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Resumen

El 70% del agua a nivel mundial se destina principalmente para las actividades agricolas. Sin
embargo, debido al crecimiento descontrolado de los asentamientos urbanos se ha acentuado la
escasez y contaminacion de los cuerpos de agua superficiales, de tal forma que cada vez este
liquido de buena calidad es méas escaso para la agricultura. Uno de los principales contaminantes
son las bacterias potencialmente patdgenas resistentes a los antibidticos. Pseudomonas
aeruginosa es una bacteria que se encuentra normalmente en el agua y suelo, es patégeno de
animales y plantas. Esta bacteria se ha considerado un fendmeno de resistencia debido a la
diversidad de mecanismos que posee, por lo cual representa un riesgo potencial para la poblacion.
Meétodo: Se colectaron muestras de agua de uso agricola, a partir de las cuales se aislaron e
identificaron a nivel bioquimico y molecular P. aeruginosa. En estas bacterias se determiné la
distribucién de 6 genes de virulencia por PCR. Mediante ensayos de difusion en disco y
microdilucién se analizd la resistencia a 20 antibidticos. Ademas mediante ensayos de
microdilucién se determind la resistencia a metales pesados.

Resultados: Se identificaron a nivel bioquimico y molecular 46 aislados de P. aeruginosa, éstas
son potencialmente patdgenas ya que en ellas se detectd la presencia de los genes de virulencia
algD y toxA (100%), lasB (97.8%), plcH (95.6%), plcN (91.3%) y exoS (89.1%). Dichas bacterias
presentaron altos indices de resistencia a ampicilina, ceftriaxona, cloranfenicol, cefalotina,
cefotaxima, nitrofurantoina, kanamicina, estreptomicina y tetraciclina. De igual forma fueron
muy susceptibles a ceftazidima, gentamicina, imipenem, ticarcilina, aztreonam, levofloxacina,
netilmicina y carbenicilina. Todas las bacterias fueron multirresistentes ya que toleraron entre 8 y
11 antibioticos. De acuerdo a los patrones de resistencia observados, las bacterias se clasificaron
en 11 grupos. Mientras que para los metales pesados se presentaron altos niveles de tolerancia
para Cu*?, Zn*?, Ba*?, Pb*? y Se*.

Conclusion: Las P. aeruginosa aisladas de agua de uso agricola en la zona de estudio son
potencialmente patdgenas debido a la presencia de genes de virulencia. Ademas presentaron altos

indices de resistencia a antibidticos y tolerancia metales pesados.
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Abstract

Seventy percent of water is used in agricultural activities worldwide. However, due to the
uncontrolled growth of the population and the contamination of superficial fresh water bodies the
water scarcity has augmented, for this the availability of good quality water for agriculture is
limited. One of the main pollutants is antibiotic resistant and potentially pathogenic bacteria. P.
aeruginosa is a bacterium that normally is found in water and soil, it is pathogen from animals
and plants. This bacterium has been considered a resistance phenomenon due to the diversity of
mechanisms that contain which represent a potential risk to the population.

Method: Samples of agricultural usage water were collected, of which P. aeruginosa was isolates
and identified at the biochemical and molecular level. Also, the distribution of virulence genes
was analyzed by PCR. The resistance to 20 antibiotics was tested by disk diffusion and
microdilution assays. Even more, heavy metal resistance was analyzed by microdilution assays.
Results: Forty-six P. aeruginosa were identified at molecular and biochemical level, the bacteria
were potentially pathogenic because the following virulence genes was detected, algD and toxA
in100% of bacteria, lasB in 97.8%, plcH in 95.6%, plcN in 91,3% and exoS in 89.1%. High rates
of resistance were detected in bacterial isolates for ampicillin, ceftriaxone, chlroramphenicol,
cephalotin, cefotaxime, nitrofurantoin, kanamycin, streptomycin and tetracycline. Similarly,
susceptibility was detected mainly to ceftazidime, gentamycin, imipenem, tecarcillin, aztreonam,
levofloxacin, netilmicin and carbenicillin. All bacteria were multirresistant as they tolerate
between 8 and 11 antibiotics. According to the observed resistance patterns bacteria were
classified in 11 groups. Whereas, metal tolerance was observed mainly for Cu*?, Zn*?, Ba*?, Pb*2
y Se*4,

Conclusion: P. aeruginosa isolated from agricultural usage water samples in the studied zone are
potentially pathogenic due to the presence of virulence genes. Even more, high rates of antibiotic

and heavy metal resistance were observed.
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Introduccién

La agricultura consume aproximadamente el 70% del agua a nivel mundial, sin embargo, la
creciente demanda del liquido por los centros urbanos e industriales ha disminuido su cantidad y
calidad para uso agricola. En principio, el uso de aguas residuales urbanas presenta beneficios en
la agricultura por el ahorro en fertilizantes, debido al alto contenido de nutrientes presentes en
ella. No obstante, también tienen desventajas por la presencia de contaminantes, los cuales
pueden alterar las propiedades del suelo y representar riesgos a la salud por la presencia de
bacterias patdgenas (Ensink et al., 2002; Gatica y Cytrin, 2013). De acuerdo con esto Gltimo, en
los suelos regados con aguas residuales se ha detectado la presencia de bacterias potencialmente
patégenas de los géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Escherichia,
Klebsiella, Salmonella, Enterococcus y Shigella (Benami et al., 2013; Broszat et al., 2014).

El género Pseudomonas esta representado por bacterias de vida libre que habitan
principalmente en agua y suelo, en particular, P. aeruginosa es de gran interés debido a que es
patogena de plantas y humanos, y por sus aplicaciones biotecnoldgicas potenciales (Silby et al.,
2011). P. aeruginosa es un patdgeno oportunista de humano siendo las principales infecciones
por esta bacteria las de oido, de piel y de heridas, las cuales se adquieren a través del agua;
también, es causa frecuente de infecciones en personas con fibrosis quistica (Mena y Gerba
2009). Algunos de los factores de virulencia mas importantes para el establecimiento y
mantenimiento de infecciones por P. aeruginosa incluyen la produccion de exoproteasas como la
elastasa (lasB), fosfolipasas (plcH y plcN), toxinas (exoS y toxA) y produccion de polisacaridos
(algD) (Faraji et al., 2016).

Por otro lado, los antibidticos se utilizan tanto para el tratamiento de infecciones en
humanos como en medicina veterinaria; de igual forma se usan como promotores de crecimiento
animal y en acuacultura. Generalmente, estos compuestos se metabolizan parcialmente por los
organismos, por lo que el resto termina en los sistemas de agua municipales y aquellos derivados
de actividades agropecuarias. Como consecuencia, se ha observado un incremento en la
resistencia a los antibioticos por las bacterias ambientales, lo que se ha tornado en un problema
ecolégico (Kummerer, 2004). De acuerdo con lo anterior, P. aeruginosa presenta resistencia
natural a una gran variedad de antibidticos, ademas de la capacidad que tiene para adquirir
mecanismos adicionales de resistencia a través de elementos genéticos maviles, por lo cual se ha
considerado un fendmeno de resistencia a antibidticos (Strateva y Yordanov, 2009; Lutz y Lee,
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2011). Por otro lado, se ha observado que la contaminacién de ambientes naturales con metales
pesados tiene una funcién importante en la evolucién, co-seleccion y distribucion de genes de
resistencia (Baker-Austin et al., 2006). La descarga de metales pesados junto con antibiéticos en
los cuerpos de agua de los sistemas de agua municipales, de actividades agricolas o de
acuacultura, promueve la co-seleccion de bacterias resistentes a esos compuestos (Seiler y
Berendonk, 2012).

El noroeste de Michoacan es una de las zonas importantes en produccion agropecuaria del
Estado, sin embargo, uno de los principales problemas es la escasez de agua, aunado a la
contaminacién creciente de los cuerpos de agua superficiales por la mezcla de aguas residuales
urbanas e industriales en los rios y canales de riego. Ademas, las principales fuentes superficiales
utilizadas para el riego de los cultivos en la zona presentan altos niveles de contaminantes
quimicos (Lopez-Hernandez et al., 2007; Sandoval-Moreno y Ochoa-Ocafia, 2010; Equihua et al.,
2011). Sin embargo, a la fecha no se tiene conocimiento sobre las bacterias presentes en el agua y
sus caracteristicas de patogenicidad y resistencia. Por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue
aislar y estudiar la presencia de genes de virulencia asi como los perfiles de resistencia a

antibioticos y metales pesados en P. aeruginosa obtenidas de agua de uso agricola.

Meéetodo

Aislamiento e identificacion de P. aeruginosa

Se colectaron muestras de agua de los canales de riego en la region de la Ciénega de Chapala,
Michoacan, en los municipios de Sahuayo (20°03” de latitud norte y 102°43” de longitud oeste);
Venustiano Carranza (20°08’latitud norte y 102°35 minutos de longitud oeste); y Vista Hermosa
(20°16” de latitud norte y 102°28” de longitud oeste). Las muestras se colectaron durante los
meses de septiembre a diciembre del 2012 a una profundidad de 30 cmy 1 m del borde del canal
de riego. Se depositaron en tubos estériles y se transportaron en hielo (4°C) al laboratorio, donde
fueron procesadas el mismo dia de su colecta. Para la determinacion del nimero total de bacterias
viables en las muestras de agua, se hicieron diluciones decimales 1:10, 1:100 y 1:1000; de las
Gltimas dos diluciones se sembraron 100 pl en cajas Petri con agar nutritivo (DIBICO). A partir
de las colonias crecidas en agar nutritivo se seleccionaron 5 colonias independientes de cada
muestra y se sembraron en agar Pseudomonas F. Se seleccionaron las colonias pigmentadas y

fluorescentes bajo luz UV, a las cuales se les realiz6 tincidbn de Gram y se identificaron
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bioquimicamente, las principales pruebas que se realizaron fueron fermentacion de glucosa y
lactosa, asi como produccion de gas y H2S en agar Kligler con Hierro, IMVIiC (indol, rojo de

metilo, VVoges-Proskauer y citrato), oxidasa y catalasa (MacFaddin, 2000).

Identificacion molecular de P. aeruginosa

La confirmacién de la identidad de los aislados de P. aeruginosa se realizd por PCR de acuerdo
con la literatura (Pirnay et al., 2002; Spilker et al., 2004). A partir de un cultivo crecido en agar
nutritivo toda la noche se tomo una asada y se resuspendid en 20 pl de solucion de lisis (0.25%
de SDS y 0.05 M de NaOH). Después, la mezcla se hirvié por 15 min y se adicionaron 180 ul de
agua destilada estéril. Las reacciones de amplificacion se realizaron en 25 pl, conteniendo 1X
Master mix (Promega), 0.5 uM de cada primer y 2 ul de extracto total de ADN (50 ng
aproximadamente). Las condiciones de amplificacion con los oligonucleétidos PA-GS-F/PA-GS-
R (rDNA 16S) y PA-SS-F/PA-SS-R (rDNA 16S) (Tabla 1) fueron: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 40 s,
alineamiento a 55°C por 30 s y extension a 72°C por 1 min. Las reacciones se terminaron con un
ciclo de extension a 72°C por 5 min. Para los primeros PS1/PS1 (oprl) y PAL1/PAL2 (oprL), las
condiciones fueron similares a las anteriores, solo que la temperatura de alineamiento fue a 57°C.
Los fragmentos amplificados se separaron en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de

etidio y visualizados en un transiluminador Universal Hood (Bio-Rad).

Distribucion de genes de virulencia en P. aeruginosa

Para el analisis de la distribucién de los genes de virulencia se realizaron amplificaciones por
PCR con oligonucleétidos para algD (GDP-manosa 6-deshidrogenasa), lasB (elastasa), toxA
(exotoxina A), plcH (fosfolipasa C hemolitica), plcN (fosfolipasa C no hemolitica) y exoS
(exoenzyme S) de P. aeruginosa (Tabla 1). Las reacciones se realizaron en 25 pl conteniendo 1X
Master mix (Promega), 0.2 uM de cada oligonucleotido y 2 ul de extracto de ADN. La
amplificacion de los fragmentos se realiz6 en las condiciones descritas previamente (Faraji et al.,
2016).
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Perfil de resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos se determind mediante el método de difusion en agar (CLSI,
2012), para lo cual las bacterias se crecieron en cajas Petri con agar Mueller-Hinton por 20 h a
37°C. A partir de los cultivos de toda la noche se prepararon suspensiones bacterianas en caldo
Mueller-Hinton (Difco) a una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland, despues
100 pl de los cultivos ajustados se sembraron uniformemente sobre la superficie de agar Mueller-
Hinton (Difco). Para este andlisis se utilizaron discos (Bio-Rad) impregnados con los siguientes
compuestos: amikacina (AK, 30 pg), ampicilina (AM, 10 ug), levofloxacina (LEV, 5 ug),
cefalotina (CF, 30 ug), cefotaxima (CTX, 30 pg), ceftriaxona (CRO, 30 pg), cloranfenicol (CL,
30 ug), gentamicina (GE, 10 ug), netilmicina (NET, 30 pg), nitrofurantoina (NF, 300ug),
cefepime (FEP, 30 ug) y trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 25 pg). También se utilizaron discos
de imipenem (IPM, 10 pg), ceftazidima (CAZ, 30 ug), aztreonam (ATM, 30 pg) ticarcilina (TIC,
75 ug) (DB BBL). Se midi6 el halo de inhibicién y de acuerdo con los valores obtenidos, las
bacterias se clasificaron como resistentes, intermedias o sensibles siguiendo los criterios del CLSI
(CLSI, 2012). Como control se utilizo la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Oligo Secuencia 5' --- 3' Tm (°C) Fragmento (pb)
PS1 ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCT 57 249
PS2 CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG

PAL1 ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 57 504
PAL2 CTTCTTCAGCTCGACGCGACG

PA-GS-F GACGGGTGAGTAATGCCTA 54 617
PA-GS-R CACTGGTGTTCCTTCCTATA

PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA 53 956
PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG

algD-F CGTCTGCCGCGAGATCGGCT 60 313
algD-R GACCTCGACGGTCTTGCGGA

lasB-F GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC 60 284
lasB-R TTGGCGTCGACGAACACCTCG

toxA-F CTGCGCGGGTCTATGTGCC 63 270
toxA-R GATGCTGGACGGGTCGAG

plecH-F GCACGTGGTCATCCTGATGC 60 608
plcH-R TCCGTAGGCGTCGACGTAC

pleN-F TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG 60 481
pleN-R TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC

exoS-F CGTCGTGTTCAAGCAGATGGTGCTG 60 444
ex0S-R CCGAACCGCTTCACCAGGC
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Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) a antibidticos

Con el propdsito de expandir el analisis de resistencia a los antibioticos se hicieron ensayos
mediante dilucion en agar para carbenicilina, kanamicina, estreptomicina y tetraciclina. Para lo
cual las bacterias se crecieron en cajas Petri con agar Mueller-Hinton por 20 h a 37°C. A partir de
los cultivos de toda la noche se prepararon suspensiones bacterianas como se indicé en el
apartado anterior. Posteriormente, las suspensiones bacterianas se transfirieron a una placa de 48
pozos y con ayuda de un replicador metalico de 48 puntas (V & P Cientific) se inocularon las
suspensiones bacterianas en cajas con las siguientes concentraciones 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128, 256, 512 pg/ml de carbenicilina (Sigma), estreptomicina (Sigma), kanamicina
(Sigma) y tetraciclina (Sigma). Las cajas se incubaron a 37°C por 20 h, la CMI se determind
como la concentracion mas baja a la cual no se registrd crecimiento visible de las bacterias. De
acuerdo a los valores de la CMI, los aislados se clasificaron como resistentes o susceptibles. Para
carbenicilina se consideraron resistentes los aislados con una CMI >512 pg/ml, para
estreptomicina >16 pg/ml, para kanamicina >32 pg/ml y para tetraciclina >16 pg/ml (Salazar et
al., 2001; CLSI, 2012).

Concentracion minima inhibitoria a metales

Para la determinacion de la CMI se procedio en la preparacion del inoculo de forma similar que
para antibioticos. Las bacterias se inocularon en agar nutritivo con las siguientes concentraciones
de metales 0. 0.5, 1, 2, 4, 5y 6 mM de Cu*? (CuSQOa), Zn*? (ZnSQ.) y Ba*? (BaCl). Para Hg*?
(HgCl), Ag* (AgNO3) y Cr*® (K,Cr,07) se probaron concentraciones de 0, 0.2 0.4, 0. 6,0.8y 1
mM; mientras que para Te** (K;TeOs) y Se™* (Na.SeOs) se analizaron concentraciones de 0, 0.5,
1,2,4,5 6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 mM. Las cajas se incubaron por 24 hrs a 37°C,
transcurrido el tiempo se observaron y se registro la CMI, es decir la concentracion a la que ya no

se ohservo crecimiento.

Resultados

Aislamiento e identificacion de P. aeruginosa

Durante septiembre a diciembre del 2012 se colectaron 20 muestras de agua de fuentes
superficiales destinadas al uso agricola en el noroeste del estado de Michoacan, México. Los

resultados obtenidos de bacterias viables presentes en las muestras de agua oscilaron entre 2x10*
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y 1.2x10° UFC/ml. A partir de 100 colonias seleccionadas al azar se estudiaron con mas detalle
46 aislados que mostraron pigmentacion verde y produccion de fluorescencia bajo luz UV en
agar Pseudomonas F. La identidad de las bacterias fue confirmada a nivel bioquimico donde se
observd que no fermentaron lactosa ni glucosa y no produjeron gas ni H>S en agar Kligler con
Hierro, también en INVIC dieron (---+), crecieron en agar cetrimida, positivos para oxidasa y
catalasa, produccién de piocianina y fluoresceina. Las 46 bacterias fueron confirmadas a nivel
molecular como P. aeruginosa mediante la amplificacion de los genes oprl/oprL (Pirnay et al.,
2002) y de fragmentos especificos del gen ribosomal 16S a nivel de género y especie (Spilker et
al., 2004).

Distribucion de genes de virulencia

Con el proposito de analizar el potencial de virulencia de los aislados bacterianos se determind la
distribucién de 6 genes importantes para la virulencia en las 46 P. aeruginosa, se encontré que
los més frecuentes fueron toxA y algD detectados en las 46 bacterias, los cuatro genes restantes se
identificaron como sigue; lasB en 45, plcH en 44, plcN en 42, exoS en 41.

Anélisis de resistencia a los antibidticos
Los datos obtenidos de susceptibilidad de las 46 P. aeruginosa contra 16 antibidticos mediante
difusion en disco, indicaron que los mayores indices de resistencia se registraron para ampicilina,
ceftriaxona y cloranfenicol con el 100% de aislados resistentes, seguido del 97.8% de resistentes
a cefalotina, 93.5% a cefotaxima y nitrofurantoina, respectivamente; mientras que 47.8% fue
resistente a trimetoprim-sulfametoxazol (Tabla 2). Por otro lado, todas las P. aeruginosa fueron
susceptibles a ceftazidima, gentamicina, imipenem Yy ticarcilina, mientras que para amikacina,
aztreonam, levofloxacina y netilmicina el 97.8% fue susceptible. También, altos indices de
susceptibilidad se registraron para netilmicina 95.7 % y cefepima con el 73.9% (Tabla 2).

El andlisis de la CMI mostrd que todas las bacterias tuvieron una CMI >32 y <128 ng/ml
para carbenicilina, para kanamicina entre >128 y <256 pg/ml, para estreptomicina de entre >16 y
<64 pg/ml y por ltimo para tetraciclina de 64 pg/ml (Tabla 3). De acuerdo a estos resultados las
bacterias que se inhibieron en concentraciones menores a las indicadas por la linea punteada se
consideraron susceptibles y las que su CMI esta por arriba de la linea se consideraron resistentes
(Salazar et al., 2001; CLSI, 2012).
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Tabla 2. Resultados del analisis de resistencia de P. aeruginosa contra 16 antibidticos.

P. aeruginosa

Antibiético R (%)* 1(%) S (%)
Amikacina (Ak) 1(2.2) - 45 (97.8)
Ampicilina (Am) 46 (100) - -
Aztreonam (Atm) - 1(2.2) 45 (97.8)
Cefalotina (Cf) 45 (97.8) - 1(2.2)
Cefepima (Fep) 6 (13) 6 (13) 34 (73.9)
Cefotaxima (Ctx) 43 (93.5) 2 (4.3) 1(2.2)
Ceftazidima (Caz) - - 46 (100)
Ceftriaxona (Cro) 46 (100) - -
Cloranfenicol (CI) 46 (100) - -
Gentamicina (Ge) - - 46 (100)
Imipenem (Ipm) - - 46 (100)
Levofloxacina (Lvx) 1(2.2) - 45 (97.8)
Netilmicina (Net) 2(4.3) - 44 (95.7)
Nitrofurantoina (N{) 43 (93.5) 1(2.2) 2(4.3)
Ticarcilina (Tic) - - 46 (100)
Trimetoprim-Sulfametoxazol (Sxt) 22 (47.8) 22 (47.8) 2 (4.3)

*R, resistente; |, resistente intermedia; S, sensible.

Tabla 3. Concentraciones Minimas Inhibitorias de antibiéticos.

Conc. (pg/ml)

P. aeruginosa

Cb*

Km Stp

Tec

0.5
1

2
4

8
16
32
64
128

256
512

48.7)
33 (71.7)
9 (19.6)

r--
1
1

-—-1

1

B o o -

- 131(86.9)

1
1
125(54.3)
12145.7)

J 14 (10.9) 46 (100)

*Ch, Carbenicilina; Km, kanamicina; Stp, estreptomicina; Tc, tetreciclina.
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Perfiles de resistencia

El andlisis de los perfiles de resistencia mostrd que las 46 P. aeruginosa se agruparon en 11
patrones de resistencia que van desde los 8 hasta los 11 antibioticos. De las cuales el 43.5%
resistio 9 antibidticos, 39.1% resistio 10 compuestos, 10.9% resistid 11 antibidticos y 6.5%
resistio 8 compuestos. Los dos patrones mas frecuentes fueron los de resistencia a 9 antibiéticos
(AmCTCICroCtxKmNfStpTc) con 18 bacterias y el de resistencia a 10 antibidticos
(AmCTCICroCtxKmNfStpStxTc) con 15 bacterias (Tabla 4).

Tabla 4. Patrones de resistencia de P. aeruginosa contra 20 antibiéticos analizados.

Perfil de resistencia* No. aislados No. antibiéticos
AmCICICroCtxKmStpTe 1
AmC{CICroKmNfStpTe 1 8
AmCICroKmLevN{StpTc 1
AmC{CICroCtxKmN{StpTc 18
AmCTCICroCtxKmStpStxTc 1 9
AmCHCICroFepKmStpStxTc 1
AmCI{CICroCtxKmN{StpStxTc 15
AmCICICtxCroKmNetNfStpTe 2 10
AmCICICroCtxFepKmN{StpTc 1
AmCHCICroCtxFepKmN{StpStxTc 4 1
AKAMCICICroCtxKmN{StpSxtTc 1

*Abreviaciones: Ak amikacina, Am ampicilina, Cf cefalotina, CI cloranfenicol, Cro ceftriaxona, Ctx
cefotaxima, Fep cefepima, Ge gentamicina, Km kanamicina, Lev levofloxacina, Net netilmicina, Nf
nitrofurantoina, Stp estreptomicina, Sxt trimetoprima-sulfametoxazol, Te tetraciclina.

Tolerancia a metales pesados

Se encontrd que las P. aeruginosa mostraron tolerancia principalmente a Cu*?, Zn*?, Ba*? y Se*.
En este sentido, para Cu*2 la CMI mas alta fue de 3 mM en el 82.6% de las bacterias; mientras
que para Zn*?, la CMI mas alta fue de 6 mM en el 47.8% de las bacterias; para el Ba*?, la mayor
CMI fue de 4 mM en el 21.7%; para Pb, la CMI fue de 2.5% en el 100% y por ultimo; para Se*,
el 100% de las bacterias tolerd hasta una concentracion de 20 mM. Por otro lado, las bacterias

mostraron susceptibilidad para Cr*®, Hg*?, Ag*?, y Te** (Tabla 5).
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Tabla 5. CMI de las P. aeruginosa frente a diversos metales.

Metal CMI (mM) No. aislados
- 2 8
Cu-
3 38
3 4
R 4 6
/n-
5 14
6 22
0.1 10
Cre®
0.2 36
Hg™ 0.02 46
- 3 36
Ba™
4 10
Ag™! 0.1 46
Pb™ 25 46
Se™ =20 46
Te™ 0.5 46

Discusion o Conclusiones

El riego agricola con agua de mala calidad, por ejemplo mezcladas con aguas residuales
domésticas, tiene la ventaja de proporcionar materia organica al suelo. Sin embargo, esto también
contribuye al desarrollo de microorganismos tanto nativos del suelo como de aquellos presentes
en el agua, modificando asi sus poblaciones (Broszat et al., 2014).

P. aeruginosa es una bacteria que comunmente se encuentra en el agua residual
doméstica, suelos agricolas y drenajes de corrales (Mena y Gerba, 2009). De acuerdo con esto, en
este trabajo se encontrd que de 100 bacterias seleccionadas al azar 46 se identificaron como P.
eruginosa, ya que todas las muestras fueron positivas para esta bacteria. Esto concuerda con lo
reportado en la literatura en donde se ha observado que P. aeruginosa es una bacteria ubicua en
sistemas acuéticos contaminados (Mena y Gerba, 2009). La presencia de este tipo de bacterias en
agua de uso agricola representa riesgos potenciales para las personas que entren en contacto con
ésta, como los agricultores, ya que en todas las bacterias se detectd alta frecuencia de genes de
virulencia importantes durante el proceso infeccioso; algD y toxA (100%), lasB (97.8%), plcH

(95.6%), plcN (91.3%) y exoS (89.3%). Estos resultados concuerdan en parte con lo reportado por
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Pitondo-Silva et al. (2016), quienes identificaron diversos genes de virulencia en P. aeruginosa
aisladas de suelo y encontraron que los mas frecuentes fueron lasB (76%), plcH (74%) y algD
(52%). En otro estudio se encontré que P. aeruginosa aisladas de muestras de agua para beber
mostraron prevalencia de genes de virulencia como sigue exoS (20.9%), ecfX (100%), exoS
(97.7%), phzM (93%), toxA (93%) y lasB (100%) (Wu et al., 2016).

Por otro lado, el uso de antibidticos tanto en humanos como en animales ha incrementado
la concentracion de estos compuestos en los cuerpos de agua, lo cual trae como consecuencia un
incremento en el surgimiento de bacterias resistentes a esos compuestos (Zhang et al., 2009). De
tal forma que la descarga en aguas residuales tanto domésticas como de origen agropecuario
favorece la co-seleccion de bacterias resistentes a antibidticos y metales pesados (Seiler y
Berendonk, 2012). En este sentido los aislados de P. aeruginosa fueron multirresistentes ya que
resistieron entre 8 y 11 compuestos distintos, de acuerdo con esto se clasificaron en 11 patrones
de resistencia a antibioticos. Se ha reportado que las P. aeruginosa presentan altos niveles de
resistencia tanto intrinseca como adquirida a diversos antibidticos (Strateva y Yordanov, 2009).
Ademas, otros autores han reportado multirresistencia en P. aeruginosa aislada de muestras
colectadas de plantas tratadoras de aguas residuales, en donde se encontrd que las bacterias
presentaron resistencia de 5 a 11 antibioticos destacando la resistencia a compuestos beta-
lactdmicos (100%) (Odjadjare et al., 2012). De igual forma, se ha encontrado resistencia a
antibioticos en P. aeruginosa aislada de muestras de agua de piscinas y jacuzzi. Los autores
reportan que el 96% de las bacterias estudiadas fueron multirresistentes principalmente a los
compuestos anti-Pseudomonas de uso clinico (Lutz y Lee, 2011).

Asimismo, las bacterias analizadas en este trabajo mostraron resistencia a los metales Cu,
Zn, Pb, Ba y Se lo cual concuerda con lo previamente observado que la presencia de metales
pesados favorece la seleccion o co-seleccion de bacterias resistentes a los antibidticos (Seiler y
Berendonk, 2012). En este sentido se ha observado que aislados de P. aeruginosa resistentes a
metales pesados obtenidas de muestras de suelo mostraron resistencia a antibioticos, lo cual
confirma diversas observaciones que indican la co-seleccion de ambos mecanismos de resistencia
(Pitondo-Silva et al., 2016).

En conclusion, de acuerdo con los resultados presentados se encontrd que las P.
aeruginosa presentes en el agua de uso agricola en el area de estudio representan un gran riesgo

para la salud de las personas por la presencia de genes de virulencia, y por la multirresistencia a
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los antibioticos que se encontrd en estos aislados. Ademas, las bacterias multirresistentes a los
antibidticos también presentaron resistencia a metales pesados, lo cual sugiere que el medio

acuatico estudiado favorece la co-seleccion de estos fendmenos.
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