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Resumen

Las especies del género Aeromonas han emergido en los Ultimos afios como un
problema de salud publica ya que han sido asociadas con una amplia variedad de
infecciones intestinales y extra-intestinales, debido a que poseen diversos factores
de virulencia.

Los miembros de este género son bacilos Gram-negativos, no esporulados
anaerobios facultativos, ubicuos en ambientes naturales como suelos, rios, lagos y
mares; sin embargo, se ha documentado su presencia en aguas potables, aguas
residuales y en una variedad de alimentos frescos incluyendo vegetales como
alfalfa, brocoli, coliflor, lechuga, cilantro, perejil y espinacas, entre otros.

En el presente estudio se evaluo la concentracion de Aeromonas spp. en vegetales
cultivados en la zona lacustre de Xochimilco, asi como en el agua de riego y el
suelo, comparandolos con la concentracion presente de esta bacteria en vegetales
a la venta en un mercado local. Asimismo se determiné la incidencia de genes
putativos de virulencia para conocer el potencial patogénico de estas bacterias y el
riesgo que presentan a la salud. De un total de 6 muestreos realizados de enero a
mayo del 2016, en la zona lacustre de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco, se
obtuvieron 205 aislados, las muestras se inocularon en medio selectivo CromoCen
(Biocen) y se incubaron a 37°C/24 h. Las colonias consideradas presuntas
Aeromonas se identificaron con ayuda de pruebas bioquimicas y posterior
secuenciacion del gen ARNr 16s. A un total de 79 aislados confirmados como
Aeromonas se les evalud la presencia de 5 genes de virulencia (gcat, aer/hem, lafA,
ast y alt) y la susceptibilidad a 12 antibiéticos por el método de difusién en disco,
también se evaluo su capacidad para formar biopeliculas.

Se obtuvieron un total de 79 aislados de Aeromonas, dentro de las cuales se
identificaron 11especies, las mas abundantes fueron A. hydrophila (25%), A. caviae
(19%), A. allosaccharophila (19%), A. salmonicida (15%) y A. media (14%). El 52%
se aislé de agua, mientras que el 39% correspondié a lechuga de mercado, en
contraste con la lechuga de la parcela donde se obtuvo solo 5% y el suelo de la
misma donde se obtuvo un 4%. La presencia de al menos 2 genes de virulencia en
las cepas fue de 48%, solo dos aislados presentaron los 5 genes de virulencia (A.
salmonicida); mientras que el antibidtico al cual se presenté mayor resistencia fue
amoxicilina con acido clavulanico 54% (43/79) seguido de Imipenem 35% (28/79) y
compuestos sulfonados 31% (25/79).

En cuanto a la formacién de biopelicula A. hydrophila presenté el mayor nUmero de
cepas productoras de biofilm 21%, seguido de A. caviae 13%, A. allosaccharophila
y A. salmonicida 13%.

De acuerdo a los resultados, podemos sugerir que la elevada presencia de
Aeromonas en la lechuga de mercado se debe a diferentes factores relacionados
con el manejo durante la cosecha, traslado y venta del producto. La ingesta de
vegetales crudos asi como de cualquier otro producto expedido en un mercado
implica un riesgo a la salud si éste no recibe el manejo adecuado.

Palabras clave: Lechuga, Aeromonas spp., Xochimilco, factores de virulencia,
biopelicula.




Abstract

Aeromonas species have emerged in recent years as a public health problem since
they have been associated with a variety of intestinal and extra-intestinal infections
due to several virulence factors.

Members of this genus are Gram-negative, non-spore-forming, rod-shaped,
facultative anaerobic bacteria and, ubiquitous in aquatic environments such as,
rivers, lakes and seas; however, they also have been isolated from drinking water,
sewage, soil and a variety of fresh vegetables such as alfalfa, broccoli, cauliflower,
lettuce, cilantro, parsley, and spinach, among others. The aim of the present study
was to evaluate the concentration of Aeromonas spp. in vegetables cultivated in the
lacustrine zone of Xochimilco, in the irrigation water and in the soil, as well as to
compare with the results obtained in a similar species of vegetables sold in a local
market. Also, the incidence of putative virulence genes was determined, in order to
know the pathogenic potential risk to human health. During the period of January to
May 2016, six samples of water, soil and vegetables were collected in the lacustrine
zone of San Gregorio Atlapulco, Xochimilco. Samples were serial diluted, inoculated
in CromoCen (Biocen) selective agar, and incubated at 37°C/24h. Colonies of
presuntive Aeromonas spp. were isolated and identified by biochemical tests, and
subsequently sequenced by 16S rRNA gene. A total of 79 Aeromonas were
identified and evaluated for the presence of five virulence genes (gcat, are/lhem, lafA,
ast and alt); also antibiotic sensitivity test were carried out by the disc diffusion
method, the ability to form biofilm to each isolate was also evaluated.

A total of 11 Aeromonas species were identified, the most abundant were A.
hydrophila (25%), A. caviae (19%), A. allosaccharophila (19%), A. salmonicida
(15%) and A. media (14%). 52% of the strains were isolated from water, 39% from
the market lettuce, and 4% from the soil.

48% of Aeromonas spp. presented at least two virulence genes; only two strains of
A. salmonicida presented five virulence genes. 54% of the Aeromonas were resistant
to amoxicillin with clavulanic acid (43/79), followed by Imipenem 35% (28/79) and
sulfonated compounds 32% (25/79).

As for the formation of biofilm, it was obtained that the species A. hydrophila
presented the highest biofilm formation 21%, followed by A. cavie 13%, A.
allosaccharophila and A. salmonicida 13%.

The results suggest that the high presence of Aeromonas spp. in the lettuce from
the market is due to different factors related to the handling during the harvest,
transport, and sale of the product. The consumption of raw vegetables cultivated in
this area, as well as any other product sent to markets, implies a risk to human health
if the product is not properly managed.

Keywords: Lettuce, Aeromonas spp, Xochimilco, virulence factors.
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1. Introduccién

Con el incremento en la demanda de vegetales frescos, orgéanicos y listos para ser
consumidos en la ciudad de México se han incrementado los problemas de salud
de los consumidores debido a la proliferacion de microorganismos en estos
alimentos, dado el inadecuado seguimiento de los estandares higiénicos se han
visto comprometidos al no reducir significativamente la carga microbiana generando
como consecuencia problemas en el tracto gastrointestinal de los consumidores
(Beuchat, 1996; Arce et al., 2002). Las diarreas eventuales y o problemas de mala
absorcion, asi como problemas extra intestinales, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos, son los principales sintomas generados como
consecuencia de la carga microbiana en los vegetales (Kirov 1993; Pedroso et al.,
1997).

Existen estudios epidemiolégicos que registran una diversidad de hortalizas
identificadas como vehiculo de agentes patdogenos microbianos entre éstas se
encuentran el espérrago, brotes de soja y alfalfa, brécoli, col, coliflor, lechuga,
cilantro, perejil, zanahoria, espinaca, tomate y pepino, entre otros (Arce et al., 2002).

En México las bacterias involucradas con mayor frecuencia en las infecciones
diarreicas son: Salmonella, Shigella, algunos serotipos de Escherichia coli y
Campylobacter jejuni (Giono, 1994).

Las especies pertenecientes al género Aeromonas han emergido como un problema
de salud publica para la poblacion humana ya que ocasionan infecciones
intestinales y extra-intestinales (Janda, 2001). En las udltimas tres décadas ha
surgido un interés por el estudio de Aeromonas debido a que algunas de sus
especies se han aislado en cultivos puros de muestras clinicas, encontrandose con
mayor frecuencia en pacientes con infeccion gastrointestinal (Joseph y Carnahan,
2000). Los miembros del género Aeromonas se encuentran ubicados
taxondmicamente en la familia Aeromonadaceae, son bacilos Gram-negativos,
anaerobios facultativos, que fermentan y oxidan glucosa, y son oxidasa positiva
(Morandi et al., 2005).

Habitan ecosistemas acuaticos que incluyen aguas subterraneas, aguas potables y
de tratamiento, sistemas de distribucién de agua, plantas de reservas de agua, asi
como lagos y rios contaminados. También se han encontrado en ambientes marinos
con bajas concentraciones de sodio, en estuarios, en el suelo, sedimentos y en
alimentos como carne, pescado, vegetales, leche natural y aves comestibles,
desempefiando un papel importante como patdgeno primario del tracto
gastrointestinal (Alavandi y Ananthan, 2003).

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud
publica en México, se transmiten ya sea por via fecal-oral o bien por el consumo de
agua y alimentos contaminados. Afectan a personas de cualquier edad, aunque los
grupos mas vulnerables son los nifios y ancianos; su prevalencia e incidencia se
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encuentra relacionada con el nivel socioeconémico de la poblacién (Hernandez,
2011).

La prevalencia de las especies de Aeromonas en el ambiente, especialmente en el
medio acuatico, el incremento del espectro y el nUmero de infecciones asociadas
con este género en las Ultimas décadas han generado un interés creciente por
establecer el riesgo que representa para la salud publica (Hernandez et al., 2011).
El dafio a la salud que puede presentarse va desde un cuadro diarreico autolimitado
y pasajero hasta problemas extra intestinales de gran severidad, incluso letales
(Fernandez y Pefia, 2012).

Al sur de la Ciudad de México se ubica uno de los humedales considerado sitio
Ramsar, que son areas que han sido reconocidas internacionalmente; éstas tienen
la caracteristica de ser tipos de humedales representativos, Unicos de gran
importancia para la conservacion de la diversidad bioldgica (Ramsar, 2014). El
Sistema de Ejidos de San Luis Tlaxialtemalco y San Gregorio Atlapulco pertenecen
a la zona lacustre del lago de Xochimilco; un sistema agricola que desde la época
prehispanica y hasta la fecha abastece a la Ciudad de México de hortalizas, granos
y flores. Ademas proveia de agua dulce a la ciudad desde hace mas de un siglo
(Zambrano et al., 2009).

En la actualidad el Lago de Xochimilco y la zona chinampera son sitios perturbados,
dando como consecuencia que sea un cuerpo de agua artificial al que se le aporta
agua residual proveniente de tres plantas de tratamiento, que ademas, funcionan
con varias irregularidades. Asimismo, debido al crecimiento de la mancha urbana,
confluyen cientos de sitios de descarga de aguas negras clandestinas a los
diferentes canales que son utilizados para el riego de productos vegetales.
Paralelamente en el area turistica se carece de una infraestructura sanitaria
adecuada por lo cual esto genera un foco grave de contaminacion por materia
organica, dando como resultado la eutrofizacién del agua que no sélo afecta a la
flora y fauna propia del lugar si no también genera un problema de salud publica.
(Zaragoza et al., 2016).
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2. Antecedentes

La contaminacién de productos vegetales ha sido un problema comudn desde
principios de la década pasada debido al incremento de demanda de estos
alimentos a nivel mundial, teniendo como consecuencia el incremento de la
frecuencia de infecciones entéricas (Beuchat, 2002; Sivapalasingam et al., 2004,
Pivarnik et al., 2005; Castro-Rosas et al., 2012). Dentro de las principales fuentes
de contaminacion a considerar se encuentran el uso de estiércol como fertilizante,
agua de riego contaminada o sin tratamiento (Islam et al., 2004; Steele y Odumeru,
2004; Steele et al., 2005; Aruscavage et al., 2006; Oliveira et al., 2012), falta de
practicas higiénicas de los trabajadores en el campo, la presencia de animales en
el campo de cultivo, malas practicas al momento de envasar y transportar al
mercado (Franz et al., 2010), asi como los cambios en las practicas agricolas y de
procesamiento de las verduras (Castro, 1990; Beuchat, 2002). Es probable que de
entre las fuentes de contaminacién mencionadas, la mas importante en el campo
sean la del agua de riego y la del empleo de estiércol como fertilizante (Matthews,
2006).

Los factores intrinsecos y extrinsecos que determinan la capacidad de los
patdgenos entéricos para unirse y proliferar en la filosfera de las plantas incluyen la
motilidad del patdgeno, la lixiviacion de nutrientes por la planta y la interaccién de
los organismos epifitos (Aruscavage et al., 2006). Ademas existen también factores
ambientales que influyen en la supervivencia de los diferentes microorganismos
(Oliveira et al., 2012).

Algunos patdgenos se pueden eliminar con ayuda de los procedimientos habituales
de lavado, sin embargo, la porcién significativa que aun queda presente, puede
proliferar (Ginestrea et al., 2005; Aruscavage et al., 2006); las principales
deficiencias de los desinfectantes es que no tienen acceso a ciertas partes de las
estructuras vegetales (Beuchat, 2002; Lopez et al., 2003). Los patdgenos
sobrevivientes a los procesos de lavado pueden persistir, proliferar,
internalizdndose en el tejido vegetal o incorporarse en biopeliculas (Ginestrea et al.,
2005; Aruscavage et al., 2006).

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades
infecciosas mas frecuentes, superadas soélo por infecciones del tracto respiratorio.
A nivel mundial las infecciones gastrointestinales siguen siendo una de las causas
mas importantes de morbilidad y mortalidad entre los lactantes, nifios y ancianos.
Aunque muchas veces se trata de un ligero contratiempo en los adultos sanos, un
desequilibrio electrolitico puede provocar una deshidratacion importante. Se ha
estimado que, en Africa, Asia y Latinoamérica, dependiendo de los factores
socioecondmicos y nutricionales, la probabilidad de que un nifio muera antes de los
5 afios por estas causas son de un 50% (Alvarez et al., 2008).
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La enfermedad diarreica es definida como un trastorno digestivo manifestado por
un incremento en el volumen, fluidez y frecuencia en las deposiciones fecales, el
cual provoca una escasa absorcibn de agua y elementos nutrientes, esta
enfermedad representa un problema de salud publica a nivel mundial (Merck,-1997;
Romero, 2002).

Los cuadros gastrointestinales pueden presentarse en cualquier época del afio,
pero el riesgo de sufrir estas enfermedades incrementa en las temporadas de secas
calidas que corresponden a los meses de marzo-junio (Jauregui, 1995; 2000) por lo
que son la principal demanda de atencion médica en los centros de salud.

En los uUltimos afios se ha incrementado el conocimiento de agentes bacterianos
emergentes causantes de diarrea, entre los que se encuentra el género Aeromonas,
microorganismo descrito como habitante natural del medio acuatico y del cuerpo de
algunos animales como ranas, sapos Yy reptiles (Swartz, 1998; Monge, 2000).

La zona lacustre de Xochimilco representa una regién de importancia en nuestro
pais desde tiempos prehispanicos por sus actividades agricolas y aporte de agua
para la Ciudad de México, sin embargo, ha sufrido un proceso de degradacion tras
la reduccion del nivel de agua y la recarga proveniente de aguas tratadas (Mazari-
Hiriart et al., 2000; Secretaria del Medio Ambiente, 2012) lo que ha aportado
grandes cantidades de desechos organicos y otras sustancias toxicas (Balanzario,
1982).

Los humedales de Xochimilco se encuentran localizados en los paralelos 19° 09" y
19° 19° de latitud norte; los meridianos 99° 00" y 99° 10"de longitud oeste, con una
altitud entre los 2200 y 3100 m.s.n.m., colinda con las delegaciones Tlalpan,
Coyoacan, lztapalapa, Tlahuac y Milpa Alta (INEGI, 2012).

La zona Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco fue establecida como Zona
Prioritaria de Preservacion y Conservacion del Equilibrio Ecologico y se declaro
Area Natural Protegida (ANP) por decreto publicado el 7 de mayo de 1992 en el
Diario Oficial de la Federacion, bajo la categoria de Zona Sujeta a Conservacion
Ecoldgica. Con una superficie de 2657 ha, la mayor parte de ésta corresponde a la
zona chinampera de produccion agricola de los pueblos de San Gregorio Atlapulco
y San Luis Tlaxialtemalco.

En esta zona de humedales se ha perdido el control hidrolégico, debido al manejo
inadecuado del acuifero. El aporte actual de aguas residuales tratadas ocasiono la
pérdida de la calidad del agua y la degradacion fisica y quimica del suelo. En general
los canales de Xochimilco y Tlahuac presentan eutroficacion con alto contenido de
sales. En cuanto a la contaminacién bioldgica se han obtenido registros altos de
coliformes fecales que rebasan los niveles permisibles por lo que actualmente solo
un 15% de la superficie tiene uso agricola (Secretaria del Medio Ambiente, 2012).

Actualmente uno de los usos mas extendidos del agua proveniente de los canales,
es el riego agricola pese a los diversos riesgos que esto conlleva, tales como la
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contaminacion de hortalizas por microorganismos patdgenos, presencia de metales
pesados, eutroficacion de las aguas, muerte de la fauna acuética y salinizacion de
las tierras (Diaz et al., 2004).

Los datos del censo agropecuario de 2007 indican que el tipo de cultivos
predominantes producidos en Xochimilco son las flores, hortalizas y frutales. Los
principales destinos de la produccion agricola de la zona son los mercados locales
de plantas y flores de Nativitas Madreselva, San Luis Tlaxialtemalco y Cuemanco,
donde se comercializa alrededor del 58% de la produccion local, otro 32% se
distribuye en el centro de Xochimilco y un 10% es vendido en la Central de Abastos
de la Ciudad de México. El agua juega un papel importante en la produccién
agropecuaria de la zona, ya que al no recibir un buen tratamiento de saneamiento,
la produccion agricola queda expuesta a contaminacion por diferentes
microorganismos 0 agentes patdgenos, generando un problema importante de
salud publica resultante en enfermedades gastrointestinales e infecciones en la piel.
Es importante resaltar que el uso agricola de aguas residuales tratadas mezcladas
con aguas negras debe ser visto con criterios sanitarios. Sin duda la tecnologia
exclusiva de la chinampa fue exitosa pero quizd hoy esté amenazada porque la
cantidad y calidad del agua ponen en riesgo la esencia de la chinampa como
sistema productivo (Lopez et al., 2015).

Las areas de cultivo bajo riego en la zona representan el 8.98% con respecto al area
total cultivable existente en la Ciudad de México. Los agricultores asentados en las
chinampas y zonas aledafas a los canales utilizan el agua de los canales para regar
sus cultivos, principalmente hortalizas y flores. EI método de riego es muy
rudimentario, ya que los productores sélo introducen una manguera y con ayuda de
una bomba extraen el agua para llevarla a sus parcelas (Secretaria de Obras y
Servicios Publicos, 2001).

2.1 Generalidades de Aeromonas

Desde el primer aislamiento hasta 1943, afio en el que se definié el género, las
cepas de Aeromonas han sido incluidas en diversos grupos como Bacillus, Proteus,
Pseudomonas, Achromobacter o Vibrio, entre otros (Stainer, 1943).

El género Aeromonas estuvo incluido mucho tiempo en la familia Vibrionaceae
desde 1965 junto a los géneros Vibrio y Plesiomonas. Sin embargo, en 1984
Baumann y Schubert, a partir de un estudio de reasociaciéon del ARNr-ADN entre
miembros de la familia Vibrionaceae, observaron que el género Aeromonas
presentaba diferencias suficientes como para constituir una familia independiente.
Afos mas tarde estos resultados fueron confirmados por Colwell y colaboradores
(1986), con base en el andlisis de secuencias de los genes del ARNr 5S y 16S, que
demostraban que el género Aeromonas tenia una divergencia evolutiva equidistante
con la Familia Vibrionaceae y Enterobacteriaceae justificando asi la creacion de la
familia Aeromonadaceae. Las secuencias del gen ARNr 16s de todas las especies
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de Aeromonas definidas hasta 1992 por Martinez y colaboradores corroboraron la
posicion del género y la propuesta de Colwell.

En la actualidad el género Aeromonas de acuerdo con la edicidbn mas reciente del
manual Bergey’s (2005) pertenece a la clase de las Gammaproteobacterias, orden
Aeromonadales, Familia Aeromonadacea, que en la actualidad incluye tres generos:
Aeromonas, Oceanimonas y Tulomonas. Se caracterizan por ser bacilos Gram-
negativos, no esporulados presentan flagelo polar lo que les permite ser méviles,
aunque existen especies no moviles como Aeromonas salmonicida. Son aerobios
facultativos, oxidasa y catalasa generalmente positivos, capaces de degradar
nitratos a nitritos, fermentadores de la glucosa y mayoritariamente resistentes al
factor vibriostatico O/129 (2,4-Diamino-6,7-diisopropilpteridina fosfato). Son Bacilos
cortos 0.3-1.0 x 1.0-3.5 pm.

Los miembros de este género producen varias exoenzimas como: Proteasas,
DNasas, RNasas, elastasas, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y lipasas, entre
otras, considerados factores de virulencia. Cuentan con 30 especies publicadas
(Altwegg M., 1999; Bergey 2005).

Se pueden dividir en dos grupos con base en la temperatura éptima de crecimiento
y la capacidad de movilidad de las especies:

- El primer grupo es amplio y heterogéneo genéticamente y esta formado por
especies mesdfilas y méviles que crecen dptimamente a 28°C.

- El segundo grupo es mas reducido y homogéneo genéticamente, se designa
como el grupo psicrofilo cuya temperatura éptima de crecimiento se define
entre 22-25°C (Notederdaeme et al., 1996; Pavan et al., 2000).

Las diferentes especies de Aeromonas pueden crecer en los medios diferenciales y
selectivos empleados para el aislamiento de las bacterias Gram-negativas. Para el
caso de muestras provenientes de alimentos es recomendado utilizar un caldo de
pre-enriquecimiento, siendo el agua peptonada alcalina de pH 8.7 la mejor eleccién
(Gobat y Jemmi, 1995).

A pesar de ser considerados microorganismos autoctonos del medio acuéatico,
también han sido aislados con frecuencia en alimentos y vegetales destinados al
consumo humano, peces sanos y enfermos, huevos de mosquitos y en diversos
procesos infecciosos en humanos (Figueras, 2005; Martin-Carnahan y Joseph,
2005; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2012; Beaz-Hidalgo et al., 2015).

La mayoria de los sistemas de tratamiento de agua potable son capaces de reducir
las concentraciones de Aeromonas por debajo de 1UFC/100mL, no obstante,
cuando los niveles de materia organica aumentan, se inactivan los niveles de cloro
y estas bacterias pueden crecer e incluso colonizar los sistemas de abastecimiento
formando biopeliculas en el agua tratada, pueden llegar a alcanzar concentraciones
de 103 UFC/100 mL (Pettibone, 1998; Massa, et al., 1999). El aislamiento del
género Aeromonas de muestras de agua depende de diversos factores, algunos de
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ellos son: la estacion del afo, la concentracion de materia organica, el oxigeno
disponible, los niveles de cloro y la salinidad (McClure et al., 1994).

Algunas de las especies son consideradas como patdogeno emergente, capaces de
afectar tanto a individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos (Castro-
Escarpulli et al., 2002; Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-
Hidalgo, 2012).

2.2 ldentificacion basada en el gen ARNr 16s

Las secuencias del gen ARNr 16s han sido consideradas como marcadores
moleculares estables y especificos para la identificacion de especies bacterianas ya
que es un gen con distribucion universal, por lo que permite la comparacién de todos
los microorganismos, ademas presenta un mosaico de regiones variables Utiles en
la diferenciacién de organismos estrechamente relacionados, presenta regiones
conservadas que son Utiles para la comparacion de organismos lejanos que han
permitido el disefio de iniciadores universales y por su tamafio (1550 pb) permite la
secuenciacion casi completa del gen (Woese, 1987; Martinez et al.,, 1992;
Marchandin et al., 2003).

Una ventaja importante de este gen, es la disponibilidad de numerosas secuencias
de especies bacterianas incluidas en bases de datos como el GenBank, esto
permite la comparacion de similitudes y andlisis filogenéticos; sin embargo, debe
tenerse en cuenta la calidad de la base de datos para evitar generar interpretaciones
erréneas (Figueras et al., 2011b).

Las secuencias del gen ARNr 16s de todas las especies del género Aeromonas
aceptadas hasta 1999 fueron realizadas por Martinez-Murcia y colaboradores
(1992), estableciendo la filogenia del género con base en este gen.

Ademas de la secuenciacion, se han descrito otras técnicas moleculares basadas
en este gen para la identificacién de especies de Aeromonas como:

- Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP). Basado
en el analisis de los patrones de restriccion de 1503 pb del gen ARNr 16s,
obtenido tras la digestion con endonucleasas (Borrel et al., 1997; Figueras et
al., 2000).

- La Desorcion/lonizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF). Es una
técnica basada en la determinacion de pesos moleculares de biomoléculas
principalmente proteinas que se encuentran asociadas al gen ARNr 16s 'y se
obtiene a partir de células enteras o extractos de las mismas. Los perfiles de
proteinas son especificos de cada bacteria por lo que asemejan una huella
digital para cada género y especie bacteriana (Donohue et al., 2006; 2007)

- Andlisis filogenéticos con ayuda de proteinas ribosomales (ribosomal MLST,
rMLST). En estos estudios se utilizan genes que codifican para proteinas
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ribosomales que son las que ensamblan para formar los ribosomas y que por
tanto estan presentes en todas las bacterias (Colston et al., 2014).

2.3 Aeromonas como patégeno emergente

En la década de los 80 tuvo lugar una explosion de interés cientifico hacia los
miembros del género Aeromonas como patégenos para el hombre y animales
debido principalmente a la asociacibn de estas bacterias con procesos
gastroentéricos humanos (Arias, 1995).

Se considera que la primera descripcion de una cepa del género Aeromonas fue la
realizada por Sanarelli en 1891, durante un estudio de inmunidad en ranas en el
gue muchas de éstas desarrollaron una septicemia que se atribuyé a Bacillus
hydrophilus fuscus. Durante aquella época se aislaron Aeromonas de agua, peces
enfermos y leche. La primera asociacion de A. salmonicida con la forunculosis fue
en 1894 por Emmerich y Weibel (Farmer et al., 2006).

En la Actualidad el género Aeromonas es considerado un patégeno emergente
oportunista, se ha asilado como agente etioldgico en diversos procesos infecciosos
como gastroenteritis, septicemia e infecciones de heridas, asi como en otras
infecciones que afectan al sistema hepatobiliar y tracto respiratorio, afectando con
mayor frecuencia a nifios, ancianos e individuos inmunocomprometidos. Se han
descrito diferentes casos de bacteriemia e infecciones extra-intestinales como
meningitis, neumonia, queratitis y osteomielitis causadas por Aeromonas en
pacientes sanos e inmunocomprometidos (Figueras, 2005; Dwivedi et al., 2008;
Gunasekaran et al., 2009; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Estudios revelan que Aeromonas fue el microorganismo con mayor frecuencia de
aislamiento después de desastres naturales como el tsunami en Tailandia del afio
2001 el cual correspondio al 22.6% de todos los aislados y con el huracan Katrina
en el sureste Estados Unidos en 2005, se asoci6 principalmente a infecciones de
heridas. Hay evidencias de que tanto el aumento como la disminucion del volumen
de lluvia, preceden los brotes de Aeromonas asociado al consumo de agua
contaminada (Hiransuthikul et al., 2005; Presley et al., 2006; Figueras y Borrego,
2010).

2.4 Epidemiologia del género Aeromonas

Debido a factores como el aumento de la poblacién, alteracion de los patrones
pluviométricos y contaminacion de las fuentes naturales de agua, éste recurso es
MAas escaso, por lo que se somete a tratamientos fisicos, quimicos y biologicos en
plantas de tratamiento para lograr la mayor depuracion posible. Sin embargo, en
algunos casos la descarga de aguas residuales que se realiza a los cuerpos de agua
va sin tratamiento previo, con lo que se incrementan los nutrientes y materia
organica en estos cuerpos, afectando el estado trofico o saprobio del sitio. Esto
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repercute, entre otras cosas, en la densidad de las bacterias autoctonas, ya que se
puede incrementar la poblacién de bacterias con potencial patogénico como es el
caso del género Aeromonas (Shotts et al., 1972; Bemgozzi et al., 1995; Health
Canada, 2006; Navgvenkar y Ramaiah, 2009).

Por otro lado dependiendo de la calidad microbiologica del agua tratada se le puede
dar diferentes usos, por ejemplo, para el riego de alimentos como frutas y verduras
(Boussaid et al., 1991; Hassani et al., 1992), sin embargo puede tener implicaciones
para la salud publica. Existe evidencia de que Aeromonas es capaz de proliferar en
los sistemas de distribucion de agua utilizada para el riego (Pianetti et al., 2004; Al-
Jassim et al., 2015).

Las frutas y vegetales que han sido estudiados para detectar la presencia de
Aeromonas son alfalfa, zanahoria, tomate, lechuga, pepino, papa, cebolla y apio;
estos alimentos junto con el agua contaminada son las principales fuentes de
infeccion diarreica generada por Aeromonas (Neyts et al., 2000a; Bashir Awan et
al., 2006; Chang et al., 2008; Nagar et al., 2011).

Después de la gastroenteritis, la infeccion de heridas es el cuadro clinico méas
frecuente provocado por Aeromonas, se le suele asociar a eventos traumaticos y
guemaduras relacionadas con agua y suelo contaminado con este microorganismo.
Las infecciones en algunos casos pueden evolucionar de forma severa a Fascitis
necrotizante y gangrena, especialmente en pacientes inmunocomprometidos
(Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Behera et al., 2011; Igbinosa et al., 2012).

2.5 Antecedentes en México

En México, un estudio gubernamental realizado en 2003 reportd 4 556 decesos
causados por infecciones intestinales, por lo general asociadas a microorganismos
presentes en el agua, alimentos procesados y crudos (Paniagua et al., 2007). Los
patdgenos como Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio, Campylobacter vy
Yersinia, son los mas frecuentemente aislados de los cuadros gastrointestinales,
por lo que son considerados en el Boletin Epidemiol6gico Mexicano como los mas
importantes. Sin embargo, en los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento
de agentes bacterianos emergentes causantes de diarrea como es el caso de
Aeromonas (Castro et al., 2003). Por ser éste un microorganismo ambiental
autdctono de agua se ha sugerido que alimentos como los mariscos y vegetales
crudos son un importante vehiculo de transmision (Merino, 1995).

En México los estudios para determinar la incidencia de Aeromonas son escasos,
destacan los realizados por Rebollo y Escamilla (1984), quienes aislaron esta
bacteria con una frecuencia del 17.7% en casos de diarrea aguda en nifios menores
de 2 afios y 7% en adultos.
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Algunos otros autores han realizado estudios para el aislamiento e identificacion de
Aeromonas a partir de muestras clinicas, agua, y alimentos; otros se enfocan en la
descripcion de factores de virulencia y mas recientemente, en la caracterizacion de
las cepas desde un punto de vista genético; sin embargo, estos trabajos no han sido
publicados, lo que limita su difusién, disminuyendo el impacto o importancia que
estos estudios pudieran tener en nuestro pais (Castro-Escarpulli, 2002).

2.6 Factores de virulencia en Aeromonas

La variedad de manifestaciones clinicas observadas en las infecciones provocadas
por Aeromonas concuerda con la idea de que estas infecciones son causadas por
procesos multifactoriales, debido a la existencia de una compleja red de
mecanismos de patogenicidad (Yu et al., 2005).

Se ha descrito que las Aeromonas poseen factores de virulencia como aerolisinas,
enterotoxinas citoliticas y citotonicas, hemolisinas, lipasas, proteasas y/o capacidad
invasiva. Aunque no es clara la repercusion relativa de estas propiedades en la
patogenicidad, ya que no todas las cepas que las poseen son virulentas, parece ser
necesaria la combinacion de estas propiedades bacterianas con factores
predisponentes en el hospedero para que se desencadene una infeccion (Kirov,
1993).

Algunos de los factores asociados a la virulencia que se han identificado y
caracterizado son los siguientes:

» Céapsula. Es una estructura polisacarida que recubre la membrana externa

de la bacteria, se ha descrito como un factor de virulencia importante en
diversos patdgenos ya que contribuye a la resistencia, favorece la adherencia
a otras bacterias o tejidos del hospedero y actia como barrera frente a
moléculas hidrofébicas téxicas. En A. salmonicida y A. veronii se ha
documentado la capacidad de formar capsula tanto in vitro (en un medio rico
en glucosa TSA) como in vivo (Merino et al., 1994).
Algunos estudios han demostrado la presencia de capsula en algunos
serogrupos de A. hydrophila, aunque se cuenta con poca informacién sobre
su composicion y su posible relacion con la patogenicidad (Martinez y Simon-
Pujol, 1995).

» Capa o Lamina S. Esta estructura de naturaleza proteica, esta involucrada
en el punto de union de la bacteria con los componentes celulares de la célula
hospedera y confiere resistencia a las propiedades bactericidas del
complemento, por lo que es considerada un importante factor de virulencia
(Dooley et al., 1988; Kokka et al., 1992). La presencia de lamina S en las
especies mesofilas de Aeromonas pertenecientes al serogrupo 011
incrementa la capacidad de adhesion de este microorganismo, contribuyendo
a la colonizaciéon de la mucosa intestinal, pudiendo ser la causa del frecuente
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aislamiento de este serotipo en pacientes con gastroenteritis (Merino et al.,
1995).

» Lipopolisacarido (LPS). También conocido como endotoxina, es un complejo
glucolipidico que constituye el componente mayoritario de la capa externa de
la membrana de las bacterias Gram-negativas. Se diferencia en tres
regiones: el lipido A, el nacleo de LPS, a su vez subdividido en nucleo interno
y nucleo externo y la ultima region corresponde al antigeno O 6 polisacéarido
O. Las propiedades endotoxicas del LPS son debidas al lipido A ya que al
liberarse a causa de su lisis celular es capaz de provocar una importante
inflamacion sistémica conocida como shock séptico o endotéxico (Reeves et
al., 1996). Actualmente se reconocen al menos 97 serogrupos distintos con
base en los antigenos presentes en la regién O del LPS (Thomas et al.,
1990). Se ha demostrado que los serotipos 034, 011, O18 y O16 prevalecen
en diversas areas y se relacionan particularmente con septicemias,
infecciones sistémicas y en algunos casos de gastroenteritis (Dooley et al.,
1985; Janda y Abbott, 1998).
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Figura 1. Estructuray disposicién del LPS en la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas. Tomado de Madigan et al., 2000.

==

» Pili/Fimbria. Son estructuras filamentosas formadas a partir de subunidades
proteicas denominadas pilinas que se encuentran en la superficie bacteriana.
Se han descrito diferentes tipos de pilli tanto en aislados clinicos como en
aislados ambientales atendiendo a su morfologia y a los antigenos que
presentan (Kirov et al., 1995). Aunque los pili se describen a menudo como
organelos adhesivos, se han implicado en otras funciones, tales como la
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unién a fagos, transferencia de DNA, formacién de biopeliculas, agregacion
e invasion de células (Proft y Baker, 2009). Se han encontrado dos tipos
distintos de fimbrias basandose en su morfologia: fimbrias cortas y rigidas
(S/R) son capaces de causar autoagregacion, pero no hemaglutinaciéon o
union a las células intestinales, se pueden encontrar en numeros altos en la
célula bacteriana y fimbrias largas y onduladas (L / W) siendo grandes, finas
(4-7 nm), flexibles y consideradas hemaglutininas, que corresponden al pili
tipo IV conocido como estructuras importantes para la adhesion a las células
epiteliales y que participan en la formacién de biopeliculas y movimientos de
motilidad (Pepe, 1996).

Se han descrito tres tipos de pili: Tipo I, descritos en A. hydrophila, este
presenta una composicion en aminoacidos similar al tipo | de E. coli; tipo 1V,
descritos en A. hydrophila, A caviae y A. veronii, estos pueden formar bucles
(Bfp) y expresarse conjuntamente con pilis tipo I, se encuentran implicadas
en la formacién de biopeliculas; el tercer tipo se denomina mini-pili, se
encuentra constituido por una pilina que guarda gran semejanza con la pilina
de V. cholerae. La adherencia estd mediada por estos pilis y favorece el
proceso de colonizacién de las bacterias (Ho Asy, et al., 1992; Pepe, 1996).

Flagelo. El flagelo bacteriano es un apéndice largo (15-20 um de longitud) y
delgado (aproximadamente 20 nm de didmetro), de naturaleza proteica, con
capacidad de rotacion y que permite la propulsion de la célula. El flagelo polar
es responsable de la movilidad por natacién (swimming) en ambientes
liquidos, mientras que los flagelos laterales son responsables de la movilidad
colonial observada en crecimiento en medios sélidos o semisélidos conocida
como swarming (OToole y Kolter, 1998). En consecuencia, la presencia de
flagelo asi como su movilidad, participan en las fases iniciales del proceso de
infeccion entre las que cabe destacar la adhesion a células eucariotas, la
colonizacion del hospedero y la formacion de biopeliculas (Merino et al.,
2006).

Las Aeromonas mesofilicas expresan un unico flagelo polar de manera
constitutiva y en un 50-60% de las cepas asociadas a procesos diarreicos, el
crecimiento en superficies induce la expresion de flagelos laterales (Kirov et
al., 2002).

Proteinas de membrana (OMP). Se ha identificado una OPM de 34kDa en
A. caviae que esta implicada en la adherencia in vitro a células intestinales.
También producen una gran cantidad de enzimas extracelulares que
degradan activamente complejos proteicos, polisacéridos,
mucopolisacaridos y moléculas que contienen lipidos (Jeanteur, 1992;
Pemberton et al., 1992).

Enterotoxinas citotoxicas. También conocidas como enterotoxinas citoliticas,
B-hemolisinas o aerolisinas. Denominadas originalmente aerolisinas, son
parcialmente similares a la toxina a de Staphylococcus aureus y la
enterotoxina de Clostridium perfringens (Howar et al., 1987). La aerolisina se
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caracteriza por la formacion de poros en la membrana de las células
hospederas (efecto citolitico) y por producir acumulacion de fluidos en
diversos modelos animales, por lo cual se le asocia con la produccion de
cuadros de gastroenteritis (Buckley 1992). Dafian seriamente al epitelio
intestinal y pueden llegar a producir hemalisis, citotoxicidad y enterotoxicidad
(Chopra et al., 1993).

Enterotoxinas citotonicas. Este tipo de toxinas se distinguen in vitro de las
aerolisinas y B-hemolisinas por su capacidad de producir elongacién de las
células sin llegar a producir lisis, es decir, no degeneran al epitelio. Se han
descrito dos tipos de actividad citotonica, una asociada al incremento del
adenosil monofosfato ciclico (AMPc) y prostaglandinas en células del epitelio
intestinal, pero no es parecida estructuralmente a la toxina colérica
denominada termolabil y el segundo tipo que tiene un mayor grado de
homologia con la toxina colérica, también llamada termoestable. Estas
toxinas se asocian con la produccién de diarrea acuosa (Chopra et al., 1999;
Chopra et al., 2000).

Proteasas. En general las proteasas pueden contribuir a la patogenicidad
causando lesiones directas al tejido mediante la activacién proteolitica de
toxinas potenciando la invasion (Kirov, 1997). Son capaces de degradar
diferentes compuestos como albumina, fibrina, gelatina y elastina. Una
misma bacteria puede producir diferentes proteasas. Los dos principales
tipos de proteasas son las metaloproteasas y las serina proteasas, éstas
pueden jugar un papel importante en el mantenimiento de las infecciones en
heridas de humanos y en las lesiones de piel de peces (Rodriguez et al.,
1992; Cascén et. al., 2000). En Aeromonas spp. se han identificado tres tipos
de proteasas una serina proteasa termolabil y dos metaloproteasas
termoestables. Ademds, también existen aminopeptidasas que pueden
presentar diversas actividades especificas como el catabolismo de péptidos
exdgenos Y la activacion extracelular de aerolisinas (Pemberton et al., 1997).

Lipasas/Fosfolipasas. Actian como hidrolasas sobre los lipidos de
membrana. En el serogrupo O 34 de Aeromonas spp. se han descrito las
fosfolipasas Al y C. La lecitinasa-fosfolipasa C (PIc) se han asociado con
patogenicidad. Las Aeromonas también producen glicerofosfolipido
colesterol aciltransferasa (GCAT) que funciona como lipasay puede provocar
la lisis en eritrocitos mediante la digestidbn de sus membranas plasmaticas
(Merino et al., 1990; Pemberton et al., 1997; Vipond et al., 1998; Merino et al.
1999).

2.7 Sensibilidad a antibidticos

Segun la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) los antibiéticos son sustancias
guimicas producidas por diferentes especies de microorganismos o sintetizados por
meétodos de laboratorio utilizados para el tratamiento de las infecciones causadas
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por bacterias, hongos y parasitos. Su descubrimiento fue, desde el punto de vista
de la salud, uno de los avances mas importantes en la historia de la humanidad.
Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y
farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y espectro antimicrobiano.
La resistencia de las bacterias a los antibidticos se define como la capacidad de las
mismas para resistir la accion de estos farmacos. La resistencia a los antibioticos
entre los patdgenos entéricos es un problema grave en los paises que se
encuentran en desarrollo y donde hay una alta frecuencia de enfermedades
gastrointestinales, muchos antibidticos caen rutinariamente en un uso inadecuado.

La resistencia a los antibiéticos es particularmente relevante en especies de
Aeromonas patogenas en las que, ademas de la resistencia clasica a los antibiéticos
B-lactamicos, se ha identificado con frecuencia resistencia multiple (Kampfer, et al.,
1999; Guiii et al., 2000; Vila et al., 2002; Vila et al., 2003). Estas bacterias pueden
recibir y transferir genes de resistencia a los antibiéticos a otras bacterias Gram-
negativas (Marchandin et al., 2003).

Debido al uso excesivo de antibiéticos de amplio espectro en entornos clinicos,
agricultura y criaderos de peces, se ha presentado un aumento en la resistencia a
los antibidticos entre las especies de Aeromonas patégenas (Ko et al., 1996). Se ha
observado que los miembros del género Aeromonas han mostrado resistencia a los
antibiéticos de uso comun como la ampicilina, asi como a un gran numero de
antibidticos como carbenicilina, ampicilina y cefalosporinas de primera generacion
(Cabrera et al., 2007). Por el contrario, son susceptibles a tetraciclina, trimetoprima-
sulfametoxazol, cloranfenicol, aminoglucésidos, cefalosporinas de tercera
generacion (cefotaxima, ceftriaxona) y quinolonas (Wen et al., 1998; Gudi et al.,
2000). La susceptibilidad antibiética de los aislados clinicos ha sido estudiada con
mayor frecuencia, sin embargo hay poco conocimiento sobre las cepas aisladas en
el ambiente.

2.8 Formacién de Biopeliculas

Las bacterias encontradas en ambientes clinicos, ambientales e industriales a
menudo se encuentran como biopeliculas asociados a la superficie (Costerton et
al., 1995). Una biopelicula es una estructura compleja conformada por comunidades
bacterianas que crecen embebidas en una matriz de exopolisacaridos, dentro de la
cual existen canales para la circulacién de nutrientes y agua, ademas permiten la
comunicacioén celular (Costerton et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Monds, 2009).

La formacion de un biofilm es un proceso que involucra la transicion a traves de
distintas etapas de organizacién multicelular como son:

» Fase planctonica. Las células se encuentran dispersas en el medio.

» Fase de adhesion. Se divide en una etapa reversible e irreversible. En esta
etapa se produce la activaciéon de mecanismos especificos que permiten la
transicion celular a una asociacion con la superficie.
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» Fase de formacion de microcolonias. En esta etapa se da la formacion de
agrupaciones celulares discretas por crecimiento clonal de las células
adheridas o por translocacion activa a través de la superficie.

> Fase de formacion de macrocolonias. Estas son el resultado del crecimiento
de las microcolonias, estan contenidas en una matriz de exopolisacaridos
que también contienen restos de células muertas y ADN extracelular.

» Fase de dispersion. Este proceso ocurre cuando las macrocolonias se
dispersan, retornando a la fase planctonica (Coogan y Keener 2004).

A

FASE DE ADHESION FASE DE ADHESION FORMAC FORMACION DE
REVERSIBLE IRREVERSIBLE MICROCOLONIAS MACROCOLONIAS DISPERSION

Figura 2. Esquema de las fases de desarrollo de una biopelicula (tomado de Coogan y
Keener, 2004)

Dado el potencial para la comunicacion interbacterial a través de los procesos de la
formacién de la biopelicula, se predijo un papel para la comunicacion célula-célula
0 "guorum sensing" en la regulacion de la fijacién superficial y la maduracion de la
biopelicula (Williams y Stewart, 1994). El quorum sensing (QS) es un mecanismo
gue regula la expresién de los genes en funcion de la densidad celular. Consiste en
una molécula sefal llamada autoinductor que puede difundir hacia afuera o adentro
de la célula, como en el caso de bacterias Gram-negativas, o ser sintetizada como
péptidos precursores, modificada y exportada a la célula a través de una maquinaria
de transporte de proteinas. Los sistemas de QS difieren entre los distintos géneros
bacterianos y una misma bacteria puede poseer mas de un tipo de sistema
(Manefield y Turner, 2000; Taga y Bassler, 2003).
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La fisiologia de las bacterias de la biopelicula, comparada con la de las bacterias
plancténicas, demuestra una amplia y mayor resistencia a agentes antibacterianos,
por ejemplo, antibidticos, especies reactivas de oxigeno y detergentes que se usan
en la medicina y la industria, por lo que la resistencia es la caracteristica principal
de una biopelicula (Costerton et al., 1995; Hpiby et al., 2010). En consecuencia, las
bacterias presentes en una biopelicula plantean un problema significativo y
persistente, ya que los antibiéticos convencionales o los regimenes de limpieza y
desinfeccion no son eficaces sobre éstas.

La adhesién a las células hospederas es un paso crucial para la colonizacién e
infeccion de patdgenos. Las Aeromonas poseen una variedad de adhesinas en la
superficie celular, filamentosas y no filamentosas, que contribuyen a este proceso.
La capacidad de adherencia de las Aeromonas también puede variar debido a una
serie de factores tales como la temperatura, los medios de crecimiento y la fase de
crecimiento (Ho et al., 1990; Kirov et al., 1995a; Kirov et al., 1995b). Por lo tanto,
esto sugiere que la adherencia de Aeromonas spp. es un proceso complejo y
multifactorial.

3. Justificacion

Las especies del género Aeromonas son bacterias Gram-negativas de vida libre,
consideradas patégenos oportunistas, son transmitidas directamente por el agua a
través del riego de vegetales que se consumen crudos asi como en otros alimentos,
también son patdégenos extraintestinales y se transmiten por medio del contacto con
agua contaminada a personas con heridas abiertas. Debido a que la zona lacustre
de Xochimilco es receptora de la descarga de aguas residuales tratadas, se
presenta un incremento en la materia organica que favorece el desarrollo de
microorganismos, por lo que es importante evaluar la presencia de Aeromonas spp.
y sus factores putativos de virulencia, que pudieran poner en riesgo a las personas
gue consumen vegetales crudos cultivados en la zona y regados con el agua
contaminada de los canales.
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4. Hipotesis

Si la zona lacustre del lago de Xochimilco se considera un humedal urbano
altamente contaminado por la descarga de aguas negras con tratamiento
secundario y no tratadas, con un alto grado de recepcién de materia organica que
favorece el desarrollo de diversos microorganismos, entonces se incrementa la
probabilidad de aislar Aeromonas spp. del agua de los canales usada para el riego,
asi como del suelo de las chinampas y de los vegetales que se cultivan en las
mismas.

5. Objetivos
5.1 Objetivo General

Evaluar la concentracibn de Aeromonas spp. en lechugas cultivadas en las
chinampas de Xochimilco, en el agua de riego y el suelo, comparandolos con la
concentracion de bacterias presentes en lechugas que se expenden en un mercado
local, asi como determinar la incidencia de genes putativos de virulencia y la
sensibilidad a diferentes antibioticos en los aislados, para conocer el potencial
patogénico de estas bacterias.

5.2 Objetivos especificos

» Cuantificar y aislar Aeromonas spp. de lechugas que se consumen crudas y
gue son regados con el agua de la zona lacustre de Xochimilco.

» Identificar mediante pruebas bioquimicas tradicionales y la secuenciacién
del gen ARNr 16s, los aislados de Aeromonas spp.

» Detectar en las Aeromonas identificadas la presencia de cinco genes
putativos de virulencia mediante la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR): gcat (lipasas), aer/hem (toxinas aerolisina/lhemolisina),
lafA (flagelo), ast, alt (enterotoxinas).

» Evaluar la susceptibilidad a diferentes antibiéticos en Aeromonas spp.

» Evaluar la formacion de biopeliculas en Aeromonas spp.
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6. Materiales y Métodos
I. Trabajo de campo

6.1 Area de estudio

El estudio se realizé en un canal y una parcela de cultivo ubicado en San Gregorio

Atlapulco, Xochimilco, CDMX (Figura 3).

El area se encuentra cercana a la avenida principal, por lo que se ubican viviendas
cercanas a la zona de estudio, lo cual se considera un punto de perturbacion
ambiental. Se tomaron muestras de agua del canal aledafio a la parcela y muestras
compuestas tanto de lechuga como de suelo en diferentes puntos del area de

cultivo.

Xochimilco

Figura 3. Area de estudio. San Gregorio Atlapulco, Xochimilco CDMX. El punto rojo
indica la zona de muestreo.

6.2 Registro de parametros fisicoguimicos

Las coordenadas geograficas en UTMs del sitio a muestrear se determinaron con

ayuda de un GPS (GARMIN 12XL, Taiwan).

Se registraron los siguientes parametros fisico-quimicos con ayuda de un

multiparametros (HANNA HI 9828, EUA):
» Temperatura (°C),
> pH
» Oxigeno disuelto (mg/L)
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» Conductividad (mS/cm)
» Transparencia y profundidad (cm) se utilizé un disco de Secchi

Antes de utilizar el multipardmetros se calibré siguiendo las especificaciones del
equipo (Figura 4).

—i

Figura 4. Registro de transparencia y profundidad con el disco de Secchi y registro de
los parametros fisico-quimicos con el multiparametros en agua.

6.3 Muestreo de agua.

El agua fue extraida del canal que delimitaba a la chinampa a la mitad de su
profundidad. Las muestras se tomaron con ayuda de una Botella Van Dorn la cual
se sumergié aproximadamente a 50 cm de la superficie y se tomaron 250 mL de
agua en botellas DBO previamente esterilizadas (Figura 5).
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igura 5. Toma de la muestra de agua con ayuda de la botella Van Dorn.
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6.4 Muestreo de Suelo

Para el analisis del suelo; se colecté una muestra compuesta superficial con una
cuchara de plastico, tomando en consideracion tres puntos a lo largo del cultivo de
la parcela y se colocé en una bolsa de plastico estéril. (Figura 6)
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Figura 6. Toma de la muestra compuesta de suelo.

6.5 Muestreo de vegetales Lechuga (Lactuca sativa var. Longifolia)

La lechuga se colect6 como una muestra compuesta, a lo largo del cultivo, en la
misma area donde se tomo el suelo. Para esta muestra se seleccionaron 10
ejemplares y de cada una se tomaron tres hojas de la parte externa del vegetal con
su tallo, todas las muestras de hojas se introdujeron en bolsas de plastico, se
etiquetaron y se transportaron en hielera con cuerpos frios para su posterior analisis
en laboratorio. (Figura 7).

Figura 7. Area de cultivo y toma de muestras de Lechuga.
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II: Trabajo de laboratorio
6.6 Aislamiento de Aeromonas spp. en lechuga, aguay suelo

El analisis de las muestras fue realizado en el laboratorio de Aerobiologia del Centro
de Ciencias de la Atmosfera, UNAM.

Los medios de cultivo para el aislamiento de Aeromonas fueron:
» TSA (Bioxon, México), para realizar las cuentas totales de bacterias
mesofilicas cultivables.
» Medio CromoCen (BioCen, Cuba), para realizar el aislamiento de
Aeromonas.

Figura 8. Procesamiento de muestras y siembra en tubos de dilucién con agua
peptonada.

Se pesaron 10 g de tallo y hojas de lechuga frescas sin lavar y se introdujeron en
un frasco de 200 mL con 90 mL de agua peptonada alcalina estéril (dilucién 1:10).
El frasco se agitd por tres minutos, se tomo una alicuota de 1 mL, se agreg6 a un
tubo de ensayo con 9 ml de agua peptonada alcalina (dilucion 1:100) y agité en el
vortex durante 1 min. El procedimiento se repitié para tener diluciones seriadas de
101 hasta 10. Este método se realizé para lechuga y suelo con humedad de campo
del cual tambien se pes6 10 g sin tamizar. En el caso del agua se tomaron 45 mL
de la muestra sin filtrar y se agreg6 a un frasco con 45 mL de agua peptonada
alcalina, se agité y se tomé una alicuota de 1mL para realizar diluciones como en
las muestras anteriores (Figura 8).

Se sembraron 100 pL de cada dilucion en medio TSA (agar de soya y tripticaseina)
para realizar conteo total de bacterias mesofilicas cultivables y en agar cromogénico
(CromoCen) como medio selectivo para el aislamiento de Aeromonas spp. Todas
las cajas se incubaron a 37°C durante 24 h para el medio TSA y 24-48 h para el
medio cromogénico. Posteriormente se realizé el conteo de colonias desarrolladas
(Figura 9).
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Figura 9. Siembra en medio TSA y CromoCen; colonias desarrolladas después de 24 h.

6.7 Caracterizacion fenotipica de aislados presuntivos de Aeromonas spp.

Se realiz6 una caracterizacion fenotipica de cada aislado, iniciando con el registro
del color de la colonia, presencia o ausencia de halo y tamafo del mismo, ya que el
medio selectivo permite tener el crecimiento de enterobacterias (color violeta) y
Pseudomonas (salmoén), ademas de Aeromonas spp. (verde-morado); se realizé el
aislamiento dirigido para colonias verdes (verde fuerte y verde claro), que son las
de importancia para este estudio.

Después de sembrar por estria cruzada en medio Cromogénico, se resembraron en
medio TSA para obtener colonias puras y aplicar pruebas bioquimicas para su
identificacion. (Figura 10)

Figura 10. Caracterizacion fenotipica de colonias en medio CromoCen. Se aislaron por
estria colonias de coloracién verde claro y fuerte, con y sin formacion de halo.
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6.8 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion del género Aeromonas
incluyen:

» Citocromo oxidasa.

Se prepardé una solucidon acuosa del reactivo N-tetrametil-p-phenylenediamine-
dihydrochloride al 95% (Sigma-Aldrich, EUA), con el cual se impregna un papel filtro
sobre una caja petri; la prueba es positiva si el papel vira a color azul-morado
inmediatamente después de tomar con un palillo estéril una muestra del cultivo y
frotar sobre éste como se observa en la figura 11. Por el contrario se considera
negativa si al frotar no hay cambio de color o se observa amarillo tenue. Las
Aeromonas son oxidasa positiva ya que presentan la enzima citocromo C oxidasa,
la cual les permite oxidar el sustrato presente en el papel filtro en presencia de
oxigeno atmosférico. Los aislados negativos para esta primera prueba se
descartaron del estudio.

8,

Figura 11. Prueba de Citocromo C Oxidasa realizada a las presuntas Aeromonas.

» Produccién de &cido sulfhidrico y motilidad
Con ayuda del medio semisélido SIM, se observé la motilidad de la bacteria por la
presencia de turbiedad en el medio y/o por el crecimiento que se difundié mas alla
de la linea de siembra. Adicionalmente utilizando el reactivo de Kovac’'s se
determind la produccion de anillos indélicos al formarse un anillo rojo en la
superficie, en caso de una reaccion positiva (Figura 12).

La inoculacién del medio se realiz6 utilizando un asa recta e introduciéndola a las

dos terceras partes del medio, procurando que el asa entrara y saliera por el mismo
lugar; se incub6 a 37°C de 24-48h.
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Figura 12. Motilidad positiva y produccion de indol en los aislados.

» Fermentaciéon de Glucosa, Lactosa y produccion de acido sulfhidrico

Los aislados que fueron positivos a la prueba de oxidasa se sembraron en tubos
inclinados con 4mL de Agar de Hierro Kligler (BIOXON, México) previamente
esterilizados. Los aislados fueron sembrados picando el fondo del tubo y realizando
estria en la superficie y se incubaron a 37°C por 24 h La prueba se consideré
positiva si el medio vir6 a rojo en la superficie, amarillo en el fondo o totalmente
amarillo. Algunas especies de Aeromonas producen gas, por lo que puede 0 no
encontrarse presente en los tubos; se observa por la formacion de burbujas, la
ruptura del medio o desplazamiento del mismo (Figura 13).
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Figura 13. Crecimiento en medio Kligler.

Las colonias que se consideraron con mayor probabilidad de ser Aeromonas, con
base en los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas, fueron sembradas en
media caja de TSA para ser cosechadas y mantenidas en viales con caldo cerebro-
corazén y 40% de glicerol; se preservaron en congelacion a -70°C para su posterior
analisis (Figura 14).
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Figura 14. Conservacion de aislados en viales con medio cerebro-corazon.

6.9 Extraccion de DNA

La extraccibn de DNA gendmico se realizd utilizando el kit comercial QIAGEN
(QIAmp DNA mini kit, Alemania). Los aislados se sembraron por estria cruzada en
TSA para obtener colonias aisladas. Se tomaron dos colonias del cultivo y se
resuspendieron en 200 pL de buffer TE, se agité en el vortex y se siguieron las
especificaciones del proveedor para llevar a cabo las siguientes reacciones:

-Lisis celular

-Tratamiento con RNasa
-Precipitacion de proteinas
-Precipitacion de DNA
-Hidratacion

6.10 Amplificacién del gen ARNr 16s por medio de PCR

Una vez realizada la extraccion del DNA, se llevo a cabo la amplificacién del gen
ARNr 16s con la técnica de reaccién en cadena de polimerasa (PCR) bajo las
siguientes condiciones y mezclas de reactivos descritos en la tabla 1:

En termociclador (GeneAmp PCR System 9700, AB, Singapur) inicio operando el
siguiente programa: 94°C seguido de 35 ciclos a:

94°C por 1min.

94°C por 1 min.

56°C por 30 seg. 35 ciclos
72°C por 1:30 min

72°C por 5 min.
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Tabla 1. Mezcla de reactivos y concentracion utilizados para
PCR Universal (Invitrogen, EUA)

PCR 16s Universal

Reactivos pL
Buffer 1x 5
dNTPS10uL 1
Mgcl2 1.5uM 15

Oligo 27F 0.5uM 25
Oligo 149R 0.5uM 2.5

Taq 0.5 U/pL 0.1
Agua 35.4
DNA 2

La amplificacion del gen se realiz6 utilizando los iniciadores universales con las
siguientes secuencias:

» 27F:5-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3/,
> 1492R:5- TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3’

Después de la amplificacion se corrioé un gel horizontal de agarosa al 1.5% en buffer
TAE al 1X durante 30 minutos en una camara de electroforesis (Horizon 58
GIBCOBRL, EUA), posteriormente se tiid por 20 minutos en bromuro de etidio a
una concentracién de 20 pL de BrEt 10mg/mL en 100 mL de agua desionizada y se
observé el amplificado en un transiluminador (MacroVue UVis-20, Hoefer, EUA) y
pantalla (DOC-PRINT VX2, Francia).

6.11 Purificacion y secuenciacion.

Se tomaron 100 uL del amplificado y se purificé con ayuda del kit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN, Alemania), siguiendo las especificaciones del proveedor. Los
amplificados purificados de cada aislado se enviaron a la unidad de secuenciacion
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca.

Posteriormente las secuencias recibidas fueron analizadas con el programa
Chromas version 2.6 y se compararon con las secuencias disponibles en el
GenBank, con ayuda del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Para la identificacion de cada especie se tomo en cuenta el porcentaje de homologia
gue presento la secuencia del aislado con la del GenBank, los resultados obtenidos
permitieron realizar la identificacion a nivel de especie de cada aislado.
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6.12 Deteccion de genes putativos de virulencia

Mediante la realizacion de una PCR, se analiz6 la presencia de 5 genes de
virulencia: gcat 237pb (glicerofosfolipido colesterol acil transferasa), aer/hem 431pb
(aerolisina/hemolisina), lafA 743 pb (flagelo), alt 320 pb (enterotoxina citotonica) y
ast 504pb (proteasa); utilizando como control positivo la cepa de referencia de
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 y A. caviae Sch3 (Garcia, 2013).

Las condiciones utilizadas para el termociclador y la mezcla de reactivos (Tabla 2)
fueron las siguientes:

Tabla 2. Mezcla de reactivos y utilizados para la amplificacion y deteccién de los genes
putativos de virulenca por medio de PCR (Invitrogen, EUA).

g-cat laf A; aer/hem; Alt Ast

Reactivos | pL | Reactivos uL | Reactivos pL
Buffer 1x 5 Buffer 1x 5 | Buffer 1x 5
dNTPS 10puL 1 dNTPS 10uL 1 dNTPS10uL 1
Mgcl2 um 1.8 | Mgcl2 1.8 | Mgcl2 1.8

gcat F 0.4 uyM 2 laf A F 0.3 uM 1.5 | AstF 0.2 uM 1
gcat R 0.4 uM 2 laf AR 0.3 uM 15 |AstR 0.2 uM 1

Taq 0.5 U/pL 0.1 | Tag 0.5 U/uL 0.1 | Taq 0.5 U/uL 0.1
Agua 33.1 | Agua 34.1 | Agua 35.5
DNA 5 DNA 5 | DNA 5

gcat, aer/hem, lafA

95°C por 5 minutos

94°C por 1 minuto

56°C por 1 minuto 35 ciclos
72°C por 1 minuto

72°C por 5 minutos

ast; alt

95°C por 1 minuto

94°C por 1 minuto

50°C por 1 minuto 25 ciclos
72°C por 1 minuto

72°C por 10 minutos
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La presencia de amplificados se comprobd corriendo una electroforesis horizontal
de la reaccion descrita anteriormente, colocando una alicuota de 20 uL por cada
pozo y corriendo a 70 volts, durante 30 minutos, posteriormente el gel se tifd y se
observé a través de un transiluminador como ya se describié anteriormente.

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleétidos de cada uno de los 5 genes putativos de
virulencia. Tomado de Chacén et al., 2002.

Secuencia de iniciadores (5™-3") Tamaiio del
amplificado
gcat gcat-F: 5’ CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG-3"
gcat-R: 5S"GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT-3" 237
aer/hem aer-F: 5'CCTATGGCCTGAGCGAGAAG-3’
aer-R: 5'CCAGTTCCAGTCCCACCACT-3" 431
alt F alt-F: 5" AAAGCGTCTGACAGCGAAGT-3"
alt-R: 5" AGCGCATAGGCGTTCTCTT-3" 320
ast F ast-F: 5" ATCGTCAGCGACAGCTTCTT-3
ast-R: 5'CTCATCCCTTGGCTTGTTGT-3 504
laf F lafA-F: 5"CAAACTT(T/C)GC(C/T)TC(T/C)(C/ATGACC-3"
lafA-R: 5 TCTTGGTCAT(G/A)TTGGTGCT(C/T)-3" 743

6.13 Andlisis de susceptibilidad a antibidticos

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad a antibiéticos se utilizé agar Mueller-
Hinton, considerando un espesor de 4 mm en la caja Petri. Se utilizé un cultivo fresco
de cada uno de los aislados y se realizd una suspension bacteriana en soluciéon
salina al 0.45 %, ajustando la turbidez de la misma al 0.5 UFC en la escala de
McFarland con ayuda de un densitometro (DensiCHECK plus, BIOMERIEUX,
Francia). Para realizar la inoculacion del medio, se sumergio un hisopo estéril en la
suspensiéon bacteriana eliminando el exceso de indculo presionando el hisopo
contra las paredes del tubo, se inoculd por estria cerrada, rotando la caja con agar
Mueller-Hinton para asegurar la distribucion homogénea del inéculo. Las cajas se
dejaron secar antes de aplicar los discos con el antibi6tico. Los discos se colocaron
con unas pinzas previamente esterilizadas y presionando ligeramente el disco para
asegurar su adherencia a la placa. Las placas se incubaron invertidas a 35-37°C
durante 18 h.

Los antibi6ticos utilizados fueron los siguientes: Amikacina (30ug), Amoxicilina con
acido clavulanico (30ug), Ceftazidima (30ug), Ciprofloxacina (5ug), Gentamicina
(10ug), Cefotaxima (30 pg), Compuestos Sulfonados (300ug), Tetraciclina (30ug),
Meropenem (10ug), Acido nalidixico (30ug), Imipenem (10ug), Trimetoprim (w)
(OXOID, Reino Unido).
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Figura 15. Prueba de susceptibilidad a antibi6ticos, se observan diferentes halos de
inhibicidn.

Los microorganismos fueron clasificados como sensibles o resistentes al antibiético
de acuerdo al diametro del halo de inhibicion alrededor del disco (Figura 15) y los
estandares de interpretacion ya establecidos (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI, 2017). Los microorganismos considerados intermedios se
clasificaron dentro de los resistentes

6.14 Formacién de Biofilms (Biopeliculas)

A partir de un cultivo fresco se preparé una suspension en solucion fisiologica salina
estéril al 0.45 %, ajustandola al 0.5 de la escala de Mac Farland; se inocularon 20
UL de la suspension bacteriana en placas estériles de 96 pozos previamente
acondicionados con 180 pL de caldo TSA (BIOXON, México) se consideraron cuatro
replicas por aislado, por blanco y control positivo. Se utiliz6 como blanco caldo soya
tripticaseina y como control positivo E. coli 042 enteroagregativa. Las placas se
incubaron a 37°C por 72 h.

Posterior al tiempo de incubacion se retird el cultivo bacteriano y se realizaron tres
lavados a la placa con agua destilada teniendo cuidado de no desprender la
biopelicula. Se fijo con glutaraldehido al 2.5 % durante 5 minutos y se lavd una vez
mas. Se tifid con cristal violeta al 0.4% durante 20 minutos, después se retird el
colorante y se realizaron tres lavados con agua destilada. El colorante adherido a
las biopeliculas se disolvi6 con etanol-acetona (80/20, v/v) y se leyé en un
espectrofotometro (XMARK; BioRad) a una longitud de onda de 570 nm. La cantidad
de cristal violeta absorbido es directamente proporcional a la cantidad de biopelicula
formada (Figura 16).

La adherencia de la biopelicula se clasificé en cuatro categorias de acuerdo a lo
establecido por Stepanovic y colaboradores (1999): 1) No adherente, 2) poco
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adherente, 3) moderadamente adherente y 4) fuertemente adherente, con
referencia al blanco en la lectura en el espectrofotometro.

1. Si la DO (densidad 6ptica) es menor o igual a la densidad éptica de corte,
entonces se considera no adherente. La densidad Optica de corte (OD¢) es igual al
promedio de la densidad optica.

OD<ODc: No adherente

2. Sila OD es menor o igual a la ODc multiplicado por dos entonces:
OD:=OD=2xOD: Poco adherente

3. Sila OD es menor o igual a la ODc multiplicado por cuatro entonces:
2Xx0ODc=OD <4xOD: Moderadamente adherente

4. Sila ODc multiplicada por cuatro es menor a la OD entonces:
4x0ODc:<0OD Fuertemente adherente

Figura 16. Formacion de biofilm. Los pozos en las diferentes tonalidades de azul
muestran la presencia de biofilm y la intensidad del color el grosor del mismo

40




7. Resultados

7.1 Registro de parametros fisicoquimicos y coordenadas geograficas

El registro de coordenadas se tomd a lo largo de tres puntos de muestreo de la
parcela y un punto de muestreo del canal (Tabla 4)

Tabla 4. Coordenadas geogréaficas de los puntos de muestreo en la zona de estudio

Latitud E Longitud N
Coordenadas UTM

Parcela | 54584 2129206
494585 2129217

494590 2129242

Canal | 454546 2129139

Figura 17. Parcela de cultivo y canal donde fueron tomadas las muestras.

En la tabla 5 se muestra el registro de los parametros fisicoquimicos que se tomaron
durante los muestreos. El pH o potencial de hidrégeno durante los muestreos se
comportdé de manera homogénea con valores de 6.13 - 6.87, lo que indica valores
ligeramente &cidos. El valor méas alto de pH se registré en el mes de enero
perteneciente a la temporada de secas-fria. La temperatura también se comportd
de manera homogénea de acuerdo a la temporada.
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Por otra parte, se puede observar que el oxigeno disuelto mostré valores
ligeramente bajos en el mes enero, sin embargo, se encuentran dentro de
paradmetros reportados en otros estudios (Xolalpa, 2009; Mancilla, 2015). En cuanto
a la salinidad se registraron valores homogéneos a lo largo de los muestreos,
registrando el valor minimo en el mes de enero (0.39 %).

La profundidad y transparencia presentaron variaciones, en cuanto mas profundidad
presentaba el canal, se observdé menos claridad, la profundidad se comporté de
manera constante a partir del mes de marzo.

Tabla 5. Registro de pardmetros fisicoquimicos del agua durante los diferentes
muestreos en la zona de estudio.

Fecha de muestreo 18/01/2016 07/03/2016 26/04/2016 31/05/2016

pH 6.87 6.13 6.77 6.56
Temp. (°C) 9.13 13.33 13.46 135
Oxigeno D. (ppm) 4.39 6.32 5.3 5.8
Salinidad (%) 0.39 0.42 0.42 0.4
Profundidad (cm) 70 104 104 104
Transparencia (cm) 58 27 27 30

7.2 Andlisis Microbiolégico

La concentracion de bacterias mesofilicas totales se obtuvo mediante la cuenta de
unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en medio TSA, en los casos
donde las cajas presentaron mas de trescientas colonias se les consider6 como no
cuantificables (NC) y se utilizo la siguiente dilucion mayor para obtener una cuenta
mas precisa. En la tabla 6 se puede observar la concentracion de bacterias
mesofilicas por muestra y periodo de muestreo. Para la muestra de agua los
conteos mas altos correspondieron a los meses de enero y abril, las
concentraciones fluctuaron entre los 1.1 x10% a un maximo de 6.26 UFC/100 mL.
Para la lechuga de mercado se obtuvo valores que van de 1.7 x108 a un maximo de
28.9 x10° UFC/10 g, siendo el mes de marzo el conteo mas alto. Se obtuvo un mayor
namero de aislados de lechuga de mercado en comparacion con lechuga de parcela
y a pesar de que en algunos muestreos se obtuvo cuentas altas de suelo y lechuga
de mercado, no se logré obtener numerosos aislados de estas dos muestras.

Durante los muestreos es importante destacar que las concentraciones mas altas
en medio CromoCen pertenecieron a las muestras de agua y lechuga provenientes
del mercado por lo que el mayor niumero de aislados se obtuvo de estas dos
muestras, ademas se observo un mayor numero de aislados a partir del tercer
muestreo, esto puede deberse al aumento de temperatura la cual es un factor que
influye de manera importante.
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Tabla 6. Concentracion de bacterias mesofilicas cultivables en medio TSA

Lechuga Lechuga Temp prom Temp prom
Suelo Agua Parcela Mercado mensual mensual
Mes UFC/0.5g UFC/100mL UFC/10g UFC/10 g Max. Min
Enero 2.6x10° 6.2 x10° 7.8 X106 3.0 X106 20.2 7.5
Marzo 5.1 x10° 2.0 x10° 24.0 x10° 28.9 x10° 23.0 10.8
Abril  19.7 x10° 2.1 x10° 17.8 x10° 5.6 x10° 26.5 13.0
Mayo 155x10° 1.1 x10° 24.6 x10° 1.7 x10° 27.8 14.3

UFC: Unidades formadoras de colonias.
La temperatura Promedio mensual (°C) fue tomada de la estacion meteoroldgica ENP1 Xochimilco

7.3 Aislamiento

Se aislaron 205 bacterias, de las cuales 100 se consideraron presuntas Aeromonas
con ayuda de las pruebas bioquimicas (Oxidasa, SIM y Kligler). Posteriormente con
la extraccibn de DNA y secuenciacion se logré confirmar 79 aislados como
Aeromonas de las cuales 52 % fueron aisladas de agua, 39% de lechuga de
mercado, 5% de lechuga de la parcela y 4% del suelo de la parcela el cual se
muestra en el grafico 1.

Porcentaje de Aeromonas aislado por

muestra
4%

|
5%

Agua Lechuga P. M Lechuga M. HSuelo

Grafico 1. Porcentaje de aislamiento de Aeromonas obtenidos por muestra.
Lechuga P (Lechuga de Parcela), Lechuga M (Lechuga de mercado)
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7.4 Secuenciacion del gen ARNr 16s

En la figura 18 se muestran las bandas de amplificacion del gen ARNr 16s de los
aislados, las cuales presentan 1502 pares de bases.

Figura 18. PCR del gen ARNr 16s de los aislados de probables Aeromonas, la presencia de
la banda muestra la integridad del amplificado. En el carril 1 se muestra el marcador de
peso molecular de 123 pb; en los carriles 2 a 8 se observan amplificados del gen ARNr 16s

de 1502 pb.

Después de secuenciar y comparar con las secuencias disponibles en el GenBank
se pudo constatar la presencia de 11 especies: A. allosaccharophila, A. aquariorum,
A. caviae, A. encheleia, A. hydrophila, A. jandaei, A. media, A. popoffii, A.
salmonicida, A. sobria, A. veronii. La abundancia de cada especie por muestra
analizada asi como la fuente del aislado se representa en la grafica 2.
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Especies de Aeromonas por muestra

A. veronii
A. sobria
A. salmonicida
A. popoffii
A. media
A. jandaei
A. hydrophila — ]
A. encheleia
A. cavie |
A. aquariorum
A. allosaccharophila |

) 10 15 20
NUMERO DE AISLADOS

Agua M Llechugade Parcela M Lechugade Mercado M Suelo

Grafico 2. Abundancia de especies de Aeromonas por muestra

Se puede observar en la grafica 2 que la mayor diversidad de especies de
Aeromonas se presentd en las muestras de agua con 41 aislados, seguido de las
muestras de lechuga provenientes del mercado donde se obtuvieron 31 aislados.
Las especies mas abundantes fueron: A. hydrophila (25%), A. allosaccharophila
(19%), A. caviae (19%), A. salmonicida (15%) y A. media (14%). Cabe mencionar
gue ademas del género Aeromonas, de interés para este estudio, se logro aislar e
identificar 6 géneros mas: Pseudomonas Koreensis, Lelliottia amnigena,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pantoea eucalypti, Pantoea
agglomerans, Enterobacter cancerogenus, Erwinia toleana, Erwinia rhapontici
debido a que presentaron semejanzas con las caracteristicas morfoldgicas.

7.5 Genes de Virulencia

Se evalu6 en los 79 aislados identificados como Aeromonas, la presencia de 5
genes de virulencia: gcat (glicerofosfolipido colesterol acil transferasa), alt
(enterotoxina citotonica), aer/hem (aerolisina/hemolisina), ast (proteasa) y laf A
(flagelo). Considerando como controles positivos las cepas de referencia de
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 para los genes gcat, alt, aer/hem, ast y
Aeromonas caviae Sch3 para el gen lafA. En la figura 19 se muestra en el primer
carril el marcador de peso molecular empleado (Invitrogen), el cual presenta 123
pares de bases; en el segundo carril la amplificacion de los cinco genes de virulencia
buscados, el cual fue resultado de la amplificacion de dos cepas de referencia;
finalmente en los carriles 3 al 14 algunos aislados de Aeromonas que presentaron
de dos a cinco genes.
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Figura 19. Se muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular utilizado de 123 pb; en
el carril 2 las cepas de referencia Aeromonas hydrophila ATCC 7966 y Aermonas caviae
Sch3; en los carriles 3-14 diferentes especies de Aeromonas que presentan de2ab5
genes de virulencia.

La frecuencia de aparicion de los genes de virulencia en las diferentes especies de
Aeromonas fue: g-cat 100%, aer/hem 25%, laf A 19%, ast 16% y alt 14%. Es
importante destacar que 30% de los aislados presentd al menos 2 genes de
virulencia y sélo dos aislados de Aeromonas salmonicida presentaron los 5 genes
de virulencia. Estos dos aislados se obtuvieron de las muestras de agua y lechuga

de mercado.

Como se observa en la tabla 7, el mayor nUmero de especies con genes de
virulencia se presentaron en las muestras de agua y lechuga provenientes del
mercado. 26 aislados provenientes de nueve especies diferentes presentaron al
menos 2 genes de virulencia; las especies que amplificaron dos o mas genes de
virulencia fueron: A. hydrophila (20), A. caviae (15), A. allosaccharophila (14), A.

media y A. salmonicida (13).
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Tabla 7. Presencia de genes de virulencia en las diferentes especies de Aeromonas
aisladas de cada fuente.
N° de
genes Especie Fuente de aislamiento
Agua LM LP Suelo
1 A. allosaccharophila 6 4
A. caviae 4 5 2
A. hydrophila 6 3 2
A. media 5 1
A. popoffii 1
A. salmonicida 1
A. sobria 1
2 A. allosaccharophila 2 2
A. aguariorum 1
A. caviae 1 2
A. encheleia 1
A. hydrophila 3 2 1
A. jandaei 1
A. media 5
A. salmonicida 2
A. veronii 1
3 A. allosaccharophila 1
A. caviae 1
A. hydrophila 1
A. salmonicida 2 3 1
4 A. hydrophila 1
A. salmonicida
5 A. salmonicida 1 1
LM: lechuga del mercado; LP: lechuga de la parcela.

En la tabla 8 se presentan las combinaciones de genes obtenidas, asi como el
porcentaje de incidencia en los aislados. Como se puede observar el 100% de los
aislados presento el gen g-cat (glicerofosfolipido colesterol acil transferasa) seguido
de la combinacién de g-cat con aer’/hem y lafA (13%), los cuales son considerados
factores de virulencia.

Por dltimo, la combinacién de g-cat, aer/hem y ast se presentd en 5% de los

aislados. En total un 18% presentd una combinacién de al menos tres genes de
virulencia.
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Tabla 8 Porcentaje de las diferentes combinaciones de genes aislados

Combinaciones de genes

Porcentaje

g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat
g-cat

aer/hem
lafA
ast

alt
aer/hem
aer/hem
aer/hem
ast alt
lafA alt
lafA ast
aer/hem
aer/hem

ast
alt
lafA

alt
ast alt
lafA ast alt

100
13

[N
w

W WkFEPFP®WRFEPFPOWW

7.6 Resistencia a Antibidticos

Los resultados obtenidos para las pruebas de susceptibilidad a antibiéticos se
obtuvieron con base en los puntos de corte publicados por la CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2007).

De los 12 antibidticos evaluados se obtuvieron los siguientes porcentajes de
resistencia: 55% resistentes a amoxicilina con acido clavulanico, 36% a imipenem,
32% a compuestos sulfonados, 24% a acido nalidixico, 21% a trimetoprima, 10% a
cefotaxina, 8% a tetraciclina, 6% a meropenem, 5% a ciprofloxacina, 4% a
gentamicina, 3% a ceftazidima y 1% amikacina (Gréfica 3).
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Grafica 3. Resistencia a antibiéticos de las diferentes especies aisladas de Aeromonas.
Antibiéticos: Amikacina (AK), Amoxicilina con &cido clavulanico (AMC), Ceftazidima
(CAZ), Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (CN), Cefotaxina (CTX), Compuestos
Sulfonados (S3), Tetraciclina (TE), Meropenem (MEM), Acido nalidixico (NA), Imipenem
(IPM), Trimetoprim (W)

Los aislados presentaron resistencia desde uno a 5 antibiéticos, s6lo 10 aislados
fueron sensibles a todos los antibiéticos seleccionados para las pruebas.

El 33% fue resistente a 2 antibidticos, 23% a 1 antibidtico, 15% a 4 antibioticos, 12%
a 3 antibidticos y 4% a 5 antibidticos. Es importante mencionar que los aislados
resistentes a cinco antibiéticos provinieron de Lechuga del mercado, ademas son
formadores de biofilm y presentaron uno y dos genes de virulencia.

En la grafica 4 se muestra el nUmero de aislados y su respectiva resistencia de uno
a cinco antibidticos.
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Grafica 4. Numero de aislados que presentan resistencia de uno a 5 antibiéticos

Con base a los resultados anteriores se consideré multirresistentes a las especies
gue presentaron resistencia = 3 antibioticos, por lo que 24 aislados resultaron
multirresistentes (12 de las muestras de agua, 11 de lechuga de parcelay 1 de
suelo) (Tabla 9); el Unico patrén que se repitié fue AMC-MEM-IPM-W. Las
combinaciones de multirresistencia fueron asociadas principalmente a especies
como A. hydrophila, A. salmonicida, A. caviae, A. media y A. allosaccharophila.

Tabla 9. Patrones de multirresistencia 3-5 antibi6ticos

Patrones de multirresistencia
AMC CIP NA

AMC CIP W

AMC CTX S3

AMC CTX NA

AMC IPM S3

AMC IPM NA

AMC IPM W

S3 NA W

S3 NA MEM
AMC CAZ CTX W
AMC CAZ S3 TE
AMC CIP CTX MEM

AMC S3 CN NA
AMC S3 CTX NA
AMC S3 CTX W
AMC S3 TE w
AMC S3 NA IPM
AMC S3 IPM W

AMC MEM IPM W
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CTX S3 TE NA

AK S3 MEM IPM W
AMC CIP S3 TE NA
AMC S3 NA IPM W

7.7 Formacién de Biopelicula

En los aislados de Aeromonas se evaluo la formacion de biopelicula, el método de
cristal violeta permiti6 determinar de manera indirecta la cantidad de biopelicula
formada, y el calculo utilizado por Christensen y colaboradores (1985) y Srdjan
Stepanovic y colaboradores (1999) permitio evaluarla de manera directa el grado de
adherencia que presentaron los aislados .

Un 67% de los aislamientos present6 formacién de biopelicula, dentro de las cuales,
41% mostr6 adherencia débil, 18% fue moderadamente adherente y 8%
fuertemente adherente. La especie A. hydrophila presenté el mayor nimero de
aislados formadores de biopelicula (16), seguidos de A. cavie (9), A.
allosaccharophila y A. salmonicida (9) (Grafica 5). Cabe mencionar que 26 aislados
no presentaron formacion de biopelicula.

Formacion de Biofilm

A. veronii

A. sobria

A. salmonicida

A. popoffii

A. media

A. jandaei

A. hydrophila

A. encheleia

A. cavie ]

A. aquariorum

A. allosaccharophila |

4 6 8 10 12 14 16
NUMERO DE AISLADOS FORMADORES DE BIOFILM

M No adherente Adherencia debil B Moderadamente adherente Fuertemente adherente

Gréfica 5. Aislados formadores de Biofilm

Podemos observar en la tabla 10 la relacion que hay entre los aislados que formaron
biofilm, asi como la presencia de genes de virulencia (1 a 5 genes). Los aislados de
lechuga provenientes del mercado y del agua presentan mayor incidencia en la
formacién de biofilm.
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Los seis aislados en los que se observo fuerte adherencia pertenecen a A.
allosaccharophila (1), A. caviae (3) y A. hydrophila (2) provienen de la muestra de

agua y lechuga del mercado.

Tabla 10 Relaciéon de especies formadoras de biopelicula; genes de virulencia y fuente

de aislado.
N° de Especie formadora
genes de biopelicula Fuente de Aislado
Lechuga Lechuga
Agua mercado parcela Suelo
1 A. allosaccharophila 2 4
A. caviae 3 4
A. hydrophila 6 1 2
A. media 2
A. popoffii 1
A. salmonicida 1
A. sobria 1
2 A. allosaccharophila 2 1
A. aquariorum 1
A. caviae 1 1
A. encheleia 1
A. hydrophila 2 3 1
A. jandaei 1
A. media
A. salmonicida
A. veronii 1
3 A. allosaccharophila 1
A. caviae 1
A. hydrophila 1
A. salmonicida 1 1
4 A. hydrophila 1 1
A. salmonicida 2
5 A. salmonicida 1 1
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Con ayuda del programa BioStat 2009, se realizé un andlisis de correlacion para
los aislados formadores de biofilm y la resistencia a antibiéticos, se encontré una
correlacion positiva entre estos parametros (p<0.05) con una r=0.94 (Gréafica 6).
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Grafica 6. Correlacion entre la formacion de biopelicula y la resistencia a antibiéticos.
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8. Discusion

El lago de Xochimilco a pesar de ser considerado Patrimonio Cultural de la
Humanidad es un sistema rodeado por zonas urbanas y agricolas donde la
descarga de aguas residuales, agroquimicos, fertilizantes y demés contaminantes
ha contribuido sin duda a la degradacion y eutrofizacidon de dicho ecosistema
(Kagalou et al., 2003). Los servicios ambientales que esta zona brindaba se han
visto disminuidos debido a las presiones antropocéntricas, de igual forma se ha
generado un desnivel con la eutrofizacion de los canales llevando a la proliferacion
de diferentes microorganismos que generan problemas de importancia para la salud
publica.

El registro de los parametros fisicoquimicos nos permite conocer el estado en que
se encuentra un area de estudio como en este caso.

Los valores de pH del agua del canal muestran una tendencia de ligeramente acido
a neutro. En un estudio realizado por CONAGUA y CONACYT (2012) encontraron
valores de pH con tendencia hacia la alcalinidad, con valores en un rango de 7.5 a
9. Lo mismo se registrdo en el estudio de Quiroz y colaboradores (2008); cabe
mencionar que la época de muestreo para dichos estudios fue en temporada de
lluvias por lo que ese es el pH representativo para esta temporada en la zona de
estudio. Segun Ramos y colaboradores (2001), en la época de lluvias se presenta
lavado de los suelos circundantes hacia los cuerpos de agua, por lo que se genera
el arrastre de compuestos carbonatados incrementando con ello los valores de pH
hacia la basicidad, en el caso de la época de secas no hay dichas aportaciones por
lo que los niveles de pH no se ven influenciados por estas aportaciones y tienden a
disminuir el pH. Sin embargo, hay aportes constantes de materia organica que
influyen en el proceso de acidificacion.

El oxigeno disuelto es considerado un parametro importante ya que proporciona
informacion acerca de las relaciones biologicas y bioquimicas que ocurren en el
agua, ademas de ser un gas utilizado para la respiracion de los organismos, es un
componente necesario para la realizacion de procesos de oxido-reduccion de
algunos iones como nitrato, amonio, compuestos ferrosos, sulfatos y sulfitos (Stoker
y Seager, 1981). Los valores registrados en el periodo de muestreo son
considerados estables para la zona, el valor mas bajo 4.39 mg/L se obtuvo en el
mes de enero, esto puede deberse a que durante los muestreos, el canal se
encontraba con abundante presencia de lirio acuatico y lentejilla, los cuales actuaron
como barrera fisica afectando el intercambio gaseoso entre la atmodsfera y la
superficie del agua del canal, ademas la descomposicién natural de estas plantas
acuaticas agota el oxigeno del embalse lo cual coincide con lo reportado por Quiroz
y colaboradores en 2008. Los valores registrados se consideran similares a los
publicados en otros estudios, como el reporte de CONACyYT y CONAGUA (2001), y
el estudio de Quiroz y colaboradores (2008). Es importante mencionar que las
actividades antropogénicas como la urbanizacion y la agricultura asi como el aporte
de aguas residuales no tratadas pueden alterar tanto el balance de los niveles de
oxigeno como el de los nutrimentos del agua. El area de estudio cuenta con estos
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factores de alteracidon ya que colinda con la zona urbana y existe aporte de aguas
negras de algunas viviendas que aun no cuentan con drenaje, por lo que es también
considerada un area de disturbio antropogénico.

La concentracion de oxigeno se ve influenciada por factores como la temperatura,
la salinidad, la presion atmosférica y la penetracion de la luz en condiciones
normales de un ecosistema estable; asi por ejemplo la concentracién de oxigeno
disuelto es inversamente proporcional con la temperatura, es decir, si hay un
aumento de temperatura, las concentraciones de oxigeno disuelto tienden a
disminuir (Xolalpa, 2009). Sin embargo para el caso de nuestra &rea de estudio, los
valores registrados de oxigeno disuelto son a consecuencia en su mayoria de
factores como la entrada de materia organica, la presencia de lirio, lentejilla y la
salinidad.

La transparencia de un cuerpo de agua también es un factor importante para
conocer su estado y calidad, ya que ésta puede verse afectada por varios factores,
como las escorrentias, descargas directas, la remocion de sedimentos y las
actividades que se realizan cerca de la zona como la agricultura que es el caso del
area de estudio donde se registraron valores de 27 a 58 cm; los valores mas bajos
se obtuvieron en los meses de marzo y abril, por el contrario el valor maximo se
registrd en el mes de enero, esto puede deberse a la remocién de sedimentos que
realizan los agricultores (técnica de chaponeo) para hacer la siembra de semillas de
los cultivos, que son actividades que se realizan de manera normal.

El registro de los parametros fisicoquimicos nos permitié confirmar que el estado en
que se encuentra el area de estudio es eutréfica. El abundante aporte de materia
organica representa un problema en la calidad del agua ya que propicia el desarrollo
de diferentes microorganismos aléctonos y la alta reproduccion de los
microorganismos autoctonos de la zona generando una alteracion trofica.

Las hortalizas por su encontrarse en un ambiente abierto, inevitablemente se
exponen a una diversidad de fuentes de contaminacion por microorganismos
patdgenos a lo largo de todo el proceso de produccion. Durante el riego también es
posible que se depositen contaminantes microbianos sobre el producto, la
disponibilidad de una adecuada calidad microbiol6gica del agua, es una condicién
obligada para evitar el ingreso de microorganismos patégenos durante el riego de
las hortalizas (Fernandez, 2012).

El aporte de aguas negras a los canales, las condiciones climaticas y las practicas
agricolas, influyen de manera directa en la contaminacién microbiologica de los
vegetales que se producen en la zona de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco, ya
gue estas condiciones influyen en la presencia de microorganismos presentes en el
producto vegetal. En los Paises Bajos se han establecido estandares de calidad de
20 unidades formadoras de colonias (UFC) de Aeromonas por cada 100 mL para
agua que ha sido sometida a un proceso en plantas de tratamiento y 200 UFC en
100 mL en el agua que alimenta a los sistemas de distribucién; asi mismo se
menciona que los sistemas de agua potable se ven afectados por las variaciones
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estacionales, con un mayor numero de Aeromonas presentes en los meses mas
calidos, que es cuando los casos de gastroenteritis y septicemia atribuidos a este
microorganismo son generalmente mayores (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). De
acuerdo con estos datos podemos observar que los resultados obtenidos en el agua
muestreada en este estudio superan los niveles establecidos de 200 UFC/100 mL,
donde el valor mas bajo fue de 270 UFC/100mL para el mes de abril y el valor mas
alto fue de 4725 UFC/100mL para el mes de marzo mes donde inicia la temporada
de secas calidas.

En este estudio se presentaron con alta frecuencia de aislamiento Aeromonas
hydrophila, A. allosaccharophila, A. caviae, A. salmonicida y A. media, especies
involucradas en episodios de diarreas reportadas en muestras clinicas en México
(Janda y Abbott, 1988; Castro-Escarpulli et al., 2000). EI aislamiento de estas
especies generalmente proviene de heces de pacientes con diarrea, seguido de
heridas y finalmente de la sangre. En menor proporcion se aislé A. aquariorum, A.
encheleia, A. jandaei, A. popoffii, A. sobria y A. veronii. A. sobria es una especie
ambiental tipica que con frecuencia es recuperada de peces enfermos
(principalmente en trucha) y aunque las especies de Aeromonas prevalentes en
agua se han considerado diferentes a las reportadas en los casos clinicos, en casos
recientes se han reportado las mismas especies en agua y en cuadros clinicos
(Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

Las Aeromonas identificadas en este estudio fueron aisladas de muestras
ambientales (agua y suelo) y de vegetales (lechuga de la parcela y del mercado).
Estudios recientes reportan la presencia de Aeromonas aisladas de los alimentos y
en el ambiente principalmente acuético, sugiriendo que estos medios son un
vehiculo importante de diseminacion de estas bacterias potencialmente patdégenas
(Neyts et al., 2000; McMahon and Wilson, 2001; Beuchat, 2002; Ginestrea, 2005;
Pérez et al., 2005).

Ademas se ha reportado que las verduras que se consumen crudas contienen
Aeromonas en el 26-40% de las muestras (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014) lo que
coincide con el porcentaje reportado para el presente estudio que fue de 39.24%.
La frecuencia de especies de Aeromonas en los vegetales coincide con los estudios
realizados por diversos autores como Ginestre y colaboradores en 2005 quienes
recuperaron un 18% de Aeromonas en muestras de lechuga expendidas en un
mercado popular. Brion y colaboradores (1996) recuperaron Aeromonas en un
27.38% de muestras de ensaladas de vegetales adquiridas en expendios de comida
rapida. En diversas fuentes se reporta que existe un amplio grupo de alimentos en
los cuales se han aislado especies de Aeromonas entre los que se incluyen:
pescado fresco y congelado, mariscos, agua potable, leche cruda y pasteurizada,
pollo crudo, tortas y postres con cremas, mayonesas y ensaladas (Beuchat 1996,
1998; Villari et al., 2000; Arce et al., 2002).

Matthews (2006) menciona que los microorganismos patégenos pueden asociarse
a los alimentos vegetales en alguno o algunos de los cinco pasos de manipulaciéon
y procesado de los alimentos los cuales son:
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1. El paso previo a la recoleccion, debido al agua utilizada para regar el
producto asi como la aplicacion de insecticidas, herbicidas y fertilizantes
(organicos).

2. El periodo de recoleccion donde influye de manera importante el manejo del
equipo de recoleccion y la limpieza de los trabajadores.

3. El procesado de los alimentos donde se incluye el envasado y la distribucion.

4. La preparacion del alimento tanto en el hogar como en cualquier restaurante
u otro tipo de instalacion de servicio de alimentos.

5. Productos importados donde es importante confirmar el origen del producto.

Esto nos permite sugerir que las practicas de pos cosecha, transporte y venta de
nuestro vegetal de estudio pueden ser en este caso la principal fuente de
contaminacion, ya que la mayor concentracion de los aislados se encontro en las
lechugas del mercado. Es importante resaltar que en el agua del canal, que es
utilizada para el riego de los vegetales, fue donde se encontr6 el mas alto nimero
de aislados. Ademas, es una practica comdn que esta misma agua se utilice para
mantener fresco el producto en los mercados durante su comercializacién local. Sin
embargo en las lechugas que se encuentran en la parcela y el suelo de esta, es
probable que factores ambientales como condiciones mas secas, la radiacion solar
y la temperatura ayuden a disminuir la carga microbiana que se presentd en los
mismos.

En este estudio el nimero mas elevado de Aeromonas se obtuvo de las muestras
de agua, lo que confirma que el agua es el hébitat primario de este género de
bacterias, aunado a los aportes de aguas residuales provenientes de las plantas de
tratamiento y de las viviendas cercanas que no cuentan con un sistema de drenaje.

La presencia elevada de Aeromonas en el agua también representa un riesgo
potencial para las personas que trabajan en la parcela, ya que de acuerdo a
Figueras (2005), después de la gastroenteritis, las infecciones extraintestinales son
el cuadro clinico mas frecuente provocado por Aeromonas. Las infecciones en
algunos casos pueden evolucionar de forma severa a gangrena, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos.

Para que una bacteria colonice e invada un tejido generando una infeccién, es
necesario que cuente con factores que favorezcan dicha accion. Kirov (1993) y
Bravo (2011) han descrito la presencia de factores de virulencia como aerolisinas,
enterotoxinas citoliticas y citotdnicas, citotoxinas, hemolisinas, lipasas, proteasas
y/o capacidad invasiva, aunque no esta clara la repercusion relativa de estas
propiedades en la patogenicidad, de modo que no todas las especies que las
poseen parecen ser virulentas, siendo necesaria la combinacion de estas
propiedades bacterianas con factores predisponentes en el hospedero para que se
desencadene una infeccion.

En el caso de los aislados obtenidos en donde se realiz6 la busqueda de cinco
genes de virulencia se encontrd que alrededor del 30% presentaron al menos dos
genes de virulencia. Todos los aislamientos presentaron el gen gcat
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(glicerofosfolipido colesterol acil transferasa), el cual de acuerdo con Chacén y
colaboradores (2002) la mayoria de las bacterias de este género presentan este
gen, por lo que se propone como indicador de la correcta identificacion del género.
Esta lipasa se ha asociado con dafio intestinal e interaccion con leucocitos
humanos, digiere las membranas de los eritrocitos hasta llevarlos a la lisis (Merino
etal., 1990; Pemberton et al., 1997; Vipond et al., 1998; Merino et al., 1999); ademas
esta asociada a infecciones en peces favoreciendo la invasion de la bacteria en el
hospedero. ElI segundo gen mas abundante fue el gen aer/hem
(aerolisina/hemoilisina) el cual es una toxina formadora de poros, se ha asociado a
diarreas y a infecciones internas en humanos (Fivaz et al., 2002).

Aproximadamente un 20% de los aislados presentaron el gen laf A, encargado de
la sintesis del flagelo lateral, motilidad, mejora la adherencia, permite la formacién
de biopelicula y la invasion celular, es importante en las fases iniciales para la
colonizacion e infeccion, ya que los flagelos promueven la colonizacion e invasion
de la mucosa del hospedero. Una vez que las bacterias alcanzan la mucosa, a
través de la quimiotaxis, permite que los patdgenos alcancen el tejido de la mucosa
iniciando la infeccion. La motilidad y la presencia de flagelos también se asocian
con la formacion de biopelicula, que generalmente se asocia con las infecciones
persistentes (Tomas 2012). Los genes ast y alt se encontraron entre el 13-16% de
las especies y son consideradas enterotoxinas citotdnicas encargadas de aumentar
el nivel de AMPc y prostaglandinas en la mucosa intestinal creando poros en las
membranas de la célula hospedera hasta generar la lisis (Figueras y Beaz-Hidalgo,
2014).

Chacon y colaboradores (2003) mencionan que la expresion de varios genes
putativos de virulencia puede considerarse un indicativo del potencial patogénico de
las especies, en este estudio se obtuvieron dos aislados de A. salmonicida que
presentaron los cinco genes de virulencia, uno fue aislado del agua y el segundo de
lechuga del mercado por lo tanto podemos sugerir que estos aislados pueden
considerarse con alto potencial patogénico y poner en riesgo al trabajador y al
consumidor.

Teniendo en cuenta la importancia que representa la resistencia a antibiéticos en el
tratamiento de las enfermedades generadas por Aeromonas, en este estudio se
realizé una prueba de susceptibilidad a 12 diferentes antibiéticos de los grupos: B-
lactamicos (AMC, CAZ, CTX, MEM, IMP), Aminoglucésidos (AK, CN), Quinolonas
(NA, CIP), Sulfamidas (S3, W) y Tetraciclinas (TE). Un nimero considerable de los
aislados presento resistencia a los B-lactamicos, sobre todo a AMC e IMP, asi como
a las quinolonas y sulfonamidas.

En estudios realizados por Pall y colaboradores en el 2006 con muestras de
lechuga, se obtuvo que los aislados fueron sensibles a cefotaxima, ceftazidima,
imipenem, amikacina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacina,
sulfametoxazol/trimetoprim y cloranfenicol, se presentd resistencia de A. hydrophila
a ampicilina/sulbactam en un 96%; a tetraciclina del 8% y del 11% intermedio a
cefoxitina. Por otra parte, el 55% de aislados de A. caviae fue resistente a
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ampicilina/sulbactam, el 10% a tetraciclina y el 31% a cefoxitina. En comparacion
con estos resultados, podemos decir que los aislados obtenidos en este estudio
presentan resistencia a antibioticos que no han sido reportados anteriormente.

Estudios realizados por Arteaga y colaboradores en 2006 y Mufioz y colaboradores
en 2012, identificaron en muestras ambientales y de alimentos aislados con
sensibilidad a amikacina, cefotaxina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina,
gentamicina, imipenem, cefotetan, ofloxacina, piperaciclina, tircarciclina con acido
clavulanico, trobamicina y trimetoprim con sulfametoxazol, y sélo presentaron
resistencia a cefazolina en el 35% de las muestras ambientales y el 55% de las
muestras de alimentos, lo que indica que las muestras ambientales y de alimentos
pueden presentar baja resistencia a antibiéticos. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio muestran lo contrario y son mas parecidos a reportes de
muestras clinicas, donde recientemente se han reportado altos porcentajes de
resistencia a antibiéticos como ampicilina con sulbactam, cefazolina, cefoxitina, y
en menor proporcidn tetraciclinas, cefalosporinas de tercera generacién vy
cloranfenicol; ademas se ha reportado sensibilidad con porcentajes bajos de
resistencia que van del 1 al 3% para sulfametoxazol con trimetoprim, cefotaxima,
cefotetan, ceftazidima, ceftriaxona, imipenem, amikacina, gentamicina,
ciprofloxacina, ofloxacina, tobramicina y quinolonas (Altwegg, 1999; Goifii et al.,
2000; Arteaga et al., 2006; Palu et al., 2006;Guerra et al., 2007).

Se ha demostrado que el uso extensivo de farmacos antimicrobianos en profilaxis
asi como en el tratamiento en humanos y animales criados para consumo humano,
desempeiia sin duda un papel importante en el aumento del nimero de especies de
Aeromonas resistentes a farmacos. La propagacion de la resistencia a los
antimicrobianos en patdgenos transmitidos por los alimentos ha aumentado durante
las Ultimas décadas. La presencia de genes de resistencia en elementos moviles,
tales como plasmidos, transposones e integrones, facilita su rapida propagacion
entre las bacterias. Estos elementos moviles podrian ser transmitidos entre las
bacterias a través de tres vias: transformacién, transduccion y conjugacion. Los
plasmidos transfieren estos genes al cromosoma bacteriano o pueden reunir
multiples genes que confieren resistencia, dando lugar a cepas multirresistentes.
(Saavedra et al., 2004; Adebayo et al.,, 2012). En este estudio 24 aislados
presentaron multirresistencia desde 3 a hasta 5 antibioticos.

La resistencia microbiana en Aeromonas estd mediada cromosomicamente, sin
embargo, las B-lactamasas pueden ser codificadas por plasmidos o integrones
(Aravena-Roman et al., 2012). Las Aeromonas producen diferentes 3-lactamasas,
que confieren resistencia a un amplio espectro de antibidticos B-lactamicos. Cheny
colaboradores (2012) describen cuatro grupos mediados por cromosomas: (1)
Clase A, antibioticos de amplio espectro a B-lactamasas las cuales confieren
resistencia a todas las penicilinas, cefalosporinas y monolactamicos, son mediadas
por plasmidos; (2) Clase B, metalo-B-lactamasas confieren resistencia a penems y
carbapenems; (3) Clase C, cefalosporinasas confieren resistencia a cefalosporinas
de segunda y tercera generacion; y (4) Clase D, penicilinasas.
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Segun Goiii-Urriza (2000), el aporte de aguas residuales a un cuerpo acuético,
puede contener farmacos antimicrobianos y bacterias comensales resistentes.
Estos microorganismos pueden convertirse en un reservorio de genes que codifican
la resistencia a diversos farmacos antimicrobianos. En el caso de la zona de estudio
de San Gregorio Atlapulco, es importante resaltar que el agua proveniente del canal
es abastecida con aportes de aguas residuales y/o con poco tratamiento; ademas,
las viviendas aledafias a las zonas vierten sus aguas al canal ya que el servicio de
drenaje es nulo en aquella zona. Estos son factores importantes que pueden estar
involucrados en la resistencia que presentaron los aislados.

Las biopeliculas son ecosistemas microbiolégicos complejos, embebidos en una
matriz de polimeros organicos adheridos a una superficie, donde una vez
establecidas las bacterias expresan propiedades sobresalientes tales como el
aumento de la resistencia a las defensas del hospedero, los biocidas, antibioticos y
diversos agentes fisicoquimicos (Prigent-Combaret y Lejeune, 1999; Costerton,
2005). Por lo tanto las biopeliculas pueden persistir y sobrevivir incluso después de
los procesos de desinfeccion, lo que representa una posible fuente de
contaminacion de alimentos y posterior intoxicacion alimentaria en seres humanos
y animales (Chavant et al., 2007). En este estudio el 67% de las especies aisladas
presentaron formacion de biopelicula, de débil a fuertemente adherentes, sobre
todo de agua y de lechuga del mercado. Las especies que presentaron el mayor
namero de aislados formadores de biopeliculas fueron, en orden de abundancia: A.
hydrophila, A. caviae, A. salmonicida y A. allosaccharophila. En diferentes estudios
se ha reportado la formacion de biopelicula por las especies de A. hydrophila y A.
caviae obtenidas de muestras clinicas (Lynch et al., 2002; Gavin et al., 2003; Bomo
et al., 2004; Khajanchi et al., 2009), pero, para A. salmonicida y A. allosaccharophila
no se han reportado.

En México el estudio de las biopeliculas producidas por Aeromonas spp. se inicié
en el afio 2005, con estudios de Arteaga-Garibay quien determin6 que la presencia
del flagelo lateral (laf) en cepas de Aeromonas spp. contribuye al mecanismo de
patogenicidad y formacion de esta estructura en cepas de origen clinico. Ademas
plantea que Aeromonas adopta la estructura de biopelicula como parte de su ciclo
de vida en condiciones ambientales.

Mizan y colaboradores en 2015 mencionan que las Aeromonas son capaces de
colonizar superficies bidticas como plantas, animales y superficies abibticas,
especialmente sedimentos, acero, vidrio y cloruro de polivinilo. Ademas involucran
varias estructuras y/o mecanismos, incluyendo flagelos y quimiotaxis,
lipopolisacarido (LPS) vy otros polisacaridos superficiales (a-glucano),
transportadores de Mg?* y citoesqueletos que participan activamente en los
primeros pasos de la formacion de biofilm (Béchet y Blondeau, 2003; Bomo et al.,
2004).

La estructura del biofilm proporciona una cercana proximidad de célula a célula que
mejora las transferencias genéticas, principalmente conjugacion y transformacion
natural (Madsen et al., 2012). Las Aeromonas pueden albergar la maquinaria para

60




el sistema de secrecion de tipo IV (T4SS), lo que permite la transferencia
conjugativa de elementos genéticos modviles entre bacterias. Dentro de las
biopeliculas, la alta densidad celular puede facilitar la conjugacion entre dos
Aeromonas o entre Aeromonas Y otras bacteria (Rangrez et al., 2006).

Se ha visto que en los elementos genéticos moviles recuperados de cepas de
Aeromonas se transportan genes implicados en la virulencia, respuesta al estrés,
resistencia a metales pesados como el mercurio y a compuestos tdéxicos como el
amonio cuaternario, pero los elementos mas frecuentemente reportados son los
genes de resistencia a los antibiéticos (Piotrowska y Popowska, 2015).

De acuerdo con Esteve y colaboradores en 2015, la resistencia adquirida en
Aeromonas tanto en cepas ambientales como clinicas, el soporte genético de estas
resistencias adquiridas es transferible por transposones/integrones cromosémicos
o plasmidos que llevan genes asociados con la resistencia a B-lactaminas,
quinolonas, macrélidos, tetraciclinas, sulfonamidas y cloranfenicol (Piotrowska y
Popowska, 2015). La resistencia de este grupo de antibidticos concuerda con los
datos obtenidos en el presente estudio ya que se obtuvo un alto porcentaje de
resistencia a algunos antibioticos en aislados que también presentaron la capacidad
para formar biopeliculas y presentaron de 1 a 5 genes de virulencia, por lo que es
posible suponer que tuvieron un tipo de transferencia de resistencia genética.
Ademas con el andlisis de correlacidén se pudo confirmar que existe una correlacion
positiva entre la formacion de biopeliculas y la resistencia a antibiéticos. Maravic¢ y
colaboradores (2013) mencionan que la localizaciébn de genes de resistencia en
elementos genéticos méviles puede conducir a una resistencia cruzada a multiples
familias de antibidticos en Aeromonas, lo que es congruente con los datos obtenidos
ya que se obtuvo resistencia a diferentes antibioticos.

En ambientes eutréficos donde el aporte de materia organica es constante como la
zona de muestreo donde se realiz6 el presente estudio, el desarrollo de las
biopeliculas proporcionan un entorno ventajoso para bacterias como Aeromonas,
ya que al haber una mayor disponibilidad de nutrientes, aumenta sus posibilidades
de supervivencia y probablemente su potencial patogénico, por intercambio
genético con otras especies, convirtiéndose en un problema latente de salud
publica, por la presencia de Aeromonas portadoras de genes de virulencia, ademas
resistentes a antibioticos y formadoras de biofilm presentes tanto en el agua de los
canales, como en los vegetales que se encuentra a la venta en el mercado.
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Conclusiones

Los parametros fisicoquimicos permiten confirmar que el area de San
Gregorio Atlapulco se encuentra en un estado eutrdfico lo que influye de
manera importante en el aumento de la concentracion de bacterias presentes
en el agua.

Se logré aislar y caracterizar genotipica y fenotipicamente 11 especies de
Aeromonas de muestras ambientales y de alimentos (agua, suelo, lechuga
de parcela y lechuga de mercado): A. allosaccharophila, A. aquariorum, A.
caviae, A. encheleia, A. hydrophila, A. jandaei, A. media, A. popoffii, A.
salmonicida, A. sobria y A. veronii.

Fue posible el aislamiento de dos especies de Aeromonas en muestras de
suelo, dicho aislamiento no habia sido reportado en estudios previos, las
especies aisladas fueron A. caviae y A. salmonicida. De igual forma llama la
atencion que los registros de Aeromonas provenientes de parcela son muy
bajos lo que sugiere que existen factores ambientales o propios de la lechuga
gue impiden el desarrollo de Aeromonas sobre estas.

Las especies de Aeromonas aisladas en este estudio muestran diferentes
factores de virulencia, resistencia a antibiéticos y formacion de biopeliculas,
que les permiten ser consideradas un patdgeno potencial importante al cual
se le debe dar seguimiento.

Es necesario brindarle mas atencién y/o reglamentar las practicas de
cosecha, traslado y venta de vegetales crudos, como la lechuga, para
prevenir la contaminacion con microorganismos como Aeromonas spp.,
asimismo es necesario establecer una norma para establecer limites
permisibles de Aeromonas spp en aguas y alimentos.

La ingesta de vegetales crudos como la lechuga asi como de cualquier otro

producto expedido en un mercado implica un riesgo a la salud si éste no
recibe el manejo adecuado.
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