alimentacion a los peces, que sean mas accesibles y posean menor costo.

iii. Impactos sociales

‘ Permitira generar politicas publicas de salud, en la prevencion de infecciones
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el transportador y manipulador.

a laspersonas que estan en contacto con estas aguas tales como el sembrador,

iv. Impactos ambientales

contaminacion con antimicrobianos

Proporcionar el conocimiento del estado actual del ecosistema respecto a la

XI11. Recursos necesarios

Infraestructura. Laboratorio de Zoologia UNA PUNO

otros.

Equipos: Estufa, auto clave, incubadora, bafio Maria, medios de cultivo diferenciales,
placas Petry, matraces, pipetas manuales, discos de sensibilidad, Mac Farland, entre

XIV. Localizacion del proyecto

Laboratorio de Zoologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA — Puno.

XV. Cronograma de actividades

. Trimestres

Actividad E[F|M A MI[J][A[S[O[N D
Presentacion del formato de investigacion X
Muestreo y ejecucion del proyecto X[ x| x| x|X|X
Realizacion de ensayos de laboratorio X[ X| x| X[ X|[X|X
Analisis del resultado de los ensayos X|X|x|x|X|X
Redaccion del informe de investigacion X|X|x
Presentacion del informe final X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

medida (S/)

Materiales y | Varios Varios Varios 6,000.00
equipos
Medios de | ensayos 300 10 3,000.00
cultivo
Placas Petry Ensayos 50. 20 1,000.00
Frascos de | Ensayos 10 18 180.00
vidrio
Otros gastos -- -- -- 10,180.00




