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Estudio de las resistencias a antibioticos presentes en aguas de riego que vierten a La
Albufera (Valencia)

La resistencia a los agentes antimicrobianos ha irrumpido en los ultimos 50 anos y constituye
una importante amenaza para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el desarrollo,
poniendo en peligro la eficacia de los antibidticos y la capacidad para prevenir y tratar muchas
enfermedades. La OMS la ha declarado como una de las 10 principales amenazas de salud
publica a las que se enfrenta la humanidad, debido a la alarmante propagacién mundial de
bacterias multirresistentes (MDR), siendo su principal objetivo frenar el aumento de los genes
de resistencia a los antibidticos. El resistoma a los antibiéticos se define como la suma de todos
los genes que contribuyen de forma directa o indirecta a la resistencia a los antibidticos tanto en
clinica como en el medio ambiente. Existe un problema creciente en la presencia y la
propagacién de antibiéticos en el medio ambiente, debido a la presién selectiva ejercida por
factores antropogénicos, situando los ecosistemas acuaticos como el principal reservorios de
bacterias y genes resistentes a los antibidticos. Las bacterias gram negativas han desarrollado el
espectro mas amplio de resistencia. Asi, en 1983 se identificaron las primeras cepas productoras
de beta-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y desde ese momento, se han observado en
todo el mundo. Los antibiéticos carbapenémicos representan, actualmente, el agente mas activo
contra patdgenos gram negativos MDR, siendo tratamiento de ultimo recurso. Pero la actual
aparicion de gramnegativos productores de carbapenemasas ha despertado una nueva
preocupacién debido a la falta de antibidticos que combatan a las cepas multirresistentes. En
2019, los CDC, contabilizaron mas de 2,8 millones de infecciones resistentes a antibidticos;
siendo las infecciones causadas por enterobacterias productoras de ESBL las de mayor aumento
(50%). Esta situacion ha llevado a que las ESBL, como E. coliy Enterococcus spp., y las CRE como
A. baumannii, P. aeruginosa y otras Enterobacterias, figuren entra las principales amenazas
graves de resistencia y, han sido incluidas en la lista de patégenos prioritarios de la OMS. En este
trabajo se han analizado muestras de agua de diferentes acequias destinadas al riego, situadas
en el parque Natural de La Albufera de Valencia con el fin de detectar bacterias resistentes a
antibidticos, productoras de beta-lactamasas y carbapenemasas, mediante técnicas culturales y
moleculares. Asi mismo, se ha analizado la calidad microbioldgica de las mismas mediante la
deteccidn de coliformes y E. coli, superando en todos los puntos los limites establecidos de E.
coli. Ademas, se encontraron 18 patrones de resistencia diferentes y un 31,8% de los aislados
fueron multirresistentes. Se detectaron genes de resistencia a B-lactdmicos, carbapenemes y
quinolonas, tanto en las muestras de aguas sin cultivar como en los aislados, poniendo de
manifiesto la prevalencia de ARB y ARG en las aguas de riego. Este trabajo se relaciona con los
siguientes ODS de la Agenda 2030: 3,6, 12y 14.

Palabras clave: aguas de riego; antibiograma; antibidticos; B-lactamicos; carbapenémicos;
coliformes; genes de resistencia.
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Estudi de les resisténcies a antibiotics presents en aigiies de reg que aboquen a
L'Albufera (Valéncia)

Resum

La resistencia als agents antimicrobians ha irromput en els ultims 50 anys i constitueix una
important amenaga per a la salut mundial, la seguretat alimentaria i el desenvolupament, posant
en perill I'eficacia dels antibiotics i la capacitat per a previndre i tractar moltes malalties. L'OMS
I'ha declarada com una de les 10 principals amenaces de salut publica a les quals s'enfronta la
humanitat, a causa de I'alarmant propagaciéo mundial de bacteris multiresistents (MDR), sent el
seu principal objectiu frenar I'augment dels gens de resisténcia als antibiotics. El resistoma als
antibiotics es defineix com la suma de tots els gens que contribueixen de manera directa o
indirecta a la resistencia als antibiotics tant en clinica com en el medi ambient. Existeix un
problema creixent en la preséncia i la propagacié d'antibiotics en el medi ambient, a causa de la
pressio selectiva exercida per factors antropogenics, situant els ecosistemes aquatics com el
principal reservoris de bacteris i gens resistents als antibiotics. Els bacteris gram negatius han
desenvolupat I'espectre més ampli de resistencia. Aixi, en 1983 es van identificar les primeres
cepes productors de beta-lactamases d'espectre estés (ESBL) i des d'aqueix moment, s'han
observat a tot el mén. Els antibiotics carbapenémics representen, actualment, I'agent més actiu
contra patogens gram negatius MDR, sent tractament d'dltim recurs. Pero |'actual aparicié de
gramnegatius productors de carbapenemases ha despertat una nova preocupacié a causa de la
falta d'antibiotics que combaten les cepes multiresistents. En 2019, els CDC, van comptabilitzar
més de 2,8 milions d'infeccions resistents a antibiotics; sent les infeccions causades per
Enterobacteris productors de ESBL les de major augment (50%). Aquesta situacio ha portat al fet
que les ESBL, com a E. coli i Enterococcus spp., i les CRE com A. baumannii, P. aeruginosa i altres
Enterobacteris, figuren entra les principals amenaces greus de resisténcia i, han sigut incloses en
la llista de patogens prioritaris de I'OMS. En aquest treball s'han analitzat mostres d'aigua de
diferents séquies destinades al reg, situades al parc Natural de I'Albufera de Valéncia amb la
finalitat de detectar bacteris resistents a antibiotics, productores de beta-lactamases i
carbapenemases, mitjancant técniques culturals i moleculars. Aixi mateix, s'ha analitzat la
qualitat microbiologica de les mateixes mitjangant la deteccié de coliformes i E. coli, superant en
tots els punts els limits establits d'E. coli. A més, es van trobar 18 patrons de resistencia diferents
i un 31,8% dels aillats van ser multiresistents. Es van detectar gens de resistencia a B-lactamics,
carbapenems i quinolones, tant en les mostres d'aiglies sense cultivar com en els aillats, posant
de manifest la prevalenca de ARB i ARG en les aiglies de reg. Aquest treball es relaciona amb els
seglients ODS de I'Agenda 2030: 3, 6, 12i 14.
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Study of antibiotic resistance in irrigation water discharged into the Albufera (Valencia)
Abstract

Antimicrobial resistance has exploded over the past 50 years and is a major threat to global
health, food security and development, jeopardising the effectiveness of antibiotics and the
ability to prevent and treat many diseases. The WHO has declared it as one of the top 10 public
health threats facing humanity, due to the alarming global spread of multidrug-resistant (MDR)
bacteria, with the main objective being to curb the rise of antibiotic resistance genes. The
antibiotic resistome is defined as the sum of all genes that contribute directly or indirectly to
antibiotic resistance in both clinical and environmental settings. There is a growing problem in
the presence and spread of antibiotics in the environment, due to the selective pressure exerted
by anthropogenic factors, placing aquatic ecosystems as the main reservoir of antibiotic resistant
bacteria and genes. Gram-negative bacteria have developed the broadest spectrum of
resistance. The first extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing strains were identified
in 1983 and since then they have been observed worldwide. Carbapenem antibiotics currently
represent the most active agent against gram-negative MDR pathogens and are the treatment
of last resort. But the current emergence of carbapenemase-producing gram-negatives has
raised new concerns about the lack of antibiotics to combat multidrug-resistant strains. In 2019,
the CDC counted more than 2.8 million antibiotic-resistant infections, with infections caused by
ESBL-producing Enterobacteriaceae accounting for the largest increase (50%). This situation has
led to ESBLs such as E. coli and Enterococcus spp. and CRE such as A. baumannii, P. aeruginosa
and other Enterobacteriaceae being listed as major serious resistance threats and have been
included in the WHO list of priority pathogens. In this work, water samples from different
irrigation ditches located in the Albufera Natural Park of Valencia have been analysed to detect
antibiotic-resistant bacteria, producers of beta-lactamases and carbapenemases, by means of
cultural and molecular techniques. The microbiological quality of these was also analysed by
detecting coliforms and E. coli, exceeding the established limits for E. coli at all points. In addition,
18 different resistance patterns were found and 31.8% of the isolates were multi-resistant.
Resistance genes to B-lactams, carbapenems and quinolones were detected in both uncultured
water samples and isolates, highlighting the prevalence of ARB and ARG in irrigation water. This
work relates to the following SDGs of the 2030 Agenda: 3, 6, 12 and 14.

Key words: irrigation water; antibiogram; antibiotics; B-lactams; carbapenems; coliforms;
antibiotic resistance genes.
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1. INTRODUCCION
1.1. Historia de La Albufera de Valencia

La Albufera de Valencia es uno de los principales humedales a nivel nacional y una de las zona
himedas mas relevantes de Europa. Asi, el Parque Natural de la Albufera es el espacio natural
protegido mas antiguo de la Comunidad Valencina, declarado en julio de 1986 (Decreto
89/1986), por su elevado valor ambiental, cultural y paisajistico. El Parque Natural tiene una
extension aproximada de 21.200 hectdreas, perteneciendo unas 2.500 al lago. Sin embargo, el
origen del actual Parque Natural data de miles afos atras. La laguna es el resultado del cierre de
un golfo marino extendido entre las desembocaduras de los rios Turia y Xdquer debido a la
deposicion de sedimentos fluviales, y fue aislado del mar Mediterrdneo (GVA,
https://parquesnaturales.gva.es/va/web/pn-l-albufera/historia; Soria et al., 2020).

Desde la década de los 70-80 del siglo XX, el aumento de la contaminacién del medio hidrico por
los vertidos industriales continuados, residuos agricolas y agua residuales urbanas sin tratar, ha
provocado un gran deterioro de los diferentes habitats de la marijal, por el cual se aprobé el Plan
Rector de Uso y Gestion del Parque Natural de La Albufera (Decreto 259/2004).

La Albufera recibe aguas de una gran cuenca vertiente, siendo regada por las acequias del Oro y
Favara en el sistema Turia y por retornos de riego de la Acequia Real del Jucar (ARJ), y las acequias
del azud de Sueca, en el sistema Jucar. La limitada comunicacion con el mar Mediterrdneo y las
aportaciones de agua dulce han provocado un cambio en la salinidad de la Albufera,
evolucionando de un ambiente salino en sus origenes a uno dulceacuicola, que ha llevado a los
expertos a hablar del cambio de la “Albufera de los pescadores” a la “Albufera de los agricultores”
(Soria et al., 2020).

Actualmente, la pesca, la caza y la agricultura, vinculada al cultivo del arroz, son las actividades
tradicionales mas desarrolladas en torno a La Albufera. Asi, el cultivo del arroz tiene una gran
importancia tanto a nivel econémico como medioambiental, siendo muy importante definir
distintos periodos dentro del afio hidrolégico. Desde la segunda quincena de septiembre hasta
primeros de noviembre tiene lugar la recoleccion del arroz y el tratamiento de la paja,
caracterizado por ser un periodo sin riego. A continuacién, durante noviembre hasta mitad de
febrero, tiene lugar lo que es conocido como ‘La Perellona’, la inundacién de los campos de arroz
o ‘tancats’ desde La Albufera y los aportes de las acequias. Desde mitad de febrero a final de
abril se preparan las tierras para la siembra de arroz, que tiene lugar en mayo. A partir de ese
momento, el riego depende en gran parte de la pluviometria de la cuenca, siendo actualmente
un problema debido a la escasez de agua, que estd provocando una disminucién del nivel de La
Albufera (GVA, https://parquesnaturales.gva.es/va/web/pn-l-albufera/historia; CEDEX, 2017).

1.2. Contaminacién de aguas dulces

La contaminacion del agua, sumado al aumento de la poblacion y a la sequia, ha contribuido a
una crisis en la disponibilidad del agua dulce y supone una amenaza debido a la dependencia de
la poblacidn del agua para diversos usos y necesidades. Segun la Agencia Espacial Europea, mas
del 70% del agua extraida de la superficie o subterranea se destina a la irrigacién de campos
(ESA, 2023).

Asi, la contaminacion del agua tiene diversas procedencias. Entre los contaminantes mas
presentes en las agua superficiales encontramos los microcontaminantes organicos (MCO)



liberados por la actividad humana, destacando los vertidos de la industria, estaciones
depuradoras de agua residuales (EDARs), escorrentias urbanas y actividad agricola (Amato et al.,
2021; Dulsat-Masvidal et al., 2023). Ademas, el vertido de residuos antibidticos en el medio
ambiente, ha provocado un aumento de su presencia y distribucién en las aguas, siendo un
desencadenante en la generacion de resistencias (Bergeron et al., 2015).

Las escorrentias pueden contener fertilizantes, plaguicidas, productos quimicos téxicos y
bacterias, entre otros. Cuando esta escorrentia llega a las vias fluviales puede provocar un
aumento del grado de eutrofizacién de las aguas, destacando el exceso de nitrégeno y fésforo,
lo cual provoca la proliferacién de algas y, consecuentemente, la aparicion de zonas de bajo
contenido en oxigeno (Nunez, 2011). En un estudio del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) sobre los ecosistemas acuaticos de las IBA (Areas Importantes para la
Conservacién de las Aves y la Biodiversidad) en Espafa, detectaron la presencia de farmacos,
cafeina, nicotina, plaguicidas, ésteres organofosforados, compuestos perfluorados vy
benzofenona en las muestras de aguas analizadas. Los mas preocupantes son el insecticida
clorpirifés y el farmaco venlafaxina, debido a sus efectos neurotdxicos, persistentes y
bioacumulativos (CSIC, 2023).

A parte de ser un problema medioambiental, la contaminacién de agua es un problema que
afecta a la salud humana. Asi, el saneamiento deficiente del agua y su contaminacion estan
relacionados con la transmision de diferentes enfermedades como el célera, la disenteria, la
hepatitis A, o la fiebre tifoidea (WHO, 2022). Segun la OMS (WHO, 2022), al menos 2000 millones
de personas de todo el mundo usan agua contaminada con heces para consumo humano, lo que
supone el mayor riesgo para la seguridad.

1.3. Antibiéticos y Resistencias antimicrobianas

La crisis de los microorganismos resistentes a los antimicrobianos ha irrumpido en los ultimos 50
afios, provocando la incapacidad para la prevencién y el tratamiento eficaz de gran parte de
enfermedades (Strachan & Davies, 2017). La resistencia a los antimicrobianos (AMR) se produce
cuando los microrganismos desarrollan la capacidad de superponerse a los antibidticos
generados para combatirlos. Segln los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), la resistencia a los antibidticos (AR) mata al menos a 1,27 millones de personas en todo
el mundo; en 2019 acabé con la vida de casi 5 millones de personas y, se estima que un aumento
continuo de la resistencia provocaria 10 millones de muertes al afio en todo el mundo. A nivel
de la Unién Europea (EU), la AMR es responsable de mas de 35000 muertes al afio (CDC, 2022;
EC, 2023). Por lo tanto, en este contexto, en 2019 la OMS (WHO, 2021) declaré la AMR como
una de las 10 principales amenazas para la salud publica mundial y, la Comision Europea (EC), la
identificé como una de las tres principales amenazas prioritarias para la salud (EC, 2023).

La era moderna de los antibidticos empezd en 1928 con el descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming y, desde ese momento, los antibidticos han supuesto un gran cambio en la
medicina en el tratamiento de las infecciones bacterianas. Poco después del inicio de su uso,
aparecieron las primeras resistencias. Ante esta situacion, en la década de 1950, se desarrollaron
nuevos antibidticos betalactamicos, pero con el tiempo se volvieron a desarrollar resistencias
frente a ellos (Ventola, 2015). De este modo, la falta de desarrollo de nuevos antibidticos capaces
de combatir las bacterias patdgenas, junto al uso excesivo y abusivo de estos, ha provocado que
las enfermedades bacterianas vuelvan a suponer una amenaza.



Entre 2020 y 2021, el nimero de casos declarados de bacterias resistentes a los antibidticos
(ARB) aumentd para todo los patégenos, con una mayor presencia en Escherichia coli, seguida
de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. y Streptococcus pneumoniae (Jiménez-Belenguer
et al., 2023).

La resistencia que presentan las bacterias a los diferentes agentes antimicrobianos puede ser
natural o adquirida. Dentro de la resistencia natural, se encuentra la resistencia intrinseca la cual
esta siempre expresada en una especie bacteriana sin depender de la exposicidon previa a
antibidticos ni estar relacionada con la transferencia horizontal de genes (HGT), ademas de no
presentar sitios especificos para los antibidticos, lo que hace que no les afecten. El otro tipo de
resistencia natural es la inducida, en la cual las bacterias presentan los genes de resistencia de
forma natural, pero solo se expresan ante la exposicidon a antibidticos. En cambio, la resistencia
adquirida hace referencia a la manifestacion de distintos mecanismos para evadir la accién de
los antibidticos a los cuales eran, originalmente, susceptibles. Asi, dicha resistencia se obtiene
mayoritariamente mediante la adquisicion de material genético externo que le confiere dicha
propiedad. La transferencia del material genético pude ser mediante HGT (transferencia
horizontal de genes) mediada por plasmidos, aunque en algunos casos también puede ser por
bacteriéfagos. Asimismo, las bacterias pueden sufrir mutaciones en su ADN cromosémico que
les confiere resistencia a antimicrobianos (Dowling et al., 2017; Reygaert, 2018).

El problema se agranda con el creciente nimero de bacterias con resistencias a diferentes
agentes antimicrobianos. Estas, se han clasificado seglin el numero de categorias de
antimicrobianos a los que son resistentes. Asi, las bacterias multirresistentes (MDR, de sus siglas
en inglés), son aquellas que muestran resistencia a tres o mas clases de antimicrobianos. Las
bacterias clasificadas como XDR (extremadamente resistentes a los medicamentos) son aquellas
susceptibles sélo a una o dos categorias de antimicrobianos. Por Ultimo, se encuentran las
bacterias PDR o panresistentes, las cuales destacan por no ser sensibles a ningun agente
antimicrobiano (Magiorakos et al., 2012).

Los patdgenos gramnegativos son los que mas preocupan actualmente, debido a que se estdn
volviendo resistentes a casi todos los antibiéticos disponibles, produciendo infecciones severas
en el entorno sanitario (Ventola, 2015).

En 1983 se identificaron las primeras cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(ESBL), y desde ese momento, se han observado en todo el mundo. Las ESBL son enzimas capaces
de hidrolizar la mayor parte de las penicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generacién y
los monobactamicos, pero no cefanicinas ni carbapenémicos, y actualmente, se conocen unas
300 (Kapoor et al., 2017). La produccidn de ESBL se ha observado sobre todo en especies de la
familia de Enterobacteriaceae, destacando E. coliy K. pneumoniae, P. aeruginosa y Acinetobacter
(EUCAST, 2017). La mayoria de las ESBL son enzimas adquiridas mediante transferencia
horizontal cuyos genes estan codificados en plasmidos, que, ademas, presentan genes de
resistencia a otros agentes antimicrobianos como cloranfenicol (C), aminoglucdsidos (AG) y
tetraciclinas (TE) (Rawat & Nair, 2010). Asimismo, el aumento de la distribucion de ESBL es
debido también, a la expansién clonal de los organismos productores de las mismas, y a su
aparicién de novo, en menor medida (EUCAST, 2017). Aunque la mayoria de los brotes
nosocomiales debido a Enterobacteriaceae productoras de ESBL tienen lugar en la UCI o en
pacientes inmunodeprimidos, se han visto casos donde los neonatos se ven afectados. Ademas,
las infecciones nosocomiales mas severas han sido causadas por cepas muy virulentas



productoras de ESBL y carbapenemasas, como las cepas K. pneumoniae ST258 y E. coli ST131
(Bush & Bradford, 2020).

Los antibidticos carbapenémicos representan actualmente el agente mas activo y potente contra
patégenos gramnegativos con resistencia a multiples farmacos, siendo el tratamiento de ultimo
recurso, pero la actual aparicién de gramnegativos productores de carbapenemasas ha
despertado una nueva preocupacion debido a la falta de antibiéticos que combatan a las cepas
multirresistentes (Martinez-Martinez, 2019). Desde la segunda mitad de los afios 90 del s. XX, ha
habido un aumento en la preocupacidn por la diseminacién de carbapenemasas en Europa,
debido a que pueden conferir resistencia a casi todos los antibidticos B-lactdmicos y se
transfieren facilmente. Las carbapenemasas son B-lactamasas con la capacidad de hidrolizar
penicilinas, la mayoria de las cefalosporinas, carbapenems y monobactamicos. Por tanto, las
bacterias productoras de carbapenemasas (CPO) presentan mecanismos de resistencia a un
amplio espectro de agentes antimicrobianos. Dentro de las CPO, destacan las Enterobacteriaceae
productoras de carbapenemasas (CPE), cuyas infecciones estan asociadas a altas tasas de
mortalidad (EUCAST, 2017). La mayoria de las enzimas carbapenemasas son adquiridas y estan
codificadas en plasmidos, junto con otros genes que les confieren resistencia a otros
betalactamicos, AGs y fluoroquinolonas (FQ) (Jiménez-Belenguer et al., 2023). Sin embargo, las
ESBL o las cefalosporinasas AmpC también estan relacionadas con el aumento de la resistencia
a los carbapenemes. Ademds, preocupan principalmente las enterobacterias resistentes a
carbapenems (CRE), debido a que se han vuelto resistentes a casi todos los antibidticos
disponibles, como P. aeruginosa y A. baumannii, siendo K. pneumoniae y E. coli las especies mas
extendidas de CRE, causando aproximadamente 600 muertes al afio en Estados Unidos (Pandey
& Cascella, 2023; Ventola, 2015).

Frente a esta situacion critica, las bacterias productoras de ESBL, como E. coli y Enterococcus
spp., ¥ las CRE, A. baumannii, P. aeruginosa y Enterobacteriaceae, han sido englobadas entre las
12 principales amenazas graves de AMR por los CDC y ademas, han sido incluidas en las lista de
patdgenos prioritarios de la OMS de ARB para orientar la investigacion y el desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos (CDC, 2019; Gekenidis et al., 2018; Martinez-Martinez, 2019; WHO,
2017).

En el ambito medioambiental, la resistencia a antibidticos esta aumentando también, situando
a los ecosistemas acudaticos como el reservorio principal de ARB y dentro de estos, el agua de
riego es una de las principales fuentes de contaminacion bacterianas, donde convergen
comunidades bacterias autdctonas y procedentes de la contaminacidén antropogénica, jugando
un papel distinguido en la diseminacion de ARB (Freitas et al., 2019; Montero et al., 2021). La
elevada presencia de bacterias resistentes en las aguas de riego puede provocar a su vez, la
entrada de ARB en la cadena alimentaria, al contaminar los vegetales (Amato et al., 2021).
Debido a esto, es necesario el control de la calidad del agua de riego mediante indicadores de
contaminacion fecal, como son E. coli, coliformes y Enterococcus spp. (Gekenidis et al., 2018,
2020). Los coliformes son, ademas, indicadores de resistencia, con una alta tasa de recepcién de
genes de resistencia con elevada propagacion en el medio. Asi, diferentes estudios han resaltado
la preocupacion existente por la presencia de coliformes MDR en aguas. Entre los coliformes,
destaca E. coli como indicador para la contaminacion fecal antropogénica y para el control de la
AMR a nivel mundial. Incluso se ha detectado la presencia de cepas de E. coli productoras de
ESBL y carbapenemasas en muestras procedentes de aguas superficiales (Anjum et al., 2021;
Mishra et al., 2018).



1.3.1. Mecanismos de accion de los antibioticos B-lactamicos

El modo de accién de los antibidticos permite diferenciarlos segun si inhiben la sintesis de la
pared celular bacteriana o de los dcidos nucleicos, inhiben la funcién de los ribosomas y por
tanto, la sintesis de proteinas, la funcién de la membrana celular mediante su despolarizacién o
inhiben rutas de su metabolismo (Dowling et al., 2017; Reygaert, 2018).

Los B-lactdmicos son antibidticos que se caracterizan por la presencia de un anillo B-lactamico,
su accién se dirige hacia la pared celular bacteriana, inhibiendo la Ultima etapa de su sintesis. El
mecanismo de accidn esta basado en la acilacién de las transpeptidasas implicadas en la
formacidn del tetrapéptido (paso final en la sintesis del peptidoglicano). El anillo beta lactamico
imita al sitio de unién de los aminodacidos, de manera que se une a la transpeptidasa, impidiendo
la reticulacién del peptidoglicano. Estas enzimas se conocen también como PBP (penicillin
binding protein). Por tanto, las PBP no estan disponibles para la sintesis de nuevo peptidoglicano,
componente esencial de la pared celular, lo que provocard, finalmente, la lisis bacteriana (Bush
& Bradford, 2019, 2020; Dowling et al., 2017; Kapoor et al., 2017).

Hay cuatro clases principales de B-lactdmicos: penicilinas (penams), cefalosporinas (cefem),
carbapenemes y monobactamicos.

El grupo de las penicilinas se divide en penicilinas naturales, que incluye a la penicilina G (PNG o
bencilpenicilina), aislada de Penicillium chrysogenum y la penicilina V (fenoximetilpenicilina),
usadas ambas para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias grampositivas y
gramnegativas, en menor medida; las aminopenicilinas, destacan la amoxicilina y la ampicilinas,
gue presentan actividad contra bacterias tanto gramnegativas como grampositivas, y su uso
suele ser junto a inhibidores de betalactamasas; las carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina,
efectivas frente a patdégenos gramnegativos; y las ureidopenicilinas, que incluye la piperacilina
con actividad contra los bacilos gramnegativos resistentes a la aminopenicilinas (Pandey &
Cascella, 2023; Turner et al., 2022).

La primera cefalosporina fue aislada del hongo Acremonium chrysogenum en 1948. Las
cefalosporinas semisintéticas cominmente se dividen en cinco generaciones segun su actividad
antimicrobiana. Dentro de la de primera generacidn se encuentran cefazolina, cefalexina y
cefadroxil, que presentan una fuerte actividad frente a microorganismos gram-positivos,
mientras que es baja frente a las bacterias gramnegativas, aunque afectan principalmente a E.
coli y K. pneumoniae. Las cefalosporinas de segunda generacién comprenden la cefuroxima,
cefoxitina, cefotetan, cefaclor y cefprozil, con una menor actividad hacia los organismos
grampositivos respecto a las de primera generacidén, pero con una mayor accién bactericida
frente a gram-negativos; las de tercera generacién son cefotaxima, ceftriaxona, cefpodoxima,
cefixima, cefdinir, cefditoren y ceftibuten, que presentan una menor eficiencia frente a los
grampositivos, pero mejoran la accion frente a los patdgenos gram negativos, en especial contra
los que contienen beta-lactamasas. Los cefems de cuarta generacidn se disefiaron para mejorar
el transporte pasivo a través de la membrana externa de las bacterias gramnegativas y disminuir
su afinidad por las betalactamasas y, por tanto, presentan una mayor estabilidad delante de la
hidrélisis de B-lactamasas. Por ultimo, la quinta generacién de cefalosporinas se centra en
mantener el amplio espectro de actuacion, minimizando las resistencias surgidas hacia las
generaciones anteriores (Dowling et al., 2017; Pandey & Cascella, 2023; Turner et al., 2022).

Los carbapenemes confieren proteccidn frente a la mayoria de las betalactamasas y presentan
un amplio espectro de actuacidn y, por tanto, son usados principalmente frente a infecciones
por bacterias MDR, asi como para tratar las infecciones nosocomiales. Los antibidticos



carbapenémicos son el imipenem, el meropenem, doripenem y ertapenem (Pandey & Cascella,
2023; Turner et al., 2022).

Los monobactdmicos son el grupo mas simple de los beta-lactamicos, y fue aislado por primera
vez de Chromobacterium violaceum. Hay 5 B-lactamicos monociclicos o monobactamicos, el
aztreonam, tigemonam, nocardicina A, el carumonam y tabtoxina, aunque actualmente, el Gnico
monobactdmico aprobado por la FDA es el aztreonam, eficaz Unicamente frente a bacterias
gramnegativas aerobias (Bush & Bradford, 2019; Pandey & Cascella, 2023; Turner et al., 2022).

1.3.2. Mecanismos bacterianos de resistencia

Los principales mecanismos bacterianos de resistencia son la presencia de enzimas que
hidrolizan los agentes antimicrobianos, la modificacién de las dianas de los antibidticos, la
disminucién de la absorcién del antibidtico y el eflujo activo del agente antimicrobiano (Dowling
et al., 2017; Reygaert, 2018).

En cuanto a los antibidticos B-lactamicos, los mecanismos mas frecuentes de resistencia de las
bacterias es la produccion de enzimas B-lactamasas, la disminuciéon de la entrada del antibidtico
a través de la membrana externa y, la modificacién de dianas (Bush & Bradford, 2020; Dowling
et al., 2017; Pandey & Cascella, 2023; Reygaert, 2018).

B-lactamasas. Se encuentran codificadas en cromosomas, pldsmidos u otros elementos
transponibles y segln su estructura se clasifican en cuatro categorias (A, B, C o D) siguiendo la
clasificacion de Amber. Asi, gran parte de los miembros de |la familia Enterobacteriaceae presenta
genes cromosémicos y plasmidos portadores de genes de B-lactamasas (Reygaert, 2018). Las -
lactamasas de clase A o penicilinasas son progenitoras de las ESBL, resistentes tanto a penicilinas
como a cefalosporinas de tercera generacién. Las mas comunes en Enterobacteriaceae son TEM,
SHV y CTX-M. Dentro de esta clase también se encuentran algunas carbapenemasas como la KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) y la IMI (Imipenem-hydrolysing B-lactamase). La clase
B se trata de las carbapenemasas metalobeta-lactamasas (MBL), como la IMP (Pseudomonas
resistente al imipenem), NDM (metalolactamasa de Nueva Delhi) y VIM (metalolactamasa
codificada por integrén de Verona). Por otro lado, las cefalosporinasas o B-lactamasas de clase C
son producidas por todos los gramnegativos excepto Salmonella y Klebsiella. Las AmpC
pertenecen a este grupo, siendo resistentes a todos los beta-lactdmicos a excepcion de los
carbapenems. Por ultimo, la clase D la conforman las OXA (Oxacillin-hydrolysing
carbapenemase), muy frecuentes en paises mediterraneos. La mas comun es la encontrada en
K. pneumoniae, OXA-48. (Bush & Bradford, 2019; Kapoor et al., 2017; Martinez-Martinez, 2019;
Nordmann et al., 2012; Reygaert, 2018; Smith & Kendall, 2023).

Limitacion a la entrada de antibidtico. Las bacterias gramnegativas presentan resistencia innata
a diversas moléculas, entre ellas agentes antimicrobianos grandes, debido a la estructura
protectora de su membrana externa. Asi, los organismos gramnegativos presentan canales de
porina en su membrana para la entrada de pequefias moléculas hidrofilicas, como los B-
lactdmicos y quinolonas. Una disminucion del nimero de canales o mutaciones en éstos limita
la absorcién de antibidtico. Diversos estudios han demostrado que uno de los mecanismos de
resistencia a carbapenems por parte Enterobacterias consiste en la disminucién del nimero de
porinas. Asimismo, se ha observado que la formacidn de biopeliculas de organismos patdgenos
les protege de los agentes antimicrobianos, y ademas, les facilita la HGT, siendo mas sencilla la
transferencia de genes de resistencia (Kapoor et al., 2017; Reygaert, 2018).



Modificacion de dianas. Las dianas de los agentes antimicrobianos son multiples en la célula
bacteriana, y, por tanto, susceptibles a ser modificadas por las bacterias para ser resistentes a
los antibidticos. Generalmente, la modificacién de las dianas farmacolégicas se produce por
mutaciones espontaneas en los genes. Por ejemplo, en el caso de las fluoroquinolonas (FQ),
dirigidas a inhibir la sintesis de acidos nucleicos, las mutaciones se producen en la ADN girasa,
de modo que se reduce o elimina la capacidad del antibidtico para unirse (Kapoor et al., 2017;
Reygaert, 2018).

Eflujo de antibidticos. Las bacterias presentan genes en su cromosoma que codifican para
bombas de eflujo, encargadas de expulsar al exterior de la célula bacteriana los agentes
antimicrobianos antes de que ejerzan su funcidn. Estas se sitian en la membrana citoplasmatica
de las bacterias y la mayoria transportan multiples farmacos, lo cual puede llevar a la aparicidn
de bacterias MDR (Kapoor et al., 2017; Reygaert, 2018).

1.3.3. Genes de resistencia a antibidticos

En este contexto, aparece un nuevo término, resistoma, como la suma de todos los genes que
llevan de forma directa o indirecta a la resistencia a antibidticos tanto en el entorno clinico como
en el medio ambiente (Gekenidis et al., 2018; Strachan & Davies, 2017).

Asi, los ARG son preocupantes para la salud humana, sobre todo cuando son codificados por
plasmidos, debido a que se propagan mas rapido, y ademas, suelen llevar distintos ARG, lo que
puede derivar en MDR (Gekenidis et al., 2020).

Los genes de carbapenemasas, identificados mayoritariamente en Enterobacteriaceae, son
blawe, blayim, blasem, blakec, blanom Yy blaoxaasy los genes ESBL mas comunes son blarem, blasay,
blacrx (Montero et al., 2021; Poirel et al., 2011).

Actualmente, el gen blaxec €s endémico en los paises mediterrdneo, especialmente en ltalia,
Grecia e Israel. En los ultimos 10 afios aproximadamente, se han detectado genes blaoxa-asen K.
pneumoniae que se estan diseminando por Europa, siendo su reservorio principal Turquia y
genes similares han sido detectados en Argentina e India (Poirel et al., 2011). Ademas, se han
encontrado genes blanom, blaoxa-asy blaxec en efluentes hospitalarios de Tunez, con una mayor
concentracion de blanpm, que podria deberse a que las bacterias que presentan este gen también
portan diferentes genes que confieren resistencia a otros antibidticos (Nasri etal., 2017).
Asimismo, en especies de Kluyvera se han detectado también genes blakpc-2, blanom-a, blaoxa-as (Li
et al., 2019). Un estudio en agua residuales hospitalarias en China también detecté el gen blagec.
,en Citrobacter freundii y Enterobacter cloacae (Zhang et al., 2012). También se ha reportado en
varios paises la presencia de genes ESBL en diferentes sistemas acuaticos. Asi, en Suiza se
identificaron cepas de E. coli productoras de ESBL procedentes de aguas de riego portadoras de
genes de la familia blacrx-m, asi como cepas de E. cloacae con genes de resistencia a antibidticos
beta-lactamicos AmpC; los genes blacwy y blarem también han sido detectados en C. freundii. Para
C. freundii identificaron la presencia de genes de resistencia a quinolonas, como gnrEl1 y qnrB
(Freitas et al., 2019; Gekenidis et al., 2020). Ademas, se identificaron cepas de E. coli portadoras
de blacrx.m, blatem, blaoxa y blasyy en aguas de riego de diferentes partes de Ecuador (Montero
et al., 2021).

Por tanto, debido a la gran problematica que supone el aumento de las resistencias antibidticas,
es necesario frenar el aumento de genes de resistencia a antibidticos (ARGSs).



1.4. Fuentes de propagacion de las resistencia antimicrobianas

Aunque la problematica de la diseminacidn de resistencia antibidtica y genes de resistencia es
mayor en el dmbito clinico, el papel del medio ambiente también es destacable. El uso de agentes
antimicrobianos en humanos y animales genera ARB y ARG, eliminados a través de las heces,
que llegan a las aguas y suelos, convertidos en reservorios principales de éstos y a partir de los
cuales se dispersaran (PRAN-MA, 2022). A continuacidn, se describen las principales fuentes de
propagacién de resistencias antimicrobianas.

Fuentes urbanas. De los antibiéticos usados para consumo doméstico, entre un 30 y 90% son
excretados por orina y heces, siendo depositado en las EDAR, lo cual supone un problema para
el medioambiente, asi como para la salud humana. Por otro lado, un 32% de los pacientes que
se atienden en un hospital o centro sanitario reciben tratamiento antibidtico, siendo la mayoria
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y carbapenems, posicionando a los efluentes de
estos como ‘puntos calientes’ de AMR (PRAN-MA, 2022).

Fuentes agropecuarias. Debido al uso extendido de agentes antimicrobianos para el tratamiento
de los animales, la produccion ganadera es una fuente de emision de resistencias a antibiéticos,
que afecta tanto al medio ambiente como a los humanos al alimentarse de productos carnicos.
Asimismo, hasta el 90% de los antibidticos que se suministran al ganado son expulsados en orina
y heces, siendo los purines procedentes de la actividad ganadera una fuente importante de
resistencias, ya que son usados como abono para tierras destinadas al cultivo, contaminando el
suelo y los cursos de agua cercana. Ademas, actualmente, la acuicultura es también considerada
una fuente de AMR debido a la rapidez con la que los antibidticos, para el tratamiento de los
peces, son transportados a través del medio acuatico (CDC, 2021; PRAN-MA, 2022; Ventola,
2015).

Efluentes de depuracion. Una de las principales fuentes de dispersién de ARG y ARB al
medioambiente son los efluentes derivados de las EDAR, que, aunque disminuyen el nimero de
contaminantes, al no ser un tratamiento especifico, muchas ARB pueden sobrevivir. Ademas, un
subproducto del tratamiento de aguas residuales es el lodo, biosélido usado como estiércol y
gue también supone un riesgo para la diseminacidn de resistencias antibidticas (CDC, 2021;
Montero et al., 2021; PRAN-MA, 2022).

Aguas, suelos y aire. Las aguas destinadas al riego son también un foco de ARB, afectando, por
tanto, a los suelos, lo que supone un problema, ya que los agentes antimicrobianos pueden
incorporarse a la cadena alimentaria via vegetales. De hecho, diferentes estudios han confirmado
la correlacion existente entre la presencia de ARG en aguas de riego, suelo, y frutas y verduras.
Asimismo, la proximidad a algunas EDAR también esta relacionado con la presencia de
resistencias en aguas. Aunque en menor medida, el aire también es una amenaza debido a que
es un medio de dispersidn de las bacterias, y por tanto de ARB (Amato et al., 2021; CDC, 2021;
Freitas et al., 2019; Gekenidis et al., 2018; PRAN-MA, 2022).

1.5. Iniciativa One Health

El concepto ‘One Health’ hace referencia a una propuesta que a abarca diferentes sectores,
disciplinas, tanto a nivel local, nacional como mundial, para conseguir unos mejores resultados
en salud publica. Asi, en la iniciativa ‘One Health’ son miembros la Organizacidn Mundial de la
Salud (OMS), la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO),
el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OMSA), que colaboran con la finalidad de promover soluciones a las



diferentes amenazas a la salud publica debido a la conexién directa entre humanos, animales y
medioambiente (CDC, 2023; WHO, s. f.). Esta iniciativa abarca principalmente, los ambitos de la
seguridad alimentaria, la prevencidn de enfermedades zoondticas emergentes, reemergentes y
endémicas en animales y humanos, las enfermedades transmitidas mediante vectores, las
enfermedades tropicales desatendidas, conservar la salud medioambiental y reducir la
resistencia a los agentes antimicrobianos (CDC, 2023; WHO, s. f.).

Asi, la ARM es un ejemplo claro de la conexidn estrecha existente entre humanos, animales y
medioambiente, debido a la dispersion de las ARB y ARG desde los animales (productos carnicos,
purines) y fuentes ambientales (aguas, suelos) a la cadena alimentaria, afectando a la salud
humana (CDC, 2023; Jiménez-Belenguer et al., 2023; Léger et al., 2021).

Por tanto, es necesaria la colaboracién de profesionales en salud humana, animal y medio
ambiente de los diferentes paises para asegurar la mejor sanidad publica en la interfaz entre los
tres pilares, medio ambiente, salud animal y humana (CDC, 2023; WHO, s. f.).

1.6. Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

La Organizaciéon de las Naciones Unidas (ONU) aceptdé en 2015 la Agenda 2030 sobre el
Desarrollo Sostenible, que incluye 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), siendo los pilares
fundamentales las personas, el planeta, la prosperidad, la paz y las alianzas internacionales
(Gamegz, s. f.; Moran, s. f.).

Uno de los objetivos relevantes en este trabajo es el ODS 3, centrado en garantizar una vida sana
y promover el bienestar de la poblacidn. La meta 3.9 tiene como fin disminuir significativamente
el numero de muertes, asi como de enfermedades producidas por productos quimicos y por la
contaminacion del agua, aire y suelo. Asi, como tanto el agua como el suelo son dos de las
principales fuentes de emisién de ARG y ARB, reducir su contaminacidon en elementos con
resistencias antibidticas podria reducir el nimero de muertes debidas a la amenaza de la AR
(Gamez, s. f.).

La garantia de disponibilidad de agua, asi como su gestion y saneamiento para toda la poblacion
mundial es la tematica de la ODS 6, siendo la meta 6.3 la focalizada en conseguir una mejora en
la calidad de las aguas, mediante la reduccién de la contaminacion por vertidos quimicos y
peligrosos, como los antibiéticos, que estan relacionados con la AMR (Gamez, s. f.).

En la linea de asegurar modelos de produccidn y consumos sostenibles se centra el objetivo
numero 12, y mas concreto su meta 12.2, cuyo objetivo es alcanzar para 2023 un uso y gestidon
sostenible y eficiente de los recursos naturales. Asi, es importante el control de las emisiones de
residuos que se vierten de la ganaderia, industria y zonas urbanas, debido a que llegan al
medioambiente (Gamez, s. f.).

Otro de los objetivos relacionados con la ARM es el 14, cuyo fin es garantizar la conservacion de
los océanos, mares y recursos marinos y su uso sostenible. La meta 14.1 tiene el objetico de
reducir y prevenir considerablemente la contaminacién marina para 2025, mayoritariamente de
actividades efectuadas en tierra (Gamez, s. f.).

Asi, para lograr las ODS es imprescindible afrontar la resistencia a los agentes antimicrobianos,
mediante diferentes acciones como la mejora de la condiciones de saneamiento del agua, el
consumo responsable de antibidticos tanto en humanos, animales como en el medioambiente
(Organizacion Mundial de la Salud et al., 2021).

El grado de relacién del presente trabajo con los ODS se muestra en el Anexo A.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es analizar la calidad microbiolégica de las aguas de riego que se
vierten a La Albufera de Valencia, asi como evaluar su papel como vehiculos de microorganismos
resistentes a antibidticos y genes de resistencia a antibidticos. Para ello, se plantean los
siguientes objetivos especificos:

1.

Estudiar el estado higiénico-sanitario de las muestras de agua mediante la deteccidn
y cuantificacion de microorganismos indicadores de contaminacion fecal (E. coli y
coliformes).

Aislar bacterias gramnegativas productoras de beta-lactamasas de espectro
extendido de las muestras de agua.

Aislar Enterobacterias resistentes a antibiéticos carbapenémicos de las muestras de
agua.

Estudiar la sensibilidad de los aislados a antimicrobianos de 5 familias (B-lactamicos,
guinolonas, tetraciclinas, aminoglucdsidos y anfenicoles) y detectar la presencia de
multirresitencias.

Detectar genes de resistencia a antibidticos (ARGs) B-lactamicos (blarem, blaswy,
blacmvy-2), a carbapenémicos (blawe, blaoxa-4s, blavim ¥ blaxec) ¥ a quinolonas (QnrA,
QnrB y QnrS) en los aislados.

Detectar genes de resistencia a antibidticos (ARGs) B-lactamicos (blatem, blasuy,
blacmv-2), a carbapenémicos (blame, blaoxa-as, blavm y blaxec) y a quinolonas (QnrA,
QnrB y QnrS) en las muestras de agua sin cultivar.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacidn de este trabajo, se han analizado distintas muestras de agua.
3.1. Origen de las muestras

Las muestras de agua estudiadas proceden de 6 puntos diferentes de la red de acequias que
vierten sus aguas a La Albufera. Para cada punto se han llevado a cabo 2 muestreos, recogiendo
el agua en botellas estériles de 2L y transportadas en refrigeraciéon hasta su analisis en el
laboratorio. En la Tabla 1 se presentan los puntos de recogida, las coordenadas exactas y las
fechas de las tomas de muestra, asi como su ubicacién en la Figura 1 y del anexo.

Tabla 1. Puntos y fechas de muestreo de aguas

Punto de muestreo Coordenadas Fechai de toma de m2uestra
Punto 1 (P1). Catarroja ?)?223?;;10?\/1/\] 03-04-2023 | 08-05-2023
Punto 2 (P2). Massanassa ?)?;23?(;%)221'1':/1/\] 25-04-2023 | 23-05-2023
Punto 3 (P?E)(f :::(:?ol::; del Puerto ?(’)?222?32‘;?\/'\/\' 25-04-2023 | 23-05-2023
Punto 4 (P4). Acequia de Albal ?)?;23?;!)580?:/1/\] 08-05-2023 | 30-05-2023
Punto 5 (P5). Alfalfar ?)?;22?5272?'\'/'\/\] 15-05-2023 | 05-06-2023
Punto 6 (P((?D} ::jg)”ia del Mig ?692%531720\3 15-05-2023 | 05-06-2023

3.2. Filtracion

En el laboratorio las muestras son filtradas a través de membranas de nitrato de celulosa de 0,45
pum de didmetro de poro (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Alemania). Tras la filtracidn, las
membranas son transferidas a placas Petri con medio de cultivo selectivo de manera aséptica.

La filtracién se lleva a cabo mediante una rampa de filtracién de 3 puestos de 47mm de diametro
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y una bomba de vacio del modelo D-95 (Dinko
Instruments, Barcelona, Espafia). Los volumenes de agua filtrada varian segun la procedencia de
la muestra y el analisis microbioldgico a realizar, de tal modo que sea posible el recuento de
colonias.

Ademas, se realiza otra filtracion de las muestras de 100 a 300 mL segun la procedencia de la
muestra. La membrana es cortada con un bisturi en fragmentos lo suficientemente pequefios
para ser introducidos en un tubo Eppendorf de 200 mL con 500 pl de PBS (tampdn fosfato salino)
y ‘glass beads, acid-washed’ (Sigma Aldrich, Steinhem, Alemania) y llevados a agitacién durante
10 minutos. Esta filtracion se realiza para hacer una extraccion de ADN directa de la muestra.
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3.3. Estudio de la calidad higiénico-sanitaria

La evaluacion de la calidad de agua es un indicador importante de la presencia de contaminacion
fecal, de posibles fallos en el tratamiento, almacenamiento o distribucidn del agua, que supone
un riesgo de infeccidn para la salud humana u otros animales de sangre caliente. Para ello se
lleva a cabo el recuento de E. coli y coliformes, segun lo descrito en la norma UNE-EN ISO 9308-
1:201. Los filtros de membrana fueron depositados sobre placas con medio de cultivo
cromogénico para bacterias coliformes e incubadas a 37 + 1 °C durante 24 £ 1 h.

El medio de cultivo Cromégeno de Coliformes (CC, Chromogenic Coliforms Agar Base, Scharlau,
Microinstant®, Barcelona, Espafia) nos permitié detectar las bacterias coliformes y E. coli, debido
a la presencia de Salmon-GAL (6-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) y X-glucurénido (5-
bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucurdénido), dos sustratos cromogénicos. Las bacterias coliformes
procesan Salmo-GAL debido a la presencia del enzima B-D-galactosidasa, produciendo colonias
de color rosa-rojo. En cambio, E. coli ademds presenta también el enzima B-D-glucuronidasa que
metaboliza X-glucurénico, produciendo colonias azules-violeta (Fig 1).

Figura 1. Apariencia de coliformes (rosa) y E. coli (azul) en medio CC

Tras la incubacidn, se procedié a la lectura de las placas siguiendo la guia para el examen
microbioldgico descrito por la norma UNE-EN ISO 7218:2008. Para el recuento se utilizé el Colony
Counter (Digital S, P Selecta) que permite un mejor conteo de las colonias presentes con la
incorporacion de una lupa.

3.3.1. Aislamiento de microorganismos gramnegativos resistentes a antibidticos
B-lactamicos

El aislamiento de microorganismos con resistencia a antibiéticos se ha centrado en las bacterias
gramnegativas, ya que poseen una membrana externa que actla como barrera protectora frente
a la entrada de sustancias como los antibidticos, siendo mas resistentes a éstos que las bacterias
gramnegativas (Kapoor et al., 2017). Su deteccién es importante debido a que son responsables
de causar enfermedades graves en humanos, como Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, A.
baumannii, Salmonella spp. De hecho, la mayor parte de los patdgenos incluidos en la lista de
patdgenos prioritarios resistentes a antibidticos de la OMS en 2017 son bacterias gramnegativas
(Breijyeh et al., 2020; WHO, 2017).
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3.3.2. Aislamiento de microorganismos productoras de beta-lactamasas de
espectro extendido

Los filtros de membrana fueron depositados sobre placas Petri con medio cromogénico ESBL e
incubadas a 37 £ 1 °Cdurante 24 + 1 h.

El medio de cultivo Cromogénico ESBL (CHROMagar ™ Orientation, CHROMagar ™, Paris,
Francia) nos permitié detectar bacterias gramnegativas productoras de beta-lactamasas de
amplio espectro. Las indicaciones del fabricante determinan que el aspecto tipico de las colonias
crecidas en este medio permite diferenciar, E. coli con un color rosa oscuro a rojizo, bacterias
KESC (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Shigella spp., Citrobacter spp) por su color azul metalico
(+/- halo rojizo), Proteus con un halo de color marrdn, Acinetobacter como colonias de color
crema y Pseudomonas con colonias translicidas (+/- pigmentacion natural de crema a verde),
segln muestra la Figura 2.

Figura 2. Apariencia colonias en medio ESBL

Para cada muestra, se seleccionaron colonias de diferente aspecto, sembrandose por triple estria
en medio Plate Count Agar (PCA, Scharlau, Barcelona, Espafia) y resembrando las veces que
fueran necesarias hasta obtener cultivos puros. Todos los cultivos fueron incubados a 37 £ 1 °C
durante 24 £ 1 h.

3.3.3. Aislamiento de microorganismos resistentes a carbapenemes

De forma paralela, con el objetivo de aislar bacterias resistentes a carbapenemes, los filtros de
membrana se depositaron sobre placas con medio de cultivo mSUPERCARBA. Todas las placas
fueron incubadas a 37 £ 1 °C durante 24 £ 1 h.

El medio de cultivo mSuperCarba (SC, CHROMagar™ mSuperCARBA™, Paris, Francia) es
altamente selectivo y especifico, inhibe el crecimiento de bacterias susceptibles a beta-
lactdmicos y a la mayoria de las bacterias productoras de ESBL y AmpC, permitiendo detectar y
aislar bacterias productoras de carbapenemasas. Las colonias crecidas se diferencian por el color
gue muestran sobre el medio de cultivo, identificdAndose E. coli por una coloracién rosa oscuro a
rojo, el grupo KESC por coloracién azul metalico, Pseudomonas por un color crema transltcido a
azul y Acinetobacter por color crema opaco, segln se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Apariencia colonias en medio mSuperCarba

Se seleccionaron colonias de diferente aspecto de cada muestra, sembrandose por triple estria
en medio PCA y resembrando tanta veces como sea necesario hasta obtener cultivos puros.
Todos los placas cultivos fueron incubados a37 + 1 °C durante 24+ 1 h.

3.4. Identificacion de los microorganismos aislados mediante pruebas
bioquimicas

Tras la obtencidn de cultivos puros en PCA, se procedié con diferentes pruebas bioquimicas para
su identificacion.

3.4.1. Pruebas previas

En primer lugar, se realizd la prueba de la oxidasa para determinar si los aislados presentan el
sistema de citocromo-oxidasa. Para ello se aplicé cada una de las colonias aisladas sobre unas
tiras reactivas de oxidasa (Oxidase Strips, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). El fundamento
de las tiras es que en presencia del enzima citocromo oxidasa (producido por bacterias
gramnegativas) la N,N-dimetil-fenilendiamina, y el alfa-naftol impregnados en las tiras
reaccionan al entrar en contacto con los aislados, cambiando a una coloraciéon azul-violeta en el
caso de las bacterias grampositivas. Tras esta primera prueba, se seleccionaron solo las cepas
que en las que no se producia un cambio de coloracion en la tira, siendo oxidasa negativo.

En segundo lugar, se realizé la prueba de la catalasa. Se depositaron las colonias aisladas sobre
una gota de perdxido de hidrégeno (H,0;), y se observé si se producia burbujeo en menos de 1
minuto, indicando un resultado positivo. La aparicion de burbujas es debido a la presencia del
enzima catalasa, presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas, que
descomponen el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Tras esta prueba, se seleccionaron
solamente las cepas resultantes de ser catalasa positivos.

Finalmente, se realizé una tincion Gram, con el fin de identificar bacterias gramnegativas, puesto
qgue han desarrollado el espectro mas amplio de resistencia.

Todas los aislados con resultado negativo de oxidasa, positivo de catalasa y gramnegativas, se
resuspendieron en 1 mL de tampdn TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) en un Eppendorf de 1,5
mL para su posterior extraccion de ADN y se conservo a -20 °C. De forma paralela, otra fraccion
de los aislados se resuspendié en crioviales Microbank™-Red (Pro-Lab Diagnostics, Microbank
™ Wirral, Reino Unido) para su conservacion y almacenamiento a -20 °C.
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3.4.2. I|dentificacion mediante Tira APl 20E

Asi, aquellas cepas aisladas resultantes de ser oxidasa negativa, catalasa positiva y gramnegativa
se identificaron mediante las pruebas bioquimicas miniaturizadas APl 20E (Tiras API,
bioMérieux, Madrid, Espafia). Para la identificacién por este sistema se partié de un cultivo puro
de 24 horas, y se resuspendié una colonia en 5 mL de agua estéril. Se llenaron los 20 microtubos
de la galeria, llenandose por completo las pruebas indicadas con CIT, VP y GEL y con vaselina las
cupulas ADH, LDC, ODC, H2S y URE que requieren un ambiente anaerobio. Las tiras se incubaron
a37+1°C, 24 h—48h. Tras la incubacidn y antes de su lectura, se afiadieron los reactivos en las
pruebas TDA, IND y VP (reactivo TDA, INDO2, KOH y NAFTOL, respectivamente). Seguidamente,
se procedidé a su lectura, determinando como positivo y negativo las pruebas segun las
instrucciones del fabricante que se muestra en la Figura 4, y los resultados se introdujeron en la
herramienta informatica APIWEB (https://apiweb.biomerieux.com), obteniéndose asi, la
identificacién de la cepa aislada.
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Figura 4. Codigo de colores correspondiente a las pruebas negativas (-) y positivas (+) del
sistema API 20E

3.4.3. Identificacion mediante métodos moleculares

La identificacion mediante las pruebas miniaturizadas APl 20E, es 6ptimo para la identificacion
de enterobacterias. En el caso de que los aislados fueran identificados preliminarmente como
Acinetobacter baumannii, asi como para aquellos casos en los que el porcentaje de identificacion
fuera bajo, los resultados deben ser confirmados. Para ello, se procedié a una identificacion
mediante amplificacién y secuenciacion del gen 16S rARN (1500 pb).

Para ello, se extrajo el ADN tal y como se explicard en el apartado 3.7.1 del trabajo y se hicieron
dos PCR con un volumen final de 25 uL para asi obtener una cantidad suficiente de amplicon
para la secuenciacidn, conteniendo 2,5 uL de ADN y el resto mix de reaccién. El mix de reaccion
consistia en buffer PCR 1X, 2 mmol de MgCl,, 200 pumol de cada dNTP, 0,4 umol de cada cebador
usado, 1,25 U de BIOTAQTM DNA Polymerase (Bioline), y agua miliQ estéril hasta alcanzar los 25
pL de mix. Los cebadores empleados para la amplificacion fueron universales 27F (5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG- 3') y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGA CTT-3') para las cepas de E.
coli (Cherif-Antar et al., 2016) y 27F y 1525R (5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’) para las cepas
de A. baumannii (Khosravi et al., 2015).


https://apiweb.biomerieux.com/
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Las condiciones de la amplificacion para las cepas de E. coli fueron las siguientes: un ciclo a 95
°C durante 5 min, 35 ciclos compuestos por 1 min a 95 °C, 1 mina 55°Cy 1 mina 72 °C, y
finalmente, un ciclo de extension final de 10 min a 72 °C. Para el caso de las cepas de A.
baumannii, las condiciones de la PCR fueron: un ciclo de 2 min a 95 °C, 35 ciclos de 30 s a 94 °C,
30sa65°Cy2mina72°C, vy unciclo de extensién final de 10 min a 72 °C.

A continuacidn, se llevd a cabo la purificacién de los fragmentos amplificados usando el kit de
purificacion de productos de PCR (GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia),
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante, para asi eliminar todos los componentes del
mix de reaccion. El ADN amplificado y purificado se almacené a -20°C hasta su secuenciacion.

Los fragmentos del gen 16S ARNr amplificados se secuenciaron en un secuenciador de ADN ABI
373 (Applied Biosystems) y las secuencias de aproximadamente 800 pb se compararon con las
almacenadas en la base de datos GenBank mediante el uso del programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Orhan-Yanikan et al., 2019). Asi, se consideraron que
pertenecian a la misma especie aquellas secuencias que compartian un porcentaje de identidad
igual a superior al 96% con las secuencias de las bases de datos.

3.5. Estudio de la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas

Tras la identificacion de las cepas, se realizd un estudio sobre su sensibilidad a diferentes agentes
antimicrobianos por el método del antibiograma disco-placa del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2014) o método Kirby-Bauer, basado en la difusidn radial del antibidtico
a través del agar a partir del disco con la formacion de un gradiente de concentracién. Se
seleccionaron 13 antibidticos de las familias B-lactdmicos, aminoglucdsidos, quinolonas,
tetraciclinas y anfenicoles, tal y como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Antibidticos elegidos para el estudio de la resistencia de las cepas a antimicrobianos.
Clasificacidn en grupos. Concentracion del antibidtico en el disco de carga en pg.

Carga Diametro del halo de
Grupo Antimicrobiano Abreviatura | del disco inhibicion (mm)*

(ng) R I S
B-lactamicos Ampicilina AMP 10 <13 14-16 >17
Amoxicilina/Clavulanico AMC 20/10 <13 14-17 >18
Cefotaxima CTX 30 <14 15-22 >23
Ceftriaxona CRO 30 <13 14-20 >21
Ceftazidima CAZ 30 <14 15-17 >18
Imipenem IPM 10 <13 14-15 >16
Meropenem MEM 10 <13 14-15 >16
Aminoglucdsidos Gentamicina CN 10 <12 13-14 >15
Quinolonas Acido nalidixico NA 30 <13 14-18 >19
Levofloxacino LEV 5 <13 14-16 >17
Ciprofloxacino CIP 5 <15 16-20 >21
Tetraciclinas Tetraciclina TE 30 <14 15-18 >19
Anfenicoles Cloranfenicol C 30 <12 13-17 >18

* Valores segun el didametro del halo de inhibicién en nm para clasificar en resistentes (R), intermedios () o sensibles

(S)

Se tomaron colonias de un cultivo puro de 24h y se inocularon en suero fisiolégico al 0,9%,
ajustando la turbidez por comparacion con el 0,5 de la escala de Mc Farland. Un hisopo se



17

impregnd con esta disolucién y se inoculd en placas de agar Mueller-Hinton (MH, MUELLER-
HINTON AGAR, Scharlau, Barcelona, Espafia) pasando el escobillén en todas las direcciones. Tras
3-5 minutos, se depositaron los discos con antibiéticos (OXOID Antimicrobial Susceptibility Test
Disc) mediante un dispensador de discos Antimicrobial Susceptibility Testing Disc Dispenser).

Se empled la cepa E. coli ATCC 25922, como control de calidad de la metodologia, siendo los
limites aceptable de los didmetros de las zonas de inhibicidn los establecidos por el CLSI,2014.

Las placas se incubaron a 37 £ 1 °C durante 24h. Tras el periodo de incubacién, se midieron los
didmetros de los halos de inhibicion en milimetros (Fig. 5), clasificandose la resistencia en
resistente (R), intermedia (I) y sensible (S), segun las normas establecidas por el CLSI,2014 para
las diferentes cepas tal y como se muestra en la Tabla 2.

Figura 5. Placas de las cepas M1-2 E R (izquierda) y M1-3 E R (derecha) sembradas en medio
Mueller-Hinton con discos de antibidticos post-incubacién

3.6. Estudio de la presencia de genes de resistencia a antibidticos

El estudio y la deteccidn de los genes de resistencia a antibidticos se realizé directamente desde
las muestras de aguas, asi como a partir de los aislados.

3.6.1. Extraccion de ADN

Para extraer el ADN directo de las muestras de agua, se partiéo de un Eppendorf de 2 mL con
fragmentos de la membrana de filtracién y PBS procediendo tal y como se menciona en el
apartado 3.2. En cambio, para la extraccion de ADN de las cepas aisladas, se partié de un cultivo
puro de 24h en PCA y se resuspendieron en 1 mL de tampdn TE 1X.

La extraccion de ADN de las muestras y de los aislados se hizo utilizando el kit de extraccidon
comercial High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Alemania), siguiendo las
indicaciones del fabricante para las bacterias gramnegativas.

3.6.2. PCR multiplex para la deteccion de genes de resistencia a B-lactamicos,
carbapenémicos y quinolonas

La deteccién de genes de resistencia se hizo sobre el ADN extraido tanto de las muestras como
de los aislados mediante reacciones de PCR multiplex (mPCR).
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Se realizaron cuatro mPCR para la deteccion de genes que codifican betalactamasas de espectro
extendido, el plasmido de AmpC- B-lactamasa CMY-2, carbapenemasas (Jiménez-Belenguer
et al., 2023) y quinolonas: (1) para la deteccidn de blasuy, blatem y blacwy-2; (2) para la deteccidn
de blaipwm y blaoxa-ss; (3) para la deteccidn de blaviv y blakec; y (4) para la deteccidn de QnrA, QnrB
y QnrS. Estos genes fueron elegidos por su alta prevalencia en bacterias gramnegativas
ambientales y patdgenas productoras de ESBL y carbapenemasas en Espafia. Los cebadores, sus
secuencias y tamafnos de amplicones esperados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Genes de resistencia a B-lactdmicos, carbapenemes y quinolonas

Gen Tamafio amplicon (pb) Secuencia Referencia
F 5’ TTAACTGGCGAACTACTTAC-3’
R 5’-GTCTATTTCGTTCATCCATA-3’
F 5’-AGGATTGACTGCCTTTTTG-3’
blasny 393 R 5" ATTTGCTGATTTCGCTCG-3' Kozak et al. (2009)

F 5’-GACAGCCTCTTTCTCCACA-3’

blatem 247

biacwy. 1000 R 5'-TGGACACGAAGGCTACGTA-3’
F 5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3’
blawme 232 , ,
R 5’-GGTTTAAYAAAACAACCACC-3
bldonss 438 F 5'-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’
R 5’-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’ poirel et al. (2011)
bl 390 F 5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’
R 5'-CGAATGCGCAGCACCAG-3’
blaoc 208 F 5'-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3’
R 5'-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3’
Qnra 580 F 5'-AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3

R 5-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3’
F 5-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3’ .
Qnrg 264 R 5'-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3’ Cattoir 2007
F 5'-GCAAGTTCATTGAACAGGGT-3'

R 5’-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG-3’

QnrS 428

Para la realizacién de la mPCR (1) se usé el mix de reactivos que incluia 2 uL de ADN; 2,5 mM de
MgCl; tampdn de PCR 1X; 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 uM de cada cebador para blasuy, y 0,2 uM
para blarem y blacwy-2; 5 U de Taq polimerasa, y agua MiliQ estéril hasta alcanzar un volumen final
de 25 L. Las condiciones del termociclador fueron: 15 min a 94 °C, 30 ciclos de amplificacion de
1 mina94°C, 1 mina55°Cy1mina 72 °C, con 10 min para la extension final a 72 °C, segun lo
descrito por (Kozak et al., 2009). Ademas, se utilizaron controles positivos propios empleados en
trabajos anteriores y como control negativo agua MiliQ estéril.

Para la mPCR (2) y (3), el mix consistié en 2,5 L de ADN extraido; 1,5 mM de MgCl2; tampdn de
PCR 1X; 0,125 mM de dNTPs; 0,4 uM de cada cebador; 2 U de Taq polimerasa, alcanzando un
volumen de reaccion final de 25 pL. La amplificacidn se llevé a cabo siguiendo las condiciones de
Poirel et al. (2011) con ligeras modificaciones: 10 min a 94 °C y 36 ciclos de amplificacion
compuestos por 30 sa 94 °C, 40 s a 55 °Cy 50 s a 72 °C, finalizando con la extension final de 5
min a 72 °C. Se utilizaron controles positivos propios empleados en trabajos anteriores y agua
MiliQ estéril como control negativo.

Para la realizacién de la mPCR (4), el mix usado consté de 2 uL de ADN; 1,25 mM de MgCl2;
tampon de PCR 1X; 0,2 mM de cada dNTP; 0,25 uM de cada cebador; 2,5 U de Taq polimerasa, y
agua MiliQ estéril hasta obtener un volumen final de la reaccién del mix de 25 pL. Las condiciones
de amplificacién fueron: 10 min a 95 °C, 35 ciclos de amplificaciéon de 1 min a 95 °C, 1 min a 54



19

°Cy 1 mina 72 °C, con 10 min para la extensidn final a 72 °C, segun lo descrito por (Cattoir et al.,
2009). Se usaron controles positivos propios utilizados en trabajos anteriores y como control
negativo, agua MiliQ estéril.

3.6.3. Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizé el gel de agarosa E (Condalab) al 1,5% en tampdn TAE 1X (Tris-HCl 40 mM, acetato 20
mM, EDTA 1 mM) para el andlisis de los amplicones. El gel se llevd a ebullicion, y tras su
atemperamiento se afiadieron 5 pL de RedSafe™ (iNtRON Biotechnology, Washington, USA) por
100 ml de gel preparado, para el relevado de las bandas a posteriori.

En cada carril del gel se cargaron 5-6 L del resultado de PCR mezclado con el colorante de carga
de ADN TriTrack (6X) (Thermo Scientific), ademds de un marcador de pesos moleculares
(GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific). Las condiciones de la electroforesis fueron 90 V durante
75 minutos. Los resultados fueron observados con un transiluminador (TransilluminatorVilber,
Lourmat, France) con luz UV.

3.7. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se ha wusado el software Statgraphics Centurion 19
(https://www.statgraphics.com/). Para la comparacién de los resultados de los recuentos de E.
coli y coliformes totales entre los puntos, se ha utilizado el Método de la diferencia minima
significativa (LSD). Para estudiar la relacion de dependencia entre la presencia de genes y el
punto de toma de muestra, asi como el medio de cultivo utilizado para el aislamiento de
bacterias, se ha llevado a cabo la prueba ¥2.
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Los recuentos de E. coli y coliformes totales, expresados como las medias + desviacidén estandar,

para los 6 puntos y los dos muestreos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Recuentos de E. coli y coliformes totales en las muestras de agua analizadas

Recuentos (UFC/100 mL) (media  DS)

Punto Muestreo E. coli Coliformes totales
p1 1 (3,82 +£0,65) x 10*? (6,22 +£1,33) x 10*
2 (3,99 +1,14) x 10%2 (35,90 + 3,75) x 10*

P> 1 (1,81 £ 0,40) x 10*® (18,30 +1,2) x 10*
2 (6,55 + 0,85) x 103® (25,50 + 3,54) x 10*

b3 1 (4,28 +2,59) x 103"¢ (6,23 + 3,21) x 10
2 (1,05 + 0,35) x 104"¢ (17,80 + 0,49) x 10*

o4 1 (2,50 + 5,00) x 101¢ (2,28 + 0,98) x 10*
2 (1,23 +0,85) x 103¢ (3,55 + 1,22) x 10*

bs 1 (4,16 + 0,36) x 10%® (12,40 £ 6,67) x 10°
2 (1,95 +0,79) x 103® (4,86 + 1,99) x 10*

b6 1 (1,05 +0,77) x 103¢ (24,00 + 1,13) x 10*
2 (1,10 +0,27) x 103¢ (6,35 + 0,49) x 10

Las letras de los superindices diferentes muestran las diferencias significativas (p<0,05)

Se realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) para los niveles de E. coli y coliformes total con el
fin comparar la carga microbiana entre los diferentes puntos de muestreo. Dado que se obtuvo
un valor de p-valor inferior a 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entra las
medias de E. coli entre los diferentes puntos de toma de muestra. Se hizo el Test de Rangos
Multiples para determinar qué valores son diferentes significativamente unos de otros, indicado
en la Tabla 4 mediante los superindices. Asi, el punto 1 (P1) presentan valores de media de E.
coli significativamente diferentes al resto de puntos. El punto 2 (P2) ademas, presenta medias
significativamente diferentes de E. coli respecto al punto 4 (P4) y al punto 6 (P6) y el P4 muestra
también medias de E. coli significativamente diferentes al punto 5 (P5) y al P6. Los valores de E.
coli variaron entre 25y 4,2 x 10 UFC/100 mL, con mayores niveles en P1, seguido de P5, P2, P3,
P6 y finalmente, el P4.

En cuento a los recuentos de coliformes totales, el andlisis ANOVA indica alguna no normalidad
significativa en los datos, por tanto, se realizd el Test de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas de los puntos de muestreo, que indico la existencia de diferencias significativas (p <
0,05) entre las medianas de coliformes totales de los puntos de muestreo P2 y P4. Los valores de
coliformes totales variaron entre 2,28 x 10* y 12,40 x 10° UFC/100 mL, siendo el P5 el que
presenta mayor nivel de contaminacion, seguido de P2, P1, P6, P3, y por ultimo P4.

En Europa no hay indicaciones para la regulacion de la calidad de las aguas de riego en cuanto a
ARB. Sin embargo, para todos los puntos y en todos los muestreos, excepto para el segundo
muestreo del P4, existe contaminacion de origen fecal debido a la presencia de niveles de E. coli
superiores a los limites maximos aconsejados para aguas destinadas al regadio que entren en
contacto con productos comestibles (100 UFC/100 mL) (R.D. 1620/2007). En un estudio realizado
en acequias de otros puntos de Valencia (Amato et al., 2021), los valores de E. coli también
excedian los limites recomendados, tal y como en los puntos de muestreo del presente estudio.
Por tanto, el agua no deberia utilizarse para riego de productos comestibles crudos, siendo
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necesario un control de la calidad de las aguas para evadir riesgos microbioldgicos y reducir el
numero de resistencias a antimicrobianos en aguas de riego.

4.2. Identificacion bioquimica y molecular de los aislados

De los 135 aislados obtenidos de los diferentes puntos de muestreo, 44 fueron negativos para la
prueba oxidasa, positivos para la prueba de catalasa y gramnegativos, siendo 29 aislados en
medio ESBL (65,9%) y los 15 restantes aislados en medio SC (34,1%) y, por tanto, supuestamente
resistentes a beta- lactdmicos y los segundos, ademds, a carbapenemes. Teniendo en cuenta el
punto de muestreo, 16 de las cepas fueron aisladas del P1, 2 de los aislados proceden del P2, 10
cepas del P3, 5 del P4, 2 del P5 y 9 cepas del P6.

El resultado de la identificacidn bioquimica de todos los aislados tras llevar a cabo la tira APl 20E
se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Identificacidn de los aislados mediante tiras APl 20E

Punto Caédigo de cepas Identificacion API 20E % ID N2 de cepas
M1-S1A
M1-S1B
M1-2 S Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 >93% 5
M1-4 SR
M1-S2
M1-1S
P1 M1-3S Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 2 >81% 3
M1-S1
MI-El Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 98% 2
M1-E2 R
M1-3 E Escherichia coli 1 >99% 1
M1-4 S Stenotrophomonas maltophilia >94% 1
M1-2 E Serratia fonticola >91% 1
P2 M2-E3 Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 99% 1
M2-E1 Klebsiella pneumoniae spp ozaenae >89% 1
mgj 2 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 >89% 2
P3 MNSI-EEllR Enterobacter cloacae >93% 2
M3-1B E Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 99% 1
M3-4A E Kluyvera spp >86% 1
M3-E2 R Serratia fonticola >91% 1
MI\:A-&EA 2E Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 98% 2
P4 M4-1E Serratia fonticola >97% 1
M4-E4 Serratia marcescens 99% 1
pS M5-E1 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 >94% 1
M5-1A E Klebsiella oxytoca >97% 1
M6-S2
Me-51 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 >94% 4
M6-S2 R
P6 M6-4 E
M6-1 S Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 2 >81% 1
M6-4 E Enterobacter cloacae >95% 1
M6-E2 R Serratia fonticola >91% 1

E: aislados en medio ESBL, S: aislados en mSuperCARBA
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De las 44 cepas, 21 fueron identificadas dentro del grupo KESC (12 K. pneumoniae ssp
pneumoniae 1, 4 K. pneumoniae ssp pneumoniae 2, 1 K. pneumoniae spp ozaenae, 1 K. oxytoca
y 2 E. cloacae); 6 como A. baumannii/calcoaceticus; 5 Serratia ssp. (4 S. fonticola y 1 S.
marcescens); 1 Stenotrophomonas maltophilia; 1 Kluyvera spp; 1 E. coli 1; y, 9 de los aislados
fueron identificados como dudosos.

Se llevé a cabo la amplificacién y secuenciacidn del gen 16S rARN de las cepas identificadas como
A. baumannii/calcoaceticus y de aquellos aislados con porcentajes de identificacion bajos, y los
resultados se recogieron en el Anexo C.

De los 6 aislados identificados mediante tira API 20E, tras la secuenciacion del gen 16S rARN, 3
resultaron ser A. baumannii; 1 A. calcoaceticus; y, los 2 restantes, Acinetobacter pitti. Por tanto,
la identificacion molecular presenta una mayor precisiéon que la bioquimica.

Asi pues, a partir de los resultados de la identificacidn molecular, la clasificacidn de las 44 cepas
se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Identificacidon molecular de todos los aislados

Punto Cddigo de cepas Identificacion N2 de cepas
M1-S1A; M1-S1B; M1-2 S;
M1-4 S R; M1-S2; M1-1S; Klebsiella pneumoniae 8
M1-3 S; M1-S1
P1 _ . _ . _ .
MI-EL; M1-E2; M1-E2 R; Acinetobacter baumannii 4
M1-E3
M1-3 E Escherichia coli 1 1
M1-4 S Stenotrophomonas maltophilia 1
M1-2 E; M1-4 E Serratia fonticola 2
P2 M2-E3 Acinetobacter baumannii 1
M2-E1 Klebsiella pneumoniae 1
M3-3 S; M3-S3; M3-2 E Klebsiella pneumoniae 3
M3-E1; M3-E1 R Enterobacter cloacae 2
P3 M3-1BE Acinetobacter calcoaceticus 1
M3-E2 Acinetobacter pittii 1
M3-1A E Leclercia adecarboxylata 1
M3-4A E Kluyvera spp 1
M3-E2 R Serratia fonticola 1
M4-1A E; M4-E2 Acinetobacter pitti 2
P4 M4-1 E; M4-E1 Serratia fonticola 2
MA4-E4 Serratia marcescens 1
p5 M5-E1 Klebsiella pneumoniae 1
M5-1A E Klebsiella oxytoca 1
M6-S2; M6-S1; M6-S2 R; . .
M6-4 E; M6-15 Klebsiella pneumoniae 5
P6 M6-4 E Enterobacter cloacae 1
M6-E2 R Serratia fonticola 1
Mé6-1 E Raoultella ornithinolytica 1
M6-E2 Acinetobacter baumannii 1

E: aislados en medio ESBL, S: aislados en mSuperCARBA



23

La cepa mas frecuentemente aislada fue K. pneumoniae (40,9%), aislada en el 77,8% de los casos
en SCy el 22,2% restante en ESBL; seguida de S. fonticola y A. baumannii, con un 13,6% de los
aislados; el 6,8% fueron E. cloacae y A. pittii; y finalmente, con el 2,3% S. maltophilia, Kluyvera
spp., E. coli 1, S. marcescens, K. oxytoca, A. calcoaceticus, L. adecarboxylata y R. ornithinolytica.

Asi, en el medio SC han sido aisladas sélo 2 especies, K. pneumoniae y S. maltophilia, de las
cuales se tienen antecedentes de poseer resistencia a carbapenemes (Magiorakos et al., 2012;
Martinez-Martinez, 2019; WHO, 2021).

Ademas, en el P1 se encontraba el 44,4% de las cepas de K. pneumoniae; seguido por el P6 con
un 27,8%; P3 con 16,7%; P2 y P5 con el 5,6%; mientras que en P4 no se aislé ninguna. S.
maltophilia y E. coli 1 en cambio, sélo fueron aisladas en el P1. Kluyvera spp., A. calcoaceticus y
L. adecarboxylata se aislaron solamente en P3; S. marcescens en P4; K. oxytoca en P5; y, R.
ornithinolytica en P6. E. cloacae se aislé en el 66,7% de los casos de P3 y del 33,3% de P6. En el
caso de la especie S. fonticola, fue aislada en un 33,3 % en P1y P4y 16,7% en P3 y P6; mientras
que A. baumannii un 66,7% de P1y un 16,7% de P2 y P6. Por ultimo, A. pittii fue aislado en un
66,7% de P4 y un 33,3% de P3. Asimismo, en el P3 se han aislado el mayor nimero de especies
distintas (7), seguido del P1y P6 (5), el P4 (3), y finalmente, P2 y P5 (2).

En un estudio en aguas superficiales asiaticas (Sta Ana et al., 2021), el 23,7% de las cepas aisladas
se identificaron como E. coli; el 18,4% como C. freundii; 17,1% K. pneumoniae;y 15,8% E. cloacae.
En el estudio presente, sin embargo, no se identificé ningun C. freundii, el porcentaje de para E.
coli fue inferior (2,3%), para K. pneumoniae fue superior (40,9%) y para E. cloacae también fue
ligeramente inferior (6,8%).

4.3. Perfil de resistencia antibidtica de los aislados

Tras realizar los antibiogramas sobre las 44 cepas, se obtuvieron diferentes patrones de
resistencia tal y como se observan en la Tabla 7.

Los antibidticos ensayados se dividen en 7 grupos segun la clasificacion de antibiéticos de la OMS
(WHO, 2019): penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion (C3G), penems, quinolonas,
aminoglucdsidos (AG), tetraciclinas y fenicoles.

Veintinueve de las cepas aisladas mostraron alguna resistencia adquirida a alguno de los 13
antibidticos testados y 15 de los aislados fueron sensibles a todos. Se hallaron 18 perfiles de
resistencia diferentes para las 44 cepas aisladas. De los 18 perfiles de resistencia, al menos un
antibiético de la familia de B-lactdmicos estaba presente en 15 de ellos. De esos 15, 9
presentaban algun antibidtico del grupo de penicilinas, 10 alguna C3G y 1 algun antibidtico del
grupo de los carbapenemes. Asi, el patrén de resistencias con mayor nimero de aislados fue
AMC-CTX-CRO-CAZ-NA-LEV-CIP-CN-TE  (penicilinas, C3G, quinolonas, aminoglucésidos,
tetraciclinas), con resistencia a 9 de los 13 antibidticos testados, siendo las 5 cepas aisladas en
mSuperCARBA. El segundo patrén mas frecuente con 3 aislados fue AMC (penicilinas) y AMC-C
(penicilinas y fenicoles), siendo las 3 cepas de AMC aisladas del medio ESBL y para AMC-C, 2 de
las cepas aisladas de ESBLy 1 en mSuperCARBA.
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Tabla 7. Patrones de resistencia a antibidticos de las cepas

Patrones de resistencia N2 de cepas Caédigo de cepas
AMC 3 M5-1A E; M5-E1; M6-4 E
C 1 M1-E2
CTX 1 M3-1B E
NA 2 M1-4 E; M4-1 E
AMC-C 3 M2-E1; M1-3 S; M1-E3
AMC-TE-C 2 M1-1S; M1-S1
CN-TE-C 1 M4-E4
CTX-CRO-CAZ 1 M1-2 E
AMP-AMC-CTX-CRO 1 M1-3 E
AMC-CTX-CRO-CAZ 1 M3-$3
AMC-NA-LEV-CIP 1 M3-3S
CAZ-NA-LEV-CIP 1 M1-4 S
CTX-CRO-NA-TE-C 1 M3-4AE
CTX-CRO-NA-LEV-CIP-CN 1 M3-E1
AMC-CTX-CRO-CAZ-NA-LEV-CIP- L M6.52
TE-C
AMC'CTX'CRSI'\]C_/TAE'NA'LEV'C'P' 5 M1-S1B; M1-2 S; M1-4 S R; M1-52; M6-52 R
AMC-CTX-CRO-CAZ-NA-LEV-CIP-
CNTEC 2 M6-1 S; M6-S1
AMC-CTX-CRO-CAZ-MEM-NA-LEV-
CIP-CN-TE ! M1-51A

AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Clavulanico, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima,
MEM: Meropenem, CN: Gentamicina, NA: Acido nalidixico, LEV: Levofloxacino, CIP: Ciprofloxacino, TE:
Tetraciclina, C: Cloranfenicol, E: aislados en medio ESBL, S: aislados en mSuperCARBA.

Aguellas cepas que presentaron resistencia a 3 o mas clases de antibidticos se consideraron
multirresistentes (MDR) (Gekenidis et al., 2018, 2020; Magiorakos et al., 2012). Por tanto, 8 de
los 18 perfiles de resistencia presentaban estas caracteristicas, de modo que, 14 de las 44 cepas
ensayadas (31,8%) eran MDR. Asi, un 35,7% de las cepas multirresistentes lo fueron para
penicilinas, C3G, quinolonas, AG y tetraciclinas; un 14,3% a penicilinas, tetraciclinas y fenicoles;
un 14,3% a penicilinas, C3G, quinolonas, AG, tetraciclinas y fenicoles; el 7,1% mostraron
resistencia a AG, tetraciclinas y fenicoles; el mismo porcentaje (7,1%) a C3G, quinolonas,
tetraciclinas y fenicoles; 7,1% a C3G, quinolonas y AG; 7,1% a penicilinas, C3G, quinolonas,
tetraciclinas y fenicoles; 7,1% a penicilinas, C3G, carbapenemes, quinolonas, AG y tetraciclinas.
Asi, un 92,8% de las cepas multirresistentes lo son a la familia de tetraciclinas testadas; un 78,6%
a las penicilinas, C3G y quinolonas; un 71,4% a AG; un 50,0% a fenicoles; y, por ultimo, un 7,1%
son resistentes a los carbapenemes. Se observd, que el 78,6% de las MDR fueron aisladas en
mSuperCARBA, mientras que un 21,4% en ESBL.

Ademas, el 50,0% de las cepas multirresistentes fueron aislados del P1; el 28,6% del P6; el 14,3%
del P3; el 7,1% del P4; y del P2 y P5 no fueron aisladas ninguna cepa multirresistente. Asi,
resultaron multirresistentes el 43,7% de los aislados del P1; el 44,4% de las cepas del P6 v,
finalmente, el 20% de los aislados del P3 y del P4.

En la Figura 6 se muestra conjuntamente la susceptibilidad de las 44 cepas a los 13 antibidticos
testados, e incluyendo el tipo de respuesta, segln si es sensible, intermedio o resistente al efecto
del antibiético.
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Figura 6. Sensibilidad a antibidticos de las cepas aisladas

Se observa una gran variabilidad en la resistencia a las diferentes familias de antibiéticos de los
aislados, siendo predominante la resistencia a los B-lactamicos, sobre todo para las penicilinas
AMP (95,5%) y AMC (90,9%), seguido de las cefalosporinas de tercera generacién, CTX (36,4%),
CRO (34,1%) y CAZ (27,3%) y con menor frecuencia los carbapenems con un 2,3% de resistencia
al MEM, y ninguna cepa resistente a IMP. Seguido de los anfenicoles con un 40,9% de los aislados
resistentes al C; las quinolonas con NA (34,1%), LEV (27,3%) y CIP (27,3%); tetraciclinas con un
31,88% de las cepas resistentes a TE; y un 25% de los aislados resistentes a CN de la familia de
los aminoglucésidos.

En un estudio realizado en unas aguas de riego en Valencia (Amato et al., 2021), el 72% de los
aislados fue resistente a ampicilina, inferior a lo detectado en los aislados ensayados en este
estudio; la resistencia a tetraciclina y ciprofloxacina fue superior a lo determinado y para las
cefalosporinas de nueva generacion los valores obtenidos fueron similares; para meropenem,
todos los aislados resultaron sensibles, por tanto, concuerda con los resultados presentados,
donde sdlo un aislado presentaba resistencia. Detectaron 15 patrones de multirresistencia,
siendo el 70,4% de los aislados de E. coli multirresistentes, ligeramente superior a lo detectados
en nuestras aguas. Los resultados obtenidos también son semejantes a un estudio realizado en
aguas superficiales de Asia y Brasil (Freitas et al., 2019; Sta Ana et al., 2021) donde los aislados
de la familia Enterobacteriaceae y del género Acinetobacter, fueron resistentes en un alto
porcentaje a penicilinas; un menor porcentaje a CTX; muy pocas a carbapenemes; y, niveles
intermedios de resistencia se observaron para los AG, TE y CIP. Ademas, en un analisis de las
resistencias antibidticas en aguas de riego de Suiza (Gekenidis et al., 2018), ninguna de las cepas
aisladas presentaba resistencia a los antibidticos carbapenémicos meropenem e imipenem,
demostrando la baja prevalencia de éstos en aguas de riego.

Por lo que respecta a las diferencias de sensibilidad a los agentes antimicrobianos entre los
diferentes puntos de muestreo, el P1 presentan al mayor nimero de resistencias, siendo todos
los aislados resistentes a las penicilinas; la mitad de las cepas resistentes a C3G; un 6,3%
resistente a carbapenemes; un 43,7% resistente a quinolonas; un 37,5% resistente a AG; la mitad
de los aislados resistentes a tetraciclinas y un 43,7% resistente a fenicoles. Seguidamente, se
encuentra el P6, con el 88,9% de los aislados resistentes a penicilinas; el 44,4% a C3G, quinolonas
y tetraciclinas; y el 33,3% resistentes a AG y fenicoles. En tercer lugar, encontramos el P3, con el
90,0% de las cepas aisladas resistentes a penicilinas; el 40,0% a C3G; el 30,0% a quinolonas y
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fenicoles; y, el 10,0% a AG y tetraciclinas. A continuacion, el P4, con todas los aislados resistentes
a penicilinas; el 60,0% a fenicoles; y, el 20,0% a quinolonas, AG y tetraciclinas. Todas le cepas
aisladas del P2 fueron resistentes a penicilinas y fenicoles, y, por ultimo, todos los aislados del
PS5, sélo fueron resistentes a penicilinas.

Las cepas consideradas multirresistentes pertenecian un 78,6% a la especie K. pneumoniae; y un
7,1% a los géneros Enterobacter, Kluyvera y Serratia. Demostrando, la gran preocupacion
existente por K. pneumoniae, debido a su gran desaminacion en el agua y amplio espectro de
resistencia (Amato et al., 2021; Ventola, 2015)

4.4. Deteccidn de genes de resistencia a antibidticos B-lactamicos y quinolonas

Presencia de genes en las muestras de agua sin cultivar

Se hizo mPCR para detectar los genes de resistencia a B-lactamicos, blarem, blasny, blacwy-2, blawe,
blaoxa-as, blavim y blaxec, y a quinolonas, QnrA, QnrB 'y QnrS en el ADN extraido directamente de
las muestras de agua sin cultivar. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Genes de resistencia a B-lactdmicos y quinolonas en muestras de agua sin cultivar

Genes de resistencia a B-lactamicos y quinolonas
Punto Muestreo blaoxa-
blatem | blaswv | blacmy2 | blaipm oA blavm | blaxec QnrA | QnrB QnrS
48
1 + - - + + - + - - -
P1 2 + - - - + - - - -
1 + - - + + - - - - -
P2 5 - - - - - - " - -
p3 1 + - + + + - - - - -
2 - - - - + - + - - +
1 - + - - - - - +
P4
2 - - - - - - - - - -
1 + - - - + - + - - +
P5
2 + - - - + - + - - +
1 - - - - + - - - - -
P6 2 - - - + - - - +
Porcentajes de 50 0 16,7 25 75 0 50 0 0 41,7
deteccion (%)
XZ 8,000 4,800 4,000 9,333 8,000 5,829
nsc nsc nsc nsc
p 0,1562 0,4408 0,5494 0,0965 0,1562 0,3233

nsc: no se puede calcular

La prueba de la x?, mediante la cual se determina la relacién de dependencia entre la presencia
del gen y el punto de muestreo reveld que no existe una relacién de dependencia entre ambos
factores para ninguno de los genes y puntos estudiados (p
> 0.05). Asi, la presencia de los genes de resistencia testados no depende del punto de
procedencia de la muestra.

El gen encontrado en mas puntos de muestreo fue blaoxa, perteneciente a la clase de
carbapenemes, presente en todos los puntos menos en P4. Seguidamente, el gen blamem (B-
lactamicos) se ha detectado en todos los puntos excepto P4 y P6; blaxec (carbapenemes) en P1,
P2, P3, P5; QnrS (quinolonas) en P3, P4, P5 y P6; blawe (carbapenemes) en P1, P2 y P3; blacwy-
(B-lactdmicos) ha sido hallado en P3 y P4. En cambio, blasay (B-lactamicos), blavm
(carbapenemes), QnrAy QnrB, del grupo quinolonas, no han sido detectados en ninguna de las
muestras de aguas sin cultivar.
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El punto con mayor presencia de los genes ensayados fue P3, con blarem, blacmy-2, blawe, blaoxa,
blakec y QnrS; seguido de P1, P2 y P5 con la presencia de 4 de los 10 genes estudiados; y
finalmente, P4 y P6 con presencia de 2 genes.

En el estudio realizado por Amato et al. (2021), el gen blarem se detectd en la mayoria de las
muestras de aguas sin cultivar, y QnrS en el 72%, resultados similares a los obtenidos para los
puntos de muestreo del estudio. Los genes blakec, blaoxa y QnrS fueron detectados por Amarasiri
etal. (2022) en aguas superficiales del Nepal. En otro estudio, llevado a cabo en aguas
superficiales de Brasil, (Sanchez et al., 2018) blarem fue detectado en el 86,4% de las muestras,
valor similar al obtenido en el presente estudio; blaxec, se encontré un porcentaje inferior
(30,8%) al detectado en nuestras aguas (66,7%) y ademas detectan el gen blasy, al contrario que
en el presente estudio donde no se detectd en ninguna de las muestras. De igual modo al que
en nuestro analisis, blavim no se detecté en ninguna de las muestras; y, QnrS, QnrB, se detecté
en el 53,8% y QnrA en el 15,4% de las muestras, mientras que en nuestro estudio, sélo se detecté
el gen de quinolonas QnrS en el 66,7% de las muestras estudiadas (Sanchez et al., 2018).

Presencia de genes en los aislados

Asi mismo se realizé la mPCR para detectar los genes de resistencia a B-lactamicos, blarem, blasay,
blacmy-2, blawme, blaoxa-as, blavim y blakec, y a quinolonas, QnrA, QnrBy QnrS en el ADN extraido de
las 44 cepas aisladas de los diferentes puntos de muestreo (Tabla 9).

Se uso el estadistico x? para determinar la dependencia entre la presencia del gen y el medio de
cultivo utilizado para su aislamiento, asi como la relacién entre la presencia del gen y el punto
de muestreo. Los valores de p < 0,05 indican la relacién de dependencia entre la presencia de
los genes blarem (p = 0,0010), blasuv (p = 0,000) y blaoxa (p = 0,0005) respecto al medio de cultivo.
En el 66,7% de los casos, la presencia de blatem se dio en aislados de SC; con respecto al gen
blasuv, 91,7% fue detectado en aislados de SC; y también en SC se aislaron el 75,0% de las cepas
con presencia positiva de blaoxa. Ademas, destaca que el gen blawc es detectado
mayoritariamente (60%) en cepas aisladas del medio ESBL. Por ultimo, QnrBy QnrS se detectaron
Unicamente en aislados en ESBL.

Para el factor punto de muestreo, todos los genes ensayados resultaron independientes (p >
0,05), es decir, la presencia o no del gen de resistencia no dependia del punto del cual habia sido
aislada la cepa. En el 37,5% de las cepas aisladas del P1 se detectd la presencia de blarem; en el
50,0% blasny; blaoxa fue detectado en el 25,0% y el QnrB en el 6,3% de las cepas de dicho punto.
En P2, se detectd en la mitad de las cepas el gen blarem. Un 40,0% de los aislados de P3
presentaban blarem; un 30,0% blaswy; los genes blaoxay QnrS estuvieron presentes en un 20,0%;
y los genes blacuy-2, blayiv, blakec y QnrB en un 10,0%. En P4 se detectaron blatem y blakec en el
20,0% de los aislados. En los aislados de P5 no se detectd ningln de los genes de resistencia
ensayados. En los aislados de P6, el 66,7% tenian blaoxa; €l 33,3% blatem y blakec; €l 22,2% QnrS;
y, el 11,1% blaspy.

De las 44 cepas analizadas, 27 presentaron alguno de los 10 genes de resistencia estudiados
(61,4%). El gen encontrado en el mayor nimero de cepas fue blarem, presente en el 34,1% de los
aislados; seguido de blasuyy blaoxa, en el 27,3%; blakec en el 11,4%; QnrS en el 9,1%; QnrB en el
4,5%; Y, blacmy-2 y blavim en el 2,3%. En cambio, blaive y QnrA, no se detectaron en ninguna de las
cepas ensayadas.



Tabla 9. Genes de resistencia a B-lactdmicos y quinolonas en las cepas aisladas
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Punto

Cepa

Genes de resistencia a B-lactamicos y quinolonas

blatem

blashy

blacmy-2

blapm

blaoxa-as

blavim

blagpc

QnrA

QnrB

QnrS

P1

M1-S1A

+

M1-S1B

M1-4S

M1-E2

+ |+

M1-1S

M1-2'S

M1-3S

M1-4 SR

M1-S1

M1-52

M1-2 E

M1-3 E

M1-4 E

M1-E1

M1-E2 R

M1-E3

P2

M2-E1

M2-E3

P3

M3-E1

M3-E2

M3-4AE

M3-1B E

M3-3 S

M3-S3R

M3-1AE

M3-2 E

M3-E1R

M3-E2 R

P4

M4-1E

M4-E1

M4-1A E

M4-E2

M4-E4

P5

M5-1AE

M5-E1

P6

M6-S2

M6-1 E

M6-4 E

M6-E2

M6-1S

M6-S1

M6-S2 R

M6-4 E

+ |+ |+

M6-E2 R

+ |+ |+ |+ |+

Porcentajes de
deteccion (%)

34,1

27,3

2,3

27,3

2,3

11,4

4,5

9,1

Medio
cultivo

2

X
p

10,749
0,001

24,343
0,000

0,529
0,4669

nsc

12,290
0,0005

1,978
0,1596

0,088
0,7672

nsc

1,084
0,2979

2,276
0,1314

Punto

%
p

1,942
0,8571

8,764
0,1188

3,479
0,6266

nsc

10,725
0,0571

3,479
0,6266

7,266
0,2016

nsc

1,650
0,8951

5,818
0,3244

E: aislados en medio ESBL, S: aislados en mSuperCARBA; nsc:

no se puede calcular

Veinticuatro de las 44 cepas ensayadas (54,5%) presentaban alguno de los 7 genes B-lactdmicos
ensayados; 14 mostraron poseer alguno de los 4 genes de resistencia a carbapenemes, lo que




29

representa un 31,8% de los aislados; y, el 13,6% de las cepas alguno de los genes de resistencia
a quinolonas.

La especie en la cual se detectaron mas genes de resistencia fue K. pneumoniae, con 6 genes
(blatem, blasny, blaoxa, blaviv, blaec y QnrS), ademas, fue en la especie en la que mas se detectaron
los genes blarem (10 aislados), blasuy (10 aislados), blaoxa (10 cepas) y blaxec (3 cepas). S. fonticola
fue la segunda especie con mas genes detectados, 3 (blacuy-2, blaoxa y QnrS). Para S. maltophilia
se detectd blarem y blasuy; blatem y QnrS en E. cloacae; blawem y QnrB en Kluyvera spp; blatem vy
blakec en S. marcescens; blatremy blaoxa en A. baumannii; y, blasnwy y blakec en L. adecarboxylata.
Para E. coli 1 s6lo se encontrd QnrB; vy, para R. ornithinolytica QnrS. En cambio, no se encontrd
ningun gen de resistencia en las especies A. calcoaceticus, A. pitti y K. oxytoca.

Asi, en Amato et al. (2021) se detectd blarem en el 96% de los aislados de E. coli y el 21,6%
presentaba el gen QnrS. Sin embargo, en Sta Ana et al. (2021), detectaron blatem y blasay en un
16,3% y 8,5%, respectivamente de los aislados productores de EBSL y los genes que codifican
para dos de las tres beta-lactamasas mas importantes de espectro extendido blarem y blasny se
encontraron en el 85,29% y 41,18% de los aislados de E. coli, respectivamente, mientras que
blakec no fue detectado. Ademas, Freitas et al. (2019), detectd los genes blarem y blasay en los
aislados pertenecientes a los géneros de Escherichia, Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella y
Pseudomonas, mientras que los genes de carbapenemes blawme, blavm y blakec no fueron
detectados. En el estudio realizado por Vital et al. (2018), el gen blarem fue detectado en los
aislados productores de ESBL, mientras que no se detectaron blasyy ni blaoxa. En un estudio de
resistencias en aguas de riego en Enterobacteriaceae (Gekenidis et al., 2020), se detectaron
genes que codifican para beta-lactamasas del tipo AmpC, blacwy. Asi, hay una gran diversidad y
diferencia en la presencia de genes de resistencia a B-lactdmicos y quinolonas, segun la
procedencia de las aguas y el gen estudiado.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo ha permitido estudiar la presencia de resistencias antibiéticas en diferentes
puntos de aguas de la region de La Albufera, destinadas principalmente al riego de productos
comestibles.

La deteccidn de elevados valores de coliformes totales, asi como de E. coli superiores a los limites
aconsejados para aguas de riego, en todos los puntos de muestreo, pone de manifiesto la
presencia de contaminacién fecal de las aguas, y, por tanto, el riesgo microbioldgico que supone
para el riego de productos comestibles. Siendo importante la aplicacion de medidas de vigilancia
tal y como recomienda ‘One Health’, para reducir las amenazas a la salud publica debido a la
interfaz humanos, animales y medioambiente.

El andlisis de susceptibilidad de las diferentes bacterias aisladas revela la presencia de bacterias
multirresistentes, suponiendo una gran amenaza para el buen tratamiento de enfermedades,
debido a la falta de antibiéticos que puedan ser sensibles a estas bacterias MDR.

Ademas, la elevada presencia de la cepa K. pneumoniae, y, en menor medida, de Acinetobacter
spp., es preocupante, debido a que se trata de bacterias oportunistas de preocupacién mundial,
al estar estrechamente implicadas en infecciones nosocomiales, principalmente de pacientes en
la UCI e inmunocomprometidos. Es tal su preocupacioén, que figuran en la lista de patégenos
prioritarios de la OMS, al ser resistentes a los carbapenémicos, antibidticos de ultima accion, vy,
productor de ESBL, en el caso de K. pneumoniae.

Asi, la presencia de ARB en las aguas de riego contribuye a que aumente el resistoma a los
antibidticos debido a la transferencia de los ARG entre las diferentes bacterias, tanto a nivel
clinico como ambiental. Destaca la presencia de los genes blarem y blaswy, que codifican para dos
de las tres B-lactamasas mas importantes de espectro extendido, y, blaoxa-as, que codifica para
una carbapenemasa, con una elevada diseminacidon actualmente en Europa. También es
importante, la deteccién de blaxec, que codifica para una carbapenemasa, aislada por primera
vez en K. pneumoniae, y que es endémica en los paises mediterraneos.

Por tanto, debido a la gran amenaza que supone la resistencia a antibidticos, especialmente en
las aguas como reservorio principal y como uno de los centros de transmision al medioambiente,
es necesaria, una actuacién inmediata y una puesta en marcha de medidas de control
epidemioldgico de las resistencias antibidticas en las aguas de riego.
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