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RESUMEN

El uso extendido de antimicrobianos en contextos clinicos ha contribuido a la emergencia de
microorganismos capaces de sobrevivir a tratamientos convencionales. Esta situacién ha
generado un escenario de alerta sanitaria, donde la presencia de genes que confieren
resistencia a farmacos se ha vuelto cada vez mas comun en ecosistemas acuaticos, incluidas
las fuentes de abastecimiento humano. En este estudio, se evalud la presencia de genes de
resistencia a antibioticos y los parametros fisicoquimicos en muestras de agua provenientes
de diferentes puntos en la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa. Se seleccionaron cinco puntos
estratégicos a lo largo de la red de distribucion de agua, desde el ingreso al pozo de
tratamiento hasta la ultima vivienda abastecida. A través de técnicas de extraccion de ADN y
PCR, se detectd la presencia de cinco genes de resistencia: marA, emrC, AMPC, QEP y

gEmar.

Los resultados obtenidos evidencian la falta de cloro residual y una preocupante
contaminacion por genes de resistencia en las muestras analizadas, debido a que la totalidad
de las muestras han resultado positivas en la deteccidon de los genes de resistencia a los
antibidticos, la deteccidon de multiples genes de resistencia en una misma muestra sugiere la
presencia de bacterias con perfiles de resistencia complejos, capaces de resistir a una amplia
gama de antibioticos como ampicilina, eritromicina y quinolonas. Estos hallazgos resaltan la
necesidad de implementar medidas urgentes para mitigar la propagacion de bacterias

multirresistentes en esta comunidad y proteger la salud publica.

Palabras clave: Genes de resistencia a los antibidticos, aguas de consumo humano.



ABSTRACT

The widespread use of antimicrobials in clinical contexts has contributed to the emergence of
microorganisms capable of surviving conventional treatments. This situation has generated a
health alert scenario, where the presence of genes conferring drug resistance has become
increasingly common in aquatic ecosystems, including sources of human supply. In this study,
the presence of antibiotic resistance genes and physicochemical parameters in water samples
from different points in the Awajun community of Tsuntsuntsa was evaluated. Five strategic
points were selected along the water distribution network, from the entrance to the treatment
well to the last house supplied. Through DNA extraction and PCR techniques, the presence of

five resistance genes was detected: marA, emrC, AMPC, QEP and gEmar.

The results obtained show a lack of residual chlorine and a worrying contamination by
resistance genes in the samples analyzed, since all the samples were positive in the detection
of antibiotic resistance genes. The detection of multiple resistance genes in the same sample
suggests the presence of bacteria with complex resistance profiles, capable of resisting a wide
range of antibiotics such as ampicillin, erythromycin and quinolones. These findings highlight
the need to implement urgent measures to mitigate the spread of multidrug-resistant bacteria

in this community and protect public health.

Key words: Antibiotic resistance genes, drinking water.
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. INTRODUCCION

En los ultimos afos, la capacidad de ciertos microorganismos para evadir los
efectos de los antimicrobianos ha escalado hasta convertirse en una de las
amenazas mas relevantes para la salud colectiva, afectando tanto a sistemas de
atencion médica como a comunidades vulnerables (Mithuna et al., 2024). La
aparicion y diseminacion de genes de resistencia a antibioticos (ARG) en el medio
ambiente, y particularmente en fuentes de agua, representa una amenaza
significativa para la salud humana (Tan et al., 2025). Estos genes, que confieren a
las bacterias la capacidad de sobrevivir en presencia de antibiéticos, pueden
transferirse entre diferentes especies bacterianas, propagando asi la resistencia a

través de diversas comunidades microbianas (Yan et al., 2025).

Esto representa una preocupacion sanitaria a nivel global, ya que pone en riesgo
la efectividad de los tratamientos médicos actuales y futuros, comprometiendo asi
la salud publica y los avances terapéuticos (Lu et al., 2024). Dentro de Peru en los
distritos de Chilca, EI Tambo y Huamancaca las muestras de agua y las
biopeliculas de los grifos de chico en la region Junin albergan Helicobacter pylori
las cuales presentan genes de resistencia los antibidticos (Custodio et al, 2025).
En Bagua, Regién Amazonas se evalué la calidad del agua para consumo humano
en donde el andlisis fisicoquimico indicé que la mayoria de los parametros estaban
dentro del rango normal, excepto el cloro residual, que estaba predominantemente
ausente. El analisis microbiolégico reveld la presencia de coliformes totales y
Escherichia coli. La caracterizacion fenotipica de los aislamientos de E. coli mostré
resistencia a varios antibidticos, incluidos acido nalidixico, gentamicina,

amoxicilina mas acido clavulanico, norfloxacino y ciprofloxacino (Ferro et al, 2024).

La presencia de los ARG en el agua de consumo plantea un serio riesgo para la
salud publica (Wang et al., 2024). La exposicion a estos genes puede aumentar la
probabilidad de infecciones resistentes a los antibidticos, lo que dificulta el
tratamiento y puede llevar a complicaciones médicas. Ademas, la comprension de
los factores que influyen en la presencia de ARG en el agua es fundamental para
desarrollar estrategias efectivas para prevenir y controlar la resistencia por

antibiodticos.

Esta investigacion se centra en analizar el agua que beben los habitantes de

Tsuntsuntsa, una comunidad Awajun alejada de la ciudad, para saber si contiene

genes que hacen a las bacterias resistentes a los medicamentos. Saber qué hay
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en el agua nos ayudara a entender qué tan expuestos estan a enfermedades
dificiles de tratar y a buscar maneras de cuidar sus pozos y quebradas. En lugares
como éste, el liquido suele contaminarse por desaglies sin depurar, aguas sucias
de los campos o residuos de animales; cuando esas bacterias llegan al cuerpo sin
pasar por una desinfeccion, la probabilidad de infecciones que no responden a los

antibiéticos se hace mas alta.

En el contexto de la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa, ubicada en la Amazonia
peruana, la calidad del agua de consumo humano es un factor critico para la salud
y el bienestar de sus habitantes (Martinez-Oviedo et al., 2024). Esta comunidad,
como muchas otras en la region, enfrenta desafios particulares relacionados con
el acceso a agua potable segura y la gestion de residuos. Cuando esos genes de
resistencia se cuelan en las quebradas y pozos, la naturaleza empieza a
desarmarse: desaparecen variedades de plantas y animales, los alimentos se
ensucian de punta a punta, el agua clara escasea, brotan enfermedades y, en los

mas pequefos, la vida se apaga (Zhao et al., 2024).

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es determinar la presencia de
genes de resistencia a antibiéticos en muestras de agua de consumo humano en
la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa, con el fin de evaluar los posibles riesgos

para la salud publica.
1.1.Determinacion del problema de investigacion

En rios, lagos y mares de todo el planeta, los genes que hacen a las
bacterias resistentes se estan volviendo mas comunes cada afo. Esta
amenaza cruza fronteras: la medicina cada vez pierde efectividad, los
tratamientos cuestan mas y las familias y los presupuestos nacionales
terminan pagando el precio (Cedefo-Muioz et al., 2024). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha identificado la propagacion de bacterias
resistentes a los antimicrobianos como una de las mayores amenazas para
la salud publica y el medio ambiente en el siglo XXI (World Health
Organization, 2020). La mayoria de los estudios retrospectivos y
prospectivos muestran que después de la introduccién de un antibidtico al
agua de consumo humano no solo aumenta el nivel de resistencia de las
bacterias patdgenas, sino también de las bacterias comensales (Zhong et
al., 2022). Teniendo en cuenta que los métodos de desinfeccidon
convencionales no son efectivos para eliminar simultaneamente las
bacterias resistentes a los antibidticos y ARG (Fang et al., 2022), muchas

bacterias patdégenas se han adaptado para vivir en habitats acuaticos, lo que
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hace que los rios, lagunas y lagos sean vias de propagacion de la resistencia
a los antibidticos porque suelen recibir efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, que pueden contener residuos de
antibioticos y bacterias resistentes a los antibioticos (Reichert et al., 2021),
ademas, el abuso de antibidticos ha empeorado la aparicion y la
propagacién de la resistencia a los antibiéticos mediante la transferencia
horizontal de los ARG en el medio ambiente acuatico. Un efecto secundario
inevitable del uso de antibidticos es la aparicion y diseminacion de bacterias
resistentes (Deng et al., 2024).

En la region amazonica del Peru, se encuentra la comunidad Awajun de
Tsuntsuntsa. A lo largo de generaciones, esta comunidad indigena ha
mantenido una estrecha relacion con su entorno natural. Para sobrevivir,
realizan actividades como la pesca, la agricultura y el consumo directo del
agua. La comunidad esta compuesta por aproximadamente 1668 personas,
quienes viven en viviendas tradicionales y mantienen sus costumbres
ancestrales (SICNA., 2016). La salud y el bienestar de la poblacion estan
intimamente ligados a la calidad del agua que consumen, lo que convierte
este tema en una prioridad para la comunidad.

En la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa, la presencia de ARG en el agua
de consumo podrian tener un impacto significativo en la salud de la
poblacion porque limita la eficacia de los tratamientos médicos y aumenta la
vulnerabilidad en la comunidad a enfermedades infecciosas. Es fundamental
comprender la dinamica de estos genes en el agua con el fin de implementar
estrategias adecuadas de gestidon y proteccion a las personas que
consuman esas aguas.

La automedicacion es una razon por la cual las bacterias con genes de
resistencia a antibidticos se propagan, esto ocurre porque las personas
consumen medicamentos sin necesidad de estar enfermas como para que
requieran esos farmacos (Ripanda et al., 2025). La forma en donde se
presenta de una manera abundante la propagacion horizontal de genes es
cuando las bacterias que son resistentes a antibidticos interactian con
bacterias que no presentan esta resistencia, de tal forma que las bacterias
que no presentan resistencia se vuelven resistentes, al integrar factores
bioldgicos y abidticos, se revelaron los factores que impulsan la dindmica de
los ARG y se identificaron los riesgos potenciales de que los ARG se
transfieran a patégenos (Zhang etal.,, 2024). Incluso en presencia de

antibioticos, estas moléculas genéticas pueden dar a las bacterias la
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capacidad de sobrevivir y proliferar, lo que representa un riesgo significativo
para la salud publica.
Nos preguntamos si la comunidad de Tsuntsuntsa consume agua con genes

de resistencia a los antibi6ticos debido a todos los motivos mencionados.

1.2.Formulacion del problema

¢ Qué genes de resistencia a antibidticos estan presentes en el agua de
consumo humano en la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa y cual es su

posible implicancia para la salud publica de la poblacion?

1.3.0bjetivos: General y especificos
1.3.1. Objetivo general

Determinar la presencia de genes de resistencia a antibiéticos en
muestras de agua de consumo humano en la comunidad Awajun

de Tsuntsuntsa.

1.3.2. Obijetivos especificos

a. Determinar parametros fisicoquimicos en las muestras de agua
de consumo humano en diferentes puntos de la comunidad
Awajun de Tsuntsuntsa.

b. Detectar genes de resistencia a antibiéticos presentes en las

muestras de agua.

1.4. Importancia y alcance de la investigacion

Los antibidticos han permitido avances sociales y médicos sin precedentes.
En la actualidad, estos antibiéticos son imprescindibles en todos los
sistemas de atencién médica, pero también son fuentes de desarrollo de
ARG debido a su rapida difusion y uso creciente (Li et al., 2023), la OMS
prevé un aumento de las muertes por infecciones resistentes a los
antibiéticos (Nava et al., 2022). Es crucial evaluar la diseminacion de genes
resistentes a los antibiéticos de fuentes antropogénicas porque las bacterias

pueden obtener ARG a través de la transmision horizontal.

Los ARG son un gran problema para la sociedad actual, debido al hecho
que es una de las causas por las cuales los médicos deben seguir
aumentando la dosis en los antibiéticos para hacer un efecto positivo en los
seres humanos, debido a esto resulta necesario determinar si estos genes
de resistencia se encuentran en nuestro medio, como en el agua que

consumimos para evitar una propagacion masiva (Pham et al., 2024).
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1.5.

Los procesos de tratamiento de agua como la filtracion y la adsorciéon no
pueden matar bacterias resistentes a los antibidticos. La cloracion,
especialmente a bajas concentraciones, puede aumentar la proliferacién de

ARG y bacterias resistentes a los antibioticos. (Gwenzi et al., 2022).

La comunidad Awajun Tsuntsuntsa no cuenta con un tratamiento de aguas
eficiente, dado que no optan por utilizar cloro u ozono, pese a que cuentan
con los instrumentos necesarios para realizar una cloracién eficiente.
Teniendo en cuenta que el descuido del tratamiento de este servicio
proporciona un entorno importante para estudiar el transporte de ARG con
una amplia gama de nichos que incluyen comunidades bacterianas, plantas
acuaticas y animales (Chen et al., 2020), las deposiciones fecales no
cuentan con un establecimiento designado como las letrinas, debido a esto
las bacterias pueden acceder a las fuentes de agua por la diseminacién del
aire. Actualmente, la resistencia a los antibioticos se propaga en aguas sin
tratamiento, y la contaminacion fecal puede propagar los genes de

resistencia en gran medida (Liu et al., 2025).
Limitaciones de la investigacién

1.5.1. Diversidad microbiana y genética:

a. Amplio espectro de bacterias: La variedad de bacterias
presentes en el agua es inmensa, cada una con su propio perfil
genético y mecanismos de resistencia (Kang et al., 2024). Esto
dificulta el desarrollo de métodos de deteccién y cuantificacion
universales.

b. Plasmidos y genes mdviles: Los genes de resistencia a los
antibidticos se pueden transmitir horizontalmente entre bacterias
a través de plasmidos y otros elementos genéticos moviles, lo
que complica aun mas el seguimiento de su propagacion (Son et
al., 2025).

1.5.2. Métodos de deteccion y cuantificacion:

a. Sensibilidad y especificidad: Los métodos de deteccion
actuales, como el cultivo en medios selectivos y las técnicas
moleculares de PCR, pueden tener limitaciones en términos de
sensibilidad y especificidad, lo que puede subestimar o
sobreestimar la presencia de bacterias resistentes (Sun et al.,
2025).

12



1.5.3.

1.5.4.

Aspectos socioeconémicos:

a. Acceso a agua potable: En muchas regiones del mundo, el
acceso a agua potable segura es limitado, lo que dificulta la
implementacién de medidas de control y vigilancia (Perveen &
Amar-Ul-Haque, 2023).

b. Costos de tratamiento: Los tratamientos para eliminar bacterias
resistentes del agua pueden ser costosos y no siempre son
econdmicamente viables para las comunidades mas
vulnerables (Flach et al., 2024).

Implicaciones para futuras investigaciones

Para superar estas limitaciones, se necesitan esfuerzos

multidisciplinarios que involucren a microbidlogos, genetistas,

ingenieros ambientales y expertos en salud publica. Algunas areas
de investigacion prioritarias incluyen:

a. Desarrollo de nuevas herramientas moleculares: El desarrollo
de técnicas de secuenciacion de proxima generacion y
metagendmica permitira una caracterizacion mas detallada de
la diversidad microbiana y la deteccidn de genes de resistencia
(Yaghoobizadeh, 2025).

b. Estandarizacion de protocolos: Es necesario establecer
protocolos estandarizados para el muestreo, enriquecimiento y
deteccion de bacterias resistentes en el agua (Shahab et al.,
2025).

c. Estudios epidemiolégicos: Los estudios epidemiolédgicos a largo
plazo son fundamentales para comprender la dinamica de la
resistencia a los antibidticos en los ecosistemas acuaticos y su
impacto en la salud humana (Peter et al., 2025).

d. Desarrollo de estrategias de mitigacion: Se deben desarrollar
estrategias integrales para reducir la propagacion de bacterias
resistentes en el medio ambiente, incluyendo el control del uso
de antibidticos en la agricultura y la medicina humana (Fan et
al., 2025).
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2.1.

II. MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

Un estudio sobre "Antibiotics and antibiotic resistance genes in water
sources of the Wuhan section of the Yangtze River". Tuvo como objetivo
analizar las caracteristicas de distribucion de 15 antibidticos y 10 ARG de
cuatro categorias (sulfonamidas; quinolonas; tetraciclinas y macrolidos; con
16 S rDNA como gen de referencia para bacterias) en fuentes de agua
alrededor del tramo de Wuhan del rio Yangtze. La extraccién en fase solida,
la cromatografia liquida de ultra rendimiento, la tecnologia de
espectrometria de masas (SPE-UPLC-MS/MS) y la reaccién en cadena de
la polimerasa constituyeron la base de la metodologia. Los principales
hallazgos indicaron que los antibidticos y los ARG estan presentes en las
fuentes de agua de Wuhan y pueden poner en peligro el bienestar humano
y ecoldgico. Por lo tanto, es esencial controlar la propagacion y diseminacion
ambiental de ARG y antibioticos (Jiang et al., 2023).

En un estudio referido a “Characterization of urban sources of antibiotics and
antibiotic resistance genes in a Dutch sewage basin”. Se buscé identificar
varias fuentes urbanas de antibiéticos ARG en aguas residuales dentro de
una sola cuenca de alcantarillado. La técnica se baso en la determinacion
de la prevalencia de los genes erm B, tet (W), sul 1, sul 2, intl 1y 16S rRNA
en diez ubicaciones dentro de la ciudad. Los lugares de muestreo incluyeron
una residencia de ancianos, una residencia de estudiantes, un hospital y una
zona industrial, entre otros. Se midieron las concentraciones de 23
antibidticos en aguas residuales mediante muestreo pasivo. Ademas, se
estimaron las cargas excretadas de 22 antibidticos basandose en la
prescripcion ambulatoria y los datos de uso clinico. Los genes sul 1 e intl 1
fueron los mas abundantes en la mayoria de las ubicaciones. Los resultados
principales demostraron que incluso los cambios a corto plazo en los
protocolos de tratamiento prescritos en los hospitales pueden afectar los
patrones de abundancia de ARG en las aguas residuales hospitalarias. Los
métodos aplicados presentan una oportunidad para identificar puntos
criticos de emision y priorizar opciones de intervencion para limitar la
propagacion de ARG desde las aguas residuales urbanas al medio ambiente
(Duarte et al., 2023).

Se realizd un estudio exhaustivo para evaluar la calidad microbioldgica de

las aguas residuales tratadas en una planta de tratamiento de Lima.
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2.2.

Mediante el analisis metagendmico de muestras recolectadas a lo largo de
un afo, los investigadores identificaron una amplia variedad de genes de
resistencia a antibidticos en las aguas efluentes. Estos resultados sugieren
que las plantas de tratamiento de aguas residuales pueden actuar como
reservorios de bacterias resistentes, representando un potencial riesgo para

la salud publica y los ecosistemas acuaticos (Gilman et al. 2019).

Un estudio revel6 una alta prevalencia de resistencia a multiples antibidticos
en cepas de E. coli aisladas de cerdos con diarrea en Lima. Mediante la
deteccion de genes de resistencia especificos, los investigadores
demostraron que las bacterias presentes en estos animales podrian
transmitirse a humanos, poniendo en riesgo la salud publica (Escalante et
al. 2022).

Bases tedricas de la primera y segunda variable

Actualmente, el crecimiento de bacterias que no responden a varios
medicamentos es una gran amenaza para la salud de las personas en el
mundo entero (He et al., 2025). Descubrimos que la mayoria de las bacterias
clinicas son resistentes a multiples farmacos al probar la resistencia a
diversas clases de antibidticos (Mishu et al., 2025). Estas especies
bacterianas multirresistentes en la practica tienen plasmidos con genes
resistentes a los antibiéticos que se pueden transferir horizontalmente a
varias especies bacterianas ambientales susceptibles a los antibidticos, lo
que da como resultado transconjugados resistentes a los antibidticos
(Zhuang et al., 2024).

Las bacterias comensales resistentes de los animales destinados al
consumo humano pueden contaminar la carne (productos), incluidas las
bacterias zoondticas, y llegar al tracto intestinal humano (Thabit et al., 2025).
El seguimiento de la prevalencia de la resistencia en bacterias indicadoras
como Escherichia coli y enterococos fecales en varios grupos de animales,
pacientes y personas sanas permite comparar la prevalencia de la
resistencia e identificar la transferencia de bacterias o genes resistentes de

animales a humanos o viceversa (Nulty et al., 2016).

La propagacion de la resistencia tiene lugar de diferentes maneras con
respecto a la propagacion clonal de las cepas de resistencia mediante la
propagaciéon de plasmidos de amplia gama de huéspedes y elementos
translocables (Witte, 2000). Los antibiéticos que demostraron ser armas

definitivas contra las enfermedades infecciosas ahora estan perdiendo su
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eficacia (Twomey, 2000), se identificaron portadores cruciales de ARG,

especificamente Acinetobacter, Pseudomonas y Mycobacterium, en

depositos de agua potable (Wang et al., 2024).

Para prevenir y controlar los genes de resistencia en la industria de la

acuicultura y reducir los riesgos potenciales de los ARG para la salud publica

y la seguridad alimentaria, resulta necesario implementar medidas de

intervencion tempranas contra los ARG en fuentes de agua (Su et al., 2023).

2.2.1.

2.2.2.

Antibidticos

Los antibidticos, agentes antimicrobianos capaces de combatir
infecciones bacterianas, han revolucionado la medicina moderna.
Segun estudios como el de Lorenzo et al. (2015), estos farmacos
no solo son efectivos contra enfermedades infecciosas como la
tuberculosis, sino que también contribuyen a prevenir otras
patologias asociadas a condiciones de vida precarias. De esta
manera, los antibidticos han ejercido un impacto positivo en la
esperanza de vida y la calidad de vida de millones de personas a
nivel mundial. Como sefialan Manyi-Loh y Sampson (2018), los
antibiéticos han demostrado ser herramientas terapéuticas
indispensables, especialmente en el contexto de paises en
desarrollo, donde las enfermedades infecciosas representan una

importante carga de morbilidad.

Clasificacion de los antibidticos

Los antibidticos se agrupan segun su estructura quimica y por el
rango de bacterias contra las que actuan, conocido como su
espectro de accidn. Las principales familias de antibidticos
incluyen los betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas),
tetraciclinas, quinolonas, aminoglucésidos, sulfamidas y
trimetoprimas (Brooks et al., 2023). Estos farmacos ejercen su
efecto antibacteriano al inhibir procesos celulares esenciales, como
la sintesis de la pared celular (betalactdmicos), la sintesis de
proteinas (tetraciclinas, aminoglucdsidos) o la replicacion del ADN
(quinolonas) (Qiao et al., 2025). El espectro de accion de un
antibiotico se define por el rango de bacterias sensibles a su accion
y puede variar desde amplio, cuando es activo frente a un gran

numero de especies bacterianas, hasta limitado, cuando su
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2.2.3.

2.2.4.

actividad se restringe a un grupo especifico de microorganismos
(Lohan et al., 2024).

Resistencia a los antibidticos

La resistencia antimicrobiana es un mecanismo adaptativo que ha
evolucionado en respuesta a la presion selectiva ejercida por los
antibidticos (Tang et al., 2025). Este fenébmeno, prevalente en
procariotas, se manifiesta a través de diversos mecanismos
genéticos y fenotipicos, permitiendo a las bacterias resistir los
efectos letales de los agentes antimicrobianos (Darko & Mills-
Robertson, 2025). La resistencia a los antibidticos ha sido
documentada tanto en bacterias comensales, que colonizan el
organismo sin causar enfermedad, como en patégenos,

responsables de infecciones (Chetri, 2025).

Mecanismos generales de la resistencia

Las bacterias han evolucionado diversos mecanismos para
contrarrestar la accion de los antibioticos (Alav et al., 2018). Estos
mecanismos de resistencia se basan principalmente en cuatro
estrategias:

e Inactivacion enzimatica: Las bacterias producen enzimas
que modifican quimicamente los antibioticos, reduciendo su
eficacia (Eghbalpoor et al., 2024). Un ejemplo clasico son
las betalactamasas, que hidrolizan el anillo B-lactamico de
los penicilinas y cefalosporinas (Zhang et al., 2025).

e Disminucién de la permeabilidad: Alteraciones en la
estructura de la membrana externa y de las porinas limitan
el ingreso de los antibidticos a la célula bacteriana (Rowaiye
et al., 2025).

e Expulsion activa: Las bacterias poseen sistemas de bombeo
de eflujo que expulsan los antibidticos del interior celular
antes de que puedan ejercer su accion (J. Sun et al., 2014).

e Modificacion del blanco: Las bacterias modifican las dianas
moleculares de los antibiodticos, reduciendo su afinidad por
el farmaco vy, por ende, su efectividad (Vivekanandan et al.,
2025).
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.7.

Bases genéticas de la resistencia a los antibioticos

Estos genes, frecuentemente asociados a elementos genéticos
moviles, como plasmidos y ftransposones, se transmiten
horizontalmente entre bacterias de manera eficiente (Lucey, 2022).
La co-seleccién ejercida por multiples agentes antimicrobianos y
contaminantes ambientales favorece la adquisicién de perfiles de
resistencia multirresistente en bacterias patégenas y comensales
(Diaz-Garcia et al., 2025). El intercambio de genes de resistencia
entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas —un proceso
conocido como transferencia horizontal de genes— aumenta la
cantidad de genes resistentes disponibles en el ambiente (Wang et
al., 2024).

La transformacion, conjugaciéon y transduccién constituyen los
principales mecanismos de transferencia horizontal de genes en
bacterias, confiriendo una notable plasticidad genémica a estos
microorganismos (Munita & Arias, 2016). La transformacion implica
la captacion pasiva de ADN exdgeno del medio ambiente, mientras
que la conjugacion es un proceso activo mediado por plasmidos
conjugativos que requiere contacto célula-célula (Zhu et al., 2024).
La transduccién, por su parte, se basa en la transferencia de
fragmentos de ADN bacteriano a través de bacteriéfagos, estos
mecanismos facilitan la rapida diseminacion de genes de
resistencia a antibidticos entre diversas especies bacterianas,
representando un desafio crucial en la salud publica (Bergman et
al., 2019).

La calidad del agua segun la normativa peruana

El Estandar de Calidad Ambiental para agua constituye una
herramienta esencial en la gestién ambiental del recurso hidrico. Al
establecer limites maximos para una variedad de parametros, este
instrumento permite evaluar la calidad del agua y tomar decisiones
informadas para su proteccion. Los ECA son de particular
relevancia para la gestion de cuencas hidrograficas y la

planificacion de usos del agua (Aloui et al., 2025).

Parametros microbiolégicos evaluados en el ECA

La normativa peruana establece el uso de indicadores
microbiolégicos como coliformes totales, termotolerantes y
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2.3.

Escherichia coli para evaluar la calidad sanitaria del agua. Estos
indicadores, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, se
caracterizan por su capacidad de fermentar lactosa y producir gas
a partir de esta. Si bien la presencia de coliformes totales indica una
contaminacion fecal potencial, la deteccion de coliformes
termotolerantes y, mas especificamente, de E. coli, se considera un
indicador mas especifico de contaminacion fecal reciente
(Direccién General de Salud Ambiental, 2011). No obstante, es
fundamental reconocer que la correlacién entre la presencia de
estos indicadores y la presencia de patéogenos entéricos puede
variar en funcion de las condiciones ambientales y de la
composicion del microbiota fecal de las fuentes de contaminacion
(Devane et al., 2020).

Definicion de términos basicos

Genes Resistentes a los Antibidticos (ARG): Estos son reducidos
fragmentos de material genético que pueden moverse de un
microorganismo a otro, como de una bacteria a otra y que ademas codifican
para proteinas que confieren o favorecen la resistencia a los antibiéticos
(Matoh et al., 2019).

Bacterias Resistentes a los Antibioéticos (ARB): Es la habilidad de una
bacteria para sobrevivir en niveles de antibiéticos que detienen o matan a

otras bacterias de la misma especie (Alds, 2015).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Es una técnica que permite
crear millones de copias de un fragmento de ADN especifico en un
laboratorio. Esta herramienta, simple pero ingeniosa, ha revolucionado la
forma en que se analiza y manipula el material genético debido a su alta

especificidad y sensibilidad (Pedrosa Amado, 1999).

19



III. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

3.1.1. Hipétesis general
En el agua que consumen los pobladores de la comunidad Awajun
de Tsuntsuntsa estan presentes genes de resistencia a antibiético.
3.1.2. Hipétesis especificas
Se espera que se identifiquen genes de resistencia a antibiéticos en
las muestras de agua de la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa.

3.2. Variables

3.2.1. Variable 1

Genes de resistencia a antibidticos en las aguas que consume la

comunidad Awajun de Tsuntsuntsa.

3.2.2. Variable 2

Calidad del agua que consume la comunidad Awajun de

Tsuntsuntsa.
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3.3. Operacionalizacién de variables

Las variables en este estudio permitiran obtener datos cuantitativos y cualitativos que permitiran establecer una relacion entre
la presencia de genes de resistencia a los antibidticos en el agua y la calidad de la misma en la comunidad Awajun de
Tsuntsuntsa. Esta informacion sera crucial para que en el futuro podamos disefiar estrategias de prevencion y mitigacion de los

riesgos asociados a la contaminacion del agua por antibidticos y genes de resistencia.

Tabla 1. Tabla de operacionalizacion de variable.

Variables Definicion conceptual Definicion Dimensiones Indicadores items Instrumento/
operacional de la variable Escala
V1. Los genes de resistencia a  Deteccion de Tipo de Gen, Condiciones que 1. Expresion de bandas. PCR convencional
Presencia los antibidticos presentesen secuencias de ADN  Distribucion presenta el agua 2. Pureza de ADN 0a25s
de genes de las bacterias las equipan especificas, asociadas a  Espacial y para que sea (A260/A280)
resistencia a para resistir los efectos de mecanismos conocidos Temporal consumida 3 Concentracion _de 0 50 pgmL
antibidticos. los antibidticos (Zhou & de resistencia a ADN
Chen, 2024). antibidticos, a través de
técnicas de biologia
molecular
V2. Calidad Se refiere a las propiedades Caracterizar el agua Determinacion  Propiedades fisicas 1. pH 0al 14
del agua de fisicas, quimicas y potable con variables de pH, vy compuestos 2. Temperatura 0°C a 100°C.
consumo biologicas que esta tiene, ya  fisicoquimicas Temperatura, quimicos que 3. Salinidad 0a99.9 ppm
humano. sea en su estado natural o conductividad presenta el agua 4. Conductividad 0a199.9 uS/cm
después de haber sido eléctrica, eléctrica
modificada por la actividad salinidad y 5. Solidos totales 0a99.9 ppm
humana. (OMS.,2016) solidos totales
6. Cloro residual 0 a5 mg/L.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Enfoque de investigacion

4.1.1.

4.1.2.

Enfoque Cuantitativo:

a. Estudios de prevalencia:
Recoleccién de muestras: Se seleccionaron 3 muestras de agua
en 5 puntos diferentes de donde se transporta el agua para su
consumo en diferentes fechas.

b. Estudio fisicoquimico
De las muestras colectadas se ejecuto el estudio fisicoquimico
para comparar con la normativa del Decreto Supremo N.° 031-
2010-SA; la cual es el reglamento de la calidad del agua para el

consumo humano.

Enfoque Cualitativo:

Debido a que el énfasis estd en comprender los procesos y
significados detras de la presencia de estos genes, y para ello se
utilizan datos cualitativos como las expresiones de banda en el PCR

convencional.

4.2.Tipo de investigacion

4.2.1.

4.2.2.

Investigacion descriptiva:

El estudio busca describir la presencia y distribucion de genes de
resistencia a antibidticos en el agua de consumo humano en la
comunidad awajun de Tsuntsuntsa. Se enfoca en determinar cuales
genes estan presentes, lo cual implica un analisis descriptivo de la

situacion.

Investigacién de campo:

El estudio se realiza en la comunidad Awajun de Tsuntsuntsa, lo
que indica que la recoleccidn de muestras y el analisis se llevaran

a cabo en el entorno natural.
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4.2.3. Investigacion basica:

Puede considerarse basica en el sentido de que busca generar
conocimiento sobre la presencia de genes de resistencia en un

entorno especifico.

4.2.4. Investigacion epidemioldgica ambiental:

Debido a que se estudia la presencia de genes de resistencia a
antibioticos en el ambiente, y como esto podria afectar la salud de

la poblacién.
4.3.Disefo de investigacion

4.3.1. Diseno de muestreo:

a. Muestreo estratificado:
Para tomar las muestras de agua se utilizé la metodologia APHA
(American Public Health Association, 2017), al llegar a un punto
se toma la georreferenciacion con el dispositivo GPS marca
Garmin modelo Etrex 22x, luego se procede a tomar las
muestras de agua con guantes estériles en un envase de 3 L
totalmente esterilizado, una vez tomada la muestra se utilizo el
multiparamétrico Hanna Modelo HI 98194 para obtener la
temperatura de forma triplicada, la cual se escribe en una base
de datos, a la vez se utiliza el plumon indeleble para marcar los
envases colocando las iniciales del punto para luego colocar las
muestras de agua en un cooler para mantener las condiciones
necesarias hasta llegar al laboratorio de la Universidad Nacional

Intercultural Fabiola Salazar Leguia de Bagua (UNIFSLB).

4.3.2. Anadlisis de laboratorio:

a. Analisis fisicoquimicos
En el laboratorio de la UNIFSLB se utilizdé el multiparamétrico
Hanna Modelo HI 98194 para obtener los datos como la
conductividad eléctrica en uS/cm, pH, solidos totales en ppm y
salinidad en ppm, adicionalmente se utilizé el test de kit de
CLORIMETRO POCKET Il (HACH, EE. UU.) con tabletas de
DPD (dietil- p -fenildiamina) como reactivo para determinar la
concentracién de cloro en cada punto, todos los datos obtenidos
se procedieron a llenar en hojas estadisticas para su posterior

interpretacion.
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b.

Tabla 2. Cebado

Extraccién de ADN:

Se realizé de acuerdo al procedimiento del manual Kit de
Aislamiento de ADN PowerWater ® (Ver el Anexo N°01)
Reaccion en Cadena de la Polimerasa:

Con las muestras de ADN se procedid a realizar PCR
convencional para determinar si estas cuentan con genes de
resistencia a antibidticos se utilizaron los primers que se
muestran en la tabla 2.

res especificos.

Gen Cebadores Referencia
marA  5-CTC CAT ACT AGA (CT) TG GAT (ACT) GA (AG) GA-3'  (Castiglioni
5-TGG TGG TAC GTC (AG)AA (AG)TA (AG)TT (CT)TT-3' ¢t al-2008)
ermC 5-AAT CGT CAA TTC CTG CAT GT-3' (Ardic et al.,
5TAA TCG TGG AAT ACG GGT TTG-3' 2005)
AMPC 5-GGGGCGGTTTCTCATGCAGCCAACG-3' (De Champs
5-GAAGCGCTCATGGCACCATCATAGCC-3' ctal,, 2002)
QEP 5" TGGTCTACGCCATGGACCTCA-3' (Perichon et
5'-TGAATTCGGACACCGTCTCCG-3' al., 2007)
qEmar (Doerrler &
5'-ACGGAAATCGCGCAAAAG-3' Raetz, 2002)

5'-CCAGATAGAGTATCGGCTCGTTACTT-3'

Elaboracién propia.

Para el correcto funcionamiento y la inocuidad de los procesos
se utilizd la cabina de flujo laminar, la cual se tuvo que esterilizar
activando la luz ultravioleta por 10 minutos, los reactivos deben
estar en estado liquido con el fin de emplearse y para cada
técnica se utilizara de acuerdo a los primers que se han descrito
con anterioridad, también se coloca 16 tubos de microcentrifuga
y se marcan con el plumon las iniciales de las muestras,
adicionando un tubo para el control y un tubo para centrifuga de
5 mL, se prepara el mix en éste con los reactivos que se
menciona en la tabla 3, dado que son 16 reacciones, una por
cada muestra y un control negativo en el que s6lo se adiciona

so6lo agua ultra pura.
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Tabla 3. Reactivos que se adicionan por cada reaccion de acuerdo con los primers.

Gen
Reactivos mard  ermC  AMPC  QEP  qEmar

pL
H20 6.9 6.9 14.4 6.9 6.9
dNTPs 1 1 1 1 1
Buffer (NH)-Mgcl2) 2.0 2 2 2 2
MgCI2 1 1 1 1 1
Taq (stock direct) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Cell DNA 1 1 1 1 1
marAF 0.2 0 0 0 0
marAR 0.2 0 0 0 0
ermC (fw) 0 0.2 0 0 0
ermC (rev) 0.0 0.2 0 0 0
AMPC - PAC 0.0 0 0.2 0 0
AMPC - PAD 0.0 0 0.2 0 0
QEPfor(qepA) 0.0 0 0 0.2 0
QEPprev(qepA) 0.0 0 0 0.2 0
gEmarAF 0.0 0 0 0 0.2
gEmarAR 0.0 0 0 0 0.2

Elaboracion propia.
Una vez que se colocaron todos los reactivos dentro del tubo de 1.5 mL se
utilizé el vértex para homogenizar, luego se vertieron 19 pL en los 15 tubos de
1,5 mL, mientras que en el tubo N°16 se adicionaron 20 uL de agua ultra pura
y en cada uno de los tubos del 1 al 15 se adiciona 1 yL de ADN de cada muestra
para pasar al termociclador, en donde se coloca el programa por cada primer,

tal como menciona la tabla 4.

Mientras el termociclador esta funcionando se ejecutd el gel de agarosa,
utilizando una balanza digital se pesa 1 gramo de agarosa y se coloco en un
frasco de vidrio estéril de un 1 L, en este mismo se coloca Tris-acetato-EDTA
(TAE) al 1% para luego colocarlo en el microondas por 1 minuto, una vez que
ha hervido se extrae el frasco del microondas con ayuda de los guantes
térmicos y se coloca 3 pL de colorante Syber Green 1 Nucleic gel Stain en el
frasco caliente, luego se arma la placa del gel agarosa utilizando el peine para
formar los pocillos y se vierte todo el liquido y se deja enfriar por una hora para

formar una lamina de gel.

Al finalizar el programa del termociclador se procedidé a utilizar el equipo de

electroforesis en el cual se coloca el gel de agarosa retirando con cuidado la

peinilla y utilizando la micropipeta para extraer 1 pyL de perfect DNA 1kbp

leadder y se adicionaron a cada uno de los tubos de microcentrifuga de 1,5 mL,
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homogenizando con ayuda de la micropipeta, luego se procede a extraer de
cada tubo 5 uL y se coloca en el gel agarosa, en el ultimo pocillo se coloca 5
ML de 6x DNA gel Loading Buffer, para finalmente cerrar el compartimiento de

la electroforesis horizontal, dejando programado 90 voltios por 35 minutos.

Una vez finalizado el programa se utiliza el fotodocumentador para observar la

expresion de banda en el gel agarosa y se anotan los resultados.

Tabla 4. Programa que se utiliza en el termociclador de acuerdo a cada primer.

Gen Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo Fase
1 94 2! Desnaturalizacion
94 10" Desnaturalizacion
marA 30 55 20" Unidn de cebadores
72 25" Extencion
1 72 10' Extencion
1 95 3 Desnaturalizacion
95 30" Desnaturalizacion
emrC 30 54 30" Unioén de cebadores
72 30" Extencion
1 72 4' Extencion
1 94 5! Desnaturalizacion
94 I Desnaturalizacion
AMPC 30 50 3 Unioén de cebadores
72 3 Extencion
1 72 15' Extencion
1 94 2' Desnaturalizacion
94 10" Desnaturalizacion
OEP 30 55 20" Unidn de cebadores
72 25" Extencion
1 72 10' Extencion
1 94 2' Desnaturalizacion
94 10" Desnaturalizacion
qEmar 30 55 20" Unidn de cebadores
72 25" Extencion
1 72 10' Extencion

Elaboracién propia

4.3.3. Analisis de datos:
Se utilizé el RStudio para obtener las medidas de tendencia central
y dispersidn, que incluye la medida, los valores minimos y maximos,
asi como la desviacion estandar y la varianza, para el andlisis de
los datos. Se desarrollaron graficos de dispersion y distribucién

facilitando analisis del comportamiento de los parametros. Ademas,
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se ejecutd la verificacion de la normalidad de los datos. Esta

investigacion establecio un nivel de significancia del 0.05 (5%).
4.4. Método

4.4.1. Acceso a la Comunidad Awajun de Tsuntsuntsa

La comunidad nativa de Tsuntsuntsa se encuentra dentro de la region
de Amazonas y pertenece al distrito de Aramango, segun la base de
datos de pueblos indigenas u originarios (BDIP) cuenta con una
poblacion de 1668 habitantes, y mantienen arraigadas sus costumbres
(SICNA, 2016).

La comunidad se encuentra en la marginal del rio Marafidh como se
aprecia en la Figura 1, es por ello que la Unica forma de acceder a este
pueblo es a través de un teleférico el cual es impulsado por personas,
de esta forma tienen un recurso monetario adicional al cobrar a todas

las personas que deseen conocer su hermoso pueblo.

Esta comunidad es recurrentemente visitada por muchas culturas
cercanas y esto resulta necesario a su atractiva catarata la cual se
encuentra en lo profunda enmarafiada montafa con la que cuenta, y se
considera un verdadero deporte el llegar a ver la majestuosa caida de

aguas dentro de la espesa selva.
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Figura 1. Localizacion de los puntos de muestreo de agua en la comunidad Awajun de
Tsuntsuntsa (Google earth)

4.5 Poblacién y Muestra

Toda la poblacion nativa de esta localidad dispone de un reservorio para
obtener el agua que consumen, éste se encuentra ubicado en la parte
superior de la misma comunidad, es por ello por lo que se definié tomar 5
puntos de captacién de agua para el muestreo como se muestra en la tabla
4.
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Tabla 4. Puntos de muestreo y su georreferenciacion.

Punto de  Designacion del Abreviatura Georreferencias UTM
muestreo  punto de muestreo de los puntos Sur Oeste Altitud
Puntol  Ingreso pozo 1P 05°23.262  078°27.317 402m
Punto 2 Salida del pozo SP 05°23.266  078°27.308 402m
Punto3  Primera vivienda PV 05°23.268 078°27.223 354m
Punto4  Casa comunal CcC 05°23.332  078°27.232 353m
Punto5  Ultima vivienda uv 05°23.362 078°27.186 352m

Elaboracién propia.

4.6.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.6.

4.6.2.

4.6.3.

1.

Técnicas e instrumentos para extraer las muestras de agua

a.

Manual APHA

Para tomar las muestras de agua se utilizé la metodologia APHA
(American Public Health Association., 2017), al llegar a un punto
se toma la georreferenciacion con el dispositivo GPS marca
Garmin modelo Etrex 22x, luego se procede a tomar las
muestras de agua con guantes estériles en un envase de 3 L
totalmente esterilizado, una vez tomada la muestra se utilizo el
multiparamétrico Hanna Modelo HI 98194 para obtener la
temperatura, la cual se escribe en una base de datos, a la vez
se utiliza el plumén indeleble para marcar los envases
colocando las iniciales del punto para luego colocar las
muestras de agua en un cooler para mantener las condiciones

necesarias hasta llegar al laboratorio de la UNIFSLB.

Instrumentos

¢ GPS GARMIN Modelo Etrex 22x

e Cooler de 50 litros

Instrumentos para el analisis fisicoquimico de las muestras de agua

Multiparamétrico HANNA Modelo HI 98194

CLORIMETRO POCKET Il (HACH, EE. UU.) con tabletas de DPD

(dietil- p -fenildiamina) como reactivo.

4.6.4. Técnicas e instrumentos para extraer ADN de las muestras de agua
Kit de Aislamiento de ADN PowerWater ®

a.

Instrumentos para extraer ADN de las muestras de agua

Sistema de filtracién de microbiologia MERCK
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e Filtros desechables de 45 um
e Kit de aislamiento ADN PowerWater ®
v Solucion PW1
v Solucion PW2
v Solucion PW3
v Solucion PW4
v Solucién PW5
v Solucién PW6
v Tubos para centrifuga de 5 mL
v Tubos para centrifuga de 5 mL con canastilla
v' Tubo de perlas
e \ortex velp
e Pinzas estériles
e Micropipeta de 100 yL — 1000 uL
e Tubo para centrifuga de 5 mL
e Centrifuga Eppendorf 5804 Benchtop
e TermoMixer Eppendorf Modelo Thermomix
e Refrigeradora Sansumg Side by Side FlexZone 602 L
e Espectrofotometro Eppendorf Modelo biospectrometer

4.6.5. Técnicas e instrumentos para determinar genes de resistencia a los

antibidticos en las muestras de agua

e Meétodo: Gel de electroforesis agarosa

e Técnica para determinar genes de multiresistencia a los antibioticos
(marA)

e Técnica para determinar genes de resistencia a eritromicina (ermC)

e Técnica para determinar genes de resistencia a ampicilina (AMPC)
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e Técnica para determinar genes de resistencia a quinolonas (QEP)

e Técnica para determinar genes de multiresistencia a los antibidticos

en Eschierichia coli (QqEmar)
e Cabina de flujo laminar BIOBASE Modelo PBS-H1300
e Micropipetas (0.5u - 10y; 10 - 100 p; 100u - 1000u)
e 16 tubos para Microcentrifuga de 1.5 mL
e 1 tubo para Centrifuga de 5 mL
e 1 porta tubos de microcentrifuga

e 1 mL de agua ultra pura

e dNTPs
e Buffer
e MgCI2

e Taq (stock direct)

e Primers
v' marAF
v' marAR
v' ermC (fw)
v' ermC (rev)
v AMPC - PAC
v' AMPC - PAD
v QEPfor(qepA)
v QEPprev(qepA)
v' qEmarAF
v’ qEmarAR

e Termociclador Eppendorf Modelo Mastercycler X50p

e Balanza digital
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e Microondas

e 1 gramo de gel agarosa

e 100 mL de Tris-Acetate-EDTA (TAE) al 1%
e 3 L de Syber Green 1 Nucleic gel Stain

e Guantes térmicos

e Equipo de electroforesis horizontal PWR

e 1 L de perfect DNA 1kbp leadder

e 5 L 6x DNA gel Loading Buffer

e Fotodocumentador MERCK

4.6.6. Técnicas de analisis de datos

e El paquete estadistico Minitab V.19
4.7. Validez y confiabilidad de instrumentos

4.7.1. Validez y confiabilidad del muestreo de los puntos del agua.
Se ha utilizado los métodos normalizados para el analisis de aguas

potables residuales del manual APHA.

Se ha calibrado el GPS GARMIN Modelo Etrex 22x con el fin de tener las

coordenadas exactas de los puntos de muestreo.

Se ha calibrado el Multiparamétrico HANNA Modelo HI 98194 para obtener

la temperatura en el punto de muestreo.

Se ha utilizado el Test de Kit CLORIMETRO POCKET Il (HACH, EE. UU.)
con tabletas de DPD (dietil- p -fenildiamina) como reactivo.para determinar

si en las muestras de agua se encontraba el cloro residual

4.7.2. Validez y confiabilidad de la extraccion del ADN en las muestras de agua.

Se ha utilizado el Sistema de filtracién de microbiologia MERCK para que
las bacterias que se encontraban en las muestras de agua se queden

atrapadas en los filtros.

Se ha seguido los procedimientos de Kit de Aislamiento de ADN PowerWater
®.
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4.7.3. Validez y confiabilidad de la expresién de bandas en gel agarosa

Se ha seguido las instrucciones del método de gel agarosa y luego se ha
procedido a realizar las técnicas para determinar genes de multiresistencia
a los antibioticos (marA), genes de resistencia a eritromicina (ermC), genes
de resistencia a ampicilina (AMPC), genes de resistencia a quinolonas
(QEP) y genes de multiresistencia a los antibiéticos en E. coli (gEmar).
Finalmente se ha utilizado el fotodocumentador MERK para observar la

expresion de bandas.

4.7.4. Validez y confiabilidad de analisis de datos

Se ha utilizado el paquete estadistico Minitab V.19 para analizar todos los

estadisticos que se ha recabado en el proyecto.

4.8. Contrastacion de hipotesis

Se toma la hipétesis alternativa como correcta puesto que segun los datos

obtenidos

V. RESULTADO

5.1.Presentacion y analisis de los resultados

La calidad del agua es un factor determinante para la salud publica. En la
comunidad Awajun de Tsuntsuntsa, la dependencia de fuentes de agua
naturales hace que la evaluaciéon de los parametros fisicoquimicos sea de vital
importancia. La evaluacion de parametros de este estudio nos brinda
informacion valiosa sobre las condiciones del agua de consumo y su posible
impacto en la salud de la poblacion. Ademas, estos resultados sirven como
base para comprender la presencia de genes de resistencia a los antibidticos

identificados en las muestras.

Los resultados de este estudio indican una alta prevalencia de genes de
resistencia a antibiéticos en el agua de consumo de la comunidad Awajun de
Tsuntsuntsa. Estos hallazgos son preocupantes y sugieren que la
contaminacion por antibiéticos representa una problematica significativa en
esta region. Nuestros resultados son consistentes con otros estudios que han

reportado una alta prevalencia de genes de resistencia en ambientes acuaticos.
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5.2.Parametros fisicoquimicos

Antes de analizar la presencia de genes de resistencia a antibiéticos en las
muestras de agua, se ejecutd un analisis exhaustivo de los parametros
fisicoquimicos. Esta evaluacion inicial resulta crucial para comprender las
condiciones ambientales del agua y su posible influencia en la supervivencia y
propagacion de microorganismos, incluyendo aquellos que portan genes de
resistencia.

Los resultados de los analisis fisicoquimicos se presentan en la tabla 4.
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Tabla 4 Resultados de los analisis fisicoquimicos que se han realizado a las muestras de agua.

Datos Puntos  Temperatura pH Sélidos totales Conductividad Salinidad Cloro Pureza de ADN Concentracién de
(°O) (ppm) eléctrica (nS/cm) (ppm) (%) (A260/A280) ADN (ug/mL)
24 6.58 56.2 80.7 38.8 0% 1.87 36.4
P 242 6.6 56.1 80.4 38.5 0% 1.87 36.4
235 6.57 56.3 80.3 385 0% 1.87 36.4
21 6.57 56.3 79.5 38.1 0% 1.87 31.7
Sp 22.5 6.57 56.2 80.1 38.6 0% 1.87 31.7
21.5 6.56 56.2 80.4 383 0% 1.87 31.7
Primer 24.7 6.58 56.2 80.1 38.5 0% 1.94 28.6
muestreo . 242 6.57 56.5 79.9 385 0% 1.94 28.6
24.6 6.57 56.3 79.8 38.5 0% 1.94 28.6
26.4 6.61 56 79.9 38.7 0% 1.88 243
cc 25.8 6.58 56.3 80 38.6 0% 1.88 243
26 6.6 56.4 80.1 38.6 0% 1.88 243
25.1 6.6 56.5 80.5 38.8 0% 1.85 25.7
uv 249 6.58 56.1 80.3 38.5 0% 1.85 25.7
25 6.57 56.5 80.4 38.7 0% 1.85 25.7
23.6 6.59 56.2 80.2 385 0% 1.85 375
P 23.1 6.56 56.2 79.9 38.8 0% 1.85 375
23.8 6.56 56.1 79.8 382 0% 1.85 375
235 6.57 56.3 79.6 38.5 0% 1.85 34.6
Sp 234 6.56 56 80.1 384 0% 1.85 34.6
23.6 6.56 56.2 79.6 38.6 0% 1.85 34.6
242 6.58 56.2 79.8 385 0% 1.92 29.8
Ii‘:lge‘;:'i‘; PV 24.8 6.56 56.2 79.9 385 0% 1.92 29.8
24 6.58 56.1 80.2 389 0% 1.92 29.8
25.1 6.6 56.3 80 384 0% 1.88 21.9
cc 253 6.59 56.1 80 38.6 0% 1.88 21.9
24.8 6.58 55.9 79.9 385 0% 1.88 21.9
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248 6.56 56.4 79.8 386 0% 1.81 225
v 24.6 6.57 56.1 80.1 384 0% 1.81 225
246 6.59 56.2 80.4 388 0% 1.81 225
235 6.59 56.3 79.7 384 0% 1.87 34.6
P 23 6.57 56.1 80.2 387 0% 1.87 34.6
224 6.59 56 80.5 384 0% 1.87 346
23.1 6.58 56 79.9 387 0% 1.94 312
sp 219 6.59 56.2 80.6 387 0% 1.94 312
224 6.6 56 79.9 386 0% 1.94 312
23 6.59 56.1 80.1 387 0% 1.92 31
mTu‘erctiZ . PV 228 6.6 56.3 79.9 38.6 0% 1.92 31
234 6.59 56.1 79.5 38.8 0% 1.92 31
235 6.58 56.4 80.2 385 0% 1.88 284
cc 234 6.6 56.2 80.1 386 0% 1.88 284
235 6.6 56.5 79.9 385 0% 1.88 284
25 6.56 56.5 80.5 387 0% 1.86 237
o 248 6.58 56.4 80.6 389 0% 1.86 237
24.6 6.59 56.3 80.1 382 0% 1.86 237

Elaboracion propia
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5.3.Parametros cualitativos

En la Reaccion en Cadena Polimerasa se determiné los parametros cualitativos
de la expresion de banda, de tal forma que todas las muestras que han se han
iluminado las bandas teniendo un efecto positivo, se utilizara el signo (+), en

cambio en las bandas en donde no se ha percibido la activacion de las bandas

se colocara el signo (-).

Los resultados obtenidos de la determinacién de los genes que portan

resistencia de los siguientes antibioticos marA, ermC, AMPC, gEmarA y QEP

se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de los genes de resistencia a los antibiéticos en cada punto

muestreado.
Muestreo Ubicacién Genes de Resistencia
marA  ermC  AMPC QEP qEmarA4
1P Ingreso al pozo + + + + +
SP Salida al pozo + + + + +
PV Primera vivienda + + + + +
CC Casa comunal + + + + +
uv Ultima vivienda + + T i ¥

Elaboracién propia

5.4.Analisis estadistico

Se puede utilizar los datos fisicoquimicos para elaborar las pruebas estadisticas

como la obtencion del minimo valor, primer cuartil, mediana, media, tercer cuartil,

maximo valor obtenido y la moda.

De tal forma que en la tabla 6 se presentan los resimenes estadisticos.

Tabla 6. Resumenes estadisticos de la caracterizacion fisicoquimica del agua de

consumo humano de la comunidad awajun de Tsuntsuntsa.

Temperatura pH  Sdlidos Conductividad Salinidad Purezade Concentracion
Totales Eléctrica ADN de ADN

Minimo 21.00 6.560  55.90 79.50 38.10 1.810 21.90
Primer 23.40 6.570  56.10 79.90 38.50 1.850 24.30
cuartil

Mediana 24.00 6.580  56.20 80.10 38.60 1.870 29.80
Media 23.90 6.581  56.22 80.08 38.56 1.879 29.46
Tercer 24.80 6.590  56.30 80.30 38.70 1.920 34.60
cuartil

Maximo 26.40 6.610  56.50 80.70 38.90 1.940 37.50
Moda 23.50 6.580  56.20 79.90 38.50 1.870 34.60

Elaboracion propia
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5.5.Gréficos de los resultados fisicoquimicos.

5.5.1. Caracterizacion Fisicoquimica del Agua en Puntos Seleccionados
Se realizd los graficos de violin con el fin de visualizar de mejor

manera los datos que se han obtenido en los muestreos de los

diferentes puntos.
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Cada gréfico es un diagrama de violin que muestra la distribucion de una
variable (pH, Conductividad, Salinidad, Soélidos Totales, Temperatura) en
diferentes puntos de muestreo (IP, SP, PV, CC, UV). La forma del violin
representa la densidad de probabilidad de los datos, con las partes mas anchas
indicando una mayor concentracion de valores. La seccion verde dentro de
cada violin generalmente indica el rango intercuartilico, que abarca el 50%

central de los datos.
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pH:
Este grafico muestra la distribucién del pH en los cinco puntos de muestreo.

Los valores de pH para IP, SP, PV y UV se encuentran en un rango muy similar,
alrededor de 6.55 a 6.60, lo que sugiere una ligera acidez o neutralidad

cercana. Las distribuciones son relativamente simétricas.

El punto de muestreo CC muestra una distribucion mas amplia y un rango de
pH ligeramente mas alto, abarcando desde aproximadamente 6.575 hasta
6.625, con una mayor concentracién de datos hacia los valores mas altos en
comparacion con los otros puntos. Esto podria indicar una ligera variacion en

la acidez/alcalinidad en este punto.
Conductividad:
Este grafico ilustra la distribucién de la conductividad eléctrica.

IP y SP presentan distribuciones de conductividad relativamente altas, con la

mayoria de los valores alrededor de 79.75 a 80.75.

PV y CC muestran conductividades mas bajas, con distribuciones mas

compactas alrededor de 79.5 a 80.0.

UV se destaca con la conductividad mas alta, con un rango que va
aproximadamente de 79.75 a 81.0, lo que sugiere una mayor concentracion de

iones disueltos en este punto.
Salinidad:
Este grafico muestra la distribucién de la salinidad.

IP, SP y CC tienen distribuciones de salinidad similares, principalmente entre
38.0y 39.0.

PV y UV muestran valores de salinidad notablemente mas altos, con la mayoria
de los datos por encima de 38.5 y alcanzando cerca de 39.0. Esto indica que

estos puntos tienen una mayor concentracion de sales disueltas.

. Sodlidos totales:

Este grafico presenta la distribucién de los sélidos totales.
IP y SP muestran distribuciones de sélidos totales alrededor de 56.0 a 56.25.

PV, CCy UV tienen distribuciones de sdlidos totales mas altas y mas dispersas.

CC, en particular, presenta un rango amplio que va desde aproximadamente
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55.75 hasta 56.5, con una gran concentracion de datos en los valores mas
altos. UV también muestra una distribuciéon con valores altos y un rango
considerable. Esto sugiere una mayor cantidad de material disuelto o

suspendido en estos puntos.
Temperatura:
Este grafico ilustra la distribucién de la temperatura en grados Celsius.

IP y SP muestran temperaturas relativamente bajas, con la mayoria de los
valores entre 22.0y 24.0 °C.

PV presenta una temperatura ligeramente mas alta, con un rango que va de
22.0a25.0 °C.

CC y UV se destacan con las temperaturas mas altas. CC tiene la distribucion
mas amplia, desde aproximadamente 22.5 hasta 27.0 °C, mientras que UV
muestra una distribucién muy compacta y alta, alrededor de 24.5 a 25.0 °C.

Esto sugiere que CC y UV son los puntos mas calidos.

En conjunto, estos graficos revelan variaciones significativas en las
caracteristicas fisicoquimicas del agua entre los diferentes puntos de muestreo,
lo que sugiere que cada ubicacién tiene condiciones ambientales Unicas o esta

bajo la influencia de distintos factores.

Se utilizé la correlacion de Pierson, la dispersion, la distribucién y covarianza

con el fin de visualizar de mejor manera de los datos fisicoquimicos obtenidos.
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38.50-

Grafico 2. Distribucion de los datos fisicoquimicos.

Temperatura.(°C) ph Sélidos.totales. (ppm) Conductividad.eléctrica. (uS/om) Salinidad. (ppm)

N

Corr Corr Corr Corr
0.175 0.198 0.086 0243

Corr Corr Corr
0.078 0.120 0.179

/ \\

Elaboracién propia
Las variables que se han evaluado son: Temperatura (°C), pH, Sdlidos totales

(ppm), Conductividad eléctrica (uS/cm) y Salinidad (ppm).

5.5.2. Diagonal principal (grafico de densidad)
Se muestra la distribucion univariada de cada parametro, con las
curvas suaves que permiten visualizar la frecuencia de los valores
mas comunes.

5.5.3. Debajo de la Diagonal (grafico de dispersion bivariado)
Se presenta nubes de puntos entre cada par de variables, este
grafico permite evaluar visualmente si hay relaciones lineales,
patrones o agrupamientos.

5.5.4. Encima de la Diagonal (correlacion de Pearson)
Se presenta los valores de correlacion lineal (r) entre las variables,

un valor cercano al 0 indica poca o ninguna correlacion, y los
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valores cercanos a +1 o -1 indican correlacion fuerte positiva o
negativa, respectivamente.

Se puede observar que la mayor correlacion existente es entre la
conductividad eléctrica y la salinidad (r=0.335), esto puede
deberse a que la conductividad se ve influenciada por la
concentracién de las sales disueltas en el agua, sin embargo, las

demas correlaciones son muy bajas.

Para una mayor visualizacion de los resultados se ha considerado una matriz

de correlacion de Pearson.

Grafico 3. Representacion de la correlacién de los datos fisicoquimicos.
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Elaboracion propia

Las variables que se han evaluado son: Temperatura (°C), pH, Sdélidos totales

(ppm), Conductividad eléctrica (uS/cm) y Salinidad (ppm).
+1 (Color azul): Correlacion positiva

0 (Color blanco): Sin correlaciéon

-1 (Color rojo): Correlacién negativa

Las correlaciones entre los parametros fisicoquimicos evaluados son débiles a

moderados, lo que indica que los cambios en una variable no influyen
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fuertemente en otras, la Unica relacién de interés es entre la salinidad y
conductividad eléctrica, lo cual es técnicamente coherente debido a la

naturaleza del transporte iénico en el agua.

5.6.Reglamento de la Calidad del Agua Para Consumo Humano
Segun el Reglamento de la Calidad del Agua Para Consumo Humano en el
Peru se debe considerar los que esté dentro del limite maximo permisible
como se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Limites maximos permisibles de parametros organolépticos.

Parametros Unidad de medida Limite maximo permisible
pH Valor de pH 6.5a8.5
Solidos Totales mgL! 1000
Conductividad pmho/cm 1500
eléctrica
Salinidad mg NaL"! 200
Cloro residual mg CI/L"! 0.5

Reglamento de la Calidad del Agua Para Consumo Humano

5.7.Concentracion y pureza de las muestras de ADN.

Usando la espectrofotometria, se midié la concentracion y pureza de las
muestras de ADN. Para definir los mejores parametros de este proceso, se
utilizé un programa de control de calidad de ADN, cuyos resultados se

resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores indicativos de pureza en acidos nucleicos (ADN) por

espectrofotometria:

Calidad 6ptima Calidad aceptable Contaminado
260/280 > 1.8 260/280 > 1.6 260/280 < 1.6
ADN 260/230 > 1.8 260/230 > 1.6 260/230 < 1.6

Programa de control de calidad de muestras de ADN.

5.8.Discusion de los resultados
Los parametros fisicoquimicos estan dentro de los limites permisibles de
acuerdo al reglamento de calidad del agua como se aprecia en la Tabla 7.
Sin embargo, llama la atencion el cloro cuya ausencia es absoluta, debido a
que no se encontré en ningun punto muestreado, Segun Barreiro et al.,
(2012) esto es un problema debido a que el cloro afadido al agua es eficaz
para reducir la cantidad de microorganismos. Pese a que la comunidad
cuenta con una planta de tratamiento de agua potable y estas son disefiadas
para eliminar contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos, esta no funciona

y como menciona Calderén-Franco et al., (2023) el suministrar agua no
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potable asegura con el tiempo que la concentracion de determinantes de

resistencia a los antibidticos se extiende.

La ausencia de cloracion en el agua de consumo de la comunidad Awajun
de Tsuntsuntsa podria exacerbar el problema, ya que este proceso es
efectivo para eliminar muchos microorganismos, incluyendo algunas
bacterias que contienen genes resistentes a los antibidticos (Seymour et al.,
2020). Sin embargo, la presencia de genes de resistencia en todas las
muestras sugiere que otros factores, como la contaminacion fecal y la
presencia de reservorios ambientales de bacterias resistentes, podrian estar

jugando un papel mas importante (Yin et al., 2024).

La identificacién del gen marA en todas las muestras de agua analizadas
revela una situacion critica debido a que este gen, conocido por conferir
resistencia a multiples clases de antibibticos, indica que las bacterias
presentes en el agua de consumo de la comunidad son altamente
resistentes a los tratamientos convencionales. Esta situacién pone en riesgo
la salud de los habitantes, especialmente de aquellos con sistemas
inmunolégicos debilitados o que padecen enfermedades crénicas (Poole,
2004).

El gen ermC, asociado a la resistencia a la eritromicina, un antibiético de
amplio espectro, en todas las muestras de agua, tiene importantes
implicaciones para la salud publica y el encontrarlo en cada muestra desata
una inminente preocupacion debido a que, a partir del trabajo de nos
menciona que la eritromicina se utiliza comunmente para tratar diversas
infecciones, desde infecciones respiratorias hasta infecciones de la piel (Lim
et al., 2012). La pérdida de eficacia de este antibidtico puede complicar el
tratamiento de enfermedades comunes y aumentar el riesgo de

complicaciones.

La ampicilina se utiliza comunmente para tratar infecciones bacterianas,
como infecciones del tracto urinario y algunas infecciones respiratorias La
identificacion del gen AMPC, responsable de la resistencia a la ampicilina,
un antibiético de amplio uso en medicina humana y veterinaria, en todas las
muestras de agua, tiene importantes implicaciones clinicas (Tariq et al.,
2023). La pérdida de eficacia de este antibidtico limita las opciones
terapéuticas disponibles para los profesionales de la salud. La exposicion a

largo plazo a agua contaminada con genes de resistencia puede aumentar
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el riesgo de infecciones resistentes a los antibidticos, lo que dificulta el

tratamiento y aumenta la mortalidad. (Zhang, Zuo, et al., 2024)

Segun la deteccion de genes de resistencia en un ambiente aparentemente
remoto como Tsuntsuntsa sugiere que la contaminacion por antibiéticos es
un problema global que trasciende las fronteras geograficas y sociales (H.
Wang et al., 2024). Este hallazgo es preocupante y subraya la necesidad de
implementar medidas urgentes para abordar la contaminacion por

antibioticos en esta region.

Es importante reconocer que este estudio presenta ciertas limitaciones.
Debido a que no se han identificado las especies bacterianas portadoras de
los genes de resistencia ni se ha evaluado el potencial de transferencia de
estos genes entre diferentes bacterias. Ademas, el estudio se ha centrado
en una sola comunidad, por lo que los resultados obtenidos pueden no ser

generalizables a otras regiones del Peru.
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VL. CONCLUSIONES

El analisis de muestras de agua potable de la comunidad Awajun de
Tsuntsuntsa mostré que, aunque las propiedades fisicas y quimicas del
agua estaban dentro de los estandares de seguridad, se pudo aislar

material genético en todas las muestras.
Deteccion de Resistencia a Antibidticos

Utilizando la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), se
confirmaron y caracterizaron genes de resistencia a antibidticos en todas
las muestras de agua de la comunidad. Este hallazgo, sumado a la falta de
cloro en el agua, indica un riesgo serio para la salud publica. La presencia
de estos genes sugiere que la poblacién estd expuesta a bacterias que

podrian no responder a los tratamientos médicos convencionales.
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VIl. RECOMENDACIONES

En base a los resultados de este estudio, se recomiendan las siguientes acciones
para los gobiernos locales y regionales, asi como la Autoridad Nacional del Agua
a través de la Autoridad Local del Agua, Superintendencia Nacional de Servicios

y Saneamiento y al Ministerio de Salud:

e Monitoreo continuo de la calidad del agua: Es fundamental realizar un
monitoreo regular de la calidad del agua en la comunidad Awajun para evaluar
la evolucién de la contaminaciéon por antibiéticos y la eficacia de las medidas
de mitigacion.

e Promocion de practicas agricolas sostenibles: Se deben promover practicas
agricolas que reduzcan el uso de antibiéticos y fertilizantes, y que minimicen la
contaminacion de las fuentes de agua.

e Desinfectar el agua para consumo humano: Es necesario garantizar el acceso
a agua potable segura a través de la implementacidn de sistemas de
tratamiento de agua adecuados.

e Se han reportado genes de resistencia a antibiéticos especificos de E. coli, por
lo que se recomienda realizar un trabajo e investigaciones posterior a fin de
realizar el aislamiento de E. coli del agua de consumo humano y realizar una
caracterizacion de la resistencia

e Educacion ambiental: Se deben realizar campanas de educacion ambiental
para sensibilizar a la comunidad sobre la importancia de cuidar el agua y reducir
la contaminacion.

e Investigaciones adicionales: Se requieren estudios adicionales para identificar
las fuentes especificas de contaminacién por antibiéticos y evaluar la eficacia

de diferentes estrategias de intervencion.
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IX. ANEXOS

Anexo 01
Manual Kit de Aislamiento de ADN PowerWater ®

Protocol: Experienced User

Important points before starting

e Solution PW1 must be warmed to 55°C for 5-10 min to dissolve precipitates prior to

use. Solution PW1 should be used while still warm.
e |[f Solution PW3 has precipitate, heat fo 55°C for 5~10 min fo dissalve precipitate.

® Shake to mix Solution PW4 before use.
e Perform all centrifugation steps at room temperature (15-25°C).

Procedure

Filter water samples using a filter funnel attached to a vacuum source. The volume of
water filtered will depend on the microbial load and turbidity of the water sample.
Note: Please see Appendix A: Types of Water .

If using a reusable filter funnel, remove the upper portion of the apparatus.

Using two sets of sterile forceps, pick up the white filter membrane at opposite edges and
roll the filter into a cylinder with the top side facing inward.
Note: Do naot tightly roll or fold the filler membrane.

Insert the filter into a 5 ml PowerWater Bead Pro Tube.
Add 1 ml of Solution PW1 to the PowerWater Bead Pro Tube.

Note: For samples containing organisms that are difficult o lyse |e.g., fungi and algae)
an additional heating step can be included. See Alternative Lysis Methods in the
Troubleshooting Guide.

Secure the tube horizontally to a Vortex Adapter (cat. no. 13000-V1-5 or 13000-V1-15).

Vortex at maximum speed for 5 min. Centrifuge the tubes <4000 x g for 1 min, {This
centrifugation step is optional if a centrifuge with a 15 ml tube rotor is not available, but

will result in minor loss of supernatant).
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10.
11.
12.
13,
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20,
21.
22.
23.

Transfer the supermatant o a clean 2 ml collection tube (provided). Draw up the
supemnatant using a |1 ml pipette tip by placing it down into the beads.

Note: Placing the pipette tip down into the beads is required. Pipette until you have
removed all the supemnatant. Expect to recover 600-650 pl of supernatant.

Centrifuge at 13,000 x g for 1 min.

Avoiding the pellet, transfer the supernatant to a clean 2 ml collection tube |provided).
Add 200 pl of Solution IRS and vortex briefly to mix. Incubate at 2-8°C for 5 min.
Centrifuge the tubes at 13,000 x g for T min.

Avoiding the pellet, transfer the supernatant to a clean 2 ml collection tube {provided).
Add 650 pl of Solution PW3 and vortex briefly to mix.

Load 650 pl of supernatant onto an MB Spin Column. Centrifuge at 13,000 x g for
1 min. Discard the How-through. Repeat until all the supemnatant has been processed.

Place the MB Spin Column Filfer into a clean 2 ml collection tube [provided).
Add 650 pl of Solution PW4 [shake before use). Centrifuge at 13,000 x g for 1 min.

Discard the low-through and add 650 pl of ethanol {provided) and cenirifuge at
13,000 x g for T min.

Discard the flow-through and centrifuge again at 13,000 x g for 2 min.
Place the MB Spin Column into a clean 2 ml collection tube (provided).
Add 100 pl of Solution EB to the center of the white filtler membrane.
Centrifuge at 13,000 x g for 1 min.

Discard the MB Spin Column. The DNA is now ready for downstream applications.
Note: We recommend storing DNA frozen [-90°C to —15°C) as Solution EB does not
contain EDTA. To concentrate DNA, see the Troubleshooting Guide.
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