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RESUMEN

En los ultimos anos el indice de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) ha
incrementado, derivado del consumo mas saludable que desean los individuos, lo que
implica que se consuman productos crudos o poco procesados, pudiendo estos estar

contaminados con microorganismos patogenos.

Dicha contaminacion puede provenir de diversas fuentes, tales como el suelo, el uso
de abonos, la manipulacién o el agua de riego, la cual muchas veces no cuenta con un
control microbiologico. Dentro de los patdogenos asociados a contaminacion de agua
destacan Escherichia coli, Salmonella spp, Enterococcus spp entre otros. En la
actualidad, la escasez de agua potable ha afectado no sélo en el consumo diario de la
poblacion, sino también en los suministros de agua de riego para cultivos, es asi como
el uso de aguas de riego contaminadas con microorganismos patdogenos resulta un
factor clave para que, a su vez, estos patdgenos puedan contaminar los productos
vegetales que con ellas se irrigan, aumentando con ello la posibilidad de ocasionar

ETAs.

Dada la importancia de detectar la presencia de los microorganismos patdgenos
ademas de sus genes de virulencia y resistencia a antibioticos en muestras de agua de
irrigacion, se realizo la busqueda y el aislamiento de microorganismos como
Salmonella spp, Enterococcus spp, E. coli y sus patotipos (EHEC, EPEC, ETEC
EAEC) en aguas utilizadas para el suministro de riego o rios localizados cerca de
huertas en Chihuahua, Puebla y Veracruz, se realizé la confirmacion de los aislados
mediante la busqueda de genes de virulencia ademas se determind su perfil de
resistencia a ciertos antibioticos, mismos que fueron buscados también por sus genes.
A partir de 30 muestras colectadas (10 en cada estado) se logré el aislamiento de 496
aislados presuntivos, de los cuales se identificaron ocho patdogenos mediante sus
genes de virulencia, dos Enterococcus spp (eda’, ccf, efa’, gelE’), dos tEPEC (eae,
bfp"), una aEPEC (eae’, bfp’) estas provenientes de Veracruz, asi como dos aEPEC

eae+, bfp’) y una ETEC (lt+) provenientes de Puebla. En el caso de Salmonella spp
y
XMl



ninguno fue confirmado por la técnica de PCR. De Chihuahua no se obtuvo ninglin
aislado confirmado para estos patdégenos. A los 8 aislados confirmados se les
determiné su resistencia fenotipica a antibioticos, donde todos los fueron resistentes
al menos a tres antibidticos, siendo la vancomicina el antibidtico con mayor
resistencia, mientras que ningun aislado presento resistencia para el trimetoprima y
ciprofloxacino. Asi mismo a estos aislados confirmados se les buscd genes de
resistencia a antibidticos, donde el unico gen encontrado fue el fetA en la cepa de

ETEC proveniente de Puebla.
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ABSTRACT

In the last years, the rate of foodborne diseases has increased, derived from the
healthiest consumption that individuals want, which implies that raw or under-
processed products are consumed, and these may be contaminated with pathogenic
microorganisms.

This contamination could come from various sources, such as soil, fertilizer use,
handling or irrigation water, which often does not have a microbiological control.
Escherichia coli (pathotypes), Salmonella spp, Enterococcus spp have been
associated as pathogenic bacteria in water used to irrigation crops, increasing the
possibility of causing foodborne diseases.

Due to the importance to determine the presence of pathogenic microorganisms, such
as Salmonella, Enterococcus, E. coli pathotypes (EHEC, EPEC, ETEC EAEC), in
addition to their virulence and antibiotic resistance genes in irrigation water samples,
we realize the isolation of these bacteria in waters used for irrigation supply or rivers
located near farms in Veracruz, Chihuahua and Puebla. The bacterial confirmation of
isolates was realized through virulence genes. Their antibiotic resistance profile to
certain antibiotics and specific genes of resistance to the antibiotic was done. From 30
samples collected (10 in each state) the isolation of 496 presumptive were obtained,
of which eight pathogens were identified by their virulence genes, two Enterococcus
spp (eda®, ccf’, efa”, gelE ), two tEPEC (eae”, bfp*), one aEPEC (eae”, bfp’) were
isolated from Veracruz water samples, as well as two aEPEC (eae®, bfp’) and one
ETEC (It") from Puebla. No one presumptive isolated was confirmed as pathogen
from samples of Chihuahua. From eight isolates, their phenotypic resistance to
antibiotics was determined, of them, all were resistant to at least three antibiotics,
vancomycin was the antibiotic with the highest resistance, the opposite case for
trimethoprim and ciprofloxacin since no bacteria showed resistance. From these
confirmed isolates we identify antibiotic resistance genes and only one was positive

to tetA in the ETEC strain from Puebla.
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1. INTRODUCCION

Ya desde hace muchos afos, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) han
sido un problema de salud a nivel mundial, considerandose estas por la OMS (2018)
como una de las diez amenazas a nivel mundial, donde también se incluyen gripe
pandémica, coélera, difteria, paludismo, catastrofes naturales, meningitis, malnutriciéon
entre otros. Las ETAs desafortunadamente han ido en aumento, ya que la globalizacién
y la preferencia por alimentos saludables conlleva al consumo de productos frescos o
minimamente procesados. Dentro de los patdgenos asociados a este tipo de productos se
ha reportado a E. coli del grupo patogénico (los cuales incluyen EHEC, EPEC, ETEC,
EAEC), Salmonella spp, L. monocytogenes, Shigella spp, entre otros (Ocaifia et al. 2015).
Dentro de las principales fuentes de contaminacion en la agricultura se encuentra el uso
de agua de riego ya que ésta pudiera ser no potable, ademas, la ubicacion geografica de
las huertas debido a que estas pudieran estar cerca de aguas residuales, proviniendo
quiza de hospitales, casas, restaurantes, escuelas, etc (OMS, 2018).

Los microorganismos presentes en agua de riego incluyen bacterias patdgenas, las cuales
al poseer genes de virulencia y probablemente de resistencia a antibidticos pudieran
transferir estos genes a bacterias no patdgenas también presentes en estos ambientes. Es
por lo anterior que en este trabajo se realizo la busqueda de bacterias patogenas a las
cuales se les determind la presencia de genes de virulencia, su resistencia fenotipica y
genotipica a ciertos antibioticos a partir de muestras de agua de riego utilizadas en

diferentes zonas agricolas de México (Chihuahua, Puebla y Veracruz).



2.- ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs)

De acuerdo con la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por su siglas en
inglés), las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son aquellas causadas por
el consumo de alimentos o bebidas contaminadas con microorganismos patdgenos
pudiendo ser virus, bacterias, hongos, parasitos y/o toxinas derivadas de éstos (Kirk
etal. 2015). La sintomatologia causada por estas enfermedades se caracteriza
principalmente por ndusea, vomito, diarrea, dolor abdominal y fiebre (Soto Varela et al.

2016).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 600 millones de personas, es decir,
al menos 1 de cada 10 personas a nivel mundial, se reportan enfermas cada afio debido al
consumo de alimentos contaminados, de las cuales 420,000 derivaron en muerte, siendo
los niflos menores de 5 afios los mas vulnerables con un 40% de la carga de ETAs y 125
000 muertes por ano (OMS, 2019). Dentro de los patdégenos mads frecuentemente
asociados a ETAs se encuentran Salmonella spp, Shigella spp, L. monocytogenes,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Vibrio spp, C. jejuni/coli y los grupos

patogénicos de E. coli (Soto Varela et al. 2016).

Segtin el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas
en ingles), en Estados Unidos, se estima que cada afio 48 millones de personas se
enferman por ETAs, de los cuales 128,000 son hospitalizados y 3,000 mueren. Los cinco
microorganismos mas comunmente responsables de ETAs en este caso son: Norovirus,
Salmonella no tifoidea, C. perfringens, Campylobacter, S. aureus, asi como también se

han presentado en gran frecuencia: C. botulinum, Listeria, E. coli 'y Vibrio (CDC, 2019).



2.2 Contaminacion por aguas de riego

La contaminacion en productos agricolas depende de diversos factores en el ambiente, y
puede darse antes, durante y después de la cosecha. Factores de contaminacion previos a
la cosecha se han relacionado con el suelo, el uso de estiércol, el ganado/vida silvestre,
el agua de riego, en el caso de la contaminacion durante la cosecha puede deberse a la
manipulacion propia de los productos, en tanto que, posterior a la cosecha, generalmente
se debe a su transporte o contaminacion durante la venta (Alegbeleye et al. 2018; Antwi-
Agyei et al. 2015).

De acuerdo con la FSMA (Food Safety Modernization Act por sus siglas en inglés),
define al agua agricola como aquella que estd destinada o es probable que entre en
contacto con los productos durante el cultivo (agua de riego) y el agua utilizada durante

la cosecha, envasado y almacenaje (SENASICA 2017).

El agua de riego utilizada durante el cultivo, es una ruta de contaminacion muy frecuente
en los productos agricolas ya que puede provenir de diversas fuentes y por ende con
diversidad microbiana. Estas aguas pueden ser de lluvia, subterraneas o poco profundas,
superficiales (incluyendo estanques, lagos, rios y arroyos) y residuales ya sea sin tratar o
tratadas de forma inadecuada. La contaminacion puede ser con microorganismos
provenientes de heces, desechos de hospitales, desechos de hogares, etc. (Alegbeleye et
al. 2018; Antwi-Agyei et al. 2015). El riesgo del uso de aguas no tratadas aumenta, ya
que al tener bacterias patdgenas, éstas pueden poseer genes de virulencia y resistencia a
ciertos antibiodticos los cuales pudieran transferirse a otras bacterias mediante elementos
génicos transferibles y moviles (Servais y Passerat 2009).

Otro de los factores de riesgo para que el agua contamine los productos agricolas incluye
la ubicacion geografica de ciertas huertas ya que gran parte de ellas se encuentra cerca
de aguas residuales, contribuyendo con ello a la presencia de microorganismos

patogenos (Alegbeleye et al. 2018).



2.3 Microorganismos presentes en aguas de riego

Dentro de las principales causas de contaminacion del agua se incluyen las actividades
agropecuarias, movilizacion de animales, cultivos, abonos mal procesados, los desechos
de los hogares y de los hospitales, los cuales proporcionan diversos microorganismos
patégenos al agua (Rios et. al 2017). Las presencia de contaminacion por heces
procedentes de animales y humanos pueden contaminar el agua de riego, el suelo y con
ello contribuir a la transferencia de resistencia a los antibioticos en caso de que bacterias

presentes en ellas los posean (Gonzales-Siles y Sjoling, 2016).

La presencia de bacterias en al agua es comun, sin embargo, al descargarse bacterias en
rios u otras fuentes de agua, se exponen a ambientes mas frios y menos nutritivos, a los
cual las bacterias regulan su metabolismo para hacer frente a las distintas condiciones
ambientales. La entrada al agua detiene el crecimiento y division de gran parte de las
bacterias, sin embargo, estas pueden permanecer viables y persistir a tiempos muy
prolongados, representando una grave amenaza para la diseminacion de diversas
bacterias resistentes y enfermedades (Gonzales-Siles y Sjoling, 2016). Algunos de los
microorganismos con supervivencia a dichos factores se han descrito E. coli y sus

patotipos, asi como Enterococcus (Berthe et al. 2013).

Con respecto a microorganismos patogenos que se han identificado en agua de riego se
encuentran: E. coli, L. monocytogenes, S. enterica, (Ocafia-de Jesus et al. 2015) Shigella
y Aeromonas. Ademas, también se ha reportado virus como el norovirus y parésitos

como Cyclospora (Rincén V et al. 2010; OMS, 2019).

2.3.1 Salmonella
Las bacterias de este género son bacilos Gram-negativos, anaerobias facultativas, con

una temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C y no formadora de esporas. Se clasifica
en dos especies, S. bongori (subespecie V) y S. enterica (comprendida de siete
subespecies, I, 11, Illa, lllb, IV, VI y VII). Se han descrito dos serotipos de S. enterica:

S. enterica Typhimurium con amplios huéspedes, como roedores, ganado y mamiferos y



S. enterica Typhi limitada a Gnicamente el humano como huésped (Garai et al. 2012;

Dougnon et al. 2017) .

Dentro de los factores de virulencia presentes en este microorganismo se encuentran
principalmente cinco islas de patogenicidad (SPI), de las cuales la SPI1 y SPI2 codifican
para el sistema de secrecion tipo III. Albergan el gen para invasion (invA) ademas de
genes como SpiC que codifica componentes de estructura y secrecion, asi como el gen
orfL, que es necesario para la supervivencia dentro del macrofago y posiblemente lleva
un sistema involucrado en la secrecion de toxinas. Estos genes se encuentran codificados
en el cromosoma, sin embargo también existe la presencia de genes en plasmido

(Dougnon et al. 2017)

De acuerdo con el CDC (2019), se estima que por ano Salmonella causa 1.35 millones
de enfermedades, con 26,500 hospitalizaciones y hasta 420 muertes aproximadamente
tan solo en Estados Unidos. Se considera uno de los patogenos causantes de diarrea mas
importantes transmitidas por alimentos a nivel mundial, junto con E. coli, norovirus,

Cyclospora y Shigella de acuerdo con la OMS (OMS, 2019).

Salmonella tiene la capacidad de adaptarse al tracto gastrointestinal de los animales, de
donde puede ser liberada al ambiente a través de las heces, las cuales, a su vez, pueden
contaminar aguas superficiales a través de la lluvia y la escorrentia superficial una vez
que sobrevive diversos desafios ambientales, tales como la radiacion ultravioleta de la

luz solar, la falta de nutrientes, la temperatura y el pH (Liu et al. 2018; Levantesi et al.,

2012)

La dosis infecciosa de Salmonella es de 10°-10° células viable/g. Se adapta al pH 4cido
del estomago y una vez en el intestino, la infeccion se establece por dos modos:
mediante la ruptura de células M que conduce a la absorcion por medio endocitosis
mediada por receptores o bien, mediante fagocitosis directa por las células dendriticas.
La membrana de las células epiteliales se modifica para facilitar la entrada de las
bacterias. Una vez dentro del intestino, los macréfagos, las células T, las células B,

neutrofilos absorben a Salmonella (Garai et al. 2012).



Esta bacteria causa dos sindromes principales: Salmonelosis y fiebre tifoidea. La
primera se origina por el consumo de diversos alimentos contaminados con este
patogeno incluyendo productos frescos vegetales, aguas contaminadas y alimentos de
origen animal (Rodriguez et al. 2008) donde la principal causante es Salmonella enterica
ser. Typhimurium. En el caso de la la fiebre tifoidea y paratifoidea son enfermedades
sistémicas graves y contagiosas causadas por los serovares Typhi y Paratyphi (Levantesi
etal. 2012). Ambos sindromes tienen sintomas diversos como diarrea inflamatoria,
fiebre, dolor de cabeza, malestar general entre los 6-30 dias después de adquirir la

bacteria (Gunn et al. 2014).

Dentro del tratamiento de eleccion para esta bacteria se reporta el uso de cefalosporinas,
ciprofloxacina, amoxicilina, ampicilina o sulfa con trimetoprima, sin embargo también
se ha reportado su capacidad de resistir a antibidticos, tales como los B-lactamicos,
ceftriaxona, ampicilina, cloranfenicol, trimetoprima y fluoroquinolonas (Garai et al.

2012; Adesiji et al.2014)

Diversas investigaciones sugieren la importancia de la presencia de Salmonella en agua
de riego como una ruta de contaminacion en los productos, ya que se ha identificado
principalmente en aguas superficiales como rios, lagos y estanques, fuentes importantes
para el agua de riego. Este patogeno tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes
acuaticos mediante diversos mecanismos, tales como la entrada en el estado viable no

cultivable y/o residir en protozoos de la vida libre (Liu et al. 2018; Levantesi et al.,

2012)

2.3.2 Enterococcus spp
Estos microorganismos son cocos Gram-positivos no productores de catalasa,

anaerobios facultativos, no formadores de esporas, con crecimiento en un amplio rango
de temperatura (10-45°C) y de pH (4.6-9.9) asi como en presencia de cloruro de sodio y
sales biliares, lo cual le confiere la capacidad de sobrevivir en ambientes marinos por su

capacidad de tolerar las altas concentraciones de sal (Alipour et al. 2014).



A pesar de formar parte de la microbiota de humanos y animales, pueden dar lugar a
enfermedades graves sobre todo nosocomiales, para lo cual, la especie E. faecalis es la
asociada, ya que su incidencia es de 1-2 episodios por cada 1000 pacientes

hospitalizados (Fernandez et al. 2004).

Dentro de los factores de virulencia de E. faecalis se encuentran sustancias de
agregacion (asa;), citolisina (cyl), hialuronidasa (hyl), la proteina de superficie
enterococcal (esp) y gelatinasa (gelE), ademas factores de virulencia codificados en los
genes agg localizados en las islas de patogenicidad de 150 kb, la cual anteriormente era

desconocida (Arabestani et al. 2017; Ben Said et al. 2016).

Los enterococos se encuentran en altas concentraciones en las heces humanas,
generalmente entre 10*y 10° células/g de peso himedo (Boehm y Sassoubre, 2014).
Usualmente son facilmente cultivables y representan riesgos para la salud humana por la
exposicion a aguas contaminadas ya que son bacterias indicadoras de contaminacion
fecal en alimentos y sobre todo en pruebas de calidad del agua (Byappanahalli et al.

2012)

Se ha reportado su capacidad de resistencia a antibidticos tales como la vancomicina,
cefalosporina y bajos niveles de penicilina y aminoglucosidos, polimixina, lincosamida,
trimetoprima-sulfametoxazol, monobactamas, estreptomina, cloranfenicol, tetraciclinas,
en aislados de Enterococcus spp procedentes de aguas residuales. (Arabestani, Nasaj and
Mousavi 2017; Ben Said et al. 2016; Martins da Costa et al. 2006). Desafortunadamente
también se han reportado cepas resistentes a multiples farmacos las cuales se han
convertido en las principales causas de infecciones adquiridas en el hospital (Boehm &

Sassoubre, 2014)

2.3.3 Escherichia coli
Es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, movil por flagelos, no formador de

esporas, perteneciente a las gammaproteobacterias, de la familia Enterobacteriaceae. Su



pH optimo de crecimiento es de 4.4 y su temperatura es de 37°C (Soto Varela et al.

2016).

Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida formando parte de la microbiota
intestinal de mamiferos, ademds de aves, reptiles y peces, y es muy comun que se
encuentre presente en suelo, agua, plantas y diversos alimentos, tanto de origen vegetal

como animal (Blount 2015).

A pesar de ser parte de la microbiota intestinal, se han reportado diferentes grupos
patogénicos causantes de enfermedades diarreicas, peritonitis, colitis, bacteremia, e
infecciones del tracto urinario. Dichos grupos patogénicos se han clasificado en
patotipos de acuerdo a sus factores de virulencia y mecanismo de patogenicidad
integrandose en seis grupos también conocidas como E. coli diarreogénicas (DAEC):
Enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC), enterotoxigénica (ETEC), de
adherencia difusa (DAEC), enteroinvasiva (EIEC) y enterohemorragica (EHEC) los
cuales se describiran brevemente a continuacion (Yang et al. 2017; Soto Varela et al.

2016; Borriello et al., 2012).

2.3.3.1 EPEC
E. coli enteropatdgena es uno de los principales patogenos que afecta a nifios, causando

diarreas, dolor abdominal, nauseas, vomito y fiebre, este microorganismo habita con
frecuencia en entornos tales como alimentos o agua (Sanches et al., 2017; Yang et al.
2017). La diarrea causada por este patotipo es debido a diversos factores de virulencia,
entre ellos, una proteina de membrana externa, conocida como intimina y codificada por
el gen eae en la isla de patogenicidad denominada locus de borramiento de enterocitos
(LEE, por sus siglas en ingles). Este “borrado de enterocitos”, es necesario para la
virulencia ya que gracias a ello produce lesiones de fijacion y borrado en la célula

intestinal (Yang et al. 2017).

Las cepas EPEC se han clasificado en tipicas (tEPEC) y atipicas (aEPEC)

identificaindose gracias a la deteccion de los genes eae y bfp (intimina y pili formador de



haces, codificados por el plasmido EAF). Las aEPEC son consideradas asi ya que no

poseen el plasmido EAF, lo que lo convierte en eae " y bfp ~ (Sanches et al., 2017).

Las cepas EPEC son transmitidas por ruta fecal-oral y por el consumo de alimentos tales
como vegetales y agua contaminada (Lee, Gwack, y Youn, 2012). Tiene la capacidad de
estar presente en el medio ambiente y de adaptarse a pH alcalinos principalmente y

temperaturas de 37°C (Gonzales-Siles y Sjoling, 2016).

Estudios en diferentes partes del mundo han reportado resistencia a antibidticos en cepas
de EPEC en paises en desarrollo y desarrollados siendo principalmente del tipo

penicilinas, cefalosporinas y aminoglucésidos (Subramanian et al., 2009).

2.3.3.2EHEC
E. coli enterohemorragica, es uno de los patotipos que se han caracterizado por ser de las

mas virulentas para el humano, ya que puede afectar los vasos sanguineos pequefios,
causar la muerte de células intestinales, provocar diarrea sanguinolenta, dolor abdominal
severo y como secuela, el sindrome hemolitico urémico (Blount 2015). La trasmision de
EHEC se ha reportado principalmente por productos carnicos contaminados, sin
embargo, también hay casos por el consumo de productos vegetales, leche cruda y agua
contaminada, o el contacto directo con animales y humanos (Yang et al. 2017; Blount
2015; Baumgartner et al.,2016). Existen diversos serotipos de estas cepas, sin embargo,

el mejor documentado y conocido es el O157:H7.

Este patogeno tiene la capacidad de portar y expresar el gen stx el cual codifica para la
produccién de toxinas Shiga (stx/ y/o stx2) en combinacion con otros factores de
virulencia que causan parte de la enfermedad. Los principales factores de virulencia son
por lo tanto las toxinas Shiga, intimina, receptor de translocador de intimina (Tir),
sistema de secrecion de tipo III (T3SS) ademas de una hemolisina (kly) codificada en

pO157 (Yang et al. 2017; Bohnlein et al., 2016).



La sintomatologia que genera en el humano, es una diarrea acuosa con moco y sangre,
ademas de dolores abdominales, fiebre, e inclusive como secuela se asocia con

insuficiencia renal grave (Goldwater y Bettelheim, 2012).

El tratamiento antimicrobiano para las infecciones por EHEC sigue siendo riesgoso,
debido a que el tratamiento puede causar un mayor riesgo al desarrollo de sindrome
urémico hemolitico de los pacientes. Estudios informaron el aislamiento de EHEC
resistente a antibioticos a partir de ganado bovino y humano (Um et al., 2018) tales
como amoxicilina, ampicilina, acido nalidixico, gentamicina, tetraciclina, ceftriazona,
ciprofloxacino, amoxicilina, acido clavulanico, cotrimoxazol y cefixima (Bouzari et al.,

2018)

2.3.3.3 EAEC
E. coli enteroagregativa, se describid por primera vez en 1987 y fue definida asi por sus

patrones de adherencia a la linea celular HEp-2. EAEC presenta diversos genes de
virulencia, tales como activador transcripcional (aggR), fimbria de adherencia agregativa
(AAF/I-AAF/IV), proteina agregante de dispersina (aap), dispersion en proteina
transportadora (aatA), regulacion de expresion AAF (fis)(yafK), shf, regulon de toxina
codificada por plasmidos (pet), enterotoxina ShET2 y proteina involucrada en la
colonizaciéon (pic) (Yang et al. 2017; Hebbelstrup Jensen et al. 2014). Dentro de sus
etapas de patogenicidad se incluyen adherencia inicial a la superficie de la mucosa,
formacion de biopeliculas y la induccion de una respuesta inflamatoria y liberacion de

toxinas (Hebbelstrup Jensen et al. 2014).

Este grupo patogénico es causante de la enfermedad conocida como diarrea del viajero,
en la que la diarrea es generalmente acuosa y con moco, ademés de presentarse fiebre,
vomitos y dolor abdominal presentdndose en las primeras semanas de la exposicion a
este patogeno, invadiendo el sistema inmune y provocando infecciones persistentes

(Okhuysen y DuPont 2010).
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Cepas de EAEC se han reportado con diversa resistencia a antibidticos, tales como
aampicilina, amoxicilina-4cido clavuldnico, cefotaxima, cotrimoxazol, cloranfenicol,
tetraciclina, acido nalidixico, ciprofloxacina y azitromicina en diferentes porcentajes de
resistencia, identificindose el mayor porcentaje de resistencia a la ampicilina y

clotrimazol (Guiral et al., 2019).

2.3.34 ETEC
Una de las principales causas de la diarrea a nivel mundial es la E. coli enterotoxigénica

causante de aproximadamente 400,000,000 casos por afio de diarrea en niflos en paises
en desarrollo, también asociada con la diarrea del viajero. ETEC representa mas de la
mitad de los casos en los que se identifica un agente causante de enfermedades

diarreicas (Walker et al. 2007; Fleckenstein, 2013)

Esta bacteria produce 2 enterotoxinas codificadas en plasmidos y conocidas como
termoléabil (LT) y termoestable (ST) siendo la primera expresada mayormente en
presencia de glucosa. Ademads, se han descrito otros factores de virulencia, como

adhesinas fimbriales y no fimbriales (Yang et al. 2017).

La sintomatologia generada por este patotipo incluye diarrea acuosa, dolor abdominal,
nauseas, vomito y fiebre, siendo los vehiculos reportados agua o alimentos

contaminados, mas no por transmision de humano a humano (Fleckenstein, 2013).

Los antibidticos que se utilizan principalmente para el tratamiento contra ETEC son
ciprofloxacina, doxiciclina, sulfametoxazol-trimetoprima, eritromicina, norfloxacina,
ofloxacina, azitromicina y rifamicina. Sin embargo, se han reportado cepas resistentes a
fluoroquinolonas y ciprofloxacina, esto Gltimo pudiera atribuirse al uso generalizado de

agentes quimioterapéuticos en paises donde la diarrea es endémica (Begum et al., 2016)

11



2.4 Resistencia a antibioticos

Uno de los descubrimientos mas importantes en la medicina, fue la penicilina en 1928
por Sir Alexander Fleming, comenzando un gran avance en el uso de los antibioticos, sin
embargo, posteriormente se empez6 a reportar la resistencia a antibidticos por parte de
los microorganismos (Ventola 2015), la cual se define como la capacidad que poseen las
bacterias para sobrevivir en concentraciones de antibidticos que normalmente debieran

ser letales para ellos (Alos 2015).

La resistencia a antibioticos se ha visto influenciada por el uso indebido de antibioticos
en centros médicos, colonizacion previa de microorganismos con resistencias multiples,
prescripciones médicas inadecuadas, presencia de residuos de antibioticos en agua que
afectaran la agricultura y acuacultura, entre otros (Cabrera et al. 2007). Todos estos
factores pueden promover alteraciones genéticas en las bacterias, tales como los cambios
en la expresion génica, transferencia horizontal de genes y mutagénesis (Ventola 2015).

Dependiendo del tipo de antibidtico, y su mecanismo de accion, existen cuatro
mecanismos de resistencia, los cuales son, eliminacion activa de antibioticos de la célula
mediante una bomba de eflujo, donde antibidticos como las fluoroquinolonas,
aminoglucoésidos, tetraciclinas, B-lactdmicos y macrdlidos se ven influenciados. Otro
mecanismo es por la reaccion de una ruta metabdlica alternativa que realice una funcion
similar inactiva por el firmaco o llegue a limitar la necesidad de la célula de metabolitos
producidos en la ruta inhibida, dentro de este mecanismo se encuentra la resistencia a
antibidticos como tetraciclinas, trimetoprima, sulfonamidas y vancomicina. Asimismo se
reporta la capacidad de modificar el objetivo del antibidtico, donde antibidticos como
fluoroquinolonas, rifamicinas, vancomicinas, penicilinas, macrélidos y aminoglucdsidos
se ven mas afectados y por ultimo se puede llevar a cabo la inactivaciéon enzimatica del
antibidtico donde B-lactamicos, aminoglucosidos, macrélidos y rifamicinas presentan

resistencia (Pazda et al., 2019).

Constantemente, bacterias patogenas son liberadas al ambiente a través de aguas
residuales en el medio ambiente acudtico. Estas bacterias pudieran poseer genes de

resistencia a los antibidticos siendo capaces de propagarse entre las comunidades
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bacterianas de agua y del suelo. En estos ecosistemas, las bacteria que son patdogenas
podrian servir como un depoésito de genes y plataformas de resistencia a antibiodticos
(Baquero et al., 2008). Al estar presentes bacterias con genes de resistencia a
antibioticos en el ambiente, pueden diseminarse facilmente en el uso de aguas residuales
para el riego de productos vegetales, causando asi la contaminacion de diversos

productos (Cabrera et al. 2007)

Las bacterias presentes en el agua pueden ser autoctonas de los ambientes acudticos, o
exdgenas y transitorias y suelen estar presentes en el agua debido a desprendimiento de
las superficies animales, vegetales o del suelo. Diversos estudios han demostrado que
mas del 90% de las bacterias originadas en el agua de mar son resistentes a mas de un

antibiotico y el 20% son resistentes al menos a cinco (Baquero et al., 2008).

Uno de los mecanismos mads significativos para que las bacterias adquieran la resistencia
a antibioticos es debido a la transferencia horizontal de genes, ademés de la absorcion
del ADN extracelular (Burmeister 2015). La transferencia horizontal de genes, es
definida como el movimiento de informaciéon genética entre organismos, promoviendo
en ciertos casos la resistencia a los antibidticos. Este proceso ocurre mediante tres
mecanismos genéticos:

1) Transformacion: capacidad que tienen las bacterias de tomar el ADN de su
entorno que le permitan integrarse adecuadamente en el genoma del huésped.

2) Conjugacion: las bacterias tienen la capacidad de transferir genes directamente a
otra célula (Burmeister 2015) mediante un pili de superficie celular o adhesivo
conocido como pili sexual. Investigadores identificaron por primera vez el “el
factor R” como factor de resistencia y el “factor F” como el pili sexual, el cual es
capaz de diseminar la resistencia (Lood, Ertiirk, y Mattiasson, 2017) mediante
una maquinaria conjugativa codificada por genes en pldsmidos que se replican
autbnomamente o por elementos conjugativos integrados al cromosoma, los
cuales, cual a su vez cuenta con la capacidad de conferir movilidad de plasmidos
que no son conjugativos (von Wintersdorff et al. 2016). Los plasmidos

proporcionan una gran cantidad de determinantes resistentes a muchos de los
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antibioticos existentes, entre los cuales se encuentran los aminoglucdsidos,
macrolidos, tetraciclinas, glicopéptidos, fluoroquinolonas y [-lactamasas
(Barlow 2009).

3) Transduccion: es el proceso mediante el cual se lleva a cabo la transferencia de
genes, mediada por bacteri6fagos (virus que infectan bacterias) por lo que dicho
proceso se encuentra limitado a ciertos huéspedes. Gracias a los bacteriofagos
tienen la capacidad de transferir genes ventajosos para sus huéspedes
microbianos, promoviendo la supervivencia y diseminacion. Dichas secuencias
de ADN transferibles varian en ADN cromosémico a elementos génicos
movibles, como plasmidos, transposones e islas gendémicas (von Wintersdorff

et al. 2016; Kelly et al. 2009).

Dada lo anterior y que las aguas de riego representan un vehiculo importante para las
transmision de patdgenos a los productos vegetales y que posiblemente éstos pudieran
poseer genes de resistencia a antibioticos, en el presente trabajo nos dimos a la tarea de
buscar bacterias patogenas en este tipo de agua y la determinacion de los genes de
virulencia y resistencia a antibidticos de los aislados, lo cual nos ayudara a conocer si
estos microorganismos estan presentes en el entorno agricola de ciertas huertas de

nuestro pais.
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3. JUSTIFICACION

Se han identificado diversas fuentes de contaminacion en productos hortofruticolas, ya
sea antes, durante y/o después de la cosecha, entre las que se mencionan, la
manipulacion, los animales cercanos a la cosecha, el suelo, el agua de riego, y las
condiciones medioambientales entre otros. Muchos de los campos o huertas son regadas
con aguas no tratadas, o bien, pueden encontrarse cerca de rios de aguas residuales, lo
cual puede ser un factor de contaminacion importante en los productos vegetales, debido
a la presencia de microorganismos patégenos en dichas aguas.

Actualmente el uso de antibidticos en diversas areas incluyendo el agricola ha ido en
aumento lo cual pudiera facilitar la adquisicion de resistencia a los mismos por parte de
bacterias presentes de dicho ambiente, sean patdogenas o no. Dicha adquisiciéon de
resistencia pudiera realizarse a través de elementos genéticos moviles tales como
transposones, plasmidos o integrones o bien por mecanismo horizontal de genes. Si las
bacterias adquieren genes de resistencia a antibidticos o genes relacionados a la
virulencia Dbacteriana pudieran funcionar como reservorios de los mismos,
incrementando con esto el riesgo de alguna enfermedad al consumir productos agricolas
contaminados con estos.

De igual manera, el origen de aguas de riego tiene como procedencia diversas fuentes,
tales como hospitales, restaurantes, hogares, etc. conteniendo heces tanto animales como
humanos y posibles desechos de antibidticos, contribuyendo esto a que los
microorganismos obtengan resistencia a antibioticos y/o virulencia presentes en el
medio.

Por lo tanto, en el estudio se pretende identificar microorganismos patdgenos

procedentes de aguas de riego, asi como genes de virulencia y resistencia a antibidticos.
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4. HIPOTESIS

Existen microorganismos patogenos presentes en agua de riego de diversas zonas de
México (Chihuahua, Puebla y Veracruz), los cuales poseen genes de virulencia,

resistencia a antibidticos y sus genes.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar e identificar microorganismos patégenos por sus genes de virulencia,
determinacion de su resistencia a antibioticos y sus genes a partir de muestras de aguas
que irrigan diversas huertas en zonas agricolas de México (Chihuahua, Puebla y

Veracruz).

Objetivos especificos

e Aislar e identificar microorganismos patdgenos en aguas que irrigan huertas en
los estados de Chihuahua, Puebla y Veracruz.

e Identificar la presencia de genes de factores de virulencia bacterianos en los
microorganismos aislados de aguas de irrigacion de los estados de Chihuahua,
Puebla y Veracruz.

e Analizar la resistencia fenotipica a diferentes antibidticos en los
microorganismos patdgenos identificados a partir de aguas de irrigacion de los
estados de Chihuahua, Puebla y Veracruz.

e Analizar la presencia de genes de resistencia a antibioticos en los
microorganismos patdgenos identificados en aguas de irrigacion de los estados

de Chihuahua, Puebla y Veracruz.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de trabajo
El proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Bioquimica y Genética de

Microorganismos del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

6.2 Recoleccion de muestras
La recoleccion de muestras se realizd en tres zonas distintas del pais: Veracruz,

Chihuahua y Puebla en los meses de Abril, mayo y junio del 2019 respectivamente.,
donde se muestre6 agua de riego en diferentes huertas. Fueron un total de 10 muestras
de diferentes areas por zona por estado, se colectaron botellas estériles de 500 ml y se

transportaron al laboratorio en hielo para ser procesadas.

6.3 Procesamiento de muestras

6.3.1 Aislamiento e Identificacion de microorganismos patégenos en agua de riego.
Una vez en el laboratorio, las muestras de agua, se procesaron para el aislamiento e

identificacion de bacterias patdégenas como: Salmonella spp, Enterococcus spp y

patotipos de E. coli (EHEC, ETEC, EPEC, EAEC).

Salmonella spp

Para su aislamiento se tomaron 0.5ml de cada muestra y se inocularon en 5ml de caldo
de pre-enriquecimiento universal (UPEB, BD, México) para ser incubados durante 24 h
a 37°C, posteriormente, de este cultivo se tomaron 50ul y se inocularon en 5 ml de caldo
Rapapport-Vassiliadis (BD, México) incubandose de nuevo por 24 h a 42°C. Pasado el
tiempo de incubacion, de cada cultivo se tom6 una asada la cual se estrio en cuatro
cuadrantes en agar xilosa lisina desoxicolato (XLD, BIOXON, México) por 24h a 37°C.
Se observo el crecimiento bacteriano y se seleccionaron hasta cinco colonias presuntivas

de Salmonella spp (las cuales de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-210-

18



SSA1-2014, se consideraron las colonias negras, con o sin centro negro y medio
amarillo como colonias tipicas y colonias incoloras con medio rojo-naranja como
colonias atipicas) para confirmarse por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) descritas posteriormente.
Enterococcus spp

De la muestra se inocularon 0.5ml en 5 ml de caldo azida dextrosa incubandose a 37°C
durante 24h. Posteriormente se tomo una asada de este cultivo y se sembraron por estria
en cuatro cuadrantes en agar KF Streptococcus (ACUMEDIA, USA) suplementado con
TTC 1% para ser incubadas por 24h a 37°C. Se observo el crecimiento bacteriano y se
seleccionaron hasta cinco colonias presuntivas siendo éstas de color rojo-naranja con

agar amarillo, para ser confirmadas por la técnica de PCR.
E. coli

Para el aislamiento de E. coli y su posterior identificacién de patotipos, se tomo una
alicuota de 0.5ml de la muestra original, y se inocularon en 5ml de caldo triptona fosfato
(BIOXON, México) y se incubd a 44°C por 20 h. De dicho cultivo se tom6 una asada
que se estrio en diferentes agares tales como MacConkey (MCK, BIOXON, México),
MacConkey-Sorbitol (SMAC, BD, México) y Eosina azul de metileno (EMB, BIOXON,
Meéxico). Las placas se incubaron por 24h a 37°C y pasado el tiempo de incubacion se
seleccionaron hasta cinco colonias presuntivas de E. coli de cada medio. Para el caso del
medio MCK y EMB las colonias presuntivas eran de color rosa para el primero y
colonias verde con brillo metalico para el segundo, en tanto que en medio SMAC las
presuntivas de EHEC son incoloras. Después de la seleccion de colonias presuntivas se

confirmaron por la técnica de PCR.

6.4 Confirmacion de aislados por deteccion de genes de virulencia

6.4.1 Extraccion de DNA a partir de los aislados obtenidos
Se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Wang et al., (1997) para lo cual, cada

aislado fue inoculado en caldo soya tripticasa (BD) y después de incubado por 24h a
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37°C, se tomo una alicuota de 0.5ml el cual se homogeniz6é con Iml de una solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS 0.05mol/L, pH 7.4) en tubos de 2ml (Eppendorf) y se
centrifugd a 9000xg durante 3 min (Centrifuge 5415 C Eppendorf). El precipitado
obtenido se resuspendié en 50ul de agua milipura (miliQ). Las muestras se diluyeron
1:10 con tritbn X-100 (Sigma) al 1% para calentarse a 95-100°C durante 10 min.
Posteriormente se enfri6 inmediatamente en bafo de agua con hielo. De alli se tomo6 el

DNA que sirvidé como templado para la amplificacion.

6.4.2 Deteccion de genes por PCR punto final
La confirmacion de los aislados de Salmonella y Enterococcus spp se realizd mediante

la metodologia propuesta por Wang et al. (1997) con breves modificaciones, como a
continuaciéon se describe. El volumen final de reaccion fue de 25ul los cuales
consistieron en 0.2U Taq (BIOLINE, USA), 5ul de buffer 5X Mytaq reaction buffer
(BIOLINE), 0.24uM de cada oligonucleotido (Tabla 1) y 2ul del ADN templado. La
amplificacion se realizd en un termociclador Termohybayd veriti 96 (Well Thermal
Cycler) bajo condiciones de amplificacion de un ciclo de 94°C por 15s, seguidas de 35
ciclos de 94°C por 3 s, 50°C por 10 s y 74°C por 35 s, seguido de un ciclo de 74°C por 2

min y por ultimo un ciclo de 45°C por 2 s.

Para el caso de la confirmacion de los patotipos de E. coli (EHEC, EPEC, ETEC,
EAEC), se realiz6 siguiendo el protocolo de Vidal et al., 2005 para lo cual se mezclaron
1U taq, Sul de buffer 5X mytaq reaction buffer (BIOLINE), y 0.1uM para los
oligonucledtidos (Tabla 1) stx1, stx2, eae y bfp, en tanto que para aafll y It se agregaron
0.5uM y 3ul de ADN templado para un volumen final de reacciéon de 25ul. Las
condiciones de amplificacion fueron de 1 ciclo de 94°C durante 30 s seguidos de 35
ciclos, los cuales consistieron en 1.5 min a 94°C para la desnaturalizacion, 1.5 min a

60°C para la alineacion y 1.5 min a 72°C para la elongacion.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados y sus genes blanco

Tamaiio
F.actor d‘e Bacteria Gen blanco Secuencia 5°-3” del Referencia
virulencia producto
(pb)
Invasion Salmonella invA TATCGCCACGTTCGGGCAA 275 Wang et al.
enterica TCGCACCGTCAAAGGAACC 1997
<l CAGTTAAGTGGTGGCGAAGG 348
CACCAGACAATGTAACCGCTG
<2 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG ss4
Toxinas EHEC GCGTCATCGTATACACAGGAGC
oo TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT s Vidal ot al
GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 5005
ETEC B GTAGGGAAGCGAACAGAG 361
AAGCTCCGTGTGCCTGAA
GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT
EPEC bip GGAATCAGACGCAGACTGGTA 300
CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG
EAEC aafll ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC 378
TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT
Adhesion EPEC eae GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 482 ’
ofah CGTGAGAAAGAAATGGAGGA 499 Dupré et al.
CTACTAACACGTCACGAATG 2003
ccf GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 3 Albriouel et
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT al. 2008
Ererococcs oda GGGGACAGTTTTGGATGCTA 104 Strateva et al.
o TCCATATAGGCTTGGGCAAC 2015
Gelatinasa el ACGCATTGCTTTTCCATC 410 SOI;Oelﬂgam et
ACCCCGTATCATTGGTTT .

* Especifico para E. faecalis

6.5 Identificacion de resistencia a antibiéticos.
Se realiz6 la determinacion de resistencia o susceptibilidad a antibidticos a los aislados

identificados como patogenos, para lo cual se seleccionaron diferentes antibioticos,

como representantes de grupos de los diferentes antibidticos buscados (Tabla 2). A los

aislados confirmados se les determino su resistencia a antibidticos para lo cual, por una

parte se inocularon 10ul por estria de un cultivo previamente ajustado al tubo 0.5 de

McFarland (1.5 x 10® UFC/ml) sobre agar Mueller Hinton (MH, Bioxon, México)

adicionado con diferentes antibioticos: ampicilina (10 pg/ml), vancomicina (6 pg/ml),

eritromicina (30 pg/ml), polimixina B (30 pg/ml), colistina (4 pg/ml), ciprofloxacina (5

21




pg/ml), Trimetoprima (25 pg/ml) y tetraciclina (30 pg/ml). Y por otro lado, se realizo la
técnica de Kirby Bauer para lo cual el cultivo ajustado a 1X10° UFC/ml fue inoculado
por extension sobre agar MH sin antibidtico. Después de la siembra se colocaron los
sensidiscos (OXOID, México) siguientes: ampicilina (25ug/ml), eritromicina (15ug/ml),
cefotaxima (30pg/ml) y sulfametoxazol/trimetoprima (25ug/ml).

Todas las placas se incubaron 24h a 37°C y pasado el tiempo de incubacion se determind
la susceptibilidad o resistencia de los microorganismos mediante el crecimiento a
ausencia de éste cuando se sembraron por estria, y para el caso de los sensidiscos las
mediciones de los halos se llevo a cabo de acuerdo al Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) tomando en cuenta lo siguiente: ampicilina: sensible >17mm,
intermedio 14-17mm, resistente <13mm; Eritromicina: sensible >23mm, intermedio 14-
22mm, resistente <13mm; Cefotaxima: >26 mm, intermedia 23-25mm, resistente <22
mm; Sulfametoxazol/trimetoprima: sensible >16 mm, intermedio 11-15 mm, resistente

<10mm.

6.6 Identificacion de genes resistencia a antibidticos.

A cada aislado confirmado se les realizd la busqueda de genes de resistencia a
antibioticos utilizando oligonucledtidos especificos (Tabla 2) para grupo de antibidticos

comunmente empleados en la clinica.

Para ello, a partir de la extraccion de ADN arriba descrita, un volumen de 2ul se
homogenizé con 18 pl de la mezcla de reaccion la cual contenia 0.2U taq, Syl de buffer
5X mytaq reaction buffer (Bioline, USA) y 10 uM de cada oligonucleotido. La
amplificacion se realizd en un termociclador (veriti 96 Well Thermal Cycler) y los ciclos
de amplificacion consistieron de un ciclo de 94°C por 5 min seguido de 35 ciclos,
comprendidos de 30s a 94°C para la desnaturalizacion, 30s a diferentes temperaturas
acorde a cada oligonucleotido (Tabla 2) para la alineacion y 30s a 72°C para la

elongacion y finalizar con un ciclo de 5 min a 72°C.
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Tabla 2. Genes de resistencia a antibioticos.

ep e g Tamaiio
Grupo de Antlblotlco' . B o Ter{lpera.t)ura del '
opszgs representati | Oligonucledtido Secuencia 5°-3 alineacion Referencia
antibiéticos vo ©C) producto
(pb)
TAATAAGAAAAGCAAGTAGG
blaCARB-4 A 50 435
AACTATGATTGGGGATTGAG
AGCCGCATATTTAGTTCTAG .
3 EE blaOXA-5 ACCTCAGTTCCTTTCTCTAC > 663 M"‘;gle; al.
£ 5 g BluSHY GGTTATGCGTTATATTCGCC s 067
E g5 TTAGCTTTGCCAGTGCTC
0 <3 Crom1 GGTTAAAAAATCACTGCGTC s %63 Garrec et
TTGGTGACGATTTTAGCCGC al. 2011
AmpC GGGAATGCTGGATGCACAA s 613 Bolfl;elgan
CATGACCCAGTTCGCCATATC 5009
2 5 il GCGGTCTTCTTCATCATGC s 502
£ 5 CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA
é ;53 B CATTAATAGGCGCATCGCTG 5 930
e & TGAAGGTCATCGATAGCAGG
GTTCAAGAACAATCAATACAG
AG .
- ermA GGATCAGGAAAAGGACATTTT >0 421 Marti el al.
z g e 2013
2 S
E g CCGTTTACGAAATTGGAACAG
g £ ermB GTAAAGGC 58.4 359
= GAATCGAGACTTGAGTGTGC
TCGTTTTACGGGTCAGCACTT Schmidt et
erml CAACCAAAGCTGTGTCGTTT >3 180 al. 2015
3 ¢ &
g 5= S GTGAACGGTGTTCGGCATTCT
g © § S g E Sull TCCGAGAAGGTGATTGCGCT 604 779
2 7 E
Marti el al.
- & 2013
g g s qnrd ATTTCTCACGCCAGGATTTG 55 Si6
gs % 'S GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
e @)
2 s GCAGCATACTTCTGTGTGGTA
:E % £ C Chabou et
E £/ 2 Mer-1 TATGCACGCGAAAGAAACTGG 55 309 al. 2016
£ £ © C
% ) g 3 GTGACAAACCGGAGGCGAGG Telebi ot
§ 3 2 g vanB A 56 433 al. 2015
= 3 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA
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Integrinas

Intl

CCTCCCGCACGATGATC
TCCACGCATCGTCAGGC

56

280

Intll

TTATTGCTGGGATTAGGC
ACGGCTACCCTCTGTTATC

51.3

233

Intlll

AGTGGGTGGCGAATGAGTG
TGTTGTTGTATCGGCAGGTG

57

600

Plasmidos

oriV

CTCCCGTACTAACTGTCACG
ATCGACCGAGACAGGCCCTGC

583

436

oriT

TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAG
C
GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG

56

191

Marti el at.
2013

Los amplificados fueron visualizados mediante un gel de agarosa 1. 5 % tefiido con

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (1X) y fotografiado bajo luz UV utilizando un

fotodocumentador (Gel logic 200 Imaging System, Kodak).
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7. RESULTADOS

El aislamiento e identificacion de microorganismos patogenos se realizd a partir de 10
muestras de aguas que irrigan cultivos de tres estados de México (Chihuahua, Puebla y

Veracruz) obteniendo un total de 30 muestras.

Los muestreos se realizaron en diferentes periodos del afio 2019, Veracruz se realizo
durante la primer semana de Abril, Chihuahua la primer semana de Mayo y finalmente
Puebla se realizd en la segunda semana de Junio, en cada uno de los cuales se considerd

la ubicacion geografica y la procedencia (Tabla 3).
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Tabla 3. Zona y procedencia de las muestras

Estado Muestra Ubicacion geografica Procedencia de
muestra
Veracruz 1 19°03°41"'N - 098°57°31"" W Rio
2 19°04'316 N - 097°04'587" "W Rio
3 19°04°646°'N- 097°03'231"'W Rio
4 19°05°023"'N - 097°02°669"" W Rio
5 19°04°000°'N - 097°01°463"" W Rio
6 19°02212"'N - 096°57°159"" W Rio
7 19°01°625"'N - 096°59°986"" W Rio
8 19°00'358'N - 097°02°572"" W Rio
9 19°00279'N - 097°01°081"" W Rio
10 19°02°722'N - 097°02°454"" W Rio
1 26°58"13"'N - 105°10°4"°0O Pozo
Chihuahua 2 26°59"7'N - 105°330"'0O Presa
3 27°0°0"'N - 105°1'52'0 Noria
4 28°10°8"'N - 105°28°58"'0 Presa
5 28°13"12"'N - 105°32°21"°0O Presa
6 28°16°5"'N - 105°32°52"°0 Presa
7 28°19°30°'N - 105°32°44"°0O Presa
8 28°23°6"'N - 105°3328"°0 Presa
9 28°9°5"'N - 105°36°3'O Presa
10 28°7°54"'N - 105°27°12°0 Presa
1 18°56°14"'N - 98°8°35"°0 Lago
2 18°5522"'N -98°8'1"°0 Lago
3 18°55"19"'N - 98°8°7"°0 Lago
4 18°56°9"'N - 98°8'6"'O Lago
5 18°5521"'N -98°8°17"°0O Lago
Puebla 6 18°55'25"'N - 98°10'25"°0 Lago
7 18°5434"'N - 98°10°4"°O Lago
8 18°54’3"'N - 98°10"1"'0 Lago
9 18°54'3"'N - 98°10"1"'0 Lago
10 18°5421"'N - 98°10°35"°0 Lago

7.1. Aislamiento de microorganismos patégenos en agua de riego.

De las muestras obtenidas de los 3 estados, después de realizar el enriquecimiento en
caldos de cultivo y el aislamiento en agares especificos, se logro el aislamiento de
maximo cinco colonias presuntivas de cada microorganismo obteniéndose un total de
496 aislados presuntivos de todos los microorganismos siendo Puebla el estado con mas
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aislados presuntivos, seguido de Veracruz y Chihuahua con 200, 181 y 115 aislados

respectivamente.

Con respecto a los aislados presuntivos de Salmonella spp de todas las muestras, se
obtuvieron un total de 34 (6.85%) aislados (colonias rosas con o sin centro negro,
rosa salmén o amarillas con o sin centro negro) a partir del agar XLD (Fig. 1). En el
caso de Enterococcus spp a partir del agar KF Streptococcus se encontraron 82 (16.53%)
aislados con caracteristicas presuntivas en coloracion rojo ladrillo y agar amarillo,
mientras que para las E. coli, a partir de agar EMB y MCK se seleccionaron un total de
240 (48.38%) aislados presuntivos siendo colonias de color negro azulado con brillo
verde metalico y colonias de color rosa respectivamente. Al utilizar el agar SMAC
presuntivamente las colonias tipicas de EHEC corresponde a las incoloras o beige
logrando un total de 140 (28.23%), (Fig. 1). Derivado de todo ello, obtuvimos un total
de 496 aislados presuntivos de los microorganismos patdgenos para su posterior

confirmacion.

Figura 1. Colonias presuntivas de los microorganismos. 1. Salmonella spp agar XLD; 2. Enterococcus spp en
agar KF Streptococcus; 3. EHEC en agar SMAC; 4. EHEC y otras E. coli en SMAC; 5. E. coli en EMB.

De acuerdo con los datos obtenidos se encontré6 un mayor crecimiento bacteriano de
colonias presuntivas en el estado de Puebla con un total de 200 (40.32%), seguido de
Veracruz con 181 (36.49%) y en menos cantidad en Chihuahua con 115 (23.18%) de

colonias presuntivas de microorganismos patégenos buscados.

Con respecto a los aislados presuntivos de Salmonella spp, de los 34 (6.85%), se
encontr6 un mayor aislamiento de colonias presuntivas de Puebla con 20 (58.9%),

seguido de Veracruz con 9 (26.5 %) y en Chihuahua con 5 (14.7%) (Tabla 4).
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Para el caso de Enterococcus spp, de los 82 (16.5%) se encontr6 en mayor nimero de
aislados presuntivos a partir de las muestras provenientes de Puebla con 40 (48.8%),

seguido de Veracruz y Chihuahua con 37(45.1%) y 5 (6.1%) respectivamente (Tabla 4).

En cuanto a E. coli, las colonias presuntivas de EHEC, del total de 140 (28.2%) se
encontraron mayormente a partir de muestras del estado de Puebla con 50 (35.7%),
seguido de Chihuahua y Veracruz en las cuales se encontraron 45 (32.1%) aislados

presuntivos por estado (Tabla 4).

Por ultimo, los patotipos EPEC, ETEC y EAEC al tener un crecimiento similar en los
agares selectivos se seleccionaron a partir de dos agares diferentes (EMB y MCK) y de
los 240 (48.4%) se encontrdé un mayor aislamiento a partir de las muestras de Puebla y
Veracruz con 90 (37.5%) colonias presuntivas en cada estado seguido de Chihuahua,

con 60 (25%) colonias presuntivas (Tabla 4).

Tabla 4. Aislados presuntivos de los microorganismos patégenos en los estados de

Chihuahua Puebla y Veracruz.

Bacteria Estado Colomarsl ?)Ze)suntlvas
Chihuahua 5 (14.7)
Puebla 20 (58.9
Salmonella spp Veracruz 9 ((26.5))
Total (n/N) 34/496 (6.85)
Chihuahua 5(6.1)
Puebla 40 (48.8)
Enterococcus spp Veracruz 37 (45.1)
Total (n/N) 82/496 (16.5)
Chihuahua 45 (32.1)
Puebla 50 (35.7)
%
EHEC Veracruz 45 (32.1)
Total (n/N) 140/496 (28.2)
Chihuahua 60 (25)
EPEC, ETEC, Puebla 90 (37.5)
EAEC** Veracruz 90 (37.5)
Total (n/N) 240/496 (48.4)
Total (N) 496

* aislados de SMAC, ** aislados de EMB, MCK
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Con respecto a las muestras propiamente, se logro el aislamiento de colonias presuntivas

a partir de 30 muestras de agua de riego de diferentes huertas en los diferentes estados,

en donde se presento el crecimiento presuntivo minimo de un microorganismo buscado

en cada una de las muestras, a excepcion de la muestra 3 de Chihuahua procedente de

noria y la muestra 2 de Veracruz, procedente de rio en las que no hubo aislamiento

presuntivo (Tabla 5)

Tabla 5. Aislamientos presuntivos procedentes de cada muestra en los diferentes estados.

Aislados Presuntivos de Chihuahua (115)

Muestra | Procedencia Sal;z;;ella Enters(;;occus EHEC ET}]EE%]; CP EC
1 Pozo 0 0 5 0
2 Presa 0 0 5 10
3 Noria 0 0 0
4 Presa 0 0 5
5 Presa 0 0 5
6 Presa 0 0 5 10
7 Presa 0 5 5 10
8 Presa 5 0 5 10
9 Presa 0 0 5 10

10 Presa 0 0 5 10
Total 5 5 45 60
Aislados Presuntivos de Puebla (200)

Muestra | Procedencia Saln:;;ella EnterS(;)occus EHEC ET%%I;E CP EC
1 Lago 3 5 5 10
2 Lago 0 5 5 10
3 Lago 2 0 5 10
4 Lago 4 0 5 10
5 Lago 1 5 5 10
6 Lago 2 5 5 10
7 Lago 1 5 5 10
8 Lago 3 5 5 10
9 Lago 4 5 5 0
10 Lago 0 5 5 10

Total 20 40 50 90
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Aislados Presuntivos de Veracruz (181)

Muestra Procedencia Salr;zg;zella Enters(;cpoccus EHEC ETIE%}IEE(I;EC
1 Rio 0 5 5 10
2 Rio 0 0 0 0
3 Rio 0 5 5 10
4 Rio 3 4 5 10
5 Rio 0 3 5 10
6 Rio 0 5 5 10
7 Rio 0 5 5 10
8 Rio 1 5 5 10
9 Rio 5 5 5 10
10 Rio 0 0 5 10

Total 9 37 45 90

7.2 Confirmacion de aislados

A partir de los 496 aislados presuntivos de los patdgenos buscados para su confirmacion
se les busco la presencia de genes de virulencia especificos para los patégenos, de los
cuales, de los 82 aislados presuntivos de Enterococcus spp se logrd la confirmacion de
dos aislados (2.4%) prevenientes de inicamente de la muestra No 3 de Veracruz, que al
intentar identificar especificamente como E. faecalis mediante la busqueda de gen gelE
especifico de dicha especie, ninguna fue positiva, quedando por lo tanto solo como

Enterococcus spp (eda").

Para el caso de los 380 aislados presuntivosde E. coli (EHEC, EPEC, ETEC EAEC), se
logr6 la confirmacion de un total de 6 aislados de E. coli patogénicaen total, de los
cuales 3 son procedentes de muestras de Veracruz y 3 de muestras de Puebla. En caso
de Veracruz la muestra No 3 se obtuvieron 3 aislados (2 tEPEC y 1 aEPEC), en tanto
que de Puebla la muestra No 1 y 4 tuvieron cada una 1 aEPEC. La cepas tEPEC se

consideran eae”, bfp" y las aEPEC como eae”, bfp'.

En total, 8 aislados fueron confirmados como patégenos representado un 1.61% (8/496)

de los presuntivos fenotipicamente (Tabla 6), siendo Veracruz el estado con la mayor
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presencia de microorganismos patogenos (5/8, 62.5%), seguido de Puebla con (2/8,
37.5%) y por ultimo Chihuahua donde no se encontr6 la presencia de los

microorganismos patdégenos aqui buscados.

Tabla 6. Microorganismos patégenos confirmados a partir de muestras de agua de riego

Total de
o .
Estado Bacteria Presuntivas | Confirmadas 7 Bacterias
Confirmados | confirmadas
(%)
Salmonella spp 9 0 0
Enterococcus spp 37 2 2.44
Veracruz EHEC 45 0 0 5(62.5)
EPEC, ETEC,
EAEC 90 3 1.25
Salmonella 5 0 0
Enterococcus spp 5 0 0
Chihuahua EHEC 45 0 0 0(0)
EPEC, ETEC,
EAEC 60 0 0
Salmonella 20 0 0
Enterococcus spp 40 0 0
Puebla EHEC 50 0 0 3(37.5)
EPEC, ETEC,
EAEC 90 3 1.25

7.3. Resistencia a Antibioticos

Una vez identificados los aislados presuntivos, se les determind a los ocho aislados
confirmados su patron de sensibilidad o resistencia frente a diversos antibidticos, de los
cuales se identifico la resistencia al menos un antibidtico de los diez probados en todos
los aislados (Tabla 7), siendo la vancomicina el antibidtico al que mas aislados fue
resistente (6/8, 75%) encontrandose ademas todos los aislados de E. coli como
resistentes a dicho antibidtico. En cuanto a la polimixina B y colistina (2/8, 25%)
unicamente se encontrd la resistencia en los aislados de Enterococcus spp. Todos los
aislados fueron sensibles a trimetoprima, ciprofloxacino y sulfametoxazol/trimetoprima

(Tabla 7, Fig. 2).
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AMP= Ampicilina, TE= Tetraciclina, VA= Vancomicina, E= Eritromicina, PB= PolimixinaB, CS=Colistina, CIP=
Ciprifloxacino, TMP= Trimetoprima, CTX= Cefotaxima SX= Sulfametoxazol/ trimetoprima

Figura 2. Porcentaje de resistencia y sensibilidad a antibidticos entre los aislados

confirmados.

7.4 Genes de resistencia a antibioticos

A partir de 8 aislados confirmados procedentes de aguas de riego de Veracruz y Puebla
se les realizo la busqueda de 19 genes de resistencia a antibidticos, de los cuales
unicamente en un aislado de ETEC procedente de la muestra No 7 de Puebla se

identifico el gen zetA el cual codifica para la resistencia a tetraciclinas.
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8. DISCUSION

La producciéon agropecuaria representa un papel importante en la economia mexicana,
de acuerdo con la organizacién mundial de comercio (OMC) México se encuentra entre
las 10 mayores economias exportadoras de productos agroalimentarios incluyendo

productos como aguacate, jitomate, chile, fresas y frambuesas (Morales 2019)

Los ETAs son un problema a nivel mundial y son generadas por el consumo de
alimentos contaminados con microorganismos patdogenos y/o sus toxinas. Dentro de
estos productos se encuentran los diversos frutos y vegetales, los cuales estan en riesgo
constante de contaminacion, debido a diversos factores, como el tipo de producto, la
variedad y el estado fisioldgico de la planta, el patégeno y sus condiciones de adaptacion
en el ambiente, asi como el suelo, la manipulacion por piscadores y el agua de riego

(Critzer y Doyle, 2010).

Con respecto a las rutas de contaminacion, Alegbeleye et al. (2018) realizaron un
analisis y recopilacion de las diversas rutas de productos vegetales, donde encontraron
que las causas de contaminacion son variables segun las diferentes zonas de produccion,
ya que cada huerta cuenta con distintos factores de riesgo, la topografia, la interaccion
con el tipo de suelo en la region, el clima, el agua de riego, el uso de estiércol para
abono, asi como la vida silvestre presente. Heredia et al. (2016) analizaron indicadores
microbianos en productos como melon, chile jalapefio y tomate, ademas de muestras
ambientales (manos, suelo y agua) de huertas en el norte de nuestro pais. En este caso,
las muestras de las huertas de melon tenian niveles de indicadores mas altos en el
producto (6.5, 2.8 y 7.2 log UFC por fruta) y manos (6.6, 3.1 y 7.1 log UFC por mano)
para coliformes, E. coli y Enterococcus, respectivamente, y niveles mas bajos de E. coli
en el suelo (<1 UFC/g). En el caso de E. coli en agua fue mas prevalente muestras de

huertas de tomate (70 a 89% de las muestras fueron positivas).

Teniendo en cuenta la importancia que tiene la produccion agricola en México y el
problema a nivel mundial de las ETAs, en el presente estudio se realizo la busqueda de

ciertos microorganismos a partir de agua de riego en diversas zonas agricolas en
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Meéxico, con caracteristicas ambientales diferentes, asi como diferentes procedencias del

agua de riego.

Los microorganismos, por lo general se encuentran formando parte de comunidades, por
lo que uno de los objetivos es aislarlos, lo cual puede realizarse mediante la técnica de
estria en agar en cajas Petri para producir colonias independientes. Dentro de los medios
de cultivo existen clasificaciones que permiten dicho fin, entre los que encontramos los
medios selectivos y diferenciales, como agar MacConkey (MCK), agar eosina y azul de

metileno (EMB), agar XLD entre otros (Aquiahuatl Ramos, et al. 2012),

De las 30 muestras que obtuvimos de agua proveniente de huertas del pais, se les realizo
la siembra y cultivo en caldos especificos para determinados microorganismos, y para el
caso de Salmonella spp se requirié un segundo paso de enriquecimiento para posterior a
esto sembrar en agares selectivos y diferenciales para cada microorganismo a buscar.
Especificamente para Enterococcus spp como caldo de enriquecimiento utilizamos el
caldo azida dextrosa ya que se ha reportado que es un caldo para el aislamiento de
Enterococcus proveniente de agua, aguas residuales y leche (Hardy Diagnostics, 1990)
Posterior al periodo de incubacion fue sembrado en agar KF Streptococcus debido a que
es un medio selectivo para el aislamiento de Enteroccocus (Donnelly 1992). Para el caso
de la busqueda de Salmonella spp utilizamos como primer caldo el de enriquecimiento
Universal, un enriquecimiento secundario en Rapapport-Vassiliadis tal como lo indica el
Bacteriological Analytical Manual (BAM por sus siglas en inglés) y finalmente estriado
sobre placas de agar XLLD donde las colonias presuntivas eran colonias rosas con o sin
centro negro, rosa salmoén o amarillas con o sin centro negro. Para bacterias como E. coli
y sus patotipos se realizo el primer enriquecimiento en caldo fosfato de triptona y se
seleccionaron diferentes agares selectivos y diferenciales para el plaqueo siendo estos el
EMB y MCK tomando en cuenta que E. coli en general se desarrolla adecuadamente en
estos medios, y buscando el patotipo EHEC seleccionamos el agar SMAC en el cual
podemos determinar la incapacidad de fermentar el sorbitol por parte de este patotipo
reconociendo la colonia incolora, las colonias rosas obtenidas en este medio se

consideraron presuntivas de E. coli (BD,2003 )
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Después del crecimiento en cada agar respectivo, al realizar la busqueda de Salmonella
spp, Enterococcus spp y E. coli del grupo patogénico, de cada agar se seleccionaron
hasta cinco colonias presuntivas para cada microorganismo en particular. Con respecto a
los aislados presuntivos por estado, encontramos que a partir de las muestras
procedentes de Chihuahua se aislaron menor porcentaje del total de bacterias presuntivas
(23.19%) dentro de las cuales las menormente aisladas fueron para Enterococcus spp
(4.34%). No fue el caso para los estados de Puebla y Veracruz, donde se present6 un
mayor aislamiento del total de bacterias presuntivas siendo de 403 y 36.5%

respectivamente.

En el caso de Chihuahua, estudios previos por Delgado-Gardea et al. 2016 con respecto
a la busqueda de microorganismos en agua, a 49 muestras de agua superficial de
diversos sitios de la cascada de Basaseachic y sus rios principales en diferentes
estaciones del afio, se les realizd recuento de coliformes totales y fecales y
posteriormente se logrd el aislamiento 33 colonias. Dentro de las colonias aisladas se
identificaron como Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Enterobacter cloacae. Los
autores sugieren que la presencia de estos microorganismos cerca de los asentamientos

rurales indica que las aguas residuales son la fuente de contaminacion.

En el estado de Veracruz las 10 muestras fueron provenientes de agua de rio, en donde 8
de estas presentaron al menos un crecimiento de microorganismos presuntivos con un
total de 181 (36.49%), donde los aislados presuntivos fueron menores para Salmonella
con 9 (26%), seguido de Enterococcus spp con 37 (45.1%), EHEC con 45 (32.1%) y
finalmente con mayor crecimiento presuntivo fue en los patotipos de EPEC, ETEC,
EAEC con 90 (37.5%). En este estado, Megchun-Garcia etal. 2015 realizaron la
busqueda de coliformes fecales y E. coli en agua superficiales, subterraneas y de riego
cerca de las zonas cafieras encontrando una alta concentracion de coliformes fecales
principalmente en aguas superficiales (52,419.2 MNP/100 ml), asi como en subterraneas
(198.6 MNP/100ml) y de riego (72,501.1 MNP/ 100 ml). En tanto E. coli se encontrd en
agua subterranea en un 27% y en aguas superficiales en un 92% y para el caso de las
aguas superficiales se encontr6 en un 100%, en comparacion de las otras fuentes,
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observandose que las principales fuentes de contaminacion fueron los desagiies y las

fosas sépticas.

Puebla fue el estado con un mayor nimero de aislados presuntivos (40.32%), siendo de
E. coli en su mayoria, debido quiz4d a que como se ha reportado previamente que las
caracteristicas del agua en Puebla incluyendo su pH de 7.7 el cual al ser neutro ayuda al
desarrollo de la mayoria de las bacterias (Can-Chulim et al. 2014) como E. coli, la cual

se desarrolla mejor en un pH 7.2 a 7.8 (Gonzales-Siles y Sjoling, 2016).

Dentro de los microorganismos asociados a aguas de riego podemos mencionar a E. coli
y Enterococcus spp, tal como Henry et al. 2016, quienes realizaron un estudio en un rio
de Melbourne, Australia donde se encontrd la presencia de E. coli y Enterococcus en
todas las muestras analizadas. En Sudéfrica Jongmany Korsten 2016 evaluaron la
calidad de agua de riego en diferentes zonas de produccién agricola, donde los
coliformes totales y E. coli se encontraron presentes en hasta 1 a 5.27 log MPN/100ml

principalmente en agua de rio.

El uso de las aguas no tratadas en el riego de vegetales es un problema debido a su
escasez, tal como se reporta recientemente donde en Ghana, Africa, Quensah et al. 2020
identificaron el uso de aguas no tratadas en aproximadamente el 70% de los productores
agricolas. Esto a nivel mundial representa un alto riesgo, debido a que la escasez de agua
y el uso en la agricultura representa un riesgo debido al contenido de bacterias patogenas

las cuales pueden llegar a contaminar los productos vegetales (Iwu y Okoh, 2019).

La capacidad de las bacterias patogenas de producir una infeccion en el huésped
depende de la capacidad de contrarrestar el ataque de defensa por el huésped. Los
factores de virulencia son el medio adecuado para la produccion de las infecciones ya
que el término de virulencia se refiere a la capacidad de un organismo para infectar al

huésped y asi causar una enfermedad (Sharma et al. 2017)

Los aislados obtenidos (496) se les confirm6 mediante la biisqueda de genes relativos a
sus factores de virulencia principales tales como invA para Salmonella, efaA, ccf, eda,
para Enterococcus spp asi como gelE para Entercoccus faecalis y stxl, sxt2, eae, li, bf y

aafll para patotipos de E. coli. Los métodos basados en cultivos son clave para
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comprender las caracteristicas fenotipicas de los aislados, sin embargo tienen limites
ambientales, debido a que solo la fraccidn cultivable representa el 1% del total (Pazda et
al., 2019), asi como las similitudes fenotipicas en el desarrollo de los agares. Métodos
moleculares basados en el aislamiento de ADN total o ADN bacteriano son muy
eficaces, debido a la deteccion de las secuencias de nucleotidos especificas que codifican
ya sea para los genes de virulencia o genes de resistencia a antibioticos, mediante PCR

(Pazda et al. 2019).

A partir de los aislados presuntivos se identificaron cinco EPEC, de las cuales tres
fueron procedentes de Veracruz y dos de Puebla. Se ha reportado la clasificacion de
EPEC en tipica (tEPEC) y atipica (aEPEC) basados en la presencia de genes especificos,
para el caso de las tEPEC deben ser positivos los genes eae (intimina)y bfp ("pili
formadores de haces" codificados por el plasmido EAF) y la aEPEC es la ausencia del

plasmido EAF, por lo que su patron es eae’ y bfp” (Haymaker et al., 2019).

Recientemente, Haymaker etal. 2019 analizaron la prevalencia de E. coli
enteropatogenea atipica y Shiga-toxigénica en aguas superficiales no tratadas y agua
recuperada en el atlantico medio de Estados Unidos, encontrando una mayor incidencia
de aEPEC en los aislados (9.0%). En nuestro caso, aEPEC fue encontrada en 3 de los 5
aislados identificados como patotipos de E. coli, lo cual es relevante ya que se ha
reportado que aEPEC estd muy relacionado a los casos diarreicos (Haymaker et al.
2019). Al mismo tiempo, de los aislados encontramos dos positivos para tEPEC
provenientes de Veracruz. Las cepas tipicas de EPEC se han reconocido como agentes
importantes de diarrea en los paises en desarrollo, mientras que las cepas atipicas se han

aislado comunmente en los paises desarrollados (Adefisoye y Okoh, 2016).

Asi mismo, al realizar la confirmacion de ETEC, ésta solo se encontrdo en una sola
muestra proveniente de Puebla. Dado que E. coli es una bacteria que tiene la capacidad
de sobrevivir a diferentes ambientes, ya sea en el tracto intestinal, como en el ambiente,
Gonzales-Siles y Sjoling, 2016 analizaron los diferentes ambientes en los cuales se
desarrolla ETEC, siendo los vegetales y los ambientes acuaticos un importante
reservorio de este patotipo, ya que se ha reportado que ETEC tiene la capacidad de
adaptarse de una mejor manera a los ambientes en un pH de 7.2 a 7.8, ademads, otro
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factor de importancia es la temperatura de crecimiento de ETEC, Qadri et al., 2005
analizaron la capacidad que tiene ETEC de adaptarse a las diversas estaciones del afio,
donde se encontré que es mas comun que ETEC esté presente en los meses de abril a
mayo, lo cual coincide con nuestro estudio, ya que la toma de muestra fue en el mes de

abril.

Para el caso de la confirmacion de Enterococcus spp se logrd a partir de una muestra
proveniente de Veracruz, a dicho aislado se le realiz6 la identificacion como E. faecalis
(cepa mayormente relacionada a enfermedades en humanos) buscando la presencia del
gen gelE especifico de especie ya que codifica para la produccion de la gelatinasa
(Comerlato, et al. 2013). Al realizar la confirmacion de E. faecalis esta fue negativa por
lo cual el microorganismo es considerado Enterococcus spp, debido a que solo
encontramos la presencia de los genes efaA, ccf y eda, los cuales son asociados a

factores de virulencia en el género de Enterococcus spp.

El uso inadecuado de antibidticos en medicina humana, veterinaria y agricola ha tenido
como resultado la liberacion constante de estos antibidticos al medio ambiente. Junto
con estos antibioticos, bacterias con resistencia a ellos se pudieran liberar en las aguas

que pudieran irrigar diversos cultivos (Pazda et al. 2019).

En este sentido, estudios previos realizados por Odonkor y Addo, 2018, buscaron la
prevalencia de resistencia a antibioticos en cepas de E. coli provenientes de fuentes de
agua, en las cuales, encontraron que de 97 aislados 32.99% presentaba resistencia a
penicilina, asi como cefuroxima (28.87%), eritromicina (23.71%), tetraciclina (21.45%)),
ampicilina (11.32%) y ciprofloxacina (8.25%). En el caso de nuestros 5 aislados
confirmados como E. coli patotipo (EPEC y ETEC) se identifico una alta resistencia a
vancomicina (75%), asi como a ampicilina (62.5%) y eritromicina (62.5%). Mientras
que la mayor sensibilidad de EPEC y ETEC fue frente a ciprofloxacina, trimetoprima y

sulfametoxazol/ trimetoprima con una sensibilidad del 100% en los tres antibioticos.

Estudios previos con respecto a la incidencia de patdgenos con resistencia a antibidticos
provenientes de agua de riego incluyen la busqueda de resistencia a antibidticos en

diferentes especies de Enterococcus por Abriouel et al, 2008 donde analizaron estas
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diferentes cepas provenientes de frutas, vegetales, agua, suelo y aislados clinicos, en
donde las muestras de agua se presentaron resistentes a antibidticos como quinupristina/
dalfopristina, estreptomicina, nitrofurantoina, levofloxacina, ciprofloxacina, rifampicina,
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y penicilina. En nuestro estudio se identifico la
presencia de resistencia en los dos aislados de Enterococcus para polimixina B, Colistina

y cefotaxima.

El grupo de antibioticos de las polimixinas que incluyen a la polimixina B y la colistina,
son algunos de los antibidticos que se utilizan para el tratamiento de bacterias Gram
negativas, debido a que su mecanismo de accion va dirigido a la unioén a la membrana
celular externa en estas bacterias, lo cual permite el cambio de la permeabilidad de la
membrana y asi la muerte celular (Cassir et al. 2014) esto coincide con nuestro estudio
debido a que en este grupo de antibidticos no se encontrd resistencia en el grupo de las
E. coli, sin embargo las aislados Gram positivos de Enterococcus spp si presentaron
resistencia a Polimixina B y colistina. Asi como vancomicina, la cual se presentd
resistentencia en todas las E. coli, debido a que este es un antibidtico glucopéptido
utilizado principalmente en Gram positivas, la cual inhibe la polimerizacion de
peptidoglucanos en la pared celular, debilitando las paredes celulares, causando asi la
fuga de componentes intracelulares, dando como resultado la muerte celular bacteriana
(Patel etal. 2019; Gardete y Tomasz, 2014) por lo cual en nuestra buisqueda de

resistencia estuvo presente en las Gram negativas y sensible a las Gram positivas.

En cuanto a la resistencia genética a antibidticos a los ocho patdogenos encontrados, se
les realizo la busqueda de 19 genes resistencia a antibidticos los cuales incluyeron a los
grupos de B-lactamicos (blaCARB-4, blaOXA-5, BlaSHV, Ctxm-1, AmpC), Tetraciclinas
(tetA, tetB), Macrolidos (ermA, ermB, ermF), Sulfonamidas (Sull )), Fluoroquinolonas
(gnrA ), Polimixinas (Mcr-1 ), Glicopéptidos (vanB ), Integrinas (Intl, Intll, Intlll) y
Plasmidos (oriV, orit), encontrando Uinicamente la presencia de gen tetA en el aislado de

ETEC proveniente de Puebla.

Un estudio realizado en aguas residuales de Sudafrica realizaron la busqueda E. coli y
sus patotipos mediante la identificacion por sus genes de virulencia, ademads, de
busqueda de genes de resistencia a antibidticos, encontrando que el 32.7% de los
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aislados (EPEC, ETEC, EAEC, UPEC y E. coli asociada a meningitis) presentaban
resistencia a antibidticos como amikacina, ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol,
ciprofloxacina, sulfato de colistina, gentamicina, imipenem, meropenem, acido
nalidixico, nitrofurantoina, norfloxacina, polimixina B, estreptomicina y tetraciclina
(Adefisoye y Okoh, 2016). De la misma manera, en nuestro pais, en un estudio realizado
en aguas superficiales usadas en zonas agricolas de México, en diferentes aislados de E.
coli, indicadores fecales e indicadores totales se encontré que el 53% de los aislados
fueron resistentes a al menos un antibidtico y el 15% a multiples farmacos (Delgado-

Gardea et al., 2016)

El gen reportado como positivo fue el zetA, el cual es uno de los que codifican para
resistencia a tetraciclinas. Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos naturales que
actiian inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterias, al prevenir la asociacion de
aminoacil-tARN con el ribosoma bacteriano, donde su sitio de uniéon de alta afinidad
para este antibiodtico es la subunidad ribosémica 30S (Chopra y Roberts, 2001). Se ha
reportado que después de su consumo humano durante un tratamiento contra la
infeccion, aproximadamente el 70% de estos antibidticos es excretado y liberado en
forma activa al medio ambiente, a través de la orina o las heces. Cuentan con un caracter
altamente hidrofilico y baja volatilidad, lo cual los hace muy estables en el medio
acuatico (Pazda et al. 2019). La resistencia frente a este antibiotico se ha reportado, el
caso de Begum et al. 2016 buscaron aislados clinicos de pacientes con diarrea en donde
primeramente se identifico la presencia de ETEC en un 12%, a estos aislados buscaron
la resistencia a diferentes antibioticos, donde tetraciclina se encontrd en un 42%, siendo

esto un alto porcentaje en cuanto a la presencia de dicho antibiotico.

En general se han reportado niveles de presencia de estas bacterias en aguas de riego en
diferentes partes del mundo. Dicha presencia de las bacterias de se ve influenciada por
diversos factores, tales como la temperatura en el ambiente, el flujo, la humedad y la
lluvia (Henry etal., 2016) lo cual varia de acuerdo a sus diferentes condiciones
geograficas y estaciones del afio (Alegbeleye et al. 2018). Las muestras de agua no
tratadas son matrices muy complejas, las cuales contiene altos niveles de materia

organica e inorganica las cuales dificultan el andlisis microbiologico a nivel molecular,
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asi como, inhibidores como sustancias humicas o detergentes que dificultan la deteccién
de bacterias especificas y sus genes funcionales (Volkmann et al., 2007). Esta pudiera
ser alguna de las razones de la baja prevalencia de bacterias encontradas, sin embargo es

de gran importancia ya que se logrd identificar su especificidad en el ambiente acuético.

Con todo lo anterior, pudimos identificar Enterococcus spp a partir de muestras de agua
con las que se riegan cultivos en nuestro pais y ademas, patotipos de E. coli como las
EPEC y ETEC las cuales son de suma importancia dado que al estar en el ambiente
pudieran ser un riesgo para el humano y la salud una vez que estas lleguen al

consumidor.

Inclusive la identificacion del gen de resistencia a antibidtico como tetraciclina en una E.
coli libre en el ambiente hace posible que ésta pueda transferir dicho gen a bacterias
presentes en las aguas de riego, pudiendo ser patdgenas o no, favoreciendo con ello la

diseminacion de la resistencia a antibioticos.
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9. CONCLUSIONES

De 30 muestras analizadas (10 de cada Estado) se logr6 el aislamiento de 496 cepas

presuntiva de patdgenos como Salmonella spp, Enterococcus spp y patotipos de E. coli.
En el caso de Salmonella spp ningun aislado fue confirmado por la técnica de PCR.

A partir de muestras provenientes de agua de riego de Veracruz, se logro la
confirmacion de dos cepas de Enterococcus spp y 3 de EPEC (dos de ellas tipicas y una

atipica) todas de la muestra numero 3 proveniente de Rio.

Para el caso de Puebla se logré el aislamiento e identificacion de tres cepas de E. coli,
aEPEC tanto de la muestra numero 1 como de la 4 y una ETEC a partir de la muestra

numero 7 todas provenientes de lago.

De las muestras provenientes del estado de Chihuahua no se logrdé en este caso el

aislamiento ni identificacion de los patégenos aqui buscados.

De los dos aislados de Enterococcus spp, estos mostraron resistencia a polimixina B,
colistina y cefotaxima y susceptibilidad a ampicilina, tetraciclina, vancomicina,

eritromicina, ciprofloxacina, trimetoprima.

Para el caso de los aislados de patotipos de E. coli, se encontré que estos fueron
resistentes a vancomicina y sensibles a polimixina B, colistina, ciprofloxacina y

trimetoprima.

Todos los aislados fueron sensibles a ciprofloxacina y trimetoprima, y todos los aislados

fueron resistentes a al menos 3 antibioticos.

En ETEC aislada de Puebla se encontro el gen de resistencia a tetraciclina tetA.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar la presencia de los genes de virulencia bacteriana y resistencia a antibidticos

directamente de las muestras de agua (resistoma y viruloma).

Evaluar todos los genes de resistencia a antibidticos reportado para cada grupo de

antibioticos.

Evaluar otras metodologia para la deteccion de microorganismos a partir de este tipo de
muestras, tales como filtraciéon por membrana o bien técnicas moleculares enfocadas en

el estado viable no cultivable de las bacteria.
Evaluar la presencia de residuos de antibidticos en las muestras de agua de riego.

Realizar la busqueda de otros microorganismos como los indicadores de contaminacion

fecal para conocer la distribucion de estos en este tipo de ambientes.

Evaluar la posibilidad de virus como responsables de transferencia de material genético.
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