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RESUMEN

Con el fin de cuantificar a Escherichia coli y determinar la
presencia de Salmonella, se tomaron y analizaron 51 muestras de
agua y 23 muestras de suelo en cuatro regiones del Valle de Culiacan,
Sinaloa, México. Ademas, se determiné el perfil de resistencia de
Salmonella a ampicilina, ciprofloxacino, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina, estreptomicina y gentamicina, y de los ultimos tres
antimicrobianos en E. coli. En las muestras de suelo analizadas hubo
ausencia de E. coli y Salmonella, mientras que en las de agua se logré
aislar 20 cepas de Salmonella. La serotipificacién mostrdé que 13 cepas
de Salmonella fueron Typhimurium, 2 de Infantis, 1 de Anatum, 1 de
Agona, 1 de Oranienburg, 1 de Minnesota y 1 de Give. De las
muestras de agua analizadas 98 % estaban contaminadas con E. coli,
con minimos de 4 UFC/100 mL, maximos de 4.5 x 10° UFC/100 mL y
un promedio de 1.6 x 10* UFC/100 mL, de las cuales se seleccionaron
cepas para evaluar el perfil de resistencia a antimicrobianos. Todas
las cepas de Salmonella fueron susceptibles a ampicilina,
ciprofloxacino y trimetoprim-sulfametoxazol y 12 presentaron
resistencia a tetraciclina. De las 46 cepas de E. coli analizadas, 9
fueron resistentes a tetraciclina, 38 fueron resistentes a
estreptomicina y sélo una cepa fue resistente a gentamicina; mientras
que 23 cepas presentaron resistencia intermedia. Todas las cepas de
Salmonella tuvieron altos niveles de resistencia a CuSO45H20 en
dosis entre 1200 y 1600 pg mL™ del antimicrobiano. El presente
estudio demostré la existencia de diversos serotipos de Salmonella y
altos niveles de E. coli en agua del Valle de Culiacan.

Palabras clave: Salmonella, Escherichia coli, resistencia
antimicrobiana, serotipificacion.

SUMMARY

In order to quantify Escherichia coli and to identify presence of
Salmonella, 51 water and 23 soil samples in four regions of the
Culiacan Valley at Sinaloa, México, were taken and analyzed. In
addition, resistance profile of Salmonella to ampicilline,
ciprofloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, tetracycline,
streptomycine and gentamicin were determined, and the last three
antimicrobials in E. coli. Soil samples analyzed had absence of both
E. coli and Salmonella, whereas water contained 20 strains of
Salmonella. Serotyping showed that 13 Salmonella strains were
Typhimurium, 2 were Infantis, 1 Anatum, 1 Agona, 1 Oranienburg,
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1 Minnesota and 1 Give. Analyzed water samples were 98 %
contaminated with E. coli, with minimums of 4 CFU/100 mL,
maximums of 4.5 x 10° CFU/100 mL and an average of 1.6 x 10*
CFU/100 mL; some strains were isolated to evaluate the
antimicrobials resistance profile. All isolated strains of Salmonella
were susceptible to ampicilline, ciprofloxacin and trimethoprim-
sulfamethoxazole and 12 were resistance to tetracycline. Of the 46
strains of E. coli analyzed, 9 were resistant to tetracycline, 38 were
resistant to streptomycine and one strain was resistant to
gentamicina; 23 strains were of intermediate resistance. All
Salmonella strains had high levels of resistance to CuSO45H20 in
dosages between 1200 and 1600 pg mL™" of the copper concentration.
The present study demonstrated the existence of numerous Salmonella
serotypes and high levels of E. coli in water from the Culiacan Valley.

Index words: Salmonella, Escherichia coli, antimicrobial resistance,
serotyping.

INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas de consumo en fresco pueden
servir como vehiculos de una amplia diversidad de
bacterias, parasitos y virus patégenos al hombre (Beuchat,
1996). La contaminacién microbiana de frutas y hortalizas
frescas, agua de riego y suelo de cultivo, son consideradas
las principales fuentes que ocasionan la pérdida de la
inocuidad de alimentos (Gill et al., 2003). La forma
comin y ademéas autorizada para verificar la ausencia de
contaminacion de origen fecal es la deteccion de
coliformes fecales y Escherichia coli (NOM-001-ECOL-
1996; UM-FDA, 2002), ya que un nimero elevado de
estas bacterias indicadoras sugiere la presencia de
patdgenos especificos, como Salmonella o patotipos de
Escherichia coli.

Durante el periodo de 2000-2002 se reportaron tres
brotes diarreicos por el consumo de melén “Cantaloupe”
en Estados Unidos y Canadi, en los que se identificd a
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Salmonella ser. Poona como el agente causal; el agua de
riego y el agua de uso en empacadoras fueron sefialados
como posibles vehiculos de la bacteria (CDC, 2002).
También se confirmé que E. coli O157:H7 ha provocado
casos de gastroenteritis por el consumo de lechugas,
germinados de alfalfa, jugo de naranja, zanahorias y
espinacas (Buck ef al., 2003).

En México, cada afio se reportan alrededor de 110 000
casos de salmonelosis asociados al consumo de agua y
alimentos contaminados (DGE, 2006), y pocas veces se
identifica el origen de las bacterias. Aunque la mayoria de
infecciones por Salmonella son autolimitantes (3 a 5 d) y
no requieren tratamiento antimicrobiano, los nifios, adultos
mayores y pacientes con enfermedad severa o
inmunocomprometidos pueden experimentar episodios
diarreicos y requerir la prescripcion de antibidticos como
ampicilina, cloramfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol
(Miko et al., 2005). Ademas, la automedicaciéon es una
préctica comun, la cual no establece un buen tratamiento ni
en dosis ni en tiempo. Los medicamentos mas
autorrecetados son ciprofloxacino, aminoglucésidos y
tetraciclinas (Bada-Alambedji ef al., 2006).

Diversos reportes han mostrado un incremento en la
emergencia de Salmonella y E. coli con niveles
significativos de resistencia a los antimicrobianos (Duffy et
al., 2005; Musgrove et al., 2006). En adicién a la
automedicacion terapéutica, en veterinaria y en agricultura
se aplican antimicrobianos de manera indiscriminada
(Miko et al., 2005). En los ultimos 50 afios, el valle
agricola de Culiacan, Sinaloa, ha sido considerado como la
principal zona productora y exportadora de hortalizas en
México; no obstante, en esta zona los agricultores con
frecuencia sufren pérdidas econdmicas por efecto de
bacterias fitopatdgenas (Erwinia, Xanthomonas,
Clavibacter, Pseudomonas) en los cultivos, por lo que
constantemente  aplican  grandes  volimenes  de
antimicrobianos para su control. Los bactericidas agricolas
comuinmente utilizados son mezclas de antimicrobianos,
como tetraciclina, estreptomicina y gentamicina, con
sulfato de cobre (CuSOs) (SAGARPA, 2007). El cobre se
utiliza como ingrediente activo en preparaciones
bactericidas y fungicidas agricolas desde hace mas de 100
afios; sin embargo, en la década de los 80’s se reportd
tolerancia al cobre en bacterias fitopatgenas, como
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Martin et al.,
2004).

Las bacterias también adquieren resistencia a los
antimicrobianos a través de transferencia vertical u
horizontal de informacién genética. Chatterjee y Starr
(1972) observaron que cepas de E. coli fueron capaces de
transferir factores de resistencia a tetraciclina (Factor fefR)
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a nueve especies de Erwinia; en este mismo estudio se
demostré que Shigella flexneri pudo transferir un factor de
multiple resistencia a cloramfenicol, estreptomicina y
tetraciclina, a cuatro cepas de Erwinia. Actualmente se
sabe que los elementos genéticos conocidos como
integrones tienen la habilidad de capturar grupos de genes
del ambiente (agua, suelo), e incorporarlos mediante
recombinacion en sitios especificos (Miko et al., 2005).

Cepas en el ambiente de Salmonella y E. coli pueden
estar en contacto con altas concentraciones de
antimicrobianos o con especies resistentes a éstos, por lo
que es factible la seleccion en campo de cepas resistentes.

Este estudio se llevd a cabo debido a la escasa
informaciéon acerca de la presencia de microorganismos
indicadores y patogenos en agua y suelo de uso agricola en
el Valle de Culiacan; también se desconoce la diversidad
de serotipos de Salmonella que pueden estar presente en
esta region. Ademas, el uso permanente de
antimicrobianos en el sector agricola hace suponer que
pueden tener efectos sobre la resistencia de los
microorganismos. Por ello, los objetivos de este trabajo
fueron: (i) Cuantificar la presencia de E. coli y determinar
los serotipos de Salmonella en agua y suelo de uso agricola
del Valle de Culiacin, Sinaloa; (ii) Evaluar la resistencia
de Salmonella a los antimicrobianos ampicilina,
ciprofloxacino, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina,
estreptomicina y gentamicina, y el de E. coli a tetraciclina,
estreptomicina y gentamicina; y, (iii) Determinar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de sulfato de
cobre (CuSO045H20) en Salmonella.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

Se colectaron 51 muestras de agua y 23 de suelo
agricola durante el periodo del 2 de enero al 15 de mayo
de 2005, porque hay una alta actividad agricola durante
este periodo, para identificar la presencia de Salmonella y
cuantificar E. coli. Las muestras de agua y suelo se
tomaron de canales de riego y campos de -cultivo,
respectivamente, del valle agricola de Culiacidn, Sinaloa.
Para facilitar el estudio, el Valle se dividid6 en cuatro
regiones (Figura 1). Los lugares de muestreo se eligieron
con base en el tipo de cultivos (tomates, pepinos,
pimientos y berenjenas); y en la aplicacién de productos
agricolas formulados con tetraciclina, estreptomicina,
gentamicina o sulfato de cobre, que se utilizan
cominmente para el control de bacterias fitopatdgenas.
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Figura 1. Valle de Culiacan dividido en las regiones de: A) Culiacan;
B) Villa Juarez; C) Navolato y D) Eldorado.

Las muestras de agua se colectaron en frascos de
polipropileno estériles de 1 L de capacidad, debidamente
etiquetados y cerrados. A cada litro de muestra se le
agregd 0.2 mL de tiosulfato de sodio (Na2S:03) a 10 %
(Faga Lab, México) para inactivar el cloro residual que
pudiera estar presente. Las muestras de suelo se extrajeron
con cucharas metdlicas estériles, de cinco puntos
seleccionados aleatoriamente en cada parcela. Se tomaron
aproximadamente 50 g de suelo por punto a una
profundidad no mayor de 5 cm, y se colocaron en bolsas
estériles (Ziploc®). Las muestras se trasladaron en frio al
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Alimentos
en Culiacan, para ser procesadas en las primeras 6 h
después de la toma de muestra.

Analisis microbioléogico del agua de uso agricola

Con el objetivo de analizar una mayor cantidad de
muestra para el aislamiento de Salmonella del agua de uso
agricola, se modific6 la metodologia descrita en el
Compendio de Métodos Estandar para el Analisis de Agua
y Agua Residual (APHA, 1999), y obtener un concentrado
de la muestra. Se tomaron 300 mL de agua de uso agricola
y se repartieron uniformemente en seis tubos para
centrifuga de 50 mL (Nalgene®), se centrifugaron a 13
750 x g por 10 min a 4 °C (IEC MultiRF®). El
sobrenadante se elimind por succién con pipeta automatica
de 10 mL (Thermo®) y se dejo aproximadamente 2 mL de
agua; el remanente se resuspendié por agitacion en vortex
por 20 s.

El contenido de cada tubo se colocd en un matraz
estéril de 50 mL y se agitd manualmente. Muestras de 0.1
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mL se adicionaron a tubos con 9.9 mL de caldo de
enriquecimiento Rappaport Vassiliadis (BD Difco®,
Maryland, EE. UU.) y se incub6 por 20 + 2 h a 37 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras se
sembraron por estriado con un asa de platino estéril en
agar entérico Hektoen (BD Biox6n®, México) y agar XLD
(BD Biox6n®, México) y se incubaron por 20 + 2 h a 37
°C. Se seleccionaron colonias tipicas de Salmonella de los
medios selectivos (colonias pequefias con el centro negro y
un halo transparente, como describe el fabricante), se
aislaron en agar de soya y tripticaseina (TSA, siglas en
inglés) (BD Bioxon®, México) y se almacenaron a 4 °C
para su posterior confirmacién por la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés).

Para el aislamiento de Escherichia coli se utilizd la
técnica de filtracion por membrana, descrita en el
Compendio de Métodos Estdndar para el Analisis de Agua
y Agua Residual (APHA, 1999), mediante tren de
filtracion, embudos de 150 mL, membranas de
nitrocelulosa con poros de 0.45 uym de didmetro, matraz
Kitasato de 2 L de capacidad para recoleccion del filtrado
y bomba de vacio (E-1500 Felisa®, México) a una presién
de 1 kg cm™. Se filtraron volamenes de 0.1, 1 y 10 mL de
cada muestra, y la membrana fue colocada sobre la
superficie del agar ECC (CHROMagar®, Paris, Francia),
lo que permite la diferenciacién de E. coli del resto de los
coliformes fecales. Las placas se incubaron por 24 h a 45
© C; transcurrido el tiempo de incubacion, se cuantifico la
presencia de E. coli con base en las caracteristicas de la
colonia presentada en agar ECC, como son colonias
medianas de color azul debido a la fermentacién del 4cido
glucorénico del medio.

Los aislados de Salmonella que resultaron positivos por
PCR y una o dos colonias de E. coli de cada muestra se
cultivaron en caldo de soya y tripticaseina (TSB, siglas en
inglés) y se almacenaron en glicerol a 40 %, a -20 °C para
su preservacion y analisis posteriores.

Confirmacion de Salmonella por PCR

Se utiliz6 1a metodologia descrita por Chiu y Ou (1996)
para la confirmacién de Salmonella por PCR. Se lis6 1.5
mL del cultivo bacteriano (2.5 X10® células/1.5 mL) en
agua hirviendo por 10 min. La reacciéon para PCR
consistié en buffer de amplificacion para PCR 1X libre de
MgCl: (Promega®, EE. UU.), 1.5 mM de MgCl, 200
pM de cada deoxinucledtido trifosfato (dATP, dGTP,
dTTP y dCTP), 1 uM de cada iniciador, invA-1 (Sentido):
5’-ACA GTG CTC GTT TAC GAC CTG AAT-3’ e invA-
2 (Antisentido): 5’-AGA CGA CTG GTA CTG ATC GAT
AAT-3> (Sigma®, USA), 0.625 U de Taq DNA
polimerasa (Promega®, USA), 1 pL del lisado bacteriano
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y agua nanopura estéril, para un volumen final de 25 pL.
La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador de
gradiente (Mastercycler®; Eppendorf) mediante un ciclo a
94 °C por 1 min y 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 56
°C, 2 min a 72 °C; y, un ciclo de extension final a 72 °C
por 10 min; por ultimo, la reaccién de amplificacién se
estabilizé a 4 °C. Los productos de PCR se separaron en
geles de agarosa a 1 % (p/v) con amortiguador TAE 1X
(Eppendorf®; EE. UU.) por 45 min a 70 V, se tiflieron
con bromuro de etidio (0.33 mg mL), y se identificaron
como positivas las muestras que amplificaron un fragmento
de tamafio molecular de 244 pb. Los fragmentos obtenidos
se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta
(Chiu y Ou, 1996).

Analisis microbiolégico del suelo de uso agricola

Se emple6 la metodologia para el anilisis de alimentos
s6lidos descrita en APHA (2001); para esto, se pesaron 25
g de muestra y se agregaron a 225 mL de agua peptonada
amortiguada a 1 % (BD Difco®; Maryland, EE. UU.) y se
incub6 por 20-24 h a 37 °C. Para el aislamiento de
Salmonella se tom6 0.1 mL del cultivo en agua de peptona
y se agregd a 9.9 mL de caldo de enriquecimiento
Rappaport Vassiliadis (BD Difco®; Maryland, EE. UU.).
El procedimiento de aislamiento y confirmacién de
Salmonella en muestras de suelo, se hizo con el protocolo
descrito en la secciéon de anilisis microbiolégico de agua
de uso agricola. Para el aislamiento y cuantificacion de E.
coli y coliformes fecales, se tomaron alicuotas del cultivo
en agua peptonada, para hacer diluciones de 1:10, 1:100 y
1:1000, las cuales se procesaron por el método de
filtracién por membrana, como se describid anteriormente.

Identificacion de serotipos de Salmonella y pruebas de
resistencia a los antimicrobianos

Las cepas de Salmonella aisladas y confirmadas por
PCR, se sembraron en TSA en tubos inclinados, se
incubaron por 18-24 h a 37 °C y se enviaron al Instituto de
Diagnoéstico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE) en la
ciudad de México, para su completa serotipificacion.

Las pruebas de resistencia a los antimicrobianos se
hicieron por triplicado con el método de difusioén en disco,
descrito en el National Commitee for Clinical Laboratory
Standard (NCCLS, 2003). Se utiliz6 una cepa de E. coli
ATCC25922 como control de calidad interno. Los
antimicrobianos  utilizados 'y sus correspondientes
concentraciones fueron: ampicilina (10 pg), ciprofloxacino
(5 upg), trimetoprim-sulfametoxazol (1.25/23.75 pug),
tetraciclina (30 pg), estreptomicina (10 pg) y gentamicina
(10 ug) (BBL Sensi-Disc®; Becton Dickinson, EE. UU.)

122

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 32 (2), 2009

para Salmonella, y los ultimos tres antimicrobianos se
utilizaron en las pruebas de resistencia para E. coli.

Para la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de sulfato de cobre (CuSOs.5H20) contra
Salmonella se determind la concentraciéon de sulfato de
cobre en un producto comercial, con el método oficial para
determinacion de cobre por absorcién atémica (AOAC
995.06, 1998). La CMI se desarrolld6 con el método de
dilucién en agar, descrito en el National Commitee for
Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 1997), y se
consider6 como CMI a la minima concentracién de sulfato
de cobre capaz de inhibir por completo el crecimiento de
Salmonella.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y serotipificacion de Salmonella

De las 51 muestras de agua de riego colectadas, 20
resultaron positivas a Salmonella. De las muestras
positivas se aislaron 20 cepas de Salmonella, las cuales se
confirmaron por PCR (Cuadro 1). Las muestras de agua se
colectaron en las orillas de canales de riego, entre la
interfase agua-suelo o agua-concreto. Duffy er al. (2005)
analizaron muestras de frutos, superficies, agua de riego y
suelo, y encontraron la mayor contaminacion por
Salmonella en agua de irrigacién; estos autores
propusieron que la interfase que se forma entre el agua y
el suelo en los canales, puede servir de reservorio de
microorganismos indicadores de contaminacion fecal.

Cuadro 1. Presencia de Salmonella y cuantificacion de E. coli en agua
del Valle de Culiacan, Sinaloa, México.

E. coli ®
Region  Salmonella® .
MP' Min Max Promedio
A 3/11 10/11 4 1400 431
B 7/18 11/18 40 182000 18702
C 6/11 11/11 200 4000 1272
D 4/11 11/11 28 450000 41202

"Muestras con presencia de Salmonella del total de muestras tomadas
por regioén; " Muestras con presencia de E. coli del total de muestras
tomadas por regién; “Unidades formadoras de colonia por 100 mL de
muestra.

Los canales de uso agricola del Valle de Culiacan se
encuentran al aire libre, por lo que la contaminacién puede
tener diversos origenes, como introduccién de agua
residual a los canales, descargas domésticas, y excretas de
animales silvestres como reptiles y aves (Thurston et al.,
2002). Segin la Comision Nacional del Agua
(CONAGUA), las poblaciones menores de 2500 habitantes
no requieren servicios de tratamiento de agua residual y
pueden descargarse directamente en flujos de agua
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(CONAGUA, 2007). Durante el periodo de muestreo fue
evidente la presencia de animales silvestres y ganado
bovino en las cercanias de los canales; ademas, algunas
comunidades rurales descargan aguas residuales sin
tratamiento alguno hacia diversos cuerpos de agua.

No se pudo determinar la presencia de Salmonella en
las 23 muestras de suelo analizadas. Sin embargo, este
resultado no necesariamente sugiere la ausencia de la
misma, ya que se ha reportado que las bacterias en
ambientes hostiles entran en estado viable pero no
cultivable, lo que dificulta su aislamiento en medios de
cultivo selectivos (Caro et al., 1999). Ademas, Salmonella
es capaz de sobrevivir y multiplicarse en el suelo por hasta
un afio (Winfield y Groisman, 2003). Entre los factores
que determinan la sobrevivencia de la bacteria en el suelo
estan: tipo de suelo, grado de desecacién, poblaciones de
organismos depredadores y cantidad de materia organica
presente en el mismo (Paluszac et al., 2003). Otra causa
que dificulta el aislamiento de Salmonella de muestras de
suelo es la alta concentracion de microbiota natural. De
Brito er al. (1995) encontraron bacterias, actinomicetes y
hongos en concentraciones superiores a 12.5 x 10'%, 3.8 x
10° y 6.4 x 10* UFC mL", respectivamente. Se considera
que la ausencia de Salmonella en suelo puede deberse a
que presentaban el fenémeno de estado viable pero no
cultivable, o bien a una alta concentraciéon de microbiota
mixta del suelo y a la dificultad de aislar la bacteria con
los métodos de cultivo empleados en esta investigacion
(Reissbrodt et al., 2000).

De las 20 cepas de Salmonella aisladas se encontraron
los serotipos Typhimurium, Give, Anatum, Agona,
Infantis, Oranienburg y Minnesota (Cuadro 2). En Sinaloa
no se tienen reportes de la presencia de estos serotipos de
Salmonella aqui aislados, lo cual expone la diversidad de
Salmonella en agua de uso agricola. Lo anterior sugiere la
aplicacion de medidas correctivas que prevengan la
contaminaciéon de hortalizas que son irrigadas con esta
agua, ademdas de que este tipo de contaminacién pone en
riesgo de infeccion a los trabajadores de campo.

En el presente estudio el serotipo Typhimurium fue
aislado con mayor frecuencia, lo que coincide con lo
reportado por Beier et al. (2004) quienes lo describen
como el serotipo de mayor prevalencia en el ambiente y el
causante del mayor nimero de brotes epidemioldgicos por
el consumo de agua y alimentos contaminados. Este
serotipo ocasiona entre 40 y 70 % de los casos de
salmonelosis reportados en Estados Unidos. Esto puede
deberse al amplio rango de hospederos que la bacteria
puede utilizar, en los cuales se incluyen, ademas de los
humanos, ganado bovino, porcino, equino, y una amplia
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diversidad de aves silvestres y de corral (Refsum et al.,
2002).

Cuadro 2. Cepas de Salmonella y E. coli aisladas de agua de uso
agricola y su perfil de resistencia a los antimicrobianos, en el Valle de
Culiacan, Sinaloa, México.

Perfil de resistencia a los antimicrobianos

Cops Amp  Cp  TwS Ta  Ex G
Salmonella
Typhimurium 0/13 0/13 0/13 12/13 0/13 0/13
Give 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Anatum 0/1 0/1 0/1 0/1 1"/1 0/1
Agona 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Infantis 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Oranienburg 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Minnesota 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
e e e Wi b
Ampicilina (10 pg); " Ciprofloxacino (5 pg); f

Trimetoprim/Sulfametoxazol (1.25/23.75 ug); " Tetraciclina (30 ug);
%% Estreptomicina (10 pg); ™" Gentamicina (10 pg); & Resistencia
intermedia; NE No evaluado.

También se aislaron los serotipos Oranienburg, Infantis
y Anatum, los cuales han estado involucrados en brotes de
gastroenteritis por el consumo de frutas y hortalizas
frescas. Salmonella Oranienburg, ha sido responsable de
brotes por el consumo de melén en Estados Unidos y
Canadd (Deeks et al., 1998), y los serotipos Infantis y
Anatum fueron responsables de un brote por consumo de
germinados de alfalfa en Estados Unidos (Feng, 1997).
Los serotipos mencionados figuran dentro de los 20 més
frecuentemente asociados con brotes diarreicos en Estados
Unidos (CDC, 2004). En México, los principales serotipos
relacionados en brotes de gastroenteritis por el consumo de
agua y alimentos contaminados, son: Typhimurium,
Enteritidis, Derby, Agona y Anatum (Gutiérrez-Cogco et
al., 2000).

Cuantificacion de Escherichia coli

Del total de muestras de agua analizadas, 98 % (50/51)
resultaron positivas para E. coli (Cuadro 1). Buckwalter et
al. (2006) reportaron la presencia de coliformes fecales y
E. coli con promedio de 5 x 10* UFC/100 mL y de 3.9 x
10* UFC/100 mL respectivamente, en muestras de agua de
rio. La sobrevivencia de E. coli en el ambiente es variable,
pero no sobrepasa de un dia; sin embargo, las altas
concentraciones que aparentemente se mantienen debido a
la constante descarga de su habitat primario, a los
mamiferos y a los cuerpos de agua superficial (Winfield y
Groisman, 2003). Aun cuando E. coli se considera
indicador de contaminacién fecal, en la actualidad se
conocen al menos seis grupos patogenos de esta especie
responsables de ocasionar diversas enfermedades por el
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consumo de agua y alimentos contaminados (Brooks et al.,
2005).

De la misma manera que para Salmonella, no fue
posible el aislamiento de E. coli del suelo, probablemente
por inhibicién por la microbiota bacteriana en la muestra.

Perfil de resistencia a los antimicrobianos

El Cuadro 2 muestra el perfil de resistencia de las
cepas de Salmonella aisladas durante el estudio. Las 20
cepas de Salmonella fueron susceptibles a ampicilina,
ciprofloxacino y trimetoprim-sulfametoxazol. De estas
cepas, 60 % presentaron resistencia a tetraciclina y todas
éstas corresponden al serotipo Typhimurium. Estos
resultados concuerdan con lo publicado por el Sistema de
Monitoreo Nacional de Resistencia a Antimicrobianos de
Bacterias Entéricas (NARMS, siglas en inglés) que
establece que la resistencia en Salmonella es dependiente
del serotipo y que Typhimurium es el que presenta
mayores niveles de resistencia (NARMS, 2005). Su
persistencia en el ambiente incrementa el continuo contacto
con antimicrobianos y genera una seleccion natural que
evade el ataque de éstos (Refsum er al., 2002).

Las cepas aisladas presentaron mayor resistencia a la
tetraciclina, ya que este antimicrobiano exhibe actividad
contra diversos grupos de bacterias, motivo por el cual es
ampliamente utilizado para terapia en infecciones humanas
y para la prevencion y control de infecciones en plantas y
animales (Miko et al., 2005). La Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (U.S. EPA), tiene
registrado el uso de tetraciclina y estreptomicina en la
agricultura, y s6lo en América Latina que incluye a
México, se ha permitido el uso de gentamicina (Vidaver,
2002).

Sélo una de las 20 cepas aisladas presentd resistencia
intermedia a estreptomicina. Este antimicrobiano es de uso
limitado en medicina clinica, pero ha adquirido
importancia como promotor de crecimiento en animales y
para el control de enfermedades bacterianas en plantas
(Miko et al., 2005). Puesto que los genes de resistencia a
tetraciclina y estreptomicina se encuentran en plasmidos,
pueden ser transferidos por conjugacién a otros
microorganismos (Hamada et al., 2002). Pezella et al.
(2004) demostraron la presencia de material genético
(Transposén Tn5393 con una secuencia de insercion
IS1133) en cepas de Salmonella, que so6lo habia sido
descrito en cepas de Erwinia amylovora. Al respecto, los
investigadores sugirieron que Salmonella importa dichos
elementos genéticos a partir de patégenos de plantas,
probablemente durante una contaminacién cruzada de
alimentos para animales; ademis sugieren que pueden
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presentarse escenarios Optimos para que ocurra la
transmision de resistencia entre patogenos zoondticos y
patdgenos de plantas (Pezella ef al., 2004).

A 46 cepas de E. coli se les evalu6 el perfil de
resistencia a tetraciclina, estreptomicina y gentamicina
(Cuadro 2); 19.5 % (9/46) fueron resistentes a tetraciclina
y una presentd resistencia intermedia. De las cepas de E.
coli, 82.6 % (38/46) fueron resistentes a estreptomicina y
17.4 % (8/46) presentaron resistencia intermedia. El 2.1
% (1/46) presentd resistencia a gentamicina y 50 %
(23/46) presentaron resistencia intermedia. La resistencia a
estreptomicina se ha reportado como el fenotipo mas
frecuente en cepas de E. coli, determinada en 76 % de
aislados de animales y 87 % de aislados de humanos
(Seputiene et al., 2006), lo que concuerda con los
resultados aqui obtenidos, ya que se determiné resistencia
en 82.6 % de las cepas de E. coli aisladas. También se ha
reportado que E. coli exhibe perfiles de resistencia a
tetraciclina, estreptomicina y gentamicina, en 29.9, 6.2 y
3.1 %, respectivamente (Musgrove et al., 2006).

De las cepas de E. coli analizadas, 50 % presentaron
resistencia intermedia a gentamicina. Diaz et al. (2006)
demostraron que las bacterias Gram negativas no pueden
adquirir facilmente los genes que confieren altos niveles de
resistencia, ya que éstos son nativos de bacterias Gram
positivas; sin embargo, bacterias como E. coli producen
enzimas modificadas que pueden degradar el antibidtico
como una alternativa de resistencia intermedia, la cual
puede ser precursora de la resistencia clinica (Phillips et
al., 2004).

Aunque el uso de los antimicrobianos esta regulado, ha
persistido la resistencia incluso en microorganismos
comensales de infantes que nunca han sido tratados con
antibiéticos (Karami et al., 2006). Drudy et al. (2006)
reportaron que Enterobacter sakazakii se asocid con casos
de meningitis en infantes que se alimentaron con férmula
lactea en polvo; ademéis, esta bacteria es naturalmente
resistente a todos los macroélidos, licomicina, clindamicina,
rifampicina, entre otros, y ha generado resistencia a
ampicilina debido a la adquisicién de elementos genéticos
trasponibles. Esto confirma que ocurre la transferencia
horizontal de elementos genéticos mdviles entre
microorganismos; un solo plismido puede acarrear genes
de resistencia para diferentes antibiéticos, lo que da como
resultado la multirresistencia mostrada por cepas de E. coli
y Salmonella (Hamada et al., 2002).
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Concentracion minima inhibitoria a sulfato de cobre

Todas las cepas evaluadas presentaron altos niveles de
resistencia, los cuales fluctuaron entre 1200 a 1600
pg mL! de CuSO4+5H20 (Cuadro 3). Martin et al. (2004)
evaluaron la CMI de CuSO4+5H20 en cepas de
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria y consideraron
como cepas resistentes a las que crecian a una
concentracion de 200 pug mL*. Las cepas de Salmonella
aisladas en el presente trabajo muestran un rango de
resistencia a CuSO4+5H20 de 6 a 8 veces mayor que las
cepas de Xanthomonas evaluadas por Martin et al. (2004).

Cuadro 3. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) a CuSO45H20
de los serotipos de Salmonella aislados de agua de uso agricola, en el
Valle de Culiacan, Sinaloa, México.

Serotipo CMI a CuSO4-5H20 (pg/mL)
16007 (411/1371T)

N 1550 (3/13)

Typhimurium 1500 (5/13)

1350 (1/13)
Agona 1600 (1/1)
Oranienburg 1550 (1/1)
Anatum 1200 (1/1)

. 1650 (1/2)
Infantis 1400 (1/2)
Minnesota 1600 (1/1)
Give 1550 (1/1)

f CMI de CuSOs5H20. ' Cepas del mismo serotipo inhibidas a la
concentracién de CuSOs-5H20 indicada. " Ntmero total de cepas del
mismo serotipo.

La constante exposiciéon a sales de cobre favorece la
seleccion de cepas resistentes mediante manifestacion de
genes de resistencia, los cuales ejercen su accién por
medio del “secuestro” y acumulacién de cobre (gen cop),
asi como por flujo dependiente de energia y acumulacion
baja del mismo (gen pco) (Mandal y Argiiello, 2003). Por
tanto, es necesario realizar investigaciones adicionales para
determinar los mecanismos por los cuales se induce dicha
resistencia.

CONCLUSIONES

Con los resultados del presente trabajo se demuestra la
existencia de los microorganismos buscados en el agua de
riego, con una mayor frecuencia de E. coli (en 98 % de las
muestras) que de Salmonella (39 %), de la cual se
identificaron siete serotipos. Ambos microorganismos
evidenciaron diversos niveles de resistencia a los
antibidticos, y todas las cepas de Salmonella resultaron
resistentes al sulfato de cobre.
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