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Deteccion y estudio de resistencias antibiéticas en aguas del lago de La Albufera
y su entorno.

Resumen

El Parque Natural de la Albufera, situado en la costa mediterranea, es un
ecosistema lagunar de gran importancia tanto ecoldgica como socioeconémica. Sin
embargo, en la actualidad enfrenta una amenaza creciente debido a la alta presencia
de bacterias multirresistentes a los antibidticos en sus acequias. Este fendmeno ha
captado la atencion internacional, especialmente de organismos como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), identificando a las bacterias multirresistentes como una de
las principales amenazas para la salud global. Esta problemética compromete la eficacia
de los tratamientos antimicrobianos y plantea graves riesgos para la salud publica y la
seguridad alimentaria, especialmente debido al aumento de estas bacterias en las
aguas de riego, fendmeno que ha favorecido la diseminacién de genes de resistencia,
creando un entorno propicio para la proliferacion de bacterias resistentes y la
transmision de estos genes. La situacion no solo afecta la salud de los ecosistemas
acuaticos locales, sino que también tiene un impacto negativo en las comunidades
humanas, debido al consumo de productos agricolas regados con aguas contaminadas.
En este estudio se analizaron siete muestras de agua, seis de las cuales provenian de
la red de acequias que desembocan en la Albufera. Se evalud la calidad higiénico-
sanitaria del agua de riego, abordando varios aspectos, como el recuento de coliformes
y E. coli, la deteccion de Salmonella spp., y el aislamiento de bacterias productoras de
B-lactamasas y carbapenemasas. Posteriormente, se realiz6 una identificacién
bioguimica mediante tiras APl y una segunda identificacion a través de la secuenciacion
del gen 16S del ARNr. Ademas, se llevé a cabo un ensayo de susceptibilidad
antimicrobiana de todas las cepas contra ocho grupos diferentes de antibioticos v,
finalmente, se identificé la presencia de genes de resistencia a antibidticos B-lactdmicos,
carbapenémicos y quinolonas. Los resultados mostraron que la calidad higiénico-
sanitaria de estas aguas es adecuada para riego, ya que presentaron bajos niveles de
coliformes y ausencia de Salmonella spp.. No obstante, de los 75 aislados totales, el
84% presentd resistencia a alguno de los antibiéticos probados identificAndose 20
perfiles de resistencia 10 de los cuales se podrian clasificar como multirresistentes. Por
otro lado, el 71% de las cepas contenian al menos uno de los genes de resistencia
estudiados, con un 52% de cepas con algun gen de resistencia a antibidticos f3-
lactdmicos, un 24% a carbapenémicos y un 40% a quinolonas. En total, se identificaron
31 perfiles genéticos distintos, de los cuales 4 podrian clasificarse como perfiles de
multirresistencia, al presentar al menos un gen de cada una de las familias de resistencia
estudiadas. Este andlisis evidencia la preocupante presencia y diversidad de bacterias
multirresistentes en el agua de riego del Parque Natural de la Albufera, subrayando la
necesidad urgente de controlar y mitigar la propagacién de genes de resistencia para
proteger tanto la salud puablica como la integridad ecoldgica del area.

Este trabajo esta vinculado con los siguientes objetivos de desarrollo sostenible:
ODS 1 Fin de la pobreza; ODS 2 Hambre cero; ODS 3 Salud y bienestar; ODS 6 Agua
limpia y sanemaiento y ODS 12 Produccion y consumo responsables.

Palabras clave: genes de resistencia; B-lactamicos; carbapenémicos; coliformes;
salmonella spp.; multirresistencia.



Detecci6 i estudi de resistencies antibiotiques en aigles del llac de L'Albuferai el
seu entorn.

Resum

El Parc Natural de I'Albufera, situat a la costa mediterrania, €s un ecosistema
llacunar de gran importancia tant ecologica com socioeconomica. No obstant aixo,
actualment s'enfronta a una amenaca creixent a causa de la alta presencia de bacteris
multiresistents als antibiotics en les seues séquies. Aquest fenomen ha captat I'atencié
internacional, especialment d'organismes com |'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS),
identificant els bacteris multiresistents com una de les principals amenaces per a la salut
global. Aquesta problematica compromet l'eficacia dels tractaments antimicrobians i
planteja greus riscos per a la salut publica i la seguretat alimentaria, especialment a
causa de l'augment d'aquestes bacteris en les aigles de reg, fenomen que ha afavorit
la disseminaci6é de gens de resisténcia, creant un entorn propici per a la proliferacié de
bacteris resistents i la transmissio d'aquests gens. La situacié no només afecta la salut
dels ecosistemes aquatics locals, siné que també té un impacte negatiu en les
comunitats humanes, a causa del consum de productes agricoles regats amb aigiies
contaminades. En aquest estudi es van analitzar set mostres d'aigua, sis de les quals
provenien de la xarxa de séquies que desemboquen a |'Albufera. Es va avaluar la
gualitat higienicosanitaria de l'aigua de reg, abordant diversos aspectes, com el
recompte de coliformes i E. coli, la deteccié de Salmonella spp., i I'aillament de bacteris
productors de B-lactamases i carbapenemases. Posteriorment, es va realitzar una
identificacié bioguimica mitjancant tires API i una segona identificacio a través de la
sequenciacié del gen 16S de I'ARNr. A més, es va dur a terme un assaig de
susceptibilitat antimicrobiana de totes les soques contra vuit grups diferents d'antibiotics
i, finalment, es va identificar la preséncia de gens de resisténcia a antibiotics B-lactamics,
carbapenemics i quinolones. Els resultats van mostrar que la qualitat higienicosanitaria
d'aquestes aiglies és adequada per a reg, ja que van presentar baixos nivells de
coliformes i absencia de Salmonella spp.. No obstant aix0, dels 75 aillats totals, el 84%
va presentar resistencia a algun dels antibiotics provats, identificant-se 20 perfils de
resisténcia a antibidtics i destacant la resisténcia a penicil-lines i cefalosporines. D'altra
banda, el 71% de les soques contenien almenys un dels gens de resisténcia estudiats,
amb un 52% de soques amb algun gen de resisténcia a antibiotics B-lactamics, un 24%a
carbapenemics i un 40% a quinolones. En total, es van identificar 31 perfils genétics
diferents, dels quals 4 podrien classificar-se com a perfils de multiresisténcia, en
presentar almenys un gen de cada una de les families de resisténcia estudiades.
Aquesta analisi evidencia la preocupant preséncia i diversitat de bacteris multiresistents
en l'aigua de reg del Parc Natural de I'Albufera, subratllant la necessitat urgent de
controlar i mitigar la propagacio de gens de resisténcia per a protegir tant la salut publica
com la integritat ecologica de l'area.

Aquest treball esta vinculat amb els seglients objectius de desenvolupament sostenible:
ODS 1 Fi de la pobresa; ODS 2 Fam zero; ODS 3 Salut i benestar; ODS 6 Aigua neta i
sanejament i ODS 12 Producci6 i consum responsables.

Paraules clau: gens de resistencia; B-lactamics, carbapenémics; coliformes; salmonella
spp.; multiresistencia.



Detection and study of antibiotic resistance in the waters of the Albufera lake and
its surroundings.

Abstract

The Albufera Natural Park, located on the Mediterranean coast, is a lagoon
ecosystem of great ecological and socioeconomic importance. However, it currently
faces a growing threat due to the high presence of multidrug-resistant bacteria in its
irrigation ditches. This phenomenon has garnered international attention, especially from
organizations such as the World Health Organization (WHO), identifying multidrug-
resistant bacteria as one of the main threats to global health. This issue compromises
the effectiveness of antimicrobial treatments and poses serious risks to public health and
food security, especially due to the increase of these bacteria in irrigation waters, a
phenomenon that has favored the dissemination of resistance genes, creating a
conducive environment for the proliferation of resistant bacteria and the transmission of
these genes. The situation not only affects the health of local aquatic ecosystems but
also has a negative impact on human communities due to the consumption of agricultural
products irrigated with contaminated water. In this study, seven water samples were
analyzed, six of which came from the network of ditches that flow into the Albufera. The
hygienic-sanitary quality of the irrigation water was evaluated, addressing several
aspects such as the count of coliforms and E. coli, the detection of Salmonella spp., and
the isolation of B-lactamase and carbapenemase-producing bacteria. Subsequently, a
biochemical identification was performed using API strips and a second identification
through 16S rRNA gene sequencing. Additionally, an antimicrobial susceptibility test was
conducted on all strains against eight different groups of antibiotics, and finally, the
presence of resistance genes to B-lactam, carbapenem, and quinolone antibiotics was
identified. The results showed that the hygienic-sanitary quality of these waters is
suitable for irrigation, as they presented low levels of coliforms and no presence of
Salmonella spp.. However, of the 75 total isolates, 84% showed resistance to at least
one of the tested antibiotics, identifying 20 antibiotic resistance profiles, with a notable
resistance to penicillins and cephalosporins. On the other hand, 71% of the strains
contained at least one of the studied resistance genes, with 52% of strains carrying a
resistance gene to B-lactam antibiotics, 24% to carbapenems, and 40% to quinolones.
In total, 31 different genetic profiles were identified, four of which could be classified as
multidrug-resistant profiles, as they contained at least one gene from each of the studied
resistance families. This analysis highlights the concerning presence and diversity of
multidrug-resistant bacteria in the irrigation water of the Albufera Natural Park,
emphasizing the urgent need to control and mitigate the spread of resistance genes to
protect both public health and the ecological integrity of the area.

This work is linked to the following Sustainable Development Goals (SDGs): SDG 1 No
Poverty; SDG 2 Zero Hunger; SDG 3 Good Health and Well-being; SDG 6 Clean Water
and Sanitation; and SDG 12 Responsible Consumption and Production.

Keywords: resistance genes; B-lactams; carbapenems; coliforms; Salmonella spp.;
multidrug resistance.
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1. INTRODUCCION
1.1 LA ALBUFERA

El Parque Natural de La Albufera abarca 21.120 hectareas y representa uno de
los humedales mas destacados de la Comunidad Valenciana y la cuenca mediterranea.
Tiene su origen en un antiguo golfo marino aislado y parcialmente rellenado por
sedimentacién entre los rios Turia y Xdaquer, formando una laguna salobre rodeada de
marjales. A partir del siglo XV, con la implantacién del cultivo de arroz, se inicié un
proceso de dulcificacion del sistema palustre y una aceleracion del relleno de los
marjales para aumentar la superficie cultivable. Fue declarado Parque Natural en 1986,
y en 1989 recibié el reconocimiento internacional como "Humedal de Importancia
Internacional" segun la Convencion de Ramsar de 1971 [1].

Desde 1990, el Parque Natural de La Albufera forma parte de la Red Natura 2000
como Zona de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA) y fue designado Lugar de
Importancia Comunitaria (LIC) en 2006. Este espacio alberga una rica biodiversidad y
actualmente se practican tres actividades tradicionales: la pesca, la cazay la agricultura,
destacandose especialmente el cultivo de arroz, fundamental tanto desde el punto de
vista econébmico como ambiental [1].

En las Gltimas décadas, La Albufera ha experimentado cambios significativos tanto
en el clima como en la gestion del agua, desencadenando una situacién preocupante.
La reduccion drastica de los flujos hidricos, especialmente del rio Jucar, ha
desequilibrado profundamente su ecologia. Este fendmeno se atribuye en parte a la
modernizacién de los sistemas de riego, que, si bien han mejorado la eficiencia, también
han aumentado la demanda de agua en las regiones altas de la cuenca. Este incremento
en la presién hidrica, exacerbado por el crecimiento de necesidades agricolas y
urbanas, presenta una amenaza critica para la sostenibilidad de la laguna [2].

La gestion del agua se enfrenta a desafios criticos para mantener niveles
adecuados de inundacion que beneficien tanto al cultivo de arroz como al ecosistema
acuatico. Ademas, la laguna se enfrenta a un dilema estructural: su creciente
dependencia de aguas depuradas y retornos de riego de la Acequia Real del Jucar, que
han sido vitales para suplir hasta un 80% de sus recursos hidricos. La temporalidad de
los aportes hidricos se ha vuelto impredecible, con un flujo estacional que varia
significativamente entre estios secos e inviernos mas himedos, desafiando el régimen
hidrolégico habitual de las zonas hiumedas mediterraneas [2].

1.2 CONTAMINACION MICROBIANA DE AGUA DULCE

1.2.1 Género Enterobacter

Enterobacter spp. son patdégenos oportunistas que pueden causar diversas
infecciones en personas de todas las edades. Entre las enfermedades causadas por
estas bacterias se incluyen bacteriemia, sepsis, meningitis, neumonia asociada a
ventiladores, e infecciones de piel y tejidos blandos como celulitis, fascitis, miositis,
abscesos, quemaduras y lesiones por aplastamiento [3].
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Dentro de la familia Enterobacteriaceae identificamos 26 géneros y mas de 60
especies ampliamente distribuidas en plantas, frutas, verduras, animales, suelo, y agua

[4].
1.2.2 Escherichia coli

Las bacterias coliformes, son un grupo de bacterias gramnegativas perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae que suelen ser inocuas y forman parte de la microbiota
natural de los animales de sangre caliente, incluidos los humanos. Estos han sido
durante mucho tiempo una manera simple y confiable para evaluar la contaminacién por
patdégenos en diferentes medios. Esto se debe a su alta concentracién en aguas y a su
facilidad de cultivo. En un contexto en el que los métodos convencionales de deteccién
de patdgenos entéricos son costosos, laboriosos y a menudo insensibles, el uso de
bacterias indicadoras fecales sigue siendo una herramienta muy valiosa para evaluar la
calidad del agua [5].

Entre los coliformes utilizados cominmente para evaluar la contaminacion fecal,
destaca Escherichia coli, un microorganismo Gramnegativo anaerobio facultativo que
se encuentra en el tracto gastrointestinal de personas y animales, y que también puede
crecer en habitats como lagos, playas y plantas. La presencia de E. coli indica la posible
existencia de bacterias dafiinas que pueden causar enfermedades y proporciona
informaciéon sobre la extension y la naturaleza de los contaminantes. Este
microorganismo puede sobrevivir en el agua durante un periodo de 4 a 12 semanas. Su
utilidad se debe a que existen técnicas de deteccion simples, asequibles, rapidas,
sensibles y precisas [6].

Sin embargo, es crucial identificar correctamente las diferentes cepas de E. coli,
ya que algunas, como las cepas diarreogénicas, son una de las principales causas de
diarrea en personas, especialmente en paises de bajos ingresos donde los recursos
para manejar adecuadamente estas enfermedades son limitados [7]. Pese a que
normalmente son bacterias comensales inocuas algunas cepas han desarrollado
capacidad patogénica pudiendo clasificarse algunas como patégenos primarios, estos
pueden dar lugar a gastroenteritis y diarrea sangrienta ademas de enfermedades como
colitis hemorragica y Sindrome Urémico Hemolitico como se muestra en la Tabla 1 [8].
Mediante la metodologia seguida nos es imposible identificar aguellas cepas patégenas
de las inocuas, no obstante, continlan siendo un importante identificador de
contaminacion fecal presente en las aguas y una fuente importante de genes de
resistencia a diferentes clases de antibiéticos [9].

1.2.3 Género Salmonella

Salmonella es un género de bacterias patégenas que causa enfermedades
intestinales y sistémicas, como la fiebre tifoidea y paratifoidea. En paises desarrollados,
aunque rara vez se reportan brotes de Salmonella transmitidos por agua, se encuentran
con frecuencia en aguas superficiales, incluidas las de riego. La contaminacién continua
de estas aguas de riego ha demostrado ser una ruta comun para la contaminacion de
cultivos y brotes de Salmonella spp. en alimentos. Ademas, se han detectado cepas
multirresistentes (MDR) en estas aguas, lo que presenta un riesgo para la salud publica
debido a la propagacion de resistencias a medicamentos [10].
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1.3 BACTERIAS MULTIRRESISTENTES A ANTIBIOTICOS

La resistencia a antimicrobianos (RAM) se da cuando las bacterias, virus, hongos
y parasitos no responden a los medicamentos, en consecuencia, estos se vuelven
ineficaces y las infecciones se vuelven dificiles o imposibles de tratar, aumentando el
riesgo de propagacion, discapacidad o muerte [11]. En este contexto las bacterias
resistentes a diversas clases de antibiético han destacado como una de las principales
amenazas hacia la salud humana y la macroeconomia en términos de mortalidad y
morbilidad [12]. Se estima que la resistencia microbiana a antibidticos fue causante en
2019 de mas de 1,27 millones de muertes globales y contribuyeron a 4,95 millones de
muertes, ademas se calcula la RAM podria suponer un costo adicional de 1 billon de
dolares destinados a la atencion médica para 2050, ademas de una pérdida de producto
interior bruto de 1 billén a 3,4 billones de ddélares por afio para 2030 [13].

En este contexto destaca la reciente aparicion de microorganismos
multirresistentes a antibiéticos (MDR), microorganismos (principalmente bacterias) que
son resistentes a uno 0 mas agentes antimicrobianos [14]. La aparicién de este tipo de
patdégenos viene determinada por diversos factores como el desarrollo extensivo, la
sobreexplotacién de los antibiéticos, la aplicacién excesiva de medicamentos de amplio
espectro, la escasez de medicamentos antimicrobianos dirigidos y el bajo nimero de
agentes antimicrobianos efectivos. Se estima que, si no se consiguen desarrollar nuevos
medicamentos para 2050, todos los antibiéticos actuales quedaran inservibles para este
tipo de patégenos multirresistentes [15].

Tal es la preocupacién frente a estos agentes resistentes que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha renovado la lista de Patégenos Bacterianos Prioritarios
(BPPL) para 2024, incluyendo 15 familias de bacterias resistentes a antibidticos
agrupados en prioridad critica, alta y media como se muestra en la Figura 1. Dentro del
grupo critico se encuentra Acinetobacter baumanii y Enterobacteriales resistentes a
antibioticos cefalosporinicos y carbapenémicos. Bacterias que suponen una amenaza
global al presentar capacidad innata para encontrar nuevas formas de resistir a los
tratamientos y de transferir material genético a bacterias de su entorno [16].

Un aspecto crucial en el problema de los microorganismos multirresistentes es su
vinculo con la contaminacion del agua, pues las bacterias resistentes a los
antimicrobianos y los genes de resistencia son altamente prevalentes en aguas y lodos.
[17, 18]

1.4 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS

El término “antibiético” proviene de la palabra “antibiosis”, que significa “contra la
vida”. Inicialmente, se definia como un compuesto organico producido por un
microorganismo que tenia efectos téxicos sobre otros microorganismos. No obstante,
esta definicién se ha ampliado para incluir también antimicrobianos de origen sintético.
Actualmente, el término abarca compuestos que pueden ser bactericidas, es decir, que
matan bacterias, y bacteriostaticos, que inhiben su crecimiento. Ademas, se incluyen en
esta definicion los antifungicos y antivirales, cada uno especifico para combatir distintos
tipos de microorganismos [19]. Se pueden clasificar los antibidticos en base a su
mecanismo de accion en inhibidores de la sintesis de pared celular, inhibidores de las
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biosintesis de proteinas, inhibidores de la replicacion de DNA e inhibidores del
metabolismo del &cido fdlico [20]. A continuacion, se destacan sus principales
caracteristicas y tipos.
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Figura 1. Organismos patégenos prioritarios de 2024. (Fuente:
Organizacion Mundial de la Salud. (2024). Lista de organismos
patdégenos prioritarios)

1.4.1 Inhibidores de la sintesis pared celular

Las células bacterianas estan rodeadas por una pared celular compuesta de
peptidoglicano, un polimero de azucares largos. Este peptidoglicano se entrecruza
mediante la accion de transglicosidasas, formando enlaces cruzados entre las cadenas
de glicano. Las cadenas de péptidos, que se extienden desde los azlicares en el
polimero, se enlazan entre si, reforzando la estructura de la pared celular. Este proceso
de entrecruzamiento fortalece la pared celular. Los antibiéticos B-lactamicos y los
glicopéptidos acttan inhibiendo la sintesis de esta pared [20].
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1.4.1.1 B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos son la clase de antibiéticos mas comuinmente
prescrita, habiendo un gasto anual de aproximadamente 15 mil millones de délares y
representando el 65% del mercado de los antibiéticos [21, 22].

La caracteristica comun de estos medicamentes es la presencia de anillo 8-
lactamico, un anillo de 3 carbonos y 1 nitrégeno altamente reactivo. Dentro de este grupo
encontramos a su vez 5 clases de antibioticos:

Penicilinas. Contienen un nucleo de acido 6-aminopenicilanico y otras
cadenas laterales. El grupo incluye penicilinas naturales, agentes resistentes
a B-lactamasas, aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas.
Cefalosporinas. Contienen un ndcleo de &cido 7-aminocefalosporanico y
una cadena lateral con anillos de 3,6-dihidro-2H-1,3-tiazano. Se dividen en
cinco generaciones, siendo la cuarta generacion especialmente dirigida a
bacterias gramnegativas resistentes a productoras de B-lactamasas [21].
Carbapenémicos. Su estructura consiste en un carbapenem unido a un
anillo B-lactdmico que confiere proteccién contra la mayoria de las (-
lactamasas. Estos poseen un espectro de actividad més amplio y una mayor
actividad que el resto de los grupos, empleandose como “agente de ultima
linea” cuando las infecciones se vuelven graves o0 se sospecha de
multirresistencia [23]. Aunque la resistencia a estos compuestos se ha
tornado un problema significativo al haber patégenos gramnegativos que
producen diferentes clases de B-lactamasas denominadas carbapenemasas B-
lactamasas con capacidades hidroliticas versatiles contra penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos [24].
Monobactamicos. El anillo B-lactdmico esta solo y no esta fusionado con
otro anillo.

Inhibidores de B-lactamasas. Actian principalmente inactivando las [3-
lactamasas de serina, que son enzimas que hidrolizan e inactivan el anillo -
lactamico. Incluyen los inhibidores de B-lactamasas de primera generacion
como el acido clavulanico y los mas nuevos avibactam y vaborbactam, que
son activos contra carbapenemasas [25].

1.4.1.2 No B-lactamicos

Glicopéptidos: Actlan uniéndose a los peptidoglicanos de la pared celular
bacteriana en formacién, interfiriendo en la sintesis de la pared celular [26].

1.4.2 Inhibidores de la sintesis de proteinas

El

ribosoma bacteriano 70S esta compuesto por dos subunidades

ribonucleoproteicas, las subunidades 30S y 50S. Los antimicrobianos inhiben la
biosintesis de proteinas al dirigirse a la subunidad 30S o 50S del ribosoma bacteriano

[27].

1.4.2.1 Inhibidores de la subunidad 30S

Aminoglucoésidos. Son estructuras cargadas de manera positiva que
atraviesan la membrana en condiciones aerébicas aprovechando la cadena
de transporte electrénica e interactdan con el ARN ribosomico 16S de la
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subunidad 30s a través de enlaces de hidrégeno, provocando asi una lectura
erronea y una terminacion prematura de la traduccién del ARNm.

e Tetraciclinas. Las tetraciclinas, como la tetraciclina y clortetraciclina, actian
sobre las secuencias conservadas del ARN ribosémico 16S de la subunidad
ribosomal 30S para evitar la union del ARN de transferencia (t-ARN) al sitio
A, impidiendo el funcionamiento adecuado de la célula siendo incapaz de
crecer o replicarse. Este tipo de antibidtico son clasificados como
bacteriostéticos [28].

1.4.2.2 Inhibidores de la subunidad 50S

e Cloranfenicol. El cloranfenicol interactia con las secuencias conservadas
de la cavidad de la peptidil transferasa del ARN ribosdmico 23S de la
subunidad 50S. Inhibiendo la sintesis de proteinas al prevenir la union del t-
ARN al sitio A del ribosoma [27].

e Macrolidos. Los macrélidos afectan la etapa temprana de la sintesis de
proteinas, al dirigirse a las secuencias conservadas del centro de
transferencia peptidica del ARN ribosémico 23S de la subunidad ribosomal
50S. [27] Separando prematuramente las cadenas peptidicas incompletas.

1.4.3 Inhibidores de lareplicacion del ADN

Destacan las quinolonas como antibidticos bactericidas que actian sobre las
topoisomerasas bacterianas tipo 1Il, como la ADN girasa y la topoisomerasa |V,
inhibiéndolas. Las quinolonas establecen complejos de corte enzima-ADN al inhibir la
ligadura del ADN, de esta manera cuando la girasa y la topoisomerasa IV crean rupturas
en el cromosoma bacteriano se produce la fragmentacion de este [29]. Por otro lado, las
fluoroquinolonas son una generacion mas avanzada de quinolonas que han sido
modificadas para mejorar su eficacia y espectro [30].

1.4.4 Inhibidores del metabolismo del acido folico

El &cido folico es un metabolito perteneciente a la familia de las vitaminas B que
actuan como cofactores enzimaticos en diversas funciones metabdlicas. El acido folico
participa en numerosas reacciones biosintética que permiten la correcta sintesis de
proteinas y &cidos nucleicos encargandose de la sintesis de aminoacidos como
metionina, serina, glicina, histidina y glutamato y en la sintesis de bases nitrogenadas
purinas y pirimidinas. El mecanismo de accion de los antifolatos depende de la enzima
en la que actlan, no obstante, se destaca el papel de las sulfonamidas al interactuar
con un enzima exclusivo de las bacterias, la dihidropteroato sintasa (DHPS) [31].

1.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Las bacterias no son uniformemente susceptibles o resistentes a los
antimicrobianos, ya que los niveles de resistencia pueden variar significativamente
dentro de grupos relacionados. La susceptibilidad se mide comUunmente a través de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la menor concentracion de un
medicamento capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. Si la CMI promedio de una
especie se encuentra en el rango de resistencia, se considera que esa especie tiene

16



resistencia intrinseca al medicamento. Ademas, las bacterias pueden adquirir genes de
resistencia de otras especies, lo que afecta su nivel de resistencia [32].

Existen diferentes tipos de resistencia: natural o adquirida. La resistencia natural
puede ser intrinseca (siempre presente en la especie) o inducida (los genes de
resistencia se activan después de que la bacteria se expone a niveles suficientes de
antibiotico). La resistencia adquirida ocurre cuando una bacteria obtiene material
genético mediante alguna de las tres rutas de transferencia horizontal de genes
(transformacién, transduccion o conjugacién), siendo la transferencia mediada por
plasmidos la mas comun. Otras rutas menos frecuentes incluyen la transferencia
mediada por bacteri6fagos o mutaciones genéticas espontaneas o inducidas por
factores estresantes como radiacion UV, hambre o productos quimicos [33].

Los mecanismos de resistencia antimicrobiana se dividen en cuatro categorias
principales (Figura 2): limitar la absorcién del medicamento, modificar el objetivo del
medicamento, inactivar el medicamento y expulsar activamente el medicamento. La
resistencia intrinseca puede involucrar la limitacién de la absorcion, la inactivacion y la
expulsion del medicamento, mientras que la resistencia adquirida puede incluir la
modificacion del objetivo del medicamento, la inactivacion y la expulsién del
medicamento.

Las bacterias gramnegativas utilizan los cuatro mecanismos principales, mientras
gue las bacterias grampositivas utilizan con menos frecuencia la limitacion de la
absorcion y carecen de capacidad para ciertos tipos de mecanismos de expulsion de
medicamentos [33].

Inactivation e
Modification of of a deug 2095

drug target

Figura 2. Mecanismos generales de resistencia a antibiéticos.
(Fuente: Reygaert, W. C. (2018). An overview of the antimicrobial
resistance mechanisms of bacteria)
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1.5.1 Limitar la absorcién del medicamento

La capacidad de las bacterias para limitar la absorcion de agentes antimicrobianos
esta determinada en gran parte por la estructura y funciones de la capa de
lipopolisacaridos, lo que proporciona resistencia innata a ciertos grupos de agentes
antimicrobianos grandes, especialmente en bacterias gramnegativas debido a su
membrana externa [34].

1.5.2 Modificar el objetivo del medicamento

Los agentes antimicrobianos atacan diversos componentes de la célula
bacteriana, y las bacterias han desarrollado multiples mecanismos para modificar estos
blancos. Entre estos mecanismos se encuentran la alteracién de las proteinas a las que
se unen los antibiéticos, la modificacién de la estructura de la membrana celular y los
cambios en las enzimas metabdlicas.

Por ejemplo, las bacterias pueden modificar las proteinas de unién a penicilina
(PBPs), lo que reduce la capacidad de los antibidticos -lactamicos, como la penicilina,
para unirse a su blanco y, por ende, disminuye su eficacia. En el caso de los farmacos
gue inhiben la sintesis de acidos nucleicos, como las fluoroquinolonas, las bacterias
pueden alterar enzimas como la DNA girasa o la topoisomerasa, impidiendo que el
farmaco se una a su objetivo. Ademas, para los farmacos que afectan las vias
metabdlicas, como las sulfonamidas y el trimetoprim, las bacterias pueden presentar
mutaciones en las enzimas clave, modificando el sitio activo y permitiendo que el
sustrato natural se una sin ser bloqueado por el farmaco [33].

1.5.3 Inactivacion de farmacos

Otra forma de resistencia bacteriana se basa en la degradacion del farmaco o en
la transferencia de diversos grupos quimicos al farmaco, como acetilo, fosforilo o
adenililo. En cuanto a la degradacion destacan las B-lactamasas, una amplia familia de
enzimas que inactivan los antibiéticos B-lactamicos al hidrolizar un sitio especifico en el
anillo B-lactamico, lo que provoca la apertura del anillo y evita que el farmaco se una a
las proteinas de la membrana celular. Este mecanismo es el mas comun entre las
bacterias gramnegativas para resistir los B-lactamicos y es particularmente relevante
para la resistencia a penicilinas y cefalosporinas [35].

Recientemente, ha surgido un grupo de B-lactamasas llamadas carbapenemasas,
gue son efectivas contra los antibiéticos carbapenémicos y se encuentran
principalmente en Enterobacteriaceae. Estas cepas representan un grave riesgo para la
salud publica, ya que estan asociadas con una mortalidad hospitalaria de hasta el 71%
y se encuentran presentes en la lista de patégenos prioritarios de 2024 segln la OMS
[36].

1.5.4 Expulsién activa del medicamento

Las bacterias presentan genes cromosémicos para bombas de eflujo que eliminan
sustancias toxicas de la célula desde el interior de la célula. Algunas bombas se
expresan de forma constante, mientras que otras se inducen o sobre regulan en
respuesta a diversos estimulos ambientales o sustratos de diferente tipo. Estas bombas,
pueden tener capacidad para eliminar una amplia gama de compuestos, torndndolas en
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bombas de eflujo de multiples farmacos (MDR). La capacidad de resistencia de estas
bombas a menudo es dependiente de la fuente de carbono disponible [37].

1.6 GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

El uso generalizado de antibidticos tanto en la atencién médica como en la
ganaderia ha generado una presion de seleccion sobre las bacterias, lo que ha llevado
a la proliferacién de genes de resistencia a antibiéticos (ARGs) en diversos entornos,
incluyendo no solo hospitales y granjas, sino también medios menos estudiados como
el aire, aguas residuales y entornos marinos. Estos ARGs, que pueden clasificarse en
funcién de la clase de antibidticos a los que confieren resistencia en: tetraciclinas (tet),
sulfonamidas (sul), B-lactdmicos (bla), macrélidos (erm), aminoglucésidos (aac),
fluoroquinolonas (fca), colistina (mcr), vancomicina (van) y multirresistencia (MDR) [38].
La presencia de ARGs es particularmente preocupante en ambientes acuaticos, donde
los genes extracelulares (eARGs) pueden persistir mas tiempo al ser adsorbidos por
particulas de suelo y sedimentos, contribuyendo significativamente a la diseminacion de
la resistencia antimicrobiana [39].

Genes que codifican B-lactamasas: normalmente estan codificados por
plasmidos que pueden ser intercambiados faciimente entre diferentes especies
bacterianas y son producidas mas comunmente por miembros de la familia
Enterobacteriaceae, especialmente E. coli y Klebsiella sp. Hasta la fecha, se conocen
mas de 350 variantes naturales diferentes de ESBL (B-lactamasas de espectro
extendido) que han sido clasificadas en nueve familias estructurales y evolutivas
distintas, basadas en la comparacion de sus secuencias de aminoacidos. Estas familias
son: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, BES, TLA y OXA [40]. Ademas, entre las
AmpC B-lactamasas (pAmpC) destaca blacmy-2 al conferir resistencia de amplio espectro
no solo contra antimicrobianos B-lactamicos, sino ademas contra inhibidores de B-
lactamasas como el cido clavulanico [41]

Genes que codifican cabapenemasas: A nivel global, las cepas resistentes a
carbapenemes estan especialmente extendidas en paises del Mediterrdneo y los
Balcanes, con altas tasas de resistencia en Grecia e Italia [42]. Las carbapenemasas
mas comunes son KPC, NDM y OXA-48-like, cada una con diferente distribucion
geogréfica. Por ejemplo, las cepas positivas para blakec se encuentran ampliamente en
los Estados Unidos, América Latina, Italia, Grecia, Oriente Medio y China, mientras que
las positivas para blanom Son comunes en India, Pakistan, Bangladesh y varios paises
europeos y africanos [44] mientras que la carbapenemasa blawve se encuentra mas
distribuido en la regién de Asia, especialmente en China y Japén [43].

Genes que codifican resistencia a quinolonas: Los genes gnrA, gnrB, gnrC,
gnrD, gnrS y gnrVC codifican proteinas pertenecientes a la familia de repeticiones de
pentapéptidos. Estas proteinas protegen tanto a la girasa de ADN como a la
topoisomerasa IV de la inhibiciébn por quinolonas. Se cree que los genes gnr fueron
adquiridos a partir de genes cromosdémicos presentes en bacterias acudaticas.
Normalmente, estos genes estan asociados con elementos méviles o transposones en
los plasmidos y, con frecuencia, se incorporan en integrones de tipo sull [44].
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1.7 PROGRAMA ONE HEALTH

El enfoque "Una sola salud" se establece como una estrategia integradora
esencial para mejorar la salud global, conectando de manera estrecha la salud humana,
animal y ambiental. Este paradigma reconoce que cualquier cambio en uno de estos
ambitos puede tener repercusiones profundas y rapidas en los demas, amplificando el
riesgo de brotes y la propagacion de enfermedades. Las actividades humanas y los
cambios ambientales, como el comercio de animales, la urbanizacién y el cambio
climatico, estan creando nuevas condiciones que favorecen la aparicién de patégenos
y la proliferacién de enfermedades infecciosas en humanos y animales [45].

Este enfoque aborda una amplia gama de problemas, incluyendo enfermedades
zoonodticas emergentes y reemergentes, enfermedades tropicales desatendidas,
enfermedades transmitidas por vectores, resistencia antimicrobiana, seguridad
alimentaria, contaminacion ambiental y cambio climatico. Gracias a la colaboracién
entre profesionales de la salud humana, animal, medioambiental y otras especialidades,
se trabaja para prevenir brotes de enfermedades, mejorar la seguridad alimentaria,
reducir infecciones resistentes, proteger la salud global y salvaguardar la biodiversidad.
Fomentando la cooperaciéon entre todos los sectores, One Health busca lograr los
mejores resultados de salud para personas, animales y plantas en nuestro entorno
compartido [45].

1.8 ODS RELACIONADOS

El presente estudio tiene importantes implicaciones en varios Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) [46]:

ODS 1: Fin de la pobreza. Las bacterias resistentes en las aguas afectan directamente
a las comunidades agricolas vulnerables, aumentando el riesgo de enfermedades
infecciosas y limitando su capacidad para producir alimentos de manera eficiente.

ODS 2: Hambre cero. Las bacterias resistentes a antibidticos pueden estar presentes
en los cultivos, disminuyendo la produccion agricola y ganadera. Esto impacta
negativamente en la seguridad alimentaria de los consumidores y el sustento de los
agricultores.

ODS 3: Salud y bienestar. La presencia de bacterias resistentes puede contribuir a la
propagacion de enfermedades infecciosas dificiles de tratar, aumentando la morbilidad
y mortalidad en la poblacién.

ODS 6: Agua limpia y saneamiento. Garantizar la calidad del agua es crucial para la
agricultura y la salud humana. ElI monitoreo y tratamiento de las aguas de riego en
Valencia para eliminar bacterias resistentes es necesario para cumplir con estos
objetivos y asegurar un suministro de agua seguro y sostenible para la agricultura.

ODS 12: Produccién y consumo responsables. Controlar la contaminacién de las

aguas de riego con bacterias resistentes ayuda a mantener la integridad de los cultivos
y reducir las pérdidas, promoviendo una produccion agricola sostenible y responsable.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio es evaluar la calidad higiénico-sanitaria
del agua de riego, la resistencia a antibiéticos y la presencia de genes de resistencia en
bacterias provenientes de diversas acequias del entorno de la Albufera en Valencia.
Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Recuento de coliformesy E. coli en muestras de agua de riego para comparar
con los estandares internacionales de calidad.

2. Aislamiento de E. coli en muestras de agua de riego para evaluar la
prevalencia y caracteristicas de resistencia a antibiéticos.

3. Aislamiento e identificacién de cepas sospechosas de ser Salmonella spp.

4. Aislamiento e identificacion de bacterias Gramnegativas potencialmente
resistentes a antibidticos carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion
a partir de medios selectivos.

5. Evaluacion de resistencia de las cepas bacterianas aisladas a antibiéticos del
grupo de penicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
carbapenémicos, quinolonas, aminoglucésidos, fenicoles y tetraciclinas.

6. Deteccion de genes portadores de resistencias a antibiéticos beta-lactdmicos
(blatem, blasny, blacwy), carbapenémicos (blakec, blaviv, blaoxa, blame) y quinolonas
(gnrA, gnrB, gnrS) a partir de las cepas aisladas de los objetivos anteriores.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MUESTRAS DE AGUA

Las muestras de aguas estudiadas proceden de 7 puntos diferentes, 6 de ellos
pertenecientes a la red de acequias que vierten sus aguas en La Albufera (Figura 3) y
uno denominado Sequia de Meliana, situado proximo al municipio de Meliana en la
comarca de la Huerta Norte de Valencia. Para cada punto se realizaron 2 muestreos en
diferentes fechas. El agua se recoge en contenedores estériles, manteniéndolos en frio
hasta su analisis posterior en el laboratorio. En la Tabla 1 se detallan los puntos, las
coordenadas y las fechas de la toma de muestras.

Figura 3. Procedencia de las muestras de agua de La Albufera

Tabla 1. Puntos y fechas de muestreo de aguas.

Punto de Primeratomade  Segundatoma
muestreo Coordenadas muestra de muestra
Punto 1 (P1) %%;%.1;%‘.‘.;'\7 27/02/2024 22/04/2024
Punto 2 (P2) %?;i%fgw 27/02/2024 22/04/2024
Punto 3 (P3) S 04/03/2024 06/05/2024
Punto 4 (P4) o e 04/03/2024 06/05/2024
Punto 5 (P5) e 11/03/2024 20/04/2024
Punto 6 (P6) o 11/03/2024 20/04/2024
Punto 7 (P7) pspeitbot) 20/02/2024 13/05/2024
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3.2 ESTUDIO DE LA CALIDAD HIGIENICO-SANITARIA

3.2.1 Recuento de coliformes y Escherichia coli

El estudio de la calidad higiénico-sanitaria del agua se lleva a cabo mediante el
recuento de microorganismos coliformes y E. coli. Este analisis sirve como indicador de
contaminacion fecal, lo cual representa un riesgo significativo para la salud publica y el
ecosistema.

Las muestras de agua fueron filtradas empleando membranas de nitrato de
celulosa con un diametro de poro de 0,45 ym (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen,
Alemania). Tras la filtracion, las membranas son transferidas a placas con diferentes
medios de cultivo selectivo. La filtracion se realiza con una unidad de filtracion de tres
puestos y 47 mm de diametro (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y una bomba de
vacio modelo D-95 (Dinko Instruments, Barcelona, Espafia). Tras varias pruebas se
determiné el volumen de agua a filtrar en 1 mL, con el fin de hacer posible el recuento
de colonias, dada la elevada carga microbiana de las muestras.

Tras la filtracion de las muestras, los filtros fueron depositados sobre medio
cromégeno CC (Chromogenic Coliforms Agar Base, Scharlau, Microinstant®,
Barcelona, Espafia) e incubandolos a 37 °C durante 24 h, segun lo descrito en la norma
UNE-EN ISO 4833-2:2024.

El medio de cultivo cromogénico para coliformes nos permite identificar las
bacterias coliformes y distinguir E. coli, gracias a los sustratos cromogénicos Salmon-
GAL (6-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranédsido) y X-glucurénido (5-bromo-4-cloro-3-
indoxil-B-D-glucurdnido). Las bacterias coliformes procesan Salmon-GAL debido a la
presencia de la enzima B-D-galactosidasa, lo que resulta en colonias de coloracion rosa-
rojo. Por otro lado, E. coli también posee la enzima B-D-glucuronidasa, que metaboliza
el X-glucurénido, produciendo colonias de color azul-violeta.

Tras 24 horas se procedi6 al conteo de coliformes empleando el Colony Counter
(Digital S, P Selecta), un contador automatico que permite una mejor visualizacién de
las placas y de las colonias presentes en el filtro.

Para la evaluacion de posibles riesgos para la salud nos basamos en el Real
Decreto 1620/2007, de 7 de diciembre, que establece las condiciones béasicas y la
calidad minima que deben cumplir las aguas depuradas seguln su uso previsto. Para el
agua de riego, estos pardmetros se determinan a través del recuento de E. coli,
incluyéndose en la categoria de calidad 2.2: “Riego de productos para consumo humano
con sistema de aplicacion de agua que no evita el contacto directo del agua regenerada
con las partes comestibles, pero cuyo consumo no es en fresco, sino con un tratamiento
industrial posterior” [47]. Siendo el valor maximo admisible (VMA) para este nivel de
calidad de 1000 UFC/100 mL de agua.

3.2.2 Aislamiento de E. coli

Tras el recuento, se seleccionaron de 3 a 9 colonias caracteristicas de E. coli.
Estas colonias se inocularon en medio Triptona-Bilis-X-glucurénido (TBX, Thermo
Scientific™ Oxoid™). El medio TBX permite la identificacion de E. coli mediante la
incorporacion del cromdgeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurénido (X-
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glucurénido), que provoca una coloracion azul/verde tras 24 horas de incubacion a 44
°C

Como método de confirmaciéon adicional, se realiz6 la prueba del indol. En esta
prueba, una colonia aislada se cultiva en un medio de cultivo liquido que contiene
triptéfano. El cultivo se incuba a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se afiade el
reactivo de Ehrlich, lo cual provoca la aparicion de un anillo rojo en la superficie si la
prueba es positiva. La presencia del anillo rojo indica la actividad de la enzima
triptofanasa, confirmando la identificaciéon de E. coli.

3.2.3 Deteccién de Salmonella

El andlisis de Salmonella en agua se lleva a cabo siguiendo lo indicado en la ISO
6579-1:2017/A1. Se adicion6 5 mL de agua de cada muestra en 50 mL de agua de
peptona tamponada (APT) (Scharlau, Barcelona) previamente esterilizada y se incub6
a 37 °C durante 18 horas. Pasado el tiempo se llevo a cabo un pre-enriquecimiento
sembrando 0,1 mL del agua de peptona incubada en un tubo con 9 mL de medio de
cultivo Rappaport Vasiliadis (RV) (Scharlau, Barcelona) y se incub6 a 42 °C durante 24
horas. Adicionalmente, se siembra 1 mL de la misma en un tubo con 9 mL de caldo
MKTTn (tetrationato-novobiocina de Miuller-Kauffmann) (Scharlau, Barcelona) el cual
fue incubado a 37 °C durante 24 horas. El siguiente paso consistié en realizar una triple
estria a partir de caldo RV en agar XLD (Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato) (Scharlau,
Barcelona) y otra en Agar Base Cromdgeno de Salmonella (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido). De igual forma se llevd a cabo una siembra en XLD y en medio cromdgeno de
Salmonella partiendo del tubo de MKTTn. Todas las siembras se incubaron a 37 °C
durante 24 horas.

Una vez pasadas las 24 horas se identificaron aquellas cepas sospechosas de ser
Salmonella, en ambos medios. Para XLD las cepas sospechosas presentan una
coloracion transparente en un fondo color cereza y con presencia 0 ausencia de centro
negro, mientras que en el medio cromogeno se identifican a través de una coloracién
violeta o purpura. Una vez identificadas se sembraron en tubos de agar inclinado de TSI
(Triple Sugar Iron) (Scharlau, Barcelona) y se incubaron a 37 °C, 24 h con el fin de
valorar la fermentacion de azucares y la produccion de SHo, tipico de Salmonella.

Por ultimo, se seleccionaron aqguellos tubos de TSI cuyo fondo viré a amarillo
indicando que ha habido una fermentacién de glucosa y se habia acidificado el medio,
ademas de presencia de un precipitado negro por produccion de SH, y una lengua color
cereza mostrando la ausencia de fermentacion de la lactosa y sacarosa.

Los aislados se suspendieron en 1 mL de tampdn TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8) en un Eppendorf de 1,5 mL y en crioviales MicrobankTM-Red (Pro-Lab
Diagnostics, Microbank TM, Wirral, Reino Unido) para su conservacion y posterior
identificacion a -20 °C.

3.3 DETECCION Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES
DE B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

Tras filtrar 10 mL de agua de cada muestra se deposito el filtro sobre placas Petri
estériles con medio cromégeno ESBL (CHROMagar TM Orientation, CHROMagar TM,
Paris, Francia) y se incubaron a 37°C durante 24 h.
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Se seleccionaron colonias de diferente aspecto, sembrandose en triple estria en
medio Plate Count Agar (PCA, Scharlau, Barcelona, Espafia) y resembrando las veces
necesarias hasta obtener cultivos puros. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C durante
24 h.

El aspecto de la colonia se emplea como indicador para identificar diferentes
géneros de bacterias como E. coli (color rojizo), Acinetobacter (color opaco),
Pseudomonas (color transltcido) y Klebsiella (color azulado) entre otras.

3.4 DETECCION Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS RESISTENTES A
CARBAPENEMES

De manera paralela, se filtraron 10 mL de agua de cada muestra y depositandose
el filtro sobre placas Petri con medio mMSUPERCARBA (SC, CHROMagar™
mSuperCARBA™, Paris, Francia) incubandose a 37 °C durante 24 h.

Se volvieron a seleccionar colonias de diferente aspecto, sembrandose en triple
estria en medio Plate Count Agar (PCA, Scharlau, Barcelona, Espafia) y resembrando
las veces necesarias hasta obtener cultivos puros. Todos los cultivos fueron incubados
a 37 °C durante 24 h.

En este medio los aspectos de la colonia nos sirven también como indicador para
identificar diferentes géneros de bacterias coincidiendo la relacion color-género con la
indicada en el caso de ESBL.

3.5 PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Tras la obtencién del cultivo puro se procedi6 a la realizacion de diferentes
pruebas bioguimicas para su identificacion.

3.5.1 Pruebas preliminares
Prueba de la oxidasa

Se realizé la prueba de la oxidasa para determinar si los aislados presentaban el
sistema citocromo-oxidasa. Para ello se aplicé cada una de las colonias aisladas sobre
unas tiras reactivas (Oxidase Strips, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) impregnadas
con alfa-naftol, el cual en presencia del enzima citocromo oxidasa (la N,N-dimetil-
fenilendiamina), cambia a una coloracion azul-violeta. En este caso se considera que
las colonias testadas son oxidasa-positivas, mientras que las bacterias oxidasa-
negativas no producen cambio de coloracion. Siendo esta Ultimas las de interés para el
presente trabajo.

Prueba de la catalasa

Se depositaron las colonias aisladas sobre una gota de peréxido de hidrégeno
(H202), y se observé si se producia burbujeo en menos de 2 minutos. Estas burbujas
son producidas debido a la descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno (causante de las burbujas) debido a la presencia del enzima catalasa, presente
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en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas. En este caso
pretendemos seleccionar aquellas cepas que presenten el enzima.

Tinciéon Gram

La técnica de tincion de Gram nos permitio discernir entre bacterias grampositivas
y gramnegativas, revelando las distintas estructuras de sus paredes celulares a traves
de la microscopia. El proceso comienza con la fijacion de las bacterias en un
portaobjetos de vidrio. Luego, se aplica violeta de genciana durante un minuto, seguido
por de lugol durante otro minuto para asegurar la fijacién del color. Posteriormente, se
realiza la decoloracién con alcohol durante 30 segundos, seguido de un lavado con agua
destilada. Acto seguido, se aplica la safranina durante 3 minutos para la contra-tincion,
antes de un ultimo lavado y el secado al aire. Las bacterias grampositivas presentan un
color purpura intenso, debido a su robusta capa de peptidoglicano, que no permite su
decoloracion por el alcohol, mientras que en las gramnegativas se decoloran y
adquieren un tono rojo o rosado con la safranina. Una vez secas, las muestras se
examinaron bajo un microscopio 6ptico, utilizando un objetivo de 100x tras la aplicacién
de aceite de inmersién en el portaobjetos.

Todas los aislados con resultado negativo de oxidasa, positivo de catalasa y
gramnegativas, fueron seleccionados y conservados en crioviales MicrobankTM-Red
(Pro-Lab Diagnostics, Microbank TM, Wirral, Reino Unido) a -20 °C para su posterior
identificacion. Ademas, se suspendieron en 1 mL de tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8) en un Eppendorf de 1,5 mL para el analisis genético.

3.5.2 ldentificacion mediante sistema API 20E

El sistema de identificacion tira APl 20E (Tiras API, BioMérieux, Madrid, Espafia)
consiste en un sistema miniaturizado que comprende 20 pruebas bioquimicas A partir
de una colonia de un cultivo puro de 24 horas, se obtiene una suspension en 5 mL en
agua estéril con la que se rellenan los 20 microtubos de la galeria, llenandose por
completo las pruebas indicadas como CIT, VP y GEL y con vaselina las cupulas de las
pruebas ADH, LDC, ODC, H,S y URE generando un ambiente anaerobio. Las tiras se
incubaron a 37 °C durante 24h. Tras la incubacion 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 procedié a su lectura, determinando como positivo
y negativo las pruebas segun las instrucciones del fabricante. Los resultados se
introdujeron en la herramienta informéatica APIWEB (https://apiweb.biomerieux.com),
obteniéndose asi, la identificacion de la cepa aislada junto con el porcentaje de
fiabilidad.

3.5.3 ldentificacion molecular

Tras llevar a cabo la identificacién por tira APl 20E se procedi6 a la identificacion
de aquellas cepas dudosas 0 que no eran enterobacterias mediante amplificacion y
secuenciacion del gen 16S ARNr de 1500 pb.

Se llevé a cabo la extraccion del ADN como se indica en el apartado 3.7.1 y se
realizaron 2 PCR de secuenciacion. Una se realiz6 para todas aquellas cepas de la
familia Enterobacteriaceae empleando el cebador universal de bacterias 27F y el
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cebador 1492R mientras que la segunda se aplicé a todas las cepas del género
Acinetobacter empleando el cebador 27F y 1525R. En las Tablas 2 y 3 se detallan la
secuencia de los cebadores y las condiciones de ambas PCR, respectivamente.

Tabla 2. Secuencia de los primers de PCR de secuenciacion.

Secuencia Primer Forward \ Secuencia Primer Reverse
Enterobacteriaceae 5'AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3 5GGTTACCTTGTTACGACTT-}
Acinetobacter 5AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-? 5'A\GAAAGGAGGTGATCCAGCC-}¥

Tabla 3. Condiciones de reaccion PCR de secuenciacion.

PCR Enterobacteriaceae PCR Acinetobacter

Temperatura (°C) Tiempo (min) Temperatura (°C) Tiempo (s)
Ciclo 1 95 5 95 120
Ciclo2 a 35 95 1 94 30
55 1 65 30
72 1 72 30
Ciclo 36 72 10 72 6000

Posteriormente se llevé a cabo la purificacion de los fragmentos amplificados
usando el kit de purificacion de productos de PCR (GenEluteTM PCR Clean-Up Kit,
Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante, con el
objetivo de eliminar los residuos del mix. EI ADN amplificado y purificado se almacend
a -20°C hasta su secuenciacion. Los fragmentos del gen 16S ARNr amplificados se
secuenciaron y se eliminaron las regiones iniciales y finales mediante el programa
Chromas (Technelysium Pty Ltd), tras el ajuste las secuencias de aproximadamente
1000 pb se compararon con las almacenadas en la base de datos GenBank mediante
el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.6 ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
AISLADOS BACTERIANOS

Una vez identificadas las cepas se midio la sensibilidad de cada cepa a diferentes
agentes antimicrobianos a través del método antibiograma disco-placa del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) o método Kirby-Bauer, basado en la difusion
del antibi6tico a través del agar a partir del disco con la formacién de un gradiente de
concentracion. Se emplearon 17 antibiéticos de las familias de B-lactamicos,
aminoglucdsidos, quinolonas, tetraciclinas y anfenicoles como se muestra en la Tabla 4.

Para ello se tomaron colonias de un cultivo puro de 24h y se dispusieron en suero
salino al 0,9% hasta alcanzar una turbidez del 0,5 en la escala Mc Farland. Se impregné
un hisopo con esta solucién y se inocul6 en 3 placas de Mueller-Hinton (MH, Scharlau,
Barcelona, Espafia) cubriendo la totalidad de la superficie de la placa. Posteriormente
se dispensaron discos con antibioticos (OXOID Antimicrobial Susceptibility Test Disc)
mediante un dispensador de discos (Antimicrobial Susceptibility Testing Disc Dispenser)
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0 bien se colocaron manualmente dejando espacio suficiente entre los discos para que
no solapasen los halos.

Para comprobar la eficacia de los discos antibiéticos se emple6 la cepa E. coli
ATCC 25922 como control positivo, siendo los limites aceptables de los diametros de
las zonas de inhibicién los establecidos por el CLSI.

Una vez dispensados los antibiéticos se incubaron las placas a 37 °C durante 24h.
Tras el periodo de incubacion, se midieron los didmetros de los halos de inhibicién en
milimetros y se clasificaron las cepas en resistente (R), intermedia (I) y sensible (S),
segun las normas establecidas por el CLSI en 2021.

Tabla 4. Antibiéticos ensayados: concentracion y rango de inhibicion.

Diametro del halo de

Subgrupo Antimicrobiano C_arga del inhibicion (mm)
disco (ug) R | S
Peniclinas Ampicilina (AMP) 10 <13 14-16 217
Amoxicilina*(AMC) 20/10 <13 14-17 =218
Cefotaxima (CTX) 30 <14 15-22 223
Cefalosporinas de Cefotaxima* (CTL) 30/10 <14 15-22 223
tercera Ceftriaxona (CRO) 30 <13 14-20 221
B-lactamicos generacion Ceftazidima (CAZ) 30 <14 15-17 218
Ceftazidima* (CAL) 30/10 <14 15-17 >18
Cefalosporinas de Cefepima (FEP) 30 <14 15-17 218
cuarta generacion Cefepima* (FEL) 30/10 <14 15-17 218
Carbapenemes Imipenem (IPM) 10 <13 14-15 216
P Meropenem (MEM) 10 <13 | 1415 | =216
Aminoglucésidos Gentamicina (CN) 10 <12 13-14 215
Acido nalidixico (NA) 30 <13 14-18 219
Quinolonas Levofloxacino (LEV) 5 <13 14-16 217
Ciprofloxacino (CIP 5 <15 16-20 221
Tetraciclinas Tetraciclina (TE) 30 <14 15-18 219
Anfenicoles Cloranfenicol (C) 30 <12 13-17 218

*Antibidticos que incorporan &cido clavulanico; R: resistente; I: susceptibilidad intermedia; S: susceptible

3.7 ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

El estudio de genes de resistencia se llevé a cabo en las bacterias aisladas de los
distintos medios de cultivo utilizados (conservadas en tampén TE 1X) e identificadas
previamente

3.7.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 empleando el kit de extracciéon comercial High
Pure PCR Template Preparation Kit (Rochem Mannheim, Alemania), siguiendo las
indicaciones del fabricante para las bacterias gramnegativas. Para comprobar que la
extraccion se ha realizado de manera exitosa se carga el producto obtenido en un gel
de agarosa como se detalla en el punto 3.7.3.
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3.7.2 PCR multiplex (mPCR) de genes de resistencia a -lactamicos,
carbapenémicos y quinolonas

Se realizaron cuatro mPCR para detectar genes que otorgan resistencia 3 -
lactamicos, carbapenémicos y quinolonas como se indica en la Tabla 5.

En una primera mPCR para identificar los genes de resistencia a f -lactamicos
blasnv, blarem y blacwy se empled el mix de reactivos que incluia 2 pL de ADN; 1,25 L de
de MgCl; a 2,5 mM; 2,5 uL de tampén de PCR 1X; 0,2 uL de dNTPs a 0,2 mM; 0,5 uL
de cada cebador a 0,4 uM para blasnv, y 0,25 pL para blaremy blacwy2a 0,2 uM; 5 U de
Taq polimerasa, y agua MiliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 25 uL. Las
condiciones del termociclador fueron: 15 min a 94 °C, 30 ciclos de amplificacion de 1
min a 94 °C, 1 min a 55 °Cy 1 min a 72 °C, con 10 min para la extension final a 72 °C.
Se emplearon controles positivos propios y como control negativo agua MiliQ estéril.

La siguiente mPCR nos permitid identificar los genes de resistencia a
carbapenémicos blawe y blaoxa, €l mix empleado contenia 2,5 yL de ADN extraido; 0,75 uL
de MgCl21,5 mM; 2,5 pL de tampdn de PCR 1X; 0,125 pL de dNTPs a 0,125mM; 0,5 uL de
cada cebador a 0,4 uM; 0,4 uL de Taq polimerasa (2 U), y agua MiliQ estéril hasta alcanzar
un volumen de reaccién final de 25 yL. La amplificacién se llevé a cabo siguiendo las
condiciones: 10 min a 94 °C y 36 ciclos de amplificacion compuestos por 30 s a 94 °C,
40 sab55°Cy50sa 72 °C, finalizando con la extension final de 5 min a
72 °C. Se utilizaron controles positivos propios y agua MiliQ estéril como control
negativo. Para la deteccion de los genes blayim y blakec sS& emplearon las mismas
condiciones, pero se tuvo que llevar a cabo por separado debido a que el tamafo de
amplicén de blayimy blaoxa son muy similares y, por tanto, indistinguible en un gel de
agarosa.

Para la realizacion de la mPCR que permite detectar genes de resistencia a
quinolonas (qnrA, gnrB y gnrS) se empled un mix que constaba de 2,5 yL de ADN; 1,25 pL
de MgClza 1,25 mM; 2,5 yL de tampdn de PCR 1X; 0,2 yL de cada dNTP a 0,2 mM; 0,25
ML de cada cebador a 0,25 mM; 0,25 pL de Taq polimerasa (2,5 U), y agua MiliQ estéril
hasta obtener un volumen final de la reaccion del mix de 25 uL. Las condiciones de
amplificacién fueron: 10 min a 95 °C, 35 ciclos de amplificacion de 1 min a 95 °C, 1
mina54 19 °Cy 1 mina 72 °C, con 10 min para la extensién final a 72 °C. Se emplearon
controles positivos propios y como control negativo, agua MiliQ estéril.

3.7.3 Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacién de los amplicones y la comprobacion de la extraccion de DNA
se empled un gel de agarosa 3E (Condalab) al 1,5% en 100 mL de tampo6n TAE 1X (Tris-
HCI 40 mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM). El gel se lleva a ebulliciébn 3 veces y tras un
periodo de atemperamiento se adicionan 5 yL de RedSafe™ (iNtRON Biotechnology,
Washington, USA) o 7,5 uL de Novel Green Plus (20000X, Bio-Helix) segun
disponibilidad del revelador. En cada carril se cargan de 5 -10 pL de producto de PCR
junto con 2,5 pL de tampdn de carga ADN TriTrack (6X) (Thermo Scientific) y se cargan 10
ML de marcador de pesos moleculares (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific) en el
primer y ultimo carril. Las condiciones empleadas fueron 90-100 V durante 50-60
minutos y se llevo a cabo la visualizacion en un transiluminador (TransilluminatorVilber,
Lourmat, France) con luz UV.
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Tabla 5. Genes de resistencia a antibiticos y primers utilizados para su deteccion.

Tamafo

amplicon
(pb)

Secuencia

Referencia

blarex 047 F 5 TTAACTGGCGAACTACTTAC-3
R 5-GTCTATTTCGTTCATCCATA-3
blassy 393 F 5-AGGATTGACTGCCTTTTTG-3 Kozak et al.
R 5-ATTTGCTGATTTCGCTCG-3 (2009) [48]
blacuy 1000 F 5-GACAGCCTCTTTCTCCACA-3
R 5-TGGACACGAAGGCTACGTA-3
blawe 232 F 5-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3’
R 5-GGTTTAAYAAAACAACCACC-3
blaoxa 438 F5-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3 -
R 5-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3 Poirel et al.
blavm 390 F5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3 (2011) [49]
R 5-CGAATGCGCAGCACCAG-3
F 5-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3
blakrc 798 , ,
R5-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3
anrA 580 F 5-AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3
R 5-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3
qnrB 264 F 5-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3’ Cattoir et al.
R 5-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3 (2007) [50]
qnrs 428 F 5-GCAAGTTCATTGAACAGGGT-3
R 5-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG-3’

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se ha usado 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 x2.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS DE CALIDAD HIGIENICO-SANITARIA DE LAS AGUAS

4.1.1 Recuento de coliformes y Escherichia coli

Los resultados de los recuentos de Coliformes y E. coli se recogen en la Tabla 6.
De todas las muestras analizadas solamente la muestra del punto 7 (P7), recogida en
febrero presenta niveles de E. coli superiores a los establecidos en el Real Decreto
1620/2007, de 6 de diciembre, por tanto, determinamos que el resto de las muestras
presentaron una calidad higiénico-sanitaria suficiente para regadio [47].

Tabla 6. Recuento de coliformes y E. coli en las muestras de agua (UFC/100 mL).

Punto Muestreo Coliformes
1 1 9,5 x 102 3,96 x 10*
2 7,0 x 102 2,49 x 10*

. 1 3,5 x 102 4,85 x 103
2 2,0 x 102 2,56 x 10*

P3 1 1,5 x 10 1,99 x 104
2 6,5 x 102 1,62 x 10*

P4 1 0,0 x 10* 1,85 x 10*
2 2,5 x 102 1,51 x 10*

P5 1 1,5 x 102 7,85 x 108
2 1,5 x 102 3,56 x 10*

P6 1 1,5 x 102 2,30 x 108
2 3,5 x 102 1,20 x 10*

p7 1 1,55 x 104 >1,00 x 10°
2 3,20 x 103 7,80 x 108

Pese a que la normativa espafiola no da indicaciones sobre los niveles de
coliformes totales presentes en el agua de riego, en Estados Unidos hay una serie de
estrictas directrices evaluadas por La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (USEPA) para el empleo de agua reutilizada. En estas directrices se detalla que,
para productos de consumo, que no se consuman en crudo, se permiten la presencia
de hasta 4200 coliformes fecales/100 mL pudiendo variar significativamente
dependiendo del Estado [51,52]. En nuestro caso, si siguiéramos estas directrices el
agua analizada podria ser empleada para el riego a excepcidon nuevamente de la
muestra P7 recogida en febrero. En un estudio previo sobre las aguas de riego en
Valencia de 2018, se encontraron recuentos de coliformes muy similares a los
observados en nuestras muestras [53]. Ademas, otro estudio sobre patégenos en aguas
de regadio de 2020 report6 niveles de E. coli del mismo orden de magnitud de nuestras
muestras presentes en agua de rio, reciclada y subterranea [54]. Estos hallazgos
respaldan que el nivel general de calidad de las aguas de riego en Valencia es adecuado
para su uso en la agricultura. No obstante, los niveles de E. coli pueden llegar a ser muy
fluctuantes a lo largo del tiempo, en rios y lagos se han determinado variaciones de 2-5
ordenes de magnitud en varios afios [55] mostrando que el riesgo para la salud humana

31



puede variar significativamente a lo largo del tiempo y que es necesaria una constante
evaluacion de estos parametros en intervalos regulares.

El motivo por el cual difiere tanto la muestra P7 recogida en febrero puede ser
debido a una contaminacion externa préxima a la zona de recogida o bien al propio ciclo
de cultivo del Arroz en Valencia donde desde enero y hasta finales de febrero se emplea
un nivel bajo de agua que comienza a “Fanguear”, mezclando y arando la paja del afio
anterior con al barro para que se pudra y sirvan como recursos para el siguiente ciclo
de cultivo [56].

Todas las muestras analizadas presentaron presencia de E. coli. Sin embargo, los
resultados varian significativamente entre diferentes estudios. En un estudio realizado
en Ecuador en 2021, solo el 29% de las 38 muestras de agua de riego analizadas dieron
positivo para E. coli [57]. En contraste, otro estudio en México encontr6 que el 54.5% de
las 11 muestras analizadas contenian E. coli [58]. Ademas, un analisis en Etiopia de
2023 mostro que el 88% de las muestras de agua de riego contaminada y el 77% de las
muestras de suelo regado resultaron positivas para E. coli [59]. En comparacion con los
otros estudios nuestros datos indican una presencia universal de E. coli en todas las
muestras analizadas. Esto sugiere que, en nuestra region, la presencia de E. coli es
considerablemente mas alta, lo que subraya la necesidad de elaborar medidas de
gestién para asegurar la calidad del agua.

4.1.2 Aislamiento de E. coli

A patrtir de los cultivos en medio CC y tras comprobar el crecimiento en medio TBX
y ser positivas para la prueba del Indol se consiguieron aislar un total de 47 cepas de E.
coli. Ademas, se consiguieron aislar 2 cepas que en TBX dieron una coloracién diferente
gue se identificaron posteriormente a través de tira API20E como Klebsiella pneumoniae
y Enterobacter cloacae.

4.1.3 Andlisis de la presencia de Salmonella spp.

En ninguna de las muestras de agua se detecto la presencia de Salmonella spp.,
no obstante, aquellas cepas que mostraban en la prueba TSI un perfil de asimilacion de
azUcares similar a Salmonella spp. y daban negativo en la prueba de la oxidasa fueron
identificadas mediante tira API20E. Los resultados de la identificacion se muestran en
la Tabla 7.

Tabla 7. Identificacibn mediante API20E de cepas procedentes del analisis de
Salmonella spp.

Caodigo Identificacion tira API20E ‘ %ID
P1-1S6 Pantoea spp. 99,70%
P2-256 Citrobacter youngae 99,80%
P3-2S7 Enterobacter cloacae 87,40%
P5-2S3 Acinetobacter baumanii 96,00%
P7-1S4 Providencia rettgeri 99,90%
P7-2510 Providencia rettgeri 99,90%
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Este dato nos permite relacionar de manera directa el bajo nivel de indicadores de
contaminacion fecal (coliformes y E. coli) con la ausencia de este género. No obstante,
se deben tener en cuenta otros factores ambientales como el clima céalido y las horas
de sol que presentan un impacto negativo en el aislamiento de Salmonella spp. [59, 60].
La ausencia de lluvias también presenta un impacto negativo debido a la limitada
cantidad de escorrentias, el factor predominante en el transporte de bacterias de
Salmonella spp. desde el punto de origen [60] Otro factor que se debe tener en cuenta
es que Salmonella spp. puede no estar presente en el agua, pero si en los sedimentos
depositados, donde se ha demostrado que presenta una mayor tasa se supervivencia
[61].

Por otro lado, la metodologia permiti6 el aislamiento de posibles patégenos
relevantes: Providencia rettgeri, Pantoea spp., Citrobacter youngae, Enterobacter
cloacae y Acinetobacter baumanii. Estas bacterias pueden suponer una amenaza para
la salud humana, siendo un riesgo para pacientes inmunodeprimidos, nifios y personas
de la tercera edad, causandoles enfermedades como bacteriemia, meningitis,
neumonia, colangitis, enfermedades del tracto urinario y del torrente sanguineo [62].

4.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS RESISTENTES A B-
LACTAMICOS Y CARBAPENEMICOS A PARTIR DE MEDIOS SELECTIVOS

Se aislaron un total de 126 cepas de las cuales 20 dieron resultado negativo para
la prueba de la oxidasa, positivo en la prueba de la catalasa y fueron gramnegativas.
Los 106 aislados restantes dieron positivo para la prueba de la oxidasa siendo
descartadas para el andlisis al no formar parte del grupo critico en la lista actualizada
de bacterias patdégenas prioritarias (BPPL) por la OMS [16].

De estas 20 cepas 12 fueron aisladas de medio ESBL mostrando posible
resistencia a antibiéticos B-lactdmicos mientras que las 8 restantes fueron aisladas de
medio SC indicando posible resistencia a antibiéticos carbapenémicos. La identificacion
fue llevada a cabo mediante tira API20E y por secuenciacion del gen 16SrRNA para
aquellas cepas dudosas. Los resultados de la identificacion se muestran en la Tabla 8.

Del medio ESBL se aislaron aquellas cepas con posible resistencia a B-lactamicos.
Pese a que primeramente se consiguieron aislar 62 cepas solamente 12 cumplieron las
pruebas bioquimicas (negativo oxidasa, positivo catalasa y gramnegativas). De los 12
aislados 4 se identificaron como E. coli, 4 como Stenotrophomonas maltophilia 2 como
Serratia fonticola, 1 como Enterobacter cloacae y 1 como E. aerogenes. Todos los
aislados corresponden a la familia Enterobacteriaceae a excepcion de S. maltophilia que
pertenece a la familia de Xanthomonadaceae. Se aislaron 5 cepas del punto P7, 5 del
punto P1 y 2 del punto P2, pudiendo relacionar de manera directa el nimero de E.coli
de cada punto con el de aislados del medio ESBL. En otros estudios se ha demostrado
el papel del agua como medio para la diseminacién y transmisién de genes de
resistencia, especialmente en la transmision de genes resistencia a B-lactamasas de
amplio espectro, destacando E. coli como una de las especies mas prevalentes entre
los aislados con respecto a otras enterobacterias [65]. No obstante, se destaca en
nuestro estudio la ausencia de géneros bacterianos de interés por su patogenicidad
como Klebsiella sp., Shigella sp., Citrobacter sp. o Chromobacterium sp., géneros
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observados en otros estudios de manera habitual y que representan de igual manera un
riesgo para la salud humana. [66, 67]

Tabla 8. Identificacion mediante API20E y por secuenciacion de cepas aisladas de ESBL y SC

API20E Secuenciacion
Especie Especie

P1-1C7 Serratia fonticola 99,3 S. fonticola 99,4
P1-2C4 S. maltophilia 99,3

P1-2C5 E. aerogenes 87

P1-2C6 S._maltophilia 99,3

P1-2C7 S. fonticola 91,8

pP2-2C4 S. maltophilia 99,3

pP2-2C5 S. maltophilia 99,3

P3-1SC2 Enterobacter asburiae 67,4 E. asburiae 100
P3-1SC3 E. asburiae 67,4 E. asburiae 100
P3-1SC4 E. asburiae 67,4 E. mori 99

P3-2SC8 E. cloacae 93,5

P3-2SC9 E. cloacae 93,5

P4-1SC1 E. asburiae 67,4 K. aerogenes 100
P4-1SC2 E. asburiae 99,4 Enterobacter sp. 100
P4-1SC3 E. asburiae 95 Leclercia adecarboxylata 100
P7-1C5 E. coli 94,6

P7-1C6 E. coli 63,1

P7-1C7 E. coli 63,1

P7-2C11 E. cloacae 81,5

pP7-2C12 E. coli 81,4

Las siglas en los cédigos de las cepas significan P: punto de muestreo, C: Medio de
asilamiento ESBL, SC: Medio de aislamiento SuperCARBA

Del medio SC se aislaron aquellas cepas resistentes a carbapenemes, de igual
manera se consiguieron aislar 64 cepas de las cuales solamente 8 cumplieron las
pruebas bioquimicas para seleccionarlas. De los 8 aislados 2 se identificaron con
Enterobacter asburiae, 2 como E. cloacae, 1 como E. mori, 1 como Klebsiella
aerogenes, 1 como Enterobacter spp. y 1 como Lecrercia adecarboxylata, todas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. En cuanto al origen, 5 de las cepas
provenian del punto P3 mientras que las 3 restantes del punto P4. En Espafa, se ha
visto en diferentes estudios que entre los productores de carbapenemasas mas
comunes en aguas de riego se encuentran E. coli, E. cloacae y diversas especies del
género Klebsiella [68,69], lo cual concuerda con los hallazgos de este estudio. Sin
embargo, destaca la ausencia de otros géneros en los que es frecuente encontrar cepas
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productoras de carbapenemasas, como Citrobacter y Acinetobacter, géneros
ampliamente distribuidos en las aguas de Europa Occidental [68].

La ausencia de mas géneros de interés en ambos medios podria estar relacionada
con el origen del agua analizada. Estos géneros mencionados son mas comunmente
encontrados en aguas no aptas para riego, como las provenientes de plantas de
tratamiento y aguas contaminadas, las cuales han demostrado ser puntos criticos para
la diseminacion y crecimiento de bacterias resistentes [70, 71, 72, 73].De todas las
bacterias mencionadas solamente E. coli en algunos pocos casos puede llegar a ser
patbgena primaria, mientras que el resto son patdgenos oportunistas que causan
infecciones respiratorias y del tracto urinario a pacientes hospitalizados o
inmunodeprimidos principalmente [74, 75, 76].

En las Figuras 4 y 5 se muestra la distribucién de especies segin medio de cultivo
utilizado para su aislamiento.

m Escherichia coli B Lecrercia adecarboxylata
m Serratia fonticola m Klebiella aerogenes

W Enterobacter cloacae m Enterobacter cloacae

m Stenotrophomonas maltophilia m Enterobacter mori

m Enterobacter aerogenes m Enterobacter sp.

W Enterobacter asburiae

4;
34%

2;
1;,8% 17%

Figura 4. Cepas aisladas medio ESBL Figura 5. Cepas aisladas medio SC

4.3 PREVALENCIA DE CEPAS AISLADAS DE LOS DIFERENTES
PROCEDIMIENTOS

De los 3 procedimientos se consiguieron aislar 75 cepas de 15 especies diferentes
(Figura 6). Todas las especies a excepcion de S. maltophilia pueden potencialmente
formar parte del grupo critico en la lista actualizada de bacterias patdgenas prioritarias
en 2024, el cual incluye K. pneumoniae y A. baumannii y enterobacterias resistentes a
carbapenemes asi como enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion (3GCRE) [77].
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Figura 6. Identificacién y distribucion de especies aisladas por los 3 procedimientos de
aislamiento.

Destacamos el aislamiento de K. pneumoniae al ser el patdgeno que en 2024 se
encuentra primero en la lista de prioridad en comparacién con su quinto puesto en 2017.
Por otro lado, pese a que A. baumannii ha bajado puestos en cuanto a prioridad de
primero en 2017 a cuarto en 2024 continda siendo un desafio global formidable debido
a su virulencia, resistencia y sus elevadas tasas de mortalidad, siendo el principal
patdgeno en el sudeste asiatico y este de Asia en cuanto a mortalidad atribuible a la
resistencia microbiana [78]. Cabe destacar que de las cepas multirresistentes
comentadas tanto E. coli como K. pneumoniae han sido causantes de méas de 1,5
millones de muertes en todo el mundo [79].

En este estudio pese a que no se han identificado algunos de los géneros
comunes a partir de los medios con antibioticos, se puede observar una mayor
variabilidad en las especies potencialmente resistentes a antibidéticos en comparacion
con estudios anteriores realizadas en diferentes tipos de agua. En un estudio en rios del
norte de Espafa, se identificaron solo siete especies entre las 440 cepas aisladas,
destacando E. coli, S. fonticola y K. pneumoniae como las mas predominantes, mientras
gue K. oxytoca, C. freundii, S. liquefaciens y Pseudomonas aeruginosa estaban
presentes en menor medida. En otro estudio de aguas grises de 2009, se aislaron 81
cepas de cuatro especies: E. cloacae, K. oxytoca, K. pneumoniae y E. coli, presentando
el 86,7% multirresistencia [80, 81].

Estas diferencias en la variabilidad de las especies podrian deberse a la compleja
mezcla de contaminantes y condiciones ambientales especificas de las acequias, que
favorecen la proliferacion de una amplia gama de microorganismos. El flujo irregular y
la exposicion a diversas fuentes de contaminacién en las acequias contribuyen a la
presencia y diversificacion de bacterias multirresistente [82, 83].

4.4 ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS AISLADOS

Se realizaron los antibiogramas de las 75 cepas segun el apartado 3.6 de
materiales y métodos, obteniéndose perfiles de resistencia a diferentes grupos de
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antibiéticos. El ensayo se realiz6 empleando 8 grupos de antibioticos segun la
clasificacion de antibitticos de la OMS para evaluacion y monitoreo de uso de 2021 [84].
Estos grupos fueron penicilinas (AMP, AMC), cefalosporinas de tercera generacion
(CTX, CTL, CAZ, CAL, CRO), cefalosporinas de cuarta generacion (FEP, FEL),
carbapenemes (MEM, IPM), quinolonas (NA, LEV, CIP), aminoglucésidos (CN),
fenicoles (C) y tetraciclinas (TE).

De las 75 cepas solamente 2 fueron susceptibles a todos los antibiéticos mientras
gue el resto presentaron resistencia frente al menos uno de los antibiéticos testados.

4.4.1 Susceptibilidad antimicrobiana de los aislados identificados como E.
coli

Del protocolo de aislamiento de E. coli 47 cepas fueron confirmadas como E. coli
y 2 fueron identificadas como K. pneumoniae y E. cloacae. Se comprobé que el 75,5%
de las cepas fueron resistentes a la AMC y el 18,3% a AMP. Ademas, se observo
resistencia a TE en 5 cepas, a CN en 2 cepas y a NA en 2 cepas, como se detalla en la
Figura 7. No se observaron diferencias significativas en el perfil de resistencias de las
especies identificadas diferentes a E. coli.

A lo largo de los afios, se ha comprobado que muchos géneros bacterianos
presentan resistencia intrinseca a AMC y AMP, siendo E. coli uno de los géneros en los
gue aun se comprueba la eficacia de estos antibiéticos [85]. En este contexto, destaca
el alto nimero de cepas de E. coli que presentan resistencia a estas penicilinas,
subrayando la importancia de un control adecuado de su uso y la necesidad de continuar
desarrollando farmacos efectivos.

El acido clavulanico se emplea como potenciador en el tratamiento de infecciones
causadas por cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido, ya que actla
como inhibidor de la produccién de estas enzimas. Se observé un notable aumento en
la resistencia a AMC en comparacion con AMP. Este incremento puede atribuirse a que,
dependiendo de la concentracién de acido clavulanico utilizada, este puede inducir la
produccion de B-lactamasas a través de genes inducibles, lo que reduce la eficacia del
antibiotico [86]. Este parametro se verificd en un estudio en Francia de 2004 donde se
demostrd que la frecuencia de susceptibilidad de E. coli a AMC estaba mas influenciada
por la metodologia empleada (siendo la concentracién de 4cido clavulanico el pardmetro
principal) que por un problema de resistencia localizado [87]. No obstante, este
incremento también se puede deber a que, en los dltimos afios, se ha reportado un
aumento en el nimero de cepas de E. coli resistentes a AMC en diversas zonas de
Espafa, con un incremento de hasta el 3% (12% a 15%) en la proporcién de
aislamientos no susceptibles en un periodo de un afio (2015-2016) [88].

Por tanto, el incremento en la resistencia a AMC puede atribuirse tanto a factores
metodolégicos en las pruebas de susceptibilidad como a un aumento en la proporcion
de bacterias no susceptibles en Espafa.
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Figura 7. Resistencia antimicrobiana de las cepas de E. coli (AMP: ampicilina; AMC:
amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL: cefotaxima con clavulanico;
CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima con clavulanico; FEP:
cefepima; FEL: cefepima con clavulanico; IPM: imipenem; MEM: meropenem; CN:
gentamicina; NA: acido nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP: ciprofloxacino; TE:
tetraciclina; C: cloranfenicol).

4.4.2 Aislados procedentes del andlisis de Salmonella

Tras comprobar que ninguna de las 6 cepas se identificaba como Salmonella spp.
se procediod al estudio de susceptibilidad antimicrobiana de las mismas (Figura 8). Se
observa que 5 de las cepas presentaban resistencia contra AMC, 2 contra AMP y 1
contra TE.

En la Tabla 9 se dispone, ademas. los perfiles de resistencia de las distintas cepas.
Destaca la cepa correspondiente a Pantoea spp3 la cual presentaba ademas resistencia
contra toda la familia de quinolonas (NA, LEV y CIP), por tanto, posiblemente esta
bacteria presente alguna mutacion en algin gen de la ADN girasa o la topoisomerasa
IV [89]. La presencia de esta resistencia limita las opciones de tratamiento para esta
bacteria oportunista rara y requiere la busqueda de alternativas terapéuticas adecuadas.

Tabla 9. Patrones de resistencia de cepas aisladas del andlisis de Salmonella spp.

Patrén de resistencias

P. rettgeri -
Pantoea spp3 AMC-NA-LEV-CIP
C. youngae AMC-TE
E. cloacae AMP-AMC
A. baumanii AMC
P. rettgeri AMP-AMC

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina con clavulanico; NA: &cido nalidixico; LEV:
levofloxacino; CIP: ciprofloxacino; TE: tetraciclina
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Figura 8. Resistencias de cepas procedentes del analisis de Salmonella spp.
(AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL:
cefotaxima con clavulanico; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima
con clavulanico; FEP: cefepima; FEL: cefepima con clavulanico; IPM: imipenem;
MEM: meropenem; CN: gentamicina; NA: acido nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP:
ciprofloxacino; TE: tetraciclina; C: cloranfenicol)

4.4.3 Susceptibilidad antimicrobiana de cepas procedentes de medios con
antibioticos

Del medio ESBL se aislaron cepas que potencialmente mostraban resistencia a
los antibidticos B-lactamicos. Los resultados del antibiograma se resumen en la Figura
9. Se observa una resistencia total a AMP y a AMC, lo que confirma la evolucion de
resistencias intrinsecas en cepas no identificadas como E. coli. Ademas,
aproximadamente la mitad de las cepas mostraron resistencia a FEP, CN, TE y C, que
corresponden a cuatro clases diferentes de antibiéticos (cefalosporinas de cuarta
generacion, aminoglucésidos, tetraciclinas y fenicoles). Las quinolonas demostraron ser
efectivas contra el 84% de las cepas, mientras que los carbapenémicos MEM y IPM
tuvieron una actividad reducida, siendo efectivos solo contra el 66% de las cepas. Por
otro lado las cefalosporinas de tercera generacion tuvieron un porcentaje muy variable,
habiendo un 75% de cepas resistentes a CTX y CRO pero solo un 25% resistentes a
CAZ.

Estos porcentajes pueden variar significativamente dependiendo de la region y
condiciones del estudio. Por ejemplo, en un estudio sobre agua potable en Bangladesh,
todas las cepas confirmadas como ESBL mostraron resistencia a AMP, CTX y CAZ, pero
solo un 22,7% fueron resistentes a FEP [90]. En contraste, un estudio en una planta de
tratamiento de aguas de Sudafrica encontré que el 100% de las cepas presuntamente
productoras de ESBL eran resistentes a las penicilinas empleadas y a CTX [91],
mientras que en otro estudio de aguas de riego de Alemania de 2018, todas las E. coli
productoras de ESBL fueron resistentes a AMP, CTX, CAZ, CRO y FEP, mientras que
solo un 50% presentaron resistencia a AMC [92].
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En la evaluacién de cepas productoras de ESBL mediante la adicion de &cido
clavulanico en combinacién con antibiéticos, se observé una mejora significativa en la
actividad de ciertos agentes. Los datos muestran que la combinacion de acido
clavulanico con cefalosporinas como cefotaxima (CTL) y cefepima (FEL) aumento la
tasa de cepas susceptibles, reduciendo el nimero de cepas resistentesde 9 a3y de 7
a 3, respectivamente, en comparacion con CTX y FEP sin acido clavulanico. De manera
similar, para CAZ, el &cido clavulanico mejoro ligeramente la eficacia, convirtiendo una
cepa resistente y una cepa intermedia en susceptibles. Estos resultados permiten
identificar cepas productoras de B-lactamasas de amplio espectro y destacan que la
adicion de acido clavulanico es efectiva para superar la resistencia mediada por estas
enzimas en diferentes antibiéticos, ampliando asi su espectro de actividad y eficacia
frente a infecciones resistentes [93].

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

o@y/\\,g & o‘“<<<°<<‘<’\'<2€\§:\ TSR & o

NUMERO DE CEPAS

ANTIBIOTICOS

H Resistente Intermedio m Susceptible

Figura 9. Resistencias de cepas aisladas del medio ESBL (AMP: ampicilina; AMC:
amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL: cefotaxima con clavulanico; CRO:
ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima con clavulanico; FEP: cefepima; FEL:
cefepima con clavulanico; IPM: imipenem; MEM: meropenem; CN: gentamicina; NA:
acido nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP: ciprofloxacino; TE: tetraciclina; C:
cloranfenicol)

Por otro lado, del medio SC se aislaron cepas que potencialmente presentan
resistencia a los antibidticos carbapenémicos. Los resultados del antibiograma se
muestran en la Figura 10. Se observa una resistencia total a AMP y AMC. En contraste,
para las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, los anfenicoles y las tetraciclinas,
las cepas demostraron una susceptibilidad total, sugiriendo una alta efectividad de estos
antibidticos.

Sin embargo, los carbapenémicos mostraron variabilidad en su eficacia. IPM
present6d una eficacia moderada, con un 25% de cepas susceptibles y un 62,5% con
susceptibilidad intermedia al antibiético. Por otro lado, MEM demostr6 ser mas efectivo,
con un 87,5% de cepas susceptibles y solo un 12,5% con susceptibilidad intermedia. La
mayor eficacia de MEM en comparacion con el IPM se atribuye a su menor
susceptibilidad a la hidrélisis por B-lactamasas, gracias a su estructura quimica mas
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resistente y su mejor capacidad para atravesar las membranas externas de las bacterias
gramnegativas [94].

A pesar de la variabilidad observada, estos "antibiéticos de Gltima linea" siguen
siendo altamente efectivos contra bacterias potencialmente resistentes. En otro estudio
en los EE. UU., se encontré que el 96,1% de las cepas aisladas de agua superficial eran
susceptibles a MEM, mientras que el 80% lo eran a IPM. Ademas, en un estudio
realizado en un entorno hospitalario de 2022 en Taiwan, el 100% de las cepas fueron
susceptibles al IPM, mientras que el 90% fueron susceptibles a MEM [95, 96], mientras
gue, en un estudio realizado con anterioridad en nuestro laboratorio sobre acequias de
La Albufera en 2023, todas las cepas fueron susceptibles a IMP, y el 98% fueron
susceptibles al MEM [97]. Por tanto, los carbapenémicos, aunque presentan cierta
variabilidad en su eficacia, continan siendo una opcion clave en el tratamiento de
infecciones por bacterias gramnegativas, especialmente en contextos donde otras
opciones terapéuticas resultan ineficaces.
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Figura 10. Resistencias de cepas aisladas de medio SuperCARBA (AMP:
ampicilina; AMC: amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL: cefotaxima
con clavulanico; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima con
clavuléanico; FEP: cefepima; FEL: cefepima con clavulanico; IPM: imipenem; MEM:
meropenem; CN: gentamicina; NA: acido nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP:
ciprofloxacino; TE: tetraciclina; C: cloranfenicol)

Al analizar las cepas obtenidas de medios ESBL y SC en conjunto, se observo
una gran variabilidad en la resistencia a las diferentes familias de antibiéticos. El 100%
de las cepas mostré resistencia a AMP y AMC, mientras que el 45% presento resistencia
a las cefalosporinas de tercera generacion CTX y CRO. La resistencia a CAZy CTL fue
del 15%, y la resistencia a CAL alcanz6 el 10% En cuanto a los carbapenems, el 20%
de las cepas fueron resistentes a IPM y el 25% a MEM. La resistencia a anfenicoles (C),
y aminoglucésidos (CN) se mantuvo en un 25% para cada uno mientras que el 30% fue
resistente a TE. En la familia de las quinolonas, el 10% mostro resistencia a LEV y NA,

41



mientras que solo el 5% fue resistente a CIP, siendo este el antibiético menos frecuente
en cuanto a resistencia. Finalmente, en las cefalosporinas de cuarta generacion, el 35%
de las cepas fueron resistentes a FEP y el 12% a FEL, destacando el aumento de la
eficacia con la adicion de acido clavulanico.

4.4.4 Perfiles de resistencia antibi6tica del total de los aislados

Los resultados de la resistencia del total de los aislados se muestran en la Tabla
10. De las 75 cepas analizadas, 63 (84%) eran resistentes a al menos un antibiético y e
entre todas las cepas, las que presentaron el mayor nimero de resistencias fueron 3
cepas aisladas del medio ESBL todas identificadas como S. maltophilia, procedentes
del P1 y P2 con 13, 12 y 10 resistencias respectivamente. La mayor presencia de
bacterias resistentes en los puntos P1 y P2 podria deberse a los efluentes urbanos, que
contienen residuos de antibioticos provenientes de hogares, hospitales y otras fuentes
en la ciudad. Aunque las plantas de tratamiento filtran muchos contaminantes, algunos
residuos pueden persistir en el agua, favoreciendo la seleccion de bacterias resistentes
gue luego son transportadas hacia la Albufera donde se diluyen en la masa de agua.
Por otro algunas cepas procedentes de P7 llegaron a presentar hasta 8 resistencias,
gue se podria vincular a un tratamiento de las aguas menos riguroso o a practicas
agricolas intensivas como el uso extensivo de antibioticos en la ganaderia al tratarse de
una zona mas rural o periurbana.

La resistencia mas frecuente se observo para AMC, con un 84% de las cepas
afectadas, seguida de AMP, que mostré resistencia en el 47% de las cepas. Es
importante resaltar que los géneros Providencia sp., Acinetobacter sp. y Pantoea sp.
demostraron una completa susceptibilidad a AMP. La tercera resistencia mas comuan fue
a TE, con un 15%, debida principalmente al 16% de resistencia en E. coli. En cuanto a
las cefalosporinas de tercera generacion, se registré un 12% de resistencia para CTX y
CRO, y un 4% para CAZ. Sin embargo, la adicién de clavulanico redujo la resistencia a
un 4% en CTL y a un 3% en CAL. Las cefalosporinas de cuarta generacién mostraron
un 7% de resistencia a FEP, la cual mejoré a un 4% con la adiciéon de clavulanico en
FEL. Solo E. coli, Enterobacter sp. y Stenotrophomonas sp. presentaron algin grado de
resistencia a estos antibioticos. Para los carbapenémicos, la resistencia fue del 7% y
5% para IMP y MEM, respectivamente. Sin embargo, esta resistencia se debid casi
exclusivamente a la completa resistencia de Stenotrophomonas sp. Por ultimo, tanto C
como CN mostraron un 7% de cepas resistentes, mientras que las quinolonas NA, LEV
y CIP presentaron resistencias del 7%, 4% y 1% respectivamente. Es destacable que
estas fueron completamente efectivas contra Stenotrophomonas sp., con CIP siendo el
antibiotico mas eficaz, ya que solo una cepa aislada mostr6 resistencia a este.

En el estudio previo de la red de acequias de la Albufera, un afio antes del
presente analisis [97], se identificaron ocho perfiles de resistencia. Sin embargo, los
porcentajes de resistencia obtenidos en ese estudio mostraron diferencias notables con
respecto a los resultados actuales. En el estudio previo, el porcentaje de cepas
resistentes fue superior, con un 95,5% de resistencia a AMP y un 90,9% a AMC. Ademas
de una mayor resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, quinolonas,
anfenicoles, tetraciclinas y aminoglucésidos en comparacioén con nuestro estudio. Estas
diferencias podrian deberse a factores como variaciones climaticas, la frecuencia de
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precipitaciones, los diferentes momentos de toma de muestra o la localizacién
especifica de las muestras [98, 99, 100, 101].

Al analizar las cepas individualmente, se observé que la cepa identificada como
K. pneumoniae era susceptible a todos los antibiéticos y que la cepa identificada como
A. baumannii no presentaba resistencia a los carbapenemes ni a cefalosporinas de
tercera generacion, por lo que no se incluirian en la lista de patdgenos priorizados para
2024. Sin embargo, cinco cepas deberian ser consideradas en la lista debido a su
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (CTX, CRO). Estas cepas fueron
todas aisladas del medio ESBL, 4 identificadas como E. coliy 1 como E. cloacae.

En este andlisis se identificaron 20 perfiles de resistencia distintos como se
muestra en la Tabla 11. de los cuales 10 muestran multirresistencia, considerada esta
como la resistencia a 3 0 mas clases de antibioticos [102]. De ellos, 4 perfiles
presentaban resistencia a 5 clases de antibiéticos, 5 perfiles a 4 clases y 1 a 3 clases.
El porcentaje total de cepas multirresistentes fue del 13%. Todos los perfiles
multirresistentes mostraron resistencia a al menos una penicilina y a una cefalosporina
de tercera generacion. Ademas, se observo que 4 de las 10 cepas (40%) presentaron
resistencia a algun carbapenem. Asi mismo, destaca, especialmente la resistencia a
cefalosporinas de cuarta generacion, a pesar de ser antibiéticos de uso mas reciente,
presente en 7 de los perfiles. Estudios recientes de Japén e Iran han informado de un
aumento en el numero de aislados resistentes a la FEP, especialmente en hospitales
[103, 104]. En uno de estos estudios se llegd a la conclusién que el uso de FEP para
tratar infecciones causadas por organismos gramnegativos multirresistentes no era
recomendable. EI mismo estudio sugiere que los carbapenemes podria ser una opcién
terapéutica mas eficaz y segura. [104, 105]

Entre los perfiles no multirresistentes destaca el perfil AMP-AMC con un 21,3% de
y la combinacion de AMP-AMC-TE que estuvo presente en el 4% de las cepas.
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Tabla 10. Incidencia de resistencias a antibiéticos en las cepas, agrupadas por género.

% aislados resistentes

IPM | MEM
E. coli 51 31 80 8 0 8 0 0 4 0 0 0 3 8 2 2 16 3
Enterobacter sp 10 100 | 100 | 10 0 10 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 10
Klebsiella sp. 2 50 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia sp. 2 100 | 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Citrobacter sp. 1 100 | 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pantoea sp. 1 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 | 100 | 100 0 0 0
Leclercia sp. 1 100 | 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acinetobacter sp. 1 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stenotrophomonas sp. 4 100 | 100 | 100 75 100 50 50 100 75 100 | 100 50 0 0 0 25 50
Providencia sp. 2 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0
Total 75 47 84 12 4 12 4 3 7 4 7 5 7 7 4 1 15 7

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL: cefotaxima con clavulanico; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima
con clavulanico; FEP: cefepima; FEL: cefepima; IPM: imipenem; MEM: meropenem; CN: gentamicina; NA: &cido nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP:
ciprofloxacino; TE: tetraciclina; C: cloranfenicol



Tabla 11. Perfiles de resistencia de las cepas

Perfil de resistencia N ‘ Punto de muestreo
cepas
AMP 1 P7
AMC 26 Todos
CN 1 P5
AMP-AMC 16 P1, P2, P3, P4 P6
AMC/TE 2 P2, P7
AMC/CN 1 P3
AMP-AMC/TE 3 P1, P4, P7
AMP-AMC/LEV 1 P1
AMP-AMC/IPM 1 P4
AMC/NA-LEV-CIP 1 P1
AMC/NA/TE 1 P1
AMP-AMC/CTX-CRO/CN/TE/C 1 P7
AMP-AMC/CTX-CRO-FEP/NA/TE 1 P7
AMP-AMC/CTX-CRO-FEP/CN/TE/C 1 P7
AMP-AMC/CTX-CRO/NA-LEV-CIP/TE 1 P7
AMP-AMC/CTX-CRO-FEP-FEL/IPM-MEM/CN 1 P2
AMP-AMC/CTX-CRO-CTL-FEP/IPM-MEM/CN/C 1 P2
AMP-AMC/CTX-CRO-CAZ- FEP /CN/ITE 1 P7
AMP-AMC/CTX-CRO-CAZ-CTL-CAL-FEP-FEL/ IPM- 1 P1
MEM/TE/C
AMP-AMC/CTX-CRO-CAZ-CTL-CAL-FEP-FEL/IPM- 1 P1
MEM/CN

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina con clavulanico; CTX: cefotaxima; CTL: cefotaxima con
clavulanico; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CAL: ceftazidima con clavulanico; FEP:
cefepima; FEL: cefepima; IPM: imipenem; MEM: meropenem; CN: gentamicina; NA: &cido
nalidixico; LEV: levofloxacino; CIP: ciprofloxacino; TE: tetraciclina; C: cloranfenicol

4.5. DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Se realizaron PCRs multiplex para detectar genes de resistencia a antibiéticos -
lactdmicos (blarem, blacwy, blaswy), carbapenémicos (blaoxa, blame, blakec, blaviv) y
guinolonas (gnrA, gnrS, gnrB) a partir del ADN extraido de las cepas. De las 75 cepas
estudiadas, 53 presentaron al menos un gen de resistencia, destacando que se
consiguieron detectar todos los genes estudiados, como se detalla en la Tabla 12. El
gen blatem fue el mas comdun, presente en el 32% de las cepas, seguido por el gen
blacwy, encontrado en el 27% de las mismas. El gen de resistencia a quinolonas gnrS
se detectd en el 20% de las cepas, seguido por el gen gnrB en el 17%. Los genes de
carbapenemasas blaoxa ¥ blame se hallaron en el 13% y 7% de las cepas,
respectivamente. El gen gnrA se encontré en el 5% de las cepas, y los genes blakecy
blasnv en el 3%. Finalmente, el gen blavim se detect6 en el 1% de las cepas.
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El andlisis estadistico mostr6 relacion de dependencia entre la presencia de los
genes blame, ¥ blaoxay gnrS con el punto de muestreo, siendo significativamente mayor
en los puntos de muestreo P5, y P1 respectivamente. Coincidiendo nuevamente con
puntos donde las acequias drenan hasta la laguna y haya mas presencia de bacterias
resistentes.

En el andlisis de las cepas (Tabla 13), se observo que el 52,2% presentaba genes
de resistencia a antibiéticos pB-lactamicos, el 24% mostraba resistencia a carbapenemesy
el 40% tenia genes de resistencia a quinolonas. Estos datos son consistentes con
estudios previos realizados en aguas de riego [109]), donde se identifico una prevalencia
similar de genes de resistencia a p-lactamicos y carbapenemes. Sin embargo, en esos
estudios previos la resistencia a quinolonas se registraba en un 13%, mientras que en
el presente analisis se observa un incremento significativo, alcanzando el 40%. Los
estudios mas recientes han sefialado que los ambientes acuaticos, especialmente
aquellos afectados por vertidos, son criticos para la transferencia de resistencia a
quinolonas. Este aumento en la prevalencia de genes de resistencia a quinolonas podria
estar relacionado con la influencia de estos entornos contaminados en la propagacion
de dicha resistencia [106].

El momento y el punto de toma de muestras son factores cruciales en el estudio
de genes de resistencia. En un estudio realizado en las aguas de riego de La Albufera
en 2021, se encontré que hasta el 96% de las cepas de E. coli presentaban el gen
blatewm, y €l 21,6% contenia el gen gnrS [97]. Por otro lado, en un analisis de vegetales
frescos en Valencia, los genes mas comunes fueron blavimy blae, que en el presente
estudio son menos frecuentes [107]. Ademas, en un estudio de muestras clinicas en
Arabia Saudita, el gen blarem fue el mas prevalente, encontrandose en el 84,7% de las
cepas, mientras que el gen blaoxafue el menos frecuente, presente solo en el 1,4% de
las cepas [108]. Esta variabilidad en los genes de resistencia observada en diferentes
estudios y ambientes destaca la importancia de considerar tanto el contexto ambiental
como el momento de la toma de muestras en la evaluacion de genes de resistencia a
antibioticos.

Aunque 22 cepas dieron resultados negativos para todos los genes estudiados,
aun podrian mostrar resistencia a los antibiéticos que se probaron. Esto puede deberse
a que podrian portar genes de resistencia que no se evaluaron en este estudio, o0 bien
a que utilizan mecanismos distintos para resistir los antibiéticos, como bombas de eflujo,
una absorcién limitada del medicamento o modificaciones en el objetivo de este [33].

4.6 PERFILES GENETICOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
Tras el analisis individual de la resistencia se procedio a realizar el andlisis de los

diferentes perfiles de resistencia en base a los datos obtenidos de la PCRm como se
detalla en la Tabla 14.
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Tabla 12. Incidencia de genes de resistencia en las cepas aisladas

NO | N° cepas positivas (%)
cepas ‘ blatem blashy blacwy-2 blame blaoxa blaviv blakpec
P1 19 8 (42,1) 2 (10,5) 8 (42,1) 0 7(36,8) 0 0 2 (10,5) 3(15,8) 7 (36,8)
P2 14 3(21,4) 0 1(7,2) 1(7,1) 0 0 0 1(7,2) 3(21,4) 0
P3 12 7 (58,3) 0 2(16,7) 0 1(8,3) 0 1(8,3) 0 2 (16,7) 4 (33,3)
P4 13 1(7,7) 0 4 (30,8) 1(7,7) 1(7,7) 1(7,7) 1(7,7) 0 1(7,7) 1(7,7)
P5 8 3(37,5) 0 3(37,5) 3(37,5) 1(12,5) 0 0 1(12,5) 4 (50,0) 4 (50,0)
P6 4 1(25,0) 0 1(25,0) 0 0 0 0 0 0 0
P7 5 1 (20,0) 1(20,0) 1(20,0) 0 0 0 0 0 0 0
Total 75 24 (32,0) 3 (4,0) 20 (26,7) 5 (6,7) 10 (13,3) 1(1,3) 2 (2,6) 4 (5,2) 13 (17,3) | 15 (20,0)
X2 9,497 7,566 6,370 15,107 13,248 4,834 4,119 3,835 8,887 18,385
p 0,147 0,2717 0,3831 0,0194 0,0393 0,5653 0,6605 0,6990 0,1800 0,0053

Tabla 13. Incidencia de genes de resistencia por familias de antibiéticos

Genes de resistencia por familias

Cepas

positivas  B-lactamicos Carbapenemes Quinolonas




Se obtuvieron 31 perfiles de resistencia diferentes siendo los més frecuentes los
genes de resistencia aislados blatem, blacvy, qnrB, no obstante, hay que destacar 4
combinaciones que se catalogarian como multirresistentes al presentar los 3 tipos
diferentes de genes de resistencia, estas cuatro combinaciones serian blacmy-blaoxa-
gnrS, blatem-blaoxa-qnrA-gnrS, blasuv-blacwy-blaoxa-gqnrA,  blatem-blacwy-blaoxa-gnrS.
Estas cuatro cepas multirresistentes procederian de P4 y P7 identificAndose todas como
E. coli a través del aislamiento en TBX y la prueba del Indol, eviadenciando asi que E.
coli es una fuente significativa de genes de resistencia en la actualidad [109]. Esto se
corrobora en un estudio previo de Singapur de 2018, donde se identificé una prevalencia
mayor en aguas superficiales para los genes de B-lactamasas blasnv y blaoxa en E. coli
en comparacion con otras fuentes de agua [110] mientras que en otro estudio en rios de
la India detect6 la presencia de hasta 6 genes diferentes de resistencia a quinolonas y
7 genes de B-lactdmicos en diferentes aislados de E. coli [111]. Asimismo, se puede
destacar una cepa procedente de P6 también identificada como E. coli que presenta los
3 genes de resistencia de B-lactamicos blarew- blaskv-blacwy.

Destaca que pese al gran nimero de perfiles genéticos obtenidos, una gran parte
de las cepas, presentaban susceptibilidad contra los antibiéticos del ensayo previo
contra los cuales deberian presentar resistencia segun su perfil genético, especialmente
con respecto a las quinolonas y carbapenemes. La discrepancia entre un gen positivo y
un fenotipo negativo puede deberse a mutaciones o cambios en los reguladores
genéticos, a mutaciones en el propio gen de resistencia o a la presencia de reguladores
alternativos entre otros [112].

En los Ultimos afos se ha producido un aumento significativo en la presencia de
bacterias portadoras de genes de resistencia a diferentes grupos de antibidticos,
destacando especialmente la combinacion de genes de [-lactamasas vy
carbapenemasas. [113, 114]. Es probable que esta tendencia hacia el incremento de
genes de resistencia continte en el futuro, lo que complicara aun mas el tratamiento de
infecciones y amenazara la eficacia de los antibiéticos disponibles actualmente.
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Tabla 14. Perfiles de genes de resistencia en las cepas estudiadas.

Gruposdegenes 00T T0 miestreo
blatem 8 P1, P2, P5, P7
. blacmy 4 P1, P2, P5, P7
B-lactamicos
blashv-blacwy 1 P7
blarem-blashv-blacmy 1 P6
blaoxa 1 P7
Carbapenemes blame 2 P1, P4
blakpc 1 P2
qgnrA 1 P1
. qgnrB 3 P1, P2
Quinolonas
qgnrS 2 P2, P7
gnrB-gnrS 1 P4
blatem-blaoxa 2 P2, P7
B-lactamicos + blarem-blame P3
Carbapenemes blacmy-blaviv 1 P3
blacmy-blaoxa-blakec 1 P3
blatem-gnrB 3 P1, P2, P7
blatem-gnrS 3 P2, P7
blacmy-qnrB 1 P3
o blacmy-gnrS 2 P3, P4
Bc';ﬁtnac:?c')‘r’]‘; * | blarew-blacwy- gnrB 1 P4
blarem-blacmy- gnrS 2 P4
blarem -gnrB-gnrS 1 pP7
blacmy-gnrA-gnrS 1 P7
blacmy-gnrB-gnrS 1 pP7
Carbapenemes + blaoxa -qnrS 1 P7
Quinolonas blae-qnrB 2 P4
blacmy-blaoxa- gnrS 1 P7
blarem -blaoxa-gnrA-
B-lactamicos + gnrS 1 i
Carbapenemes + | blartem-blacwy-blaoxa-
Quinolonas qnrS 1 P7
blashv bllar.;m( blaoxa 1 p7
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5. CONCLUSIONES

La calidad higiénico-sanitaria del agua de las acequias de la Albufera es
adecuada para regadio, segun los estandares internacionales como los de la USEPA.
No obstante, la muestra P7 de febrero procedente del municipio de Meliana no cumple
estos estandares, posiblemente debido a una contaminacion de las aguas por practicas
agricolas o factores externos.

A pesar de que todas las muestras analizadas contenian E. coli, los niveles de
estos son mas bajos en comparacion con aguas de regadio de otros estudios, no
obstante, factores ambientales como el clima y la escasez de lluvias pueden influir en la
presencia y cantidad de microorganismos patégenos, por tanto, es necesario una
vigilancia constante para garantizar la calidad sanitaria del agua en todo momento.

Aungue no se detecté Salmonella spp.en las muestras, la identificacion de otras
bacterias patégenas oportunistas como Providencia rettgeri y Citrobacter youngae es
un potencial riesgo para la salud especialmente en poblaciones vulnerables.

El analisis de las cepas aisladas en medios selectivos para [-lactamicos y
carbapenémicos ha mostrado una notable presencia de bacterias potencialmente
resistentes, predominando las especies Escherichia coli, Stenotrophomonas
maltophilia, y Enterobacter spp.. La presencia de estas especies subraya la importancia
de continuar el monitoreo y analisis de las bacterias en el agua, especialmente en
sistemas de riego. Por otro lado, las caracteristicas especificas del agua analizada como
el origen y el tratamiento de la misma se pueden relacionar con la ausencia de ciertos
géneros gque no se aislaron de estos medios.

El estudio de susceptibilidad antimicrobiana revel6 una alta prevalencia de
resistencia a varios antibioticos en las cepas analizadas. Se observé un aumento
significativo en la resistencia a amoxicilina/clavulanico y a cefalosporinas,
especialmente a las de tercera y cuarta generacién sin clavulanico. Aunque la
resistencia a los carbapenémicos muestra cierta variabilidad, estos antibi6ticos siguen
siendo en general efectivos, destacando el meropenem por su alta eficacia contra el
95% de las cepas. Ademas, el ciprofloxacino demostré ser el antibitico mas eficaz, con
solo una cepa resistente al mismo.

El analisis de perfiles de resistencia mostré una elevada multirresistencia en
ciertas cepas, no obstante, se destaca la importancia de ciertos factores locales y
condiciones ambientales en la correcta evaluacion de resistencias.

El estudio de los genes de resistencia a antibi6ticos en las cepas ha revelado
una alta prevalencia de genes de B-lactamasas como blaremy blacuy, ¥ de genes de
resistencia a quinolonas, destacando gnrS y gnrB. Aunque la presencia de genes de
carbapenemasas es menor, sigue siendo un area de preocupacion sanitaria.

La deteccion de cepas de E. coli con multiples genes de resistencia indica un
desafio para el control de infecciones. La variabilidad en los perfiles genéticos obtenidos
subraya la importancia de un monitoreo continuo para abordar la creciente amenaza de
microorganismos resistentes.
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ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA

AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacién del trabajo con los

Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

| Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto  Medio Bajo ' ProNcc:-:de.

ODS 1. Finde la pobreza. X

ODS2. Hambre cero. X

ODS 3. Saludy bienestar. X

ODS4. Educacion de calidad. X
ODS 5. lgualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X

ODS 13. Accidn por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacién mas alto.

***Utilice tantas pdginas como sea necesario.
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Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del trabajo con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030. (Numere Ia pagina)

ODS 1: Fin de la pobreza. Las bacterias resistentes en las aguas afectan directamente
a las comunidades agricolas vulnerables, aumentando el riesgo de enfermedades
infecciosas y limitando su capacidad para producir alimentos de manera eficiente. Esto
exacerba la pobreza y dificulta el cumplimiento de la meta 1.5, que busca fortalecer la
resiliencia y reducir la vulnerabilidad de las personas en situaciones de pobreza ante
fenébmenos ambientales adversos.

ODS 2: Hambre cero. Las bacterias resistentes a antibidticos pueden estar presentes
en los cultivos, disminuyendo la produccion agricola y ganadera. Esto impacta
negativamente en la seguridad alimentaria de los consumidores y el sustento de los
agricultores, y obstaculiza la meta 2.3 de duplicar la productividad agricola y los
ingresos de los pequefios productores de alimentos. La contaminacion de los cultivos
también puede llevar a pérdidas econdémicas significativas, afectando la disponibilidad
de alimentos.

ODS 3: Salud y bienestar. La presencia de bacterias resistentes puede contribuir a la
propagacion de enfermedades infecciosas dificiles de tratar, aumentando la morbilidad
y mortalidad en la poblacion. Esto es especialmente critico para la meta 3.2, que se
centra en reducir las muertes evitables de recién nacidos y menores de cinco afios, y la
meta 3.8, que promueve el acceso a medicamentos seguros y eficaces. La lucha
contra la resistencia antimicrobiana en las aguas de riego es esencial para proteger la
salud publica.

ODS 6: Agua limpia y saneamiento. Garantizar la calidad del agua es crucial para la
agricultura y la salud humana. La meta 6.3 busca mejorar la calidad del agua
reduciendo la contaminacién, minimizando la liberacién de productos quimicos y
materiales peligrosos. EI monitoreo y tratamiento de las aguas de riego en Valencia
para eliminar bacterias resistentes es necesario para cumplir con estos objetivos y
asegurar un suministro de agua seguro y sostenible parala agricultura.

ODS 12: Produccién y consumo responsables. El uso responsable de antimicrobianos
en la agricultura, ganaderia y medicina es esencial para evitar la propagaciéon de
bacterias resistentes. La meta 12.3 busca reducir a la mitad eldesperdicio de alimentos
y las pérdidas en las cadenas de produccion y suministro. Controlar la contaminacion
de las aguas de riego con bacterias resistentes ayuda a mantener la integridad de los
cultivos y reducir las pérdidas, promoviendo una produccién agricola sostenible y
responsable.
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