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1. CONTROL MICROBIOLOGICO DEL AGUA

El acceso a agua limpia y segura resulta imprescindible para conseguir una buena salud publica;
su contaminaciéon impacta directamente sobre la salud de millones de personas y en
consecuencia, sobre su calidad de vida. Por ello, se han desarrollado diferentes operaciones y
procesos que, aplicados al tratamiento del agua, permiten su uso, en principio, sin riesgo
sanitario asociado. Estas tecnologias han sido desarrolladas en muchas ocasiones como
consecuencia del establecimiento de normas de calidad asociadas, relacionadas con requisitos
minimos microbiolégicos y fisicoquimicos que garanticen la seguridad del agua a lo largo de sus
diferentes usos y reusos, asi como para prevenir enfermedades de transmision hidrica a lo largo
de todo el ciclo urbano del agua (Organizacién Mundial de la Salud, OMS, 2022; Pichel y col.,
2019).

A continuacidn, se describen las normativas e indicadores de calidad microbioldgica del agua
vigentes actualmente en Espafia, asi como los tratamientos de desinfeccién de relevancia para

la presente Tesis Doctoral.

1.1. NORMATIVAS E INDICADORES

El ciclo urbano o ciclo integral del agua engloba el conjunto de etapas por las que atraviesa el
agua desde su toma en el medio natural, su uso y vuelta al entorno. Este ciclo abarca la captacion
y tratamiento del agua, su almacenamiento y su distribuciéon a la poblacidn para los distintos
usos (doméstico, industrial, agropecuario, urbano, recreativo, etc) y su saneamiento posterior
para o bien, devolverla al ecosistema acuatico (depuracion) o bien, reutilizarla (regeneracién)

(Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demogréfico, s.f.).

El riesgo de contaminacién del agua debe minimizarse llevando a cabo un control de la presencia
de microorganismos a lo largo de su ciclo integral. Debido a la dificultad que supone detectar
todos lo patdgenos presentes, se emplean organismos indicadores, siendo los mas comunes las
bacterias coliformes fecales y Escherichia coli, que sirven como indicador de contaminacién fecal

(Lanao, 2012).

Para el abastecimiento de agua a las poblaciones, el agua se capta y potabiliza en una estacién
de tratamiento de aguas potables (ETAP), donde se somete a una serie de tratamientos
fisicoquimicos que permiten asegurar su calidad (quimica y microbiolégica) de acuerdo con los

criterios establecidos por la legislacién vigente. En Espafia, y hasta el 2023, el Real Decreto
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140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua
de consumo humano, exigia para este control de calidad de las aguas, emplear como indicadores
de calidad microbioldgica el recuento de coliformes totales, enterococos y Clostridium
perfringens, bacteria menos frecuente pero mucho mas resistente (Lanao, 2012).
Recientemente, se ha modificado esta regulacion de forma que, el Real Decreto 3/2023 de 10
de enero, por el que se establecen los criterios técnico-sanitarios de la calidad del agua de
consumo, su control y suministro, es la regulacion vigente. Esta regulacién afiade a los criterios
e indicadores microbioldgicos un limite de Legionella presente en el agua potable y ciertos casos
en los que se habrd de analizar la presencia del protozoo Cryptosporidium “u otros
microorganismos o parasitos que sefiale la autoridad sanitaria”. Se anaden ademas controles de
Legionella en grifos de edificios prioritarios (grandes edificios o locales, distintos a las viviendas
particulares, con un elevado numero de usuarios que pueden verse expuestos a riesgos
relacionados con el agua, en particular grandes locales de uso publico) y de Legionella y

Pseudomonas aeruginosa en hospitales o centros sanitarios.

En relacidn a esta bacteria, y dado el incremento de casos de legionelosis en Europa v,
especialmente, en los paises mediterraneos (Samuelssony col., 2023), el Real Decreto 487/2022,
de 21 de junio, por el que se establecen los requisitos sanitarios para la prevencion y el control
de la legionelosis insta a revisar sistemas de agua sanitaria, torres de refrigeracion y
condensadores evaporativos, equipos de enfriamiento evaporativo, centrales humidificadoras
industriales, humidificadores, sistemas de agua contra incendios, sistemas de agua climatizada
y aerosolizacién, fuentes ornamentales, sistemas de riego por aspersion, dispositivos de
enfriamiento evaporativo por pulverizacién, sistemas de lavado de vehiculos, maquinas de riego
o baldeo y vehiculos de limpieza viaria, instalaciones de uso sanitario/terapéutico, y cualquier
instalacion que utilice agua en su funcionamiento y produzca o sea susceptible de producir

aerosoles.

Después de su uso, las aguas residuales son tratadas previa emisidon al medio. La Directiva del
Consejo 91/271/CEE, modificada por la Directiva 98/15/CE, sobre el tratamiento de las aguas
residuales urbanas establece los requisitos que han de cumplir las aguas depuradas para poder
ser vertidas al medio acuatico. Para ello, se han establecido una serie de parametros que
incluyen la demanda bioquimica de oxigeno, la demanda quimica de oxigeno y el total de solidos
suspendidos. En caso de verterse a zonas sensibles propensas a eutrofizacion, se establecen
también limites de fosforo total y nitrégeno total. Sin embargo, no se establece ningun criterio
microbioldgico, asumiendo que los patdgenos fecales disminuyen su concentracion al

encontrarse fuera de su habitat (Lépez, 2018) y pasando por alto la emisién de microorganismos
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potencialmente patdgenos por aguas depuradas al medio ambiente. Vale la pena mencionar

que el 80 % de las aguas residuales a nivel mundial no son tratadas (Naciones Unidas, 2018).

Préximamente, se prevé la derogacion de la Directiva 91/271 a través de una nueva Directiva
del Parlamento y del Consejo Europeo sobre el tratamiento de aguas residuales urbanas
(Comisidn Europea, 2022), en la que se establece un plan de implementacion de medidas desde
el 2025 hasta el 2040. Entre las medidas planteadas, se incluye el control de la reduccién de
microcontaminantes quimicos y la incorporacién de un sistema de monitoreo para vigilar
pardmetros relevantes para la salud publica, a determinar por el estado miembro pero que han

de incluir, por el momento, el SARS-CoV-2 y la resistencia a antibiéticos.

La reutilizacién del agua regenerada es una practica cada vez mas frecuente, debido a la escasez
y ala cada vez mayor demanda de agua (Alcalde-Sanz y Gawlik, 2014). En Espaiia, el Real Decreto
1620/2007, de 7 de diciembre, por el que se establece el régimen juridico de la reutilizacién de
las aguas depuradas, establece los criterios de calidad segun los usos de esta: urbanos, agricolas,
industriales, recreativos o ambientales. Los parametros incluyen nematodos intestinales,
Escherichia coli, sélidos en suspension, turbidez y, dependiendo del uso, limites de Legionella si
existe riesgo de aerosolizacion (para usos urbanos, industriales, agricola, recreativos), Taenia
saginata y Taenia solium (para usos agricolas), detectar la presencia o ausencia de Salmonella

(para usos agricola e industrial), nitrégeno total y nitratos (para uso ambiental).
En la Figura 1.1 se muestra esquematicamente el ciclo urbano del agua y las principales

normativas vigentes que regulan su uso, calidad y control de la contaminacion.

1. Captacion 3. Almacenamiento
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61 % Aguas subterraneas
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| @ I . consumo humano
t — <

|
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6. Tratamiento en EDAR

. . . Directiva 91/271/CEE
8. Regeneracion y reutilizacion modificada por la 98/15/CE 5. Uso
RD 1620/2007 Reutilizacion de aguas Tratamiento de aguas RD 487/2022 Prevencidn

depuradas residuales urbanas y control de legionelosis

Figura I.1. Ciclo urbano del agua y principales normativas vigentes.
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1.2. TRATAMIENTOS DE DESINFECCION

En el Mundo, 2200 millones de personas no tienen acceso a agua limpia y segura, y cerca de un
milléon fallecen anualmente por enfermedades diarreicas transmitidas por via hidrica
(Organizacion Mundial de la Salud, 2023). Numerosos microorganismos de diferente indole
(bacterias, virus, protozoos, helmintos) se transmiten por el agua y pueden causar
enfermedades que lleven a la muerte. Para combatirlo, se han desarrollado diferentes
tratamientos de desinfeccidn que, convencionalmente, se han llevado a cabo por diferentes
métodos: aplicacién de agentes quimicos, como el cloro, fisicos, como la radiacién ultravioleta,
0 mecanicos, como la filtracidn (Lanao, 2012). Posteriormente, se han desarrollado tratamientos
mas eficientes que eliminan contaminantes emergentes y evitan la formacién de subproductos
peligrosos como los procesos avanzados de oxidacion (PAO) o la dsmosis inversa, entre otros

(May col., 2021; Malato y col., 2009; Totaro y col., 2022).

1.2.1. Técnicas de desinfeccion y oxidacidon convencionales

Cloro

El cloro es el desinfectante mas ampliamente utilizado, especialmente en los tratamientos de
potabilizacion, debido a su eficacia contra un amplio espectro de microorganismos y su bajo
coste. Su empleo se remonta a finales del siglo XIX y continta utilizdndose hasta la actualidad.
Puede aplicarse en forma de gas, hipoclorito cdlcico o hipoclorito sédico. Este ultimo,
coloquialmente conocido como lejia, es la forma mas comun de utilizarse (Lanao, 2012;

Environmental Protection Agency, EPA, 1999).

El hipoclorito sddico se disocia en agua, formando acido hipocloroso (HCIO) que, a su vez, se
disocia en ion hipoclorito OCI~, tal como indica la reaccién (1). El cloro molecular, el acido
hipocloroso y el ion hipoclorito son formas intercambiables en funcién del pH de la solucién
(Figura I.2). A pHs inferiores a 1, la forma de cloro molecular (Cl,) es la mas abundante; hasta pH
8-9 predomina el hipoclorito y, a pHs superiores, el ion hipoclorito. Asi, a pH neutro predomina
HCIO, que es la forma con mayor potencial de oxidacion (E° = 1,49 V) y, por tanto, con mayor

poder desinfectante (Lanao, 2012; Remucal y Manley, 2016).
NaClO + H,0 — HCIO + OCl™ (1)

El término “cloro libre” (FAC, por sus siglas en inglés) se refiere al cloro presente en forma de
acido hipocloroso, ion hipoclorito o cloro elemental disuelto. Este se ha de diferenciar del cloro

combinado y el cloro total. El cloro total representa la suma del cloro libre y el cloro combinado.
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El cloro combinado lo constituye la fraccidon del cloro presente en forma de cloraminas y
cloraminas organicas. Las cloraminas son derivados del amonio por sustituciéon de uno, dos o
tres atomos de hidrégeno por atomos de cloro (monocloramina NHCl, dicloramina NHCI; y
tricloruro de nitrégeno NCls, respectivamente), asi como todos los derivados clorados de

compuestos organicos nitrogenados (Internacional Organization for Standarization, ISO, 1990).

Log C (M)

Figura 1.2. Especies de cloro en funcion del pH (Remucal y Manley, 2016).
Mecanismo de accidn

El cloro difunde en el interior de los microorganismos y actia atacando componentes internos
(Cho y col., 2010). Segun Fernando y Othman (2006), los microorganismos o células pueden
soportar cierta concentracion de cloro en su interior hasta una concentracion critica, superada
la cual, se ve afectada la viabilidad celular. En presencia de amoniaco, el cloro reacciona
formando cloraminas que también tienen accién desinfectante, aunque en menor medida.
Asimismo, puede reaccionar con otros iones inorganicos de azufre, manganeso o hierro (Valero,
2017). El cloro puede atacar también la pared celular, reaccionando con los grupos amino de las
proteinas y afectando a su estructura. Sin embargo, andlisis estructurales realizados mediante
microscopia electrénica han revelado que, tras la cloracidn, algunos microorganismos

mantienen su estructura intacta (He y col., 2021).
Eficacia del cloro y valor CT

La eficacia del tratamiento de cloracidon depende del pH, la temperatura, las sales disueltas, el
tiempo de exposicion y la concentracion de las diferentes formas de cloro. La eficacia del cloro
como desinfectante puede deducirse mediante el valor CT (Erickson y Ortega, 2006). Este
pardmetro, segln recoge el Manual de desinfectantes y oxidantes alternativos de la Agencia de

Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA, 1999), se calcula mediante el producto
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de la concentracidn residual de cloro y el tiempo de exposicidn. Aunque puede emplearse con
otros desinfectantes, se emplea con el cloro por excelencia. De hecho, existen tablas con los
valores CT necesarios para reducir 2 (CTes %) 0 3 (CTess %) unidades logaritmicas ciertos
microorganismos, como Escherichia coli o Giardia duodenalis, bajo determinadas condiciones
de temperatura y pH, facilitando la operatividad en las plantas potabilizadoras. De esta forma,
este parametro permite comparar la resistencia o vulnerabilidad de diferentes microorganismos
a un mismo tratamiento y, de esta forma, se ha demostrado que el cloro es eficaz frente a un

gran espectro de microorganismos (bacterias, virus, protozoos, etc.).
Ventajas y desventajas

El uso del cloro en tratamientos de desinfeccidén presenta varias ventajas, entre ellas, el bajo
coste del compuesto, su efectividad frente a numerosos patdégenos de transmisiéon hidrica y su
poder residual. Sin embargo, existen microorganismos resistentes al cloro, como (oo)quistes de
protozoos (Cryptosporidium parvum, Acanthamoeba spp.), esporas vegetativas de bacterias
(Clostridium perfringens, Bacillus subtillis) y otras bacterias (Tabla I.1) que no se inactivan de
forma efectiva mediante los tratamientos de cloracidn convencionales (Lanao y col., 2010;
Remucal y Manley, 2016; Thomas, 2013). Otra desventaja de creciente preocupacion es la
generacion de subproductos potencialmente cancerigenos, entre ellos los trihalometanos (Di
Cesarey col., 2020), los cuales estan limitados por normativa en aguas de consumo humano (RD
3/2023). Estas desventajas subrayan la necesidad de implementar varias etapas de desinfeccion,
tratamientos alternativos y/o combinados con la cloracién.

Tabla I.1. Microorganismos detectados en redes de distribucidn de agua y su nivel de resistencia al cloro.
Tabla adaptada de He y col. (2023).

BACTERIA RESISTENCIA A CLORO REFERENCIA
Pseudomonas peli CT999% = 51,26 — 90,36 mgmin/L Jiay col. (2015)
Mycobacterium fortuitum CTg9,9% = 6,4 mgmin/L Wangy col. (2019)
Mycobacterium mucogenicum CTgg99% = 50,2 mgmin/L Wangy col. (2019)
Bacillus cereus 1 log tras 10 min con 1 mg/L NaClO Zeng y col. (2020)
Gordonia spp. 3 log tras 240 min con 2,5 mg/L NaClO Luy col. (2020)
Enterovirus CTo9,0% = 3,0 — 8,4 mgmin/L Black y col. (2009)
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Perdxido de hidrégeno

El peréxido de hidrogeno (H,0,) se ha utilizado durante muchos afios como desinfectante para
tratamientos de agua potable, la descontaminacion de dispositivos médicos y el control del
crecimiento de biofilm, debido a su eficacia contra un amplio espectro de microorganismos y su
razonable seguridad de manipulacién. Ademas, se considera un tratamiento amigable con el
medio ambiente ya que no produce subproductos téxicos, en comparacion con los tratamientos

de cloracidn (Casini y col., 2017; Giannakis y col., 2016; Silva y Sagobal-Paz, 2021).
Mecanismo de accion

El H,0, es una molécula con alto potencial de oxidacion (E° = 1,76 V). En agua, se descompone
liberando radicales hidroxilo (*OH, E° = 2,73 V) y superodxido (0,°7), tal y como indican las
reacciones (2) y (3). Estas especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) tienen la
capacidad de reaccionar con biomoléculas y penetrar en el interior de las células (Malato y col.,
2009; Nogueira y col., 2005), lo que permite que el H,0,, afecte a los microorganismos mediante

accion interna y externa (Giannakis y col., 2016).
H,0, - *OH + 05~ (2)
H,0, + 0;,- - *OH + OH™ + 0, (3)

Por un lado, el dafo interno esta relacionado con la generacion de *OH mediante las reacciones
de Fenton intracelulares, el dafio al ADN y afectacién de la funcién mitocondrial (Giannakis y
col., 2016; Woyda-Ploszczyca y col., 2011). Las reacciones de Fenton ocurren cuando el H,0; se
combina con iones ferrosos, principalmente, e iones férricos, los cuales se liberan al dafiarse las
estructuras celulares que lo contienen (moléculas como la ferritina o clisteres de Fe/S) por el
ataque de ROS, H,0; o exposicién a la luz. Al reaccionar, se generan radicales *OH que, a su vez,
puede generar otros ROS (Malato y col., 2009). Por otro lado, el mecanismo externo se basa en
el ataque a la pared celular y el aumento de su permeabilidad, permitiendo un influjo adicional
de H,0, y dafio posterior, ademas de un efecto perjudicial general en la viabilidad celular

(Giannakis y col., 2016).

Diversos estudios han demostrado la efectividad del H,O, frente a diferentes microorganismos
(Casiniy col., 2017). Ademas, este desinfectante presenta la ventaja de mantener cierto poder
residual tras el tratamiento y no formar subproductos toxicos. El principal inconveniente del
H,0, radica en la necesidad de altas dosis y largos tiempos de exposicion. Estas elevadas dosis

conllevan un riesgo corrosivo para los sistemas de distribucion, por lo que no suele emplearse
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como tratamiento en plantas potabilizadoras. Sin embargo, ha demostrado ser un desinfectante

prometedor para aplicaciones directas en puntos de uso de agua (Silva y Sagobal y Paz, 2021).

Radiacidn ultravioleta y radiacion solar

La radiacion solar comprende un conjunto de radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol
gue abarcan desde la radiacion infrarroja (IR) hasta la ultravioleta (UV), como se muestra en la
Figura 1.3. La radiacidon UV es la que mejores propiedades de desinfeccion tiene, siendo mas
efectiva cuanto mayor es su energia y, por tanto, menor su longitud de onda. El rango UV se
divide a su vez en UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (200-280 nm), siendo este
ultimo el de mayor poder germicida. Actualmente, se utilizan lamparas de radiacion UV en la
regeneraciéon de aguas residuales ya que no generan organoclorados e inactivan

microorganismos.

Rayos X Ultravioleta Luz visible Infrarrojo

VUV . UVC UVB UVA

L -

-

100 200 280 315 400 780
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Figura 1.3. Espectro de radiacion ultravioleta-visible. Adaptado de Valero (2017).

Como alternativa a las [dmparas UV, que implican un alto costo energético, la radiacion solar
estd ganando interés como un tratamiento de desinfeccidén natural, econdmico y accesible. Sin
embargo, no todo el rango UV alcanza la superficie terrestre debido a la absorcién natural por
parte de la atmdsfera, que filtra la radiacion UV-C y parte de la UV-B. De esta manera, el rango
de radiacion UV que llega a la superficie terrestre abarca desde los 280 hasta los 800 nm. Aunque
menos efectiva que la radiacién UV-C, la radiacidn solar permite la desinfeccion gracias al su

poder germicida y al aumento de temperatura (Pichel y col., 2019; Valero, 2017).
Mecanismo de accion

El mecanismo de accién de la radiacidn solar implica acciones directas e indirectas dependientes
de la longitud de onda. Por un lado, el rango UV-B actua directamente sobre el ADN de las
células, induciendo la formacién de dimeros de timina (Giannakis y col., 2016), que pueden

inhibir la replicacién y transcripcion normales del ADN (Dalrymple y col., 2010), impidiendo el
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crecimiento y la replicacion celular (Pichel y col., 2019). El rango UV-B también puede dafiar a
los microorganismos mediante mecanismos de fotosensibilizacion que generan especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés, “reactive oxygen species”), las cuales, afectan
a diferentes componentes celulares, incluyendo indirectamente el ADN. Por otro lado, la
radiacion UV-A sélo dana el ADN de forma indirecta a través de ROS; también puede aumentar
la permeabilidad de la célula y afectar los compuestos vitales para el metabolismo y la
homeostasis celular (Adany col., 2018; Giannakis y col., 2016). De manera indirecta, la radiacion
UV-A también puede generar dafo a través de reacciones foto-Fenton, que producen radicales

hidroxilo al reducir Fe** a Fe?* (Giannakis y col., 2016; Valero, 2017).

La efectividad de este tratamiento de desinfeccion depende de la dosis absorbida por el
microorganismo que, a su vez, esta determinada por la intensidad de la radiacion y el tiempo de
exposicién (EPA, 1999; Hijnen y col., 2006). Factores como la presencia de biofilm, la turbidez y
el color del agua, la concentracion de compuestos organicos e inorganicos disueltos que

absorben luz UV y la formacion de agregados que dispersan la luz pueden disminuir su eficacia.

La radiacién solar presenta la ventaja de no generar compuestos organoclorados (Di Cesare y
col., 2020), sin embargo, carece de poder residual, por lo que suele emplearse en combinacion
con desinfectantes quimicos para controlar la proliferacién bacteriana y la formacién de

biofilms.

1.2.1. Procesos avanzados de oxidacion

Los procesos avanzados de oxidacion (PAO), también conocidos como procesos de oxidacion
avanzada (POA) en diversas fuentes bibliograficas (Lanao, 2012; Valero, 2017), son un conjunto
de técnicas que generan especies reactivas de oxigeno (ROS), moléculas altamente reactivas que
actuan de manera no selectiva, degradando compuestos e inactivando microorganismos
(Mamane y col., 2007; Remucal y Manley, 2016). Los principales ROS incluyen "OH, O;°", HO," y
H,0,, destacandose el radical hidroxilo (*OH) por su elevado poder oxidativo, su corta vida media
y su capacidad para generar una cascada de reacciones que, a su vez, originan otros radicales

libres (Khajoueiy col., 2022).

Existen diversas técnicas capaces de generar estos ROS, como la combinaciéon de cloro y
radiacion UV, la combinacién de perdxido de hidrégeno y radiacidn UV, el sistema peroxona, la
fotocatdlisis o los procesos electro-Fenton, entre otros (Lanao, 2012; Remucal y Manley, 2016;
Valero, 2017). Algunos de estos procesos pueden resultar costosos debido al uso de radiacién

UV. Como alternativa, en las ultimas décadas han ganado interés los PAO foto-inducidos,
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llevados a cabo mediante radiacién solar, al reducir considerablemente los costos del
tratamiento y convertirse en una opcidn de energia limpia y mas asequible (Aguilar y col., 2018;
Moreira y col., 2018). A continuacidn, se describen los procesos empleados en la presente Tesis

Doctoral.

Combinacidn de cloro y radiacién solar

La combinacién de cloro y la radiacién solar genera radicales hidroxilo (*OH), ozono (0s) y
especies reactivas de cloro (RCS por sus siglas en inglés), como CI*, Cl;"" y ClIO® (Remucal y
Manley, 2016). Estas moléculas son muy reactivas y tienen un efecto biocida (Khajoueu y col.,
2022). Este proceso, al igual que la subsecuente formacién de especies reactivas oxidantes, es
dependiente del pH y la longitud de onda, tal y como se muestra en las reacciones (4) a (13).
Esto se debe a que las dos especies intercambiables de cloro (HOCI/OCI™) tienen diferentes
espectros de absorcién UV-visible: el coeficiente de absorcién maximo de HOCI se encuentra a

235 nmy el de OCI” se encuentra a 292 nm (Figura 1.4).

HOCl + hv — °*OH + CI* (4)
OCl~ + hv - 0~* + CI° (5)
0Cl™ + hv - ClI” 4+ 00D (6)
00D + H,0 » 2°0H (7)
Cl* + H,0 - HOCl™* + H* (8)
HOCI™ — °*OH + CI- (9)
0Cl™ + hv - 0GP + CI” (10)
0GP + 0, - 04 (11)
Cl* + 0Cl~ - Clo* + ClI™ (12)
cl* +Cl- - cly* (13)

Los RCS también pueden colaborar en la inactivacién microbiana, aunque no se tiene del todo
claro hasta qué punto el CI°* reacciona mas selectivamente que el *OH. Ademas, se desconoce

todavia si la producciéon de CI* varia segun la longitud de onda (Remucal y Manley, 2016).

De esta manera, la fotolisis del cloro combina multiples mecanismos para inactivar patégenos:

(1) la reaccién directa de HOCI/OCI", (2) la fotdlisis directa mediante la radiacién UV, y (3) el
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ataque de moléculas oxidantes (ROS, RCS y Os) (Remucal y Manley, 2016), haciéndolo un

tratamiento atractivo por su efectividad y por la accion del cloro residual (Khajoueiy col., 2022).

500

4004

3004

2004

£ (M cm™)

200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 1.4. Coeficientes de absorciéon molar (¢) de HOCl y OCI™ en funcién de la longitud de
onda. Adaptado de Remucal y Manley (2016).

Se ha demostrado que la combinaciéon de cloro y RS acelera de forma muy acentuada la
inactivacién de microorganismos muy resistentes al cloro como Cryptosporidium spp. (Zhou y

col., 2014) y endosporas de Bacillus subtilis (Forsyth y col., 2013).

Combinacion de perdxido de hidrégeno y radiacion solar

La combinacion de peréxido de hidrégeno (H.0:) y radiacidn solar (RS) es un tratamiento de
desinfeccidén que considera las ventajas del H;O,, la RS y los procesos avanzados de oxidacion
(PAQ). Ademas, el H,0; tiene cierto poder residual y, al descomponerse finalmente en agua y
oxigeno, evita la necesidad de post-tratamientos para eliminar fotocatalizadores o corregir el
pH (Garcia-Fernandez y col., 2012). Esto ha llevado a su estudio para su empleo en pequenas
plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas (Adeel y col., 2024), como tratamiento

terciario (Michael y col., 20220) y para la regeneracion de aguas (Agull6-Barceld y col., 2013).

El mecanismo de inactivacién microbiana ha generado controversia, ya que aun no estd
completamente aclarado (Agullé-Barceld y col., 2013). No obstante, hay evidencia de que existe
un efecto sinérgico entre ambos desinfectantes, lo que provoca la acumulacion de dafios: el
dano externo e interno causado por H.0,, el dafio directo e indirecto de la RS, el dafio producido
por los radicales hidroxilo formados a través de la fotdlisis de H,0, — proceso que ocurre cuando

el H,0, absorbe luz UV a longitudes de onda inferiores a 300 nm, como se indica en la reaccion
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(14) - vy las reacciones (foto)-Fenton (Giannakis y col., 2016; Malato y col., 2009; Mamane y col.,
2007; Polo-Lépez y col., 2011).

H,0, + hv = 2°0H (A < 300 nm) (14)

Si hay exceso de H,0,, esta molécula también actia como un secuestrador de *OH, tal y como
indica la reaccion (15), produciendo reacciones competitivas y disminuyendo la eficiencia de la

degradacién, estableciendo asi un rango dptimo de concentracion (Malato y col., 2009).
H,0,+ *OH - H,0, + HO, (15)

La mayoria de los estudios sobre la combinacién de RS y H,0; estan enfocados en la degradacion
de contaminantes quimicos, pero también se ha demostrado su capacidad para inactivar
microorganismos. De hecho, este proceso ha demostrado ser efectivo y potenciar la
desinfeccién, comparando con los tratamientos individuales, frente a Escherichia coli (Adeel y
col., 2024), coliformes fecales totales, Enterococcus (Moreira y col., 2018), Legionella jordanis
(Polo-Lépez y col., 2017), Pseudomonas aeruginosa (Adeel y col., 2024), virus MS2 (Martinez-
Garcia y col., 2023), colifagos somaticos, bacteridfagos de ARN (Agullé-Barceld y col., 2013) y
clamidiosporas de Fusarium solani (Sichel y col., 2009) y Fusarium equiseti (Polo-Lépez y col.,

2011).
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2. CARACTERISTICAS DE LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE

2.1. HABITATY CICLO DE VIDA

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos ubicuos que se encuentran ampliamente
distribuidos en suelo, aire y, especialmente, agua, donde puede hallarse una gran variedad de
estas. Poseen capacidad de vida libre, es decir, no son parasitos obligados, y pueden habitar
diversos ambientes, adaptandose a distintas condiciones de temperatura, osmolaridad y pH

(Cateauy col., 2014).

Las AVL son un grupo heterogéneo de microorganismos y la mayoria de ellos desarrollan dos
estadios diferentes: el trofozoito y el quiste. El primero corresponde a la fase metabdlicamente
activa, mientras que el segundo comprende la forma latente o de resistencia. Este proceso de
enquistamiento involucra la produccidon de una pared gruesa y robusta, que les confiere una
enorme resistencia a condiciones adversas y les mantiene latentes hasta que las condiciones se
tornan favorables (Cateau y col., 2014; Garajova y col.,, 2019; Rodriguez-Zaragoza, 1994),

pudiendo resistir hasta 20 afos en este estadio (Sriram y col., 2008).

La capacidad de enquistarse les permite sobrevivir a tratamientos de agua, incluidos los
procesos convencionales de estaciones depuradoras de aguas residuales, estaciones
regeneradoras de aguas residuales y estaciones de tratamiento de aguas potables (Corsaro y
col., 2010; Fernandez-Cassi y col., 2016; Loret y Greub, 2010; Magnet y col., 2013; Marin y col.,
2014; Mosteo y col., 2013). Esto les posibilita diseminarse a través de sistemas acuaticos, tanto
naturales como artificiales (Cateau y col., 2014; Thomas y col., 2010). Precisamente, se ha
demostrado su presencia en rios, reservas, aguas subterraneas, lagos, aguas termales, piscinas,
grifos, sistemas de distribucion, torres de refrigeracion y sistemas acuaticos hospitalarios, entre
otros (Di Filippo y col., 2015; Fernandez, 2014; Pagnier y col., 2015; Tsvetkova y col., 2004),

donde suelen encontrarse formando parte de biofilms (Wingender y Flemming, 2011).

Hasta la fecha, se han descrito como AVL infecciosas para humanos a Acanthamoeba spp.,
Naegleria fowleri, Vermamoeba vermiformis, Balamuthia mandrillaris, Paravahlkampfia
francinae, Allovahlkampfia spelaea y Sappinia pedata (Gelman y col., 2001; Plutzer y Karanis,
2016; Qvarnstrom y col., 2009; Tolba y col., 2016; Visvesvara y col., 2009). Algunas especies de
Acanthamoeba se han identificado principalmente como causantes de queratitis, aunque
también pueden ocasionar encefalitis amebiana granulomatosa e infecciones dérmicas vy
pulmonares. Vermamoeba vermiformis también es agente causante de queratitis (Delafont y

col., 2018), mientras que B. mandrillaris puede causar encefalitis amebiana granulomatosa,
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ademas de infecciones nasofaringeas y cutaneas (Visvesvara y col., 2007). Naegleria fowleri es
conocida por provocar meningoencefalitis amebiana primaria, una infeccién cerebral mortal
(Plutzer y Karanis, 2016; Visvesvara y col., 2007). Por otro lado, A. spelaea, P. francinae y S.
pedata, se han relacionado con patologias humanas en ocasiones puntuales: queratitis
amebiana (Tolbay col., 2016), meningoencefalitis (Visvesvara y col., 2009) y encefalitis (Gelman
y col., 2001), respectivamente, lo que muestra el potencial de estos protozoos para convertirse

en patégenos oportunistas para los humanos (Qvarnstrom y col., 2009; Visvesvara y col., 2007).

2.2. INTERACCION CON OTROS MICROORGANISMOS

Las AVL contribuyen al control de la poblacién microbiana como depredadores de bacterias,
hongosy algas (Rodriguez-Zaragoza, 1994). De esta manera, juegan roles ecolégicos importantes
al influir en la dinamica y diversidad poblacional de los ecosistemas y al contribuir en el reciclado
de nutrientes como nitrégeno y carbono, ya que descomponen materia orgdnica, biofilms y
otros microorganismos, a la vez que sirven de fuente de alimento para organismos en niveles
tréficos superiores, como nematodos (Garcia y col.,, 2013; Lee y Park, 2023). Sin embargo,
algunos microorganismos pueden sobrevivir a la ingestién por amebas (Greub y Raoult, 2004) v,
cada vez mads, se tiene consciencia de que las relaciones entre estos y la ameba hospedadora
pueden llegar a ser muy complejas y variadas. Diferentes especies bacterianas han desarrollado
estrategias evolutivas para evitar la digestiéon por amebas y permanecer protegidas en su interior
ante condiciones ambientales adversas (Delumeau y col., 2023). Aeromonas hydrophila,
Burkholderia cepacia, Chlamidia spp., Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium spp., Pseudomonas spp. y cianobacterias tdxicas son algunas
de las especies y géneros que han demostrado esta habilidad (Gofii y col., 2014; Greub y Raoult,

2004).

Otras bacterias han desarrollado la capacidad de reproducirse en el interior de amebas, como
Vibrio cholerae, Campylobacter jejuniy Helicobacter pylory (Rayamajhee y col., 2022), y algunas
han llegado incluso a transformar e invertir la relacién depredador-presa en agente infeccioso
(la bacteria)-agente infectado (la ameba). Tal es el caso de Legionella, que, cada vez y con mayor
certeza, se cree que utiliza a las amebas, especialmente Acanthamoeba, para reproducirse y
proliferar en un ambiente seguro, para posteriormente lisar la ameba y colonizar los sistemas

acuaticos donde se encuentre (Loret y Greub, 2010).

Se ha cuestionado en la bibliografia el término mas correcto para denominar a estas bacterias.

Blichner y col. (1953) emplean el término “bacterias endosimbiontes”, refiriéndose a
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organismos que habitan en el interior de otros de forma simbidtica, sin embargo, este término
ha generado reticencias debido a que la simbiosis implica un beneficio mutuo y no todas las
bacterias presentes en el interior de las amebas se relacionan de este modo. Greub y Raoult
(2004) hablan de “bacterias resistentes a las amebas”, pero sus siglas “BRA” (ARB en inglés,
“amoeba resistant bacteria”) son las mismas que las empleadas (mds) amplia y generalmente
para denominar a las bacterias resistentes a antibiéticos, BRA (ARB en inglés, “antibiotic
resistant bacteria”), lo cual puede generar confusién. En 2014, Scheid propuso la utilizacién del
término “endocitobionte” para denominar de forma genérica a los microorganismos
intracelulares asociados con AVL; de esta manera, no se hace referencia al tipo de relacion
(parasitismo, foresia!, comensalismo? o mutualismo®) entre el microorganismo y la ameba, la
cual ademas puede verse modificada en funcidn de condiciones ambientales. De esta forma, en
la presente Tesis Doctoral se emplea el término “bacteria endocitobionte” para toda aquella
bacteria que se encuentre en el interior de amebas, ya sea de forma transitoria o permanente y

sea cual sea su relacion ecoldgica.

La capacidad de diferentes microorganismos, especialmente bacterias, para sobrevivir en el
interior de las amebas de vida libre (AVL) y la gran resistencia de estas a condiciones adversas y
desinfectantes, convierten a las AVL en reservorio, vector y protector de patdgenos (Greub y
Raoult, 2004). Ademads, durante este periodo intracelular, se ha visto que las bacterias
endocitobiontes (BE) pueden experimentar cambios fenotipicos que potencian sus propiedades
invasivas, asi como incremento de su patogenicidad, virulencia y resistencia a antibidticos
(Cardasy col., 2012); de hecho, se ha observado que la permanencia en el interior de las amebas
favorece la retencién de factores de virulencia que confieren ventajas durante la infeccidn a
otros “hospedadores” (Bertelli y Greub, 2012). Es posible que esto se deba a las adaptaciones
que han tenido que desarrollar para sobrevivir la fagocitosis o las interacciones con otras
bacterias en el interior de la ameba. En este sentido, algunos estudios han denominado este rol
de las amebas como una “cuna evolutiva” (o “evolutionary crib” en inglés), al considerarlas un
ambiente o “ecosistema” que potencia la adaptacién, adquisicién (y pérdida) de diferentes

atributos (Greub y Raoult, 2004), y como un “campo de entrenamiento” para desarrollar

' Foresia: relacion ecoldgica en la que una especie transporta a otra favoreciendo su diseminacion.

2 Comensalismo: relacién entre individuos de diferentes especies en la que uno se ve beneficiado y el otro
no perjudicado ni beneficiado.

3 Mutualismo: relacién entre individuos de diferentes especies en la que ambas se benefician. La simbiosis,
en sentido estricto, es un tipo de mutualismo en el que la relacién es indispensable para la supervivencia
de los individuos; sin embargo, frecuentemente mutualismo y simbiosis se emplean como sinénimos.
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estrategias de evasidon inmunoldgica, al adquirir la capacidad de evadir la digestion por

macroéfagos (Siddiqui y Khan, 2012).

2.3. LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE EN EL CICLO URBANO DEL AGUA

Las regulaciones citadas en el Apartado 1.3.1. juegan un papel importante al establecer los
requisitos que ha de cumplir el agua en funcién del uso que se le vaya a dar. Sin embargo, hay
microorganismos potencialmente patégenos que son capaces de sobrevivir a los diferentes
procesos a los que se somete el agua y que no suelen monitorizarse de forma rutinaria (Benito
y col., 2020); tal es el caso de las amebas de vida libre (AVL) que, gracias a su estadio de quiste,

tienen una gran resistencia a estos tratamientos (Garajova y col., 2019).

Las AVL, ademds de ser patdgenos oportunistas, pueden actuar como caballos de Troya,
protegiendo bacterias endocitobiontes (BE) y otros microorganismos potencialmente patégenos
a través de los diferentes tratamientos de agua (depuracion, regeneracién, potabilizacion,
desalacién) y permitiendo que pasen inadvertidos a través de los controles de calidad
microbioldgica del agua. De esta forma, las AVLy sus BE pueden incorporarse al ciclo urbano del
agua y colonizar grifos domésticos, piscinas, hospitales, fuentes, torres de refrigeraciéon o
humidificadores (Di Filippo y col., 2015; Fernandez, 2014; Nisar y col., 2022). Estas BE pueden
salir o lisar la ameba y convertir estos puntos en focos de infeccidn, suponiendo un riesgo para
la salud publica (Garajova y col., 2019). De hecho, se cree que la rapida recolonizacion de
sistemas acuaticos de refrigeracion, domésticos u hospitalarios por Legionella, dispositivos
relacionados con brotes de legionelosis, se debe a la proteccion por AVL (Cateau y col., 2014;
Corsaro y col., 2010; Greub y Raoult, 2004; Loret y Greub, 2010; Nisar y col., 2022). Esta bacteria

merece una mencion aparte.

Legionella spp. es el género bacteriano mas estudiado como BE de Acanthamoeba. Esta bacteria
aprovecha el interior de laameba, donde estd a salvo de procesos de desinfeccidn y condiciones
adversas, para reproducirse y, posteriormente, lisar la AVL y colonizar el habitat en el que se
encuentre (Loret y Greub, 2010). Precisamente, se ha detectado su presencia (y la de otras BE
potencialmente patdgenas) en el interior de AVL aisladas de piscinas y la red hidrica de
hospitales (Fernandez, 2014; Muchesa y col. 2018). Paralelamente, el incremento de las
infecciones por Legionella y, especialmente, Legionella pneumophila ligado a dispositivos que
generan aerosoles (Declerk y col., 2007; Samuelsson y col., 2023) ha llegado hasta tal punto que
se ha establecido un Real Decreto (RD 487/2022) especifico para prevenir y controlar esta

infeccion. Ademas, el nuevo Real Decreto por el que se establecen los criterios de calidad del
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agua de consumo (RD 3/2023) ha afiadido controles de Legionella en grifos de edificios publicos,
asi como en hospitales y centros sanitarios (donde también se incluyen controles de
Pseudomonas aeruginosa, otra BE comun). Sin embargo, en ninguno de estos Reales Decretos
se incluye la deteccidén de AVL Yy, sélo en el RD 487/2022, se menciona que la presencia de esta

bacteria puede estar relacionada, entre otros, con la presencia de amebas.

Cabe afiadir que, las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs) son, particularmente,
un habitat ideal para las AVL y contribuyen a la diseminacién, tanto de estas como de bacterias
potencialmente patdgenas. Esta situacidn resulta preocupante debido a que se estd
incrementando la regeneracion de agua para reutilizacidon en actividades agricolas y recreativas
(Mosteo y col., 2013), lo cual puede convertir a las AVL y sus BE en contaminantes recalcitrantes

en el ciclo del agua.
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3.LOS ANTIBIOTICOS Y LA RESISTENCIA BACTERIANA A LOS

ANTIBIOTICOS

Los antimicrobianos son compuestos quimicos capaces de matar o inhibir el crecimiento de
microorganismos; pueden actuar sobre bacterias, hongos, protozoos, virus y helmintos. Dentro
de este grupo, aquellos cuya diana son las bacterias se denominan agentes antibacterianos. Los
antimicrobianos pueden ser producidos de manera natural por microorganismos (como la
penicilina, producido por hongos, o la tetraciclina, por bacterias), de forma semisintética (como
la amoxicilina, derivada de la penicilina) o sintética (como las fluoroquinolonas). El término
“antibidtico” fue acufiado por Selman Waksman, descubridor de la estreptomicina, para
referirse a los compuestos naturales de origen microbiano. No obstante, este término se emplea
comunmente como sindnimo de “antimicrobiano”, abarcando tanto compuestos naturales
como sintéticos (Organizacion Mundial de la Salud, OMS, 2011). En la presente Tesis Doctoral,
el término “antibidtico” se emplea para designar a los agentes antimicrobianos, ya sean de

origen natural, semisintético o sintético, con actividad antibacteriana.

3.1. MECANISMOS DE ACCION Y CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibidticos pueden clasificarse segiin su mecanismo de accién, el cual depende de su
estructura. Los antibidticos bactericidas son letales para las bacterias, mientras que los
bacteriostaticos inhiben el crecimiento bacteriano; en el caso de estos ultimos, al cesar la
actividad antibidtica, las bacterias son capaces de reanudar su actividad. La capacidad
bactericida o bacteriostatica también depende de la concentracién antibidtica y del
microorganismo diana. Segln su mecanismo de accion, los antibiéticos se dividen en las

siguientes clases:

a) Inhibicidn de la sintesis de la pared celular, la cual es necesaria para la mantener la
integridad anatdmica y fisiolégica de la bacteria. En general, son antibidticos
bactericidas. La familia mas conocida es la de betalactamicos, que inhiben la sintesis de
peptidoglucano, el principal componente de la pared bacteriana, al bloquear las
llamadas proteinas de union a penicilina (PBP), las cuales intervienen en el proceso de
formacién del peptidoglucano. Al interferir en el equilibrio entre la sintesis e hidrdlisis
de este compuesto, se activa un sistema enzimatico litico (las autolisinas) que acaba

provocando la muerte celular. Otros antibidticos impiden la sintesis de la pared celular
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mediante la inhibicion de enzimas implicadas en la sintesis de los precursores del
peptidoglucano o interrumpiendo el transporte de estos precursores al exterior celular.

b) Alteraciéon de la membrana plasmatica, provocando la salida de elementos esenciales o
la entrada de otros potencialmente tdxicos. En general, son bactericidas. Un ejemplo
seria la polimixina B, que altera la membrana al unirse a los fosfolipidos, induciendo
cambios de permeabilidad y pérdida de metabolitos importantes.

c) Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos, interfiriendo en los procesos de replicacidn
(como las quinolonas) y transcripcion de ADN (como las rifamicinas) o causando dafio
directo al ADN (como los nitroimidazoles y nitrofuranos). En general son compuestos
bactericidas.

d) Inhibicidn de la sintesis de proteinas. Estos antibidticos bloquean el proceso de sintesis
proteica, bien al inicio, provocando errores en la lectura del ARN mensajero y la
produccién de proteinas andmalas (como los aminoglucdsidos), otros interfieren
durante la fijacion del ARN de transferencia que porta el aminoacido a unir (como las
tetraciclinas) o durante la elongacion de la cadena polipeptidica (como los anfenicoles y
macrolidos). Generalmente, son bacteriostaticos, excepto en el caso de los
aminoglucésidos, que son bactericidas.

e) Inhibicién de la sintesis de metabolitos esenciales, como el acido para-aminobenzoico
(PABA). Se trata de un sustrato necesario para la sintesis de acido félico, el cual, es
crucial para sintetizar las bases nitrogenadas que forman los acidos nucleicos que, a su
vez, son esenciales para el crecimiento del microorganismo. Ejemplos de este tipo de
antibiéticos son las sulfonamidas y diaminopirimidinas, que inhiben la actividad

enzimatica de forma competitiva al poseer semejanza estructural al PABA.

En laTabla I.2 se recogen los principales grupos de antibidticos clasificados seglin su mecanismo
de accién y estructura quimica. En ocasiones, se incluyen los inhibidores de betalactamasas; la
mayoria de estos compuestos no tienen una accién antibacteriana intrinseca, sino que se unen
a ciertas betalactamasas, permitiendo que los antibidticos betalactdmicos mantengan su

eficacia (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Pasteran y col., 2021).
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Tabla 1.2. Principales grupos de antimicrobianos y representantes de estos. En negrita se muestran los

empleados en la presente Tesis Doctoral. Adaptado de Calvo y Martinez-Martinez (2009).

MECANISMO ANTIBIOTICOS
DE ACCION GRUPO SUBGRUPO REPRESENTATIVOS
Bacitracina Bacitracina
.t Penicilina, oxacilina,
Penicilinas

Inhibicion de la
sintesis de la
pared
bacteriana

Betalactamicos

ampicilina, piperacilina

Cefalosporinas

12 generacién: cefalotina
22 generacion: cefoxitina
32 generacion: ceftriaxona,
ceftazidima
42 generacion: cefepima

Carbapenems

Imipenem, meropenem

Monobactamicos

Aztreonam

Glucopéptidos

Vancomicina

Alteracion de la
membrana
citoplasmatica

Polimixinas

Polimixina

Inhibicion de la
sintesis
proteica

Acido fusidico

Acido fusidico

Aminoglucésidos

Gentamicina, kanamicina,
estreptomicina

Anfenicoles

Cloranfenicol

Estreptograminas

Quinupristina-Dalfopristina

Lincosamidas

Clindamicina

14 atomos de C: eritromicina

Macrdlidos 15 atomos de C: azitromicina
16 dtomos de C: espiramicina
Mupirocina Mupirocina
Oxazolidinonas Linezolid
Pleuromutilinas Tiamulina

Tetraciclinas

Tetraciclina, minociclina

Alteracion del
metabolismo o
la estructura de

los acidos
nucleicos

Quinolonas

12 generacidn: acido
nalidixico
22 generacion: ciprofloxacino
32 generacion: levofloxacino
42 generacién: moxifloxacino

Rifamicinas

Rifampicina

Bloqueo de la
sintesis de
factores
metabdlicos

Sulfonamidas

Sulfametoxazol

Diaminopirimidinas

Trimetoprim

Inhibidores de
betalactamasas

Acido clavulanico

C: carbono.
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3.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Se denomina “resistencia” a la capacidad de un microorganismo para no verse afectado por los
efectos de un antibidtico. Existen diferentes mecanismos bioquimicos implicados en la
resistencia antimicrobiana (Darby y col., 2023; Gimeno y Ortega, 2005; Ince y Hooper, 2003), los

cuales, se describen a continuacion y se muestran esquematicamente en la Figura 1.5:

a) Reducciéon de la concentracion del antimicrobiano en el interior de la bacteria: Esto
puede lograse al reducir su entrada o alterar su permeabilidad (cambios en
determinadas porinas de membrana que impiden el paso del antibidtico), forzar su
salida mediante expulsidn activa del antibidtico a través de sistemas bombas de eflujo
o al alterar el mecanismo de transporte especifico (por ejemplo, el antibiético
cicloserina aprovecha el sistema de transporte de la valina o de la glicina de Escherichia
coli para entrar en la bacteria y actuar sobre ella; sin embargo, cepas incapaces de
transportar estos aminodcidos son resistentes al antibiético).

b) Inactivacion enzimatica del antibiotico: Las bacterias pueden sintetizar enzimas que
alteran la estructura del antibidtico (como las enzimas modificadoras de
aminoglucésidos o la enzima cloranfenicol acetiltransferasa) o que lo hidrolizan (como
las betalactamasas o las enzimas que inactivan las tetraciclinas), anulando asi su funcién.

c) Modificacion de la diana para disminuir la afinidad del antibidtico: Esto puede ocurrir
bien por mutaciones en el gen codificante (como las mutaciones en las topoisomerasas
que son diana de quinolonas o en las proteinas de unién a penicilinas, PBP, para
disminuir la unién de betalactdmicos), o por modificaciones enzimaticas del sitio de
unidén (como las causadas por metilasas de ARN, que producen cambios en el ribosoma
y disminuyen su afinidad por macrélidos).

d) Estrategias de “bypass” o circunvalacidn: Las bacterias pueden sintetizar una proteina
analoga a la original pero resistente o con menor afinidad por el antibiético (como la
produccién de PBP2a, proteinas homdlogas a las PBP originales pero con menor afinidad
al betalactamico meticilina, proporcionando resistencia a este antibidtico),
sobreproducir la proteina diana para mitigar el impacto del antibidtico (como la
sobreproduccion de dihidrofolato sintasa y dihidrofolato reductasa, otorgando
resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim, respectivamente) o reducir su nivel de
expresion (como las alteraciones que reducen la cantidad de topoisomerasas ParE,
originando mayor resistencia a quinolonas).

e) Proteccion de la diana para evitar la unién del antibiético (por ejemplo, la produccidn

de proteinas Qnr, que protegen a las topoisomerasas de la unién a quinolonas, o de
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proteinas FusB, que promueven la disociacion del acido fusidico y el factor de elongacion

de proteinas).
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Figura I.5. Esquema de los mecanismos moleculares de resistencia a antibiéticos. Adaptado
de Darby y col. (2023).

Origen de las resistencias

Algunas bacterias tienen una resistencia natural o intrinseca a ciertos antibiéticos, lo que
implica que no se vean afectadas por estos compuestos, mientras que otras, pueden ser
inicialmente sensibles pero desarrollar resistencia, la denominada resistencia adquirida. Un
ejemplo de resistencia intrinseca se observa en las bacterias gram negativas, caracterizadas por
tener una doble membrana celular que las hace relativamente impermeables y, por ende, son
intrinsecamente resistentes a ciertos antibidticos eficaces frente a bacterias gram positivos
(Darby y col., 2023; OMS, 2011). Las cepas productoras de antibidticos también poseen
mecanismos intrinsecos de resistencia para protegerse de sus propios compuestos

antibacterianos (Ogawara, 2019).

Por otro lado, la resistencia adquirida puede surgir por mutaciones en el ADN, cambios
genéticos naturales consecuencia de un error en la lectura y replicacion del ADN que pueden
afectar a cualquier gen. En presencia de concentraciones subinhibitorias de antibiéticos, las

bacterias mutantes resistentes son seleccionadas al eliminarse la poblacidon susceptible y
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favorecerse su propagacion. Estas cepas resistentes, al reproducirse, diseminan su resistencia

mediante transferencia genética vertical.

Una bacteria sensible también puede volverse resistente por la adquisicion de genes de
resistencia a antibidticos (GRA) de otra bacteria ya resistente mediante transferencia genética
horizontal (TGH); de hecho, se considera el mecanismo mas comun. En este contexto, se habla
de resistencia cruzada cuando un Unico gen confiere resistencia a dos o mas antibiéticos que
suelen pertenecer a la misma clase. Por otro lado, se habla de co-resistencia cuando diferentes
GRA, que confieren resistencia a diferentes clases de antibidticos, se encuentran juntos en el

ADN bacteriano y se transfieren simultdneamente (OMS, 2011; Ndagi y col., 2020).

Mecanismos de resistencia a aminoglucésidos

La resistencia a un determinado antibidtico puede deberse a diferentes mecanismos que, a su
vez, pueden estar presentes simultdneamente o no en la bacteria resistente. Por ejemplo, los
aminoglucésidos son una familia de antibiéticos que se unen al sitio A del ARN ribosédmico (ARNr)
16 S, que conforma la subunidad 30 S del ribosoma, el cual reconoce los aminoacil-ARN de
transferencia (ARNt), inhibiendo la sintesis de proteinas y provocando consecuentemente la
muerte de la bacteria. La resistencia a estos antibidticos puede deberse a diferentes
mecanismos: (1) la modificacién enzimatica e inactivacién de los aminoglucdsidos, (2) la
disminucién de la concentracidn en el interior de la célula, bien por disminuir la permeabilidad
de la membrana o por transporte activo mediado por bombas de eflujo y (3) por modificaciones
en la diana que interfieren con la union de los aminoglucésidos (Shaw y col., 1993). En este
Ultimo caso se han detectado tanto mutaciones en el propio ARNr 16S en Mycobacterium

tuberculosis, como metilaciones mediadas por ARNr metiltransferasas (Doiy col., 2016).

El mecanismo de resistencia mas comun a aminoglucdsidos se debe a la inactivacidon enzimatica
mediante enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (EMAs), que pueden ser de tres tipos:
acetiltransferasas (AAC), nucleotidiltransferasas o adenililtransferasas (ANT), y fosfotransferasas
(APH). Estas suelen adquirirse mediante genes presentes en plasmidos y/o asociados a
transposones, que ayudan a la rapida diseminacion de resistencias entre especies (Shaw y col.,
1993). Estas enzimas se codifican en funcidn del tipo de modificacion enzimatica (AAC, ANT,
APH), el sitio de modificacion (1, 3,6,9,2’,3’,4°,6°,2”,3”), los perfiles de resistencia que otorgan
(1, 1L, 11, IV, V, etc.) y la estructura de la proteina (a, b, c, etc.); de tal forma que, las enzimas

AAC(6’)-la y la AAC(6’)-Ib son dos proteinas Unicas que confieren perfil de resistencia idénticos.

25



Tesis Doctoral de C. Menacho

La nomenclatura de los genes que codifican estas enzimas: aac(6’)-la y aac(6’)-lb son genes

Unicos que codifican dos proteinas con el mismo perfil de resistencia (Shaw y col., 1993).

3.3. MECANISMOS DE TRANSFERENCIA HORIZONTAL MEDIADA POR ELEMENTOS
GENETICOS MOVILES: LOS INTEGRONES

La captura, acumulacion y diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos (GRA) se debe en
gran medida a los elementos genéticos méviles (EGM), un término empleado para referirse a
los elementos que promueven la movilidad de ADN, tanto intracelular (del cromosoma a un
plasmido o entre plasmidos) como intercelular. La transferencia genética horizontal (TGH) es el
mecanismo de diseminacidn y difusidn de GRA mas importante entre cepas bacterianas. La
adquisicion de EGM de manera intercelular ocurre de un donador a un receptor y puede

producirse por tres mecanismos de TGH:

a) Transformacion: incorporacidon de ADN extracelular desnudo que proviene de la lisis y
muerte de otras bacterias.

b) Conjugacién: transmisién directa de ADN de una bacteria donante a una receptora
mediante contacto directo o una conexidn que las una, como el pili conjugativo.

¢) Transduccion: mediante un virus bacteriano o bacteriéfago que actia como vector.
Ciertos virus (virus lisogénicos), cuando entran en el interior de la célula, se integran en
el propio ADN de la bacteria y, al generarse copias, pueden “llevarse” material genético

bacteriano también y transferirlo a las bacterias que infectan posteriormente.

Donadora Receptora

Transduccion

ATG
ADN gendmico
de la donadora »
Transformacion
de ADN libre
Sistema de

secrecion tipo VI

ADNlibre N\ VE
N 3

Figura 1.6. Mecanismos de transferencia genética horizontal: transduccidn, conjugacion,
agentes de transferencia genética (ATG), nanotubos, transformacién y vesiculas
extracelulares (VE) o exosomas. Figura adaptada de Emamalipour y col. (2020).
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Recientemente, también se ha detectado intercambio genético horizontal mediante nanotubos
y vesiculas extracelulares, también llamadas exosomas (Emamalipour y col., 2020; Partridge y

col., 2018). En la Figura |.6 se muestran estos mecanismos de transferencia.

El vehiculo principal en la TGH son los plasmidos: secuencias circulares de ADN extra-
cromosdmico que se replican y transcriben independientemente del ADN cromosdmico (y por
tanto son transmisibles verticalmente) y, generalmente, confieren ventajas al huésped, aunque
su mantenimiento también supone un mayor gasto energético. Las islas genédmicas (IG) son otro
tipo de EGM que consisten en una regidn del cromosoma bacteriano adquirida por transferencia
horizontal. Pueden estar compuestas por cientos de genes y suelen clasificarse segun el fenotipo
que otorgan (islas de resistencia o de patogenicidad, segun codifiquen genes de resistencia o
factores de virulencia, respectivamente). Estas IG pueden agrupar también a otros elementos
conjugativos (integrativos, movilizables y transferibles mediante fagos). No obstante, también
existen otros elementos genéticos maviles intracelulares, como las secuencias de insercidn (SlI),
los transposones (Tn) o los integrones (Int): pequeiios segmentos de ADN que pueden
trasladarse, escindirse e integrarse de una region del cromosoma a otra, o a un plasmido, de

forma auténoma (Partridge y col., 2018). En la Figura |.7 se recogen este conjunto de EGM.
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Figura 1.7. Ejemplos de elementos genéticos moéviles (secuencias de insercién, IS,
transposén, Tn, integrén, In, plasmido, elemento integrativo conjugativo, ICE), procesos
involucrados en la movilidad intracelular (flechas negras), los cuales pueden estar mediados
por una transposasa (Tnp) o por una recombinasa sitio especifica (Ssr), y procesos
involucrados en la transferencia intercelular (flechas verdes) de genes de resistencia a
antibidticos. Adaptado de Partridge y col. (2018).
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Los integrones

Los integrones son EGM que facilitan la captura, expresion y diseminaciéon de GRA (y otros
genes) entre bacterias. Un integron generalmente se caracteriza por la presencia de un gen que
codifica una integrasa (intl), un sitio de recombinacién (att/) y un promotor (Pc). La integrasa
cataliza la recombinacién entre los sitios att/ del integron y el attC de casetes genéticos,
permitiendo la insercién o escision de estos. Los genes insertados se expresan gracias al

promotor del integrén.

Los casetes genéticos son pequenos fragmentos de ADN (de 0,5-1 kilobases) méviles, consisten
en un unico gen (ocasionalmente dos) y un sitio de recombinacion (attC), existen en forma
circular libre y no se replican. Los casetes genéticos se integran en regiones variables de los
integrones, entre los sitios de recombinacion, y suelen codificar GRA. La acumulacién de varios
casetes en un integron conforma un “array” de casetes que puede conferir multirresistencia,
convirtiendo a estos EGM en reservorios genéticos (que pueden llegar a contener cientos de
genes) que facilitan la adaptaciéon a diferentes presiones selectivas y promueven su
diseminacion entre bacterias. Ademas, la presencia de multiples copias de integrones
localizados en diferentes partes del genoma, facilita la recombinacion homdloga y el
intercambio de secuencias entre estos sitios de recombinacién, contribuyendo a la variabilidad
genética y adaptacion bacteriana (Deng y col., 2015; Gillings y col., 2015; Partridge y col., 2018).

En la Figura 1.8 se muestra la estructura de un integrén y de insercién de los casetes genéticos.

Los integrones se clasifican en varias clases segln la secuencia de aminoacidos de sus integrasas.
Los integrones de clase 1 son los mds frecuentes en muestras clinicas. Poseen unas regiones
conservadas con los genes gacEA1 y sull, que codifican resistencia a sales de amonio cuaternario
y a sulfonamidas, respectivamente. Esta clase de integrones se ha asociado con una variedad de
casetes genéticos (Deng y col., 2015; Partridge y col., 2018). Los integrones de clase 2 presentan
una menor diversidad de casetes genéticos, lo cual, se ha asociado a la presencia de un codén
stop interno en la secuencia, que provoca que la integrasa sea inactiva y se restrinja su capacidad
de adquirir nuevos casetes genéticos. Si bien es verdad que se han detectado integrones de clase
2 funcionales, que carecen de dicho coddn de stop (Gillings, 2014). En cuanto a los integrones
de clase 3, detectados tanto en bacterias de origen clinico como ambiental, también se ha
observado una menor diversidad de casetes, atribuida a una menor actividad de la integrasa
(Correiay col., 2003; Gillings, 2014; Tchuinte y col., 2016). Por otro lado, los integrones de clase

4 suelen ser cromosdmicos y, los integrones de clase 5 en adelante, presentan una prevalencia
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mundial muy baja y han sido poco estudiados hasta la fecha (Deng y col., 2015; Partridge y col.,

2018).
Casete genetico circular
Recombinacién
mediada por Intl
I:[ Casete insertado en un “array”
Sl int/ Pc att/ attC attC attC lz

Figura 1.8. Estructura de un integrén e insercion de un casete genético. Adaptado de Gillings
y col. (2015).

Bacterias multirresistentes y superbacterias

Las interacciones entre varios tipos de EGM y GRA sustentan la rapida evolucién de bacterias
resistentes a multiples antibidticos o bacterias multirresistentes (Partridge y col., 2018). Aunque
hay disparidad de opiniones a la hora de definir este término (Mohanta y Goel, 2014; Servais y
Passerat, 2009; Sidrach-Cardona y col., 2014), recientemente, se ha propuesto estandarizar el
término de bacterias multirresistentes (MR) a aquellas que presentan resistencia adquirida a
antibidticos de tres o mas familias, bacterias con multirresistencia extendida (MRX) a aquellas
que presentan resistencia adquirida a todos excepto dos de las familias de antibidticos
recomendados para su uso clinico, y la panresistencia (PR) a aquellas que presentan resistencia
adquirida a todas las familias de antibiéticos recomendados (Magiorakos y col., 2012). En la
presente Tesis Doctoral, como los antibiéticos evaluados no pertenecen todos a los empleados
en clinica, no se utiliza el término PR y se consideran bacterias con multirresistencia extendida
a aquellas que presentan resistencia a antibidticos de cinco o mas familias, siguiendo la

tendencia observada entre diferentes autores (Amato y col., 2021; Bartholin y col., 2023).

A estos eventos de multirresistencia, hay que sumar que los genes de resistencia pueden
transferirse junto a genes de virulencia, incrementando la amenaza de bacterias
multirresistentes y de mayor virulencia y patogenicidad. Estas bacterias se denominan
popularmente como “superbacterias” o, en inglés, “superbugs” (OMS, 2011) y constituyen una

grave amenaza para la salud publica.
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3.4. PROBLEMATICA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Desde la irrupcion de los antibidticos en el panorama cientifico y clinico tras el descubrimiento
de la penicilina por Alexander Fleming a principios del siglo XX, estos compuestos se han
convertido en uno de los elementos fundamentales en la lucha contra las infecciones
bacterianas (tanto en medicina humana como veterinaria). Sin embargo, las resistencias han
ido apareciendo pocos afios después de la comercializacidn de cada clase de antibiéticos, incluso
tras modificaciones estructurales para evadir los mecanismos de resistencia bacterianos,
requiriendo constantemente nuevos antibidticos (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Pérez-
Etayo, 2021). Si bien es cierto que los procesos de adquisicidn de resistencias ocurren de forma
natural y son tan antiguos como los propios antibiéticos, este proceso estd exacerbado por

factores humanos (Comision Europea, 2017).

El mal uso y abuso de los antibidticos, ya sea para su empleo en personas, animales o plantas,
es uno de los principales factores que contribuyen a la seleccién y diseminacién de resistencias.
Precisamente, durante décadas se han empleado los antibidticos de forma descontrolada en
ganaderia, como promotor de crecimiento y tratamiento profilactico, acelerando la generacién
de resistencias. Este aumento de bacterias resistentes a antibiéticos (BRA) limita las opciones
terapéuticas incrementa la morbilidad, la mortalidad, las complicaciones y el tiempo de ingreso
hospitalario (con su consecuente coste econdémico que se cuantifica en billones de euros).
Debido a estas practicas, la resistencia a antibidticos constituye una grave amenaza para la salud
publica a nivel global (O’Neill, 2014; Organizacion Mundial de la Salud, 2011; Organizacion
Mundial de Sanidad Animal, 2023; Pérez-Etayo, 2021).

La magnitud del problema es tal que, en 2014, se atribuian 700 000 muertes anuales a
infecciones por bacterias multirresistentes, en 2019, se atribuian 1,27 millones y se estimaba
que, para el aflo 2050, podrian aumentar a 10 millones, desbancando al cancer como primera
causa de muerte (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, AEMPS, 2019;
Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022; O’Neill, 2014). En el caso de Espafia, segun la
AEMPS, actualmente se producen 4000 muertes como consecuencia de infecciones provocadas
por bacterias resistentes (AEMPS, 2021), mientras que, segun los datos de referencia de la
Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC), se estima que
este valor se encuentra en torno a las 35400 muertes anuales (SEIMC, 2018), valor cercano a las
40000 muertes anuales que se proyectaban para el afio 2050 (AEMPS, 2019). Esta situacion ha
llevado a establecer planes de accién para la reducciéon y el control del uso de antibidticos en

todos los sectores, como la Estrategia Mundial para Contener la Resistencia a los
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Antimicrobianos o el Plan de Accién Mundial publicados por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2001, 2016). Estos, a su vez, han instado a la implantacién de planes de accién nacionales,

como el Plan de Reduccion de Antibidticos (PRAN) en Espafia.

3.5. EFECTOS DEL CONSUMO DE ANTIBIOTICOS POR EL SECTOR GANADERO
Datos de consumo

Hoy en dia, la ganaderia sigue siendo el sector de mayor consumo de antibidticos a nivel global,
destinandose entre el 70 y el 80 % de la produccion de antibidticos mundial a este sector
(Marutescuy col., 2022). En algunos paises, los antibidticos siguen empledandose como promotor
de crecimiento (Organizacién Mundial de Sanidad Animal, OMSA, 2022), sin embargo, esta
practica estd prohibida en la Unién Europea (UE) desde 2003 (Reglamento CE 1831/2003).
Recientemente, se ha restringido también en la UE su uso como tratamiento profilactico a “casos

excepcionales” (Reglamento UE 2019/6).
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Figura 1.9. Toneladas de antibidticos vendidas por especie y afio por laboratorios
veterinarios en Espafia. Figura adaptada de PRAN (2023).

Concretamente, en Espafia, gracias a las medidas establecidas por PRAN, se ha logrado disminuir
un 70 % el consumo de antibiéticos en sanidad animal desde el 2014 hasta el 2022 (Agencia
Europea del Medicamento, 2023). Aun asi, actualmente Espafia es el pais con mayor consumo
de antibioticos para produccion ganadera (en toneladas), y el cuarto al relacionar este con la
cantidad de producto animal producido para consumo (mg/PCU). La mayor cantidad (en
toneladas) se destina al sector porcino seguido del avicola y bovino, mientras que el sector
cunicola recoge el mayor consumo relativo (mg/PCU), como indican las Figuras 1.9 y 1.10.
Concretamente, la amoxicilina es el antibiético mas empleado en la ganaderia espafiola (en

toneladas), especialmente empleado en ganado porcino y también en avicola. No obstante, en
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unidades de mg/PCU ocuparia el tercer puesto por detras de aminoglucédsidos y tetraciclinas, las

familias mds empleadas en el sector cunicola.
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Figura 1.10. Consumo de antibioticos (mg/PCU) en ganaderia por especie y afio. Adaptado

de PRAN (2023).

Contaminacion ambiental asociada: el proyecto OUTBIOTICS

Se estima que hasta el 90 % de los antibidticos administrados a los animales se excreta en heces
y purines, y que una fraccién significativa de estos compuestos mantienen su actividad (Kumar
y col., 2005). De esta forma, ejercen presion selectiva en la comunidad microbiana del suelo,
reduciendo su diversidad y fomentando la seleccién y abundancia de cepas resistentes. Esta es
la principal via de entrada de antibiéticos al medio ambiente en zonas de actividad ganadera.
Con frecuencia, el estiércol se reutiliza como enmienda y fertilizante de campos agricolas,
destinados tanto a consumo animal como humano, abriendo una via de transmision a través de
la cadena alimentaria (Abbas y col., 2023; Garcia y col., 2020; Marutescu y col., 2022). Ademas,
en general, la aplicacidn de residuos ganaderos al terreno puede, por lixiviacién, infiltracion o
escorrentia, generar contaminacién por antibioticos en las aguas superficiales y subterraneas,
promoviendo la introduccidn, diseminacion y acumulacién de bacterias resistentes a
antibidticos (BRA) y genes de resistencia (GRA) en ambientes acudticos (Jia y col., 2017; Lei y

col., 2024; Marutescu y col., 2022; Pérez y col., 2022).

Junto con los antibidticos, pueden excretarse también bacterias intestinales que hayan
adquirido (multi)resistencias en el tracto intestinal y promover la diseminacion de GRA a través
de transferencia genética horizontal (TGH) en la microbiota del suelo y el agua (Abbas y col.,

2023). De esta forma, las granjas son un reservorio y foco de emision de antibioticos, BRA y GRA
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a los ecosistemas receptores: el suelo agricola, la atmdsferay los sistemas acuaticos colindantes

(Leiy col., 2024; Marutescu y col., 2022).

En este contexto, en la Universidad de Zaragoza y bajo la direccidén del investigador Juan Ramdn
Castillo, se desarrolld OUTBIOTICS, un proyecto del Programa Europeo de cooperacién del
territorio POCTEFA 2014-2020 consistente en una red de colaboracion para el desarrollo de
tecnologias innovadoras en el diagndstico, prevencién y eliminacion de contaminantes
emergentes (antibidticos) de las aguas del territorio, conformado por departamentos y
provincias préximas a la frontera entre Francia, Espafia y Andorra. Esta region se caracteriza por
tener explotaciones ganaderas intensivas (especialmente porcino, avicola y cunicola) como
mayor motor econdmico rural. A su vez, es la responsable de las mayores emisiones de

antibiodticos a las aguas POCTEFA (https://outbiotics.unizar.es/outbiotics/).

En el marco de este proyecto, se llevé a cabo un diagndstico de la presencia de antibidticos y
bacterias resistentes a antibidticos en determinados puntos de la red de muestreo, realizando
dos campafias en el 2018, una en primavera y otra en otofio (Moles, 2021; Pérez-Etayo, 2021).
Entre los 40 puntos que conforman dicha red de muestreo, se tomaron muestras de aguas
superficiales en rios de la cuenca del Ebro con elevada presidon ganadera (porcina, avicola,

cunicola y bovina), que han servido también para el desarrollo de la presente Tesis Doctoral.

Los aminoglucésidos y la resistencia a aminoglucdsidos en ganaderia

Los aminoglucésidos se emplean ampliamente en la produccidon animal en comparacién con la
poblacién humana, por lo que se considera que los animales pueden ser un importante
reservorio de bacterias resistentes a estos antibidticos (Jensen y col., 2006). En Espafia, en 2018
(afio del muestreo) se consumieron 225 toneladas de aminoglucdsidos para uso veterinario,
destinandose el mayor consumo (en toneladas) al sector porcino y las mayores tasas por unidad
de producto de consumo producido (mg/PCU) al sector cunicola. Los aminoglucésidos
principalmente consumidos (de mayor a menor consumo) fueron la neomicina, la
estreptomicina, la espectinomicina, la apramicina, la gentamicina y la paramomicina (Figura
1.11), mientras que los empleados en clinica incluyen los naturales estreptomicina, kanamicina
y gentamicina, asi como los semisintéticos amikacina, etilmicina y netilmicina (PRAN, 2023;

Zhangy col., 2023a).

Algunos de estos aminoglucdsidos son de uso exclusivo veterinario, como la apramicina y la
higromicina. La apramicina fue aprobado en Espaiia como promotor del crecimiento en 1988y,

aunque ya no se utiliza con ese fin, se sigue empleando en el sector ganadero. De hecho, es
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comun encontrar cepas de E. coli resistentes a apramicina aisladas de cerdos, normalmente
otorgada por el gen aac(3)-1V, que causa resistencia cruzada a gentamicina y apramicina.
Ademads, esta resistencia suele ser transmisible por pldsmidos R conjugativos y estar ligada con
resistencia a otros antibidticos. Tras su introduccion en la ganaderia, se aislaron cepas con este
perfil de resistencia a partir de animales. Inclusive, mediante un experimento in vivo, se ha
comprobado la capacidad de diseminacidn de resistencia a apramicina de cerdos tratados a no
tratados con este antibidtico. Posteriormente, se empezd a detectar en cepas aisladas de
pacientes humanos hasta tal punto que, las Escherichia coli aisladas de cerdos, se consideran un
importante reservorio de transferencia de genes de resistencia a apramicina y gentamicina a
humanos, constituyendo este un factor de riesgo al ser la gentamicina un antibidtico de primera
eleccién para bacteremias humanas (Gémez-Lus, 1998; Herrero-Fresno y col., 2016; McGaha y

Champney, 2007; Ministerio de Sanidad y Consumo, 1995; PRAN, 2023).
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Figura 1.11. Consumo de aminoglucdsidos (toneladas) en ganaderia. Adaptado de PRAN

(2023).

Diversos estudios han confirmado el impacto de la ganaderia en rios y ecosistemas acudticos por
antibiéticos, BRA y GRA y mds concretamente, por el impacto de aminoglucésidos empleados
en las explotaciones ganaderas. En concreto, Borella y col. (2020) observaron el aumento de
bacterias resistentes a apramicina y neomicina en ecosistemas acudticos impactados por
actividades agricolas y ganadera; Jia y col. (2017) detectaron la presencia de genes de resistencia
a aminoglucésidos (especialmente ant(6’)-la, aac(6’)-le, aph(3’)-llla y ant(3”)-la) y tetraciclinas
entre los mas dominantes en las aguas residuales de explotaciones porcinas en China,
contaminando severamente el rio al que descargaban sus aguas; mientras que Lei y col. (2024)
encontraron que los GRA a aminoglucésidos predominaban en aguas subterraneas

contaminadas por ganaderia.
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4. LA PERSPECTIVA “ONE HEALTH”

La perspectiva “One Health” o “Una Uunica salud” se refiere al esfuerzo interdisciplinar para
abordar la salud humana, animal y ambiental de forma holistica, reconociendo que estdn
interconectadas. Esta idea empezd a tomar forma en el siglo XIX, cuando Rudolf Virchow
introdujo el concepto de zoonosis, y se ha ido reforzando con brotes de Salmonella relacionados
con alimentos de origen animal, la encefalopatia espongiforme bovinay, recientemente, con las
pandemias de la COVID-19, el virus influenza y el ébola. En 2008, los principios de Manhattan
destacaron la necesidad de mantener el equilibrio de los ecosistemas para combatir
enfermedades infecciosas, integrando asi la salud ambiental en esta visién holistica. En las
ultimas dos décadas, la salud ambiental ha cobrado mayor importancia al demostrarse su
relacion con la salud humana, la salud animal, y la sostenibilidad y resiliencia del planeta.
Factores como el crecimiento exponencial de la poblacion mundial, la urbanizacion, la
deforestacidn, la extincién de flora y fauna, el calentamiento global o la contaminacién estan
deteriorando la calidad del aire, el agua, los suelos y las materias primas, y se estima que son
responsables del 23% de las muertes humanas prematuras a nivel global, que equivalen a 12,6
millones de muertes anuales (Network for Evaluation of One Health, 2018; Velazquez-Meza y

col., 2022).**

Precisamente, la resistencia a antibidticos es un problema global que afecta a la salud humana,
animal y ambiental. Por ello, es necesario enfocar esta problematica desde diferentes disciplinas

con la misma perspectiva holistica (Velazquez-Meza y col., 2022).

One Health > R Nadar
* ACUICULTURA LAGOS Bafiarse
Uso RIOS Uso
Consumo ARROYOS Consumo

Efluentes agricolas
Estiércol y purines Aguas

\ residuales
\, FAUNAY

Subproductos / 1 Visceras

Porcino

Bovino ' Ovino
HANIMALES DE

GANADERIA
Cunicola “ Avicola

Equino

Mataderos

Plantas de
procesado i i
Manipulacién —

Consumo

[
Consumo (.j\
doméstico
® Industria

wi‘ HUMANOS 2

3 L
4 Hospitales y r
centros de salud

Piensos

ANIMALES DE
COMPANIA

Contacto directo

Figura 1.11. Diseminacién de antibidticos, bacterias resistentes y genes de resistencia a
antibidticos desde la perspectiva “una Unica salud”. Adaptado de Wardell (2014).
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

1.1. LAs AMEBAS DE VIDA LIBRE COMO RESERVORIO Y VECTOR DE BACTERIAS
ENDOCITOBIONTES: RIESGOS PARA LA SALUD PUBLICA

Como muestra el Apartado 1 del Capitulo I, las regulaciones relacionadas con el ciclo urbano del
agua no incluyen a las amebas de vida libre (AVL). Sin embargo, estos microorganismos, que
habitan en aguas naturales, son capaces de superar tratamientos de potabilizacién, depuracion
y regeneracion de aguas, y entrar en el ciclo urbano del agua, habiéndose detectado en sistemas
acuaticos artificiales, donde habitan y colonizan sistemas de distribucién, tuberias, sistemas de
refrigeracién y piscinas, entre otros (Loret y Greub, 2010; Thomas y col., 2010). Desde estas
instalaciones, pueden infectar a las personas expuestas, siendo la infeccion mas comdun la
queratitis amebiana, cuya incidencia ha aumentado durante los Ultimos afios asociada al

incremento de usuarios de lentes de contacto (Gomes y col., 2016a).

La ameba mds preocupante, por su letalidad, es Naegleria fowleri, descrita por primera vez en
Espafia en 2018, como agente causante de una meningoencefalitis en una nifia, que la adquirié
al bafiarse en una piscina cubierta contaminada, en Toledo (Ruiz-Ginés y col., 2019). El aumento
de las temperaturas debido al cambio climatico favorece la diseminacién de cepas termdfilas y
patdgenas, como esta, reforzando la necesidad de establecer sistemas de vigilancia como
medidas de prevencidn, control y mitigacién de enfermedades infecciosas, tal y como sugiere la

perspectiva “One Health” (Comisién Europea, 2017; Fernandez, 2014).

Ademas de los posibles riesgos para la salud intrinsecos de las amebas, estas pueden portar en
su interior bacterias endocitobiontes (BE), entre otros microorganismos, potencialmente
patdgenas. El caso mds conocido e investigado es la propagacion de Legionella, uno de los
principales patégenos causantes de enfermedades de transmisién hidrica. Las AVL pueden
actuar como reservorios, vectores y caballos de Troya al proteger las BE de los tratamientos de
desinfeccién hasta sistemas acuaticos artificiales, donde las BE pueden salir de las AVL y
colonizar dispositivos desde los que posteriormente infectar a las personas expuestas. Los
hospitales y centros sanitarios, asi como torres de refrigeracién, piscinas y spas son de especial

preocupacidn por esta via infecciosa (Cateau y col., 2014; Greub y Raoult, 2004).

Debido a todo esto, resulta necesario llevar a cabo estudios de vigilancia microbioldgica
ambiental, que incluyan tanto AVL como las BE que portan en su interior, para asi poder

establecer medidas de prevencidon y precaucion acordes a los riesgos reales y existentes. Por
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ello, la presente Tesis Doctoral plantea el estudio de las amebas de vida libre presentes en

aguas de rio con elevada presion ganadera, como vectores de bacterias endocitobiontes

1.2. ELPAPELDE LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE EN LA DISEMINACION DE RESISTENCIA
A ANTIBIOTICOS: LAS BERA

El mal uso y abuso de antibidticos, en los sectores clinicos, industriales, ganaderos y agricolas,
provoca el aumento de la presencia de antibiéticos en las matrices ambientales, ejerciendo una
presion selectiva que fomenta la aparicidn y diseminacidn de bacterias resistentes a antibidticos
(BRA). Concretamente, el ciclo del agua tiene un papel fundamental en la diseminacién de
antibidticos, BRA y genes de resistencia a antibiéticos (GRA). Las aguas residuales urbanas
(domésticas, hospitalarias y farmacéuticas) tras su paso por las depuradoras (que actian como
caldo de cultivo para la aparicidn y diseminacidn de resistencias), junto con residuos agricolas y
ganaderos, acaban en los rios y en las aguas subterraneas que, a su vez, sirven de abastecimiento

a otras poblaciones (Jia y col., 2017; Lei y col., 2024; Marutescu y col., 2022).

La acumulacién de resistencias, por exposicién a antibidticos y transmisién de GRA mediante
mecanismos de transferencia horizontal, genera superbacterias cada vez mas dificiles de tratar
y el agotamiento de las opciones terapéuticas. Este conjunto de circunstancias convierte la
resistencia a antibidticos en un grave problema para la salud publica: la llamada pandemia
silenciosa, que se estima que en 2050 desbancard al cdncer como primera causa de muerte en
Europa. Esta situacion ha despertado la necesidad de establecer alternativas al uso de
antibioticos, asi como planes para la reduccién y el control de su uso (OMS, 2011; AEMPS, 2019).
Estas estrategias han de tomarse desde la perspectiva “One Health”, comprendiendo que el
medio ambiente representa un importante reservorio de resistencia antimicrobiana y una ruta
importante de transmision a humanos. Por tanto, resulta importante evaluar y conocer los

reservorios ecoldgicos de BRA y GRA (Marutescu y col., 2022).

Precisamente, las AVL pueden ser un reservorio de bacterias endocitobiontes resistentes a
antibidticos (BERA), ademas de un vector y protector frente a los tratamientos de desinfeccidn,
favoreciendo su diseminacién y (re)introduccién en el ciclo urbano del agua, desde donde
pueden infectar a personas expuestas y donde pueden adquirir nuevas resistencias (Bornier y

col., 2021; Sarink y col., 2020). Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo sobre ello.

En zonas de emisidon de antibidticos, donde se espera una elevada presencia de BRA, este

potencial rol como reservorio, vector y protector de las AVL podra verse especialmente
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acentuado. De hecho, ya se ha detectado la presencia de BRA y GRA en AVL aisladas de
depuradoras (Conco-Biyela y col., 2024), sin embargo, y hasta donde la autora conoce, nunca se
han evaluado zonas adyacentes a explotaciones ganaderas. Por ello, se han seleccionado los rios
de la Cuenca del Ebro sometidos a presion ganadera porcina, avicola, cunicola y bovina como

zona de estudio, dentro del territorio POCTEFA.

La mayoria de los estudios que evaltan la presencia de BRA y GRA en ecosistemas acudticos se
centran en la resistencia a betalactamicos, principalmente, junto con sulfonamidas y
fluoroquinolonas (Amato y col.,, 2021; Pérez y col. 2022; Rodriguez-Mozaz y col., 2015),
antibidticos de primera eleccién en medicina humana. Debido a la alta diseminacién de bacterias
resistentes a estos antibidticos, especialmente a la creciente diseminacién de betalactamasas
de amplio espectro, se han realizado muchos estudios para comprender cémo su propagacion
desde aguas residuales de origen doméstico o urbano afecta a la salud publica. En comparacion,
la presente Tesis Doctoral se centra en el estudio del impacto de la actividad ganadera en la
diseminacion de BERA y GRA mediada por las AVL. Para ello, se ha seleccionado la resistencia a
aminoglucésidos, especialmente a aquellos de uso exclusivamente veterinario como la
apramicina y la higromicina (Herrero-Fresno y col., 2016; McGaha y Champney, 2007), como
indicador de contaminacion ganadera. Los genes de resistencia a estos antibidticos y, en general,
a aminoglucdsidos, suelen encontrarse codificados en integrones (Ramirez y Tolmasky, 2010),
otro indicador de contaminacién antropogénica (Gillings y col., 2015) también seleccionado para

su estudio.

De esta manera, la presente Tesis Doctoral plantea el estudio de las amebas de vida libre como
reservorios de bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos y la evaluacion de la

influencia de actividades ganaderas en la generacién y diseminacion de estas resistencias.

1.3. TRATAMIENTOS DE DESINFECCION FRENTE AMEBAS DE VIDA LIBRE Y
BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

Hasta la fecha, se ha demostrado que las AVL son, en general, resistentes a los tratamientos de
desinfeccidén convencionales y, aungque poco estudiado, también se ha demostrado que las BE
pueden sobrevivir a estos tratamientos, protegidas en el interior de las AVL (Garcia y col., 2007;
Kilvington y Price, 1990; Thomas y col., 2008). Ademas de no eliminarse, estos microorganismos
tampoco se vigilan, ya que los criterios e indicadores microbioldgicos ni los incluyen ni los

representan. Este hecho, junto con la creciente necesidad de regeneracién de las aguas debido
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a la escasez de agua, el cambio climatico y el aumento de los usos del agua, provoca que estos
microorganismos, potencialmente patdgenos, se vuelvan recalcitrantes. Por ello, es necesario
desarrollar tratamientos que permitan usar y reutilizar el agua acorde a los usos posteriores

(Alcalde-Sanz y Gawlik, 2014).

Los procesos avanzados de oxidacién han ganado popularidad en los ultimos afios y han
demostrado ser capaces de inactivar microorganismos altamente resistentes al cloro (Forsythy
col., 2013; Zhou y col., 2014). Su posible combinacion con radiacidn solar permite que este tipo
de tratamientos sean mas amigables con el medio ambiente, costo-efectivos y reproducibles en

zonas en vias de desarrollo (Pichel y col., 2019).

Se ha evaluado la eficacia de PAO como la combinacidn de cloro y radiacién ultravioleta o la
fotocatalisis con TiO, frente amebas (Chauque y Rott, 2021; Lonneny col., 2005) y, en unos pocos
casos, frente a bacterias protegidas por amebas (Adan y col.,, 2018; Wang y col., 2023a),
obteniendo resultados prometedores. Sin embargo, nunca se ha evaluado la efectividad de la
combinacion de cloro y radiacién solar (Clo/RS) frente Acanthamoeba o sus bacterias
endocitobiontes. La combinacién de perdxido de hidrégeno y radiacién solar (H,0,/RS) también
ha demostrado ser un PAO eficaz frente a microorganismos resistentes a tratamientos
convencionales, como las esporas de Bacillus subtillis o los ooquistes de Cryptosporidium spp.,

no obstante, nunca se ha evaluado su efectividad frente a AVL ni mucho menos, sus BE.

Por ello, la presente Tesis Doctoral plantea la evaluacion de las amebas de vida libre como
protectores de bacterias endocitobiontes y la propuesta de estrategias eficaces para su

desinfeccion.
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2. OBJETIVOS

La investigacion sobre el papel que desempefian las amebas de vida libre (AVL) como vector y
reservorio ambiental de bacterias endocitobiontes (BE) y de bacterias resistentes a antibidticos
(BRA), la influencia que determinadas actividades ganaderas ejercen en la diseminacién de
resistencias a través de estos microorganismos y la aplicacidon de procesos de desinfeccién de
aguas que resulten eficaces frente a AVL y BE, constituye el trabajo que fundamenta esta Tesis

Doctoral, cuyos objetivos especificos se resumen en los siguientes puntos:

e |dentificar las poblaciones de AVL presentes en aguas de rios sometidos a presion
ganadera de la Cuenca del Ebro

e Identificar las BE presentes en las AVL

e Evaluar la influencia de las actividades ganaderas en las comunidades microbianas de
AVL vy BE de rios de la Cuenca del Ebro

e Determinar los perfiles de resistencia a antibidticos de las BE presentes en las AVL,
priorizando la familia de los antibidticos aminoglucdsidos

e Determinar la presencia de integrones en las BE resistentes a antibidticos

e Evaluar la influencia de las actividades ganaderas en las resistencias encontradas

e Poner a punto un protocolo para la evaluacién de inactivacion de cepas de AVLy sus BE

e Evaluar la efectividad de los desinfectantes convencionales, concretamente hipoclorito
sddico (Cly), perdxido de hidrégeno (H,0), radiacidn solar UV-A (RSs20-s00nm) Y radiacion
solar UV-A y UV-B (RS2s0-800 nm)

e Evaluar la efectividad de los tratamientos avanzados de oxidacidn, concretamente la
combinacion de hipoclorito sédico y radiacién solar UV-A (Cl2/RS320-800 nm), la
combinacion de hipoclorito sddico y radiacién solar UV-A + UV-B (Cl,/RS2s0-800 nm) Y la
combinacion de perdxido de hidrégeno y radiacién solar UV-A + UV-B (H202/RS280-800 nm)

e Evaluar la influencia del origen de las cepas de AVL en la efectividad de los tratamientos
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3. MARCO DE DESARROLLO

La presente Tesis Doctoral se ha realizado dentro del Grupo de Investigacion Agua y Salud
Ambiental del Instituto de Ciencias Ambientales de Aragon (IUCA) de la Universidad de Zaragoza,
gracias a la subvencién para la contratacion de Personal Investigador Predoctoral en Formacion
del Gobierno de Aragén Convocatoria 2019-2023 y a la financiacidn a través de los siguientes

Proyectos:

e OUTBIOTICS: Tecnologias innovadoras para diagndstico, prevencion y eliminacidn de
contaminantes emergentes (antibioticos) de las aguas del territorio POCTEFA (EFA
183/16) POCTEFA 2014-2020 (Cofinanciado al 65% por el Fondo Europeo de Desarrollo
Regional a través del Programa Interreg V A Espafia/Francia/Andorra - POCTEFA 2014-
2020)

e PID2022-141402NB-100: Caracterizacion y control de reservorios ambientales de
microorganismos patégenos y genes de resistencia a antibidticos

e TED2021-129267B-100: OUTMICROPRESS: Aplicacion de Procesos Avanzados de
Desinfeccién de Aguas con Nanomateriales, para la Reduccidn del Impacto Procedente

de Presiones Urbanas, en el Marco de la Economia Circular

Su desarrollo ha permitido la realizacidon de dos estancias de investigacion. Por un lado, en el
grupo de investigacion de Resistencias Antimicrobianas del Instituto de Salud Global (ISGlobal)
de Barcelona, del 9/1/2023 al 17/3/2023, bajo la tutela de su investigador principal, Jordi Vila
Estapé. Dicha estancia pudo realizarse gracias a las Subvenciones para Movilidad Predoctoral
Convocatoria 2023 del Gobierno de Aragén. Por otro lado, en el Centro de Saneamiento
Ambiental del Departamento de Recursos Hidricos y Ciencias Ambientales de la Universidad de
Cuenca (Ecuador), del 18/11/2019 al 31/7/2020, bajo la tutela de la investigadora Verdnica Pinos
Vélez. Esta estancia pudo llevarse a cabo gracias al Programa de becas |Iberoamérica de
Santander Investigacion y motiva la solicitud de la Mencion Internacional para la presente Tesis

Doctoral.
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4. PRINCIPALES _ APORTACIONES DERIVADAS DE LA

INVESTIGACION

4.1. CONTRIBUCION CIENTIFICA

Como consecuencia directa de la investigacion realizada durante el desarrollo de la presente
Tesis Doctoral, se han publicado dos articulos cientificos en revistas de prestigio internacional
incluidas en el “Citation Index” JCR-SCI, un capitulo de libro, y se han presentado varias
comunicaciones en congresos cientificos de cardcter nacional e internacional. Todo ello se

detalla a continuacion:
Articulos cientificos (Anexo Il)

e Menacho, C., Soler, M., Chueca, P., Ormad, M.P., Goilii, P. 2024. Chlorine Photolysis: A
Step Forward in Inactivating Acanthamoeba and Their Endosymbiont Bacteria. Water 16

(5), 668. ISSN 2073-4441. https://doi.org/10.3390/w16050668

e Menacho, C.,, Marez, C., Chueca, P., Gofii, P., Ormad, M.P. 2024. Inactivation of
Acanthamoeba and its endosymbiont bacteria by the combination of solar light with
H,0,. Catalysis Today 431, 114562. ISSN 0920-5861.
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2024.114562

Capitulo de libro

e Menacho, C., Chueca, P., Ormad, M.P., Gofii, P. 2020. Protozoos intestinales y amebas
de vida libre: los grandes olvidados en las regulaciones de saneamiento de aguas
residuales”. En: B. Setudin. Retos actuales del saneamiento de aguas residuales.
Derivadas juridicas, econémicas y territoriales. 2020. Zaragoza (Espafa): Aranzadi, S.A.U.

Thomson Reuters. ISBN 978-84-1345-460-3
Congresos cientificos

e Menacho, C.,, Marez, C., Chueca, P., Gofi, P., Ormad, M.P. 2023. H,0, Photolysis
inactivates Acanthamoeba and its protected endosymbiont bacteria. Presentacion oral.
| Jornadas Doctorales. PD en Ingenieria Quimica y del Medio Ambiente. Zaragoza
(Espafia), 09/11/2023. Libro de resimenes, p. 20

e Menacho, C., Chueca, P., Beltran, A., Remacha, M.V., Larumbe, N., Ormad, M.P., Goiii,

P. 2022. Natural Aquatic Ecosystems: the role of Free-Living Amoebae as reservoir of

45


https://doi.org/10.3390/w16050668
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2024.114562

Tesis Doctoral de C. Menacho

46

Antibiotic Resistant Bacteria. Presentacion oral. Il National Congress of International
Water Association - Young Water Professional- Spanish Chapter. Valencia (Espafia),
16/11/2022

Menacho, C., Soler, M., Marez, C., Chueca, P., Goiii, P., Ormad, M.P. 2022. Amebas de
Vida Libre inactivadas protegen a las Bacterias Internalizadas frente a desinfectantes
convencionales. Presentacion tipo poéster. VII Jornadas del Instituto Universitario de
Investigacion en Ciencias Ambientales de Aragdn. Zaragoza (Espafia), 6/10/2022. Libro
de Abstracts, pp. 46

Menacho, C., Chueca, P. Goiii, P., Ormad, M.P. 2022. Bacteria survival after free-living
amoeba inactivation by the use of common disinfection water treatments. Presentacion
oral. 3rd International Conference on Disinfection and DBPs. Milan (ltalia), 27/06/2022.
Book of Abstracts, pp. 132 - 135

Menacho, C., Chueca, P., Goiii, P., Ormad, P. 2022. Bacterias Internalizadas y Amebas de
Vida Libre: Complicando la Efectividad de los Desinfectantes Comunes. Presentacién tipo
poster. XXV Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. Granada (Espafia), 02/06/2022. Libro de Abstracts, ISBN 978-84-
09-40989-1

Menacho, C., Chueca, P., Beltran, A.,, Ormad, M.P., Goii, P. 2022. Vigilancia de
Resistencias a Antibidticos en Amebas de Vida Libre: El Reservorio Natural Desconocido.
Presentacién tipo pdster. XXV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Granada (Espafia), 02/06/2022. Libro
de Abstracts, ISBN 978-84-09-40989-1

Menacho, C., Chueca, P., Remacha, M.V., Larumbe, N., Ormad, M.P., Gofii, P. 2022. Las
amebas de vida libre: reservorio de bacterias resistentes a antibiéticos. Presentacidn de
video cientifico. XVI Congreso Espafiol y VI Congreso lIberoamericano de Salud
Ambiental. Madrid (Espafia), 18/05/2022. Revista de Salud Ambiental, L. XXII, p. 152.
ISSN 1697-2791.

Menacho, C., Chueca, P., Goii, P., Ormad, M.P. 2022. Desinfeccion de aguas: en busca
de un tratamiento para amebas de vida libre y las bacterias protegidas. Presentacion de
video cientifico. XVI Congreso Espafiol y VI Congreso lIberoamericano de Salud
Ambiental. Madrid (Espafia), 18/05/2022. Revista de Salud Ambiental, XXII, p. 191. ISSN
1697-2791.

Menacho, C., Chueca, P., Pascual del Riquelme, A.J., Matovelle, C., Ormad, M.P., Goili,

M.P. Las amebas de vida libre como vectores de enfermedades oportunistas.



Capitulo Il

Presentacidn escrita. XXIV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica. En linea, 05/06/2021. Libro de Abstracts, pp. 401.
2021. ISBN 978-84-09-30989-4

e Menacho, C. 2020. ¢Estd enferma nuestra comida? Uso de Antibidticos en la Industria
Alimentaria. Mirando hacia una Industria Sostenible y Sustentable. Presentacion oral.
| Webinar Ciencia, Tecnologia, Comercializacién y Seguridad Alimentaria en Tiempos de
Pandemia. Vision de Ingenieros en Alimentos y Afines. En linea, 01/10/2020

e Menacho, C., Chueca, P., Ormad, M.P., Gofiii P. Papel de las Amebas de Vida Libre como
Reservorio de Bacterias Potencialmente Patdgenas. Video cientifico. VI Jornadas IUCA.
En linea, 17/09/2020.
https://www.youtube.com/watch?v=XosbxLizq5k&Iist=PLVFaquMRhyOz3cASV18alLBA

HuVJW73S &index=14&ab channel=lUCAUNIZAR

e Menacho, C., Goiii, P., Benito, M., Gédmez, J., Ormad, M.P. 2019. Evaluacidn de procesos
en el tratamiento de aguas y fangos en EDARs para la reduccion de microorganismos
con riesgo sanitario y ambiental. Presentacion oral. XXXVI Jornadas Nacionales de
Ingenieria Quimica. Zaragoza, 4/9/2019. Libro de resimenes, pp. 145 — 146. ISBN 978-
84-16723-69-0

Asimismo, fruto de algunas de estas comunicaciones a congresos, la Doctoranda ha sido
galardonada con el Premio SESPAS A la Mejor Comunicaciéon de Salud Publica, otorgado por la
Sociedad Espaiiola de Salud Publica y Administracién Sanitaria por el trabajo titulado
"Desinfeccion de Aguas: en busca de un Tratamiento para Amebas de Vida Libre y sus Bacterias
Protegidas" presentado en el XVI Congreso Espafiol y V Congreso Iberoamericano de Salud
Ambiental, celebrado en Madrid del 18 al 20 de mayo de 2022, y con el Premio al Mejor Video
Cientifico en la Categoria de No Doctor, otorgado por el Instituto Universitario de Investigacion
en Ciencias Ambientales de Aragén (IUCA) por el video cientifico titulado "Papel de las Amebas
de Vida Libre como Reservorio de Bacterias Potencialmente Patdgenas" presentado en las VI

Jornadas IUCA, celebrado en modalidad “online” el 18 de septiembre de 2020.

Por otro lado, como consecuencia de la estancia de investigacién realizada en el Centro de
Saneamiento Ambiental del Departamento de Recursos Hidricos y Ciencias Ambientales de la
Universidad de Cuenca (Ecuador), se ha publicado el siguiente articulo cientifico en colaboracion

con la misma:

Menacho, C., Montufar, T., Sdnchez, E., Larriva, G., Lépez, C.L., Cisneros, J.F., Ormad,

M.P., Goiii, P., Pinos-Vélez, V. 2024. Evaluation of some selected antibiotics and dyes
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removal by fungi isolated from wastewater sludge. Bioremediation Journal, 1 - 17. ISSN

1088-9868. https://doi.org/10.1080/10889868.2024.2335909

4.2. CONTRIBUCION A LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

La presente Tesis Doctoral contribuye a la consecucidn de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) acordados como parte de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible (Naciones Unidas,
2015), especialmente a la consecucidon del ODS 6, que tiene como objetivo garantizar la
disponibilidad de agua y su gestidon sostenible y el saneamiento para todos. Asi mismo,
contribuye de forma indirecta a los ODS 3 “Salud y Bienestar”, ODS 9 “Industria, innovacion e
infraestructura”, ODS 11 “Ciudades y comunidades sostenibles”, ODS 12 “Produccién y consumo
responsables” y ODS 17 “Alianzas para lograr los objetivos”. Concretamente, los objetivos y el

desarrollo de esta Tesis Doctoral se alinean con las siguientes metas relativas a los ODS:

3.9. Para 2030, reducir sustancialmente el nimero de muertes y enfermedades
producidas por productos quimicos peligrosos y la contaminacion del aire, el agua vy el

suelo.

6.3. De aqui a 2030, mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminacién,
eliminando el vertimiento y minimizando la emisién de productos quimicos y materiales
peligrosos, reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas residuales sin tratar y
aumentando considerablemente el reciclado y la reutilizaciéon sin riesgos a nivel

mundial.

6.6.a. De aqui a 2030, ampliar la cooperacién internacional y el apoyo prestado a los
paises en desarrollo para la creacién de capacidad en actividades y programas relativos
al agua y el saneamiento, como los de captacién de agua, desalinizacidn, uso eficiente
de los recursos hidricos, tratamiento de aguas residuales, reciclado y tecnologias de

reutilizacion.

9.5. Aumentar la investigacidn cientifica y mejorar la capacidad tecnolédgica de los
sectores industriales de todos los paises, en particular los paises en desarrollo, entre
otras cosas fomentando la innovacidon y aumentando considerablemente, de aqui a
2030, el numero de personas que trabajan en investigacién y desarrollo por millon de

habitantes y los gastos de los sectores publico y privado en investigacion y desarrollo.
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11.6. De aqui a 2030, reducir el impacto ambiental negativo per capita de las ciudades,
incluso prestando especial atencidon a la calidad del aire y la gestiéon de los desechos

municipales y de otro tipo.

12.2. De aqui a 2030, lograr la gestion sostenible y el uso eficiente de los recursos

naturales

17.17. Fomentar y promover la constitucién de alianzas eficaces en las esferas publica,
publico-privada y de la sociedad civil, aprovechando la experiencia y las estrategias de

obtencion de recursos de las alianzas.
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1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE AMEBAS DE VIDA

LIBRE PRESENTES EN AGUAS SUPERFICIALES

1.1. MUESTRAS DE AGUA

Las muestras de agua empleadas para el aislamiento de amebas de vida libre se toman en
diferentes puntos de la cuenca del Ebro, en zonas con presién ganadera, especialmente porcina
y avicola. Se toman muestras de 500 mL de agua superficial en la primavera de 2018 (primera
campaia de muestreo) y en el otofio de 2018 (segunda campafia de muestreo) como parte del

proyecto OUTBIOTICS-POCTEFA 2014-2020 (https://outbiotics.unizar.es/). Estas muestras se

conservan a temperatura ambiente en oscuridad hasta su posterior filtrado. La ubicacién de las
estaciones de muestreo (EM) esta indicada en la Figura lll.1 y, en adelante, se denominan EM.1
— EM.7. La informacidn relativa a los rios y la presiéon ganadera existente en dichos puntos se
muestra en la Tabla Ill.1. A lo largo del documento, se hace referencia al muestreo de la primera
campania, afiadiéndoles el nimero 1 (EM.1.1, EM.2.1, EM.3.1, etc.) y, al muestreo de la segunda

campafia, afiadiéndoles el nUmero 2 (EM.1.2, EM.2.2, EM.3.2, etc.).

Tabla 111.1. Situacidn de las estaciones de muestreo (EM), caudal (m3/s) y presidn ganadera existente
(Moles, 2021).

. . MUNICIPIO Caudal PRESION GANADERA
ESTACION RIO
(PROVINCIA) C1 C2 Avicola Bovina Cunicola Porcina
Torres de
EM.1 Segre Segre 380 80 X X
(Lérida)
Noguera Corbins
EM.2 Ribagorzana (Lérida) 9 6 X X X
EM.3 Clamor Zaidin 3 4 X X X X
Amarga (Huesca)
EM.4 Cinca Fraga 416 41 X X X
(Huesca)
EM.5 Alcanadre sarinena 24 9 X X
(Huesca)
EM.6 Flumen Albalatillo g X X X
(Huesca)
Z
EM.7 Géllego aragoza 6 X X X
(Zaragoza)

C1: campaiia 1 (primavera 2018); C2: campafia 2 (otofio 2018).
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Figura Ill.1. Estaciones de muestreo de aguas naturales de la Cuenca del Ebro con presidon
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ganadera estudiadas. Figura adaptada del informe Impress (2020).

1.2. MEDIOS DE CULTIVO
Solucién salina de Neff’s Modificada (PAS)

Solucion empleada para la preparacidn de los medios para el cultivo de amebas. Composicién
cada 100 mL de PAS: 1,2 g de NaCl, 0,04 g de MgS047 H,0, 0,04 g de CaCl,2 H,0, 1,42 g de
Na;HPO,, 1,36 g de KH,PO,4y 2 g de Agar-agar (Scharlab S.L., Barcelona, Espaiia).

Agar No Nutritivo con Escherichia coli inactivada térmicamente

Medio de cultivo sélido empleado para el aislamiento y crecimiento de amebas de vida libre
(AVL). Tras la preparacion y dispension del agar no nutritivo (ANN) en placas, se dispersa una
suspension de Escherichia coli ATCC 25922 inactivada térmicamente (10 minutos a 65 °C en bafio
maria). Composicion de 1 L de ANN: 100 mL de PAS, 900 mL de agua destilada y 15 g de agar
bacteriolégico (BD Difco™, Fisher Scientific S.L., Madrid, Espafia) (Gofii y col., 2014).

Medio PPYG (Proteosa, Extracto de Levadura, Glucosa)

Medio de cultivo liquido empleado para el crecimiento de amebas y la conservacién de cultivos
axénicos. Composicién de 1 L de PPYG: 20 g proteasa peptona (BD Difco™), 5 g extracto levadura

(BD Difco™), 5 g glucosa (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia), 50 ml solucién PAS y 950
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ml de agua destilada. Una vez esterilizado el medio liquido, el medio PPYG se suplementa con
ampicilina (concentracién final de 250 pg/mL), estreptomicina (250 pg/mL) y fungizona (30
ug/mL) para evitar el posible crecimiento de bacterias y hongos provenientes del interior de las

amebas (Drozanski y Drozanska, 1961; Gofii y col., 2014).

1.3. AISLAMIENTO, CULTIVO Y AXENIZACION

Las muestras de agua se filtran en una rampa de filtracién Millipore (Merck KGaA, Dramstadt,
Alemania). Para ello, se usa un filtro estéril de 0,7 um de poro y 47 mm de diametro (Millipore).
Tras filtrar 500 mL de muestra de agua, el filtro se coloca poniendo en contacto el sedimento
con el agar de una placa de ANN inoculada con E. coli inactivada térmicamente. Las placas con
los filtros se incuban a 30 °C. Tras 24 horas, se retira el filtro y se mantienen las placas incubando

a 30 °C durante varias semanas (Fernandez, 2014).

Este medio de cultivo sélido permite que las bacterias E. coli, que mantienen su forma y estan
metabdlicamente inactivadas, sirvan de alimento para las amebas. Las amebas van
alimentdndose, proliferando, desplazandose por la placa y enquistdndose. Para aislar las AVL, se
observan las placas diariamente mediante un microscopio éptico a 12,5x, se seleccionan los
trofozoitos y quistes que morfoldégicamente tienen las mismas caracteristicas y se recorta una
superficie del medio que los contenga, con un asa de siembra. Esta porcidn se coloca sobre otra
placa de ANN y se deja incubar a 30 °C. Este proceso se repite tres veces para asegurar el
aislamiento de una sola cepa (Page, 1988). Los trofozoitos o quistes con morfologia diferente se

resiembran en placas diferentes (Figura Il1.2).

Una vez aislado un Unico morfotipo y, habiendo crecido una alta poblacién de amebas en la
placa de cultivo, se vierten 1 o 2 mL de suero fisioldgico (SFE) sobre el agar y, con un asa
Digralsky, se frota la superficie cuidadosamente en diferentes direcciones para separar los
trofozoitos y quistes del agar y suspenderlos en el SFE. Con una micropipeta, se toma el volumen
de SFE y se transfiere a un eppendorf estéril. Este se centrifuga durante 10 minutos a 6000xg.
Posteriormente, se retira el sobrenadante y el precipitado se resuspende en SFE acido (pH 3) y
se deja incubar 10 minutos para eliminar las bacterias libres que pueda contener el precipitado.
Transcurrido este tiempo, se centrifuga el eppendorf a las mismas condiciones y el precipitado
se lava con SFE. Se centrifuga de nuevo y, posteriormente, el precipitado se inocula en un tubo
de vidrio estéril con 5 mL de medio PPYG reforzado con antibiético y fungicida. El tubo con la

AVL aislada en medio liquido se incuba a 30 °C hasta su posterior uso.
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Figura I11.2. Los trofozoitos y quistes morfolégicamente diferentes se resiembran en nuevas

placas de ANN con E. coli para aislar las AVL. Microscopia éptica (12,5x).

1.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION

1.4.1. Recuento mediante hemocitometro

La camara de recuento Neubauer o hemocitdmetro es un portaobjetos de precision empleado
para contar células por microscopia éptica. Cada portaobjetos tiene dos camaras de recuento
divididas en cuadriculas de 3 mm x 3 mm. La seccidn en la que se introduce la muestra tiene una
profundidad de 0,1 mm, estableciendo un volumen fijo una vez colocado el cubreobjetos.
Mediante microscopia dptica, puede observarse la cuadricula, dividida en nueve cuadrantes de
1 mm x 1 mm, tal y como se muestra en la Figura I11.3. Los cuatro cuadrantes extremos suelen
emplearse para el recuento de células grandes (como es el caso), mientras que el cuadrante
central suele emplearse para el recuento de células pequeias. Al conocerse las dimensiones de
la cdmara, se conoce especificamente el volumen en el que se estd realizando el recuento y, por
tanto, la concentracién de células puede calcularse mediante la Ecuacion Ill.1 (Hoffman, 2006).
Pueden realizarse ademas pasos previos de concentracion (mediante centrifugacion) o dilucion
de la muestra para facilitar el recuento, en cuyo caso, se debe aplicar el factor de dilucion

correspondiente.

.y ., , Ne de células . ., 4
Ecuacién lll.1. Concentracion (células/mL) = x Factorde dilucion x 10

N¢de cuadrantes
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Esta metodologia no diferencia entre células (amebas) vivas y muertas. Para diferenciarlas, se
utiliza el método de exclusién con azul de tripan. Este colorante puede penetrar a través de las

paredes dafiadas y, por tanto, solo difunde en el interior de células muertas (Strober, 2001).

Para calcular la concentracion de amebas vivas, se afiade solucidn de azul tripan al 0,4 % (m/V)
(Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en proporcién 1:1 con la muestra a analizar,
se homogeneiza la muestra y se deja incubando el tiempo indicado por la casa comercial.
Transcurrido el tiempo de espera, se homogeneiza la muestra (agitando), se inoculan 10 pL en
la cdmara de Neubauer y, mediante un microscopio dptico ZEISS-Axiostar plus, se cuentan el
numero de trofozoitos y quistes no tefiidos para calcular su concentracién mediante la Ecuaciéon

IIl.1. La concentracion obtenida corresponde a trofozoitos y quistes viables.

Camara de
A recuento

N

Céamara de recuento

B Cuadricula con
9 cuadrantes

1 mm

>

1 mm

Figura 11l.3. Cdmara de Neubauer o hemocitometro. A. Vision macroscépica donde se
muestran las camaras de recuento. B. Visidn microscépica donde se observan los nueve
cuadrantes de recuento. Figura editada de Requena y Gil (2020).

1.4.2. Método del numero mas probable

El método del Nimero Mas Probable (NMP) es una técnica que permite estimar, sin necesidad
de recuento, la concentracion de organismos vivos presentes en un liquido. Consiste en la
incubacién de alicuotas de diluciones de la muestra problema y el examen posterior de
presencia o ausencia de crecimiento de las alicuotas, entendiendo como crecimiento la
presencia de al menos un organismo en la alicuota. Mediante computacion, se han desarrollado
tablas que aproximan el nimero mas probable de organismos en funcidén del niumero de
alicuotas que muestran crecimiento (Tillet y Coleman, 1985; Tillett, 1987). Para el presente

estudio, se adapta la metodologia descrita por Beattie y col. (2003) y Buck y Rosenthal (1996).
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Se preparan diluciones seriadas 10! y 102 a partir de la muestra problema. Se inoculan 10 pL de
la muestra problema (10°) y de sus diluciones en el medio de cultivo apropiado para el
microorganismo de estudio (ANN con E. coli inactivada). Cada inoculacién se realiza por
quintuplicado. Adicionalmente, se inoculan 100 pL de las muestras por quintuplicado en otra
placa. En el caso de las AVL, todas las placas se incuban entre 7 y 15 dias a 30 °C y se observan
con regularidad por observacion directa mediante microscopia dptica para determinar la
presencia o ausencia de al menos un microorganismo de estudio vivo; se marcan como positivas
las inoculaciones en las que se observen trofozoitos y/o caminos en el césped de bacterias v,
como negativas las restantes (aquellas en las que se observan quistes o no se observa nada), tal
y como se muestra en la Figura Ill.4. Los resultados se traducen en un cddigo de tres nimeros
en el que cada digito corresponde al nimero de muestras positivas de las inoculaciones directa,
1071 y 102, Mediante ese cddigo vy, utilizando la tabla de Beattie y col. (2003), se obtiene el
nimero mas probable (NMP) de microorganismos que contiene la muestra problema por
mililitro (Tabla 11.2). Por ejemplo, una muestra en la que se hayan detectado cuatro alicuotas
positivas de aquellas inoculadas directamente, tres positivas de las inoculadas a partir de la
dilucién 10!y una alicuota positiva a partir de la dilucién 102, tendra el cddigo “431” y, segun la
tabla del NMP, 310 células/mL. Si no se detecta crecimiento en ninguna de las alicuotas de 10
pL, se han de observar las inoculaciones de 100 plL vy, si tampoco se detecta crecimiento en
ninguna de ellas, se considera que no hay ningln microorganismo y, en caso de evaluarse su
inactivacion, se considera que se ha producido “inactivacién total” del mismo (“total kill” o “TK"”

por sus siglas en inglés).

Figura Ill.4. Observacién directa mediante microscopia dptica (12,5x) de inoculaciones en

placa de ANN con E. coli para determinar la presencia o ausencia de crecimiento de AVL. A.
Inoculacion positiva: trofozoitos y caminos en el césped de bacterias. B. Inoculacion
negativa: observacion de quistes.
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Tabla lll.2. Estimacién del nUumero mas probable (NPM) de Acanthamoeba por mililitro, examinando cinco
alicuotas de cada dilucién (10°, 10, 10°%). Adaptado de Beattie y col. (2003) y Tillett (1987).

N2 de alicuotas

N2 de alicuotas

positivas NMP RMP* positivas NMP RMP*
10° 10 1072 10° 10! 107
0 0 0 <1 <1 4 4 0 320 290-340
0 0 1 20 20 4 4 1 380 340-410
0 1 0 20 20 5 0 0 220 200-230
1 0 0 20 20 5 0 1 290 250-340
1 0 1 40 40 5 0 2 410 360-500
1 1 0 40 40 5 1 0 310 270-360
1 2 0 50 50 5 1 1 430 360-500
2 0 0 40 40 5 1 2 600 500-700
2 0 1 50 50 5 1 3 850 700-950
2 1 0 50 50 5 2 0 500 400-550
2 1 1 70 70 5 2 1 700 600-800
2 2 0 70 70-90 5 2 2 950 800-1100
2 3 0 110 110 5 2 3 1200 1050-1350
3 0 0 70 70 5 3 0 750 650-900
3 0 1 90 90 5 3 1 1100 900-1250
3 1 0 90 90 5 3 2 1400 1200-1600
3 1 1 130 130 5 3 3 1750 1550-2000
3 2 0 130 130 5 3 4 2100 1850-2400
3 2 1 160 140-160 5 4 0 1300 1100-1500
3 3 0 160 140-160 5 4 1 1700 1500-2000
4 0 0 110 110-130 5 4 2 2200 1900-2500
4 0 1 140 140-160 5 4 3 2800 2400-3200
4 1 0 160 140-160 5 4 4 3450 3000-3900
4 1 1 200 180-200 5 5 0 2400 2000-2800
4 2 0 200 180-220 5 5 1 3500 2900-4200
4 2 1 250  230-270 5 5 2 5400 4500-6600
4 3 0 250  230-270 5 5 3 9100 7500-11000
4 3 1 310  290-340 5 5 4 16000 13500-19000
5 5 5 >18000 >18000

*El rango mds probable (RMP) tiene un intervalo de confianza del 95 %.
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1.5. IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA

MOLECULAR

1.5.1. Extraccidon de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa

La extraccion de ADN total de las AVL se realiza utilizando el kit comercial Norgen Stool Isolation
Kit (Norgen Bioteck Corp., Thorold, Canada), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez

extraido, la muestra de ADN se conserva en congelacidn (-20 °C) hasta su posterior uso.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es un método de sintesis
de ADN in vitro, que permite amplificar el nimero de copias de un fragmento de ADN especifico
al ser delimitado por unos cebadores o iniciadores (“primers” en inglés) previamente
seleccionados y afiadidos a la reaccién. Este proceso lo lleva a cabo una enzima ADN polimerasa
termoestable mediante repetidos ciclos de temperaturas, de forma que, en caso de estar
presente la secuencia de ADN diana en la muestra de ADN de estudio, se obtienen millones de
copias de esta. Este elevado numero de copias (amplificaciones) podra posteriormente
detectarse para confirmar la presencia de la secuencia diana o, secuenciarse, entre otras

finalidades (Tamay de Dios y col., 2013).

Para la identificacion de las AVL aisladas, se realizan PCRs con diferentes cebadores especificos
de amebas, concretamente, se emplean cebadores genéricos para amebas de vida libre (FLA)
que amplifican la regidn conservada del gen 18 S ribosomal, cebadores especificos para
Acanthamoeba (JDP) que amplifican la region ASA.S1 del gen 18 S ribosomal y una PCR multiple
especifica para Naegleria (ITS) y Naegleria fowleri (FW) que amplifica la region ITS/5,8 S del gen
ribosomal. Los cebadores y el tamafio de los subproductos de las PCR se indican en la Tabla IIl.3.
Las condiciones de las PCRs y las concentraciones de los reactivos necesarios para la preparacion
de la mezcla de reaccion se detallan en la Tabla Ill.4. Una vez preparadas las mezclas de reaccion,
se introducen en un termociclador (ThermoCycler 2720, Applied Biosystems™) y se someten a
los diferentes programas de ciclos de temperaturas especificos, tal y como se detalla en la Tabla

I.3.
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Tabla lll.3. Secuencia de los cebadores, tamario de los productos (pb) y programas de PCR empleados para la identificacion de amebas de vida libre.

Capitulo Il

] SECUENCIA DEL CEBADOR TAMARO CICLOS DEL PROGRAMA
IDENTIFICACION CEBADOR - 3) PRODUCTO ~Cl = S < REFERENCIA
AmebasdeVida  FLAF  CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC . . A0dclos . . Tsvetkova
Libre FLA.R  CAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTAAC ~ S00-1°00  947C - 947C 63°c  74°C  72°C 47C ) 004
5 min 1 min 1 min 2 min 10 min
Acanthamoeba  1DP-1 GCCCAGATCGTTTACCGTGAA . __4oddos . . Schroeder
spp. IDP2  TCTCACAAGCTCTAGGGAGTCA ~ 122>°1  957°C 95°C e0°c  72°C  72°C47C ) 001
7 min 1 min 1 min 2 min 10 min
, ITs-1 GAACCTGCGTAGGGATCATTT
Naegleria spp. ITS-2 TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA 453 35 ciclos Pélandakis y
" fo‘;,lerﬁ FW-1  GTGAAAACCTTTTTTCCATTTACA 400 94°C 94°C  55°C  72°C  72°C  4°C  Pernin 2002
FW-2  AAATAAAAGATTGACCATTTGAAA Smin  30s  30s 45s  Smin
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Tabla 111.4. Concentracion final de los reactivos en las mezclas de reaccién de las PCR empleadas para la
identificacion de amebas de vida libre.

COMPUESTO FLA JDP ITS/FW
Tampon de reaccion® 1x 1x 1x
MgCl? 6 mM 4 mM 1,5mM
dNTPs® 04mM 0,25mM 0,2 mM
Cebador® 0,8uM  0,5uM 0,4 uMITSy 0,8 uM FW
Taq polimerasa® 0,1U/uL 0,05 U/uL 0,05 U/uL
Volumen ADN:mezcla 1:25 1:25 1:10

“Biotools, B&M Labs, S.A. (Madrid, Espafia). *Bioton Life Science (Macierzysz, Polonia). ‘Isogen Lifescience
B.V. (Utrecht, Paises Bajos). “Ibian Technologies, S.L. (Zaragoza, Espafia).

1.5.2. Electroforesis en gel de agarosa y visualizacion

Preparacion del gel de agarosa

Una vez realizadas las PCR, y para confirmar la amplificacidn, se procede a analizar la presencia
de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello se prepara una
disolucién de agarosa al 1,5 % (m/V) en TBE x 0,5 (Tris 0,045 M, SERVA Electroforesis GmbH,
Heidelberg, Alemania; acido bdrico 0,045 M y EDTA 0,001 M, Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia; a pH 8). Esta solucion se lleva a ebullicion. Se afiade bromuro de etidio (Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) para la visualizacién posterior del ADN. La solucién de
agarosa se vierte en una cama de electroforesis y se coloca un peine que formara los pocillos del
gel para la posterior inoculacién de las respectivas muestras en ellos. Tras su solidificacion, la
cama con el gel se introduce en la cubeta de electroforesis y se rellena con TBE x 0,5 hasta que
el gel quede completamente sumergido. Este tampdn sirve a la vez para conducir la electricidad

y para controlar el pH.

Carga del gel y electroforesis

En cada pocillo se inoculan 10 uL de muestra a la cual, se le ha afiadido 1 pL de la solucién de
carga (1 % SDS, 50 % glicerol, 0,05 % azul de bromofenol, Sigma Aldrich) para proporcionarle
densidad. En uno de los pocillos se inoculan 5 pL del marcador de pesos moleculares A Pstl
200 U (Promega Biotech Ibérica S.L., Alcobendas, Espafia) mezclados con 1 pL de la solucién de
carga. Una vez cargado el gel, se conecta la cubeta a una fuente de corriente de 90 V durante 45

— 60 minutos. Las muestras de ADN avanzan a través del gel de agarosa a diferentes velocidades
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en funcidn de su tamafio, permitiendo la separacién de los productos de PCR para facilitar su

visualizacion posterior (Fernandez, 2014).

Visualizacion

Una vez el marcador molecular y las muestras han avanzado a través del gel, se visualiza el
mismo mediante luz UV emitida por un transiluminador Vilbert Lourmat™. El bromuro de etidio
es un compuesto intercalante que se adhiere a las hebras de ADN y que, al excitarse mediante
luz UV, emite fluorescencia, permitiendo la visualizacion de los productos de PCR como bandas
a diferentes distancias del pocillo (o “alturas”) en el gel (Fierro, 2014). Comparando la “altura”
de las bandas con las del marcador de peso molecular (Figura lll.5.a), se puede conocer el
tamafio molecular de los amplicones obtenidos tras la PCR. Una banda a la “altura”
correspondiente al peso esperado (pares de bases, pb) segun los cebadores utilizados (Tabla
I11.3) indica que la muestra de ADN extraida del cultivo de AVL es positiva para el género en
cuestion. En el caso de utilizar los cebadores FLA, la presencia de mas de una banda indica que
el cultivo del que se ha extraido el ADN es un cultivo mixto.

A B

Peso

Peso ng/banda
molecular (pb)

molecular (pb)

2000 | 50
1000 | 50
500 | 50
250 | 50
100 | 50

1,5 % Agarosa

Figura III.5. Bandas del marcador de peso molecular (a) A Pstl y (b) EasyLadder .
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1.5.3. Purificacion del producto de PCR, secuenciacion, analisis y registro
de secuencias
Purificacion

Una vez obtenidas PCR positivas para algunos de los cebadores empleados, se realiza una
segunda PCR idéntica a la primera, tal y como se indica en el Apartado 111.1.5.1, para obtener un
mayor volumen de producto de PCR. Posteriormente, se repite el proceso de electroforesis, tal
y como se detalla en el Apartado I11.1.5.2, pero inoculando el volumen total de producto de PCR
en un mismo pocillo (con la solucién de carga en proporcidon 10:1). Una vez finalizada la
electroforesis y, mientras se visualiza el gel en el transiluminador, se recortan del gel la o las
bandas pertenecientes a los amplicones de interés y se coloca cada una en un tubo eppendorf.
Estas muestras pueden conservarse en refrigeracién (4 °C) hasta la posterior purificacidon del
ADN, la cual se lleva a cabo mediante el kit Favor Prep™ Gel/PCR Purification Mini kit (Favorgen®

Biotech Corp., Ping Tun, Taiwan), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Electroforesis de comprobacion

Una vez purificados los amplicones, se realiza una electroforesis de comprobacién, siguiendo las
indicaciones del Apartado 111.1.5.2, pero inoculando 3 uL de la muestra de ADN purificado con 1
pL de la solucidn de carga. Para esta electroforesis, se emplea el marcador de peso molecular
EasyLadder | (Bioline, Meridian Life Science, Tennessee, Estados unidos), que permite estimar
cualitativamente la concentracién de ADN de la muestra (Figura ll.5.b). Las muestras que
presenten una Unica banda definida con el peso molecular esperado estaran listas para

secuenciar.

Secuenciacion y andlisis de la secuencia

Una vez purificados y comprobados, los amplicones se envian para su secuenciacién al Servicio
de Secuenciacién del IACS de la Universidad de Zaragoza. Este servicio proporciona dos
electroferogramas (secuencias de bases nucleotidicas) por muestra: uno correspondiente a la
hebra molde y otro correspondiente a la hebra complementaria. Se revisa la calidad de Ila
secuencia mediante el software FinchTV (Figura Il.6) y, posteriormente, se alinean y ensamblan
las secuencias directa y reversa mediante el software FASTA Sequence Comparison© (disponible

en la web https://fasta.bioch.virginia.edu/) para obtener una Unica secuencia consenso. Esta

secuencia consenso se compara con las secuencias que se encuentran en la base de datos
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GenBank (disponible en la pagina web del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica,

NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este programa, mediante la herramienta informatica

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), compara la secuencia introducida con su base

de datos y proporciona una lista de las secuencias con el mayor porcentaje de identidad y
similitud. Una vez analizadas las secuencias, se registran en el propio banco de secuencias del

NCBI.

CTGTGTOBAAATTGOBTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA
110 120 130 140 150 160

|
TR T T (1 ﬂl

’ I \ ‘ . | H | ’ i | i
' ” lll Hh{ )1!H\| |“||||||H ‘l ||I W] ||\||J \ |||| | |||)‘ |)| l H |’||u|y”|| J[||||'||||||‘|

'I |J|‘!1 | |l \ !l / I I Jlnl,“‘i

Figura IlIl.6. Electroferograma de una secuencia amplificada con los cebadores JDP
visualizado mediante el Software FinchTV.

1.5.4. Anadlisis filogenético

El andlisis filogenético permite convertir la informacién de secuencias de nucledtidos en un arbol
evolutivo; para ello, se emplea el Software informatico MEGA11 (Tamuray col., 2021). Mediante
la herramienta ClustalW, se alinean las secuencias de Acanthamoeba obtenidas y se recortan de
forma que se comparen secuencias de la misma longitud (pares de bases). Posteriormente, se
infiere el arbol filogenético a partir del alineamiento de las secuencias. Este proceso puede
realizarse mediante diferentes métodos. En el presente trabajo, se emplea el método basado en
matrices de distancias Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), con 1000 pseudoréplicas, el cual
trata de identificar el arbol filogenético que presenta una menor longitud de sus ramas. La
distancia evolutiva se calcula mediante el método p-distancia (Nei y Kumar, 2000) segun el
numero de diferencias en las pares de bases por sitio; las posiciones ambiguas se eliminan para
cada par de secuencias. Una vez obtenido el arbol filogenético, se analiza el nivel de confianza
de cada nodo, aceptando aquellos con un valor de confianza igual o superior al 50 % y
colapsando los nodos con menor nivel de confianza (Martinez y Gonzalez, 2004; Lépez, 2017).
Para calcular la matriz de identidades a partir del alineamiento de las secuencias, se emplea el

Software informatico BioEdit v.7.7.1.

Adicionalmente, para conocer el genotipo de las secuencias de Acanthamoeba obtenidas, se
realiza un analisis filogenético de dichas secuencias, junto con las secuencias de Acanthamoeba

de referencia correspondientes a los diferentes genotipos descritos hasta la fecha. Estas
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secuencias de referencia se obtienen a partir de la base de datos GeneBank, disponible en la

pagina web del NCBI. La lista de secuencias de referencia se muestra en la Tabla IIl.5. La

secuencia de referencia del genotipo T22 no se ha empleado para el estudio filogenético debido

a no estar disponible la secuencia de interés.

Tabla III.5. Secuencias de Acanthamoeba de referencia empleadas para el analisis filogenético y

determinacién de genotipo de las secuencias obtenidas.

GENOTIPO ESPECIE DE ACANTHAMOEBA REFERENCIA GENEBANK
T1 A. castellanii CDC:0981:V006 u07400
T A. palestinensis Reich ATCC30970 u07411

A. polyphaga CCAP:1501/3c AF019051
A. griffini H37 S$81337
I3 A. griffini S-7 u07412
A. polyphaga Panola Mt. AF019052
A. griffini Sawyer ATCC50435 AF019053
A. castellanii Castellanii ATCC50374 u07413
A. castellanii ATCC50370 uo7414
A. castellanii ATCC5049 u07401
A. castellanii ATCC50493 U07403
A. castellanii CDC:180:1 U07405
A. castellanii Neff ATCC50373 uo7416
A. culberstoni AF019057
A. hatchetti 2AX1 AF019060
A. lugdunensis ATCC50371 uo7407
T4 A. polyphaga ATCC50372 u07415
A. polyphaga CDC:0884:V029 u07402
A. polyphaga HC-2 AF019056
A. polyphaga Nagington ATCC30873 AF019062
A. rhysodes ATCC30973 uo7417
A. rhysodes ATCC50368 u07406
Acanthamoeba sp. Fernandez ATCC50369 u07409
Acanthamoeba sp. Rawdon ATCC50497 uo7410
Acanthamoeba sp. Rodriguez AF019059
Acanthamoeba sp. Vazaldua AF019058
Ts A. lenticulata ATCC50703 u94730
A. lenticulata PD2S ATCC30841 uo94741
T6 A. palestinensis ATCC50708 AF019063
T7 A. astronyxis Ray & Hayes ATCC30137 AF019064
T8 A. tubiashi AF019065
T9 A. comandoni Comandon & de Fonbrune ATCC30135 AF019066
T10 A. culbertsoni CDC:V409C DQ499151
A. stevensoni ATCC50388 AF019069
Tl A. hatchetti BH-2 AF019068
T12 A. healyi AF019070
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Tabla II.5. Secuencias de Acanthamoeba de referencia empleadas para el analisis filogenético y
determinacion de genotipo de las secuencias obtenidas. Continuacion.

GENOTIPO ESPECIE DE ACANTHAMOEBA REFERENCIA GENEBANK

T13 Acanthamoeba sp. UWET39 AF132136
Acanthamoeba sp. UWC9 AF132134

T14 Acanthamoeba sp. PN13 AF333609
T15 A. jacobsi ATCC 30732 AY262360
116 Acanthamoeba sp. cvX GQ380408
Acanthamoeba sp. U/H-C1 AY026245

T17 Acanthamoeba sp. Ac_E9a GU808301
T18 A. byersi CDC:V621 KC822461
1719 A. micheli T19 KJ413084
Acanthamoeba sp. T19 KP711387

T20 Acanthamoeba sp. T20 DQ451161
T21 A. pyriformis T21 KX840327
123 Acanthamoeba sp. T23 MZ272148
Acanthamoeba sp. T23 MZ272149
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2. EXTRACCION, AISLAMIENTO, CONSERVACION E

IDENTIFICACION DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES A

PARTIR DE AMEBAS DE VIDA LIBRE

2.1. CEPAS DE ESTUDIO

La extraccion de bacterias endocitobiontes se realiza a partir de una selecciéon de cultivos de
amebas en PPYG capaces de crecer en medio axénico; para ello, se determina periédicamente
la concentracién de amebas de vida libre presente en los cultivos axénicos (conservados en
medio PPYG e incubados a 30 °C) mediante la técnica de recuento por hemocitdmetro (Apartado

I1.1.4.1) y se seleccionan aquellos que alcanzan una concentracion de al menos 10° células/mL.

2.2. MEDIOS DE CULTIVO
Medio Miieller Hinton (MH)

Se trata de un medio nutritivo que permite el crecimiento de un gran numero de
microorganismos sin requerimientos particulares. Su preparacién se realiza siguiendo las
indicaciones de la casa comercial (Scharlab S.L., Barcelona, Espaiia). Al suplementar el medio
MH con antibidticos, se selecciona el crecimiento de bacterias resistentes al antibidtico y
concentracién en cuestién. Para su preparacién, se afiade una solucién concentrada del
antibidtico de interés antes de dispensar el medio ya autoclavado y atemperado en las placas
Petri. Los antibioticos empleados (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y su
concentracién final en MH se indican en la Tabla Ill.6. Para la preparacién de las soluciones
concentradas de apramicina y gentamicina, se emplea agua destilada estéril; para la preparacion
de las soluciones concentradas de ampicilina y cloranfenicol, se emplea tampdn fosfato 0,1 M a
pH 6 y etanol al 35 %, respectivamente. En el caso de ciprofloxacina, la solucién concentrada se

prepara en medio basico.
Medio Agar Sangre (AS)

Se trata de un medio muy nutritivo empleado para el aislamiento de cepas bacterianas ya que
contiene sangre ovina y permite que las colonias bacterianas sean mas grandes y el crecimiento
mas abundante que en otros medios. Las placas de Petri de AS se obtienen directamente

preparadas para su uso por el fabricante (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania).
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Medio LB (Luria Bertani)

Se trata de un medio de cultivo liquido enriquecido, especialmente empleado para el
crecimiento de bacterias. Su preparacién se realiza siguiendo las indicaciones de la casa
comercial (Labbox Labware, Barcelona, Espafia).

Tabla IIl.6. Antibidticos y concentraciones empleados para el aislamiento de bacterias endocitobiontes
resistentes a antibioticos.

CONCENTRACION

ANTIBIOTICO FAMILIA
(ng/mL)
Ampicilina Betalactamicos 50
Apramicina Aminoglucdsidos 16
Gentamicina  Aminoglucdsidos 16
Cloranfenicol Fenicoles 50
Ciprofloxacina Fluoroquinolonas 8

2.3. EXTRACCION, AISLAMIENTO Y CONSERVACION

El aislamiento de bacterias endocitobiontes se realiza en placas de Petri con medio Mieller
Hinton (MH) con y sin antibidtico. Para ello, en primer lugar, se prepara un concentrado de la
ameba de interés centrifugando entre 1 y 3 mL del medio liquido de cultivo en eppendorfs
estériles a 6000xg durante 10 minutos. Posteriormente, se descarta el sobrenadante y se
resuspende (lava) el precipitado con suero fisiolégico estéril (SFE). Se realizan tres
centrifugaciones y lavados consecutivos del precipitado con SFE.

Una vez obtenido el precipitado con el concentrado de la AVL de estudio, se determina la
concentracion de AVL mediante la técnica de recuento por hemocitémetro (Apartado I11.1.4.1).
Posteriormente, se afiaden entre tres y cinco bolitas de zirconio y se agita el eppendorf con un
vortex durante 3 minutos. A continuacién, se inocula el volumen necesario sobre cada placa de
MH con y sin antibidtico de forma que se inoculen al menos 10° células por placa; el volumen se
distribuye mediante un asa de Digralsky y las placas se incuban durante 24-48 horas a 37 °C.
Transcurrido el periodo de incubacidn, se cuentan las colonias crecidas y se resiembran en
nuevas placas MH.

Si el concentrado de AVL no es suficiente para inocular la suficiente cantidad de células en las
seis placas de MH (una sin antibidtico y cinco con antibidtico), se inocula en MH v,
posteriormente, se resiembran las colonias crecidas en placas MH con antibiético para

seleccionar las que si crezcan en estos medios selectivos.
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Una vez extraidas las cepas bacterianas endocitobiontes, se siembran por agotamiento por
estrias en agar sangre (Figura lll.7) para su aislamiento (Diaz y col., 1995). Estas cepas se

conservan a -20 °C en viales con leche descremada, esterilizada a vapor fluente.

PP
WAWAY/

A

Figura I11.7. Siembra por agotamiento. A. Procedimiento de la siembra (figura adaptada de
Journal Club of Biotechnology, 2022). B. Colonias aisladas de Staphylococcus warneri en AS
mediante la técnica de siembra por agotamiento.

2.4. |IDENTIFICACION MEDIANTE MALDI-TOF
Fundamentos de la técnica

La espectrometria de masas MALDI-TOF, denominada asi por sus siglas en ingés “matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry”, es una técnica utilizada en la
identificacién de microorganismos mediante la creacidon de un espectro basado en el perfil de
proteinas, el cual, es Unico para cada especie. El espectro obtenido para un determinado
microorganismo se compara automaticamente con la base de datos y, el resultado, se emite

junto a un puntaje o “score” en funcién de la similitud.

Este sistema constituye una herramienta Uutil para el laboratorio microbioldgico, pues permite
una identificacidn rapida de bacterias y levaduras a partir de colonias aisladas e, incluso, es capaz

de diferenciar a nivel de subespecie.
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Preparacion de la muestra

Partiendo de un cultivo fresco (crecido durante las ultimas 24 horas), se toma con una punta de
pipeta estéril una colonia de la cepa a analizar. En uno de los pocillos de la placa metélica de 96
pocillos del equipo, se extiende la muestra y se afiade 1 uL de matriz HCCA (acido a-ciano-4-
hidroxi-cindmico, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). Se deja secar la muestra hasta que
cristaliza y forma un depésito sélido de muestra embebida en la matriz (Figura 111.8). Esta matriz
es esencial ya que proporciona los protones necesarios para ionizar la muestra. Como control se
utiliza una cepa ya identificada y con el espectro proteico ya registrado en el equipo de MALDI-

TOF MS: Escherichia coli ATCC 25922.

A B c E F G H | J K 12
10 O O 0O O 0O O o & O O
20 O O O O O O O 0O O ©
30 O O OO O O O ¢ ©O O O
@ Muestra de 40 O O O O O O O 0 O
. 5-® ® ® ®€ O © © © © O O O
cultivo fresco e e
70 O O O O O O O O © ©O O
80 O O O O O O O O ©O O O
90 O O O O O O O O O O O
WO O O O O'O O O O O O O
v (3) Placa de muestras
de MALDI-TOF/MS

@ Matriz

Figura 111.8. Esquema general para la preparacion de las muestras bacterianas a identificar
mediante MALDI-TOF MS. Figura adaptada de Clark y col. (2013).

Analisis

Para la identificacidon de las cepas bacterianas se emplea el equipo MALDI-TOF microflex Bruker
Daltonics® (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos). Este equipo irradia un pequefo punto de
la muestra (entre 0,05 y 0,2 mm de didmetro) mediante un laser ultravioleta durante un corto
periodo de tiempo (para evitar el dafio o degradacidn de la muestra). Las moléculas de la matriz,

al absorber la energia del rayo (los fotones), se subliman y se ioniza la muestra.

Una vez ionizadas, las proteinas se analizan por espectrometria de masas, revelando
informacidn sobre la composicidn de las muestras mediante un espectro de ratios de masa-carga
(m/z) caracteristico. Estas ratios son medidas electrodindmicas de cuan rapido se mueven los
iones cargados (o el tiempo de vuelo, “time of flight” o TOF en inglés) desde la muestra hasta el

detector.
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Mediante el software Bruker Daltonics flexControl versidén 3.4 se genera un espectro para cada
muestra. El software compara con una base de datos de espectros de referencia, permitiendo la
identificacidon microbiana. Como la composicidn proteica difiere para cada especie bacteriana (e
incluso entre cepas y subespecies), se generan diferentes espectros, permitiendo la

discriminacién entre organismos emparentados cercanos.

Tras la comparacion del espectro de la muestra diana y los espectros de la base de datos, el
software punttia de 0 a 3000 la similitud a los mismos y los ordena de mayor a menor
puntuacion. Clasifica cada identificacion como “identificacidon a nivel de especie altamente

”n u ”, u

probable”, “identificacion segura a nivel de género y probable a nivel de especie”; “identificacion
probable a nivel de género”, “identificacion no confiable”. Tras analizar las identificaciones con
mayor puntuacion, se concluye el género e, idébneamente, la especie de la cepa diana (Figura

11.9).

Debido a que el equipo MALDI-TOF MS se ha desarrollado como una técnica para la
identificacién rutinaria en clinica, la base de datos del equipo estd incompleta, al poseer

especialmente espectros de especies bacterianas de interés clinico (Clark y col., 2013).

Meaning of Score Values

Range Description Symbols Color
2.300 ... 3.000 (+++) green
2.000 ... 2.299 (+) green
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) yellow
0.000 ... 1.699 (-) red

Rank Score NCBI
(Quality) R e Value Identifier
( +_}_ oo Staphylococeus pasteuri DSM 10657 DSM 45972

=
(_;'_) Staphylococcus pasteuri 110706 L1 LUMC 45972
( +3+ ) Staphylococeus pasteuri CCUG 48128 CCUG 45972
( : +) Staphylococcus warneri CCUG 39229 CCUG 1292
( _:‘_ ) Staphylococcus pasteurt DSM 30796 DSM 45972
( ?_) Staphylococeus pasteuri CCUG 32422 CCUG 1.962 45972
( 1 ) Staphylococcus warneri DSM 30728 DSM 1917 1292
( j.r) Staphylococcus aureus ssp aurens DSM 3463 DSM 1.878 46170
( 3 ) Staphylococcus warneri DSM 20316T DSM 1.852 1292
(l_:_)) Bacillus endophyticus DSM 13796T DSM 1.84 135735

Figura 111.9. Extracto del resultado obtenido mediante analisis por MALDI-TOF MS de una
cepa bacteriana identificada como Staphylococcus pasteuri.
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3. EVALUACION DE LA RESISTENCIA Y LA PRESENCIA DE GENES

DE_RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE LAS BACTERIAS

ENDOCITOBIONTES

3.1. CEPAS DE ESTUDIO

La evaluacion de la resistencia a antibidticos se realiza sobre una seleccién de 130 bacterias
endocitobiontes extraidas y aisladas a partir de las AVL de estudio. Esta coleccidon de cepas
bacterianas agrupa, por un lado, a aquellas que se aislan directamente en medio selectivo con
antibidtico y, por otro, a aquellas que presentan una morfologia diferente entre las aisladas en

medio no selectivo.

Para el estudio de la resistencia a antibidticos, se emplean las cepas de referencia Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 29213,
tal y como indican las metodologias estandarizadas del Comité Europeo de Estudio de la
Susceptibilidad a Antimicrobianos o EUCAST por sus siglas en inglés (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST, 2024) y del Instituto de Estandares Clinicos y de

Laboratorio o CLSI por sus siglas en inglés (Clinical and Laboratory Standards Intitute, CLSI, 2015).

Una vez conocido el perfil de resistencias a antibidticos de las bacterias endocitobiontes, se
evalua la presencia de integrones en aquellas cepas que muestran resistencia al menos a uno de

los antibidticos evaluados.

3.2. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS Y EVALUACION DEL

PERFIL DE RESISTENCIAS

3.2.1. Antibiograma disco-placa

El antibiograma disco-placa o por difusién de disco es un método cominmente empleado para
la evaluacidn de la sensibilidad de las cepas bacterianas a diferentes antibidticos. Esta técnica
consiste en depositar discos de papel impregnados con el antibiético en cuestidn sobre una placa
de MH previamente inoculada con el microorganismo de estudio. Al ponerse en contacto, el
filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar, formandose un gradiente de concentracién
radial. Transcurridas entre 18 y 24 horas, la cepa bacteriana crece en la placa y, en funcion de
su sensibilidad al antibidtico de estudio, lo hace a una mayor o menor distancia del disco de

antibiético. De esta manera, se observa un halo de inhibicién (Figura I11.10) cuyo diametro se
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mide (en mm) y se relaciona con la sensibilidad o resistencia de la cepa al antibidtico de estudio

(Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, SEIMC, 2000a).

Halos de inhibicion: la bacteria no crece Halos de inhibicion pequefios o inexistentes:
en presencia de los antibiéticos la bacteria crece en presencia de los antibiéticos

Figura 111.10. Antibiograma de la cepa Staphylococcus warneri C1-2121.

En el presente trabajo, los antibiogramas disco-placa se realizan siguiendo el protocolo
estandarizado del método de difusién de disco recomendada por el Instituto de Estdndares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2015), utilizando como control las cepas de referencia indicadas

en el Apartado 111.3.1.

Adicionalmente, y siguiendo las indicaciones proporcionadas por las guias de la SEIMC (2011) y
el EUCAST (2024), se realizan pruebas de screening con el antibiético norfloxacino para la
deteccion de resistencia a fluoroquinolonas en las cepas de Bacillus spp. y Paenibacillus spp.
También se realizan pruebas especificas de deteccion de resistencia a meticilina (midiendo el
halo de inhibicién a cefoxitina) y a los antimicrobianos MLSg (macrdlidos, lincosamidas y
estreptogramina B) para las cepas aisladas de Staphylococcus spp. Esta ultima resistencia se
evalia mediante la prueba “D”, en la que se colocan los discos de eritromicina y clindamicina a
una distancia entre 12 y 20 mm y se observa la aparicién o no de achatamiento del halo de la

clindamicina (por influencia de la presencia de eritromicina).

Antibioticos de estudio

Se evalua la sensibilidad y resistencia a un panel de antibidticos que incluye al menos un
componente de las familias mas frecuentemente utilizados. Se evalia ademas la sensibilidad a
una serie de antibidticos indicados para determinados géneros bacterianos en los casos

pertinentes. Los antibidticos analizados y sus concentraciones se indican en la Tabla IIl.7.
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Adicionalmente, se estudia el perfil completo de resistencia a aminoglucdsidos a una seleccion
de cepas con los fenotipos de resistencia a esta familia de mayor interés. Los aminoglucdsidos

analizados y sus concentraciones se indican en la Tabla Il1.8.

Tabla lll.7. Antibiéticos empleados para la evaluacion de resistencia de las bacterias endocitobiontes.

FAMILIA ANTIBIOTICO ABREVIATURA CARGA (ug)

Apramicinat AP 15*

Estreptomicinat ST 10

Aminoglucdsidos Gentamicinat GM 10

Higromicinat 15*

Kanamicinat K 30

Anfenicoles Cloranfenicolt CL 30

Betalactamicos Imipenem IMI 10

carbapenems Meropenem MEM 10

Cefepima FEP 30

Betalactamicos Cefoxitina FOX 30

cefalosporinas Ceftriaxonat CRO 30

Ceftazidima CAZ 30

e I

Ampicilinat AMP 10

Betalactamicos Oxacilinat OXx 1

penicilinas Penicilina PEN 10

Piperacilina PIP 100

Diaminopirimidinas/ Trimetoprim/Sulfametoxazolt SXT 25

Sulfonamidas

Lincosamidas Clindamicina CcC 2

. Azitromicinat AZM 15
Macrdlidos . -

Eritromicinat E 15

Acido Nalidixicot NAL 30

Quinolonas Ciprofloxacino* CIP 5

Norfloxacina NOR 10

Rifamicinas Rifampicinat RA 30

o Minociclina™ MNO 30
Tetraciclinas o

Tetraciclina TET 30

*Discos preparados manualmente. tAntibidticos del panel general.
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Preparacion de discos de antibioticos

Los discos de antibidticos empleados pueden ser adquiridos por casas comerciales o preparados
en el laboratorio. En las Tablas 111.7 y 111.8 se indica con un asterisco (*) aquellos discos que se
preparan manualmente en el laboratorio. Para ello, se preparan soluciones de los antibidticos
de interés y se afade el volumen necesario para obtener la cantidad de antibidtico (ug) o carga
deseada. Este proceso se realiza en condiciones asépticas y, sobre una placa de Petri vacia y
estéril que actia como soporte y almacén. Posteriormente, se incuban a 37 °C durante unos
minutos para secarlos. Una vez preparados, los discos se conservan en refrigeracion (a 4 °C)
hasta su posterior uso.

Tabla 111.8. Antibidticos aminoglucésidos empleados para la evaluacidn de resistencia de las bacterias
endocitobiontes.

ANTIBIOTICO  ABREVIATURA CARGA (pg)

Amikacina AK 15*
Dibekacina DK 15*
Neomicina NM 15*
2’-etil netilmicina 2'NET 15*
Paromomicina PM 15*
Sisomicina SIS 15%*
Espectinomicina SPC 15*
Gentamicina B GMs 15*
Gentamicina C1 GMc 15*
Gentamicina C1A GMcia 15*
Gentamicina C2 GMe 15*
Kanamicina A Ka 15*
Kanamicina B Ks 15*

*Discos preparados manualmente

3.2.2. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida

Concentracion minima inhibitoria

Se entiende por concentracidon minima inhibitoria (CMI) la concentracién minima que provoca
la inhibicién de crecimiento bacteriano. Para determinar este parametro para un determinado
antibidtico y cepa bacteriana, se determina el crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antibiédtico diluido en medio de cultivo liquido. Para ello, se
preparan diluciones seriadas a la mitad y se determina qué concentracién causa la inhibicidn del
crecimiento del microorganismo (SEIMC, 2000a). La minima concentracién de antibiético a la

qgue no se observa crecimiento bacteriano se considera la CMI.
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Concentracion minima bactericida

La concentracion minima bactericida (CMB) es la concentracién minima que causa la muerte de
la bacteria de estudio. Para determinar este parametro para un determinado antibiético y cepa,
se parte de los cultivos en dilucién realizados para determinar la CMI y se realiza un subcultivo
de las diluciones en las que se ha inhibido el crecimiento, en medio sin antimicrobiano. Se evalua
el crecimiento bacteriano o su ausencia tras 24 horas de incubacién. Los subcultivos con
crecimiento, corresponden a concentraciones bacteriostaticas, mientras que se considera la

CMB a la minima concentracidén en que no se observa crecimiento posterior (SEIMC, 2000a,b).

En el presente estudio se determina la CMIy la CMB de apramicina, higromicina, gentamicina y
estreptomicina a una seleccién de cepas de bacterias endocitobiontes que presentan los perfiles
de resistencia a aminoglucésidos de mayor interés. Los rangos de concentracién evaluados son:
desde 2 mg/L hasta 1024 mg/L para apramicina e higromicina y desde 0,5 mg/L hasta 256 mg/L
para gentamicina y estreptomicina. La CMI se determina empleando el medio de cultivo liquido
BH y, la CMB, inoculando muestra de las diluciones con crecimiento inhibido sobre medio MH.
Ambos pardmetros se determinan siguiendo las indicaciones de la Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC, 20003, b).

3.2.3. Clasificaciéon R/1/S

Una vez obtenidos los didmetros de los halos de inhibicidon del antibiograma disco-placa y las
CMI para las bacterias endocitobiontes estudiadas, se comparan estos valores con las tablas de
la guia del Comité Europeo de Estudio de la Susceptibilidad a Antimicrobianos (EUCAST, 2024).
Este comité establece unos puntos de corte clinicos especificos para géneros y especies
bacterianas que actualiza y revisa cada afio. Estos puntos de corte sirven para categorizar los

microorganismos en tres categorias de susceptibilidad:

e Susceptible (S) a un régimen estandar de dosis cuando hay probabilidades de éxito
terapéutico

e Susceptible, exposicion aumentada (l): hay probabilidad de éxito terapéutico si se
aumenta la dosis

e Resistente (R): hay una alta probabilidad de fallo terapéutico incluso aumentando la

dosis

Debido a que las bacterias endocitobiontes aisladas en el presente trabajo son de origen

ambiental y las guias del EUCAST estan especialmente disefiadas para el analisis en casos
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clinicos, este proceso se complementd con las guias establecidas por el Instituto
(estadounidense) de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2015, 2020), en las que se facilita
informacidn para géneros menos frecuentes en casos clinicos. Para aquellos antibidticos no
presentes en las guias, se toma un diametro de 15 mm de halo de inhibicién como punto de
corte tal y como se realiza en otros estudios (Costa y col., 2021; Pekala y col., 2018; Sharma y
col., 2013) e indica la guia de la Sociedad Espaiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica (SEIMC, 2000a).

3.2.4. indice MRA

El indice de multirresistencia a antibioticos o indice MRA (también conocido como indice MAR
por sus siglas en inglés “Multi-Antibiotic Resistance”), se utiliza para determinar si las bacterias
de estudio han estado expuestas a entornos con alta presion antibidtica. Este indice se calcula
dividiendo el nimero de antibiéticos a los que la bacteria es resistente por el total de antibidticos
evaluados. Valores del indice MRA superiores a 0,2 indican que la bacteria procede de ambientes
con alta presidn antibidtica, mientras que valores inferiores a 0,2 sugieren una procedencia de

ambientes con baja presién antibiética (Adamski y col., 2023).

3.3. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE INTEGRONES

Una vez analizada la susceptibilidad y resistencia de las bacterias endocitobiontes al panel de
antibidticos general y especifico de aminoglucdsidos, se estudia la presencia de integrones de
clase 1, 2 y 3. Para ello se evalua la presencia y amplificacidn de los genes intl1, intl2, intl3 que
codifican para las integrasas 1, 2 y 3, respectivamente. En total, se evalla la presencia de

integrones de 120 cepas bacterianas.

Los cebadores, concentraciones de los reactivos y las condiciones de las PCR empleados para
detectar la presencia de integrones se describen en las Tablas I11.9 y I11.10. El procedimiento para
llevar a cabo la electroforesis, en este caso al 1 % de agarosa, y la visualizacidn de los productos

de PCR se realiza tal y como se indica en el Apartado 1.5.2 del presente capitulo.

La observacidn de cepas positivas para estas PCR supone la existencia de integrones capaces de
incorporar casetes genéticos (Ruiz, 2007). Para caracterizar estos casetes, se han de realizar PCR
que permitan amplificarlos, las cuales dependen de la clase de integrén que presente la cepa.
De esta forma, todas las muestras que resultan positivas para la presencia de integrones de clase

1, se someten a una segunda PCR para evaluar la presencia de casetes internos empleando los

78



Capitulo 11l

cebadores 5'CS-Fy 3'CS-Ry, en el caso de resultar positiva la PCR para la presencia de integrones
de clase 2, se realiza una segunda PCR empleando los cebadores ATTI2-F y ORFX-R. Se siguen las
condiciones de preparacion de la mezcla de reaccidén y desarrollo de la PCR indicados en las
Tablas 111.9 y II1.10. Se realiza la electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % siguiendo las
instrucciones del Apartado II1.1.5.2 y, de resultar positivas alguna de estas segundas
amplificaciones, se repite la PCR con un mayor volumen. El producto se purifica y se envia para
su secuenciacién al Servicio de Secuenciacion del IACS de la Universidad de Zaragoza, tal y como
se indica en el Apartado 1.5.3 del presente capitulo. En el caso de resultar positivas las PCR para
la presencia de integrones de clase 3, no se realiza ningln estudio posterior al no existir todavia
informacidon metodoldgica al respecto.

Tabla 111.9. Concentracion final de los reactivos en las mezclas de reaccidon de las PCR empleadas para la
deteccion de integrones y la caracterizacion de las regiones variables internas.

COMPUESTO INT1/2/3 CS / ATTI2-ORFX
Tampon de reaccion 1x 1x
MgCl, 1,5 mM 1,5 mM
dNTPs 0,2 mM 0,2 uM
Cebador? 2 uM 1uM
Taq polimerasa 0,06 U/uL 0,03 U/uL
Volumen ADN:mezcla 11:25 1:25

9Microsynth AG. (Balgach, Suiza).

Estudio de las secuencias obtenidas

Una vez obtenidas las secuencias de las regiones variables internas de los integrones, se revisa
la calidad de los electroferogramas y se alinean y ensamblan las secuencias directa y reversa
como se indica en el Apartado 1.5.3 del presente capitulo para obtener una Unica secuencia
consenso, si es posible. Se realiza una comparacion de la secuencia consenso o, en su defecto,
de las secuencias directa y reversa por separado, en la base de datos GenBank del NCBI mediante
la herramienta informatica BLAST. Una vez obtenidos los resultados comparativos y, atendiendo
a la posicion de los nucledtidos de la secuencia emparejada con la secuencia diana, se busca en
el genoma del microorganismo emparejado el contenido del casete para identificar la funcién

de la secuencia amplificada del integron.
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Tabla 111.10. Secuencia de los cebadores, tamafio de los productos (pb) y programas de PCR empleados para la deteccion de integrones y la caracterizaciéon de las regiones
variables internas de los integrones (Firoozeh y col., 2019).

. SECUENCIA DEL CEBADOR . CICLOS DEL PROGRAMA
IDENTIFICACION CEBADOR TAMANO DEL PRODUCTO
(5’ -3’) C1 C2 C3 ca
35 ciclos
. INTI 1-F TCTCGGGTAACATCAAGG o 5 P o ° °
intl 1 INTI 1-R AGGAGATCCGAAGACCTC 254 94 .C 94 .C >3 .C 72°C 72 C 4°c
5min 1min 1min 30s 10 min
. INTI 2-F CACGGATATGCGACAAAAAGG .
intl 2 INTI 2-R TGTAGCAAACGAGTGACGAAATG 788 45 ciclos
intl 3 INTI 3-F AGTGGGTGGCGAATGAGTG 600 94°C 94°C 60°C 72 °C 72°C 4°C
INTI 3-R TGTTCTTGTATCGGCAGGTG 5min 1min 1min 2min 10 min
35 ciclos
5’cs 5’CS-F GGCATCCAAGCAGCAAG R - = - o o
3’cs 3’CS-R AAGCAGACTTGACCTGA >>00 94 .C 94 .C >8 .C 72 .C 72 C 4c
5min 1min 1min 2min 10 min
35 ciclos
attl2 GACGGCATGCACGATTTGTA . " o " . .
orfX ATTI2-F ORFX-R GATGCCATCGCAAGTACGAG >500 94°C 94°C 58°C 72 °C 72°C 4°C

12min 1min 1min 3,5min 10 min
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4. EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE TRATAMIENTOS DE

DESINFECCION PARA INACTIVAR ACANTHAMOEBA Y SUS

BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

4.1. CEPAS DE ESTUDIO

Se estudian dos cepas de Acanthamoeba spp.: Acanthamoeba P31 (N2 de acceso a GenBank
KY038362), aislada de agua recreacional de una piscina abierta de Zaragoza (Ortillés y col., 2017)
y Acanthamoeba C1-211 (N2 acceso a Genbank 0Q927217), aislada del rio Noguera Ribagorzana
en el municipio de Lérida, tal y como se describe en el Apartado 1 del presente capitulo. Estas
AVL se incuban en medio PPYG a 30 °C durante varias semanas hasta obtener elevadas

concentraciones de cada ameba (en torno a 10° amebas/mL).

Las cepas seleccionadas son cepas de Acanthamoeba de crecimiento rapido: capaces de
proliferar abundantemente en agar no nutritivo cubierto con E. coli inactivada tras 7 dias de

incubacién a 30 °C (Figura I11.11).

Figura Ill.11. Crecimiento de Acanthamoeba C1-211 en ANN con E. coli tras (A) 3, (B) 5y (C)
7 dias de incubacion a 30 °C. Microscopia 6ptica (10x).

4.2. AGENTES DE DESINFECCION, CONCENTRACION RESIDUAL Y DOSIS DE
DESINFECTANTE

Se evaluan siete tratamientos de desinfeccién diferentes: cloracién (Cl,), peréxido de hidréogeno
(H20,), radiacidn solar en el rango de 320 a 800 nm (RS320-300 nm), radiacion solar en el rango de
280 a 800 nm (RS2s0-80 nm), combinacion de Cl, y RS320-800 nm (Cl2/RS320-800 nm), combinacion de Cly y

RS280-800 (Cl2/RS280-800 nm), combinacion de H202 y RS280-800 nm (H202/RS280-800 nm)-
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4.2.1. Hipoclorito sodico

En los ensayos de desinfeccién de cloraciéon (Cl;) y su combinacion con radiacion solar
(Cl2/RS320-800 nm Y Cl2/RS2s0-800 nm), Se evalla la efectividad del cloro adicionando diferentes dosis
de una disoluciéon de hipoclorito sédico de Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Espaia), al 10%
(m/v). Tras el ensayo, se determina el cloro residual utilizando dos metodologias diferentes; para
concentraciones superiores a 5 mg/L, la microtitulacién con tiosulfato de sodio y, para

concentraciones inferiores a 5 mg/L, el método de la N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD).
Microtitulacion con tiosulfato sddico

El cloro se puede cuantificar por volumetria mediante titulacidon con tiosulfato sédico usando
almiddn como indicador. Esta técnica mide el cloro libre (ion hipoclorito, acido hipocloroso), el
cual, al reaccionar con yoduro de potasio a pH acido libera yodo libre. Este yodo libre (agente
oxidante) puede reducirse al afiadir una solucidon estdndar de tiosulfato de sodio (agente
reductor). Cuando todo el yodo liberado ha reaccionado, el tiosulfato en exceso (no oxidado) se
puede determinar utilizando almidén (afiadido previamente a la solucién), el cual, actia como
indicador ya que cambia de color marrén a azul al reaccionar con el exceso del tiosulfato
(International Organization for Standardization, 1SO, 1990). Debido a que en los ensayos de
desinfeccidn realizados se trabaja con voliumenes en el rango de mili- y microlitros, se adapta la

metodologia descrita por Eaton y col. (2005) a volumenes en el rango de microlitros.

Método DPD

La concentracion de cloro se determina mediante espectrofotometria tras reaccionar el cloro
con el colorante N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD). El cloro (acido hipocloroso e iones
hipoclorito) y las cloraminas liberan yoduro al reaccionar con yoduro de potasio a pH inferior a
4. El yoduro liberado reacciona con el compuesto DPD y produce una solucién roja. La intensidad

del color esta directamente relacionada con la concentracidn de cloro presente en la solucion.

Para el presente estudio, se adapta la metodologia descrita por la Asociacidon de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency, EPA, 1983) a volumenes en el
rango de los microlitros y se utiliza el kit comercial “Free chlorine reagent set (A+B)” de Hannah
Instruments (Eibar, Espafia) que incluye los reactivos necesarios para que la muestra de estudio,
en presencia de cloro libre, se coloree de un tono rosado. Tras la coloracién, se mide la
absorbancia de la muestra a 515 nm con un espectrofotdmetro Jenway™ 6305 UV/visible de

Fisher Scientific S.L. (Madrid, Espafia) y, posteriormente, se calcula la concentracion de cloro
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residual presente en cada muestra extrapolando mediante una recta de calibrado previamente

determinada con el Software Excel 2023.

Calculo de la dosis de exposicidn a cloro: el valor CT

La exposicidon a un desinfectante quimico se puede cuantificar mediante el valor CT, definido
segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, 1999) como el producto de
la concentracién residual de desinfectante (Cresiquas €n Mmg/L) y el tiempo de contacto (t en s), tal
y como indica la Ecuacidn Ill.2. Se emplea especialmente para cuantificar la exposicién al cloro,

en mgmin/L, pero puede emplearse para cuantificar la exposicion a otros desinfectantes.

Ecuacién I11.2. CT (mgmin/L) = Cresiquar X't

4.2.2. Perdxido de hidrégeno

Los ensayos de desinfeccidn se realizaron adicionando diferentes dosis de una solucién 30 % v/v
de perdxido de hidrégeno de Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Espafia), sobre la muestra de

estudio.

La concentracién de perdxido de hidrégeno residual se determina mediante espectrofotometria.
Este método se basa en la reaccidon de H,0, con metavanadato de amonio en medio acido, que
resulta en la formacidn de un catién de peroxovanadio de color naranja-rojizo, con absorbancia
maxima a 450 nm. Para el presente estudio, se adapta la metodologia descrita por Nogueira y
col. (2005) y Teran (2016) y se mide la absorbancia a 450 nm de las muestras de interés mediante
un espectrofotémetro Jenway™ 6305 UV/visible de Fisher Scientific S.L. La concentracién de
H,0, presente en las muestras se calcula extrapolando mediante una recta de calibrado

previamente determinada (Software Excel 2023).

4.2.3. Radiacion solar

Los ensayos de radiacion solar se realizan en una camara solar Atlas Suntest CPS+/XLS+ (Ametek.
Inc., lllinois, Estados Unidos) provista de una lampara de xendn. Este sistema reproduce la luz
natural del sol en condiciones de laboratorio, emitiendo luz en las longitudes de onda de 280 a
800 nm (incluyen radiacién UV-B, UV-A y visible). Se emplea un filtro de cuarzo y un filtro de
vidrio Xenochrome 320 (Ametek. Inc.) en los experimentos en los que se necesita que se

absorban las longitudes de onda inferiores a 320 nm, de forma que el rango de trabajo sea de
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320 a 800 nm (incluye radiacién UV-Ay visible), tal y como muestra el espectro de emisién de la
Figura I1.12. Estos rangos representan la exposicidn directa a radiacion solar (280-800 nm) y la
exposicién a radiacién solar a través de un reactor de vidrio o plastico, como en un reactor SODIS

(320-800 nm).

Todos los ensayos se realizan con una intensidad de luz de 500 W/m?, que corresponde al 50 %
de la intensidad de radiacién solar que llega al Ecuador al mediodia (Yuranova y col., 2004). Se
mantiene la temperatura por debajo de 30 °C durante los experimentos para que sdélo esté

implicada la radiacidn solar (y no el calentamiento) en los procesos de desinfeccion.
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Figura 111.12. Radiometria de la luz solar y [ldmpara de xendn de la cdmara solar. Espectro
(A.) natural y simulado (B.) sin filtro de vidrio, (C.) con filtro de vidrio. Figura adaptada de
Valero (2017).

Calculo de la dosis de exposicion a radiacidn solar: intensidad de radiacién

La exposicién a radiaciéon solar o radiacidn ultravioleta se cuantifica mediante la dosis de
radiacion. Si la intensidad de radiacién aplicada es constante a lo largo del tiempo, la dosis de
radiacion (D) puede calcularse como el producto de la intensidad (/) y el tiempo de exposicion (t
en s), tal y como indica la Ecuacién IIl.3 (EPA, 1999; Hijnen y col., 2006). Dependiendo de la
fuente de radiacién suelen emplearse diferentes unidades para la intensidad de la radiacion:

mJ/scm? en el caso de ldmparas de radiacién UV y W/m? en el caso de radiacion solar.

Ecuacién I1.3. D (Ws/m?)=1xt
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4.3. PROCEDIMIENTO

4.3.1. Preparacion, condiciones, desarrollo y toma de muestras

Todos los ensayos de desinfeccién se realizan en vasos de precipitados pirex de 50 mL,
esterilizados, en constante agitacion magnética, de forma que se consideran reactores en
discontinuo (o “batch”) de mezcla perfecta. Los ensayos de cloraciéon y de peroxidacién se
realizan en oscuridad, cubriendo los vasos de precipitados con papel de aluminio para asegurar
la completa ausencia de luz. Como control, se emplean viales con el mismo volumen y misma
concentracién inicial de amebas, pero sin agente desinfectante. Los ensayos se realizan, al

menos, por duplicado.

El indculo inicial de amebas se obtiene a partir del cultivo liquido PPYG de cada una de las cepas
de estudio. Para ello, se centrifugan 5 mL de medio a 6000xg durante 10 minutos y se lava el
precipitado con suero fisioldgico estéril. Este proceso se repite tres veces. Una vez obtenido el
concentrado de AVL, se determina su concentracion mediante hemocitémetro (Apartado
111.1.4.1) y se calcula el volumen del inéculo en funcién de la concentracién inicial deseaday el

volumen de los ensayos de desinfeccidén.

Al inicio y al final de los tratamientos se toman alicuotas de las muestras. Adicionalmente, en los
tratamientos con radiacion solar, también se toman a lo largo de los mismos. A partir de ellas se
determina la concentracién residual del desinfectante (Cl, o H,0,) por un lado, y por otro, se
evalta la supervivencia de las AVL y las BE. Para evitar su interferencia en los ensayos de
inactivacion, se neutraliza el efecto del desinfectante de las muestras una vez se ha evaluado la
concentracion residual del desinfectante. Para ello, se afade tiosulfato sddico (Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a las alicuotas muestreadas, tanto las pertenecientes a los

tratamientos como a los controles.

Adicionalmente, al inicio y al final de cada tratamiento, se mide el pH de las soluciones mediante

un pH-metro GLP 21 Crison, Hach Lange Spain (Barcelona, Espafia).

4.3.2. Evaluacion de la inactivacion de Acanthamoeba

La inactivacion de las AVL en este estudio se define mediante el calculo de la reduccion
logaritmica (Ecuacion I11.4), donde No y N son los nimeros mas probables de amebas viables al

inicio y tras un tiempo t de tratamiento, respectivamente.

Ecuacion l11.4. Inactivacién microbiana = Log (WO)
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4.3.3. Evaluacion de la inactivacion de las bacterias endocitobiontes

La inactivacion de las bacterias endocitobiontes (BE) se determina mediante andlisis cualitativo;
para ello, una vez tomadas las muestras al inicio y al final de los tratamientos (y a lo largo de los
mismos en los tratamientos con radiacidon solar), se inoculan cinco alicuotas de 100 uL de la
muestra problema sobre una placa de medio Mieller Hinton vy, tras 2 dias de incubacién a 37 °C,
se observa la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, tal y como se muestra en la

Figura 111.13. La inactivacioén de las BE se expresa mediante tres categorias cualitativas:

o No hay inactivacion: la supervivencia de las BE no se ve afecta, es decir, el crecimiento
de las BE de la muestra problema es igual que el crecimiento de las BE de las muestras
control

e Inactivacidn parcial: se causa la muerte de parte de la poblacién de las BE, se observa
menor crecimiento de las BE de la muestra problema comparando con el control

e Inactivacion total de las bacterias: se causa la muerte de la totalidad de las BE, no se

observa ningun crecimiento de las BE

Figura I11.13. Inactivacion parcial de las BE: inoculaciones con crecimiento de BE (puntos 2,
4y 5)ysin crecimiento de BE (puntos 1y 3) en medio Mieller Hinton tras 24 h de incubacion
a37°C

4.3.4. Evaluacion de la efectividad del tratamiento de desinfeccion

Para evaluar la relacion dosis-respuesta de un desinfectante frente a un determinado
organismo, existen diferentes indicadores que permiten determinar la toxicidad del mismoy, en
este caso, la efectividad del tratamiento desinfectante. En el presente estudio, a partir de la
regresion de la seccion lineal de las graficas de inactivacion de Acanthamoeba, se estiman las
concentraciones de Cl, y H,0,, el CT y la dosis de RS necesarios para alcanzar una reduccion de

2 ([Cl2Jog%, CTog%, [H202]90%, Dagw) ¥ 3 ([Cl2Jos,9% Y CTos,0%, [H202]99,9%, Dsg,e%) unidades logaritmicas.
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Las graficas de inactivacion de Acanthamoeba y las ecuaciones de regresion se obtienen
mediante el Software Microsoft Excel 365. A partir de los resultados obtenidos para las bacterias
endocitobiontes, se estiman la concentracién de Cl; ([Cl.]es), H202 ([H203]ps), el CT (CTpg) y la
dosis de RS (Dpg) necesarios para la inactivacién total de las BE, entendiendo estos valores como
aquellos que resultaron en la ausencia total de crecimiento bacteriano bajo las condiciones

estudiadas.
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1. AMEBAS DE VIDA LIBRE EN AGUAS DE RiO

Con el objeto de aislar e identificar las poblaciones de amebas de vida libres (AVL) presentes en
las aguas de rios de la Cuenca del Ebro en puntos con presion ganadera, se lleva a cabo la
filtracion de 14 muestras de agua superficial provenientes de las 7 estaciones de muestreo
(EM.1-EM.7) indicadas en la Figura lll.1. Posteriormente, se realiza un andlisis filogenético de las
AVL que pudieron ser secuenciadas. A lo largo del presente capitulo, se hace referencia a las
estaciones de muestreo como EM.1.1, EM.2.1, EM.3.1, etc., si los resultados corresponden al
muestreo de la primera campafia (tomada en primavera del afio 2018) o como EM.1.2, EM.2.2,

EM.3.2, etc., si corresponden al muestreo de la segunda (tomada en otofio del mismo afio).

1.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE AMEBAS DE VIDA LIBRE

Tras el filtrado de las muestras y el proceso de aislamiento, cultivo y axenizacion, realizado segln
la metodologia descrita en el Apartado I1l.1.3, se obtiene un total de 139 aislamientos de amebas
de vida libre (AVL). Posteriormente, se extrae el ADN de estos cultivos axénicos para la
identificacién de las AVL mediante técnicas de biologia molecular. En total, se consiguen
amplificar genéticamente 90 aislamientos (65 %) mediante al menos uno de los pares de
cebadores empleados para la identificacion de amebas (FLA, JDP o ITS/FW), logrando identificar

a nivel de género 62 de los aislamientos (45 % del total), como se muestra en la Tabla IV.1.

En estudios previos también se ha reportado un menor nimero de muestras secuenciadas
respecto al total de aislamientos positivos para cultivo de AVL (Garcia y col., 2013), con tasas de
identificacién de AVL que varian enormemente, desde el 58 % (Moreno-Mesonero y col., 2017)
hasta el 99 % (Magnet y col., 2013), las cuales estdn relacionadas con la metodologia aplicada.
En este sentido, cabe destacar que, aunque la PCR es una técnica mds sensible y especifica para
la identificacién de AVL que la identificacion morfoldgica por observacion al microscopio, se ha
observado que las muestras ambientales pueden contener compuestos inhibidores de PCR que
dificulten el proceso de identificaciéon (Gomes y col.,, 2020). Esto explica parte de los
impedimentos detectados en los procesos identificacién de las amebas (como controles
positivos negativos y viceversa en los procesos de PCR), especialmente empleando los cebadores
FLA. Cabe destacar también la desnaturalizacion de muestras de ADN durante los procesos de
extraccién y purificacidon, y los problemas en la secuenciaciéon, no pudiendo obtener
electroferogramas u obteniendo secuencias demasiado cortas para su identificacion, como
dificultades encontradas en la consecucién con éxito de los procesos de identificacion y

secuenciacion de los aislamientos.

91



Tesis Doctoral de C. Menacho

Tabla IV.1. Numero de aislamientos de AVL obtenidos a partir de las aguas superficiales analizadas en las
diferentes estaciones de muestreo (EM) y resultados de la identificacion mediante técnicas de biologia
molecular.

ESTACION N2 AISLAMIENTOS ACANTHAMOEBA SP. NAEGLERIA SP.

EM.1 8 6 0

o EM.2 10 6 0
2 Em3 8 3 0
S ema 6 2 0
2 EMS5 9 3 2
“ M6 11 10 0
EM.7 8 0 1

EM.1 8 6 0

~ EM2 20 10 2
S EM3 17 4 0
S ema 7 0 0
2 EMS5 11 4 0
Y Eme6 8 1 0
EM.7 8 0 2
TOTAL 139 55 7

La secuencia de amplicones obtenidos con los cebadores FLA permiten detectar que al menos
21 cultivos (15 %) son mixtos ya que han proporcionado varias bandas. Este resultado refleja la
complejidad de la técnica de aislamiento mediante cultivos en agar y observacién microscépica,
debido a la variabilidad en tamafio y morfologia de las amebas de un mismo género (Ettinger y
col., 2003; Tsvetkovay col., 2004), que incluso varian dependiendo de las condiciones del cultivo
(Rayamajhee y col., 2022). Estas dificultades se han visto reflejadas en electroferogramas
correspondientes a una Unica banda de electroforesis purificada que, al secuenciar, han
resultado ser cepas mixtas u hongos (Cladosporium sp. concretamente) o en el aislamiento de

cepas visualmente diferentes que, tras su secuenciaciéon, han resultado ser idénticas.

En este sentido, Magnet y col. (2013) subrayan la importancia de combinar técnicas de cultivoy
de biologia molecular para obtener resultados mas fiables de identificacion. Aun asi, se requiere
la estandarizacidn de técnicas de muestreo y procesamiento para la deteccidn e identificacion
de AVL de muestras ambientales que ademds permita la identificacion de una mayor variedad
de géneros amebianos, ya que se ha observado que las técnicas empleadas seleccionan el

crecimiento de ciertos géneros e inhibe el de otros (Gofii y col., 2014).
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Géneros de amebas de vida libre identificados: Acanthamoeba y Naegleria

Mediante los cebadores especificos y la metodologia de identificacion de amebas (Apartado
111.1.5), se determina que 55 de los aislamientos pertenecen al género Acanthamoeba sp.y 7 a
Naegleria sp. (Tabla 1V.1). Los géneros Acanthamoeba y Naegleria ya han sido detectados en
aguas de rio, tal y como indican trabajos anteriores realizados en aguas superficiales de Aragdn
(Garcia y col., 2013), otras zonas de Espaia (Corsaro y col., 2010), Francia (Thomas y col., 2008),
Bulgaria (Tsvetkova y col., 2004), Iran (Niyyati y col., 2012) y Estados Unidos (Ettinger y col.,
2003). Ademas, también se ha detectado Acanthamoeba como el género mas abundante en el
estudio realizado en aguas superficiales de Aragdn (Garcia y col., 2013), asi como en estudios
realizados en estaciones depuradoras de aguas residuales de Navarra (Mosteo y col., 2013) y
fuentes publicas de Galicia (Paniagua-Crespo y col., 1990). Sin embargo, otros analisis llevados
a cabo en Espafia muestran tasas variadas para estos géneros (Corsaro y col., 2010; Penas-Ares

y col., 1994).

Acanthamoeba spp. es la ameba de vida libre mas abundante en el medio ambiente (Gomes y
col., 2016a) y asi lo ha sido en este estudio, habiéndose identificado como pertenecientes a este
género el 89 % (55 de 62) de los aislamientos, correspondientes a 11 de las 14 aguas superficiales
analizadas. Se ha detectado en agua provenientes de rios, estaciones depuradoras vy
potabilizadoras, agua potable, fuentes publicas, piscinas, spas, redes de distribucién
hospitalarias, torres de refrigeracién, drenajes de industrias farmacéuticas, entre otros (Berk y
col., 2006; Corsaro y col., 2010; Fernandez, 2014; Garcia y col., 2013; Lass y col., 2017; Lorenzo-
Morales y col., 2005; Mosteo y col., 2013; Muchesa y col., 2018; Nisar y col., 2022; Paniagua-
Crespo y col., 1990; Penas-Ares y col., 1994).

Se trata de un género potencialmente patégeno, que ha adquirido una mayor relevancia durante
estas ultimas décadas debido al aumento de la incidencia de queratitis amebiana, una infeccidon
de la cdrnea, dolorosa y potencialmente cegadora, causada especialmente por este género de
AVL. Acanthamoeba también puede ocasionar lesiones cutdneas, neumonia que puede
conllevar a una acantamebiasis diseminada o encefalitis amebiana granulomatosa, una infeccion
del sistema nervioso central mortal (Visvesvara y col.,, 2007; Rayamajhee y col., 2022).
Actividades acudticas como bafiarse, ducharse o nadar en aguas contaminadas, especialmente
mientras se usan lentes de contacto pone en riesgo a los usuarios (Javanmard y col., 2017) y
remarca la importancia de la vigilancia microbioldgica de poblaciones, especialmente en zonas

dedicadas al bafio recreativo.

93



Tesis Doctoral de C. Menacho

Tradicionalmente, se han descrito diferentes especies de Acanthamoeba basandose en criterios
morfoldgicos y, posteriormente, bioquimicos, inmunoldgicos y fisioldgicos. El avance en
metodologias de andlisis molecular ha permitido desarrollar una clasificaciéon en funcién de los
genotipos de este género; concretamente, el andlisis de la secuencia genética del ARN
ribosdmico (ARNr) 18 S es la técnica mas ampliamente usada para la caracterizaciéon de
aislamientos de Acanthamoeba (Lass y col., 2017). Hasta la fecha, se han podido identificar 23
genotipos diferentes (Putaporntip y col., 2021). En el Apartado 1V.1.2 se explica el analisis

filogenético de las especies de Acanthamoeba aisladas.

Naegleria spp. estd ampliamente distribuida en aguas ambientales (Thomas y col., 2008),
aunque su distribucidn varia segun los estudios; por ejemplo, Corsaro y col. (2010) reportaron
Neagleria como la ameba mas abundante (44 % de los aislamientos) en tres estaciones
potabilizadoras de agua de Espafia mientras que, en el presente estudio, este género se ha
detectado en el 11 % (7 de 62) de los aislamientos. Este valor se asemeja a la tasa detectada en
reservorios de agua en Aragoén, que es del 13 % (Garcia y col., 2013). Ha de considerarse que las
amebas posiblemente se concentren y aumenten su nimero desde que se toman las muestras
hasta que se llevan a cabo los procesos de cultivo y posterior deteccion debido al contenido en
materia organica (Marin y col., 2014) y que la relacion de abundancia entre Naegleria -

Acanthamoeba favorece a la segunda (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

El género Naegleria estd compuesto por 47 especies descritas hasta la fecha, las cuales se
pueden identificar mediante la secuenciacion de la regién ITS del genoma (Javanmard y col.,
2017). La Unica especie considerada patégena para el ser humano es N. fowleri, causante de una
meningoencefalitis amebiana primaria que ha resultado ser mortal en el 95 % de los casos,
afectando especialmente a nifios sanos. Se caracteriza por crecer en aguas a altas temperaturas;
de hecho, en Europa se ha detectado frecuentemente en aguas de refrigeracion industriales,
mientras que en otros continentes se han aislado mayoritariamente de aguas calientes naturales
(De Jonckheere, 2014). Para su deteccién rapida, Pélandakis y Pernin (2002) desarrollaron el

cebador FW, que permite amplificar genéticamente N. fowleriy otras especies termofilicas.

En el presente trabajo, mediante técnicas moleculares, 7 aislamientos amplifican para la
presencia de Naegleria sp. (cebador ITS) y 3 de ellas amplifican al emplear el cebador FW.
Mediante la secuenciacion de los productos de PCR obtenidos a partir de las amplificaciones
positivas para el cebador FW, se identifica la presencia de N. australiensis en las EM.7.1y EM.7.2
y N. lovaniensis en la EM.7.2. Tras alinear las secuencias de N. australiensis mediante el Software

LALIGN (http://www.apache.org/licenses/LICENSE-2.0), se obtiene una identidad del 100 %. Los
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restantes aislamientos, pertenecientes a las EM.5.1 y EM.2.2 no pudieron ser identificados a

nivel de especie.

Naegleria australiensis es una especie de Naegleria que suele aislarse con frecuencia y en
grandes cantidades (De Jonckheere, 2014). Su presencia se ha visto relacionada en diferentes
ocasiones con la contaminacidn térmica por industrias (Milanez y col., 2019). Hasta la fecha, se
considera un patdgeno potencial, ya que ha demostrado ser patégena en animales de
experimentacion, pero no en humanos (De Jonckheere, 2014). Esta especie se ha detectado en
diferentes ambientes acudticos, como rios o spas y en agua empleada para potabilizar, regar
cultivos, pescar y generar de energia (Edagawa y col., 2009; Javanmard y col., 2017; Lee y Park,
2023; Milanezy col., 2019; Scaglia y col., 1983). Edagawa y col. (2009) describieron el aislamiento
de N. australiensis en condiciones de cultivo a 30 °C, coincidiendo con las condiciones del

presente trabajo.

Por su parte, N. lovaniensis es la especie filogenéticamente mas cercana a N. fowleri, pero no es
patdgena. Esta especie se ha aislado de aguas termales naturales (a 45 °C) en México (Rivera y
col., 1990), Bélgica y Estados Unidos (Stevens y col., 1980), y en piscinas terapéuticas de un
hospital (De Jonckheere, 1982). Naegleria lovaniensis tiene los mismos requerimientos de
temperatura que N. fowleri y, por tanto, suelen encontrarse a menudo juntas en aislamientos
del medio ambiente (De Jonckheere, 2014); por tanto, aunque no se ha detectado N. fowleri en
las aguas superficiales evaluadas, no puede descartarse su presencia ya que las técnicas de

cultivo empleadas no permiten su crecimiento in vitro.

Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. son dos de los géneros mds asociados con enfermedades
humanas (Garcia y col., 2011). Aunque se han encontrado otros géneros de amebas en rios que
también son potencialmente patdgenas, ha de tenerse en cuenta que el cultivo es una técnica
limitante que subestima la diversidad y densidad de las AVL (Gofii y col., 2014) y que subcultivar
favorece la pérdida de cepas aisladas (Rodriguez-Zaragoza, 1994). En este sentido, hay algunas
especies de especial interés clinico, como Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea,
Paravahlkampfia francinae o la ya mencionada, N. fowleri, que no son capaces de crecer en las
condiciones de cultivo establecidas y, por ello, no puede garantizarse su ausencia (Garcia y col.,

2011).
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1.2. ANALISIS FILOGENETICO

Con el objeto de vigilar y caracterizar las AVL presentes en las aguas de rios de la Cuenca del
Ebro con presién ganadera y estudiar las relaciones entre las amebas aisladas en dichos rios, se
realiza un analisis filogenético de las AVL. Este andlisis se basa en las relaciones existentes entre
los fragmentos de ADN que pudieron ser secuenciados y, comprende, por un lado, la
comparaciéon entre las secuencias de Acanthamoeba obtenidas entre si, para determinar las
relaciones entre las cepas y, por otro, la comparacién de estas con secuencias de referencia para
conocer el genotipo de las cepas identificadas. Este procedimiento se lleva a cabo mediante la

metodologia descrita en el Apartado 11.1.5.4.

En total, los resultados del Apartado IV.1.1. permiten obtener un total de 28 secuencias de
nucleétidos de Acanthamoeba, siendo tres de ellas demasiado cortas y, por tanto, se realiza el
estudio filogenético sobre 25 secuencias de Acanthamoeba. Tras realizar el alineamiento de las
secuencias, se selecciona un fragmento comun a todas las secuencias, de 328 pares de bases, y
utilizando el método Neighbor-Joining (NJ), se obtiene el arbol filogenético considerado mas
Optimo, el cual se muestra en la Figura IV.1. Los valores de los nodos indican el porcentaje de
pseudoréplicas (de las 1000 realizadas por el programa informatico) en las que se asocian los
diferentes taxones de la misma manera (Felsenstein, 1985). La matriz de identidades, calculada
a partir de las 25 secuencias analizadas, indica que la identidad varia entre 0,978 y 1, sefialando

gue estas poblaciones de AVL tienen una relacidn evolutiva cercana.

Segun el arbol filogenético, se observan dos grandes grupos filogenéticos de las Acanthamoeba
estudiadas. Uno de ellos estd compuesto por 22 secuencias, provenientes de las amebas aisladas
delas EM.1.1 (C1-1111, C1-1113, C1-112, C1-12, C1-141, C1-142), EM.2.1 (C1-211, C1-2132, C1-
231), EM.5.1 (C1-521, C1-522), EM.6.1 (C1-614, C1-62112, C1-623, C1-643), EM.2.2 (C2-2213,
C2-221b, C2-223, C2-2311, C2-23161, C2-252) y EM.3.2 (C2-331), de las cuales, 14 son idénticas.
El segundo grupo esta compuesto por 3 secuencias pertenecientes a las amebas aisladas de

EM.2.1 (C1-221, C1-2221) y EM.6.1 (C1-631), siendo las secuencias C1-2221 y C1-631 idénticas.

Para determinar el genotipo de las secuencias de Acanthamoeba identificadas, estas se
comparan con secuencias de referencia pertenecientes a los 23 genotipos identificados hasta la
fecha (Putaporntip y col., 2021), tomando las secuencias de la base de datos GeneBank. En la
Figura IV.2 se muestra el arbol filogenético obtenido mediante el método NJ. Las secuencias de
referencia pertenecientes a los genotipos T7, T8, T9, T17 y T18 mostraron grandes diferencias a
las secuencias de estudio y, debido a que provocaban grandes modificaciones en el alineamiento

de secuencias, no se muestran en el arbol.
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Acanthamoeba sp. C1-521
Acanthamoeba sp. C2-223

Acanthamoeba sp. C1-112
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Acanthamoeba sp. C1-2221
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—

0,0020

Figura IV.1. Filogenia de las secuencias de Acanthamoeba identificadas mediante Neighbor-
Joining (1000 broosts). Analisis realizado mediante el Software MEGA v.11.

Se puede observar que todas las secuencias de Acanthamoeba estudiadas pertenecen al

genotipo T4, presentando todas ellas mas del 99 % de identidad con las secuencias

pertenecientes a este genotipo, segun se obtiene en la matriz de identidades. Se trata del

genotipo mas abundante en el medio ambiente y, también, el mas frecuentemente identificado

como causante de enfermedades, especialmente en casos de queratitis amebiana (Lass y col.,

2017). En la Tabla IV.2 se muestra la identificacion de las AVL, el genotipado y los cédigos de

registro en la base de datos GeneBank clasificados segun las estaciones y campafias de muestreo

del estudio.
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— Acanthamoeba sp. C1-221
— Acanthamoeba sp. C1-614
— Acanthamoeba sp. C2-221a
+ Acanthamoeba sp. C1-521
+ Acanthamoeba sp. C2-252
- Acanthamoeba sp. C2-223
Acanthamoeba sp. C2-23161
Acanthamoeba sp. C1-62112
Acanthamoeba sp. C1-2132
Acanthamoeba sp. C1-12
Acanthamoeba sp. ATCC50369 (U07409) — T4
Acanthamoeba rhysodes ATCC50368 (U07406) — T4
Acanthamoeba polyphaga CDC:0884:V029 (U07402) — T4
Acanthamoeba castellanii ATCC50373 (U07416) - T4
Acanthamoeba castellanii ATCC:50492 (U07401) — T4
Acanthamoeba castellanii ATCC50493 (U07403) - T4
Acanthamoeba culberisoni (AF019057) — T4
Acanthamoeba polyphaga (AF019056) — T4
Acanthamoeba sp. ATCC50497 (U07410) — T4
Acanthamoeba sp. C1-1111
Acanthamoeba sp. C1-141
Acanthamoeba sp. C1-2221
[| Acanthamoeba sp. C1-623
Acanthamoeba sp. C2-221b
+ Acanthamoeba sp. C2-2311
Acanthamoeba castellanii ATCC:50370 (U07414) — T4
Acanthamoeba castellanii ATCC:50374 (U07413) — T4
Acanthamoeba hatchetti (AF019060) — T4
Acanthamoeba polyphaga (AF019062) — T4
Acanthamoeba sp. (AF019059) — T4
Acanthamoeba sp. C1-1113
Acanthamoeba sp. C1-142
Acanthamoeba sp. C1-231
Acanthamoeba lugdunensis ATCC50371 (U07407) - T4
Acanthamoeba sp. C1-631
Acanthamoeba castellanii CDC:0180:1 (U07405) — T4
Acanthamoeba polyphaga ATCC50372 (U07415) — T4
Acanthamoeba rhysodes ATCC30973 (U07417) — T4
Acanthamoeba sp. (AF019058) — T4
Acanthamoeba sp. C1-12
Acanthamoeba sp. C1-211
Acanthamoeba sp. C1-522
Acanthamoeba sp. C1-643
Acanthamoeba sp. C2-331
Acanthamoeba hatcheiti (AF019068) — T11
Acanthamoeba stevensoni ATCC50388 (AF019069) — T11
Acanthamoeba griffini (581337) — T3
Acanthamoeba griffini ATCC50435 (AF019053) - T3
Acanthamoeba polyphaga (AF019052) - T3
Acanthamoeba sp. (AF132134) —-T13
Acanthamoeba griffini (U07412) - T3
Acanthamoeba sp. (GQ380408) — T16
Acanthamoeba sp. (AT026245) — T16
Acanthamoeba sp. (DQ451161.2) - T20
Acanthamoeba palestinensis ATCC30970 (U07411) — T2
Acanthamoeba palestinensis ATCC50708 (AF019063) — T6
46 — Acanthamoeba polyphaga CCAP15013c (AF019051) -T2

Acanthamoeba sp. (AF132136) - T13
1 Acanthamoeba lenticulata (U94730) — T5

99 ' Acanthamoeba lenticulata (U34741) — T5

Acanthamoeba pyriformis (KX840327.1) - T21
— Acanthamoeba jacobsi ATCC30732 (AY262360) — T15
74, Acanthamoeba sp. (KJ413084.1) - T19
Acanthamoeba micheli (KP711387.1) - T19
Acanthamoeba castellanii CDC:0981:V006 (U07400) — T1
Acanthamoeba culbertsoni (DQ499151)—T10
Acanthamoeba healyi (AF019070) — T12
Acanthamoeba sp. (AF333609) — T14
Acanthamoeba sp. (MZ272148.1) - T23
99' Acanthamoeba sp. (MZ272149.1) - T23
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Figura IV.2. Arbol filogenético para la determinacion del genotipo de las secuencias de
Acanthamoeba identificadas al compararlas con secuencias de referencia mediante NJ
(1000 réplicas). Analisis realizado mediante el Software MEGA v.11.
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Tabla IV.2. Resultados de la identificacidn y genotipado de los aislamientos de AVL mediante técnicas de
biologia molecular y codigo del registro de las secuencias en la Base de Datos GeneBank.

ESTACION AISLAMIENTO IDENTIFICACION REFERENCIA GENEBANK

1111 Acanthamoeba sp. T4 PQ031345
1113 Acanthamoeba sp. T4 PQO031346
EM.L1 112 Acanthamoeba sp. T4 PQ031347
12 Acanthamoeba sp. T4 PQ031348
141 Acanthamoeba sp. T4 PQ031349
142 Acanthamoeba sp. T4 PQO031350
211 Acanthamoeba sp. T4 0Q927217
2132 Acanthamoeba sp. T4 PQ031351
221 Acanthamoeba sp. T4 PQ031352
EM.2.1 2221 Acanthamoeba sp. T4 PQ031353
2222 Acanthamoeba sp. ns
223 Acanthamoeba sp. PQ031354
231 Acanthamoeba sp. T4 PQO031355
3112 Acanthamoeba sp. ns
EM.3.1 3121 Acanthamoeba sp. ns
313 Acanthamoeba sp. ns
431 Acanthamoeba sp. ns
EM.4.1
443 Acanthamoeba sp. ns
521 Acanthamoeba sp. T4 PQ031356
522 Acanthamoeba sp. T4 PQ031357
EM.5.1 541 Acanthamoeba sp. ns
5512 Naegleria sp. ns
5521 Naegleria sp. ns
611 Acanthamoeba sp. ns
614 Acanthamoeba sp. T4 PQO031358
62112 Acanthamoeba sp. T4 PQ031359
6212 Acanthamoeba sp. ns
EM.6.1 622 Acanthamoeba sp. ns
623 Acanthamoeba sp. T4 PQ031360
631 Acanthamoeba sp. T4 PQ031361
632 Acanthamoeba sp. ns
642 Acanthamoeba sp. ns
643 Acanthamoeba sp. T4 PQ031362
EM.7.1 71 N. australiensis PQ031370
11 Acanthamoeba sp. C
12 Acanthamoeba sp. ns
14 Acanthamoeba sp. ns
EM.1.2
151 Acanthamoeba sp. ns
152 Acanthamoeba sp. ns
16 Acanthamoeba sp. ns

c: secuencia demasiado corta; EM: estacion de muestreo; ns: aislamiento no secuenciado.
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Tabla IV.2. Resultados de la identificacidn y genotipado de los aislamientos de AVL mediante técnicas de
biologia molecular y cddigo del registro de las secuencias en la Base de Datos GeneBank. Continuacion.

ESTACION AISLAMIENTO IDENTIFICACION REFERENCIA GENEBANK
291 Acanthamoeba sp. T4 PQ031363
Acanthamoeba sp. T4 PQ031364
222 Acanthamoeba sp. o
223 Acanthamoeba sp. T4 PQ031365
2311 Acanthamoeba sp. T4 PQ031366
23122 Naegleria sp. ns
EM.2.2 23123 Naegleria sp. ns
23124 Acanthamoeba sp. ns
2314 Acanthamoeba sp. ns
23161 Acanthamoeba sp. T4 PQO031367
23162 Acanthamoeba sp. ns
232 Acanthamoeba sp. ns
252 Acanthamoeba sp. T4 PQ031368
31 Acanthamoeba sp. ns
EM.3.2 32 Acanthamoeba sp. ns
331 Acanthamoeba sp. T4 PQ031369
332 Acanthamoeba sp. ns
51 Acanthamoeba sp. ns
EM.5.2 521 Acanthamoeba sp. ns
522 Acanthamoeba sp. ns
53 Acanthamoeba sp. ns
EM.6.2 6212 Acanthamoeba sp. ns
722 N. lovaniensis PQO31371
EM.7.2 789 N. australiensis PQ031372

c: secuencia demasiado corta; EM: estacion de muestreo; ns: aislamiento no secuenciado.
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2. EXTRACCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE

BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

Con el objeto de aislar e identificar las bacterias endocitobiontes (BE) del interior de las amebas
de vida libre presentes en las aguas de rios de la Cuenca del Ebro con presién ganadera, se lleva
a cabo la extraccidon de BE de una seleccidén de cultivos de AVL capaces de crecer en medio
axénico. Posteriormente, se seleccionan las BE de mayor interés en funcién de la sensibilidad a
antibidticos detectada (resultados discutidos en el Capitulo IV) y se identifican mediante

caracterizacion protedmica.

2.1. EXTRACCION Y AISLAMIENTO

La extracciéon y aislamiento de las bacterias endocitobiontes (BE) situadas en el interior de las
amebas de vida libre (AVL) se realiza para una seleccidn de 64 AVL de aguas superficiales que
presentan la concentracion de AVL necesaria, aplicando la metodologia descrita en el Apartado
I11.2; estas AVL proceden de las EM.1.1-EM.7.1, EM.1.2 y EM.2.2. Se observa crecimiento de BE
a partir de la lisis de 43 de las AVL seleccionadas, es decir en el 65 % de los cultivos de AVL
evaluados. En total, a partir de las 64 AVL seleccionadas, se aislan 379 cepas de BE, tal y como
muestra la Tabla IV.3. Algunas de las BE extraidas crecieron en medio selectivo con apramicina,
gentamicina o ampicilina, demostrando su resistencia a la presencia de estos antibidticos; estos
resultados se evaluan en profundidad en el Capitulo IV. En la Figura V.3 se muestra un ejemplo

de BE crecidas a partir del proceso de lisis y extraccién.

Figura IV.3. Bacterias endocitobiontes crecidas en MH tras 24 horas de incubacidn,
procedentes de la lisis de la AVL 75 de la EM.7.1.
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Los resultados muestran una tasa de AVL con bacterias en su interior inferior al estudio realizado
por Garcia y col. (2013) en reservas de agua y algunas plantas de tratamiento de Aragdn, en el
que detectaron bacterias en el interior del 88 % de las AVL aisladas; si bien, cabe destacar que
emplearon técnicas moleculares y no de cultivo para su deteccidn. Por otro lado, los resultados
obtenidos son muy superiores a los obtenidos por Thomas y col. (2008) y Corsaro y col. (2010)
en una y tres estaciones potabilizadoras de Francia y Espafia, respectivamente: Thomas y col.
solo detectaron bacterias en el interior de 4 de las 50 amebas aisladas (2 %) mediante técnicas
de co-cultivo y Corsaro y col. (2010) detectaron un 16 % de AVL portadoras de BE mediante PCR.
Tabla 1V.3. Niumero de amebas de vida libre (AVL) sometidas al proceso de lisis y positivas para el

crecimiento de bacterias endocitobiontes (BE). Numero de BE extraidas y medios de cultivo que

permitieron su seleccion.

p N2 AVL Ne2 BE MEDIO DE AISLAMIENTO
ESTACION N2 AVL BE+
LISADAS AISLADAS MH APR GM AMP

EM.1.1 8 6 77 70* 1 1 5
EM.2.1 6 4 34 23* 6 3t 27
EM.3.1 8 2 10 8* 0 1 1
EM.4.1 6 1 5 4 1 0 0
EM.5.1 6 6 114 108 4 0 2
EM.6.1 10 5 19 17 0 0 2
EM.7.1 6 5 36 35%* 1 0 1
EM.1.2 5 5 27 27* 0 0 0
EM.2.2 9 9 57 57 0 0 0
TOTAL 64 43 379 348 13 5 13

* Alguno de los lisados presentaba incontables bacterias extraidas; T se aislan levaduras; AMP: ampicilina;
APR: apramicina; EM: estacion de muestreo; GM: gentamicina; MH: Miieller Hinton sin antibidticos.
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2.2. IDENTIFICACION

La identificacién de las cepas de BE se lleva a cabo mediante técnicas de identificacion
proteédmica (como se indica en el Apartado 111.2.4). En total, se seleccionan las 83 cepas de mayor
interés segun su sensibilidad a antibidticos (informacion mostrada en el Capitulo V), todas
pertenecientes a la primera campaia de muestreo, resultando dos de ellas ser levaduras
(concretamente, Candida sp.) y no pudiéndose identificar otras cuatro cepas al no crecer tras su
resiembra. Las cepas identificadas se conservan en leche a -20 °C. Los resultados de la

identificacidn de las BE se muestran en las Tablas IV.4 y IV.5.

Las 77 bacterias identificadas corresponden a un total de 19 especies bacterianas,
pertenecientes a 9 géneros diferentes. La mayoria de los aislamientos pertenecen, en orden de
prevalencia, a los géneros Staphylococcus (44 %), seguido de Bacillus (26 %) y Microbacterium
(16 %). En total, las BE identificadas pertenecen a 3 filos: 56 aislamientos (73 %) corresponden a
Firmicutes (Staphylococcus, Bacillus y Paenibacillus), 18 (23 %) a Actinomycetota, pertenecientes
todas a la familia Micrococcaceae (Microbacterium, Micrococcus y Kocuria), y 3 (4 %) a
Proteobacterias, pertenecientes todas a las gammaproteobacterias, pero a tres familias distintas

(Erwiniaceae, Pseudomonadaceae y Xanthomonadaceae).

Staphylococcus

En el presente trabajo, se han extraido 34 cepas de Staphylococcus sp. procedentes de 11 AVL
aisladas de las 7 estaciones de muestreo evaluadas. Las especies identificadas son, en orden de
prevalencia, S. warneri (12 aislamientos), S. pasteuri (12), S. epidermidis (7) y S. equorum (3).
Staphylococcus es un género de bacterias gram positivas, metabdlicamente flexibles y robustos
frente a estreses ambientales, lo que les permite sobrevivir y habitar una alta diversidad de
nichos distintos. Se clasifican en especies coagulasa-positivas (“COPS” por sus siglas en inglés,
“coagulase positive Staphylococcus”) y coagulasa-negativas (“CONS” por sus siglas en inglés,
“coagulase negative Staphylococcus”). Las especies de Staphylococcus aisladas en el presente
trabajo pertenecen al grupo de CONS, un grupo heterogéneo de Staphylococcus que no se basa
en relaciones filogenéticas, sino que se definieron para diferenciarlo de S. aureus, la Unica
especie patdgena y COPS conocida en el momento de su clasificacidon (Ferndndez-Fernandez y

col., 2023).

Los CONS suelen encontrarse como comensales en la piel y mucosas de humanos y animales

(esencialmente S. epidermidis y S. warneri). Son oportunistas y representan uno de los
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principales patégenos nosocomiales, especialmente relacionados con implantes, siendo S.
epidermidis la especie de CONS mdas comun en infecciones (Becker y col., 2014; Fernandez-
Fernandezy col., 2023), aunque S. warneriy S. pasteuri también se han encontrado involucrados
en infecciones a personas inmunodeprimidas, bacteremias, endocarditis y colitis (Lozano-Ledn

y col., 2008; Stollberger y col., 2006; Yoon y Runnegar, 2019).

Bacillus

En el presente trabajo se han extraido 20 cepas de Bacillus sp., procedentes de 7 AVL aisladas
de 3 estaciones de muestreo diferentes. Las especies identificadas son, en orden de prevalencia,
B. clausii (9 aislamientos), B. licheniformis (6), B. pumilus (2), B. altitudinis, B. cereus y B.
niabensis (1). El género Bacillus estd conformado por bacterias alargadas, gram positivas,
aerdbicas y anaerdbicas facultativas que presentan una gran resistencia y capacidad de formar
endosporas en respuesta a estrés nutricional o ambiental. Esto les permite ser ubicuas en
diversos ambientes y sobrevivir en extremos (Alcaraz y col., 2010; Jagadeesan y col., 2024). Este
género de bacterias se conoce por su amplia gama de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran péptidos antimicrobianos, antibidticos, fitohormonas, enzimas liticas y proteasas,
entre otros. Precisamente por sus potenciales aplicaciones biotecnolégicas, el género Bacillus
esta bien explorado y documentado; varias de las especies aisladas en el presente trabajo, se
han empleado en biodegradacién y biorremediacidon (B. niabensis y B. altitudinis), como
biofertilizantes y biopesticidas (B. altitudinis, B. cereus, B. licheniformis y B. pumilus) o como
productores de proteasa (B. cereus) a nivel industrial (Al-Hagar y col., 2021; Comba-Gonzélez y

col., 2024; Jagadeesan y col., 2024; Jeong y col., 2017; Su y col., 2023).

Hasta la fecha, sélo B. cereus, B. licheniformis y B. pumilus se consideran patégenas, pero el
numero de casos parece ir en aumento. La primera de ellas se relaciona con brotes alimenticios
de gastroenteritis, aunque también se ha asociado con infecciones nosocomiales® y casos de
bacteremia® (Furuta y col., 2022; Tuipulotu y col., 2021). Bacillus licheniformis se considera un
patdgeno potencial en personas inmunodeprimidas, habiéndose reportado casos de bacteremia
nosocomiales asociados a catéteres (Blue y col.,, 1995) y, recientemente, con su previa
administracion oral como probidtico (Zouy col., 2024). Por su parte, B. pumilus se ha relacionado

con casos de septicemia®, infecciones cutdneas y gastrointestinales (Kimouliy col., 2012).

#Infeccién nosocomial: infeccidn adquirida durante la estancia en un hospital.
5> Bacteremia: presencia de bacterias en el torrente sanguineo.
6 Septicemia (o sepsis): respuesta inflamatoria sistémica grave, que puede llevar al fallo de 6rganos.

104



Capitulo IV

Paenibacillus

En el presente trabajo, se han extraido 2 cepas de Paenibacillus sp. a partir de 2 AVL aisladas de
2 estaciones de muestreo diferentes. El género Paenibacillus, inicialmente considerado parte
del género Bacillus, estda conformado por bacilos gram positivos, aerobios y anaerobios
facultativos, formadores de esporas (Sharmay col., 2015). Se han aislado de una gran variedad
de ambientes, como suelo, agua dulce y salada, aguas residuales, sistemas de distribucion,
sedimentos, plantas o alimentos (Oyewale y col., 2024; Sanz-Nietoy col., 2017). Similar al género
Bacillus, este género bacteriano se ha empleado en agricultura por su capacidad de promover
el crecimiento vegetal, en biorremediacién por su capacidad de degradar sustancias tdxicas y en
la industria biotecnoldgica por su habilidad de producir enzimas e incluso péptidos
antimicrobianos de interés (Grady y col., 2016). Las especies identificadas en el presente trabajo
son P. lautus y P. glucanolyticus, ambas de interés biotecnolégico (Mathews y col., 2016; Yadav
y col., 2021). Estas especies se han aislado en muestras clinicas (Sanz-Nieto y col., 2017) v,
aunque suelen considerarse como contaminaciones, se ha relacionado a P. lautus con casos de
bacteremia (Sharma y col., 2015) y a P. glucanolyticus con endocarditis y queratitis (Ferrand y

col., 2013; Hassan y col., 2021).

Microbacterium

En el presente trabajo, se han extraido 12 cepas de Microbacterium spp. procedentes de 6 AVL
aisladas de 4 estaciones de muestreo diferentes. Se identificaron 6 aislamientos como M.
paraoxydans, 1 aislamiento como M. arborescens y 5 aislamientos exhibieron igual similitud
para las especies Microbacterium imperiale y Microbacterium arborescens. Dos de estos
aislamientos se enviaron al servicio de secuenciacion del Hospital Clinic de Barcelona v,
mediante identificacidon genética del gen ARN ribosdmico (ARNr) 16 S, persistid la incertidumbre
al obtener un 99,7 % de identidad con ambas especies. Este hecho puede explicarse ya que
ambas especies presentan un 99,73 % de homologia de la secuencia genética del gen ARNr 16 S

(Gneiding y col., 2008).

El género Microbacterium comprende bacterias corineformes gram positivas con pigmentacion
amarilla. Se han aislado a partir de diferentes fuentes ambientales como suelo, aguas residuales,
agua potable, humidificadores y aire de hospitales (Chorost y col., 2018; Siedlecka y col., 2021)
y, ademas, precisamente las cepas identificadas en el presente estudio (M. paraoxydans, M.
arborescens y M. imperiale) se han detectado también en muestras clinicas (Funke y col., 1995).

Sin embargo, M. paraoxydans es la Unica de las especies aisladas de relevancia clinica hasta la
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fecha. Las infecciones ocasionadas por esta bacteria son poco frecuentes, aunque el nimero de
aislamientos nosocomiales esta aumentando (Laffineur y col., 2003). Normalmente los casos
estan asociados con pacientes inmunodeprimidos o catéteres permanentes (Chorost y col.,

2018).

Micrococcus

En el presente trabajo, se han extraido 4 cepas de Micrococcus spp. a partir de 3 AVL aisladas de
3 estaciones de muestreo diferentes. Los 4 aislamientos se identificaron como M. luteus. Se trata
de una bacteria gram positiva, cocoide organizada en tétradas y aerobia estricta. Es comun en
la piel de mamiferos y membranas mucosas, pero también se ha aislado en suelo, sedimentos
marinos, alimentos y agua dulce. Raramente causa infecciones, aunque se han documentado
casos de neumonia, abscesos cerebrales y artritis séptica especialmente en personas
inmunodeprimidas y, en algunos casos, relacionados con la capacidad de M. luteus de
desarrollar un estado de letargo, denominado estado viable pero no cultivable o VBNC por sus
siglas en inglés, “viable but not culturable” (EI-Rhmany col., 2009; Lanniello y col., 2019; Pekala

y col., 2018; Rodriguez-Nava y col., 2020).

Kocuria

En el presente trabajo, se han extraido 2 cepas de Kocuria spp. procedentes de 2 AVL aisladas
de 2 estaciones de muestreo diferentes. Ambos aislamientos se identificaron como K. rhizophila.
El género Kocuria, inicialmente clasificado como parte del género Micrococcus, se caracteriza
por estar formado por especies aerdbicas, cocoides, gram positivas. Este género de bacterias,
ubicuas en el ambiente, forman parte de la flora cutdnea y oral humana. Tradicionalmente se
consideraban bacterias inocuas y comensales o contaminantes de aislamientos clinicos, pero en
los ultimos afios ha habido un aumento de casos infecciosos asociados a este género,
relacionados con catéteres o pacientes inmunodeprimidos y que han llegado a causar graves
afecciones. Actualmente, se consideran patdgenos oportunistas y, entre ellas, K. rhizophila se
ha reportado como causante de bacteremias y endocarditis (Pierron y col., 2021; Zhang vy col.,
2023b). Esta bacteria aislada por primera a partir de rizoplano’ (Kovacs y col., 1999), estd
ampliamente distribuida en el medio ambiente y, entre otros, se ha aislado de spas (Drbohlavova

y col., 2019).

7 Rizoplano: zona comprendida por la superficie de las raices.
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Pantoea

En el presente trabajo, se ha extraido 1 cepa de Pantoea spp., que se ha identificado como P.
agglomerans. El género Pantoea, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta compuesto
por un grupo diverso de bacterias gram negativas bacilares. En la naturaleza, suele encontrarse
en asociacion con plantas, tanto como patdgenas como bacterias beneficiosas. También se han
aislado de suelo, ambientes acudaticos (como en acuiferos, rios, aguas termales o agua potable)
y en asociacidn con animales y humanos. Pantoea agglomerans es capaz de sintetizar y secretar
una gran variedad de compuestos, como compuestos orgdnicos volatiles, antibidticos y
biosurfactantes, que le permiten competir y sobrevivir en diferentes ambientes; lo que la ha
convertido en una especie atractiva para su uso como biocontrol, biopesticida y en
biorremediacion (Duchateau y col., 2024; Saticioglu y col., 2018; Walterson y Stavrinides, 2015)
e, incluso, como suplemento para prevenir la mastitis en cabras (Suzuki y col., 2023) y para

acuicultura (Amenyogbe y col., 2022).

Pantoea agglomerans es la especie de su género con mas casos clinicos significativos. Esta
bacteria representa una importante causa de infecciones nosocomiales en individuos
inmunodeprimidos, pudiendo causar serias infecciones oportunistas, tanto locales como
sistémicas, como neumonia neonatal, peritonitis, bacteriemia, neumonia, sepsis, abscesos
hepaticos o infecciones del tracto urinario (Saticioglu y col., 2018; Walterson y Stavrinides,

2015).

Pseudomonas

En el presente trabajo, se ha extraido 1 cepa de Pseudomonas spp., que se ha identificado como
P. koreensis. El género Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mas diversos y
ecolégicamente significativos. Estas bacterias se caracterizan por ser gram negativas, con forma
de bastdn, no formadoras de esporas y motiles gracias a uno o mas flagelos. Tienen caracter
protétrofod y versatilidad metabdlica, plasticidad del genoma y capacidad de afrontar diferentes
formas de estrés (fisico, quimico y antibacteriano), lo cual les permiten adaptarse y estar
presentes en la mayoria de ambientes naturales terrestres y acuaticos. Pseudomonas koreensis
se aislé por primera vez a partir de suelo agricola en Corea, donde se ha observado que cumple
funciones relacionadas con la descomposicion de materia organica y la promocion de

crecimiento de las plantas (Kwon y col., 2003; Vaz-Moreira y col., 2012). Desde entonces, se ha

8 Protétrofo: que puede crecer en medios de cultivo minimos.
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detectado en rizosferas, productos lacteos (Yuan y col., 2017), en agua de un lago en Méjico
(Toribio y col., 2011), agua potable (Fluit y col., 2020), el efluente de una estacién depuradora

de aguas residuales (Camiade y col., 2020) y en agua de hospital (Biswal y col., 2023).

Recientemente se ha descrito la capacidad de P. koreensis de infectar a seres humanos, lo que
ha llevado a considerarle un patégeno oportunista; se ha aislado de un paciente con enfermedad
pulmonar (Fluity col., 2020) y de una infeccién mixta de queratitis junto con el hongo Aspergillus

fumigatus (Khoo y col., 2020).

Pseudoxanthomonas

En el presente trabajo, se ha extraido 1 cepa de Pseudoxanthomonas spp., que se ha identificado
como P. indica. El género Pseudoxanthomonas esta formado por un grupo de bacterias gram
negativas, aerobias, no formadoras de esporas, aisladas a partir de habitats ambientales como
aguas termales, compost y especialmente suelo agricola. Varias especies se han aislado de zonas
contaminadas por metales pesados, petrdleo o hidrocarburos, demostrando la capacidad de
vivir en condiciones ambientales extremas y sus potenciales usos biotecnolégicos (Bansal y col.,
2022; Kumari y col., 2011; Selvaraj y col., 2022). De hecho, P. indica se aislé por primera vez a
partir de suelo contaminado con hexaclorociclohexano en la India. También se ha aislado en la
rizosfera y, tras comprobar su alta efectividad en el control de nematodos y hongos, se ha
comercializado como biopesticida y biofertilizante (Lugo y col., 2019). Estudios recientes
mediante secuenciacidon masiva han demostrado que este género es abundante en el biofilm de
grifos (Liu y col., 2012) y en ambientes contaminados con antibidticos (Abdellah y col., 2023;
Song y col., 2023; Zhao y col., 2022). Hasta la fecha P. indica no se ha asociado con ninguna
infeccion en humanos, pero si se ha asociado a P. kaohsiungensis de forma ocasional, especie
de este género aislada por primera vez en una zona contaminada con petréleo que se ha

relacionado con un caso de pericarditis en una persona inmunodeprimida (Kuo y Lee, 2018).
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Tabla IV.4. Numero de especies bacterianas obtenidas a partir del lisado de las amebas de vida libre (AVL) clasificadas segun su taxonomia, patogenicidad y caracterizacion
hasta la fecha como bacterias endocitobiontes (BE).

Ne BE (AVL DE N2 EM DE < RECONOCIDA
BACTERIA PROCEDENCIA) PROCEDENCIA PATOGENA COMO BE REFERENCIAS
Firmicutes 56 (16) 7
Bacillus spp. 20(7) 3
B. altitudinis 1(1) 1 No No
i , Evstigneeva y col. (2009); Pagnier y col. (2008);
B. cereus 1(1) 1 Si Si & yThorTfas v c)ol. (2gOOS)y ( )
B. clausii 9 (1) 1 No No
B. licheniformis 6 (3) 2 Si Si Thomas y col. (2008)
B. niabensis 1(1) 1 No No
B. pumilus 2(2) 1 Si Si Thomas y col. (2008)
Paenibacillus spp. 2(2) 2 Si ** Conco-Biyela y col. (2024)
P. glucanolyticus 1(1) 1 Si No
P. lautus 1(1) 1 Si No
Staphylococcus spp. 34 (11) 7
S. epidermidis 7 (5) 4 Si Si Cardas y col. (2012)
S. equorum 3(2) 2 No No
S. pasteuri 11 (6) 6 Si Si Evstigneeva y col. (2009)
S. warneri 13 (3) 3 Si No
Actinomycetota 18 (10) 5
Microbacterium spp. 12 (6) 4 Otras especies Evstigneeva y%ﬂﬁgg?,itf?fgéz)y col. (2008);
M. arborescens* 6 (2) 2 No No -
M. paraoxydans 6 (4) 2 Si Si Delumeau y col. (2023); Van der Loo y col. (2021)

EM: estacion de muestreo,; *Cinco de las cepas se consideran “M. arborescens/imperiale”; **Delafont y col. (2013, 2016) y Conco-Biyela y col. (2024) evaluaron el microbioma
de AVL mediante secuenciacion masiva y detectaron la presencia de ADN de Pseudoxanthomonas spp. y Paenibacillus spp., respectivamente, pero ningtn estudio hasta la
fecha ha aislado estas bacterias a partir de AVL.
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Tabla IV.4. Numero de especies bacterianas obtenidas a partir del lisado de las amebas de vida libre (AVL) clasificadas segun su taxonomia, patogenicidad y caracterizacion
hasta la fecha como bacterias endocitobiontes (BE). Continuacion.

Ne BE (AVL DE N2 EM DE < RECONOCIDA
BACTERIA PROCEDENCIA) PROCEDENCIA PATOGENA COMO BE REFERENCIAS

Micrococcus spp. 4 (3) 3

M. luteus 4 (3) 3 Si No
Kocuria spp. 2(2) 2 Otras especies Thomas y col. (2008)

K. rhizophila 2(2) 2 Si No

Proteobacterias 3(2) 1

Enterobacteriales 1(1) 1

Pantoea agglomerans 1(1) 1 Si Si Pagniery col. (2008)
Pseudomoniales 1(1) 1

Pseudomonas koreensis 1(1) 1 Si Si Van der Loo y col. (2021)
Pseudoxanthomonas 1(1) 1 Otras especies Si ** Delafont y col. (2013, 2016)

Pseudoxanthomonas indica 1(1) 1 No No

EM: estacidn de muestreo; *Cinco de las cepas se consideran “M. arborescens/imperiale”; **Delafont y col. (2013, 2016) y Conco-Biyela y col. (2024) evaluaron el microbioma
de AVL mediante secuenciacion masiva y detectaron la presencia de ADN de Pseudoxanthomonas spp. y Paenibacillus spp., respectivamente, pero ningun estudio hasta la
fecha ha aislado estas bacterias a partir de AVL.
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2.3. ESTUDIOS PREVIOS Y DEFINICION DE NUEVAS BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

En la Tabla IV.5 se presentan de manera detallada las especies bacterianas identificadas y las
AVL de las que fueron extraidas y aisladas (pertenecientes todas a la primera campafia, como se
indica en el Apartado 2.2 del presente capitulo). Cada BE tiene un cédigo que indica la AVL de la
gue procede. El primer digito de este cddigo, a su vez, sefiala la estacién de muestreo de origen.
Por ejemplo, la cepa Microbacterium paraoxydans 1111.34 se ha extraido de la AVL 1111, aislada

de la EM.1 (rio Segre en Torres de Segre).

Varias de las especies bacterianas identificadas en el presente estudio ya han sido descritas
como bacterias endocitobiontes hasta la fecha (Tabla 1V.4): Bacillus cereus, B. licheniformis, B.
pumilus, Staphylococcus epidermidis, S. pasteuri, Micorbacterium paraoxydans, Pantoea
agglomerans y Pseudomonas koreensis. También se han descrito algunas especies
pertenecientes a los géneros Micrococcus spp. y Kocuria spp. como BE. Por ejemplo, Pagnier y
col. (2008), mediante co-cultivo con Acanthamoeba polyphaga, aislaron B. cereus, P.
agglomerans y varias Pseudomonas spp. y Microbacterium spp. a partir de agua de rio, fuentes,
lagos y pozos domésticos de Francia. Thomasy col. (2008), a partir de 4 amebas de una estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR) de Francia, aislaron 65 bacterias pertenecientes a 23
géneros diferentes vy, entre ellas, varios Bacillus spp., como B. plumilus, B. licheniformis y B.
cereus, Kocuria spp., Microbacterium spp. y Pseudomonas spp. Van der Loo y col. (2021)
detectaron, entre otras, a M. paraoxydans y P. koreensis en el interior de AVL aisladas de agua

de pozo.

En estudios de secuenciacién masiva, Moreno-Mesonero y col. (2020a) observaron que la clase
mas abundante de BE en AVL aisladas de una EDAR en Valencia eran las gammaproteobacterias
(22 %), bacterias gram negativas, pero el género mas abundante era Bacillus (9 %), uno de los
géneros mas abundantes identificados en las aguas superficiales del presente estudio. Delafont
y col. (2013) estimaron que la biodiversidad bacteriana de las AVL presentes en agua potable de
Paris se encontraba entre 180 y 400 géneros, ademads detectaron que Bacillus spp. y
Pseudoxanthomonas spp. eran géneros bacterianos especialmente representativos en dos
estaciones de muestreo diferentes. Delafont y col. (2016) obtuvieron 155 taxones diferentes en
agua de red potable y, entre ellos, predominaba Pseudomonas spp; asimismo, detectaron los
géneros Pseudoxanthomonas spp., Microbacterium spp. y Bacillus spp. Moreno-Mesonero y col.
(2020b) también registraron Pseudoxanthomonas spp. como uno de los géneros mas
predominantes en AVL en un estudio realizado en lechugas en Espafa. Por otro lado, Conco-

Biyela y col. (2024) detectaron Paenibacillus spp. como uno de los filos bacterianos mas
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abundantes en aislamientos de Acanthamoeba obtenidos a partir de efluentes clorados de

EDAR.

De esta manera y, hasta donde se sabe, esta es la primera vez que se describe a Staphylococcus
equorum, S. warneri, Bacillus altitudinis, B. clausii, B. niabensis, Paenibacillus glucanolyiticus, P.
lautus, Microbacterium arborescens/imperiale, Micrococcus luteus, Kokuria rhizophila vy
Pseudoxanthomonas indica como bacterias capaces de sobrevivir en el interior de amebas y, de
hecho, aunque el ADN de Pseudoxantheoma spp. y Paenibacillus spp. ya ha sido descrito como
parte del microbioma de AVL aisladas en sistemas de agua potable en Francia (Delafont y col.,
2013, 2016) y de agua depurada y clorada en Sudafrica (Conco-Biyela y col., 2024),
respectivamente, esta es la primera vez que se describe su aislamiento y extraccion a partir de

la lisis de una ameba.

Comparando con los estudios previos mencionados, dos aspectos resaltan: una menor
diversidad bacteriana en cuanto a filos y géneros, y la mayor proporcién de BE gram positivas
identificadas (74 de las BE identificadas, el 96 %) comparada con las gram negativas (3
aislamientos, Pantoea, Pseudomonas y Pseudoxanthomonas, que representan el 4 % de las BE
identificadas), cuando normalmente suele observarse la tendencia contraria (Das y col., 2023;
Evstigneeva y col., 2009). Sin embargo, hay que tener en cuenta varios aspectos. Por un lado, la
diversidad de las BE identificadas en el presente trabajo estd sesgada por las condiciones de
cultivo y aislamiento: sélo bacterias aerobias de crecimiento rapido (24-48 horas) a 37 °C; y por
su resistencia a antibidticos (se han identificado las BE que han mostrado un perfil de
sensibilidad a antibiéticos interesante). Ademas, cabe decir que algunas de las BE seleccionadas,
alo largo del tiempo y los subcultivos no pudieron ser identificadas, bien por contaminacion de
las muestras o por dejar de crecer en las condiciones de estudio. También es posible que algunas
bacterias cultivables se hayan obviado durante los andlisis debido a la similitud de la morfologia
de sus colonias con otras ya seleccionadas para evaluar su resistencia, especialmente en los

casos en los que se obtuvo un gran nimero de BE de una misma ameba.

Se ha de destacar que se han llevado a cabo pocos estudios evaluando la microbiota del interior
de amebas ambientales y, que los estudios realizados hasta la fecha que han mostrado una gran
diversidad de BE, se han basado en técnicas de secuenciacidén gendmica, en los cuales se detecta
ADN que puede corresponder o no, con bacterias vivas (Delafont y col., 2013, 2016; Moreno-
Mesonero y col., 2020a), o técnicas de co-cultivo, que lo que permiten es conocer la capacidad
de determinadas bacterias de sobrevivir en el interior de amebas de referencia (Evstigneeva y

col., 2009; Pagnier y col., 2008). En este sentido, vale la pena mencionar que se han observado

112



Capitulo IV

diferencias significativas al aislar microorganismos a partir de muestras reales (sean ambientales
o clinicas) y en condiciones de laboratorio, lo cual ha llevado a establecer listas en las que se
clasifican las BE en funcién de haber sido detectadas in vivo o in vitro (Balczun y Scheid, 2017).
Esto refuerza el valor del presente trabajo en el que se han aislado BE presentes de forma natural

en amebas aisladas de muestras ambientales.

Ademas, como otros autores han dejado constancia, no es facil recuperar BE a partir de
aislamientos de AVL, incluso tratandose de bacterias normalmente cultivables (Rayamajhee y
col., 2022), ya que se ha visto que las bacterias ingeridas por Acanthamoeba pueden entrar en
un estado viable pero no cultivable, requiriendo técnicas de cultivo especiales. Asi les ocurrié a
Casini y col. (2018) que, analizando muestras de agua en hospitales, obtuvieron un 13 % de las
muestras positivas para Legionella pneumophila mediante técnicas de cultivo, mientras que el
66 % lo fueron mediante PCR. También puede ocurrir lo contrario, una proliferacién de ciertas
bacterias en condiciones cultivables que sobrestime su presencia real en el interior de las AVL,
como les ocurrié a Delumeau vy col. (2023) con Microbacterium spp. y otras bacterias, que
mostraron ser poco abundantes en los analisis de secuenciacidn, pero muy abundantes en

cultivo.

Adicionalmente, ha de tenerse en cuenta el tiempo pasado desde la toma de muestras de agua
en las estaciones de muestreo hasta la extraccidn de las BE, el cual varia segun la estacién y las
amebas. Durante este periodo, la microbiota de las AVL ha podido variar en gran medida;
posiblemente, algunos géneros bacterianos inicialmente presentes en la ameba hayan salido de
la misma a lo largo de los subcultivos y las BE presentes en mayor proporcidn sean capaces de
reproducirse en el interior de las amebas. En este sentido es interesante sefialar que, en un
estudio reciente (Delumeau y col., 2023), se demostré que los diferentes subcultivos de amebas
en cultivo sdlido, como los realizados en el presente trabajo para el aislamiento de las amebas,
hacen variar la composicién de la microbiota interior de las amebas. De hecho, en este estudio,
cuatro amebas aisladas (Naegleria sp., N. australiensis, Vahlkampfia sp. y Paravahlkampfia
ustiana) en tres puntos de muestreo diferentes de unos bafios termales naturales
recreacionales, obtuvieron que, pese a la diferente biodiversidad inicial, las amebas acababan
teniendo un perfil microbioldgico intracelular muy similar tras diferentes subcultivos. También
observaron que algunos géneros bacterianos eran mds propensos a encontrarse en ciertas
amebas, pero esto realmente es dificil de constatar en el presente estudio dado que se han

identificado dos géneros de AVL distintos.
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Por otro lado, se ha demostrado que ciertos géneros de amebas tienen sus preferencias a la
hora de depredar y alimentarse de bacterias: Acanthamoeba parece ser generalista,
depredando activamente diferentes bacterias en diferentes condiciones con similar eficiencia,
mientras que otros géneros como Vermamoeba (no detectada en el presente estudio), parecen
ser mas selectivas, favoreciendo su crecimiento en determinados nichos ecolégicos (Das y col.,
2023). No obstante, se ha sugerido que la variabilidad ambiental (por ejemplo, de temperatura,
gue puede promover o atenuar la proliferacién de ciertas especies tanto bacterianas como
amebianas) y la especificidad huésped-hospedador son factores clave de la composicion y
variacion de la microbiota en AVL (Delumeau y col., 2023). También es posible que ciertas
bacterias muestren mayor “reticencia” a ser ingeridas; tal es el caso de una especie del género
Pantoea capaz de producir un glicolipido biosurfactante que le permite resistir la depredacién
de Dictyostelium discoideum e, incluso, comprometer su integridad celular y lisarla (Smith y col.,
2016). En esta linea, resulta relevante citar un caso de cooperacidén entre bacterias para
defenderse de la depredacion por D. discoideum: se ha observado que Pseudomonas sp. puede
secretar unos lipopéptidos (siringafactinas) que estimulan la produccion de peptidasas por
Paenibacillus sp., los cuales degradan lipopéptidos y generan subproductos téxicos para la

ameba (Zhang y col., 2021).

Otro punto interesante a tener en cuenta es que las BE, una vez internalizadas, pueden
interactuar en el interior de las amebas, favoreciendo o evitando la depredacidn/infeccién por
otros géneros. Por ejemplo, la presencia de la bacteria Protochlamydia amoebophila protege a
su hospedadora A. castellanii de la infeccién por L. penumophila y varias especies de
Paraburkholderia presentes en el interior de D. discoideum, facilitan el transporte de otras
bacterias (Delumeau y col., 2023). Quiza estas interacciones podrian tener relaciéon con la
elevada presencia de bacterias gram positivas y, mas concretamente, de Staphylococcus spp.,
no reportados en estudios de AVL ambientales hasta la fecha. Es sabido que S. warneri es capaz
de producir un péptido anti-Legionella (Héchard y col., 2005) con actividad bactericida y S.
epidermidis es capaz de producir un péptido bacteriostatico frente a la misma bacteria
(Marchand y col., 2011). Esto podria condicionar la presencia de Legionella spp. en el interior de
las amebas y quizas de otras gram negativas. Incluso, cabe pensar que las amebas,
especialmente Acanthamoeba, se alimenten selectivamente de Staphylococcus ya que, al
sobrevivir en su interior, les protegen de la infeccion por Legionella. Puesto que Legionella es un
género bacteriano que no se puede aislar por las técnicas de cultivo empleadas, seria de gran
interés evaluar en futuros estudios la presencia o ausencia de este género en las amebas cony

sin estas especies de Staphylococcus y comprobar si existe alguna relacién. No obstante, estas
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interacciones entre bacterias deben de depender de donde estidn localizadas dentro de la
ameba, ya que algunas habitan en vacuolas, mientras que otras persisten en el citoplasma

(Haselkorn y col., 2021).

Otro ejemplo, podria ser la interaccidon entre especies de Bacillus spp. y Pseudomonas spp., que
se ha visto que pueden variar desde la coexistencia hasta la competencia, dependiendo de los
factores ambientales y la abundancia de nutrientes (Lyng y Kovacs, 2023). Es interesante
observar en los resultados que, en la Unica AVL y estacidon de muestreo en la que se detecto la
presencia de P. koreensis, no se aisléd ninguna bacteria perteneciente al género Bacillus y
viceversa: en ninguna de las AVL ni aguas con Bacillus presente, se aislé Pseudomonas, pese a
ser ambos géneros de gran abundancia en el medio ambiente. Ambos géneros bacterianos son
capaces de producir una gran variedad de metabolitos secundarios, muchos de ellos con
actividad antimicrobiana, los cuales podrian estar interfiriendo en las relaciones intracelulares
de las AVL de estudio. Segun la bibliografia, Bacillus parece no poder defenderse si se encuentra
en situaciones donde no es capaz de producir biofilm y, precisamente, se ha visto que
Pseudomonas del grupo fluorescens (al que pertenece P. koreensis) pueden inhibirlo mediante
la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos (Lyng y Kovacs, 2023). No hemos de
olvidar que en el interior de las amebas pueden encontrarse otros microorganismos como
hongos (Greub y Raoult, 2004) y virus que pueden influir también en la diversidad del

microbioma de las AVL (Delumeau vy col., 2023).

En cualquier caso, las BE identificadas han tenido que encontrarse previamente en las aguas de
las zonas de muestreo para poder ser internalizadas por las AVL del estudio. De esta manera, las
BE pueden servir de reflejo de la microbiota del agua, la cual puede verse influenciada por

actividades antropogénicas, lo cual se discute en el Apartado IV.2.3.
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Tabla IV.5. Cepas de bacterias endocitobiontes (BE) identificadas en cada estacidon de muestreo (EM).

ESTACION AVL BE IDENTIFICACION
Acanthamoeba T4 1111 1111.34 Microbacterium paraoxydans
1113.7 Bacillus clausii
1113.8 Bacillus cereus
1113.9 Bacillus clausii
1113.10 Bacillus clausii
1113.11 Bacillus clausii
Acanthamoeba T4 1113 1113.12 Bacillus clausii
1113.13 Bacillus clausii
1113.14 Bacillus clausii
1113.15 Bacillus clausii
EM.1 . ..
1113.16 Bacillus clausii
1113.17 Paenibacillus glucanolyticus
ni 13 13.1 Staphylococcus epidermidis
141.1 Bacillus licheniformis
141 141.2 Bacillus licheniformis
Acanthamoeba T4 141.6 Bacillus licheniformis
141.7 Bacillus licheniformis
142.1 Micrococcus luteus
Acanthamoeba T4 142 142.2 Bacillus licheniformis
142.8 Staphylococcus warneri
211.1 Microbacterium arborescens*
211.2 Microbacterium arborescens*
Acanthamoeba T4 211 211.3 Microbacterium arborescens*
2114 Microbacterium arborescens*
211.5 Microbacterium arborescens*
2121.2 Staphylococcus warneri
2121.3 Staphylococcus warneri
2121.5 Staphylococcus warneri
2121.10 Staphylococcus warneri
ni 2121 2121.14 Staphylococcus warneri
2121.15 Staphylococcus warneri
EM.2 2121.20 Staphylococcus warneri
2121.21 Staphylococcus warneri
2121.22 Pseudoxanthomonas indica
21321t Candida sp.
2132.2 Pseudomonas koreensis
21323 Staphylococcus epidermidis
Acanthamoeba T4 2132 21324 Staphylococcus pasteuri
21325 Staphylococcus pasteuri
2132.6 Kocuria rhizophila
2132.7 Pantoea agglomerans
Acanthamoeba T4 2221 2221.1t Candida sp.
Acanthamoeba T4 231 231.1 Staphylococcus epidermidis

AVL: ameba de vida libre; ni: no identificada; *M. arborescens/imperiale; t: levadura.
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Tabla IV.5. Cepas de bacterias endocitobiontes (BE) identificadas en cada estacién de muestreo (EM).

Continuacion.

ESTACION AVL BE IDENTIFICACION
EM.3 ni 32 32.4 Staphylococcus pasteuri
ni 35 35.1 Bacillus licheniformis
EM.4 ni 4412 4412.1 Stap/?ylococcus pasteuri
4412.5 Micrococcus luteus
521.2 Staphylococcus equorum
521.3 Staphylococcus epidermidis
Acanthamoeba T4 521 521.6 Kocuria rhizophila
521.7 Staphylococcus epidermidis
521.9 Staphylococcus pasteuri
522.10 Micrococcus luteus
Acanthamoeba T4 522 522.12 Micrococcus luteus
EMLS 522.22 Microbacterium paraoxydans
5511.7 Microbacterium paraoxydans
5511.9 Microbacterium paraoxydans
ni 5511 5511.10 Bacillus niabensis
5511.11 Microbacterium paraoxydans
5511.14 Bacillus pumilus
Naegleria sp. 5512 5512.1 Microbacterium paraoxydans
5512.14 Bacillus altitudinis
Naegleria sp. 5521 5521.11 Bacillus pumilus
62112.1 Staphylococcus pasteuri
62112.2 Staphylococcus pasteuri
62112.3 Staphylococcus pasteuri
Acanthamoeba T4 62112 62112.4 Staphylococcus pasteuri
62112.5 Staphylococcus pasteuri
62112.8 Staphylococcus equorum
EM.6 62112.9 Staphylococcus equorum
Acanthamoeba sp. 622 622.1 Microbacterium arborescens
643.1 Staphylococcus warneri
643.2 Staphylococcus epidermidis
643.3 Staphylococcus epidermidis
Acanthamoeba T4 643 643.4 Staphylococcus pasteuri
643.5 Staphylococcus warneri
643.6 Staphylococcus warneri
EM.7 ni 227 722.7 Staphyl'ococ-cus pasteuri
722.11 Paenibacillus lautus

AVL: ameba de vida libre; ni: no identificada; *M. arborescens/imperiale; t: levadura.
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3. IMPACTO HUMANO EN LAS POBLACIONES DE AMEBAS DE

VIDA LIBRE Y BACTERIAS ENDOCITOBIONTES PRESENTES EN

AGUAS SUPERFICIALES DE LA CUENCA DEL EBRO. IMPACTO

Y RIESGOS ASOCIADOS

Con el objeto de evaluar el impacto de la actividad humana en las comunidades microbianas de
amebas de vida libre (AVL) y bacterias endocitobiontes (BE) de rios de la Cuenca del Ebro, se
relaciona la abundancia e identificacién de estos microorganismos obtenida y la actividad
ganadera llevada a cabo en las dreas colindantes a las aguas superficiales evaluadas. Asi mismo,

se reflexiona sobre la relevancia y los riesgos asociados a los resultados obtenidos.
Caracteristicas de la zona de muestreo

Las estaciones de muestreo EM.1-EM.6 elegidas para el presente trabajo, se han seleccionado
por ser las estaciones de estudio del Proyecto OUTBIOTICS con mayor presidon ganadera en la
Cuenca del Ebro (Moles, 2021). Estas seis estaciones cuentan con una gran actividad porcina y
avicola, principalmente, tal y como muestran las Figuras IV.4 y IV.5, donde aparecen
denominadas como 1 ASE-6 ASE. Alrededor de varias de estas estaciones, también se
desarrolla actividad bovina y cunicola, como indica la informacién proporcionada en la Tabla
lIl.1. La estacién de muestreo 7 (EM.7), sometida a una menor presion ganadera (Figura l11.1),
aunque influenciada también por el sector avicola, cunicola y bovino (Tabla Ill.1), se selecciona

por su ubicacién cercana a la ciudad de Zaragoza.

En puntos cercanos a las estaciones de muestreo evaluadas (EM.1-EM.7), la Confederacion
Hidrografica del Ebro (CHE) monitoriza parametros fisicoquimicos para controlar la calidad de
las aguas. Atendiendo a su cercania, se seleccionan los siguientes puntos de control de la CHE:
Canal de Serds en Lérida (situado a 16,7 km aguas arriba de EM.1 y a 16,3 km aguas abajo de
EM.2, aproximadamente), rio Cinca en Fraga (situado a 8,7 km aguas arriba de EM.3y a 18,4 km
aguas arriba de EM.4, aproximadamente), rio Alcanadre en Ballobar (situado a 37,5 km aguas
abajo de EM.5 y a 38,8 km aguas abajo de EM.6, aproximadamente) y rio Gallego en Villanueva

(situado en la misma EM.7).

En la Tabla IV.6 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de las aguas superficiales en estos
puntos de control de la CHE el mismo dia en que se realizé el muestreo y la variabilidad de las

mismas a lo largo del afio. Esta informacion se ha obtenido a partir de la Confederaciéon
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Hidrografica del Ebro (https://saica.chebro.es/inicio.php). Los datos pertenecientes al rio
Géllego corresponden al afio 2020, momento en el que la CHE comenzd a registrar estos
pardmetros. Estos parametros, junto con el dato del caudal de los rios en el momento del
muestreo (recogido en la Tabla Ill.1), permiten tener una idea aproximada de cdmo es la zona

de estudio.

Turbidez, pH y temperatura: factores que pueden influir en las poblaciones de las

amebas de vida libre

En el presente trabajo, todas las aguas analizadas han resultado positivas para la presencia de
amebas (100 %). Las AVL estan ampliamente distribuidas en el medio ambiente y su presenciay
diversidad se ha relacionado con diferentes factores, como la temperatura, el pH v,
especialmente, la materia orgdnica disuelta, los sdlidos suspendidos y los microorganismos
presentes, que sirven de alimento y promueven su proliferacion (Delafont y col., 2016;
Delumeau y col., 2023; Loret y Greub, 2010). La mayor o menor presencia de estos Ultimos, se
puede inferir mediante el pardametro de la turbidez. Segun los registros de la CHE (Tabla IV.6),
las aguas de la zona de estudio sufren frecuentes variaciones abruptas de turbidez y, en varios
casos, de conductividad. Esto puede ir asociado a la descarga de efluentes, asi como a
precipitaciones o periodos de sequia (Ospina-Arias y col., 2016), factores que deben de influir
en las variaciones de caudal registradas en las estaciones de estudio durante las dos campanas

de muestreo (Tabla lll.1).

Comparando con otros estudios, Magnet y col. (2013) y Ettinger y col. (2003) también obtuvieron
aislamientos de AVL en el 100 % de muestras de agua superficial, las cuales fueron tomadas en
zonas con influencia de plantas de tratamiento (en Castilla, Espafia) y de contaminacion (en
Virginia, Estados Unidos), respectivamente. Otros estudios, en los que no se ha relacionado la
situacion de las estaciones de muestreo con posibles fuentes de contaminacion, revelan tasas
menores; tal es el caso de Garcia y col. (2013), Kuiper y col., (2006), Tsvetkova y col. (2004) y
Javanmard y col. (2017), que obtuvieron entre un 15y un 77 % de muestras positivas para AVL
a partir de aguas superficiales de Aragdn, Holanda, Bulgaria e Irdn, respectivamente. Por tanto,
la alta tasa de muestras positivas obtenida puede tener relacién con la alta presién ganadera de
las zonas de estudio seleccionadas; desde las instalaciones ganaderas pueden llegar bacterias y
materia orgdnica a las masas de agua colindantes por infiltracion, lixiviacién o escorrentia
(Henriot y col., 2022), las cuales sirven de alimento para las amebas y promueven su

proliferacion.
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N° cerdos por explotacién

1-1.000
@ 1.000 -2.000
@ 2.000 - 5-000
@ 5.000 — 30.000 _
@ 30.000 - 100.000 —_—

Figura IV.4. Mapa de explotaciones ganaderas porcinas en la Cuenca del Ebro y estaciones
de muestreo del proyecto OUTBIOTICS. Figura adaptada de Moles (2021).

Ne° gallinas por explotacion

1-15.000
@ 15.000 - 50.000
@ 50.000 — 100.000
@ 100.000 — 500.000
@ 500.000 - 1.600.000 02 4 e e komers

Figura IV.5. Mapa de explotaciones ganaderas avicolas en la Cuenca del Ebro y estaciones
de muestreo del proyecto OUTBIOTICS. Figura adaptada de Moles (2021).
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Tabla IV.6. Valores de parametros fisicoquimicos medidos en los puntos de control de la Confederacion Hidrografica del Ebro (CHE) en el momento del muestreo de la
campafia 1 (C1) y la campaiia 2 (C2), rango (minimo-maximo) a lo largo del afio 2018 y variaciones abruptas y repentinas (a nivel diario).

PUNTO DE CONTROL CANAL DE SEROS RiO CINCA RIO ALCANADRE RiO GALLEGO
DE LA CHE (LERIDA) (FRAGA) (BALLOBAR) (VILLANUEVA®)
PARAMETRO c1 c2 R c1 c2 R c1 c2 R c1 c2 R
Temperatura (°C) 12,4 139 6-24 12,5 13,5 4-25 15,8 13,6 5-29 14,6 10,7 5-27
pH 8,1 8,3 7,8-8,5 - - - 8,1 8,4 8-8,6 8,2 8,2 7,9-8,7
Conductividad a 20 °C (uS/cm) 454 529  291-1028 541 1591 394-1837 674 851  425-1373 645 2050 522-3601
Turbidez (UNT) 38 23 3-172 42 29 2-981 83 93 5-473 36 11 2-243
Amonio (mg NHa/L) 0,02 0,02 0-0,8 - - - 0,09 0,02 0-1,0 0,06 0,16 0-1,8
Nitratos (mg NOs/L) - - 5-25 - - - 8,5 21,5 6-43 - - -
Nivel (cm) 226 187 0-247 - - - 108 62 20-246 169 139  123-215
Caudal (m3/s) - - - 285 41 15-444 21 16 5-164 - - -

Variaciones abruptas

Turbidez, conductividad y
amonio

Turbidez y conductividad

Turbidez y nitratos

Turbidez, conductividad y

amonio

C: campaiia; Oz: oxigeno; R: rango anual (minimo-mdximo); -: no hay valores disponibles; °Valores de 2020.
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El pH puede verse especialmente modificado por determinados efluentes industriales (Mosteo,
2011), afectando e influyendo en la ecologia amebiana. No obstante, parece ser estable a lo
largo del afo en la zona de estudio. En cuanto a la temperatura, las AVL aisladas parecen estar
adaptadas a vivir en aguas que varian anualmente sus temperaturas desde los 4 °C hasta los

29 °C.

Se sabe que Acanthamoeba, detectada en 11 de las 14 aguas analizadas y con una prevalencia
del 89 % respecto al total de AVL identificadas, es capaz de sobrevivir ante un amplio espectro
de condiciones ambientales. Este género de AVL, y mds concretamente el genotipo T4, es el mas
frecuentemente aislado en muestras ambientales, como es el caso, pero también en clinicas
(Lass y col., 2017). Su potencial patogenicidad se relaciona sobre todo con la queratitis
amebiana, cuya incidencia ha aumentado notoriamente durante los Ultimos afos de la mano del
incremento de personas usuarias de lentes de contacto (Rayamajhee y col., 2022). Aunque no
hay zonas de bafios recreacionales oficiales registradas alrededor de las zonas de estudio
(Ministerio de Sanidad, 2023), es conveniente recordar el bafio sin lentes de contacto a las
personas usuarias de estas como medida primaria de prevencién de infecciones por esta AVL.
Ademas, como ya se ha mencionado, Acanthamoeba puede causar también lesiones cutdneas,

pulmonares e, incluso, encefalitis (Visvesvara y col., 2007).

En cuanto a Naegleria, y como se ha indicado en el Apartado IV.1.2, resulta de especial
relevancia la deteccién de N. lovaniensis en el rio Gallego a su paso por Zaragoza (EM.7.2). Esta
especie se considera termofilica (capaz de vivir a temperaturas a partir de 45 °C) y, sin embargo,
en este caso demuestra ser capaz de adaptarse a vivir en un ambiente que, segin el momento
del afio oscila entre la mesofilia (25-35 °C) y la psicrofilia (hasta -5 °C). Si bien es verdad que en
el medio ambiente puede encontrarse en forma quistica y, en las condiciones favorables de
laboratorio, proliferar, se ha de remarcar que las técnicas empleadas en el presente estudio
favorecen el aislamiento de las AVL que se encuentran de forma mds abundante en las aguas de
estudio. A esto, cabe afiadir que la presencia de esta especie suele estar ligada a la de N. fowleri
(De Jonckheere, 2014) y, dado que por la metodologia empleada no se puede asegurar la
ausencia de esta ultima en la zona de estudio, los resultados obtenidos subrayan la necesidad e
importancia de vigilar las poblaciones de AVL de forma periddica. Esto permitiria prevenir
posibles brotes e infecciones por esta letal ameba que, recientemente, afectdé a una nifia en

Toledo tras bafarse en una piscina infectada (Ruiz-Ginés y col., 2019).
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Nitratos: un posible factor de impacto de la ganaderia en la poblacion de amebas de

vida libre

El ciclo del nitrogeno implica que amonio, nitrito y nitrato, las formas idnicas mas comunes de
nitrégeno inorganico disuelto, suelen estar presentes de forma natural en ecosistemas
acuaticos. Sin embargo, durante las ultimas décadas, la actividad humana ha afectado
sustancialmente este ciclo, introduciendo y aumentando la concentracion de nitrégeno
inorganico en los ecosistemas acuaticos (Camargo y Alonso, 2006), convirtiéndose en una de las

principales fuentes de contaminacion del agua (Wu y col., 2023).

En los puntos de control de la CHE situados en el Canal de Serés a su paso por Lérida y en el rio
Alcanadre a su paso por Ballobar (puntos cercanos a las EM.1, EM.2, EM.5 y EM.6) destacan los
valores de nitratos y su variacion anual (Tabla IV.6). El aumento de nitratos en ecosistemas
acuaticos estd altamente relacionado con actividades ganaderas y agricolas que, bien por
escorrentia, lixiviacién o infiltracién, acaban contaminando las aguas superficiales colindantes.
Este factor, por tanto, puede influir en las comunidades microbianas de las EM.1, EM.2, EM.5y
EM.6 mediante el florecimiento de microalgas que conlleva la eutrofizacion y acidificacion del
ecosistema (Camargo y Alonso, 2006; Martin y col., 2024). Las AVL también se alimentan de
microalgas (Rodriguez-Zaragoza, 1994) y, por tanto, cabe pensar que la poblacién amebiana

puede proliferar especialmente ligada a este factor.

En este sentido, resulta interesante observar que, en el muestreo de la primera campafia,
aunque el nimero de aislamientos es bastante homogéneo, con un promedio de 8 aislamientos
en cada estacion evaluada, en el segundo muestreo, el rio Noguera Ribagorzana a su paso por
Corbins (EM.2.2) y el rio Flumen en Albalatillo (EM.6.2) destacan con 10 y 11 aislamientos
respectivamente (Tabla IV.1), coincidiendo con zonas de alta emisidn de nitratos. En la segunda
campania, la EM.2.2 vuelve a ser una de las que mas aislamientos de AVL obtiene, junto con la
EM.5.2, otra zona posiblemente afectada por la emisién de nitratos. Sorprende el elevado
numero de aislamientos (17) en el rio Clamor Amarga en Zaidin (EM.3.2), lo cual podria deberse
a una proliferacion relacionada con los frecuentes aumentos de turbidez, aunque con la
informacidn disponible no se pueden establecer relaciones claras. Las altas cantidades de
aislamientos obtenidos en las EM.2.2 y EM.3.2 podrian también atribuirse al pequefio caudal de
los rios Noguera Ribagorzana y Clamor amarga, respectivamente, que en otofio y tras un periodo
de lluvias, provocaran el aumento de caudal (Tabla 1ll.1) y un consecuente aumento de turbidez

que derivara en la proliferacion de AVL.
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Comparacion entre las campanas de muestreo: primavera y otoiio

Segun estudios previos, la abundancia de géneros de las AVL puede variar a lo largo del tiempo
debido a diversos factores como el clima, cambios en la composicion del agua y la época del afio,
los cuales pueden influir en las dindmicas de las poblaciones y habitat de las AVL (Fernandez,
2014; Greub y Raoult, 2004; Rodriguez-Zaragoza, 1994). Por ejemplo, Ettinger y col. (2003)
encontraron que en el rio James (Virginia, Estados Unidos), las poblaciones de Naegleria y
Acanthamoeba predominaban mds en primavera, mientras que Vannella, Vahlkampfia y
Vermamoeba eran mas comunes en otofio. Sin embargo, aln no se ha podido establecer una
tendencia clara relativa a las estaciones (Gomes y col., 2020; Loret y Greub, 2010; Magnet y col.,

2013; Muchesa y col., 2018).

En el presente estudio, al comparar los resultados de las dos campafias (Tabla 1V.1), se puede
observar que la alta proporcién de cepas de Acanthamoeba spp. en relacién al total de AVL
aisladas en los rios Segre y Noguera Ribagorzana (EM.1 y EM.2) se mantiene en la segunda
campafa (75 % tanto en EM.1.1 como EM.1.2, 60 % y 50 % en EM.2.1 y EM.2.2,
respectivamente). Asimismo, la menor proporcion observada en los rios Clamor Amarga y
Alcanadre (EM.3 y EM.5) también se mantiene en ambas campafias (38 %y 24 % en EM.3.1y
EM.3.2,y33 %y 36 % en EM.5.1 y EM.5.2, respectivamente). Ademas, se han aislado cepas de

Acanthamoeba filogenéticamente idénticas en la EM.2.1y EM.2.2 (Figura IV.1).

Respecto a este género, destaca que 14 cepas han resultado ser filogenéticamente la misma
especie, presente en los rios Segre (EM1.1), Noguera Ribagorzana (EM.2.1 y EM.2.2), Clamor
Amarga (EM.3.2), Alcanadre (EM.5.1) y Flumen (EM.6.1). Por tanto, esta especie de
Acanthamoeba parece ser endémica de la Cuenca del Ebro, al menos en la zona de alta presion
ganadera de las provincias de Huesca y Lérida. Ha de tenerse en cuenta que se han filtrado
Unicamente 500 mL de agua y, por tanto, las AVL crecidas son las mas predominantes y/o las
gue mejor se adaptan y proliferan en condiciones de laboratorio. Por su parte, en el rio Gallego
(EM.7) se ha detectado Naegleria en ambas campafias y, de hecho, los aislamientos de N.
australiensis detectados en EM.7.1 y EM.7.2 han demostrado pertenecer a la misma cepa (100
% de identidad de las secuencias), lo que indicaria que estas amebas estdn asentadas en la zona
estudiada. Es posible que estas amebas habiten en biofilms del lecho de estos rios y se vayan

desprendiendo por erosidon o efectos del flujo (Donlan, 2002).

La deteccién de N. lovaniensis, especie reconocida como termdfila, en el rio Gallego en la
campafa de otofo (EM.7.2) podria indicar su presencia quistica durante el afio (o en menor

proporcién) y su proliferacién durante la época estival debido al aumento de la temperatura
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ambiental y del agua. Seria interesante y beneficioso llevar a cabo futuros estudios que evalten
la presencia de AVL a lo largo del tiempo para entender con mayor profundidad la ecologia y
dindmica estacional de las especies amebianas; esto permitiria identificar mejor las posibles

amenazas para la salud y facilitar la implementacién de medidas preventivas.

Relevancia y riesgos asociados a las amebas de vida libre detectadas

Las AVL detectadas en el presente estudio pueden llegar a las estaciones de tratamiento de
aguas potables (ETAP) de poblaciones situadas aguas abajo de los puntos de muestreo. En ellas,
pueden sobrevivir facilmente a los procesos de potabilizaciéon gracias a su estadio de quiste
(Loret y Greub, 2010), especialmente Acanthamoeba, el género que ha demostrado mayor
resistencia a los tratamientos de desinfeccion hasta la fecha (Thomas, 2013). Diversos estudios
han documentado en repetidas ocasiones la presencia de géneros de amebas como
Acanthamoeba, Naegleria o Vermamoeba en varias ETAP, demostrando su supervivencia a los
procesos de desinfeccidn y su posterior colonizacién de los sistemas de distribucidon de agua
potable, desde donde pueden entrar en contacto con la poblacién (Corsaro y col., 2010; Loret y
Greub, 2010; Thomas y col., 2008). El 89 % de las AVL identificadas corresponden a amebas
potencialmente patdégenas, lo que puede poner en riesgo a las personas expuestas,
especialmente y como ya se ha mencionado a aquellas usuarias de lentillas, aunque vale la pena
recordar que Acanthamoeba puede causar también otras infecciones y cuadros clinicos
(Visvesvara y col., 2007). Por ello, conocer la ecologia amebiana de las aguas naturales permite

tomar medidas de prevencidn y precaucidn para evitar brotes e infecciones.

En este punto, ha de tenerse en cuenta que el cultivo es una técnica limitante que subestima la
diversidad y densidad de las AVL (Goii y col., 2014) y que subcultivar favorece la pérdida de
cepas aisladas (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Ademas, existen otras especies de amebas de
especial interés clinico, como Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea o Paravahlkampfia
francinae que, al igual que la ya mencionada, N. fowleri, no son capaces de crecer en las
condiciones de cultivo establecidas y, por ello, no puede garantizarse su ausencia (Garcia y col.,
2011). Por tanto, es recomendable realizar estudios posteriores aplicando metodologias capaces
de detectar un rango mds amplio de géneros de AVL, particularmente tras el primer caso
nacional de infeccién por N. fowleri y tras haberse detectado a B. mandrillaris en varios
ambientes acuaticos en Espafia (Gomes y col., 2020; Magnet y col., 2013). Ademas, cabe pensar

que la tendencia de aumento de temperaturas debido al cambio climatico puede promover la
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proliferacién y diseminacion de cepas termofilicas, como N. fowleri (Fernandez, 2014) y

Vermamoeba vermiformis (Delafont y col., 2018).

Aun asi, el mayor riesgo relacionado con la presencia de AVL en sistemas de agua, mds que su
propia patogenicidad potencial, es su capacidad de transportar, diseminar y proteger
microorganismos patégenos en su interior, los cuales pueden liberarse lisando la ameba e
infectar a las personas expuestas (Guimaraes y col., 2016). Especial riesgo de contagio por
bacterias endocitobiontes se ha determinado en torres de refrigeracion, piscinas o sistemas de
distribucidn hospitalarios (Berk y col., 2006; Fernandez, 2014; Rohr y col., 1998). De hecho, cada
vez mas estudios demuestran la supervivencia y recolonizacidn tras episodios de desinfeccidn
por parte de bacterias patdgenas en sistemas de distribucién, hospitales y centros de salud
gracias a la proteccion otorgada por amebas, siendo el caso mas ampliamente conocido el de
Legionella pneumophila (Cateau y col., 2014; Loret y Greub, 2010; Tovar, 2006). Debido a esto,
es importante conocer no sdlo las poblaciones de AVL en entornos naturales, sino también la de
las bacterias endocitobiontes potencialmente patdégenas que pueden ser transportadas y

protegidas hasta sistemas de agua artificiales.

Factores influyentes en la presencia de bacterias endocitobiontes en las AVL de

estudio

Atendiendo a los resultados plasmados en la Tabla IV.5, se puede observar que en todas las
aguas superficiales analizadas se han obtenido BE. Destacan EM.5.1 (rio Alcanadre), EM.1.2 (rio
Segre) y EM.2.2 (rio Noguera Ribagorzana), por haberse aislado BE en el 100 % de los cultivos
evaluados; asi como EM.5.1 y EM.1.1 por presentar una mayor ratio de aislamientos de BE por
numero de AVL positivas para BE, con 114 y 77 cepas de BE aisladas a partir de 6 AVL,
respectivamente. Estas estaciones de muestreo coinciden con las zonas de elevada presencia de

nitratos (Tabla IV.6).

Aligual que a estas zonas llegan nitratos de las areas colindantes (bien por escorrentia, lixiviacién
o infiltraciones), también pueden llegar bacterias y otros microorganismos que forman parte de
la microbiota del ganado, el suelo, sus alimentos o desechos (purines y estiércol). De hecho,
junto con la descarga de efluentes municipales, las actividades ganaderas y agricolas, asi como
la emision de productos de desecho organicos, constituyen algunas de las principales fuentes de
liberacion de patdgenos oportunistas a los ecosistemas acuaticos (Semenov y col., 2009). De

esta forma, las explotaciones ganaderas de la zona podrian impactar aumentando la comunidad
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bacteriana en el area de estudio, lo cual justificaria la elevada tasa de AVL con BE en su interior

(65 %), asi como la gran cantidad de BE aisladas a partir de estas AVL.

Por su parte, EM.3.1 (rio Clamor Amarga) y EM.4.1 (rio Cinca), destacan por tener las menores
ratios de crecimiento de BE a partir de AVL evaluadas (2 de 8 y 1 de 6, respectivamente), asi
como menor numero de BE aisladas del interior de AVL (10 y 5 BE, respectivamente). La
abundancia de Acanthamoeba podria también influir en la tasa de AVL portadoras de BEy en la
cantidad de estas BE, ya que las EM.3.1 y EM.4.1 presentan proporciones de Acanthamoeba
menores (38 % y 33 %) en comparacién con EM.1.1 y EM.2.1 (75 % y 60 %). Sin embargo, los
resultados sugieren que la contaminacién por emisiones ganaderas y agricolas tiene un mayor
impacto, independientemente de la proporcidon de Acanthamoeba, ya que EM.5.1, afectada por
la emisiéon de nitratos, presentaba uno de los menores ratio de esta ameba (33 %) vy, a su vez,
una de las mayores tasas de AVL portadoras de BE. Adicionalmente, el hecho de que EM.3.1y
EM.4.1 tengan los menores caudales del muestreo (Tabla Ill.1) podria influir también en las

menores tasas de BE aisladas en estas zonas de estudio.

En relacién con este género, se ha de resaltar que, de las 35 Acanthamoeba a las que se les
realiza el proceso de lisis, crecieron BE en 23 de las extracciones, lo que implica que el 66 % de
las Acanthamoeba portaban en su interior BE cultivables bajo las condiciones establecidas. Este
porcentaje es mucho mayor al frecuentemente reportado en bibliografia, que se encuentra en
torno al 25 % (Rayamajhee y col., 2022), reforzando la hipdtesis del impacto ganadero en la
elevada presencia de BE. Respecto a las Naegleria, se obtuvieron BE a partir de los dos
aislamientos a los que se les sometio al proceso de lisis; sin embargo, debido al tamafio limitado

de la muestra, no es posible realizar una comparacién significativa con estudios previos.

Ha de tenerse en cuenta que las BE aisladas son aquellas capaces de crecer en medio nutritivo,
en condiciones aerobias a 37 °C tras 24-48 horas. Es posible que las AVL del presente estudio
contengan BE en su interior que no cumplan estas condiciones de cultivo, como Legionella o
Mpycobacterium, dos de los géneros de BE mas frecuentemente detectadas en el interior de
amebas (Garcia y col., 2013) y que, por tanto, esté subestimada la microbiota de las amebas del

estudio.

Patogenicidad y riesgos de las de bacterias endocitobiontes aisladas

En el presente trabajo, se han aislado un total de 56 BE patdgenas pertenecientes a las especies
(en orden de prevalencia) Staphylococcus warneri, S. pasteuri, S. epidermidis, Bacillus

licheniformis, Microbacterium paraoxydans, Micrococcus luteus, Kokuria rhizophila, B. pumilus,
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B. cereus, Paenibacillus glucanolyticus, P. lautus, Pantoea agglomerans y Pseudomonas
koreensis, que suponen el 73 % de las BE identificadas, las cuales, previamente han sido
seleccionadas por su resistencia a antibidticos (Capitulo 1V). Algunas de estas especies, se sabe
que pueden incluso multiplicarse en su interior (Cardas y col., 2012). Estas bacterias, como se
ha descrito en el Apartado [V.2.2, causan patogenia especialmente en personas
inmunodeprimidas, en ambientes hospitalarios (varias se han descrito como causantes de
enfermedades nosocomiales) y, con frecuencia, se han relacionado con catéteres, bacteremias
o afecciones pulmonares. Por tanto, su transporte y diseminacidn a través de los sistemas de
distribucidn de agua, gracias a la proteccion de las amebas de vida libre, hasta hospitales y

centros de salud u otros posibles focos infectivos, suponen un riesgo para la salud publica.

En total, el 86 % (19 de 22) de las AVL estudiadas a este nivel es portadora de BE de relevancia
clinica, lo que reitera el riesgo de estos microorganismos considerados como “caballos de Troya”
(Cateau y col., 2014). Especial mencion merecen las AVL portadoras de S. epidermidis, ya que se
han detectado coinfecciones S. epidermidis + Acanthamoeba en casos de queratitis amebiana
(Jiang y col., 2015); concretamente 5 AVL portan en su interior a esta bacteria y 4 de ellas son
Acanthamoeba. Esta combinacidon supone por tanto un especial riesgo para la salud publica.
Paenibacillus glucanolyticus también puede causar queratitis (Hassan y col., 2021); esta especie
se ha aislado de la cepa Acanthamoeba T4 1113, por lo tanto, y aunque no se haya reportado

hasta la fecha, podria también llegar a ocasionar casos de coinfeccidon en personas expuestas.

Adicionalmente, es importante tener en mente que, aunque algunas AVL aisladas porten en su
interior BE no identificadas como patégenas, estas bacterias pertenecen a géneros en los que
otras especies si lo son. Atendiendo a la tendencia de aumento de nuevas especies patégenasy
los casos de zoonosis (Sanchez y col., 2022), no se puede descartar que estas especies lleguen a
serlo, en determinadas condiciones, en un futuro préximo. Paralelamente, se ha de subrayar
que la supervivencia en el interior de AVL indica que estas bacterias han desarrollado sistemas
de adaptacién a la vida intracelular y de evasion de depredacién celular. Teniendo en cuenta la
elevada similitud entre amebas y macrdfagos, la capacidad de sobrevivir intracelularmente se
considera un factor de virulencia de estas BE (Guimaraes y col., 2016; Rayamajhee y col., 2022).
Inclusive, se ha observado que, durante estos procesos intracelulares, la virulencia tanto de la
ameba como de la bacteria se puede ver aumentada (Fritsche y col., 1998; Guimaraes y col.,

2016), lo cual, reitera la importancia de realizar estudios de vigilancia ambiental.
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Influencia de la actividad ganadera en la microbiota de las amebas de vida libre

La mayoria de las especies bacterianas identificadas se han detectado previamente en animales
de ganaderia porcina, avicola, cunicola, bovina, capricola y/o equina. Tras el lavado de establos,
episodios de precipitaciones, infiltracion y lixiviacion de purines y estiércol, estas bacterias
pueden llegar a los ecosistemas acudticos colindantes (Henriot y col., 2022), donde las AVL

pueden alimentarse e internalizar algunas de ellas.

Para evaluar el posible impacto de la actividad ganadera en la diversidad de las BE transportadas
por las AVL aisladas en el presente estudio, se ha elaborado la Figura IV.6. En ella, se han
integrado, por un lado, los resultados relativos a la identificacidon de las BE y, por otro, la
deteccidon de estas especies bacterianas en diferentes explotaciones ganaderas segun estudios
previos (De la Cruz y col., 2024; Fernandez-Fernandez y col., 2023; Jan y col., 2011; Pekala y col.,
2018; Porcellatoy col., 2023; Ramlucken y col., 2020; Saviniy col., 2010; Suny col., 2020; Tardén
y col., 2021; Vissers y col., 2007; Yadav y Khosla, 2021), teniendo en cuenta la presion porcina,

avicola, cunicola y bovina de cada estacién de muestreo evaluada (indicada en la Tabla Ill.1).

Atendiendo a la Figura IV.6, se observa un porcentaje significativo de BE presentes en las AVL de
estudio que podrian encontrarse en las aguas superficiales de rios, segun el tipo de presidn
ganadera colindante. Concretamente, esta asociacion se confirma en el 76 % de los casos (28 de
37 asociaciones). Cuatro de los casos que no reflejan esta relacién (representados por una “X”
en fondo blanco) corresponden a especies del género Bacillus. Estas especies no han sido tan
ampliamente investigadas en términos de su diseminacién en distintos ambientes, ya que su
estudio se ha centrado principalmente en sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas

(Jagadeesany col., 2024).

Si bien es verdad que la mayoria de las bacterias identificadas son consideradas ambientales y
que las especies del género Bacillus (excepto B. altitudinis), K. rhizophila, M. luteus, P.
agglomerans y P. koreensis se han detectado en peces (EI-Rhman y col., 2009; Lau y col., 2024;
Pekalay col., 2018; Saviniy col., 2010; Sun y col., 2010; Tarddén y col., 2021; Yousefi y col., 2022),
la asociacién obtenida es considerable, especialmente, en el caso de Staphylococcus. Casi la
mitad de las BE identificadas (el 44 %, 34 de 77) pertenecen a este género bacteriano, el cual,
pese a su amplia distribucién en diversos ambientes y hasta donde la autora conoce, no habia
sido relacionado de una forma tan clara y contundente con amebas de vida libre ambientales.
La presencia de varias especies, ademads, coincide con las estaciones de muestreo donde se
detactan emisiones de nitratos, reforzando la hipotesis de que las actividades ganaderas de la

zona impactan los ecosistemas acuaticos colindantes mediante la liberacién y diseminacién de
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microbiota. Esto podria inclusive explicar la alta proporcién de bacterias gram positivas

detectadas en el presente trabajo, en comparacion con otros estudios (Evstigneeva y col., 2009).

Estaciones de muestreo

BE identificadas EM.1 EM.2 EM.3 EM.4 EM.5 EM.6 EM.7
B. altitudinis X

B. cereus X

B. clausii X

B. licheniformis X X

B. niabensis X

B. pumilus X

K. rhizophila X X

M. paraoxydans X X

M. arborescens/imperiale X X

M. luteus X X X X

P. glucanolyticus X

P. lautus X
P. agglomerans X

P. koreensis X

P. indica X

S. epidermidis X X X X

S. equorum X X

S. pasteuri X X X X X X
S. warneri X X X

Figura IV.6. Relacién entre las bacterias endoitobiontes (BE) identificadas y las
explotaciones ganaderas que ejercen presion en cada estaciéon de muestreo de estudio
(EM). (Las “X” representan la identificacion de la especie bacteriana en la EM
correspondiente. Las zonas sombreadas indican el riesgo de presencia de estas especies
bacterianas, segun la bibliografia, en funcién de la presiéon ganadera (porcina, avicola,
cunicola o bovina) ejercida sobre la estacion de muestreo).

Las especies pertenecientes a este género detectadas en el presente estudio (S. epidermidis, S.
equorum, S. pasteur y S. warneri) han sido previamente aisladas a partir de ganado bovino,
avicola, porcino y cunicola, segun la bibliografia. De hecho, resulta claramente representativo
que, recientemente, se detectd S. epidermidis y S. pasteuri en cerdos de granjas porcinas en
Aragon (Abdullahiy col., 2023). Staphylococcus equorum también se encuentra frecuentemente
en la microbiota de porcinos (Fernandez-Fernandez y col., 2023). Por otro lado, S. epidermidis
secreta una proteina extracelular capaz de proteger a los embriones de pollo del virus de la
influenza y se ha sugerido que puede proteger también de la infeccién por virus bovino al estar
presentes en las fosas nasales de estos animales (De la Rosa-Ramos y col., 2021). Las cuatro
especies también se han detectado en piel, heridas y abscesos de conejo (Schwab y col., 2024),
asi como en ganado caprino, ovino y equino (Fernandez-Fernandez y col., 2023). Ademas, un

estudio reciente (Roy y col., 2024) ha demostrado que las mismas cepas de S. aureus (el principal
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patdgeno y la especie mas estudiada de este género) presentes en ganado, se diseminan y

contaminan comederos, alcantarillas y sistemas de drenaje en granjas.

La EM.5 destaca por cumplir en menor grado la asociacién establecida. Esto podria indicar que
en el rio Alcanadre, a su paso por Sarifiena, estdn interviniendo otros factores en la diversidad
de las BE de las AVL. Concretamente, los resultados parecen sefialar que esta zona podria estar
teniendo impactos relativos a la agricultura, ya que todas las especies bacterianas no
relacionadas con la ganaderia, si se han aislado en rizomas o se consideran enddfitas® (Gua y

col., 2020; Kandasamy y Kathirvel, 2023; Kovacs y col., 1999).

% Endéfito: organismo capaz de vivir en el interior de plantas.
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4. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPITULO IV

A continuacién, y en base a los objetivos planteados (Capitulo Il), se describen las conclusiones

del presente capitulo:

132

Se han aislado amebas de vida libre en todas las aguas superficiales de la Cuenca del
Ebro analizadas, consiguiendo identificar el 45 % de los aislamientos. EI 89 % de estos
pertenecen al género Acanthamoeba y el 11 % a Naegleria.

El 100 % de las Acanthamoeba identificadas a nivel de genotipo pertenecen al genotipo
T4. Tanto estas, como las no identificadas a este nivel, se consideran potencialmente
patdgenas y de relevancia para la salud publica. La proporcidon de Acanthamoeba en las
zonas de estudio se mantiene en las dos campafias de muestreo.

Se detecta la presencia de Nagleria lovaniensis y N. australiensis, especies
estrechamente relacionadas con N. fowleri, en las aguas superficiales del rio Gallego a
su paso por Zaragoza. La cepa N. australiensis se detecta en las dos campafias de
estudio, sefalando su asentamiento en este habitat.

Se han extraido BE a partir del 65 % de las AVL estudiadas. Se han identificado 77 BE de
especial interés por su perfil de resistencias. Estas BE pertenecen a 19 especies de 9
géneros distintos, de los filos Firmicutes (73 %), Actinomycetota (23 %) y Proteobacterias
(4 %). El género identificado con mayor prevalencia es Staphylococcus (44 %).

El 86 % de las AVL seleccionadas por transportar en su interior BE con perfil de
resistencia de interés son portadoras de BE de relevancia clinica. Ademas, cuatro de las
Acanthamoeba aisladas son portadoras de S. epidermidis, un factor de riesgo para
coinfecciones en queratitis amebiana.

El elevado numero de aislamientos amebianos, la elevada presencia de BE y las especies
identificadas en el interior de las amebas procedentes de la Cuenca del Ebro, sugieren
la influencia de las actividades humanas en la microbiota y ecologia de las amebas de

vida libre y sus bacterias endocitobiontes.
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1. ESTUDIO FENOTIPICO DEL PERFIL DE RESISTENCIAS DE LAS

BACTERIAS  ENDOCITOBIONTES CON ENFASIS EN

ANTIBIOTICOS AMINOGLUCOSIDOS

Con el objeto de evaluar los perfiles de resistencia a antibidticos de las bacterias endocitobiontes
(BE), aisladas de las amebas de vida libres (AVL) presentes en las aguas de rios de la Cuenca del
Ebro en puntos con presién ganadera, se realizan antibiogramas disco-placa a una seleccién de
130 BE. Posteriormente, se identifican las cepas de mayor interés (resultados mostrados en el
Capitulo 1V) y se evalua su perfil de resistencia y sensibilidad frente a diferentes familias de
antibidticos. Adicionalmente, y con el objetivo de evaluar la influencia de las actividades
ganaderas en las resistencias encontradas, se profundiza en la familia de los antibidticos
aminoglucésidos. Para ello, se determina la concentracién minima inhibitoria y concentracién
minima bactericida de las BE mas interesantes y se complementa el perfil de resistencias a esta

familia de antibiéticos con antibiogramas disco-placa para 12 aminoglucésidos diferentes.

1.1. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Para la evaluacion del fenotipo de resistencias de las bacterias endocitobiontes (BE) aisladas, se
realizan antibiogramas disco-placa a un total de 130 BE, procedentes de las EM.1.1-EM.7.1 y
EM.1.2. Esta seleccidn agrupa, por un lado, aquellas BE capaces de crecer en medio selectivo (13
cepas se aislaron a partir de medio MH con ampicilina, 13 cepas en medio MH con apramicina y
5 cepas en medio MH con gentamicina) y aquellas que presentan una morfologia diferente entre
las bacterias aisladas en medio no selectivo. El antibiograma se realiza para un panel general de
16 antibidticos que incluye las familias de antibidticos mas utilizadas: betalactamicos (AMP, OX)
y cefalosporinas (CRO), aminoglucésidos (AP, H, GM, K, ST), macrdlidos (AZM, E), quinolonas
(NAL, CIP), tetraciclinas (MNO), anfenicoles (CL), rifamicinas (RA) y asociacion de sulfamida y
diaminopirimidina (SXT), tal y como se describe en el Apartado I1.3.2.1. Los halos (mm)

obtenidos se muestran en el Anexo |.

Atendiendo a los resultados, el 98,5 % de las BE (128 de 130) mostraron crecimiento en
presencia de al menos uno de los antibidticos evaluados y el 33 % crecieron en presencia de
cinco o mas antibidticos. Ademds, varias cepas provenientes del rio Segre (EM.1.1) y Alcanadre
(EM.5.1) crecieron en presencia de mas de 10 de los 16 antibiéticos evaluados. Segin Martinez
(2003), el 90 % de las bacterias presentes en el agua son resistentes a un antibiotico y el 20 % al

menos a cinco. De forma similar, en el Pais Vasco, se detecté que el 92 % de las bacterias
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aerobias aisladas en puntos de toma de agua para potabilizar del rio Nervién presentaban
resistencia al menos a uno de los antibiéticos evaluados (Pérez y col., 2022). Segun dicho
estudio, la mayor o menor sensibilidad a los antibiéticos esta condicionada por el origen de la
bacteria, razdn por la cual es mas probable encontrar cepas resistentes entre bacterias de origen
fecal, como Escherichia coli, que entre bacterias ambientales. Sin embargo, en el presente
estudio los resultados muestran tasas superiores, asemejandose a los valores observados en
bacterias coliformes aisladas de rios impactados por descargas de depuradoras, fabricas de
farmacos u otras actividades humanas (Amato y col., 2021; Pérez y col., 2022; Sidrach-Cardona
y col., 2014). No obstante, es necesario identificar las BE para poder determinar su sensibilidad
o resistencia a los antibidticos evaluados ya que, dependiendo del género y especie, pueden

presentar diferente sensibilidad o resistencias intrinsecas a determinados antibidticos.

Clasificacion R/1/S

Una vez realizados los antibiogramas disco-placa, se selecciona un conjunto de 83 BE para su
identificacidn en funcidn de tres criterios: (1) por crecer en presencia de algin aminoglucédsido
distinto a la higromicina (dada la alta proporcidon de cepas capaces de crecer en presencia de
este antibidtico, no se utilizd como criterio selectivo), (2) por haberse aislado a partir de medio
selectivo con antibiético y (3) por encontrarse en el interior de AVL con otras BE que cumplieran
los criterios (1) y/o (2). Algunas de las cepas seleccionadas, pese a su interesante perfil de
resistencia a aminoglucdsidos, no pudieron ser identificadas (2121.7) ni estudiarse en mayor
profundidad (1111.39, 32.5, 642.1) debido a que no pudieron resembrarse; otras cepas
resultaron ser levaduras (como se indica en el Capitulo 1V) y sus antibiogramas no se recogen en
la tabla del Anexo I. Por tanto, se evalud la sensibilidad a antibidticos a un total de 77 BE, las
cuales, proceden de las EM.1-EM.7, siguiendo la metodologia descrita en el Apartado I11.3.2.3.
Al pertenecer todas las BE del estudio a la primera campafia (primavera de 2018), de aqui en

adelante, se omite la distincidn de campanfas realizada en el Capitulo IV.

Las BE seleccionadas se identificaron tal y como se desarrolla en el Capitulo IV y se categorizaron
como susceptibles (S), susceptibles a exposicion aumentada (1) o resistentes (R) a los antibidticos
evaluados tal y como se indica en el Apartado 111.3.2.3. Ha de puntualizarse que, los antibiéticos
que presentan puntos de corte en las guias empleadas (CLSI, 2015, 2020; EUCAST, 2024), son los
recomendados para tratamientos terapéuticos y no todos aquellos para los que los diferentes

géneros bacterianos pueden tener resistencias adquiridas.
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El nimero de bacterias resistentes a cada antibidtico y a cada familia se muestra en la Tabla V.1
y los perfiles de resistencia obtenidos, clasificados por géneros y especies, se muestran en la
Tabla V.2 (incluyendo las correcciones que se detallan en el Apartado 1.2 del presente capitulo).
Puede observarse que la resistencia a aminoglucdsidos fue la mds prevalente en todas las aguas
superficiales analizadas, aunque ha de tenerse en cuenta que es la familia para la que mas
antibidticos se evaluaron. Destaca la alta tasa de bacterias capaces de crecer en presencia de
higromicina (95 % de las BE evaluadas), no registrada en ningun otro estudio. Aun descontando
la resistencia a higromicina, 48 BE (62 %) son resistentes a esta familia de antibidticos, una tasa
mayor a la detectada en otros estudios realizados en rios de Espafia, Francia o la India (Amato y
col., 2021; DebMandal y col., 2011; Servais y Passerat, 2009; Sidrach-Cardona y col., 2014). No
obstante, cabe sefialar que la resistencia a aminoglucdsidos no se evalla con tanta frecuencia
enrios, pues muchos estudios se centran en betalactamicos, tetraciclinas y sulfonamidas (Amato

y col., 2021; Pérez y col., 2022; Rodriguez-Mozaz y col., 2015).

Después de los aminoglucdsidos, las resistencias a betalactdmicos y macrélidos fueron las mas
prevalentes: 65 (84 %)y 47 (61%) BE mostraron resistencia a estas familias, respectivamente. Se
trata de dos de las familias de antibidticos empleadas con mayor frecuencia, tanto en terapia
humana como ganadera, por lo que cabe esperar que lideren la prevalencia de resistencias,
como se ha demostrado en estudios realizados en agua de rio en Francia, Valencia, Pais Vasco o
Ledn, donde se han encontrado tasas de hasta el 100 % de bacterias resistentes a ambas familias

(Amato y col., 2021; Pérez y col., 2022; Servais y Passerat, 2009; Sidrach-Cardona y col., 2014).

La resistencia a quinolonas también esta presente en todas las aguas superficiales evaluadas,
aunque el porcentaje de BE resistentes es menor (34 %). La mayoria de las cepas resistentes a
quinolonas mostraron resistencia a acido nalidixico y tan sélo 6 BE resultaron resistentes a la
fluoroquinolona ciprofloxacino (8 %). El acido nalidixico es una quinolona de primera generacién
especialmente empleada frente a enterobacterias; no suele evaluarse frente a bacterias gram
positivas porque suele considerarse no efectivo al generarse resistencia tras la exposicion
gradual al mismo (Alds, 2019; Sierra, 2005). Sin embargo, atendiendo a los resultados obtenidos,
parece que esta resistencia no es tan frecuente en muestras de caracter ambiental y podria ser
dependiente de especie, ya que todas las cepas de Micrococcus luteus y casi todas las cepas de
Microbacterium spp., Staphylococcus pasteuri y S. equorum presentan resistencia a este
antibidtico, mientras que la mayoria de las cepas de Bacillus sp., S. epidermidis y S. warneri se
muestran sensibles. En el caso de ciprofloxacino, cabe esperar mayor sensibilidad en bacterias
ambientales al tratarse de un antibidtico de sintesis (Pérez y col., 2022). Si bien es verdad que la

fluoroquinolona enrofloxacino se emplea ampliamente en veterinaria en Espafia (Plan Nacional
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Tabla V.1. Numero de bacterias endocitobiontes (BE) resistentes a los antibidticos y familias de antibidticos evaluados.

ESTACION  TOTALBE RA  SXT
EM.1 20 10 19 5 4 1 19 8 14 13 18 2 3 3 2 0 1
EM.2 21 2 9 0 6 10 19 10 1 6 6 1 6 0 0 0 5
EM.3 2 2 2 0 0 0 2 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0
EM.4 2 0 1 0 1 0 2 0 0 1 1 0 2 0 0 0 0
EM.5 16 4 14 0 9 1 15 3 7 8 13 2 9 1 0 4 2
EM.6 14 4 10 0 2 2 14 1 3 7 5 0 4 0 1 0 2
EM.7 2 1 1 0 1 0 2 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0
Total 77

Porcentaje

ESTACION  TOTALBE
EM.1 20 20 20 18 3 3 2 0 1
EM.2 21 13 19 6 6 0 1 0 5
EM.3 2 2 2 1 1 1 1 1 0
EM.4 2 1 2 1 2 0 0 0 0
EM.5 16 14 16 13 9 1 3 4 2
EM.6 14 13 14 7 4 0 1 0 2
EM.7 2 2 2 1 1 1 0 1 0
Total 77 6 10

Porcentaje 7,8 13,0

AF: anfenicoles; AG: aminmoglucésidos; AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; BL: betalactdmicos; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E:
eritromicina; EM: estacion de muestreo; GM: gentamicina; H: higromicina B; K: kanamicina; MC: macrdlidos; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; QN:
quinolonas; RA: rifampicina; RF: rifamicinas; ST: estreptomicina; SXD: combinacion de sulfadiazina y diaminopirimidina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TT: tetraciclinas.
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de Resistencia a Antibidticos, PRAN, 2023), parece no haberse diseminado la resistencia a la
misma entre las BE evaluadas. Comparando con otros estudios, la resistencia a fluoroquinolonas
parece ser mas frecuente en zonas influenciadas por aguas residuales que en rios (Marti y col.,

2014; Servais y Passerat, 2009).

Comparando con otros estudios, resalta la baja tasa de resistencia a tetraciclinas, muy
recurrente en ambientes acudticos (Amato y col.,, 2021; Sidrach-Cardona y col., 2014) y
esperable en la zona de estudio debido a la gran cantidad de tetraciclina empleada en el sector
cunicola en Espafa (PRAN, 2023). Es posible que los resultados se deban a haber evaluado la
resistencia a minociclina, ya que se observa una menor proporcién de resistencias a este
antibidtico semisintético de segunda generacién, en comparacién con la tetraciclina. El hecho
de haber aislado una alta tasa de bacterias gram positivas también puede influir, ya que el
mecanismo de resistencia a tetraciclinas mds cominmente detectado, las proteinas de eflujo,
es propio de bacterias gram negativas, mientras que en cocos gram positivos (como
Staphylococcus spp., Micrococcus spp. y Kocuria spp.) este mecanismo no confiere resistencia a

minociclina (Asadiy col., 2020).

Como se puede advertir, la resistencia a determinadas familias sélo se observa en algunos de los
rios evaluados, como es el caso de la resistencia a la asociacion de sulfadiazina vy
diaminopirimidina (presente en EM.1, EM.2, EM.5 y EM.6), tetraciclinas (EM.1, EM.2, EM.3,
EM.5 y EM.6), anfenicoles (EM.1, EM.5, EM.7) y rifamicinas (EM.3, EM.5 y EM.7). En todos los
casos, la resistencia a estas familias se presenta en cepas multirresistentes. Otros estudios
realizados en rios también han reportado bajas tasas de resistencia a minociclina,
sulfametoxazol-trimetoprim y cloranfenicol (Mohanta y Goel, 2014; Pérez y col., 2022; Servais y
Passerat, 2009), asi como la resistencia a minociclina y sulfametoxazol-trimetoprim ligada
Unicamente a perfiles de multirresistencia (Amato y col., 2021; Pérez y col., 2022). En estos
casos, pueden estar interviniendo bombas de eflujo que producen resistencia simultanea a
diferentes antibiodticos. Este mecanismo, ademas, suele estar presente de manera sinérgica con

otros (Fuentes y col., 2014), lo cual podria explicar estos perfiles de multirresistencia.

Bacterias multirresistentes

Considerando bacterias multirresistentes (MR) a aquellas que presentan resistencia a
antibioticos de tres o mas familias y, bacterias con multirresistencia extendida (MRX), a aquellas
que presentan resistencia a antibioticos de cinco o mas familias (Amato vy col., 2021), se puede

observar que el 74 % de las BE evaluadas (57 de 77) presentan un perfil de multirresistencia, de
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las cuales, 11 presentan ademas multirresitencia extendida. Estos valores son algo inferiores al
88 % de cepas MR que obtuvieron Amato y col. (2021) en su estudio en aguas de rio de Valencia,
pero superiores al 37% vy 39 % de bacterias MR (E. coli y aerobias totales, respectivamente) que
obtuvieron Pérez y col. (2022) en el rio Nervidn. Dichos estudios se diferencian en el mayor y
menor impacto de actividades humanas, respectivamente; y es que los perfiles de
multirresistencia suelen encontrarse ligados a descargas de aguas residuales (Sidrach-Cardona

y col., 2014).

El indice de multirresistencia a antibidticos (MRA) se emplea para identificar si las bacterias
provienen de ambientes con alta (MRA > 0,2) o baja (MRA < 0,2) presién antibidtica (Apartado
111.3.2.4). Los resultados relativos a este indice (Tabla V.2) indican que gran parte de las cepas
provienen de ambientes con alta presion antibidtica, al presentar 56 de las cepas (73 %) un
indice MRA > 0,2. Ademas, el indice MRA promedio, por estacién de muestreo, es también
superior a 0,2 en todas las aguas superficiales evaluadas, sefialando la afectacién de toda la zona
estudiada; aunque hay que recordar que estos valores pertenecen a cepas previamente
seleccionadas por sus perfiles de resistencia. Comparando con un estudio realizado en el rio
Sena en Francia, se obtuvieron valores promedios MRA < 0,2 en zonas con y sin contaminacién
agricola dispersa e indices promedio MRA > 0,2 en efluentes de aguas residuales de hospitales;
si bien es verdad que en dicho estudio sélo se estudiaron bacterias de origen fecal (Servais y

Passerat, 2009).

Estos resultados, por tanto, sugieren que las bacterias MR extraidas de las AVL pueden provenir
de las zonas ganaderas adyacentes, bien por escorrentia de las aguas de lluvia contaminadas o
por infiltraciones en las aguas subterraneas y/o que las AVL influyan en la multirresistencia de

las bacterias que portan en su interior.

De cara a evaluar el posible impacto de la presidn ganadera de la zona de estudio, se llevd a cabo
un estudio de mayor profundidad de la resistencia a aminoglucdsidos ya que, antibiéticos como
la apramicina e higromicina son de uso exclusivo veterinario y, otros, como la espectinomicina,

estreptomicina y gentamicina se usan tanto en animales como humanos.
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Tabla V.2. Perfiles de resistencia de las bacterias endocitobiontes (BE) identificadas, indice de multirresistencia a antibioticos (MRA) y categorizacidén como cepa con perfil de

multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX).

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS iINDICE MRA MR/MRX
5512 Bacillus altitudinis OXR HR ER CIP' 0,19 MR
1113 Bacillus cereus AMPR OX® CROR HR ER CIP' CLR 0,44 MRX
1113 Bacillus clausii AMPR OX® CROR H?  STRAZRER CIP' 0,44 MR
1113 Bacillus clausii AMPR OX® CROR HR KR STR AZR ER CIP! 0,50 MR
1113 Bacillus clausii OoxR HR KR STR AZR ER CIP! 0,38 MR
1113 Bacillus clausii OxR H?  STRAZRER CIP! 0,31 MR
1113 Bacillus clausii CROR STRAZR ER CIP! 0,25 MR
141 Bacillus licheniformis AMPR OXR APR HR ER CIP' 0,31 MR
141 Bacillus licheniformis OxR HR  STR ER CIP' 0,25 MR
141 Bacillus licheniformis OXxR HR ER CIP! 0,19 MR
142 Bacillus licheniformis OxR APR HR KR STR AZR ER CIPR NALR CLR 0,69 MRX
35 Bacillus licheniformis AMPR OXR HR E' CIP' NALR 0,31 MR
5511 Bacillus niabensis OxR HR  STRAZRER CIP! 0,31 MR
5511y 5521 Bacillus pumilus HR ER CIP! 0,13 -
1113 Paenibacillus glucanolyticus ~ AMP® OX® HR KR STR AZR ER CIP! CL® 0,56 MRX
72 Paenibacillus lautus ox®R APR HR CIPR NALR 0,31 MR
211 Microbacterium arborescens* Oox®R APR HR CIP' NALR 0,29 MR
211 Microbacterium arborescens* OxR APR HR CIpP' 0,24 MR
622 Microbacterium arborescens Oox®R APR HR K' CIP' NAL® 0,24 MR
1111 Microbacterium paraoxydans ~ AMP® OX* APR GMR HR KR STR AZR ER CIP' NALR 0,59 MR
522 Microbacterium paraoxydans ~ AMP® OX* APR H®  ST® AZR ER CIPR NALR CLR 0,71 MRX

AMP: ampicilina; AP: apramicina; ATM: aztreonam; AVL: amebas de vida libre; AZM: azitromicina; CAZ: ceftazidima; CC: clindamicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol;

CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; GM: gentamicina; H: higromicina; IMI: imipenem; K: kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico;

OX: oxacilina; PEN: penicilina; PIP: piperacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina; TET: tetraciclina; *:Microbacterium arborescens/imperiale.

El cédigo de colores hace referencia a las familias de antibidticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cdlculo del indice MRA).
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Tabla V.2. Perfiles de resistencia de las bacterias endocitobiontes (BE) identificadas, indice de multirresistencia a antibioticos (MRA) y categorizacidén como cepa con perfil de
multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX). Continuacion.

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS INDICEMRA MR/MRX
5511 Microbacterium paraoxydans ~ AMP® OXF APR GMFR HR KR STR AZR ER CIPR NALR 0,76 MRX
5511 Microbacterium paraoxydans OoxRk APR HRK' STR ER CIP' NALR 0,47 MRX
5511 Microbacterium paraoxydans oxR APR HR AZR ER CIP" NALR 0,47 MRX
5512 Microbacterium paraoxydans OoxR® APR HR K' STR ER CIP' NALR 0,35 MR
13 Staphylococcus epidermidis ~ AMPR PEN® OX® FOX® HR K AZR ER CIP' 0,35 MR
2132 Staphylococcus epidermidis PEN® OX® FOXR GMR HR AZR ER CIP! 0,35 MR
231 Staphylococcus epidermidis ~ AMP® PEN® OX® FOX® AP* GM' HF AZR ER CIP' 0,40 MR
521 Staphylococcus epidermidis ~ AMPR PEN® OX® FOX® HR AZ® ER CIP' NALR 0,45 MRX
521 Staphylococcus epidermidis PEN® OX® FOX® AP® H®  STRAZRERCIP! 0,40 MR
643 Staphylococcus epidermidis ~ AMPR PEN® OX® FOX® HR AZ®  CIP! 0,40 MRX
643 Staphylococcus epidermidis ~ AMP® PEN® OX® FOX® HR AZR  CIP' 0,30 MR
2132 Staphylococcus pasteuri OXR HR CIP' NALR 0,15 MR
2132 Staphylococcus pasteuri HR E' CIP' NALR 0,10 -
32 Staphylococcus pasteuri AMPR OXxR HR KR STR AZR ER CIP! CL® CcR 0,55 MRX
4412 Staphylococcus pasteuri OXxR APR HR CIP' NAL® 0,20 MR
521 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR HR AZR ER CIP' NALR 0,30 MR
62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR APR GMR HR KR STR AZR ER CIP! 0,45 MR
62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR GM' HR  STR AZR ER CIP! 0,30 MR
62112 Staphylococcus pasteuri PENR HR AZR ER CIP' NALR 0,25 MR
62112 Staphylococcus pasteuri OXxR HR AZR ER CIP! 0,20 MR
72 Staphylococcus pasteuri AMPR HR KR STR ER CIP! CL® 0,35 MRX

AMP: ampicilina; AP: apramicina; ATM: aztreonam; AVL: amebas de vida libre; AZM: azitromicina; CAZ: ceftazidima; CC: clindamicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol;
CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; GM: gentamicina; H: higromicina; IMI: imipenem; K: kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico;
OX: oxacilina; PEN: penicilina; PIP: piperacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina; TET: tetraciclina; *:Microbacterium arborescens/imperiale.
El cédigo de colores hace referencia a las familias de antibidticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cdlculo del indice MRA).
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Tabla V.2. Perfiles de resistencia de las bacterias endocitobiontes (BE) identificadas, indice de multirresistencia a antibioticos (MRA) y categorizacidén como cepa con perfil de
multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX). Continuacion.

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS iINDICE MRA MR/MRX
521y 62112 Staphylococcus equorum OXR HR CIP' NAL® 0,15 MR
62112 Staphylococcus equorum GMRHR  STR CIP' NALR 0,20 -
142 Staphylococcus warneri AMPR PENF OXR HR CIP' 0,20 -
2121 Staphylococcus warneri PENR GMRHRKR  AZRERCIP! 0,35 MR
2121 Staphylococcus warneri PENR GMR HR KR CIP' 0,20 -
2121 Staphylococcus warneri GMR HR KR CIP' 0,15 -
2121 Staphylococcus warneri HR AZR ER CIP! 0,15 -
643 Staphylococcus warneri PENR OX® HR CIP' 0,15 -
643 Staphylococcus warneri OXxR HR CIP' 0,10 -
2132 Kocuria rhizophila OoxR CIPR NALR 0,19 -
521 Kocuria rhizophila OxR APR STR CIP' 0,19 -
142 Micrococcus luteus OoxR APR HR KR STR CIPR NALR 0,44 MR
4412 Micrococcus luteus HR AZR ERCIP' NALR 0,25 MR
522 Micrococcus luteus OoxRk APR H* KR AZRERCIP' NALR 0,44 MR
522 Micrococcus luteus OxR APR HR KR CIP" NALR 0,31 MR
2121 Pseudoxanthomonas indica ~ AMP®R (OXF?) GMR HR KR STR CIP! 0,38 -
2132 Pantoea agglomerans (OXFR) HR KR AZRERCIP' NALR 0,38 MR
2132 Pseudomonas koreensis PIP' FEP® CAZ (AZR ER) CIP' 0,25 -

AMP: ampicilina; AP: apramicina; ATM: aztreonam; AVL: amebas de vida libre; AZM: azitromicina; CAZ: ceftazidima; CC: clindamicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol;
CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; GM: gentamicina; H: higromicina; IMI: imipenem; K: kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico;
OX: oxacilina; PEN: penicilina; PIP: piperacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina; TET: tetraciclina; *:Microbacterium arborescens/imperiale.
El cédigo de colores hace referencia a las familias de antibidticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cdlculo del indice MRA).
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1.2. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD A AMINOGLUCOSIDOS

Tras evaluar el perfil de resistencias de la seleccidon de bacterias endocitobiontes (BE), y con el
objeto de profundizar en la familia de aminoglucdsidos, se evalud la sensibilidad a esta familia
de antibidticos en una seleccién que agrupa a las 57 cepas con los fenotipos de resistencia a
aminoglucésidos de mayor interés. Esta seleccidn incluye BE de las EM.1-EM.7. Para ello, en
primer lugar, se determind la concentracidn minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima
bactericida (CMB) de las BE para los antibiéticos apramicina, higromicina, gentamicina y
estreptomicina, antibioticos empleados en ganaderia (Plan Nacional de Resistencia a
Antibidticos, PRAN, 2023). En segundo lugar, y con el objeto de inferir los mecanismos de
resistencia a aminoglucésidos subyacentes, se realizan antibiogramas disco-placa para 13

aminoglucésidos adicionales a esta misma seleccién de BE.

1.2.1. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida

La determinacidn de las concentraciones minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) de las BE
seleccionadas, se realizd siguiendo la metodologia descrita en el Apartado 111.3.2.2. Los
resultados se muestran en la Tabla V.3. Algunas de las cepas no pudieron ser evaluadas debido

a que no se consiguid su crecimiento adecuado para este estudio.

Los aminoglucdsidos son antibidticos de amplio espectro que tienen un efecto bactericida
dependiente de su concentracidn (Calvo y Martinez-Martinez, 2009). Ademas, presentan efecto
postantibiotico, lo que indica que la inhibicidon persiste tras la exposicion al antimicrobiano
(Sociedad Espafiola de Quimioterapia, 2006). Normalmente, en antibidticos considerados
bactericidas, la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) tienen valores proximos, que difieren en una o dos diluciones. En ocasiones se observan
fendmenos de tolerancia, cuando los valores de CMI y CMB estan separados por al menos 5
diluciones dobles (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica,
SEIMC, 2000b). En el presente trabajo, se puede observar que la mayoria de las cepas evaluadas
presentan valores que distan hasta 2 diluciones dobles, indicando el caracter bacteriostatico de

los antibidticos evaluados (Tabla V.3).

Los valores de CMI obtenidos varian dependiendo del antibiético: desde 2 a 512 pug/mL para la
apramicina, de 4 a >1024 pg/mL para higromicina, de 0,5 a >256 pug/mL para gentamicina y de
0,5 a >256 pg/mL para estreptomcina. Los valores de CMB fueron iguales o superiores a los

valores de CMI para todas las cepas estudiadas y, en el caso de la apramicina e higromicina, se
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elevaron de 2 a 1024 pg/mL y de 8 a >1024 pg/mL, respectivamente. Se pueden observar
diferencias por género y especies; sin embargo, se ha de tener en cuenta que los puntos de corte
para la clasificacidn de las cepas como resistentes o sensibles varia entre especies y antibidticos.
Dado que en la mayoria de los casos evaluados no existen criterios establecidos para realizar
esta categorizacién, se correlacionan los resultados obtenidos mediante las metodologias del

antibiograma y la CMI para clasificar las cepas como S/R.

En el caso de la gentamicina, segun la guia del Comité Europeo de Estudio de la Susceptibilidad
a Antimicrobianos (EUCAST, 2024), una CMI (GM) = 4 ug/mL indica resistencia a este antibidtico
para Staphylococcus y Enterobacterales (aplicable para Pantoea agglomerans), mientras que,
segun las guias del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2015, 2020), son
necesarios valores de CMI (GM) = 16 pg/mL para identificar como resistentes a
Corynebacterium, Pseudomonas, Bacillus y Enterobacterales; aunque Agerso y col. (2018)
propuso una CMI (GM) = 8 ug/mL como punto de corte para Bacillus. Pese a la disparidad de
criterios, los perfiles de resistencia obtenidos mediante antibiograma de todas las cepas de
Bacillus, Paenibacillus, Micrococcus luteus y Kokuria rhizophila coinciden con los fenotipos
obtenidos por CMI, ya que todos los aislamientos son sensibles a este antibidtico y presentan
CMI (GM) < 4 pug/mL. Igualmente, P. agglomerans y Pseudomonas koreensis también resultaron
sensibles mediante antibiograma y muestran valores de CMI inferiores a los puntos de corte
indicados. En el caso de Microbacterium, se obtuvieron CMI (GM) = 8 ug/mL en cepas que en
algunos casos se muestran sensibles segun el antibiograma y, en otros, resistentes. Es posible
gue esto se deba al margen de error inherente a la técnica de microdilucién, estimado en una
dilucion doble (SEIMC, 2000b), o a la variabilidad en la composicion de los diferentes formatos
comerciales de gentamicina (en polvo, empleado para la determinacidn de los valores de CMI y
CMB, y en disco, utilizado para los antibiogramas). Estos formatos pueden contener distintas
proporciones de sus componentes principales, gentamicina C;, Cia Yy C2 (Chemotechnique

Diagnostics, 2017).

Llama la atencioén la cepa Pseudoxanthomonas indica 2121.22, aislada a partir de medio MH con
gentamicina y resistente a este antibidtico segun el antibiograma, pero con una CMI (GM) = 2
pg/mL. Dado que este género no ha sido muy estudiado en cuanto a su resistencia a antibidticos,
se mantiene la consideracién como cepa resistente y se espera que esta informacion pueda
servir de utilidad como referencia para futuras ocasiones. En el caso de Staphylococcus spp.,
atendiendo a los valores de CMI obtenidos, se observa que hay varias cepas cuya resistencia a
este antibidtico ha sido subestimada mediante la técnica del antibiograma (S. warneri 2121.10,

2121.20, 2121.21 y S. epidermidis 2132.3) y, por tanto, han de considerarse resistentes a
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gentamicina. En el caso de S. pasteuri 4412.1, teniendo en cuenta el error de la técnica, el halo
de inhibicidn obtenido (Anexo 1) y que presenta una CMI = 4 ug/mL, se considera que se trata
de una cepa sensible. Destacan las cepas S. warneri de la AVL 2121y la cepa S. pasteuri 62112.1

por ser las que presentan mayores valores de CMI frente a este antibiético (CMI = 128 ug/mL).

Respecto a estreptomicina, una CMI (ST) = 64 pg/mL indica resistencia en E. coli (Exopol, 2022),
una CMI (ST) > 32 ug/mL indica resistencia en Stahpylococcus spp. (Shin y col., 2019) y una CMI
(ST) = 16 pg/mL indica resistencia en Bacillus spp. (Agerso y col., 2018). Extrapolando estos
valores a bacterias gram negativas (Pseudomonas, Pseudoxanthomonas y Pantoea), cocos gram
positivos (Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria) y bacilos gram positivos (Bacillus,
Paenibacillus y Microbacterium), respectivamente, se observa que el fenotipo obtenido
mediante CMI y antibiograma de todas las cepas de Bacillus, Paenibacillus, M. luteus y las gram
negativas coinciden. En el caso de Microbacterium spp. y Staphylococcus spp., algunas cepas
podrian reconsiderarse sensibles/resistentes debido a que sus valores de CMI se sitlan en torno
al punto de corte (16 y 32 ug/mL), pero teniendo en cuenta que la técnica tiene un error de una
dilucién, se mantiene la interpretacion obtenida a partir el halo de inhibicién. La cepa S. equorum
62112.8 muestra un fenotipo de resistencia dado el valor de la CMI obtenido (128 pg/mL), el
cual, parece haber sido subestimado por la técnica del antibiograma, por lo que se la reconsidera
como resistente (Tabla V.2). En el caso de la cepa K. rhizophila 521.6, se observa un perfil ST®
segun el antibiograma y una CMI (ST) = 0,5 pug/mL que replantearia considerar la cepa como
sensible a este antibidtico; sin embargo, es posible que este resultado se deba a que la
morfologia de las colonias es rugosa, abultada, seca y granular, lo que dificulta la formacion de
suspensiones homogéneas al preparar el inéculo de la misma. Las cepas con mayores CMI para
este antibidtico resultaron ser las cepas Bacillus calusii y Paenibacillus glucanolyticus de la AVL

1113y las cepas S. pasteuri 32.4,62112.1y 72.7 con valores de CMI > 128 pg/mL.

En el caso de apramicina, segun la Red de Vigilancia Veterinaria de Resistencia a Antibidticos
(2005), se requieren valores de CMI (AP) > 32 ug/mL para considerar resistentes a las bacterias
gram negativas. Este mismo punto de corte ha sido considerado al analizar la resistencia a
apramicina en estudios de Staphylococcus aureus (Fessler y col., 2011), por lo que se extrapola
a las bacterias gram positivas de este estudio. Atendiendo a los resultados, la categorizacion
como resistente/sensible de las cepas de Bacillus, Paenibacillus, Microbacterium, M. luteus, K.
rhizophila y P. agglomerans mediante antibiograma coincide con la otorgada mediante la
determinacion de la CMI tomando el valor de CMI (AP) = 32 pug/mL como punto de corte. En el
caso de Staphylococcus y P. indica, se observan algunas cepas que poseen CMI = 16 pug/mL y

muestran un fenotipo resistente mediante el antibiograma, y otras que poseen CMI = 32 ug/mL
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y muestran un fenotipo sensible, lo cual podria achacarse al error propio de la técnica de la
microdilucién. Teniendo en cuenta estos resultados, podria extrapolarse el valor CMI (AP) > 32
pug/mL como punto de corte para asignar resistencia apramicina en bacterias gram positivas.
Destacan las cepas Microbacterium paraoxydans 5511.11, M. arborescens (incluidas las cepas
de M. arborescens/imperiale) y S. pasteuri 62112.1 por presentar los mayores valores de CMI

(CMI = 256 pg/mL).

La higromicina es un antibidtico complejo de evaluar ya que apenas hay informacién en la
bibliografia respecto a valores de CMI, ademas, la mayoria de las cepas se mostraron resistentes
segln el antibiograma, pero se obtuvieron valores de CMI muy dispares. McGaha y Champney
(2007) establecieron que una CMI = 150 pg/mL para higromicina indicaba resistencia en E. coli.
El fenotipo de resistencia a higromicina determinado mediante antibiograma y CMI de las
bacterias gram negativas evaluadas coincidiria y corroboraria este punto de corte. Sin embargo,
no se ha encontrado en la bibliografia ninguna referencia respecto a bacterias gram positivas.
Atendiendo a los resultados obtenidos, parece que los valores de CMI de corte para determinar
resistencia a este antibidtico podrian ser CMI (H) = 32 pg/mL en el caso de Staphylococcus spp.,
Microbacterium spp. y K. rhizophila, y entre 8 ug/mLy 16 pg/mL para Bacillus spp. y Paenibacillus
spp. (teniendo en cuenta el error de la técnica); aunque seria necesario estimar estos puntos de
corte mediante un método normalizado de interpretacién de resistencia (Costa y col., 2021). En
el caso de M. luteus, todas las cepas evaluadas resultaron resistentes segun el antibiograma y
mostraron CMI (H) = 128 pug/mL, por lo que no pueden establecerse valores de puntos de corte
de sensibilidad/resistencia. Igualmente, este valor puede servir como referencia para futuros
estudios. Las cepas con mayores valores de CMI para este antibiético son las cepas de S. warneri
y P. indica de la AVL 2121, S. epidermidis 2132.3, S. pasteuri 62112.1y S. equorum 62112.8, con
valores de CMI > 1024 pg/mL.
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Tabla V.3. Valores de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) en ug/mL, determinados para las bacterias endocitobiontes (BE)
evaluadas (n = 51).

RESISTENCIA APRAMICINA HIGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA

AVL BE IDENTIFICACION ANTIBIOGRAMA CMI CBI cvmi CBI cvmi CBI Cmi CBI
1111 34 M. paraoxydans AP GM H ST 128 512 64 128 8 16 32 128
1113 7 B. clausii HST 4 16 16 32 1 2 128 >256
1113 9AWP B. clausii HST 2 2 4 8 0,5 0,5 64 256
1113 10 B. clausii ST 2 32 16 32 0,5 4 64 >256
1113 11 B. clausii HST 2 2 4 8 0,5 0,5 64 >256
1113 12 B. clausii HST 4 16 32 32 0,5 2 128 >256
1113 13AvP B. clausii HST 4 64 32 64 0,5 2 128 >256
1113 16 B. clausii HST 2 32 32 64 0,5 1 128 >256
1113 17°vP P. glucanolyticus HST 2 4 256 1024 2 8 256 >256
141 1 B. licheniformis HST 32 64 512 1024 4 4 128 >256
142 17° M. luteus AP H ST 64 64 128 256 2 4 64 64
142 2 B. licheniformis AP H ST 32 64 512 512 4 4 128 >256
211 1** M. arborescens/imperiale AP H 64 256 256 1024 4 8 8 16
211 2% M. arborescens/imperiale APH 64 256 128 512 4 16 8 16
211 32" M. arborescens/imperiale APH 128 512 256 1024 4 8 16 32
211 4" M. arborescens/imperiale APH 128 512 256 1024 4 8 8 16
211 5AP M. arborescens/imperiale AP H 128 512 256 512 4 8 8 16
2121 2 S. warneri GMH 32 64 1024 >1024 128 128 16 32
2121 3 S. warneri GMH 16 16 1024 >1024 >256 >256 32 32
2121 5SM S. warneri GMH 8 32 1024 >1024 64 128 8 32
2121 10 S. warneri GMH 32 32 1024 1024 256 256 32 32
2121 20 S. warneri GMH 32 32 1024 >1024 128 128 32 32

AP: apramicina; AVL: ameba de vida libre; GM: gentamicina; H: higromicina; ST: estreptomicina. “P: aislada en MH-Ampicilina; *": aislada en MH-AP; °V: aislada en MH-GM;
Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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Tabla V.3. Valores de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) en pg/mL, determinadas para las bacterias endocitobiontes (BE)

evaluadas (n = 51). Continuacion.

. RESISTENCIA APRAMICINA HiGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA
AVL BE IDENTIFICACION
ANTIBIOGRAMA CMI CBI cvmi CBI Cvmi CBI Cmi CBI

2121 21 S. warneri GMH 8 16 1024 >1024 256 256 16 32
2121 22¢M P. indica GM H ST 32 32 >1024 >1024 2 2 64 64
2132 2AwP P. koreensis H 2 2 8 32 0,5 0,5 1 2
2132 3AWP S. epidermidis GMH 16 16 1024 >1024 16 16 16 64
2132 5 S. pasteuri H 4 4 128 256 0,5 0,5 8 8
2132 77 P. agglomerans AP H 32 64 256 256 2 2 8 16
231 1 S. epidermidis APH 16 32 128 1024 1 4 8 16

32 gAwe S. pasteuri H ST 2 2 256 1024 2 4 >256  >256
4412 14° M. luteus APH 128 128 128 256 4 4 32 32
521 2 S. equorum H 2 2 32 64 0,5 0,5 1 2
521 34P S. epidermidis AP H ST 32 64 128 1024 1 4 16 32
521 6 K. rhizophila AP ST 64 64 32 32 0,5 0,5 0,5 0,5
521 7 AMP S. epidermidis H 16 16 128 256 2 2 8 16
521 9 AMP S. pasteuri H 8 8 512 1024 1 1 8 32
522 104° M. luteus APH 128 128 128 256 2 2 16 16
522 12 M. luteus APH 256 256 128 256 4 8 8 16
522 22 M. paraoxydans AP H ST 128 512 128 256 8 32 32 256
5511  77° M. paraoxydans AP H 128 256 32 64 4 8 32 256
5511 9 M. paraoxydans AP H ST 128 256 128 512 8 16 32 128
5511 11 M. paraoxydans AP GM H ST 512 1024 64 128 16 64 64 >256
5512 17P M. paraoxydans AP H ST 64 256 32 64 4 8 32 256

AP: apramicina; AVL: ameba de vida libre; GM: gentamicina; H: higromicina; ST: estreptomicina. “V: aislada en MH-Ampicilina; **: aislada en MH-AP; °V: aislada en MH-GM;

Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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Tabla V.3. Valores de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) en pg/mL, determinadas para las bacterias endocitobiontes (BE)
evaluadas (n = 51). Continuacion.

RESISTENCIA APRAMICINA HIGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA

AVL BE IDENTIFICACION ANTIBIOGRAMA CMI CBI cMi CBI cMi CBI CMI CBI
62112 1AVWP S. pasteuri AP GM H ST 512 1024 >1024 >1024 128 128 >256 >256
62112 2 S. pasteuri H 4 8 128 512 0,5 1 4 32
62112 5 S. pasteuri H ST 16 32 128 512 0,5 2 32 64
62112 8 S. equorum GM H ST 32 32 >1024 >1024 8 16 128 256
62112 9 S. equorum H 4 4 32 128 0,5 0,5 1 1

622 1 M. arborescens APH 256 1024 128 256 4 8 8 16

72 7AMP S. pasteuri HST 4 8 256 >1024 2 32 256 >256

72 114° P. lautus APH 32 64 16 64 1 1 2 4

AP: apramicina; AVL: ameba de vida libre; GM: gentamicina; H: higromicina; ST: estreptomicina. “M*: aislada en MH-Ampicilina; *?: aislada en MH-AP; °M: aislada en MH-GM;
Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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1.2.2. Perfil de resistencia a aminoglucdsidos y posibles mecanismos de
resistencia

Para estudiar en mayor profundidad los perfiles de resistencia a los antibiéticos aminoglucdsidos
de la seleccién de cepas de BE, se evalla su sensibilidad a un panel de antibidticos de esta
familia, tal y como describe la metodologia del Apartado 111.3.2.1. En la Tabla V.4 se recogen los
halos (mm) obtenidos. Algunas de las cepas no pudieron ser evaluadas debido a que no se

consiguid su crecimiento adecuado para este estudio.

Los aminoglucdsidos son una familia de antibidticos que se unen al sitio A del ARN ribosdmico
(ARNr) 16 S, que conforma la subunidad 30 S del ribosoma, el cual reconoce los aminoacil-ARN
de transferencia (ARNt), inhibiendo la sintesis de proteinas y provocando consecuentemente la
muerte de la bacteria. La resistencia a estos antibidticos puede deberse a diferentes
mecanismos: (1) la modificacién enzimatica e inactivacién de los aminoglucésidos, (2) la
disminucién de su concentracidn en el interior de la célula, bien por disminuir la permeabilidad
de la membrana o por transporte activo mediado por bombas de eflujo y (3) por modificaciones
en la diana que interfieren con la unién de los aminoglucdsidos (Shaw y col., 1993). En este
ultimo caso se han detectado tanto mutaciones en el propio ARNr 16 S en Mycobacterium

tuberculosis, como metilaciones mediadas por ARNr metiltransferasas (Doiy col., 2016).

El mecanismo de resistencia mas comun a aminoglucdsidos se debe a la inactivacion enzimatica
mediante enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMA), que pueden ser de tres tipos:
acetiltransferasas (AAC), nucleotidiltransferasas o adenililtransferasas (ANT) y fosfotransferasas
(APH). Estas suelen adquirirse mediante genes presentes en plasmidos y/o asociados a
transposones, que ayudan a la rapida diseminacién de resistencias entre especies. Estas enzimas
se codifican en funcidn del tipo de modificaciéon enzimatica (AAC, ANT, APH), el sitio de
modificacién (1, 3, 6,9, 2’,3’, 4, 6’, 2”, 3”), los perfiles de resistencia que otorgan (I, Il, ll, IV, V,
etc.) y la estructura de la proteina (a, b, c, etc.); de tal forma que, las enzimas AAC(6’)-la y la
AAC(6’)-Ib son dos proteinas Unicas que confieren perfil de resistencia idénticos. La
nomenclatura de los genes que codifican estas enzimas: aac(6’)-la y aac(6’)-Ib son genes Unicos

gue codifican dos proteinas con el mismo perfil de resistencia (Shaw y col., 1993).

Atendiendo al perfil de resistencias a aminoglucdésidos de las bacterias evaluadas (Tabla V.4), se
puede inferir la o las EMA que expresan, tal y como se desarrolla a continuacidon. No obstante,
para definir de forma concreta el mecanismo de resistencia subyacente, deberia comprobarse
la presencia o ausencia de los genes codificantes mediante técnicas moleculares y/o de

secuenciacién, lo cual, seria de gran interés para realizar en futuros estudios.
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Como se observa en los resultados, la resistencia a higromicina es la mas prevalente en las BE
evaluadas: el 95 % de las BE seleccionadas para el estudio de aminoglucdsidos muestran
resistencia a higromicina, de las cuales, 35 bacterias muestran ademas CMI > 128 pg/mL (Tabla
V.3). La resistencia a este antibidtico se ha visto ligada a la expresién de la fosfotransferasa
APH(4)-la en Escherichia coli (bacteria gram negativa) y a la APH(7”)-la en Streptomyces
hygroscopicus (bacteria gram positiva capaz de sintetizar la higromicina B), enzimas que
catalizan la transferencia de un grupo fosfato del ATP a un grupo hidroxilo del antibidtico. Los
genes que codifican estas enzimas, hphB e hyg respectivamente, se han encontrado codificadas
en pldsmidos de bacterias de origen animal y humano (Gémez-Lus, 1998; Shaw y col., 1993), y
podrian ser los responsables de la resistencia en las bacterias gram negativas y gram positivas

del presente estudio, respectivamente.

La segunda resistencia mas prevalente entre los aminoglucédsidos evaluados es la resistencia a
espectinomicina, presente en 49 (89 %) de las bacterias estudiadas. Se ha demostrado que la
enzima APH(9) en Legionella pneumophila (bacteria gram negativa) confiere resistencia a
espectinomicina, asi como la ANT(9)-l lo hace en varias especies de Enterococcus spp. y
Staphylococcus spp. (bacterias gram positivas), codificada por los genes ant(9)-I en plasmido y
trasposon (Ramirez y col., 2010; Ramirez y Tolmasky, 2010; Shaw vy col., 1993; Zarate y col.,
2018). La enzima ANT(3”)-1 es capaz de adenilar e inactivar tanto espectinomicina como
estreptomicina en bacterias gram negativas y gram positivas (Shaw y col., 1993; Woodford,
2005; Zarate y col., 2018), por lo que es posible que las 19 bacterias SPC? que también son ST®
sean portadoras del gen que codifica esta enzima (aadA), el cual puede transferirse tanto por
pldsmidos como por transposones o integrones (Ramirez y col.,, 2010). En cuanto a la
estreptomicina, un total de 26 BE muestran resistencia, de las cuales 11 presentan
CMI > 128 pug/mL (Tabla V.3). De estas 26, 19 bacterias muestran el perfil SPCR ST® citado vy, otras
7, muestran resistencia a estreptomicina y sensibilidad a espectinomicina. Esta resistencia se ha
visto mediada por las enzimas ANT(6)-I en Bacillus spp., Staphylococcus spp. y en Enterococcus
faecalis mediante codificacién plasmidica y cromosémica, por APH(3”)-1 en Acinetobacter
baumanniiy Staphylococcus, APH(3”)-Il en E. faecalis, y por la enzima APH(6”)-1 en Streptomyces

griseus (Ramirez y Tolmasky, 2010; Shaw y col., 1993; Woodford, 2005; Zarate y col., 2018).
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Tabla V.4. Halos (mm) de las bacterias endocitobiontes (BE) a los aminoglucdsidos evaluados (n = 55).

CcODIGO BE RESISTENTEA AK DK GMg GMca GMce: GMcea Ka Ke 2’NET NM PM SIS SPC
1111.34 M. paraoxydans AP GM H K ST 8 12 8 19 14 7 10 12 0 35 17 9 6
1113.7 B. clausii HST 36 36 28 34 36 0 17 18 36 40 28 34 19
1113.8AVP B. cereus H 22 21 21 21 23 - 20 21 13 23 16 22 9
1113.9AP B. clausii HST 40 40 42 50 44 44 30 29 38 45 46 42 30
1113.10 B. clausii ST 40 42 38 38 42 42 30 24 36 46 40 44 25
1113.11 B. clausii HST 40 43 32 42 44 42 28 28 44 42 37 42 25
1113.12 B. clausii HKST 32 32 24 30 34 33 16 15 28 33 25 30 18
1113.13AMP B. clausii HKST 33 33 22 30 30 36 15 15 36 36 24 30 17
1113.16 B. clausii H K ST 34 34 26 22 30 40 13 11 32 36 25 30 0
1113.17AMP P. glucanolyticus HKST 19 12 17 25 35 28 0 10 12 41 28 26 0
13.1AMP S. epidermidis H 24 28 28 29 29 - 26 28 27 32 28 30 0
141.1 B. licheniformis HST 29 34 33 35 36 40 30 30 32 30 27 34 8
142.1%° M. luteus AP HKST 15 12 18 16 17 16 14 16 8 23 10 16 10
142.8 S. warneri H 22 28 27 28 31 - 24 28 21 28 21 24 0
211.17° M. arborescens/imperiale APH 23 14 30 35 29 26 15 20 0 34 17 21 0
211.2%° M. arborescens/imperiale APH 23 14 28 23 27 23 14 20 0 33 12 21 0
211.3”" M. arborescens/imperiale APH 23 12 27 24 30 27 15 21 0 35 18 22 0
211.4%° M. arborescens/imperiale APH 23 12 29 25 32 26 15 20 0 37 18 22 0
211.5%° M. arborescens/imperiale AP H 21 15 27 21 28 26 14 21 0 36 18 23 0
2121.2 S. warneri GM H K 29 20 0 16 20 21 0 6 20 30 0 30 7
2121.3 S. warneri GM H K 30 25 8 14 23 22 0 0 20 30 0 33 8
2121.5%M S. warneri GM H K 24 14 0 10 11 10 0 15 0 36 26 19 0
2121.7¢M ni AP GM H K ST 0 0 0 18 10 0 0 8 0 31 11 0 0

AK: amikacina; AP: apramicina; DK: dibekacina; GM: gentamicina; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ne: no evaluado; ni: BE no identificada; NM:
neomicina; PM: paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina. *MP: aislada en MH-Ampicilina; **: aislada en MH-AP; °M: aislada en MH-GM. Se
muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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Tabla V.4. Halos (mm) de las bacterias endocitobiontes (BE) a los aminoglucdsidos evaluados (n = 55). Continuacion.

CODIGO BE RESISTENTEA AK DK GMg GMa GMc: GMcaa Ka Ke 2'NET NM PM SIS SPC
2121.10 S. warneri GMHK 26 0 9 17 20 20 0 0 16 25 0 29 0
2121.20 S. warneri GMHK 30 20 12 18 24 27 0 6 18 26 6 29 9
2121.21 S. warneri GMHK 28 26 11 15 23 23 0 0 18 30 0 29 0
2121.22°6M P. indica GMHKST 0 0 0 17 10 0 8 9 0 30 15 8 0
2132.2AvP P. koreensis H 27 25 26 24 26 21 28 24 20 26 21 24 0
21325 S. pasteuri H 24 28 28 30 30 28 25 28 28 30 24 27 0
2132.7%° P. agglomerans APH 17 21 22 25 23 21 20 20 23 27 17 22 0
231.1 S. epidermidis APH 18 10 20 18 23 20 15 20 0 25 10 16 0
32.4AVP S. pasteuri HKST 17 13 15 29 34 23 12 0 12 42 25 33 0
4412.1%° M. luteus APH 24 20 38 26 30 36 19 32 15 39 18 30 15
521.2 S. equorum H 30 29 30 30 33 35 26 31 13 45 25 29 11
521.3 S. equorum AP H ST 30 25 35 31 32 36 24 33 13 40 24 26 11
521.6 K. rhizophila AP ST 32 28 38 32 37 34 28 32 14 40 24 28 0
521.7 AMP S. epidermidis H 32 28 38 32 37 34 28 32 14 40 24 28 0
521.9AMP S. pasteuri H 24 24 24 20 24 24 21 24 23 25 22 23 0
522.10%° M. luteus APH 25 18 30 24 30 28 21 25 7 32 9 20
522.12 M. luteus AP H 21 8 25 21 23 23 13 20 0 28 0 15 12
522.22 M. paraoxydans AP H ST 21 12 23 16 21 21 15 22 0 34 14 20 0
5511.74° M. paraoxydans AP H 23 26 26 19 24 22 21 26 0 36 15 21 8
5511.9 M. paraoxydans AP H ST 13 8 19 10 18 20 10 16 0 35 0 14 0
5511.10 B. niabensis HST 27 25 26 35 26 ne 27 27 24 25 22 21 8
5511.11 M. paraoxydans AP GM H K ST 0 0 7 11 11 8 0 9 0 28 0 0 0

AK: amikacina; AP: apramicina; DK: dibekacina; GM: gentamicina; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ne: no evaluado; ni: BE no identificada; NM:
neomicina; PM: paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina. *MP: aislada en MH-Ampicilina; **: aislada en MH-AP; °M: aislada en MH-GM. Se
muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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Tabla V.4. Halos (mm) de las bacterias endocitobiontes (BE) a los aminoglucdsidos evaluados (n = 55). Continuacion.

Capitulo V

CcODIGO BE RESISTENTEA AK DK GMg GMca GMce: GMcea Ka Ke 2’NET NM PM SIS SPC
5512.14° M. paraoxydans AP HST 14 7 19 10 18 18 0 16 0 34 0 15 0
62112.1AMP S. pasteuri AP GM H ST 24 26 23 22 26 25 23 25 24 24 24 24 0
62112.2 S. parteusi H 21 23 25 26 27 24 20 22 21 25 21 23 0
62112.5 S. pasteuri HST 22 24 22 25 26 25 22 26 23 28 20 21 8
62112.8 S. equorum GM H ST 30 28 34 36 32 35 32 36 34 33 - 30 0
62112.9 S. equorum H 24 24 24 20 24 24 21 24 23 25 22 23 0
622.1 M. arborescens APH 21 0 24 25 27 21 12 17 0 26 14 20 0
643.1AMP S. epidermidis H 22 26 25 32 27 25 24 24 26 27 20 25 0
72,7 AP S. pasteuri HKST 19 15 15 28 30 29 10 13 12 39 26 32 0
72.11%° P. lautus APH 40 30 38 32 36 44 30 30 23 34 25 34 12

AK: amikacina; AP: apramicina; DK: dibekacina; GM: gentamicina; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ne: no evaluado; ni: BE no identificada; NM:

neomicina; PM: paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina. “M?: aislada en MH-Ampicilina; *°: aislada en MH-AP; °M: aislada en MH-GM. Se

muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodologia.
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Respecto a la apramicina, 23 (40 %) de las bacterias muestran resistencia a este antibiéticoy 13
de ellas muestran una CMI > 128 pg/mL (Tabla V.3). La enzima AAC(3)-IV es la EMA capaz de
modificar apramicina que se ha encontrado con mayor frecuencia. Esta enzima confiere
resistencia cruzada con gentamicina, tobramicina, dibekacina, sisomicina y, en menor medida,
con 2’-etil netilmicina, y se ha detectado solamente en bacterias gram negativas (Plattner y col.,
2020; Shaw y col., 1993). La Unica bacteria gram negativa AP® en el presente estudio es Pantoea
agglomerans 2132.7 y, atendiendo a su perfil (Tabla V.4), esta resistencia podria estar
ocasionada por la enzima AAC(1), capaz de acetilar e inactivar apramicina y paromomicina,
detectada en plasmidos de E. coli, Pseudomonas aeruginosa y Campylobacter (Shaw y col., 1995;
Zarate y col., 2018). En el caso de bacterias gram positivas, menos estudiadas en cuanto a la
resistencia a apramicina, se ha detectado el gen apmA, que codifica una N-acetiltransferasa
capaz de otorgar resistencia a este antibidtico. Esta enzima se describid por primera vez en cepas
de Staphylococcus aureus aislados de ganado porcino y bovino, codificada en pldsmidos que
otorgaban multirresistencia (Fessler y col., 2011). Recientemente, se ha propuesto denominar
esta enzima como AAC(2’)-1ll y se ha observado que es capaz de acetilar también paromomicina
y kanamicina B, pero no kanamicina A ni amikacina (Bordeleau y col., 2024). Atendiendo a los
resultados, la mayoria de las bacterias AP® presentan también resistencia o menor sensibilidad
a paromomicina y sensibilidad a kanamicina A, por lo que podrian ser portadoras de la enzima

AAC(2’)-1ll o de alguna otra EMA no descubierta todavia.

Respecto a la resistencia a gentamicina, los dos mecanismos mas frecuentes en Staphylococcus
(y que quiza podrian ser también en gram positivas, no tan estudiadas hasta la fecha) son la
enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2") y la enzima ANT(4’)(4"). La primera implica resistencia a casi
todos los aminoglucdsidos de utilizacion clinica (excepto a estreptomicina cuya resistencia esta
mediada por otras EMAs, como se ha comentado), por lo que su expresion suele ir ligada a la
resistencia a netilmicina y kanamicina, pero sensibilidad a amikacina; aunque puede expresarse
también resistencia a amikacina cuando la enzima estd sobrexpresada (Zarate y col., 2018).
Ounissiy col. (1990) identificaron varias cepas de cocos gram positivos que presentaban un perfil
AKRS, GMR, KR, NET®S, SIS®, TBR (tobramicina) similar al fenotipo de resistencia que muestran las
cepas S. warneri de la AVL 2121 y Microbacterium paraoxydans 1111.34 y 5511.11. Estas cepas
son potenciales portadoras del gen aac(6’)-aph(2”), que codifica para esta misma enzima,
detectada tanto en plasmidos como transposones (Ramirez y Tolmasky, 2010; Sociedad
Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, SEIMC, 2011). La segunda
enzima, la ANT(4’)(4”), codificada por genes aadD albergados en plasmidos o transposones,

confiere un perfil de resistencia a tobramicina, amikacina y kanamicina, pero sensibilidad a
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gentamicina (SEIMC, 2011; Torres y Cercenado, 2010). La enzima ANT(4’)-I confiere ademas
resistencia a dibekacina, diferenciandose de la ANT(4’)-1l, que no. Atendiendo a los resultados,
las cepas M. paraoxydans 5511.9y5512.1, S. epidermidis 231.1y S. pasteuri 321.4y 72.7 podrian
ser productores de la enzima ANT(4’)-l, previamente detectada en Bacillus spp. (Ramirez y
Tolmasky, 2010). La resistencia a kanamicina y amikacina también puede deberse a la enzima
APH(3’)-lll, sin embargo, esta enzima va ligada a la resistencia a neomicina (Shaw y col., 1993) y
ninguna de las cepas evaluadas demostro resistencia a este antibidtico. No obstante, se aprecia
cierta disminucién del halo de inhibicion para este antibiético (Tabla V.4) en la cepa M.
arborescens 622.1 y en P. agglomerans 2132.7, por lo que estas cepas podrian ser portadoras
de esta EMA; de hecho, el gen aph(3’) que la codifica estda ampliamente distribuido tanto en

gram positivas, como gram negativas (Ramirez y Tolmasky, 2010).

La enzima AAC(6’)-1ll expresa un fenotipo de resistencia Unicamente a 2’-etil netilmicina. Aunque
solo se ha detectado en la bacteria gram negativa Serratia marcescens (Shaw y col., 1993), las
cepas M. paraoxydans 5511.7, Bacillus cereus 1113.8, Micrococcus luteus 522.10, S. equorum
521.2 y 521.3, S. epidermidis 521.7 y Kokuria rhizophila 521.6 muestran resistencia a este

antibidtico y podrian expresar una acetilasa andloga.

Varias cepas (M. paraoxydans 522.22, M. arborescens/imperiale de la AVL 211, M. luteus 522.12,
Paenibacillus glucanolyticus 1113.17) presentan el fenotipo de resistencia DBK® 2’NET® y K® o
KaR, el cual puede deberse a una acetiltransferasa del tipo AAC(3’). Este grupo de acetilasas son
capaces de acetilar estos y otros aminoglucdsidos, englobando actualmente mas de 10 tipos
diferentes; se han visto ampliamente distribuidas en bacterias gram negativas, pero cada vez se
detectan en mas bacterias gram positivas, como en el caso de Corynebacterium (Galimand y col.,

2015; Shaw y col., 1993).

Las cepas M. paraoxydans 1111.34, Pseudoxanthomonas indica 2121.22 y la cepa no identificada
2121.7 podrian poseer una combinacidn de varias enzimas, dado que presentan resistencia a la
mayoria de los aminoglucésidos evaluados. Las acetilasas AAC(6) son capaces de acetilar la
mayoria de los aminoglucdsidos de importancia clinica, como amikacina, netilmicina, sisomicina,
tobramicina, gentamicina Cia y C;, aunque son menos activas frente a gentamicina C,. Este perfil
podria encajar con estas cepas, ya que muestran mayor sensibilidad a gentamicina C;, en
comparacién con los demds aminoglucésidos evaluados. Dentro de esta familia de
acetiltransferasas, se ha detectado la AAC(6’)-lb-cr en Enterobacterias, asociada a transposones
y con fluoroquinolonas como sustratos (Ramirez y Tolmasky, 2010). Segln los resultados

obtenidos, las cepas M. paraoxydans 5511.11 y M. luteus 142.1 presentan un perfil compatible
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con esta enzima o una andloga, ya que muestran resistencia a todos los aminoglucdsidos,
excepto a la neomicina, y ademas son resistentes a fluoroquinolonas. Por otro lado, la enzima
ANT(2")-l, codificada en plasmidos, integrones y transposones, es comun tanto en bacterias
gram positivas como negativas y confiere resistencia a dibekacina, gentamicina, kanamicina,
sisomicina y tobramicina (Ramirez y Tolmaski, 2010; Shaw y col., 1993); por tanto, las cepas que
presentan resistencia a la mayoria de aminoglucésidos podrian ser también portadoras de esta

enzima.

La resistencia a estos aminoglucdésidos también puede estar mediada por bombas de eflujo y/o
por metiltransferasas que modifican la diana. Por ejemplo, la resistencia a estreptomicina en
bacterias gram positivas puede estar ocasionada por metilasas Erm(B) o Erm(A), que modifican
el ARNr 23 S; estas metilasas estan ademads ligadas a resistencia a macrélidos (Torres y
Cercenado, 2010), por lo que este mecanismo de resistencia podria encontrarse en varias de las
cepas B. clausii de la AVL 1113. También se han descrito metilasas que confieren resistencia a
apramicina, espectinomicina, gentamicina, sisomicina, higromicina o kanamicina (Doi y col.,

2016; Nepal y col., 2010) y podrian estar presentes en las bacterias estudiadas.

En cualquier caso, lo expresado son hipdtesis de los mecanismos que podrian subyacer teniendo
en cuenta el fenotipo que presentan las bacterias (Tabla V.5); la determinacién de los
mecanismos de resistencia requiere analisis posteriores que pueden incluir técnicas
moleculares, de secuenciacion, hibridacién, inmunocromatografia o clonacién (March-Rosello,

2017; SEIMC, 2021) que podrian ser foco de interés para futuros estudios.
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Tabla V.5. Perfil de resistencia a aminoglucdsidos y posibles mecanismos de resistencia mediados por enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (EMA) de las bacterias

endocitobiontes (BE) de estudio.

ESTACION

BE

PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE
AMINOGLUCOSIDOS

EM.5

M. paraoxydans

AK AP DK GMg GMc1 GMc2 GMcia H Ka Ks 2’NET PM SIS SPC ST

APH(7”)-1a; ANT(3")-I; AAC(2’)-1ll; AAC(6")-APH(2”);
AAC(6’)-Ib-cr; ANT(2”)-I

APH(7”)-la; ANT(3")-I; AAC(2’)-1Il; AAC(6)-APH(2”);

EM.1 M. paraoxydans AK AP DK GMB GMC1 GMcz GMClA H KA KB 2’NET SIS SPC ST ANT(Z”)-|; AAC(6)
EM.2  ni AK AP DK GMs GMc; GMcia H Ka Kg 2’NET PM SPC ST ﬁmg;:a : AAEF()EI)M)_I& ANT(3")-1; AAC(3)-IV 0 AAC2')-HI;
EM.2 P. indica AK DK GMg GMc; GMcia H Ka Kg 2’NET SIS SPC ST APH(4)-la; ANT(3")-I; ANT(2")-I; AAC(6)
EM.2  S. warneri DK GMs GMc GMcz GMcaa H Ka K 2’NET SPC APH(7”)-1a; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”); ANT(2”)-I
EM.5 M. paraoxydans AK AP DK GMci H Ka Ks 2’NET PM SIS SPC ST APH(7”)-1a; ANT(3")-I; AAC(2’)-IIl; ANT(4)-I
EM.5 M. paraoxydans AK AP DK GMci H Ka 2’NET PM SIS SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-1; AAC(2’)-1lI; ANT(4')-I
EM.1 M. luteus AK AP DK H Ka Ks 2’NET SIS SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-1; AAC(2’)-IIl; AAC(6’)-Ib-cr
EE'\:/'S’7V S. pasteuri DK GMs H Ka Ks 2’NET SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-I; ANT(4’)-I
v M- luteus AP DK H Ka 2’NET PM SIS SPC APH(7”)-la; ANT(9)-1; AAC(2’)-11I; AAC(6’)-11I; AAC(3’)
M. paraoxydans AP DK H Ka 2’NET PM SPC ST APH(7”)-1a; ANT(3")-I; AAC(2’)-11I; AAC(3’)
EM.2  S. warneri GMs GMc; H Ka Ks PM SPC APH(7”)-1a; ANT(9)-1; AAC(6’)-APH(2”)
EM.2  S. warneri DK GMg H Ka Ks PM SPC APH(7”)-la; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”)
EM.1 P. glucanolyticus DK H Ka Kg 2’NET SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-1; AAC(6°)-1II; AAC(3’)
EM.2  S. epidermidis APH(7”)-1a; ANT(9)-I; AAC(2’)-11l; ANT(4’)-I
AP DK H Ka 2'NET PM SPC
EM.6 M. arborescens APH(7”)-la; ANT(9)-1; AAC(2’)-111; APH(3’)-llI
EM.2 S warneri GMg H Ka Kz PM SPC APH(7”)-l1a; ANT(9)-I; AAC(6')-APH(2”)

AAC: aminoglucdsido acetiltransferasa; AK: amikacina;, ANT: aminoglucésido nucleotidiltransferasa o adenililtransferasa; AP: apramicina; APH: aminoglucésido

fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estacion de muestreo; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ni: BE no identificada; PM:

paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; *Microbacterium arborescens/imperiale.
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Tabla V.5. Perfil de resistencia a aminoglucdsidos y posibles mecanismos de resistencia mediados por enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (EMA) de las bacterias
endocitobiontes (BE) de estudio. Continuacion.

ESTACION

BE

PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE
AMINOGLUCOSIDOS

M. paraoxydans

EM.5 AP H 2’NET PM SPC APH(7”)-la; ANT(9)-I; AAC(2’)-1ll; AAC(6')-1lI
M. luteus
EM.2 M. arborescens* AP DK H 2’NET SPC APH(7”)-l1a; ANT(9)-I; AAC(2')-1ll; AAC(6’)-11I; AAC(3’)
EM.5 K. rhizophila AP 2'NET SPC ST ANT(3”)-1; AAC(2’)-Ill; AAC(6)-11I
EM.6 S. pasteuri AP GM H SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-I; AAC(2’)-lI
EM.1 B. clausii H Ka Kg SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-I
EM.1  B. clausii H Ka Kg ST APH(7”)-1a; ANT(6)-1 0 APH(6”)-I
EM.6  S.equorum GM H SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-I
S. equorum
EM.5 . o H 2’NET SPC APH(7”)-1a; ANT(9)-I; AAC(6")-lI
S. epidermidis
EM.1  B. clausii GMcia H ST APH(7”)-1a; ANT(6)-1 0 APH(6”)-I
EM.1  B. clausii HKg ST APH(7”)-la; ANT(6)-1 0 APH(6”)-I
EM.1  ni AP HKST APH(7”)-la; ANT(6)-1 0 APH(6”)-I; AAC(2’)-11I
EM.2 P. agglomerans AP H SPC APH(4)-1a; APH(9); AAC(1); APH(3’)-llI
EM.7 P. lautus
AP H SPC APH(7”)-1a; ANT(9)-1; AAC(2’)-IlI
EM.4 M. luteus
EM.1  B. cereus H 2’NET SPC APH(7”)-1a; ANT(9)-1; AAC(6’)-IlI
EM.1 B. licheniformis
EM.5 B. niabensis H SPC ST APH(7”)-la; ANT(3")-I
EM.6 S. pasteuri

AAC: aminoglucdsido acetiltransferasa; AK: amikacina; ANT: aminoglucésido nucleotidiltransferasa o adenililtransferasa; AP: apramicina; APH: aminoglucésido
fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estacion de muestreo; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ni: BE no identificada; PM:

paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; *Microbacterium arborescens/imperiale.
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Tabla V.5. Perfil de resistencia a aminoglucdsidos y posibles mecanismos de resistencia mediados por enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (EMA) de las bacterias

endocitobiontes (BE) de estudio. Continuacion.

POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE

ESTACION BE PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS AMINOGLUCGOSIDOS
EM.2 S. epidermidis GMH APH(7”)-la
EM.1 B. clausii HST APH(7”)-la; ANT(6)-1 o APH(6")-I
EM.2 P. koreensis H SPC APH(4)-1a; APH(9)
EM.1 S. warneri
EM.1 S. epidermidis
EM.6  S. epidermidis
EM.6  S.equorum H SPC APH(7”)-la; ANT(9)-I
EM.6 S. parteusi
EM.2 S. pasteuri
EM.5 S. pasteuri
EM.1 B. clausii ST ANT(6)-1 o APH(6")-I

AAC: aminoglucdsido acetiltransferasa; AK: amikacina; ANT: aminoglucésido nucleotidiltransferasa o adenililtransferasa; AP: apramicina; APH: aminoglucésido

fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estacion de muestreo; H: higromicina; K: kanamicina; 2’NET: 2’-etil netilmicina; ni: BE no identificada; PM:

paromomicina; SIS: sisomicina; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; *Microbacterium arborescens/imperiale.
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1.3. PERFIL DE RESISTENCIAS DE LAS BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

Tras la evaluacion de la sensibilidad a antibiéticos de diferentes familias, y a los aminoglucdsidos
con mayor profundidad, a continuacidon, se desarrollan y discuten los perfiles de resistencia
encontrados en las diferentes bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos (BERA)

estudiadas.
Perfil de resistencias de Staphylococcus

En el presente estudio, 34 de las cepas evaluadas resultaron pertenecer al género
Staphylococcus, género bacteriano descrito en el Capitulo IV. Este género, debido a su relevancia
clinica, ha sido ampliamente estudiado y cuenta con diversos protocolos para la caracterizacion
fenotipica de resistencias a antibiéticos. Por ello, y atendiendo a las guias del Comité Europeo
de Estudio de la Susceptibilidad a Antimicrobianos (EUCAST, 2024), del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2020) y de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC, 2011), se evalud la sensibilidad a antibidticos adicionales al panel
general, como penicilina (betalactamico), cefoxitina (cefalosporina), clindamicina (lincosamida)
y tetraciclina, sumando un total de 20 antibidticos evaluados. Tras analizar el perfil de
resistencia, se detectan 25 perfiles de resistencia diferentes; encontrandose en todos ellos
resistencia a higromicina y susceptibilidad a exposicion aumentada de ciprofloxacino. En 16 de

ellos (64 %) se observa también resistencia a macroélidos y, en 21 (84 %) a betalactamicos.

Respecto a los aminoglucésidos, se observa que todas las cepas son resistentes a higromicina
(con valores de CMI entre 32 y >1024 ug/mLl) y varias cepas son resistentes a kanamicina,
gentamicina (CMI entre 8 y >256 pg/ml), apramicina (CMI entre 16 y 512 pg/mlL) vy
estreptomicina (CMI entre 16 y >256 ug/mL). La resistencia a gentamicina en Staphylococcus
spp. suele ir ligada a la enzima AAC(6’)-APH(2”), codificada por el gen aac(6’)-aph(2”), que
confiere resistencia a la mayoria de los aminoglucésidos de uso clinico excepto a la
estreptomicina (SEIMC, 2011; Torres y Cercenado, 2010). La resistencia a estreptomicina se ha
relacionado con la produccion de enzimas ANT(6)-1 y APH(3”)-I (Woodford, 2005; Zarate y col.,
2018) y la resistencia a apramicina, con la acetiltransferasa codificada por el gen apmA (Fessler
y col., 2011). La resistencia a kanamicina y sensibilidad a gentamicina se ha relacionado con la
fosfotransferasa codificada por el gen aph(3’)-llla (Dominguez col., 2002; Torres y Cercenado,
2010). Sin embargo, esta es la primera vez que se documenta la resistencia a higromicina en

cepas de Staphylococcus.
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La resistencia a macrdélidos en Staphylococcus puede asociarse con diferentes fenotipos de
sensibilidad o resistencia a lincosamidas (como la clindamicina). Por ello, se analizé la
sensibilidad a clindamicina mediante la prueba “D”, tal como se describe en el Apartado 111.3.2.1.
Los resultados indican que la mayoria de las cepas resistentes a macrélidos presentan el fenotipo
MSg (resistencia a macrélidos y sensibilidad a clindamicina sin achatamiento del halo), que
confiere resistencia a los macrélidos de 14 y 15 atomos de carbono (como eritromicina y
azitromicina) y a las estreptograminas B. Esta resistencia estd mediada por una bomba de
expulsién activa, codificada normalmente por genes msrA presentes en plasmidos (SEIMC,
2011). La cepa S. pasteuri 32.4 muestra el fenotipo cMLSg (resistencia a macrélidos y a
clindamicina), indicativo de una resistencia constitutiva a macrélidos y lincosamidas. Esta
resistencia puede deberse a modificaciones en la diana (ARN ribosémico, ARNr 23 S) por la
accién de metilasas codificadas principalmente por genes erm o, aungque menos frecuente, por
el gen de codificacion plasmidica cfr (Ndagi y col., 2020). Este ultimo gen confiere ademas
resistencia a cloranfenicol, florfenicol, oxazolidinonas, pleuromutilinas y estreptograminas A
(SEIMC, 2011). Atendiendo al perfil de resistencia de la bacteria y su resistencia a cloranfenicol,
este podria ser el mecanismo de resistencia presente en S. pasteuri 32.4; de hecho, este gen se

ha descrito en Staphylococcus aislados de ganado bovino (Ndagi y col., 2020).

La resistencia de Staphylococcus spp. a betalactdmicos también es frecuente, ya que la mayoria
de las bacterias de este género producen betalactamasas. Precisamente, el fenotipo de
resistencia a penicilina y sensibilidad a oxacilina es indicativo de la presencia de penicilinasas
capaces de hidrolizar penicilinas (SEIMC, 2011). Tras analizar la sensibilidad a estos antibiéticos,
se puede observar que las cepas S. warneri 2121.3 y 2121.5 producen penicilinasas.
Normalmente, estas betalactamasas son inducibles y se codifican en genes localizados en
plasmidos que pueden transmitirse entre diferentes especies de Staphylococcus, pero también
se ha observado su transmisidon a Enterococcus (SEIMC, 2011). Por otro lado, el fenotipo de
resistencia a cefoxitina es indicativo de produccidn de betalactamasas que conceden resistencia
a un amplio espectro de agentes betalactamicos. Atendiendo a los resultados, todas las cepas S.
epidermidis resultaron ser resistentes a cefoxitina y, por tanto, resistentes a meticilina y
oxacilina (corroborado ademads por la resistencia a este segundo antibiotico). En la mayoria de
los casos, esta resistencia se debe a la adquisicion del gen mecA, localizado en un elemento
genético movil. Este gen codifica para una proteina fijadora de penicilina alternativa, la PBP23,
con baja afinidad por betalactdmicos (Moses y col., 2024) y, por tanto, capaz de otorgar
resistencia a estos antibidticos, a la combinacidon de betalactdmico e inhibidor de

betalactamasas, a varias cefalosporinas, monobactdmicos y carbapenems (SEIMC, 2011;
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EUCAST, 2024; CLSI, 2020). Las restantes cepas que muestran resistencia a oxacilina y/o
ampicilina, probablemente presenten algin otro tipo de mecanismo de resistencia, el cual
requeriria de otras pruebas para ser determinado, como la deteccién de betalactamasas

mediante técnicas moleculares (Ruiz, 2020).

En cuanto al resto de antibidticos analizados, seialar la deteccidn de dos cepas de S. epidermidis
(521.7 y 643.2) resistentes a la combinacién trimetoprim-sulfametoxazol, una de ellas también
resistente a minociclina. La cepa S. pasteuri 32.4, ya mencionada anteriormente, es también
resistente a minociclina y rifampicina; S. pasteuri 72.7 es resistente a cloranfenicol y rifampicina
y la cepa S. warneri 2121.5 es resistente a tetraciclina. Todas estas resistencias son
independientes del rio del que provienen. En Staphylococcus, |a resistencia a tetraciclinas puede
deberse a bombas de eflujo o la produccién de proteinas de proteccién ribosomal; la resistencia
a trimetoprim se atribuye a la expresion de dihidrofolato reductasas con baja afinidad a este
antibidtico; la resistencia a fenicoles puede deberse a inactivacién enzimdtica, expulsion activa
mediante transportadores, modificacién de la diana o proteccidn ribosomal (Ruiz, 2020); y la
resistencia a rifampicina puede deberse a mutaciones en el gen rpoB, que codifica una

subunidad de la ARN polimerasa (Aubry-Damon y col., 1998).

Cabe sefalar que se observan diferencias en los perfiles de resistencia dependientes de especie:
todas las cepas de S. epidermidis, como se ha indicado, son meticilin-resistentes y presentan
multirresistencia, mientras que todas las cepas de S. equorum son sensibles a macrélidos y
ninguna es multirresistente. Estos resultados se han observado en estudios previos (Moses y

col., 2024; Sierra, 2005; Vazquez y col., 2023).

Diversos autores también han aislado CONS (Staphylococcus coagulasa negativos) resistentes a
penicilina, cefoxitina, oxacilina, eritromicina, clindamicina, apramicina, gentamicina,
kanamicina, estreptomicina, ciproflocaxino, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-
sulfametoxazol, rifampicina y cepas multirresistentes de muestras ambientales ganaderos
bovino, ovino y cunicola, en leche y otros alimentos de origen animal, asi como en agua potable,
aguas residuales, y agua salada (Brauge y col., 2024; Faria y col., 2009; Gofi y col., 2004; Moses
y col., 2024; Schoenfelder y col., 2017; Silley y col., 2012; Soltan-Dallal y col., 2023; Wendlandt

y col., 2015), sin embargo, esta es la primera vez que se describen aisladas del interior de AVL.
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Perfil de resistencias de Bacillus y Paenicabillcus

En el presente estudio, 20 de las cepas seleccionadas por su perfil de resistencia resultaron
pertenecer al género Bacillus, género bacteriano descrito en el Capitulo IV. Tras analizar el perfil
de resistencia al panel general compuesto por 16 antibiéticos de diferentes familias, se
detectaron 12 perfiles de resistencia diferentes; encontrandose en todos ellos resistencia a

aminoglucésidos y macrdlidos y, en 11 (92 %), resistencia a betalactamicos.

Respecto a la resistencia a aminoglucdsidos, casi todas las cepas resultaron resistentes a
higromicina (con CMI variables desde 4 hasta 512 pg/mL) y varias cepas de B. clausii y B.
licheniformis y B. niabensis demostraron resistencia a apramicina, kanamicina y/o
estreptomicina, esta Ultima con valores de CMI > 256 pg/mL. Todas las cepas resultaron
sensibles a gentamicina, con valores de CMI entre 0,5 y 4 pug/mL. En estudios previos se han
detectado cepas de B. clausii y B. licheniformis resistentes a kanamicina y estreptomicina
debidas a la produccidn de la fosfotransferasa APH(3') en el caso de la kanamicina (Agerso y col.,
2018) y a mutaciones puntuales cromosdmicas en el gen rpsL de la proteina ribosdmica S12
(Abbrescia y col., 2014) o a la presencia de adenililtransferasas codificadas por el gen aadD2
(Bozdogany col., 2003), en el caso de la estreptomicina. Destacan los valores de CMI obtenidos
para estreptomicina: en todas las cepas de Bacillus evaluadas presentan valores de CMI > 256
ug/mL, superiores a los reportados en otras cepas resistentes a este antibidtico (Adimpong y
col., 2012). La sensibilidad a gentamicina en cepas de Bacillus también se ha reportado en otros
estudios (Adamski y col., 2023; Adimpong y col., 2012); sin embargo, y hasta donde la autora
conoce, esta es la primera vez que se describen cepas del género Bacillus resistentes a
higromicina y apramicina y B. niabensis resistente a estreptomicina. Otros investigadores
tambien han aislado cepas de Bacillus resistentes a cloranfenicol, minociclina, la combinacién
sulfadiazina-trimetoprim y quinolonas (Adamski y col., 2023; Adimpongy col., 2012; Anokyewaa

y col., 2021; Senesi y col., 2001; Zhai y col., 2022).

La resistencia a macrdlidos, concretamente a eritromicina, se ha detectado previamente en
diferentes especies de Bacillus, como B. licheniformis, B. clausii o B. cereus, codificada tanto por
genes plasmidos como cromosémicos (Adamski y col., 2023; Adimpong y col., 2012). En el caso
de B. cereus, la resistencia a macrélidos parece que puede ser tanto intrinseca como adquirida,

dependiendo de la cepa (Wangy col., 2015).

Otros investigadores también han obtenido altos porcentajes de cepas de Bacillus resistentes a
betalactamicosy cefalosporinas (Gaoy col., 2018; Soundhararajany Srinivasan, 2024). De hecho,

Zhai y col. (2022) detectaron un alto porcentaje de Bacillus, entre ellos B. pumilus, B.
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licheniformis y B. cereus, con resistencia intrinseca a estos antibidticos, capaces de producir
betalactamasas y proteinas de unidn a penicilina. Sin embargo, las dos cepas de B. pumilus
analizadas en el presente estudio son sensibles a ampicilina, lo cual concuerda con los resultados

obtenidos por Branquinho y col. (2015).

De las 20 cepas evaluadas, 18 presentan perfil de multirresistencia. Destacan las cepas B. cereus
1113.8 y B. licheniformis 142.2 por presentar multirresistencia extendida a 5 y 6 familias,
respectivamente, las cuales se extrajeron de AVL aisladas del rio Segre a su paso por Lérida
(EM.1). En otros estudios, también se han aislado cepas multirresistentes de B. cereus, B.
licheniformisy Bacillus spp. a partir de muestras ambientales como aguas residuales (Sheny col.,
2024) e instalaciones ganaderas del sector ovino y bovino (Abbas y col., 2023; Adamski y col.,
2023; Santamarina-Garcia y col., 2024); no obstante, esta es la primera vez que se describen

cepas de Bacillus resistentes a antibiéticos aisladas del interior de AVL.

Las dos cepas de Paenibacillus spp. detectadas se analizan también segun los puntos de corte
de Bacillus spp., tal y como indica la guia CLSI (2015). Se observa de esta forma que ambas cepas
son resistentes a betalactdmicos y aminoglucdsidos, pero sus perfiles de resistencia son
diferentes: P. glucanolyticus es ademas resistente a macrdlidos, cloranfenicol y minociclina,
considerandose cepa de multirresistencia extendida, mientras que P. lautus es resistente a

quinolonas y fluoroquinolonas, considerandose cepa multirresistente.

Respecto a los aminoglucdsidos, ambas cepas son resistentes a higromicina, con valores de CMI
de 256 ug/mL, P. lautus es resistente a apramicina, con una CMI de 32 ug/mL, y P. glucanolyticus
es resistente a kanamicina y estreptomicina, esta Ultima con valores de CMI de 256 pg/mL. La
resistencia a estreptomicina y kanamicina se ha osbervado en Paenibacillus spp. (Abbas y col.,
2023; Lata y col., 2017; Pawlowski y col., 2016), pero no se ha evaluado el mecanismo de
resistencia. La resistencia a apramicina y espectinomicina también ha sido reportada, pero se
midié mediante antibiogramas con discos de 4 ug (Kochansky y col., 2001), una carga inferior a
la empleada en el presente trabajo y a la establecida por las guias de referencia. Se ha detectado
la resistencia de Paenibacillus a otros aminoglucdsidos (Pednekar y col., 2010), pero parece que

esta es la primera vez que se reporta la resistencia a higromicina en este género bacteriano.

En estudios previos se han aislado cepas de P. lautus y P. glucanolyticus resistentes a ampicilina,
minociclina, estreptomicina y ciprofloxacino, asi como otras cepas de Paenibacillus resistentes
a betalactdmicos, aminoglucdsidos, macrdlidos y cloranfenicol y con perfiles de multirresistencia
en muestras ambientales variadas, incluyendo granjas de ganado bovino y vacuno, asi como

digestores de estiércol (Abbas y col., 2023; Pednekar y col., 2010; Sanz-Nieto y col., 2017; Suny
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col., 2020). Sin embargo, hasta la fecha, nunca se habian detectado cepas resistentes en el

interior de AVL.

Perfil de resistencias de Microbacterium

En el presente estudio, 12 de las cepas seleccionadas por su perfil de resistencia resultaron
pertenecer al género Microbacterium, género bacteriano descrito en el Capitulo IV. Segun la
guia CLSI (2015), la sensibilidad de estas bacterias se ha de interpretar con los puntos de corte
establecidos para Corynebacterium spp. Atendiendo a los antibiéticos recomendados, se evalla
adicionalmente la sensibilidad de las cepas de Microbacterium a tetraciclina; de esta forma, se

estudia su sensibilidad a un total de 17 antibioticos.

Tras analizar el perfil de resistencia, se detectaron 8 perfiles de resistencia diferentes;
encontrandose en todos ellos resistencia a oxacilina, apramicina, higromicina y, en 7 de ellos
(88 %), también a acido nalidixico. Las bacterias pertenecientes al género Corynebacterium, no
poseen topoisomerasa IV (una de las dianas de las quinolonas), por lo que las mutaciones en el
gen gyrA son frecuentemente el motivo de resistencia a quinolonas en este género de bacterias
(CLSI, 2015; Sierra, 2005). Esta resistencia también puede estar mediada por la expresién de
bombas de expulsion, lo cual suele asociarse con la resistencia a ciprofloxacino (Sierra, 2005),
mecanismo que podria encontrarse en las cepas M. paraoxydans 522.22 y 5511.11.
Recientemente se ha detectado una enzima glutamina sintetasa (gen g/inA) capaz de N-acetilar
norfloxacino y producir bajo nivel de resistencia a este antibidtico en una cepa de

Microbacterium aislada de una estacién depuradora de aguas residuales (Kimy col., 2013).

Cabe sefalar que se observan diferencias en los perfiles de resistencia dependientes de especie:
todas las cepas de M. arborescens/imperiale muestran resistencia a la combinacién de
sulfadiazina-trimetoprim, mientras que todas las cepas de M. paraoxydans muestran resistencia
a macrdlidos. La resistencia a eritromicina en corinebacterias casi siempre se atribuye a la
presencia del gen ermX y, ocasionalmente, al gen ermB (CLSI, 2015). Estos genes, que pueden
expresarse de forma constitutiva o inducible, codifican enzimas que metilan el ARNr 23 S (Cobos-
Trigueros y col., 2009). La resistencia a rifampicina también se encuentra extendida en las
bacterias de estudio, al detectarse en 4 de 6 cepas, y a tetraciclina, siendo resistentes 3 de 6
cepas evaluadas. Es posible que la resistencia a estos antibidticos esté influenciada por la zona
de estudio, al haberse detectado todos los casos en bacterias que pertenecen a AVL aisladas del
rio Alcanadre a su paso por Sarifiena (EM.5). Otras tres cepas mostraron resistencia a

ciprofloxacino, cloranfenicol y a sulfametoxazol-trimetoprim.
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Respecto a los aminoglucdsidos, todas las cepas de Microbacterium resultaron resistentes a
apramicina (con valores de CMI entre 64 y 512 pg/mL) e higromicina (con valores de CMI entre
32y 256 pug/mL); ademas, varias cepas de M. paraoyxdans resultaron resistentes a kanamicina,
gentamicina (con valores de CMI entre 8 y 16 ug/mL) y/o estreptomicina (con valores de CMI >
128 pg/mL). Estudios previos han reportado cepas de M. paraoxydans resistente a gentamicina
(con valores de CMI > 16 pg/mL) aisladas de verdura (Yiy col., 2022) y cepas de M. arborescens
y M. imperiale (con valores de CMI entre 8 y 64 pg/mL) en muestras clinicas (Funke y col., 1995).
también se han reportado cepas de M. paraoxydans y otros Microbacterium spp. resistentes a
kanamicina y estreptomicina aislados de muestras ambientales (lgnasiak y Maxwell, 2017;
Ozatkasy col., 2012); sin embargo, parece que este es el primer estudio en el que se aislan cepas

de Microbacterium resistentes a apramicina e higromicina.

La resistencia a ampicilina, kanamicina, estreptomicina, cloranfenicol, gentamicina,
eritromicina, ciprofloxacino, rifampicina, tetraciclina, sulfadiazina-trimetoprim y oxacilina
(Bernard y Pacheco, 2015; Gneiding y col., 2008; Ozaktas y col., 2012; Yi y col., 2022) se ha
reportado en cepas de Microbacterium spp. previamente, tanto en muestras ambientales como

clinicas, pero nunca antes se habian descrito en el interior de AVL.

Todos los perfiles de resistencia detectados en las cepas de Microbacterium evaluadas
corresponden a perfiles de multirresistencia, lo cual, coincide con las observaciones de Bernard
y Pacheco (2015), quienes indican que las cepas de Microbacterium spp. tienden a ser
multirresistentes, sin importar la especie. Cuatro de los perfiles, todos ellos pertenecientes a
cepas de M. paraoxydans, presentan ademas multirresistencia extendida. En otros estudios
también se han aislado cepas multirresistentes de M. paraoxydans a partir de muestras
ambientales (Campista-Ledn y col., 2022); sin embargo, la informacion relativa a resistencias en
cepas de M. arborescens/imperiale es muy escasa aun habiéndose detectado esta especie en

muestras clinicas (Funke y col., 1995).

Perfil de resistencias de Micrococcus y Kocuria

El estudio de la sensibilidad de las cepas de Micrococcus spp. y Kocuria spp. se adapta a partir
de la informacion disponible para Staphylococcus spp., tal y como indica la guia CLSI (2015). En
el caso de M. luteus, se observa que las cuatro cepas aisladas, pese a haberse aislado de AVL
que pertenecen a diferentes rios (EM.1, EM.4 y EM.5), presentan similitudes en su perfil de
resistencias: todas son resistentes a higromicina (con valores de CMI de 128 pg/mL) y acido

nalidixico, tres ademas son resistentes a oxacilina, kanamicina y apramicina (con valores de CMI
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entre 64 y 256 pg/mL). Las cepas 4412.5 y 522.10 muestran resistencia a macrdlidos y la cepa
142.1 también presenta resistencia a estreptomicina (CMI = 64 ug/mL); todas las cepas de M.

luteus exhiben sensibilidad a gentamicina (con valores de CMI entre 2 y 4 ug/mL).

La resistencia a betalactamicos, macrélidos, aminoglucdsidos y (fluoro)quinolonas ya se ha
reportado en cepas de M. luteus tanto en muestras humanas como ambientales y ganaderas
(Atencio y col., 2009; Eady vy col., 2000; Pekala y col., 2018; Nishimura y col., 2005; Oliveira y col.,
2022); sin embargo, este es el primer estudio hasta la fecha en el que se demuestra la resistencia
cepas de M. luteus a apramicina e higromicina. Ademads, es también el primer registro de cepas

de M. luteus resistentes a antibidticos aisladas de AVL.

Como puede observarse, todas las cepas de Micrococcus resultaron ser multirresistentes.
Recientemente, y mediante secuenciacién, se ha identificado la presencia de genes que
codifican bombas de eflujo de “multi-antibidticos” en una cepa de M. luteus aislada de suelo
(Lean y col., 2021); sin embargo y, hasta donde la autora conoce, sélo se han detectado cepas

multirresistentes de esta especie en muestras clinicas (Oliveira y col., 2022), no en ambientales.

En cuanto a las dos cepas de Kocuria evaluadas, los resultados parecen coincidir con estudios
previos en los que se ha demostrado que las cepas de este género tienden a ser sensibles a la
mayoria de los antibidticos (Ozatkas y col., 2012; Pekala y col., 2018). Se observa que ambas
cepas muestran resistencia a oxacilina y sensibilidad a exposicion aumentada o resistencia a
ciprofloxacino; la cepa 2132.6 ademads es resistente a acido nalidixico y la cepa 521.6 mostrd
resistencia a apramicina y estreptomicina. La resistencia a estreptomicina y quinolonas, entre
ellas acido oxolinico (quinolona de primera generaciéon como el acido nalidixico) se ha detectado
en cepas de K. rhizophila infectando a truchas (Pekala y col., 2018); por otro lado, la resistencia
a oxacilina y fluoroquinolonas se ha observado en casos clinicos (Pierron y col., 2021; Zhang y
col., 2023b). No obstante, este parece ser el primer estudio en el que se detectan cepas de K.
rhizophila resistentes a apramicina y, ademas, cepas resistentes a antibidticos en el interior de
AVL. Atendiendo a los resultados, no se ha detectado ninguna cepa de Kocuria multirresistente,
pero si se ha documentado su existencia tanto en ganado vacuno (Oliveira y col., 2022), como

en casos clinicos (Fowora y col., 2023; Sivarman y col., 2016).
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Perfil de resistencias de bacterias gram negativas: Pseudomonas, Pseudoxanthomonas

y Pantoea

En el presente estudio, se identificaron tres cepas de bacterias endocitobiontes gram negativas.
Por un lado, y atendiendo a los antibidticos betalactdmicos recomendados para Pseudomonas
(EUCAST, 2024; CLSI, 2015, 2020), se evalua la sensibilidad de la cepa P. koreensis 2132.2 a
piperacilina, cefepima, ceftazidima, meropenem, imipenem y aztreonam, en vez de ampicilina,
oxacilina y ceftriaxona. De esta forma, se evalua la sensibilidad de ambas cepas a un total de 19
antibidticos. Atendiendo a los resultados, la cepa P. koreensis 2132.2, es resistente a cefepima
y aztreonam. La disminuciéon en Pseudomonas de la susceptibilidad a betalactamicos es
parcialmente debido a la disminucidn en el nimero vy la variacion de expresidon de porinas (Ndagi
y col., 2020), aunque es muy frecuente la presencia de betalactamasas y proteinas de unién a

penicilina (Heir y col., 2021).

Esta cepa también muestra resistencia a los macrélidos evaluados (azitromicina y eritromicina),
lo cual es comprensible ya que las Pseudomonas se consideran intrinsecamente resistentes,
aunque recientemente se ha puesto en duda este hecho (Goltermann y col., 2022). Un estudio
gendmico detectd la presencia de genes que codifican para transportadores y bombas de eflujo
de macrdlidos en una cepa de P. koreensis ambiental, los cuales podrian ser los causantes de
esta resistencia (Gu y col., 2020). Ante las dudas y al considerarse habitualmente resistencia

intrinseca, no se considera esta en el cdlculo del indice MRA (Tabla V.2).

Se han aislado cepas de P. koreensis resistentes a cefalosporinas, monobactamicos y macrélidos
en purin de ganado vacuno, suelos de granjas, el sector lacteo, peces y estaciones de
tratamiento de agua potable (Abbasy col., 2023; Lau y col., 2024; Sala-Comoreray col., 2016; Yi
y col., 2024) y, aunque no se han aislado cepas de P. koreensis resistentes a partir de AVL, si se
han descrito cepas endocitobiontes de Pseudomonas resistentes a amoxicilina, eritromicina,

estreptomicina, cloranfenicol y cefalotina (Carstens y col., 2014).

Hasta la fecha, no se ha establecido ningln tipo de referencia para evaluar la sensibilidad a
Pseudoxanthomonas. Por ello, se evalla la sensibilidad de la cepa P. indica 2121.22 segun los
puntos de corte de Pseudomonas al ser este el género mas cercano taxonémicamente entre los
presentes en las guias utilizadas (EUCAST, 2024; CLSI, 2015, 2020). Atendiendo a los resultados,
esta cepa es resistente a la mayoria de aminoglucésidos evaluados: gentamicina (CMI =2 pg/mL
y didmetro de los halos de inhibicién a GMs, GMc, GMcia £ 10 mm), higromicina (CMI > 1024
ug/mL), kanamicina y estreptomicina (CMI = 64 pg/mL), ademas de a ampicilina y oxacilina. La

resistencia a este Ultimo antibidtico es esperable ya que la oxacilina suele emplearse frente a
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bacterias gram positivas debido a que las gram negativas suelen expresar resistencia mediante
oxacilinasas u otras betalactamasas (June y col., 2014; Papich, 2016). Por ello, no se considera

en el célculo del indice MRA (Tabla V.2).

El presente estudio supone la primera descripcion del perfil de resistencia de una cepa de P.
indica, aislada ademas del interior de una AVL y, aunque la cepa aislada no sea multirresistente
y pese a la poca literatura disponible relativa a la resistencia a antibidticos de este género,
recientemente Selvaraj y col. (2022) aislaron una cepa de P. mexicana multirresistente a
ampicilina, estreptomicina, kanamicina y sulfametoxazol a partir de aguas residuales; por lo

tanto, cabe esperar que en futuros estudios se aislen cepas de P. indica multirresistentes.

Por ultimo, el género Pantoea se evalla segun los puntos de corte de Enterobacteriaceae, al
pertenecer a esta familia de bacterias. Atendiendo a los resultados, la cepa P. agglomerans
2132.7, es resistente a oxacilina (resistencia esperable y no se considerada en el calculo del
indice MRA), higromicina (CMI = 256 pg/mL), kanamicina, azitromicina, eritromicina y acido
nalidixico, mostrando por tanto un perfil de multirresistencia. La resistencia a betalactdmicos y
a aminoglucdsidos se ha relacionado con la produccion de betalactamasas y enzimas
modificadoras de aminoglucdsidos, mientras que la resistencia a quinolonas se ha relacionado
con mutaciones puntuales de los genes gyrA y/o parC y la produccién de proteinas Qnr que
protegen las dianas de la inhibicion de quinolonas (Markovska y col., 2019). La resistencia a
macrolidos parece ser frecuente en esta especie bacteriana (Buliginay col., 2016; Mukuna y col.,
2023) y suele deberse a la produccion de bombas de eflujo (Gomes y col.,, 2016b). Estas
resistencias, asi como fenotipos de multirresistencia, se han detectado en cepas de P.
agglomerans aisladas de muestras clinicas (Hussein y col., 2020; Sharmay col., 2012) y muestras
ambientales (Delik y col., 2024; Saticioglu y col., 2018), excepto en el caso de la resistencia a
higromicina, constituyéndose este como el primer estudio en el que se describe una cepa de P.
agglomerans resistente a este antibidtico. Ademas, este es la primera vez que se documenta la

presencia de cepas de esta especie resistentes a antibidticos en el interior de una AVL.
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2. ESTUDIOS PREVIOS Y DEFINICION DE NUEVAS BACTERIAS

ENDOCITOBIONTES RESISTENTES A ANTIBIOTICOS (BERA)

Hasta la fecha, se ha demostrado la capacidad de las AVL de depredar bacterias resistentes a
antibidticos (BRA) y protegerlas de tratamientos de desinfeccidn (Bornier y col., 2021; Sarink y
col., 2020), pero apenas se ha evaluado la presencia y el perfil de resistencias de BRA en el
interior de amebas. En un estudio realizado en Sudafrica, Carstens y col. (2014), evaluaron la
presencia de bacterias resistentes a antibiéticos en AVL aisladas a partir de aguas subterraneas;
en total aislaron 14 BE (Achromobacter spp., Alcaligenes faecalis, Comamonas odontotermitis,
Ochrobactrum sp. y varias Pseudomonas spp.) y todas, excepto un aislamiento (el 93 % de las
BE), mostraron resistencia a tres o mas familias de antibidticos. Las resistencias mas recurrentes
fueron a betalactamicos, macrdlidos y cloranfenicol, sumado a esto, mas de la mitad de las BE
mostrd resistencia a estreptomicina. Estas resistencias frecuentes muestran parecido a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, excepto en el caso del cloranfenicol; la elevada
presencia de BE resistentes a este antibidtico en el estudio de Carstens y col. puede deberse a
gue las muestras de agua subterranea se tomaron en su mayoria en zonas urbanas. En un
hospital en Peru, aislaron Mycobacterium gordonae del interior de una Acanthamoeba v,
analizando sus genes de resistencia a antibioticos (GRA), detectaron genes de resistencia a
fosfomicina, rifamicinas, macrélidos y aminoglucésidos (Cabello-Vilchez y col., 2022). Con
resultados completamente opuestos, Delumeau y col. (2023) realizaron un estudio en aguas
termales naturales de Guadalupe (en el Caribe) y detectaron que las BE aisladas a partir de AVL
(Naegleria, Vahlkampfia y Paravahlkampfia) no presentaban resistencias adquiridas,
Unicamente mostraban resistencias naturales (Delumeau y col., 2023). Recientemente, y con el
auge de la secuenciacidn masiva, en un estudio en Sudafrica, Conco-Biyela y col. (2024) aislaron
AVL a partir de efluentes clorados de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) y
analizaron su microbioma. Detectaron genes de resistencia a 15 clases de antibidticos, entre
ellos aminoglucdsidos, trimetoprim, sulfonamidas, macrélidos, betalactamicos y cefalosporinas,
quinolonas, tetraciclinas, fenicoles, rifamicinas y lincosamidas. En dicho estudio, el GRA
dominante fue a aminoglucdsidos (aph6), seguido de resistencia a trimetoprim (dfrA15 y dfrA5),
sulfonamidas (sull y Sulll), y macroélidos (msrA y mphC), aunque ha de sefialarse que la presencia
de GRA no implica necesariamente la expresién fenotipica de su resistencia (Deekshit y

Srikumar, 2022).

Comparando el origen de estas bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos o con GRA

(un hospital, aguas subterraneas susceptibles de contaminacién minera, agricola, municipal y
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séptica, asi como dos EDAR), y a pesar de la poca literatura al respecto, parece que la presencia
de bacterias resistentes a antibidticos en el interior de AVL estd influenciada por actividades
humanas y el consecuente impacto de los antibidticos (Cabello-Vilchez y col., 2022; Carstens y
col., 2014; Conco-Biyela y col., 2024). El Unico estudio en el que, al evaluar la resistencia de las
BE extraidas de AVL, no se detectaron resistencias adquiridas fue en el estudio realizado en
aguas termales de Guadalupe (Delumeau y col., 2023). Estas aguas origen volcanico (25 — 40 °C)
probablemente no estan expuestas a contaminacién por antibidticos. De esta misma manera,
cabe esperar que las actividades humanas de la zona de estudio influyan en el perfil de
resistencias de las BE del presente estudio y, precisamente, asi lo reflejan los resultados, al
resultar el 74 % de las BE multirresistentes, presentes en 20 de las 21 AVL evaluadas (95 %) y el
indice MRA > 0,2 en el 73 % de las BE estudiadas, indicativo de que las bacterias provienen de
una alta presién antibiético. Aln asi, no puede subestimarse el potencial papel de las AVL en la
aparicion y diseminacion de resistencias. Estos dos factores (el papel de las AVL y de las

actividades ganaderas) se discuten en los Apartados 4 y 5 del presente capitulo.

Atendiendo a la bibliografia disponible, merece la pena subrayar que este es, hasta donde la
autora conoce, el estudio mas completo de bacterias resistentes a antibidticos aisladas del
interior de AVL. Asi mismo, este es el primer registro de cepas de Bacillus spp., Paenibacillus
spp., Microbacterium spp., Micrococcus spp., Kocuria spp., Pantoea spp., Pseudoxanthomonas

spp. y Staphylococcus spp. resistentes a antibidticos aisladas del interior de amebas de vida libre.
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3. EsTuDIO GENOTIPICO DE LAS BACTERIAS

ENDOCITOBIONTES: PRESENCIA Y CARACTERIZACION DE

INTEGRONES

Tras evaluar el perfil de resistencias de las bacterias endocitobiontes (BE) y con el objetivo de
determinar la presencia de integrones que confieren resistencia a antibidticos a las BE, se analiza
la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3 de una seleccién que de las 62 cepas que presentan
los perfiles de resistencia (tanto generales como a aminoglucdsidos) mas relevantes. Para ello,
se amplifican los genes intl1, inti2 e intI3, que codifican las integrasas 1, 2 y 3, respectivamente,
y posteriormente se caracterizan los integrones detectados. Se estudian estas clases de
integrones debido a su frecuente asociacién con elementos genéticos méviles (EGM) ya que, los
integrones de clase 4 suelen encontrarse en cromosomas y los integrones de clase 5 en adelante
tienen una prevalencia mundial muy baja y se han investigado escasamente (Deng y col., 2015;

Partridge y col., 2018).

3.1. PRESENCIA DE INTEGRONES

La presencia de integrones de la seleccion de bacterias endocitobiontes resistentes a
antibioticos (BERA) de interés se realiza siguiendo la metodologia descrita en el Apartado I11.3.3.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V.6 e indican que, en total, 47 cepas (76 %)
resultaron ser positivas para la presencia de genes intl1, int/2 y/o inti3. La deteccidn de cepas
positivas para estas PCR supone la existencia de integrones capaces de incorporar casetes
genéticos (Ruiz, 2007). Estos casetes genéticos se localizan en regiones variables de los
integrones tras integrarse entre dos sitios de recombinacién y, generalmente, codifican genes
de resistencia frente a antibiéticos. Un mismo microorganismo puede incorporar y acumular
varios casetes en los integrones, convirtiendo a estos EGM en reservorios genéticos que les
permite adaptarse rdpidamente a las diferentes presiones selectivas y que, ademas, pueden
compartirse entre bacterias. Hasta la fecha se han identificado mds de 130 genes de resistencia
a antibidticos (GRA) distintos, capaces de conferir resistencia a la mayoria de los betalactamicos,
a todos los aminoglucésidos, cloranfenicol, trimetoprim, rifamicinas, eritromicina y quinolonas,
entre otros (Deng y col., 2015). Por tanto, los integrones detectados en las BERA estudiadas
podrian contener los genes (o algunos de ellos) responsables de los fenotipos de resistencia,
especialmente teniendo en cuenta que la mayoria de las cepas positivas para la presencia de

integrones presentan fenotipos de multirresistencia (76 %), lo cual se asemeja a los resultados
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obtenidos por otros autores (Lim y col., 2009). En la Tabla V.7 se recoge la informacidn relativa

al estudio fenotipico y genotipico de las BERA.

Tabla V.6. Numero de bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos (BERA), clasificadas por género,

con perfiles de multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MXR), positivas para integrones de

clase 1 (INT1), clase 2 (INT2), clase 3 (INT3) y para la caracterizacion mediante cebadores CS y ORFX.

GENERO ESTACION N2BERA MR MRX INT1 INT2 INT3 CS ORFX
EM.1 10 8 2 8 8 9 3 7
Bacillus EM.3 1 1 0 1 0 1 1 0
EM.5 4 2 0 4 4 2 4 4
Kocuria EM.2 1 0 0 1 0 0 1 0
EM.5 1 0 0 0 0 0 0 0
EM.1 1 1 0 1 0 0 1 0
Microbacterium EM.2 > > 0 > 0 0 > 0
EM.5 5 1 4 3 1 0 0 0
EM.6 1 1 0 0 0 0 0 0
Micrococcus EM.1 1 1 0 0 0 1 0 0
EM.5 2 2 0 0 0 1 0 0
ni EM.2 1 0 0 1 0 0 1 0
_ EM.1 1 0 1 0 1 1 0 1

Paenibacillus

EM.7 1 1 0 0 0 0 0 0
Pantoea EM.2 1 1 0 1 0 0 1 0
Pseudomonas EM.2 1 0 0 1 1 1 1 1
Pseudoxanthomonas EM.2 1 0 0 1 0 0 1 0
EM.1 2 1 0 2 0 0 0 0
EM.2 9 3 0 4 0 2 4 0
EM.3 1 0 1 1 1 1 0 1
Staphylococcus EM.4 1 1 0 1 0 0 0 0
EM.5 4 3 1 0 0 0 0 0
EM.6 6 4 0 5 1 2 1 0
EM.7 1 0 1 1 0 1 1 0
TOTAL 62 36 10 41 17 22 25 14

EM: estacion de muestreo; ni: no identificada.

En el presente trabajo, se detectd la presencia del gen int/1 en 41 BE (66 %). Para caracterizar

esta clase de integrones, se realizd una segunda PCR mediante los cebadores 5'CS-F y 3'CS-R a

las 41 BE portadoras de intl/1. Mediante el proceso de caracterizacidn, se obtuvieron 25 muestras

positivas, de las cuales, se pudieron secuenciar 18 amplicones pertenecientes a 7 bacterias

endocitobiontes de los rios Segre, Noguera Ribagorzana y Alcanadre (EM.1, EM.2 y EM.5,

respectivamente), como se indica en la Tabla V.7. Entre las secuencias de integrones de clase 1

que se pudieron estudiar (Tabla V.8), se encuentran genes que codifican proteinas involucradas

en la resistencia a antibidticos (como el regulador transcripcional TetR), en posibles mecanismos

de resistencia (como TrmK, glicosiltransferasas, deshidratasas MaoC, hidrolasas a-B o el
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transportador MFS), en virulencia de plantas (como el Efector tipo Ill) y en la formacién de

biofilm (como amidasas o la proteina LCP).

Aunqgue la mayoria de los estudios disponibles relativos a integrones se han enfocado en
bacterias gram negativas responsables de infecciones clinicas, se ha comprobado que esta clase
de integrones también esta ampliamente diseminada en muestras ambientales, como
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) o rios (Chen y col., 2019; Ma y col., 2013;
Marathe y col., 2017; Tchuinte y col., 2016). De hecho, se ha propuesto como indicador de
contaminacidon antropogénica (Gillings y col., 2015), por lo que, observando los resultados
obtenidos, se puede presumir que toda la zona de estudio estd impactada por actividades

humanas.

Los integrones de clase 1 poseen unas regiones conservadas con los genes qacEA1 y sull, que
codifican resistencia a sales de amonio cuaternario y a sulfonamidas, respectivamente. Por
tanto, cabria esperar la resistencia a sulfonamidas (no evaluada) en las BE que presentan esta
clase de integrones. Esta clase de integrones se ha asociado con una variedad de casetes
genéticos, aunque la mayoria contienen determinantes de resistencia aadA, que codifican la
resistencia a estreptomicnia-espectinomicina, y con frecuencia dfrA, que codifica resistencia a
trimetoprim (Deng y col., 2015). Resulta resefable que 35 de las 41 cepas positivas para
integrones de clase 1 (85 %) son resistentes a al menos uno de estos antibidticos (ha de tenerse
en cuenta que a cinco cepas que no cumplen esta caracteristica, no se les evalud la sensibilidad
a espectinomicina); por otro lado, las cepas B. cereus 1113.8, B. licheniformis 35.1 y M.
arborsecens/imperiale de la AVL 211 son SXT® y podrian poseer el gen dfrA en el integron de

clase 1 que portan (Tabla V.7).

En cuanto a los integrones de clase 2, se detectd su presencia en 17 (27 %) de las BE evaluadas
(Tabla V.6). Para caracterizar estos integrones, se realizd una segunda PCR mediante los
cebadores ATTI2-F y ORFX-R a las bacterias portadoras de intl2. Se obtuvieron 14 muestras
positivas, de las cuales, se pudieron secuenciar 6 amplicones pertenecientes a 5 BERA de los
mismos rios que en el caso de los integrones de clase 1 (Segre, Noguera Ribagorzana y Alcanadre,
o sea EM.1, EM.2 y EM.5, respectivamente), como se muestra en la Tabla V.7. Entre las
secuencias pertenecientes a integrones de clase 2 que pudieron estudiarse (Tabla V.8), se
encuentran genes que codifican proteinas involucradas en la resistencia a antibidticos
(transportador ABC), en posibles mecanismos de resistencia (glutaminasa) y la motilidad

(proteinas YdgA).
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Segln la bibliografia, se ha observado una menor diversidad de casetes en esta clase de
integrones (en comparacion con la clase 1), siendo los mas reportados dfrAl, satl y aadAl,
atribuibles a la resistencia a trimetoprim, estreptomicina y estreptomicina/espectinomicina,
respectivamente. Esto se ha asociado a que la mayoria de los aislamientos con integrones de
clase 2 presentan un coddn stop interno en la secuencia que hace que la integrasa sea inactiva,
restringiendo su capacidad de adquirir nuevos casetes géneticos y conservando los presentes.
Sin embargo, se ha demostrado que las integrasas de clase 1 pueden reconocer los sitios de
recombinacidn de la clase 2. También se han detectado integrones de clase 2 funcionales, sin
ese coddn de stop, portadores del gen de resistencia a trimetoprim dfrA1, mas frecuentemente

asociado con integrones de clase 1 (Gillings, 2014).

Atendiendo a los resultados, ninguna de las cepas positivas para integrones de clase 2 mostré
resistencia a sulfametoxazol-trimetoprim y el 88 % (15 de 17) resultaron positivas para
integrones de clase 1. Esto podria indicar que la mayoria de los integrones de clase 2 detectados
sean inactivos y empleen la integrasa de clase 1 para integrar nuevos casetes genéticos, lo cual
podria explicar la diversidad de genes identificados en estos integrones (Tabla V.8). Ademas, 14
de las 17 cepas positivas para el gen intl2 son resistentes a estreptomicina y/o espectinomicina
(Tabla V.7), por lo que podrian ser portadoras de los conservados genes de resistencia sat1 y/o

aadAl.

Estas dos clases de integrones se consideran las mas comunes entre bacterias resistentes (Collis
y col., 2002). Por ello, resulta resefable la elevada tasa de BERA que contienen integrones de
clase 3: 22 cepas (35 %), de las cuales 19 son multirresistentes, mientras que en diversos
estudios no se ha encontrado ninguna cepa portadora de esta clase de integrones (Gillings,
2014; Gonzalez-Villalobos y col., 2022; Lim y col., 2009; Ploy y col., 2000). Es posible que estos
integrones sean mas frecuentes en bacterias gram positivas, las cuales han sido mucho menos

estudiadas en lo que respecta a la presencia de integrones.

Pese a haber sido menos estudiados, se han encontrado integrones de clase 3 en bacterias de
origen clinico y ambiental (en aguas residuales municipales y de hospital) y, en ellos, la mayoria
de casetes genéticos codificaban resistencia a betalactdmicos y aminoglucdsidos (Correia y col.,
2003; Tchuinte y col., 2016), no encontrandose una gran diversidad de casetes, quiza por no ser
tan activa la integrasa (Gillings, 2014). Precisamente, todas las cepas positivas para esta clase de
integrones muestran un perfil de resistencia a betalactdmicos y/o aminoglucésidos, que podrian
potencialmente explicar estas resistencias. Ademads, en el caso de Pseudomonas spp., se han

identificado integrones de clase 3 asociados a metalo-betalactamasas (Deng y col., 2015), estas
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podrian ser las responsables del perfil de resistencia de P. koreensis 2132.2 ya que en los

integrones de clase 1y 2 se identificaron genes relativos a otro tipo de funciones (Tabla V.8).

Aun no existe un consenso sobre los cebadores a utilizar para caracterizar los integrones de esta
clase; hasta la fecha se han caracterizado mediante secuenciacién de nueva generacion,
clonacién o disefio de cebadores especifico para la cepa de estudio (Collis y col., 2002; Correiay
col., 2003 Tchuinte y col., 2016). Debido a esto, no se caracterizaron los integrones de clase 3 en
el presente estudio; esta tarea seria de gran interés y proporcionaria un gran volumen de
conocimiento sobre esta clase de EGM en futuros estudios. Si se secuenciaron las integrasas de
clase 3 de las cepas Staphylococcus pasteuri62112.1y 62112.5, con el objetivo de confirmar que
el amplicon obtenido correspondia con la integrasa y no se trataba de una hibridacion
inespecifica. Tras analizar las secuencias y compararlas con la base de datos Gene Bank del
Centro Nacional para la Informacidén Biotecnoldgica (NCBI), ambas resultaron tener un
91 -92 % de identidad con la transposasa de la familia IS3 de Mycobacterium avium CP029333.1

(cddigo de referencia del GeneBakn).

Merece la pena recalcar que, casi la mitad (20 de 41, o sea el 49 %) de las BE positivas para la
presencia de genes int/ son positivas para la presencia de mas de una clase de integrones y 11
(27 %) para la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3. De estas 11 cepas positivas para las tres
clases de integrones estudiadas, 9 pertencen al género Bacillus: |las cepas de B. clausii de la AVL
1113, B. licheniformis 141.1, B. altitudinis 5512.14, multirresistentes, y la cepa B. pumilus
5521.11, resistente a higromicina, espectinomicina y eritromicina. El género Bacillus spp., como
se indica en el Capitulo 1V, se caracteriza por su metabolismo flexible y su capacidad de producir
una variedad de enzimas y moléculas (de alto interés biotecnoldgico) que les permiten
adaptarse a diferentes ambientes; esta adaptabilidad cabe esperar que la logren mediante la
adquisicion de diferentes genes que pueden acumular en integrones u otros EGM. Las restantes
cepas que contienen integrones de las tres clases estudiadas son P. koreensis 2132.2, que
muestra resistencia a betalactdmicos, incluyendo cefalosporinas y monobactamicos,
espectinomicina y macrélidos, y S. pasteuri 32.4, que muestra un perfil de resistencia extendida
(a betalactamicos, diversos aminoglucdsidos, macrodlidos, cloranfenicol, tetraciclinas, rifamicinas
y lincosamidas), sugiriendo la acumulacién de diferentes GRA en los integrones que porta. En
otros estudios también se ha demostrado la capacidad de las bacterias para transportar varios
integrones u otros EGM (Ndagi y col., 2020). En varias cepas, ademas, se detecté mas de un
amplicdn para la misma clase de integron, lo que podria indicar que la propia bacteria contiene
mas de una secuencia de integrones de la misma clase y/o que no se amplificé la secuencia

completa. Esto también podria deberse a hibridaciones inespecificas en los procesos de PCR.
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Llama la atencién que ninguna de las BE presentes en la AVL 521 porta integrones, pese a ser
casi todas multirresistentes. Sin embargo, en las BE de las otras AVL de esta misma estacidn de
muestreo, se detectaron integrones de las tres clases estudiadas. Este fendmeno incita a
sospechar que las AVL pueden tener un papel en la diseminacién de integrones, lo cual se discute

en el Apartado 4 del presente capitulo.

Se observan diferencias a nivel de género en la presencia de integrones de distintas clases.
Mientras que en cepas de Bacillus, Staphylococcus y Pseudomonas se detectaron las tres clases
de integrones, en cepas de Kocuria, Pseudoxanthomonas y Pantoea, se identificaron Unicamente
integrones de clase 1y en cepas de Micrococcus luteus, de clase 3. Las cepas de Microbacterium
presentaron integrones tanto de clase 1 como de 2 y la cepa de Paenibacillus glucanolyticus, de
clase 2 y 3. En estudios previos se ha demostrado la presencia de integrones de clase 1 en
Pseudoxanthomonas mexicana (Selvaraj y col., 2022), Microbacterium, Kocuria (Mitchell y col.,
2023), Staphylococcus (Liy col., 2017) y Pantoea agglomerans (Aibiniu y col., 2012), integrones
de clase 1 y 2 en Bacillus spp. (Byrne-Bailey y col., 2011) e integrones de las tres clases en
Pseudomonas (Deng y col., 2015). Estudios metagendmicos también han detectado genes de
integrones de clase 2 en habitats agricolas asociados con Firmicutes; miembros de este filo son
precisamente Bacillus, Paenibacillus y Staphylococcus (Gillings, 2014). Por tanto, este es el
primer estudio en el que se describe la presencia de integrones de clase 3 en Bacillus,

Staphylococcus y M. luteus, asi como integrones de clase 2 en Microbacterium.
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotipico y genotipico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos.

cODIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX STR/SPC® INTEGRONES
1111 34 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN MR STR SPCR Intl
1113 8 Bacillus cereus BL AG MC AF MRX SPCR Intl, Int3
1113 7 Bacillus clausii BLAG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 9 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 10 Bacillus clausii BLAG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 11 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 12 Bacillus clausii BLAG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 13 Bacillus clausii BLAG MC MR STR Int2, Int3
1113 16 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Intl, Int2, Int3
1113 17  Paenibacillus glucanolyticus BL AG MC AF MRX STR SPCR Int2, Int3
13 1 Staphylococcus epidermidis BLAG MC MR SPCR Intl

141 1 Bacillus licheniformis BLAG MC MR STRSPC? Intl, Int2, Int3

142 1 Micrococcus luteus BLAG QN MR STR SPCR Int3

142 2 Bacillus licheniformis BLAG MC QN AF MRX STR/ne -

142 8 Staphylococcus warneri BLAG - SPCR Intl

211 1 Microbacterium aborescens* BLAG QN MR SPCR Intl

211 2 Microbacterium aborescens* BLAG MR SPCR Intl

211 3 Microbacterium aborescens* BLAG MR SPCR Intl

211 4 Microbacterium aborescens* BLAG MR SPCR Intl

211 5 Microbacterium aborescens* BLAG QN MR SPCR Intl
2121 2 Staphylococcus warneri AG - SPCR Intl, Int3
2121 3 Staphylococcus warneri BL AG - SPCR -

AF: anfenicoles; AG: aminoglucdsidos; BL: betalactdmicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integron; LC: lincosamidas; MC: macrdlidos; MR: cepa multirresistente;
MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; f: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina;

SXD: combinacion de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los
integrones que pudieron secuenciarse para su caracterizacion. El cédigo de colores hace referencia a las familias de antibicticos.
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotipico y genotipico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos. Continuacion.

cODIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX ST®/SPC® INTEGRONES
2121 5 Staphylococcus warneri BLAG MC MR SPCR Int3
2121 7 ni - STR SPCR Intl
2121 10 Staphylococcus warneri AG - SPCR Intl
2121 20 Staphylococcus warneri AG - SPCR Intl
2121 21 Staphylococcus warneri AG - SPCR -
2121 22 Pseudoxanthomonas indica AG - STR SPCR Intl
2132 2 Pseudomonas koreensis BL - SPCR Intl, Int2, Int3
2132 3 Staphylococcus epidermidis BLAG MC MR - Intl
2132 5 Staphylococcus pasteuri AG QN - SPCR -
2132 6 Kocuria rhizophila BL QN - -/ne Intl
2132 7 Pantoea agglomerans AG MCQN MR SPCR Intl
231 1 Staphylococcus epidermidis BLAG MC MR SPCR -
32 4 Staphylococcus pasteuri BL AG MC AF LC MRX STRSPCR  Intl, Int2, Int3
35 1 Bacillus licheniformis BLAG QN MR -/ne Intl, Int3
4412 1 Staphylococcus pasteuri BLAG QN MR SPCR Intl
521 2 Staphylococcus equorum BLAG QN MR SPCR -
521 3 Staphylococcus epidermidis BLAG MC MR STRSPCR -
521 6 Kocuria rhizophila BLAG - STR SPCR -
521 7 Staphylococcus epidermidis BLAG MCQN MRX SPCR -
521 9 Staphylococcus pasteuri BLAG MC QN MR SPCR -
522 10 Micrococcus luteus BLAG MCQN MR SPCR Int3
522 12 Micrococcus luteus BLAG QN MR SPCR -

Capitulo V

AF: anfenicoles; AG: aminoglucdsidos; BL: betalactdmicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integron; LC: lincosamidas; MC: macrdlidos; MR: cepa multirresistente;

MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; f: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina;

“w .,

SXD: combinacion de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los

integrones que pudieron secuenciarse para su caracterizacion. El cédigo de colores hace referencia a las familias de antibicticos.
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotipico y genotipico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos. Continuacion.

cODIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX ST®/SPC® INTEGRONES
522 22 Microbacterium paraoxydans  BL AG MC FQN AF MRX STR SPCR Int1, Int2
5511 7 Microbacterium paraoxydans BLAG MCQN MRX SPCR -
5511 9  Microbacterium paraoxydans BLAG MC QN MRX STR SPCR -
5511 10 Bacillus niabensis BL AG MC MR STR SPCR Intl, Int2
5511 11 Microbacterium paraoxydans BL AG MC FQN MRX STR SPCR Intl
5511 14 Bacillus pumilus AG MC - -/ne Intl, Int2
5512 1 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN MR STR Intl
5512 14 Bacillus altitudinis BL AG MC MR -/ne Intl, Int2, Int3
5521 11 Bacillus pumilus AG MC - -/ne Intl, Int2, Int3
62112 1 Staphylococcus pasteuri BLAG MC MR STR SPCR Int1, Int3
62112 2 Staphylococcus pasteuri BLAG QN MR SPCR Intl
62112 5 Staphylococcus pasteuri BLAG MC MR STR SPCR Int3
62112 8 Staphylococcus equorum AG QN - STR SpCR Intl
62112 9 Staphylococcus equorum BLAG QN MR SPCR Intl
622 1 Microbacterium arborescens BLAG QN MR SPCR -
643 1 Staphylococcus warneri BL AG - SPCR Intl, Int2
72 7 Staphylococcus pasteuri BL AG MC AF MRX STRSPCR Intl, Int3
72 11 Paenibacillus lautus BL AG FQN MR SPCR -

AF: anfenicoles; AG: aminoglucdsidos; BL: betalactdmicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integron; LC: lincosamidas; MC: macrdlidos; MR: cepa multirresistente;

‘0,

MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; ®: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina;
“w o,

SXD: combinacion de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los
integrones que pudieron secuenciarse para su caracterizacion. El codigo de colores hace referencia a las familias de antibidticos.
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3.2. CARACTERIZACION DE LOS INTEGRONES

Tras analizar las secuencias de los integrones de clase 1y de clase 2 que pudieron secuenciarse
y compararlas con la base de datos Gene Bank del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI), se muestran las proteinas putativas para las que codifican, asi como el
porcentaje de identidad a dichas proteinas y su organismo portador en la Tabla V.8.
Adicionalmente, se muestra en dicha tabla si el gen putativo se encuentra flanqueado por
secuencias que codifican para recombinaasas o transposasas en el microorgansimo de

referencia.

En cepas de Bacillus spp. se detectan algunos genes que codifican para familias de
transportadores y bombas de eflujo: transportador ABC dependiente de ATP y transportador
de la superfamilia MFS. Dos cepas de B. clausii presentan en sus sendos integrones de clase 2 el
casete genético que codifica para un transportador activo de antibidticos ABC, capaz de exportar
o importar diferentes compuestos y, en este caso, antibiéticos. De hecho, este transportador se
ha visto asociado con resistencia a macrélidos y aminoglucdsidos (Shirshikovay col., 2021). Estos
transportadores son frecuentes en Bacillus spp. (Hassan y col., 2017) y, precisamente, en un
estudio realizado recientemente en China, han detectado un transportador ABC codificados en
un integron de clase 1 de una cepa de Bacillus sp. multirresistente ambiental (Hu y col., 2004).
Vale la pena sefialar que se ha comprobado que este tipo de bombas de eflujo son beneficiosas
para la supervivencia y replicacion de Campylobacter jejuni en el interior de Acanthamoeba
polyphaga (Vieira y col., 2017), por lo que no se puede descartar esta potencial funcion en las

cepas de B. clausii que lo contienen.

Por su parte, las cepas de B. pumilus 5511.14 y 5521.11 presentan un transportador de azucares
MFS en un integrdn de clase 1. Esta familia de transportadores utiliza la energia del gradiente
de protones o de sodio para mover diferentes sustratos: azlcares, antibidticos,
neurotransmisores, aminodacidos, vitaminas, iones y otros compuestos pequefios (Kumawat y
col., 2023; Wangy col., 2020). Estos transportadores se han detectado en cepas de Bacillus spp.
otorgandoles resistencias a lincosamidas, fluoquinolonas, tetraciclinas, rifamicinas y
aminoglucésidos (Hassan y col., 2017; Kumawat y col., 2023), por lo que podria ser responsable

del perfil de resistencias de dichas bacterias.

Otras de las secuencias obtenidas a partir de los integrones de cepas de Bacillus spp. codifican
para genes que también pueden estar involucrados en la resistencia a antibiéticos, como la
adenosil-L-metionin (SAM) metilasa, el citocromo C o el Trmk, detectados en las cepas B. clausii

1113.7 y 1113.10. En todos los casos, los microorganismos de referencia (encontrados al
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comparar las sencuencias) presentan el gen que codifica para el factor sigma de la ARN
polimerasa RpoD de forma contigua a estos genes, el cual, estd ligado precisamente a la
expresion de genes adquiridos horizontalmente (Grosse y col., 2022). La enzima TrmK (ARNt
adenina(22)-N(1)-metiltransferasa) cataliza la metilacion del ARN de transferencia (ARNt)
bacteriano. En B. subtillis, parece que esta metilacién se lleva a cabo gracias a la donacidn del
grupo metilo por una SAM metilasa, por lo que es comprensible su codificacién contigua. La
TrmK es una enzima esencial en S. aureus (Sweeney y col., 2022), pero no parece serlo en B.
subtillis (Déguty col., 2019). Este dato resulta interesante ya que recientemente se ha observado
que, ante concentraciones subinhibitorias de aminoglucésidos, fluoroquinolonas,
betalactamicos, anfenicoles o trimetoprim, se producen modificaciones (como metilaciones) de
genes ARNt y ARN ribosdmicos (ARNr) no esenciales como respuesta de adaptacién (Babosany
col., 2022). Por tanto, es posible que la presencia de este gen en el integron de clase 1 de B.
clausii 1113.7 y 1113.10 esté ligada a la resistencia a aminoglucdsidos y macrélidos que
expresan. Respecto al citocromo C, los aminoglucésidos parecen tener efectos sobre esta
molécula, inhibiendo su reduccién (Yamabe, 1980), por lo que cabria pensar que este gen
codificara para un citocromo C capaz de evitar la unién a aminoglucdsidos y actuar como
mecanismo de desviacion de su efecto. Resulta interesante también resaltar que el citocromo C
se ha relacionado con la infeccién intracelular de Legionella pneumophila (Yip y col., 2011), por

lo que este gen podria estar involucrado en la capacidad de sobrevivir en el interior de amebas.

También se detectan genes que codifican para enzimas que pueden tener diversas funciones,
como las amidasas, las glicosiltransferasas o glutaminasas. Precisamente se han detectado en
cepas de Bacillus que, como ya se ha comentado (Capitulo 1V), poseen un metabolismo muy
versatil que les permite adaptarse a diversos ambientes. Cabria pensar que, igual que en
ambientes contaminados este género bacteriano es capaz de producir enzimas degradadoras
para proliferar (Suy col., 2023), en ambientes contaminados por antibidticos, produjera enzimas

capaces de hidrolizarlos.

Las amidasas son enzimas relacionadas con una gran variedad de procesos: se han detectado
como responsables de la hidrdlisis de betalactamicos (Holt y Stewart, 1964) y, por tanto, capaces
de otorgar resistencia a esta familia de antibidticos, con la metabolizacién de xenobidticos®
(Hodgson, 2010), que podria explicar la capacidad de las cepas de Bacillus de crecer en medios
contaminados y biodegradar contaminantes, con la formacion de biofilms (Morris y col., 2023)

y con la sintesis de peptidoglicano de la pared celular (Vermassen y col., 2019). En este ultimo

0 Xenobidtico: sustancia ajena al organismo o ecosistema, que puede tener efectos adversos en los seres
Vivos.
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rol, también se han visto involucradas las glicosiltransferasas (Sauvage y Terrak, 2016), asi como
en la adherencia y autoagregacién bacteriana, la formacion de biofilm y la evasidn del sistema
inmunitario (Yaklovieva y Walvoort, 2020). También se han detectado glicosiltransferasas
capaces de inactivar macrdlidos (Bolam y col., 2007) y, en cepas de B. subtilis, toxinas fungicas
(Zhouy col., 2024). Por su parte, las glutaminasas son enzimas que juegan un papel fundamental
en el metabolismo del nitrégeno y, concretamente en cepas de Bacillus spp., se han aislado
glutaminasas que pertenecian a la superfamilia de betalactamasas serin-dependientes y a las
proteinas de unién a penicilina (lrajie y col., 2016) que podrian estar relacionadas con la

resistencia a betalactamicos detectada.

Otras enzimas detectadas en cepas de Bacillus spp., aunque con un rol diferente, son las
monooxigenasas identificadas en B. pumilus de las AVL 5521 y 5511, bien de la familia
SidA/lucD/PydA o de la familia ornitina monooxigenasa, en sus respectivos integrones de clase
1. Ambas familias de monooxigenasas se han detectado en cepas de Bacillus spp. asociadas con
la captacién de hierro (Haupka y col., 2021). En Pseudomonas spp., a parte de la captacion de
hierro, estas enzimas estan relacionadas con patogenicidad y se consideran un factor de
virulencia (Rosy y col., 2022), por lo que este podria ser también un rol potencial en cepas de

Bacillus spp.

Por ultimo, una de las secuencias identificadas en este género bacteriano codifica para la familia
de proteinas LCP (LytR-Cps2A-Psr) y otra codifica para una enzima multifuncional ARNt
nucleotidil transferasa/2'3'-fosfodiesterasa ciclica/2' nucleotidasa/fosfatasa o enzima de adicion
de CCA. La familia de proteinas LCP juega un papel importante en la formacién de la envoltura
celular en bacterias gram positivas y, mds concretamente en Bacillus. En este género bacteriano,
el factor LytR regula la formacién de biofilm, la formacién de fimbrias!, la expresion de

|Il

exoproteinas (incluidas toxinas) y el “quorum sensing!?”. Ademas, tanto en este como en otros
géneros, es un factor de regulacion poco comun que suele afectar a la expresion de factores de
virulencia (Kawai y col., 2011; Nikolskaya y Galperin, 2002; Okkotsu y col., 2014; Rajei y col.,

2022).

Por su parte, la enzima de adicidon de CCA, codificada por el gen cca, estd involucrada en la

maduracién de los ARNt. Resulta de especial relevancia el hecho de que la mayoria de los

11 Fimbrias: estructuras delgadas y filamentosas que sobresalen de la superficie celular. Tienen diversas
funciones, como la adherencia a superficies, la colonizacién de hospedadores y la formacidn de biofilms.
12 “Quorum sensing”: proceso de comunicacidn celular bacteriano (mediante la liberacién y deteccién de
sefiales quimicas) para coordinar y regular comportamientos en funcién de la densidad poblacional, como
la formacién de biofilm, la produccién de toxinas o la activacion de la virulencia.
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eucariotas tienen solo una copia del gen codificante para esta enzima, mientras que
Acanthamoeba spp. tiene multiples copias; la mayoria tienen cercania filogenética con el gen
codificante en otros eucariotas, pero se ha descubierto que una de esas copias es
filogenéticamente cercana al homdlogo en proteobacterias y se sospecha que la haya adquirido
por transferencia genética horizontal (TGH) a partir de estas (Erber y col., 2020). Por tanto,
encontrar una secuencia con un 99,5 % de identidad con el gen cca de E. coli (perteneciente al
filo Proteobacteria) en un integron de una bacteria endocitobionte no perteneciente al filo
Proteobacteria, hace sospechar su adquisicion, bien de proteobacterias presentes en el interior
de la misma AVL, no detectadas en el presente estudio, y/o de la propia ameba hospedadora

mediante mecanismos de TGH.

En una de las cepas de Microbacteirum arborescens/imperiale de la ameba 211, se pudieron
secuenciar tres amplicones de integrones de clase 1. Entre las proteinas putativas, se encuentra
una proteina de la familia de reguladores TetR, especialmente conocidas por su rol en la
regulaciéon de las bombas de eflujo de antibidticos en microorganismos productores de
antimicrobianos (como Streptomyces y otras Actinobacterias, filo al que pertenece
Microbacterium) y en la regulacidn de la resistencia a tetraciclina en microorganismos que no lo
son. También estan involucradas en el “quorum sensing” y otros aspectos fisioldgicos
bacterianos (Cuthbertson y Nodwell, 2013). Adicionalmente, se identifiaron otras dos enzimas
putativas en esta cepa de M. arborescens/imperiale. Por un lado, una oxidorreductasa
dependiente de FAD, grupo amplio de enzimas involucradas en multiples reacciones del
metabolismo bacteriano (Trisoliniy col., 2019). Cabe destacar que, recientemente, se ha aislado
una cepa de Microbacterium spp. capaz de utilizar sulfonamidas como fuente de carbono gracias
a una monooxigenasa dependiente de flavina (FAD) y una flavina reductasa, capaces de romper
moléculas de sulfonamidas. Los genes codificantes estaban altamente conservados en una isla
gendmica compartida entre varias actinobacterias degradadoras de sulfonamidas, que, ademas,
contienen el gen sull codificado en la regién conservada del integréon de clase 1 (Kim y col.,
2019). Por otro lado, se identificé una oxidasa de aminas con cobre. Estas enzimas catalizan la
oxidacion de aminas, las cuales pueden estar presentes en algunos xenobidticos; esto les

permite usar sustratos de amina como fuentes de carbono y nitrégeno (Interpro, 2024).

Por ultimo, se secuencié un gran numero de amplicones de la cepa Pseudomonas koreensis de
la AVL 2132 que codifican para proteinas putativas de funciones variadas (siete amplicones
corresponden a integrones de clase 1 y un octavo al integron de clase 2). Por un lado, se
identificaron hidrolasas a-B, las cuales han demostrado ser capaces de metabolizar pesticidas y

otorgar resistencia cruzada con otros xenobidticos y, entre ellos, antibidticos. En Bacillus, se ha
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detectado este tipo de hidrolasas codificadas en plasmidos y confiriendo multirresistencia a
cloranfenicol (Rangasamy y col., 2018), mientras que en Pseudomonas se ha asociado a la
resistencia a quinolonas (Wullich y col., 2020). Por otro, se identificaron proteinas de la familia
LrgB y CidA, que afectan a la formacion de biofilm, estrés oxidativo, la supervivencia en fase
estacionaria y la tolerancia a antibidticos (Sharma-Kuintel y col., 2009); proteinas con dominio
GGDEF que, en Pseudomonas spp., regulan la formacidn y dispersidn de biofilm (Gjermansen y
col., 2006) y proteinas de la familia YdgA que, aunque no estdn completamente caracterizadas,
parece que pueden estar asociadas con funciones de motilidad mediante flagelos (Uniprot,
2024). También se identificd una proteina putativa de la familia de reguladores LuxR, la cual,
esta involucrada en la expresién de genes relacionados con virulencia en Pseudomonas spp.

(Sanchez-Jiménez y col., 2023).

Un caso curioso es la deteccion de la familia de deshidratasas MaoC, enzimas que juegan un
papel importante en la ruta de la sintesis de dcidos grasos en bacterias. Estas enzimas tienen un
rol importante en el género Mycobacterium spp., caracterizado por una pared celular rica en
acidos micdlicos, lipidos que requieren hidrogenasas de la familia maoC para ser sintetizados.
Precisamente la capa lipidica de M. tuberculosis juega un papel importante en su patogénesis,
en su resistencia a antibioticos y en su capacidad para persistir intracelularmente v,
expresamente, es necesaria para su proliferacion en el interior de Acanthamoeba (Biswas y col.,
2015; Halloum y col., 2016; Singh y col., 2022). Estudios previos han demostrado la abundancia
de Mycobacterium spp. en el interior de AVL aisladas de la Cuenca del Ebro (Garcia y col., 2013),
por lo que podria darse el caso de que los genes codificantes para esta familia de proteinas los
hubiera adquirido esta cepa de P. koreensis del interior de las AVL. De igual manera, es posible
que la cepa de Staphylococcus pasteuri 62112.1 hubiera adquirido su integron de clase 3 de una

cepa portadora de una integrasa similar a la de Mycobacterium sp.

Por ultimo, se detectaron las proteinas putativas TonB y FusC. Los transportadores TonB son
proteinas integradas en la membrana externa que permiten captar e introducir hierro en la
bacteria. Esta ruta estd facilitada por FusC, una proteina que, mediante andlisis de secuencias,
parece haber evolucionado de la proteina homadloga vegetal (Grinter y col., 2018). Precisamente,
y como se comenta en el Capitulo IV, P. koreensis es una bacteria que se ha encontrado en
asociacién con plantas, por ello, no es de extrafiar que se haya identificado en esta cepa una
serie de proteinas relacionadas con estos organismos. Por un lado, sintetasas de péptidos no
ribosomales que, en Pseudomonas spp., estan involucradas en la biosintesis de ciclopéptidos, la
regulacion de “quorum-sensing” y el desarrollo de raices en plantas hospedadoras (Gonzalez y

col., 2017). Por otro lado, se identificé también un Efector tipo Ill, esencial para la virulencia de
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bacterias fitopatdgenas como Pseudomonas syringae, Xanthomonas spp., Ralstonia
solanacearum y Erwinia spp. (Blittner, 2016). Por tanto, parece que la cepa aqui estudiada,

gracias a los factores de virulencia que porta en sus integrones, actuaria como fitopatdgena.

Merece la pena seialar que, hasta donde la autora conoce, sélo los transportadores ABC
detectados en B. clausii han sido previamente detectados en integrones (Hu y col., 2004). Por lo
tanto, dado que no se ha logrado secuenciar y caracterizar completamente los integrones, es
posible que alguna de las secuencias obtenidas corresponda a hibridaciones inespecificas. Aun
asi, debido a las peculiaridades del presente estudio (bacterias ambientales, menos estudiadas
que las clinicas, y aisladas del interior de amebas), es entendible la falta de informacidn
contrastable. No obstante, la mayoria de las proteinas putativas identificadas durante la
caracterizacion de los integrones se encuentran flanqueadas por integrasas o transposasas en
las bacterias de referencia y, por tanto, este podria ser también el caso de las secuencias
obtenidas en este estudio. En consecuencia, realizar posteriores estudios que permitan
caracterizaran por completo los integrones detectados, asi como evaluar la presencia de otro
tipo de EGM en estas mismas cepas, podria aportar un conocimiento significativo sobre la TGH

y los EGM en cepas endocitobiontes ambientales.
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Tabla V.8. Proteinas putativas para las que codifican los amplicones de los integrones secuenciados de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos (BERA), tras
comparar las secuencias con la Base de Datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica), y posibilidad de que la secuencia se encuentre flanqueada por
integrones (Int) o transposones (Tn) en la bacteria de referencia.

INTEGRONES DE CLASE 1

BERA (AVL) LONG PROTEINA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ
882 Citocromo ¢ + TrmK Souchella clausii (CP155470.1) 93,2 % Tn
B. clausii 558 Metiltransferasa dependiente de SAM S. clausii (CP019985.1) 95,4 % Tn
(1113) TrmK S.clausii (CP140150.1) 93,2 % Int
638 Amidasa S.clausii (CP019985.1) 87,1 % Tn
. _ 0682  Oxidorreductasa de nucledtido de piridina-disulfuro dependiente de FAD  Paenibacillus sp (CP150215.1) 93,6% -
M. arbzoiiscens 759 Regulador transcripcional de la familia TetR Paenibacillus sp (CP150209.1) 90,2 % -
(211) 679 Proteina con un dominio de amina oxidasa con cobre Paenibacillus sp. (CP150269.1) 94,6 % Int
B. r(w;e;lielr)wsw 618 ARNt nucleotldlItrazr?S:E(r:?esz;:zg}?:;ﬁ;;fgcsiodlesterasa ciclica/ Escherichia coli (CP054345.1) 99,5 % Int
Transportador de azicares de |a familia MFS + Bacillus altitudinis (CP038517.1)88,4%  Tn
285 Regulador transcripcional de la familia LytR
B. pumilus Transportador de azlcares de la familia MFS + B. altitudinis (CP049589.1) 88,4 % Tn
(5511) Protel'na (.1e la familia LCP B
206 Glicosiltransferasa B. altitudinis (CP145438.1) 97,4 % Int
333 Monooxigenasa de la familia SidA/lucD/PvdA B. altitudinis (CP049589.1) 94,1 % -
Ornitina monooxigenasa B. altitudinis (CP126086.1) 93,5 % Tn
Transportador de a.zuc.ares dela fami.li.a MFS + B.altitudinis (CP038517.1) 88,7 % ™
288 Regulador transcrlp'cmnal dela fam'll'la LytR
B. pumilus Transportador dle azucares d(‘a‘la familia MFS + B. altitudinis (CP049589.1) 88,7 % ™
(5521) Proteina de la familia LCP
342 Monooxigenasa de la familia SidA/lucD/PvdA B. altitudinis (CP101506.1) 99,1 % Tn
Ornitina monooxigenasa B. altitudinis (CP049589.1) 98,4 % Tn

AVL: ameba de vida libre hospedadora; Long: longitud de la secuencia evaluada en pares de bases; *M. arborescens/imperiale.
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Tabla V.8. Proteinas putativas para las que codifican los amplicones de los integrones secuenciados de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibioticos (BERA), tras
comparar las secuencias con la Base de Datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica), y posibilidad de que la secuencia se encuentre flanqueada por
integrones (Int) o transposones (Tn) en la bacteria de referencia. Continuacion.

BERA (AVL) LONG PROTEINA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ
206 Regulador transcripcional LuxR + Hidrolasa a-B P. atacamensis (CP087167.1) 96,6 % Tn
Receptor TonB P. atacamensis (CP087167.1) 96,3 % -
363 Proteina de la familia FUSC P. atacamensis (CP087167.1) 98,6 % Tn

Proteina de la familia LrgB + Proteina de la familia CidA/LrgA +

P. l((;)ge;;;s;s 429 Deshidratasa de |a familia MaoC P. atacamensis (CP123909.1) 99,0 % Int
796 Sintetasa de péptidos no ribosomales o de poliketidos P. atacamensis (CP087171.1) 86,6 % Int
438 Hidrolasa a-p Pseudomonas sp. (CP117458.1) 87,5 % Tn
634 Efector Tipo llI P. atacamensis (CP077081.1) 89,8 % Tn
1152 Proteina con un dominio GGDEF P. atacamensis (CP070503.1) 92,6 % Tn
INTEGRONES DE CLASE 2
BERA (AVL) LONG PROTEINA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ
B. clausii (1113) 573 Transportador multi-antibiético ABC S. clausii (CP019985.1) 99,5 % Tn
B. pumilus (5521) 323 Glutaminasa B. altitudinis (CP011150.1) 96,8 % Int
P. koreensis (2132) 606 Proteina de la familia YdgA P. atacamensis (CP070503.1) 92,7 % -

AVL: ameba de vida libre hospedadora; Long: longitud de la secuencia evaluada en pares de bases; *M. arborescens/imperiale.
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4. EL_PAPEL DE LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE COMO

RESERVORIO Y VECTOR DE BACTERIAS RESISTENTES A

ANTIBIOTICOS

El gran consumo de antibidticos tanto en humanos como animales provoca que una gran parte
de estos acaben en el medio ambiente y, en gran medida, en los ecosistemas acudticos. La
presencia de concentraciones subinhibitorias de estos antibidticos en matrices ambientales
genera una presion selectiva que promueve la aparicidon de resistencias a antibidticos y su
diseminaciéon mediante mecanismos de transferencia genética horizontal (TGH) entre bacterias
(Abbas vy col., 2023; Pérez y col., 2022). Poco a poco, las bacterias resistentes a antibidticos (BRA)
desplazan las poblaciones bacterianas y cada vez son mayores los porcentajes de bacterias
multirresistentes en ambientes acudticos naturales, llegdndose a encontrar BRA en aguas
alpinas, glaciares e incluso en la Antdrtida (Navarro y col., 2023; Scott y col., 2020). Ante esta

situacién, cabe esperar que las amebas de vida libre (AVL) depreden BRA.

Como se explica en el Capitulo 1V, hay bacterias capaces de sobrevivir en el interior de las AVLYy,
dada la altaresistencia de estas ante condiciones adversas, las AVL pueden actuar como vectores
de BRA, transportandolas y protegiéndolas de procesos de potabilizacidn y desinfeccion y, por
tanto, suponer un riesgo para las personas expuestas a estas aguas (Garcia y col., 2013). Ante
este panorama y con el objeto de profundizar en el conocimiento sobre este rol de las AVL, se
evalud la presencia de BRA en el interior de AVL aisladas a partir de aguas superficiales de rios

de la Cuenca del Ebro con presién ganadera.

Como manifiestan los resultados (Apartado V.1), todas las AVL evaluadas demostraron ser
portadoras de bacterias capaces de crecer en presencia de antibidticos y, en todas las aguas
superficiales evaluadas, se detectaron bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos
(BERA). Como se debate en el Capitulo 1V, las BE que portan las AVL en su interior han tenido
que estar presentes en el ecosistema acudtico del que provienen. Estas han podido adquirir las
resistencias en el propio seno del rio, como consecuencia de la presidon ejercida por los
antibioticos presentes en él, o adquirirlas en las zonas adyacentes (tentativamente las
explotaciones ganaderas) y llegar al rio mediante infiltracidon o escorrentia (Pérez y col., 2022;
Sidrach-Cardona y col., 2014). Para valorar sendas opciones, se comparan los perfiles de
resistencia de las BE extraidas de AVL (Tabla V.2) con los antibidticos y con las BRA presentes en
el agua de las mismas estaciones de muestreo (EM.1-EM.7). Estos resultados fueron obtenidos

por otros investigadores del Proyecto OUTBIOTICS a partir del mismo muestreo de aguas
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ANTIBIOTICOS BACTERIAS RESISTENTES
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EM.1 Segre (Torres de Segre)
EM.2 Noguera Ribagorzana (Corbins)
EM.3 Clamor Amarga (Zaidin)
EM.4 Cinca (Fraga)
EM.5 Alcanadre (Sarifiena)
EM.6 Flumen (Albalatillo)
EM.7 Gallego (Zaragoza)

Figura V.1. Presencia de antibidticos y bacterias resistentes a antibiéticos en las aguas superficiales de estudio (Moles, 2021; Pérez, 2021). El color rojo indica
presencia, el color verde indica ausencia y el color amarillo indica ausencia en primavera de 2018, pero presencia en otofio de 2018. (EM: estacion de muestreo;
Inhib. Betalact.: inhibidor de betalactamasas; Trim.-sulf.: trimetoprim-sulfametoxazol).
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superficiales, realizado en la primavera de 2018 (Moles, 2021; Pérez-Etayo, 2021), y se muestran

en la Figura V.1.

Comparacion de las bacterias resistentes a antibioticos dentro y fuera de las AVL

Pérez-Etayo (2021) estudio el perfil de resistencia a antibidticos de las bacterias presentes,
libres, en las aguas superficiales muestreadas también en este estudio. Para ello, aislé bacterias
mediante medio selectivo con betalactdmicos, eje temadtico de dicha tesis doctoral, y obtuvo
bacterias resistentes en todas las estaciones de muestreo (EM.1 a EM.7), coincidiendo con los
resultados del presente trabajo. Posteriormente, aisléd un total de 10 cepas de interés clinico
(pertenecientes a las especies Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Serratia fonticola y
Klebsiella oxytoca) a partir de todas las estaciones aqui evaluadas excepto la EM.2 (rio Noguera
Ribagorzana a su paso por Corbins) y, tras realizar antibiogramas, obtuvo los perfiles de
resistencia que se muestran en la Figura V.1 junto con perfiles de multirresistencia en las
estaciones EM.3 (rio Clamor Amarga en Zaidin), EM.4 (rio Cinca en Fraga) y EM.6 (rio Flumen en
Albalatillo). Como puede observarse, los resultados no coinciden con los obtenidos en el
presente estudio: hay notorias diferencias en las resistencias y sensibilidades detectadas por
familia de antibidticos y por estaciones de muestreo, asi como en las multirresistencias. En
comparaciény, aunque han de tenerse en cuenta las subestimaciones de sendos trabajos (Pérez-
Etayo se centra Unicamente en determinadas bacterias de interés clinico y el presente estudio
se centra en una seleccidon de BE cultivables en condiciones aerobias y medio nutritivo), se
detecta resistencia a un mayor nimero de familias de antibiéticos y un mayor numero de

bacterias multirresistentes en las bacterias aisladas del interior de las amebas.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Carstens y col. (2014). En dicho estudio, se
evalud la resistencia de bacterias libres y del interior de AVL aisladas a partir de aguas
subterraneas. Se detecté que las BE eran resistentes a un mayor nimero de antibiéticos que las
bacterias aisladas directamente del agua. Ademas, se obtuvieron diferencias en el perfil de
resistencias, indicando que los fenotipos de resistencia a antibidticos estan
compartimentalizados. Sumado a esto, algunas de las BE pertenecientes a géneros distintos y
aisladas de la misma estacién de muestreo presentaban el mismo patrdn de resistencia, lo cual
también se observa en el presente estudio: las cepas Paenibacillus glucanoyticus y Bacillus clausii
de la AVL 1113 comparten el perfil AMP® OX® H® KR STR AZR ER, B. clausii y B. cereus de la misma
ameba comparten el perfil AMPR OX® CROR HR ER, Staphylococcus epidermidis y S. pasteuri de la
AVL 521 comparten el perfil AMP® PENR HR® AZR ER NAR, B. altitudinis y Microbacterium
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paraoxydans de la AVL 5512 comparten el perfil OX® HR ER, Micrococcus luteus y B. licheniformis
de la AVL 142 comparten el perfil OX® HR ER y las bacterias de las AVL 2132, 521, 522 y 62112
muestran similitudes entre si respecto al perfil de resistencias de aminoglucésidos (Tabla V.4).
En el estudio de Carstens y col. (2014), observaron patrones de resistencia similares entre
diferentes puntos de muestreo; de forma similar, en el presente estudio hay similitudes en el
perfil de resistencias de cepas de B. licheniformis, Microbacterium spp., Staphylococcus spp. y
M. luteus procedentes de diferentes estaciones. Todo esto lleva a pensar que, si bien el entorno

puede contribuir, las AVL pueden influir en el perfil de resistencias de las BE de su interior.

Comparacion de las BERA y la presencia de antibiéticos en el seno del rio

Moles (2021) evalud la presencia de determinados antibidticos (sulfadiazina, enrofloxacina,
trimetoprim y azitromicina) en las mismas estaciones de muestreo del presente estudio.
Comparando los resultados (Figura V.1) y, aunque en dicho trabajo se evalud solamente la
presencia de antibiéticos de algunas familias, se pueden observar diferencias llamativas. Segun
Moles (2021), en ninguno de los rios estudiados se detectd la presencia de azitromicina. En
contraste, en el presente trabajo se detectd resistencia a este antibidtico en BE aisladas de todos
los rios, excepto el Gallego (EM.7), aunque en este Ultimo si se detectd resistencia a macrdlidos.
Esta discrepancia podria deberse a la presencia de otros macrélidos en el agua, como tilosina o
tilmicosina, que podrian inducir resistencia cruzada con eritromicina y/o azitromicina y que se
emplean en ganaderia en Espaiia (European Commission, 1998; Plan Nacional de Resistencia a
Antibidticos, PRAN, 2023). Ademas, es posible que en las aguas se encuentren metabolitos o
subproductos de macrélidos que mantengan la actividad antibiética (Loffler y col., 2023). Por
otro lado, la fluoroquinolona enrofloxacina se detectd en todos los rios estudiados, excepto en
el rio Alcanadre (EM.5), donde si se encontrd en la campafia de otofo (segunda campafia). Sin
embargo, la resistencia a fluoroquinolonas en el presente estudio fue muy baja, con sélo un 8%
de las BE analizadas mostrando resistencia y aisladas de los rios Segre (EM.1), Noguera
Ribagorzana (EM.2), Alcanadre (EM.5) y Gallego (EM.7). La presencia simultdnea de sulfadiazina
y trimetoprim se detectd en los rios Clamor Amarga (EM.3), Cinca (EM.6) y Géllego (solamente
en otofio), mientras que la resistencia a esta combinacion se observé en BE de los rios Segre,
Noguera Ribagorzana, Alcanadre, Flumen y Gallego (EM.1, EM.2, EM.5, EM.6 y EM.7,

respectivamente).
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Hay que tener en cuenta que no se ha estudiado la presencia de antibidticos de todas las familias
evaluadas en el presente trabajo y que diversos factores pueden afectar a la concentracién de
antibidticos en las aguas, como su hidrosolubilidad, su capacidad de formar compuestos con
otras moléculas o de absorcién a sedimentos, su susceptibilidad a la degradacién por fotdlisis o
su estabilidad térmica, entre otros (Pérez y col., 2022). Aun asi, las disparidades encontradas
sugieren que las resistencias de las BE provienen de un origen diferente al rio y/o que el
microecosistema intracelular de las amebas puede fomentar y afectar a la aparicién,

mantenimiento y diseminacion de resistencias.

El papel de las AVL en la aparicion y diseminacidn de resistencias a antibidticos

Strassmann y Shu (2017) propusieron que la presencia de antibidtico puede favorecer la entrada
de bacterias a la ameba. Este hecho explicaria que, bacterias sensibles a los antibidticos
presentes en el rio se encontraran en el interior de las AVL (como es el caso de BE sensibles a
fluoroquinolonas y la combinacion de sulfametoxazol y trimetoprim). Asi, el interior de las AVL
se convertiria en un microecosistema que las BE podrian usar como refugio ante la hostilidad de
ambientes con altas concentraciones de antibidticos, como sucede de manera creciente en los
rios. Entonces, ¢pueden aparecer resistencias en el interior de las AVL? Estudios realizados por
Walochnik y col. (1999) propusieron que el ambiente intracelular de las amebas puede

contribuir a aumentar la resistencia de las BE, lo cual, podria llevarse a cabo por diferentes vias.

Por un lado, Greub y Raoult (2004) propusieron que en el interior de las AVL pueden
encontrarse concentraciones subinhibitorias de antibidticos al dejar pasar una pequeia parte
de los antibidticos disueltos en el ambiente que les rodea o, incluso, al hidrolizar parte del
antibidtico en su interior. Precisamente, se ha detectado que Acanthamoeba castellanii es capaz
de producir enzimas que inactivan betalactdmicos (Chen y col., 2020). Ademas, y como se
comenta también el Capitulo 1V, varias de las BE detectadas son capaces de producir compuestos
con actividad antibidtica, por lo que estas podrian ejercer también cierta presion selectiva en el
interior de las AVL. De cualquiera de estas formas, se puede crear un micro-ecosistema que
proporciona un ambiente propicio para la aparicion de resistencias que dependeria de los
antibidticos presentes en el habitat de la ameba. La presencia de subpoblaciones de bacterias
de la misma especie con diferentes rangos de sensibilidad/resistencia a un antibiético en una
misma AVL, corroborarian esta via; un claro ejemplo son las cepas de Staphylococcus warneri de
la AVL 2121 con su resistencia a gentamicina o las cepas de Bacillus clausii de la AVL 1113 con

sus diferentes grados de sensibilidad a kanamicina y espectinomicina (Tablas V.3 y V.4).
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Por otro lado, la transferencia genética horizontal (TGH) se ha identificado como un proceso
qgue se ve favorecido en el ambiente intracelular de la ameba. Este intercambio genético
tradicionalmente incluia procesos de conjugacién (mediados por plasmidos y elementos
conjugativos integrativos), transformacidon (captacion de ADN extracelular) y transduccidn
(mediados por bacteriéfagos); recientemente, se han propuesto también mecanismos que
involucran agentes de transferencia genética (vectores naturales), nanotubos y vesiculas

extracelulares o exosomas (Emamalipour y col., 2020).

Atendiendo a los resultados, la elevada tasa de integrones presentes en las BERA evaluadas
demuestra la potencial capacidad de transferir informacién genética mediante mecanismos de
TGH en el interior de las AVL. Por ejemplo, las cepas de B. clausii de la AVL 1113 podrian
transferir los genes involucrados en resistencia a antibidticos (transportadores MFS y ABC)
presentes en los integrones de clase 1y 2 (Tabla V.8) a otras especies de Bacillus presentes en
la misma AVL, como B. cereus (Hu y col., 2004; Zhai y col., 2022) e, incluso, a otras especies gram
positivas (Agerso y col., 2002) como Paenibacillus glucanolyticus. Este fendmeno de transferir
inormacién genética a géneros distantes también se ha observado en Staphylococcus spp.
(SEIMC, 2011). Incluso, se ha descubierto la posibilidad de transmitir plasmidos no conjugativos
entre bacterias gram positivas y gram negativas mediante nanotubos que conectan los
citoplasmas bacterianos (Dubey y Ben-Yehuda, 2011), lo cual abre un enorme abanico de

posibilidades respecto a la TGH.

A diferencia de la creencia tradicional de que las bacterias intracelulares evolucionan reduciendo
su genoma, se ha observado que los microorganismos capaces de vivir en el interior de las AVL
tienden a presentar genomas de mayor tamafio, comparando con sus afines no intracelulares.
La mayor diferencia se ha encontrado entre bacterias del orden Legionellales, que exhiben
genomas casi el doble de grandes que sus parientes mas cercanos. Esto también lo demuestran
otras bacterias y virus endocitobiontes (Moliner y col., 2010). Precisamente, el elevado numero
de integrones detectados en las BE evaluadas proporciona evidencia de que sus genomas no
sufren reducciones, sino todo lo contrario: acumulacién de casetes genéticos. Inclusive, algunas

BE acumulan varios integrones de la misma clase y de diferentes clases (Tabla V.7).

La presencia de un gran numero de secuencias de insercion y genes relacionados con fagos
(marcadores de TGH) en genomas de endocitobiontes es otra evidencia de que las amebas
constituyen un lugar para el intercambio de ADN entre BE; de hecho, se han identificado
mediante andlisis filogenéticos varios casos de probable TGH entre cepas endocitobiontes de

Rickettsia bellii, L. pneumophila y Protochkamydia amoebophila (Moliner y col., 2010). Ademas,
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se ha observado que las BE tienen sistemas de secrecion T4SS, que no sélo median la TGH, sino
gue también evitan la fusién de la bacteria con los lisosomas de las AVL (via amebiana para
digerir las bacterias ingeridas). Este sistema es comun entre microorganismos endocitobiontes
encontrados en el interior de AVL y parece ser adquirido de diferentes origenes, demostrando

que los genomas se adaptan a un estilo de vida comun, intra-amebiano (Moliner y col., 2010).

En este sentido, resulta interesante comentar que, en cepas de Mycobacterium, bacteria
comunmente encontrada en el interior de AVL en ambientes naturales y, de hecho, en la cuenca
del Ebro (Garcia y col., 2013), se ha detectado la presencia de una proteina que les permite
infectar y sobrevivir la vida intracelular en macréfagos. Se trata de una acetiltransferasa capaz
de acetilar kanamicina y otorgar resistencia cruzada a otros aminoglucdsidos (Sanz-Garcia y col.,
2019). Por tanto, dada la variedad de mecanismos de TGH factibles en el interior de las amebas
y la frecuente resistencia a kanamicina entre las BE analizadas (Tabla V.4), puede sospecharse
que las BE del estudio adquiriesen el gen que codifica dicha proteina. En esta misma linea,
resulta interesante considerar que, mediante la caracterizacion de los integrones (Tabla V.8), se
detectaron genes codificantes para una proteina especialmente relevante en Mycobacterium
spp., la cual, le permite proliferar en el interior de las amebas (la deshidratasa de la familia
MaoC). También se detectaron otras proteinas asociadas a la vida intracelular de L. pneumophila
(citocromo C) y Campylobacter jejuni (transportador ABC), bacterias también frecuentes en el
interior de las AVL (Garcia y col., 2013; Moreno-Mesonero y col., 2020a). La detecciéon de estos
genes en integrones presentes en diferentes BE y AVL apunta a la adquisicidon de los mismos
mediante mecanismos de TGH que, con alta probabilidad, han podido ocurrir en el interior de
AVL, donde la presidn selectiva intracelular podria forzar la adquisicién de estos genes. Esta via
podria ser también la responsable de la adquisicidon de integrasas de clase 3 por parte de las
cepas de Staphylococcus pasteuri62112.1y 62112.5, las cuales, muestran una elevada identidad

(91 -92 %) con las de una cepa de Mycobacterium avium.

Wang y Wu (2017) recientemente detectaron plasmidos en bacterias endocitobiontes en cuyas
secuencias encontraron genes codificantes de transportadores ABC, respuesta a estrés, factores
de virulencia, reguladores transcripcionales, hidrolasas relacionadas con la pared celular y
proteinas del metabolismo del hierro. Estos resultados se asemejan mucho a los obtenidos en
el presente trabajo (Tabla V.9), por lo que todos estos caracteres podrian tener un papel
importante en la adaptacién a la vida en el interior de las amebas y ser transferidos mediante

mecanismos de TGH.
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En el interior de las AVL también podrian ocurrir procesos de transformacidn, al incorporar ADN
libre de bacterias digeridas en el interior de la ameba, y de transduccién, al ser un ecosistema
en el que frecuentemente se encuentran virus (Greub y Raoult, 2004; Wang y Wu, 2017). De
hecho, cabria esperar la presencia de bacteriéfagos en el interior de las AVL. Ademads, se ha
sugerido que la ameba hospedadora puede desempefiar un rol activo en los intercambios
genéticos (Carstens y col., 2014; Moliner y col., 2010). En este sentido, algunos estudios han
demostrado que bacterias del género Wolbachia son capaces de transferir genes a sus
hospedadores eucariotas y que los protozoos Giardia lamblia y Entamoeba histolytica pueden
adquirir genes de procariotas por TGH (Moliner y col., 2010). Por tanto, cabria pensar que las BE
podrian, por ejemplo, adquirir esas enzimas inactivadoras de betalactamicos que A. castellanii
puede producir (Chen y col., 2020). De igual modo, resulta interesante sopesar que la
higromicina es un antimicrobiano capaz de inhibir la sintesis de proteinas, no solo en bacterias,
sino también en eucariotas, como hongos (Borovinskaya y col., 2008) y, posiblemente, amebas.
Por tanto, es posible que las AVL sean capaces de desarrollar mecanismos de resistencia frente
a este compuesto e, incluso, transmitirselo a las bacterias que contiene en su interior, lo cual
podria explicar la elevada diseminacion de resistencia a higromicina encontrada. En esta misma
linea, la deteccidn de la secuencia codificante para la enzima de adiccidon CCA en Bacillus (Tabla
V.8) es de especial relevancia ya que, como se comenta en el Apartado 3, Erber y col. (2020)
sugirieron con fuerte sustentacion que Acanthamoeba spp. captd este gen de una

proteobacteria mediante TGH.

Los resultados obtenidos corroboran el papel de las AVL como reservorio de resistencias a

”13 idéneo para el intercambio no sélo de genes de resistencia

antibidéticos y como “melting pot
a antibidticos, sino también factores de virulencia, promotores de la formacion de biofilm y de
supervivencia en el interior de macrdfagos (Tabla V.9). De hecho, el interior de las AVL podria
asemejarse a otros “melting pot” como son el suelo, granjas, la flora intestinal o las estaciones
depuradoras de aguas residuales, ambientes en los que diferentes bacterias con diferentes
genes de resistencia a antibidticos (GRA) interactuian, se multiplican e intercambian informacién
genética mediante mecanismos de TGH (Molinery col., 2010). Todo esto refuerza la importancia
de realizar estudios de vigilancia microbiolédgica en rios, como el llevado a cabo, asi como

revalorar las complicadas interacciones que tienen lugar en los ecosistemas naturales y evitar

subestimar los mecanismos de los seres vivos para resistir y perdurar el impacto de las

13 “Melting pot”: comlinmente se traduce como crisol o foco de convergencia; esta traduccidn pierde el

matiz original de un recipiente cerrado en el que se producen mezclas, por lo que se mantiene el término
en inglés.
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actividades humanas. Adicionalmente, en futuros estudios, seria de suma relevancia e interés
secuenciar el genoma de las BE aqui estudiadas para comprender mejor los potenciales
intercambios genéticos que tienen lugar en el interior de las AVL, asi como comparar las BE con
las bacterias aisladas directamente del medio en el que habiten las AVL y el propio genoma de

las AVL.
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Tabla V.9. Proteinas potenciales para las que codifican los amplicones secuenciados de los integrones (INT) tras comparar con la Base de Datos del NCBI.

FUNCION RELACIONADA CON

PROTEINA PUTATIVA BE (AVL) INT
BF FR P RA QS VI V Otros
Amidasa B. clausii (1113) Intl X X X
Citocromo C B. clausii (1113) Intl X X
Transportador multi-antibiético ABC B. clausii (1113) Int2 X X
TrmK + Metiltransferasa dependiente de SAM B. clausii (1113) Intl X
Glutaminasa B. pumilus (5521) Int2 X Nitrégeno
Monooxigenasa B. pumilus (5511 y 5521) Intl X Hierro
Proteina LCP B. pumilus (5511 y 5521) Intl X X X X Fimbrias
Regulador transcripcional LytR + Transportador MFS B. pumilus (5511 y 5521) Intl X X
Enzima de adicion de CCA B. niabensis (5511) Intl ARNt
Glicosiltransferasa B. pumilus (5511) Intl X X X
Proteina con dominio amina oxidasa con cobre M. arborescens/imperiale (211) Intl Aminas
Oxidorreductasa dependiente de FAD M. arborescens/imperiale (211) Intl X Metabolismo
Regulador transcripcional TetR M. arborescens/imperiale (211) Intl X X
Deshidratasa MaoC P. koreensis (2132) Intl X X X  Acidos grasos
Efector Tipo Il P. koreensis (2132) Intl X
Hidrolasa a-B P. koreensis (2132) Intl X
Proteina con un dominio GGDEF P. koreensis (2132) Intl X
Proteina FUSC P. koreensis (2132) Intl X
Proteina LrgB + Proteina CidA/LrgA P. koreensis (2132) Intl X X Estrés oxidativo
Proteina YdgA P. koreensis (2132) Int2 Flagelos
Receptor TonB P. koreensis (2132) Intl Hierro
Regulador transcripcional LuxR P. koreensis (2132) Intl X
Sintetasa de péptidos ribosomales o polikétidos P. koreensis (2132) Intl X X

BF: biofilm; FR: relaciones fito-bidticas; P: pared; RA: Resistencia a antibidticos; QS: “quorum-sensing”; VI: voda intracelular; V: virulencia.
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5. IMPACTO HUMANO EN LA DISEMINACION DE BACTERIAS

RESISTENTES A ANTIBIOTICOS DESDE LA PERSPECTIVA “ONE

HEALTH”. RELEVANCIA Y RIESGOS ASOCIADOS

Influencia de la actividad ganadera en la resistencia de las bacterias endocitobiontes

En el presente estudio se evalla la sensibilidad de las bacterias endocitobiontes (BE) a un
extenso panel de aminoglucésidos con el objeto, entre otros, de valorar la influencia de la
presion ganadera en la zona de muestreo. En la Figura V.2 se muestra el nimero de BE
resistentes a cada aminoglucdsido evaluado; destaca que el mayor nimero de resistencias
detectadas corresponden a antibidticos de uso veterinario, como la higromicina y la

espectinomicina.

Aungue la higromicina ha dejado de usarse, fue empleada durante muchos afios en ganaderia
porcina y avicola como promotor de crecimiento y control parasitario (McGaha y Champney,
2007). Actualmente, en Espafia no estd permitido su uso veterinario (CIMAvet, 2024), pero es
posible que su utilizacidn en el pasado haya influido en la diseminacidn de su resistencia y, pese
a cesar su utilizacién, los mecanismos de resistencia adquiridos frente a este antibidtico no
desaparecen, como se ha observado con la colistina y otros antibidticos (Enne y col., 2001;
Manson y col., 2004; Sorum y col., 2006). La colistina es un antibiético que se empleé durante
muchos aifos como promotor de crecimiento animal, provocando la diseminacidn de genes de
resistencia a este antibidtico en ambientes ganaderos, humanos y ambientales. Hoy en dia,
siguen apareciendo bacterias resistentes a colistina en paises donde se prohibié su uso como
promotor de crecimiento. Estudios evolutivos han demostrado que la resistencia puede
mantenerse en poblaciones bacterianas no expuestas a antibiéticos debido a la seleccion por
mutaciones que compensan el coste de la resistencia, la denominada “adaptacion por
compensacién”, o también por co-seleccion, al estar unidos estos a otros genes de resistencia,
especialmente si forman parte de elementos genéticos moviles (EGM) como plasmidos o

integrones (Ogunlanay col., 2022).

Por su parte, la espectinomicina actualmente se emplea en Espafia para tratar infecciones en
ganado porcino, avicola, bovino y, recientemente, también cunicola (Plan Nacional de
Resistencia a Antibidticos, PRAN, 2023); por tanto, cabe pensar que la elevada tasa de BE
resistentes a este antibidtico se deba al impacto de la alta presidn ganadera adyacente a la zona

de muestreo. Otros estudios también han detectado que el uso de espectinomicina en

201



Tesis Doctoral de C. Menacho

ganaderia, especialmente porcina, esta involucrado en la diseminacidn de genes de resistencia
a este antibidtico (Soundararajan y col., 2023). La resistencia a espectinomicina puede ademas
expresar resistencia cruzada con la estreptomicina, antibidtico empleado en veterinaria, en
clinica humana y en la proteccion de cultivos agricolas (Miller y col., 2022). El 43 % de las BE
evaluadas presentan resistencia a este antibiético, un porcentaje elevado que posiblemente
tenga relaciéon con la TGH, dado que son frecuentes los genes de resistencia a estreptomicina en

integrones, como se discute en el Apartado 3 (Deng y col., 2015; Gillings, 2014).
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Figura V.2. Numero de bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos (BERA)
aminoglucésidos. (Ap: apramicina; Dk: dibekacina; Gm: gentamicina; H: higromicina; Km:
kanamicina; Nm: neomicina; Pm: paromomicina; Sis: sisomicina; Spc: espectinomicina; St:
estreptomicina; 2’Net: 2’-etil netilmicina).

La apramicina es otro antibidtico de uso exclusivo en veterinaria, particularmente utilizado en
ganaderia cunicola en Espafia (PRAN, 2023). Inicialmente, su empleo para tratar disenterias
causadas por Escherichia coli en el sector porcino provocd la aparicién y diseminacién de la
acetilasa AAC(3’)-lV, una enzima modificadora de aminoglucdsidos (EMA) que presenta
resistencia cruzada con gentamicina (Jenseny col., 2006). Pocos afios después de la introduccion
de la apramicina en ganaderia, se empezaron a detectar casos de infecciones humanas
ocasionadas por E. coli resistente a gentamicina y apramicina, reforzando los conceptos de “One
Health” al transmitirse las bacterias infecciosas de animales a humanos. Desde entonces se ha
reducido su uso (Fresno y col., 2016). La resistencia en bacterias gram positivas no ha sido tan
estudiada, pero parece que los genes de resistencia a apramicina en estas bacterias no expresan
resistencia cruzada con otros antibidticos de interés clinico (Shaw y col., 1993). Aun asi, la
elevada tasa de resistencia a apramicina detectada en este estudio (41 % de las BE) corrobora el
fuerte impacto que tienen las actividades ganaderas en la diseminacién de resistencias en
ecosistemas acuaticos adyacentes y sigue suponiendo un riesgo debido a su comudn transmision
en EGM (como plasmidos e integrones), los cuales pueden, a su vez, ir acompafiados de otros

casetes genéticos con genes de resistencia a antibidticos (GRA). De hecho, todas las bacterias

202



Capitulo V

resistentes a apramicina demostraron ser también resistentes a otros aminoglucésidos y a

antibidticos de otras familias (Tabla V.2).

Sorprende no encontrar bacterias resistentes a neomicina, ya que se trata de uno de los
antibiéticos mas empleados en veterinaria (PRAN, 2023). La resistencia a neomicina suele
implicar la expresién de fosfotransferasas que ofrecen resistencia cruzada con kanamicina, pero
parece que la resistencia a kanamicina detectada en las BE se debe a mecanismos diferentes
(Shaw vy col., 1993). Otros estudios también demostraron bajas tasas de resistencia a este
antibidtico en bacterias aisladas del sector avicola (Ripony col., 2023). Esto puede deberse a que
este antibidtico parece tener un gran poder de inhibicidn comparado con otros. De hecho, Jones
y col. (2006) en un amplio estudio en el que evaluaron tanto bacterias gram positivas como
negativas, detectaron que mas del 80 % de las cepas resistentes a gentamicina (uno de los
aminoglucdsidos mas inhibitorios del presente estudio) se mostraron sensibles a neomicina. Aun
asi, vale la pena sefialar que la mayoria de los estudios sobre la resistencia a neomicina evaltan
bacterias gram negativas, por tanto, este estudio puede suponer una interesante aportacién al

conocimiento de la resistencia en bacterias gram positivas ambientales.

Aunque no se detectaron explicitamente genes de resistencia a aminoglucdsidos en el presente
estudio, considerando su elevada frecuencia en integrones (Ramirez y Tolmasky, 2010), la alta
tasa de BE positivas para la presencia de integrones (71 %, indicativa de impacto antropogénico)
y la alta tasa de BE resistentes a aminoglucdsidos de uso veterinario (98,5 %), ademas de que
existen otros tipos de EGM no evaluados que pueden coexistir en una misma bacteria (como
plasmidos, transposones y secuencias de insercién), sumado a que el 73 % de las cepas
estudiadas presentan un indice MRA > 0,2 confirmando el impacto de la presion antibidtica, se
puede concluir que la actividad ganadera de la zona estudiada impacta en la resistencia de las

BE de los rios adyacentes y promueve la diseminacion de BRA y GRA.

Riesgos de las de bacterias endocitobiontes resistentes a antibidticos

En el presente trabajo, todas las BE aisladas de amebas son capaces de crecer en presencia de
al menos un antibidtico y el 74 % de las BE identificadas presentan perfiles de multirresistencia.
Esto supone un riesgo para la salud, tanto humana como animal, ante posibles infecciones por
exposicidn a estas bacterias, lo cual, puede producirse gracias a la proteccién de las AVL a lo
largo del curso y tratamientos del agua. Mayor aun es el riesgo considerando que el 73 % de las
BE identificadas pertenecen a especies patdgenas (Staphylococcus warneri, S. pasteuri, S.

epidermidis, Bacillus licheniformis, B. pumilus, B. cereus, Microbacterium paraoxydans,
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Micrococcus luteus, Kokuria rhizophila, Paenibacillus glucanolyticus, P. lautus, Pantoea

agglomerans y Pseudomonas koreensis).

Sin embargo, en términos de resistencia, las bacterias consideradas no patégenas hasta la fecha
se vuelven también un riesgo ya que pueden transmitir mediante mecanismos de transferencia
genética horizontal (TGH) genes que codifican para la resistencia de antibidticos (como
transportadores ABC, MFS o reguladores TetR), factores de virulencia (como proteinas LCP o
LuxR) y reguladores de la formacion de biofilm (como proteinas CidA/LrgAy LrgB, proteinas con
dominio GGDEF o glicosiltransferasas). Estos Ultimos son de especial importancia debido a que
la capacidad de formar biofilm favorece la colonizacién de sistemas acuaticos artificiales y
dificulta la erradicacién microbiana pese a tratamientos de desinfeccidn continuos (Thomas y
col., 2010). Esta diseminacion de genes la pueden lograr gracias a la recombinacidon mediante
integrones, presentes en el 73 % de las BE evaluadas, y mediante otros EGM no evaluados en
este trabajo y que, probablemente, estén presentes en dichas BE, como transposones o
pldsmidos. La presencia de estos integrones implica, ademas, no sélo esa capacidad de transferir
genes, sino también de captar nuevos y acumularlos, convirtiendo a estas BE, patégenas o no,
en potenciales reservorios de genes promotores de patogenicidad que, por ende, pueden

suponer la aparicion de nuevas cepas patogenas para animales y personas (Gillings, 2014).

En total, el 100 % de las AVL estudiadas es portadora de BE resistentes a antibidticos (BERA) y el
95 % (18 de 19) es portadora de BE multirresistentes, lo que agrava el riesgo asociado a estos
microorganismos y subraya su fuerte papel como reservorio de bacterias resistentes a
antibidticos (BRA) y genes, de resistencia a antibidticos (GRA), y codificantes para otros
factores de patogenicidad, como la capacidad de vivir intracelularmente. Esta habilidad, como
se sefala en el Capitulo IV, supone un riesgo para la salud humanay animal debido a la capacidad
de evadir la depredacién celular, lo cual favorece la supervivencia ante el ataque inmunitario de
macréfagos (Guimaraes y col.,, 2016; Rayamajhee y col., 2022). Relativo a esta facultad, se
encontraron varios genes en integrones de las BERA analizadas (como deshidratasas maoC,
transportadores ABC o el citocromo C) relacionados con la proliferacién y supervivencia

intracelular y que, presumiblemente, se han adquirido en el interior de las amebas.
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Riesgos e impacto desde la perspectiva “One Health”

El mal uso y abuso de los antibiéticos, tanto en terapia humana como en actividades ganaderas
y agricolas, favorecen la diseminacidon de antibidticos en el medio ambiente (Organizacién
Mundial de la Salud, OMS, 2011). Los ambientes acuaticos se ven especialmente impactados por
la descarga de aguas residuales que, pese a tratarse, no eliminan ni los antibidticos ni las BRA
presentes (Pérez y col.,, 2022). En el sector ganadero, se emplean grandes volimenes de
antibidticos que, en un gran porcentaje, son excretados por los animales (Kumar y col., 2005).
Frecuentemente, los purines y el estiércol de los animales, contaminados con antibidticos y BRA,
se aplican sobre el suelo como fertilizante, provocando su llegada a los ecosistemas acuaticos
colindantes a través de fendmenos de infiltracion y escorrentia, los cuales también pueden
arrastrar estos contaminantes del suelo de las instalaciones ganaderas. El aumento de las
concentraciones de antibioticos en los diferentes biotopos (suelos, rios, microbiota intestinal,
microbiota amebiana) provoca la aparicion y seleccion de BRA, asi como su diseminacion

mediante mecanismos de TGH (Jia y col., 2017; Lei y col., 2024; Marutescu y col., 2022).

Como se muestra a lo largo del presente capitulo, las AVL se convierten en reservorios no sélo
de bacterias potencialmente patdgenas, como se refleja en el Capitulo IV, sino de BRA y GRA. El
interior de las amebas se convierte en un micro-ecosistema en el que se fomenta la diseminacion
y el intercambio genético entre BE y, muy probablemente, entre las BE y la propia AVL, a la vez
gue se protege a estos microorganismos endocitobiontes de condiciones adversas. El resultado
es una amalgama de bacterias (y seguramente virus y hongos) con una colecciéon de factores de
virulencia -y capacidad para adquirir mas- que pueden sortear con facilidad los tratamientos de
potabilizaciéon de agua gracias a la proteccién de la ameba y llegar a sistemas de distribucién,
desde donde pueden salir de la AVL y colonizar grifos, aires acondicionados, torres y sistemas
de refrigeracion, duchas, piscinas, redes acudticas hospitalarias, sistemas de irrigacion y, en
general, todo tipo de instalacidn acuatica (Cateau y col., 2014; Delafont y col., 2013; Thomas y
col., 2008; Tovar, 2006). Desde estos puntos pueden entrar en contacto con personas y animales
y, ya sea por su condicidon patogénica intrinseca o adquirida, ocasionar infecciones e incluso
coinfecciones (de varias BE o de AVL + BE). Debido a la multirresistencia antibiotica de las BERA,
favorecida por el impacto ganadero y la vida intra-amebiana, el tratamiento con antibiéticos de
primera linea (también llamados importantes) puede volverse insuficiente y requerir el uso de
antibiéticos de segunda linea (muy importantes o incluso criticos) que, si no se usan
adecuadamente o si se produce un brote (como puede ocurrir con la BE Legionella
pneumophila), puede provocar la aparicibn de nuevas resistencias, reincidiendo vy

retroalimentando el ciclo (OMS, 2018).
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De estaforma, el rol de las AVL como reservorio de BE potencialmente patégenas, BERA y genes
de virulencia, su rol como vector de estos microorganismos, diseminandolos en el medio
ambiente ganadero y urbano, y su rol protector frente a condiciones adversas y sobre todo
tratamientos de desinfeccidon, convierten a las AVL en un foco que requiere mayor atencién e
investigaciones futuras. Ademas, considerando que las BE estudiadas en el presente trabajo son
en muchos casos causantes de enfermedades nosocomiales, volviendo particularmente
vulnerables a las personas inmunodeprimidas e ingresadas en ambientes hospitalarios, y
frecuentes en el sector ganadero, donde podrian ocasionar también infecciones a los animales
y a personas relacionadas con las actividades ganaderas, se reafirma y subraya la necesidad de
llevar a cabo mds estudios de vigilancia ambiental de estos microorganismos. Al fin y al cabo,
hay una Unica salud y es necesario cuidarla, atenderla y vigilarla en sus tres esferas: humana,

animal y ambiental.
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6. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPITULO V

A continuacién, y en base a los objetivos planteados (Capitulo Il), se muestran las conclusiones

del presente capitulo:

e Se han detectado bacterias endocitobiontes capaces de crecer en presencia de al menos
un antibidtico en todas las amebas de vida libre estudiadas. El 74 % de las BE evaluadas
presentaron perfiles de multirresitencia, estando presentes en todas las aguas
superficiales de la Cuenca del Ebro evaluadas y confirmando el papel de las amebas de
vida libre como reservorio de bacterias resistentes a antibioticos.

e La resistencia a aminoglucdsidos, seguida de betalactamicos y macrélidos fueron las
encontradas en mayores proporciones. La resistencia a quinolonas se detectd en BE de
todas las aguas superficiales de estudio, mientras que la resistencia a la asociacion de
sulfadiazina y diaminopirimidina, tetraciclinas, anfenicoles y rifamicinas, se detectd
dependiente de la zona de muestreo y asociada a perfiles de multirresistencia.

e Se han obtenido elevadas tasas de BE resistentes a aminoglucésidos de uso veterinario:
95 % a higromicina, 89 % a espectinomicina, 35 % a estreptomicina y 30 % a apramicina,
reflejo del impacto de las actividades ganaderas de la zona.

e El 71 % de las BE resistentes a antibiéticos (BERA) son portadoras de integrones y el
86 % de las AVL transportan y protegen BERA con integrones. Se detecta la presencia de
mas de una clase de integron en 23 BERA (49 %) y, en 9 BERA (19 %), la presencia
simultanea de integrones de clase 1, 2 y 3. Todas las muestras presentan BERA positivas
para el integrdn de clase 1, indicativo de contaminacion antropogénica.

e Se han identificado genes que codifican proteinas involucradas en la resistencia a
antibidticos, la formacién de biofilm, virulencia, “quorum sensing”, motilidad,
interacciones fito-bidticas y la vida intracelular al caracterizar los integrones de clase 1
y 2 presentes en BERA. Estos resultados sugieren el papel de las AVL como reservorio de
genes de resistencia a antibioticos (GRA) y como potenciadores de la diseminacion de
GRA y otros factores de virulencia.

e Los perfiles de resistencia a aminoglucdsidos, los elevados indices de multirresistencia y
la elevada presencia de integrones de clase 1 sugieren el impacto de las actividades
humanas en la resistencia a antibidticos de las bacterias endocitobiontes de la Cuenca

del Ebro.
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Capitulo VI

1.PUESTA EN MARCHA DE UN PROTOCOLO PARA LA

EVALUACION DE LA INACTIVACION DE AMEBAS DE VIDA LIBRE

Y SUS BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

Con el objeto de llevar a cabo la puesta a punto de un protocolo para la evaluacién de la
inactivacién de amebas de vida libre (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE), asi como la
evaluacion de la efectividad de los desinfectantes, se lleva a cabo una revision bibliografica de
las metodologias existentes. Posteriormente, se abordan consideraciones preliminares como la
seleccidn de cepas de estudio y la concentracion inicial de las amebas y, finalmente, se valorar
metodologias para determinar la supervivencia de las amebas y la de las bacterias tras la

aplicacion de agentes desinfectantes.

1.1. REVISION DE METODOLOGIAS EXISTENTES

Trabajar con amebas es bastante complicado todavia por la falta de metodologia estandarizada.
Algunos autores han descrito diferentes métodos, tanto para determinar la concentracion de
amebas de vida libre (AVL), como su viabilidad o su inactivacidn; entre ellos, se encuentran
métodos cuantitativos, como el recuento mediante hemocitémetro o mediante la cdmara de
Fush Rosenthal tras tefir con azul tripan o azul Evans, o diferentes adaptaciones de la
metodologia del nimero mas probable (Aksozek y col., 2002; Beattie y col., 2003; Chauque y
Rott, 2021; Gabriel y Panaligan, 2020; Hamilton y col., 1977; Kolar y col., 2015; Thomas y col.,
2008; Woyda-Ploszczyca y col., 2011). También se han descrito métodos cualitativos como
determinar la viabilidad o ausencia de viabilidad tras los tratamientos, mientras que otros
autores han desarrollado su propia metodologia (Chauque y col., 2021; Chauque y Rott, 2021;
King, 1988; Kolar y col. 2015; Maya y col., 2003).

Algunos autores, ademas, realizan pretratamientos variados de las muestras (Aksozek y col.,
2002; Coulon y col., 2010; Gabriel y Panaligan, 2020; Heaselgrave y col., 2006; King, 1988; Kolar
y col., 2015; Lonnen y col., 2005; Maya y col., 2003), mientras que otros los omiten (Dupuy y
col., 2011, 2014; He y col., 2021). Tampoco existe homogeneidad en el tratamiento y expresion
de los resultados, complicando la comparacién de la efectividad de diferentes tratamientos de

desinfeccidon entre estudios.

En cuanto a las bacterias endocitobiontes (BE), se han llevado a cabo pocos estudios que evalien
la capacidad de inactivarlas y, de nuevo, no hay estandarizacion de la metodologia de

identificacién y cuantificacién. De hecho, hay una gran heterogeneidad en los protocolos para
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la extraccion de bacterias del interior de amebas: sonicacidn, congelacion y descongelaciéon
rapida, Triton-X, centrifugacion y vértex o molienda con bolitas de zirconio, asi como para
determinar la supervivencia de las bacterias (Dupuy y col., 2011; Garcia y col., 2007; He y col.,
2021; Kilvington y col., 1990; King y col., 1988; Storey y col., 2004; Wang y col., 2023a). Algunos
autores, ademas, comprueban la presencia y la viabilidad de las bacterias en el interior de las
amebas de estudio mediante microscopia electrdnica, la técnica de hibridacidn fluorescente in
situ (FISH por sus siglas en inglés) o kits comerciales (He y col., 2021; Storey y col., 2004; Wang
y col., 2023a).

Esta variedad metodoldgica complica el estudio de la eficiencia de diferentes tratamientos de
desinfeccién frente a las bacterias protegidas en el interior de las amebas. Ademas, hasta la
fecha, esas bacterias analizadas se introducen previamente en las amebas (amebas infectadas
in vitro); nunca se ha evaluado el efecto de diferentes tratamientos de desinfeccion frente a las

BE que las amebas portan de forma natural en su interior.

Por todo ello y con el objeto de poner a punto un protocolo para la evaluacién de inactivacion
de cepas de AVL y sus BE, se lleva a cabo un conjunto de ensayos de screening o cribado en los
que (1) se valoran diferentes métodos para determinar la supervivencia de las AVL y sus BE y (2)

se establece el rango de dosis de los diferentes desinfectantes a estudiar.

1.2. CONSIDERACIONES PRELIMINARES
Acanthamoeba como modelo de estudio de amebas de vida libre

La resistencia a los desinfectantes y, por ende, su efectividad, varia en gran medida en funcién
del género de ameba estudiado, de la especie g, incluso, de la cepa. Acanthamoeba es el género
mas abundante y comunmente aislado en muestras de agua, tanto natural como artificial (Garcia
y col., 2013; Mosteo y col., 2013). Es ademas un patdgeno oportunista, causante de queratitis
amebiana, dafios pulmonares, lesiones cutaneas y hasta encefalitis amebiana granulomatosa
(Gonii y col., 2014). Ha demostrado una gran resistencia a los desinfectantes y, de hecho, en
estudios en los que se compara la efectividad de desinfeccién frente a diferentes géneros de
AVL, Acanthamoeba ha resultado ser el mas resistente a cloro, didéxido de cloro, monocloramina
(Dupuy y col., 2014) y desinfeccion solar (Heaselgrave y Kilvington, 2011). Cabe anadir que se
han aislado una enorme variedad de especies bacterianas, hongos, levaduras y virus en el
interior de cepas de Acanthamoeba. De hecho, seglin Goiii y col. (2014), el 20 % de las cepas de

Acanthamoeba aisladas, tanto de muestras clinicas como ambientales, protegen bacterias en su
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interior y, en muchas ocasiones, estas bacterias son potencialmente patégenas para la salud
humana. Aunque atendiendo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, estos

porcentajes pueden ser mucho mayores (Capitulo 1V).

Ademas, se trata de un género de ameba facilmente cultivable en el laboratorio en comparacién
con las restricciones y demandas de otros géneros como Balamuthia spp. o especies como
Naegleria fowleri (Visvesvara y col., 2007). Por todo ello, se puede considerar Acanthamoeba
como un género practico y apropiado para emplearlo como modelo de estudio de las AVLy que,

ademas, a priori evita subestimaciones del poder desinfectante de los tratamientos a estudiar.

Seleccion de cepas de estudio

La principal limitacidn a la hora de trabajar con amebas es el tiempo de incubacién que requieren
hasta alcanzar un crecimiento exponencial. Mientras que, para una gran mayoria de las
bacterias, se puede observar facilmente crecimiento en forma de colonias en placas de agar tras
24-48 horas, las amebas pueden tardar hasta un mes (o mas) en proliferar tanto en medios de
cultivo sélidos como liquidos y, de hecho, aun falta mucho desarrollo para poder cultivar en el
laboratorio una mayor diversidad de géneros y especies de amebas. Por este motivo, las cepas
seleccionadas para desarrollar un protocolo de desinfeccidn son cepas capaces de proliferar en
condiciones sencillas (agar no nutritivo cubierto con Escherichia coli inactivada) tras 7 dias de

incubacién a 30 °C (Figura 111.11).

Concretamente, las cepas seleccionadas provienen de origenes distintos, lo cual, puede influir
en su resistencia o sensibilidad a los tratamientos de desinfeccién. Por un lado, se estudia la
Acanthamoeba P31, aislada de agua para uso recreacional en Zaragoza (Ortillés y col., 2017).
Esta AVL habita en una piscina descubierta y, por tanto, ha superado el tratamiento de
potabilizacion al que se somete el agua de captacion, ha sobrevivido a lo largo del sistema de
distribucidn de la red de abastecimiento urbana y constantemente estd expuesta a tratamiento
in-situ de cloracién y radiacién solar. Por otro lado, se estudia la Acanthamoeba sp. 211, aislada
del rio Noguera Ribagorzana en el muestreo de la primera campafia (como se describe en el
Capitulo 1V) y denominada de aqui en adelante como Acanthamoeba C1-211. Esta AVL ha podido
estar en contacto con contaminantes o cambios en las condiciones ambientales. Ademas de
estas diferencias, la microbiota que estas cepas de Acanthamoeba pueden contener en su
interior y por tanto, las interrelaciones con ella, pueden variar también considerablemente.

Cabe destacar que este es el primer estudio en el que se analiza la eficacia de diferentes
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desinfectantes frente a las bacterias endocitobiontes propias de la microbiota de las amebas

ambientales de estudio.
Volumen de los ensayos y concentracion inicial de amebas

Definir tanto el volumen de la suspensidon de trabajo que va a ser sometida a ensayos de
desinfeccién, como la concentracién inicial de las amebas a estudiar, resulta fundamental por
su cardcter limitante a la hora de determinar la eficacia del tratamiento. Cuanto mayor sea el
volumen (mL) de los ensayos y/o su concentracién, mayor nimero de células han de inocularse
inicialmente y, aumentar el numero de células a inocular, requiere cultivar previamente
cantidades muy elevadas de medio liquido (PPYG, descrito en el Apartado 111.1.2) con las cepas
de estudio y durante un gran periodo de tiempo. Ademas, los cultivos axénicos de
Acanthamoeba, una vez alcanzan la fase estacionaria de su curva de crecimiento, paralizan la
proliferacién y se enquistan (Wang y col., 2023b). Si se realizan subcultivos durante el
crecimiento exponencial, pueden obtenerse cultivos en crecimiento exponencial también, pero
si se realizan subcultivos una vez alcanzada la fase estacionaria, la poblacién de amebas, que
mayoritariamente estara constituida por quistes, se mantiene mas o menos constante la
poblacién, dificultando la obtencidon de grandes cantidades de amebas para los estudios a
realizar. Si ademads en los ensayos de desinfeccidn se analizan diferentes tratamientos con sus
réplicas y controles, sigue aumentando la demanda del nimero de células de Acanthamoeba
necesarias para emplear en el estudio y, por tanto, el tiempo necesario, el material y el espacio

para incubar las amebas de estudio.

Entendiendo que mayores volimenes de trabajo reproducen mejor un proceso de desinfeccion,
el limite de deteccién vy, por tanto, la concentracién inicial de la ameba va a estar limitada por la
técnica de deteccidn de la supervivencia de las Acanthamoeba de estudio y sus BE. Por ello, se
valoran el recuento y el nimero mas probable (NMP) como métodos para evaluar la

supervivencia de Acanthamoeba y el método del NMP para evaluar la supervivencia de las BE.
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1.3. VALORACION DE LOS METODOS PARA DETERMINAR LA SUPERVIVENCIA DE
ACANTHAMOEBA

Valoracion del método de recuento

Para valorar el método de recuento mediante hemocitémetro tras tincién con azul de tripan
(descrito en el Apartado 111.1.4.1), se evalta la reproducibilidad del método a diferentes
concentraciones iniciales y la centrifugacién como método de concentracion (6000xg durante
10 minutos). En primer lugar, se realizan ocho medidas de una misma muestra preparada a una
concentracién aproximada de 10 células/mL y otra a 10° células/mL de la Acanthamoeba C1-
211. Como la inactivacién de las amebas en los ensayos de desinfeccién se expresa como
reduccidn logaritmica, se calcula el logaritmo de los valores de concentracion (células/mL)
obtenidos y, a partir de estos, se calcula el coeficiente de variacién (CV) del método. Los
resultados se muestran en la Tabla VI.1. En la Figura VI.1 se observan quistes tefiidos y no tefiidos
por el colorante azul tripan; la tonalidad rosacea del fondo de la imagen se debe al uso de un

filtro azul para proteger la visidn de las personas observadoras.

El CV del método de recuento en las condiciones estudiadas varia entre 2,7 % y 9,4 %,
dependiendo del orden de magnitud de la concentracidon de la muestra (10* o 10° células/mL,
respectivamente). En el caso de los recuentos realizados a partir de la muestra con una
concentracion en torno a 10 células/mL, se obtiene un recuento en el que no se observa ningln
quiste ni trofozoito, lo cual indica una concentracidn inferior a 2,5 x 103 células/mL (el limite de
deteccion de la técnica) y, por tanto, una concentracién inferior a 3,4 log. Esta medida afecta a

la media, la desviacion estandar y, por ende, al coeficiente de variacion (CV) de la metodologia.
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Figura VI.1. Quistes de la Acanthamoeba C1-211 tras tincidn con azul tripan. Microscopia
Optica (40x) con filtro azul.
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Para evaluar la influencia del proceso de concentracion de amebas mediante centrifugacion
previa al recuento, en la Tabla VI.2 se compara el CV del recuento por hemocitémetro de
muestras con una concentracién estimada de 2x10* células/mL, centrifugadas y sin centrifugar.
Se puede observar que el centrifugado de la muestra permite la concentracién de 6,5 veces el
numero de células a contar en promedio, comparando con el recuento directo.

Tabla VI.1. Coeficiente de variacion (CV, %) del método de recuento mediante hemocitémetro tras tincion
con azul tripan. Medidas realizadas a partir de dos muestras con diferente orden de magnitud de la

concentracion de amebas (Ci).

Ci = 10* células/mL

Ci = 10° células/mL

MEDIDA - - - - - -
células células/mL Log (células/ml) células células/mL Log (células/ml)
1 3 7,5 x103 3,9 49 1,2 x10° 51
2 3 7,5 x103 3,9 65 1,6 x10° 5,2
3 3 7,5 x103 3,9 117 2,9 x10° 5,5
4 2 5,0 x103 3,7 112 2,8 x10° 5,5
5 1 2,5 x103 3,4 87 2,2 x10° 5,3
6 5 1,3 x103 4,1 92 2,3 x10° 5,4
7 0 <2,5 x10° <3,4 62 1,6 x10° 5,2
8 3 7,5 x103 3,9 57 1,4 x10° 5,2
X 2,5 6,3 x103 3,8* 80,1 2,0 x10° 5,3
S 1,5 3,8 x10° 0,4* 25,7 6,4 x10* 0,1
CV (%) 9,4* 2,7

*Se desconoce el valor real debido a la medida n® 7.

Tabla VI.2. Coeficiente de variacion (CV, %) del método de recuento directo y recuento tras concentracion

mediante centrifugacion.

RECUENTO DIRECTO

RECUENTO TRAS CONCENTRACION

MEDIDA

células células/mL Log (células/ml) células células/mL Log (células/ml)
1 10 2,5 x10* 4,4 102 2,6 x10* 4,4
2 18 4,5 x10* 4,7 64 1,6 x10° 4,2
3 13 3,3 x10% 4,5 67 1,7 x10% 4,2
4 13 3,3 x10% 4,5 118 3,0 x10* 4,5
5 12 3,0 x10% 4,5 97 2,4 x10* 4,4
6 16 4,0 x10* 4,6 76 1,9 x10% 4,3
7 9 2,3 x10% 4,4 92 2,3 x10% 4,4
8 13 3,3 x10* 4,5 56 1,4 x10% 4,2
X 13 3,3 x10* 4,5 84 2,1x10* 43
S 2,9 7,3 x10° 0,1 21,6 5,4 x103 0,1
CV (%) 2,2 2,6
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En la Figura VI.2 se compara la vision al microscopio de una muestra antes y después del proceso
de concentracion por centrifugado. Se puede observar que, al realizar el paso de concentracion
mediante centrifugacion, se generan aglomeraciones y se concentran también restos celulares.
En la Figura VI.3 se presentan observaciones realizadas mediante microscopia dptica (40x) tras
tincién con azul de tripan que pueden generar confusidn al realizar el recuento de quistes y

trofozoitos.

Figura VI.2. Alicuota tras 30 minutos de tratamiento con 50 mg/L de Cl tefiida con azul
tripan. Observacion directa (izquierda) y observacion tras concentrado (derecha) mediante
microscopia optica (10x) con filtro azul.

Valoracion del método del nimero mas probable con Acanthamoeba

Para valorar el método del nimero mas probable (NMP), se evalla la reproducibilidad tras
realizar ocho medidas de una misma muestra preparada a una concentracion de 10*
amebas/mL, siguiendo la metodologia descrita en el Apartado I1.1.4.2. Como la inactivacién de
las amebas en los ensayos de desinfeccion se va a expresar como reduccidn logaritmica, se
calcula el logaritmo de los valores del NMP obtenidos y, a partir de estos, se calcula el coeficiente
de variacién del método. Los resultados se muestran en la Tabla VI.3. El CV del método del NMP

en las condiciones estudiadas es 14,3 %.
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Figura VI.3. Observaciones por microscopia 6ptica (40x), con filtro azul, de recuentos de la

Acanthamoeba C1-211 con azul de tripan.

Tabla VI.3. Coeficiente de variacién (CV, en %) del método del nimero mas probable (NMP).

MEDIDA NMP LOG (NMP)
1 2400 3,4

2 18000 4,3
3 1750 3,2
4 18000 4,3
5 2200 3,3
6 1400 3,1
7 1400 3,1
8 16000 4,2
X 3,6
S 0,5
CV (%) 14,3
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Ventajas y desventajas de los métodos para determinar la supervivencia de

Acanthamoeba

Para seleccionar el método por el cual se evalla la supervivencia de Acanthamoeba durante los
ensayos de desinfeccidn, previamente se analizan las ventajas y desventajas del método de
recuento mediante hemocitémetro tras tincidon con azul tripdn y del método del nimero mas

probable (Tabla V1.4).

El recuento mediante hemocitometro (detallado en el Apartado 111.1.4.1) es una técnica basada
en el recuento de células mediante microscopia Optica. Requiere poco material (un
hemocitdmetro y un microscopio éptico) y poco volumen de muestra (10 pL). Ademas, puede
realizarse directamente una vez tomada la muestra a analizar (tras el tiempo de incubacion
necesario para la tincion con azul tripan). Sin embargo, su desempefo estd enormemente

condicionado por la habilidad y experiencia de la persona encargada (Gofii y col., 2014).

En un cultivo axénico de Acanthamoeba en condiciones éptimas de crecimiento, los trofozoitos
y quistes pueden distinguirse visualmente, tal y como se muestra en la Figura VI.4, pero al estar
un prolongado tiempo en cultivos in vitro, se ha visto que Acanthamoeba puede disminuir su
tamafio, perder los acantopodios y variar su morfologia (Gofii y col., 2014) dificultando el
recuento mediante hemocitometro (Figura VI.5). Mediante el uso de colorantes como el azul
tripan, pueden tefiirse los quistes no viables para diferenciarlos de los viables. Sin embargo, las
observaciones al microscopio muestran restos celulares y aglomeraciones que complican el

recuento (Figura VI.3).

Figura VI.4. Trofozoito (derecha) y quiste (izquierda) de la Acanthamoeba C1-211.
Microscopia éptica (80x).
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Otro factor a tener en cuenta es que el limite de deteccidn de la técnica del recuento por
hemocitémetro es de 1,25 x 10° células/mL. Considerando como un tratamiento efectivo aquel
capaz de reducir al menos 3 unidades logaritmicas la poblacidn microbiana (Dupuy y col., 2011),
la concentracion inicial necesaria para realizar los ensayos de desinfeccidon y determinar la
supervivencia de las amebas de estudio mediante recuento, requeriria una concentracion inicial
de, al menos, 1,25 x 108 células/mL. La concentracién mediante centrifugacion podria reducir
esta concentracion inicial, pero, tal y como se ha observado, este proceso también concentra

agregados que dificultan en gran medida el desarrollo del recuento (Figura VI.2).

Por su parte, el método del NMP tiene un limite de deteccién de 1 célula/mL. Tal y como se ha
adaptado la metodologia (Apartado 111.1.4.2), se requeriria una concentracion inicial de, al
menos, 1 x 10* células/mL. Esta técnica permite por tanto reducir en gran medida el nimero de
células que se han de inocular para el desarrollo de los ensayos de desinfeccion. Como
desventajas, el método del NMP requiere un gran volumen de material y medio (cada muestra
requiere, al menos, cuatro placas de ANN con Escherichia coli, ademas de largos periodos de
incubacidn (entre 7y 14 dias para las cepas seleccionadas) y presenta un margen de error mayor

al recuento.

Figura VI.5. Trofozoitos con acantopodios (flechas verdes) y posibles trofozoitos o quistes
(flechas negras) de la Acanthamoeba C1-211. Microscopia dptica (40x) con filtro azul.
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Por otro lado, al realizar observaciones microscépicas con menor aumento (10x en vez de 40x
con el recuento) es mucho mas facil determinar la viabilidad de la ameba (visualizar trofozoitos
o caminos) y, de hecho, durante la evaluacion de la supervivencia de las amebas en los ensayos
de cribado, no se observan aglomeraciones o restos celulares que puedan interferir en los
resultados. Es cierto que se puede subestimar la viabilidad de los quistes observados, ya que
estos pueden corresponder a trofozoitos supervivientes que se enquistan antes de ser
visualizados. Por ello, es necesario observar las placas en varias ocasiones a lo largo de los 7 dias

de incubacién.

Tras realizar los ensayos de cribado y evaluar las ventajas y desventajas de las metodologias de
recuento y el NMP (Tabla VI.4), se decide utilizar esta ultima para evaluar la supervivencia de las
cepas de Acanthamoeba de estudio durante los ensayos de desinfeccidn. Los ensayos se realizan
en un volumen de 20 mL, la concentracidn inicial de amebas establecida es entre 1y 2 x 10*
células/mL y se toma el valor de la desviacidn estandar obtenido (0,5 unidades logaritmicas)

como error de la técnica (Bosch, s.f.).

Tabla VI.4. Ventajas y desventajas de las técnicas de recuento y el nUmero mas probable (NMP).

RECUENTO NMP
v Requiere poco material 3 Requiere una elevada cantidad de
material
v~ No requiere incubacién I Requiere un largo tiempo de incubacién

(minimo 7 dias)

I El limite de deteccién obliga a que la " El limite de deteccién permite que la
concentracién inicial sea, al menos, 10° concentracidn inicial sea 10* células/mL
células/mL (posibilidad de concentrar
mediante centrifugacién, pero se
generan aglomeraciones que dificultan
la lectura)

3 Determina células totales, no distingue " Distingue entre amebas viables y no
entre viables y no viables (posibilidad de viables, aunque puede subestimarse la
tefiir con azul de tripan, pero implica un viabilidad de algunos quistes
tiempo de incubacién de 1 - 24 h (segun
la casa comercial)

x Proceso de observacién dificil, requiere +" Proceso de observacién facil

una gran experiencia

221



Tesis Doctoral de C. Menacho

1.4. VALORACION DE LOS METODOS PARA DETERMINAR LA SUPERVIVENCIA DE
LAS BACTERIAS ENDOCITOBIONTES

Pocos estudios han evaluado la capacidad de inactivacién de desinfectantes frente a las
bacterias protegidas por las amebas de vida libre (AVL) y, al igual que en el caso de estas, no hay
estandarizaciéon de la metodologia. Ademas, hasta la fecha, estos pocos estudios de desinfeccién
evaluan la inactivacion de las bacterias endocitobiontes (BE) que previamente han introducido,
a concentraciones elevadas, en las amebas (AVL infectadas in vitro). Por ejemplo, Dupuy y col.
(2011) infectaron Acanthamoeba con 10* células/mL de Legionella pneumophila y Wang y col.
(2023a) infectaron Dictyostelium discoideum con 4x10° células/mL de Burkholderia agricolaris.
Sin embargo, este es el primer estudio que evalua la inactivacién de las BE que albergan en su
interior de forma natural dos cepas de Acanthamoeba ambientales. Estas amebas pueden
transportar una gran variedad de géneros y especies bacterianas (y otros tipos de
microorganismos), en diferente proporcidn, con diferentes necesidades nutritivas, diferentes
condiciones de crecimiento e, incluso, que interrelacionan o compiten entre ellas. Ademas,

pueden contener especies bacterianas no cultivables (Greub y Raoult, 2004).

Al haberse seleccionado la metodologia del nimero mas probable (NMP) para determinar la
supervivencia de Acanthamoeba, se evalla también la viabilidad de este método para la
evaluacidn de la supervivencia de las BE. Para ello, se prepararon soluciones de ambas cepas de
Acanthamoeba (C1-211 y P31) a una concentracion estimada de 10* amebas/mL y se realizaron
tres cuantificaciones de cada solucién mediante el método del NMP. La metodologia utilizada
fue la misma que en el caso de las AVL (Apartado 111.1.4.2), pero inoculando en agar Mueller
Hinton e incubando las placas de Petri a 37 °C durante 48 horas. Las alicuotas positivas de las

diferentes disoluciones (10° 10, 10 y “total kill” o “TK”) se muestran en la Tabla VI.5.

Atendiendo a los resultados obtenidos, ambas amebas portan en su interior BE capaces de lisarla
y salir de ella en las condiciones estudiadas. No obstante, comparando con la Acanthamoeba
C1-211, la cepa Acanthamoeba P31 transporta en su interior una menor concentracién de BE
cultivables mediante estas condiciones ya que, en las diluciones 10"* y 102 no crece ninguna BE.
Esto impide utilizar el método del NMP para determinar la supervivencia de las BE. Sin embargo,
las inoculaciones “TK” son de un volumen mayor que las inoculaciones de las diluciones (100 pL
envez de 10 plL) y, en el 100 % de las réplicas evaluadas y en ambas cepas de Acanthamoeba, se
obtiene crecimiento bacteriano positivo, por tanto, este volumen y nimero de inoculaciones
puede servir como control para los ensayos de desinfeccién. Posteriormente, se realizan

inoculaciones de 100 pL a partir de diferentes concentraciones de ameba y el nimero de
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inoculaciones positivas disminuye conforme disminuye la concentracién de AVL iniciales. Esto
permite establecer categorias cualitativas relativas a la inactivacion de las BE: no hay
inactivacién, cuando el numero de inoculaciones positivas coincide con el de las muestras
control, inactivacidn parcial, cuando el nimero de inoculaciones positivas es menor que el de
las muestras control, e inactivacién total, cuando no crece ninguna BE. De esta forma, este
“analisis cualitativo” se establece como método para determinar la supervivencia e inactivacion
de las BE cultivables en los diferentes tratamientos. Ademas, la valoracién como inoculacion con
crecimiento positivo o negativo es sencilla, facilitando la tarea.

Tabla VI.5. Numero de alicuotas con crecimiento bacteriano positivo en medio Mueller Hinton, tras 48
horas de incubacién a 37 °C, durante la evaluacién del nimero mas probable como método para

determinar la supervivencia de bacterias endocitobiontes. Se emplean controles a una concentracion
inicial de 10* amebas/mL.

C1-211 P31
MEDIDA 10° 10" 102 TK 10° 10" 102 TK
1 3 3 1 5 1 0 0 5
2 3 3 3 5 0 0 0 5
3 5 5 5 5 2 0 0 5

TK: “total kill” o inactivacion total.
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1.5. DETERMINACION DEL RANGO DE DOSIS DE DESINFECTANTE

Se realizan ensayos de cribado o screening para conocer el rango de dosis de cada desinfectante
a estudiar (concentracidn de Cl; y H,0,, tiempo de exposicién de RS320-800 nm Y RS280-800 nm) SObre
la cepa Acanthamoeba C1-211 vy sus BE. Partiendo de datos bibliograficos, los rangos de trabajo
se van ajustando en funcién de los resultados que se van obteniendo. Los ensayos se realizan
siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 4.3 del Capitulo Il y evaluando la viabilidad
de las AVL y de sus BE de forma cualitativa para facilitar y agilizar este proceso. Para ello, una
vez tomadas las muestras al inicio y al final de los tratamientos (y a lo largo de los mismos en los
tratamientos con radiacion solar), se inoculan dos alicuotas de 10 pL de la muestra problema
sobre una placa de medio de cultivo sélido (agar no nutritivo con E. coli inactivada o agar MH) y
se valora la presencia o ausencia de crecimiento tras su incubacion (7 dias a 30 °C o 2 dias a 37
°C), tal y como se indica en los Apartados 1.4.2 y 4.3.3 del Capitulo IIl para las AVL y BE,
respectivamente. En la Figura VI.6 se muestra un ejemplo de la evaluacion de la viabilidad de BE

durante este proceso. Estos ensayos se realizan por triplicado.

Figura VI.6. Placa de Mueller Hinton inoculada tras 24 h de incubacién a 37 °C (izquierda) y
cuadricula de supervivencia de la placa (derecha). Las inoculaciones con crecimiento
bacteriano (sefialadas con un tick verde a la derecha) indican supervivencia de las bacterias
y las inoculaciones sin crecimiento bacteriano (sefialadas con una cruz roja a la derecha)
indican no supervivencia de las bacterias.

Determinacion del rango de dosis de hipoclorito sédico

Con el objeto de establecer el rango de dosis de hipoclorito sddico a evaluar en los ensayos de
desinfeccidn, se llevan a cabo tratamientos de 30 minutos a concentraciones de cloro que varian
desde 1 a 1000 mg/L basandose en que: (1) la dosis de cloro empleada habitualmente en
potabilizaciéon, que responde a la demanda de cloro del agua a potabilizar, suele estar

comprendida entre 1 y 5 mg/L (Wang y col., 2023a), aunque puede ser superior, (2) se ha
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descrito a Acanthamoeba como un género de AVL especialmente resistente al cloro (Thomas,
2013), reportando cepas capaces de sobrevivir a concentraciones de 500 mg/L o superiores
(Gabriel y Panaligan, 2020) y (3) la guia de calidad de agua potable de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS, 2022) recomienda un tiempo de exposicion de 30 minutos para los
tratamientos de cloracién. Los resultados de las tres réplicas de los ensayos de cribado se
presentan en la Tabla VI.6. A partir de los resultados obtenidos, se establece como rango de
concentraciones de estudio para los ensayos de desinfeccidn con cloro: de 1 a 500 mg/L de Cl,.

Tabla VI.6. Supervivencia de la Acanthamoeba C1-211 (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE) en los
ensayos de cribado de cloracion (5 mg/L a 1000 mg/L de Cl;) tras 30 minutos.

SUPERVIVENCIA
[cL] (Mg/t)  — o T
0 +++ +++
5 +++ +++
10 +++ +++
25 +-+ +++
50 +-+ +++
100 -+ + ++-
500 --- ---
1000 --- ---

El simbolo mds (+) indica supervivencia y el simbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica
realizada.

Determinacion del rango de dosis de peroxido de hidrégeno

Con el objeto de establecer el rango de dosis de perdxido de hidrégeno a evaluar en los ensayos
de desinfeccién, se llevan a cabo tratamientos de 30 minutos a concentraciones de perdxido de
hidrégeno que varian desde 1,5 % a 7,5 % (m/V) basandose en que: (1) el tiempo de trabajo sea
el mismo que en los ensayos de cloracion y (2) se ha descrito el perdxido de hidrégeno
especialmente eficaz frente Acanthamoeba para emplearlo como desinfectante en los liquidos
de lentes de contacto, donde suelen emplearse concentraciones entre 3,5y 7 % (muchos
estudios no especifican si estos porcentajes corresponden a m/v o v/v), las cuales han
demostrado diferente grado de eficacia dependiendo de la cepa de Acanthamoeba analizada

(Coulony col., 2010; Thomas, 2013).

Los resultados obtenidos a partir de esta bateria de ensayos de cribado se presentan en la Tabla
V1.7 y muestran que ni la Acanthamoeba C1-211 ni sus BE sobreviven a las concentraciones
estudiadas en ninguna de las tres réplicas. Por ello, se realiza una segunda bateria de ensayos
de cribado a concentraciones de peréxido que varian desde 0,04 mM (0,0001 %, m/V) a 400 mM

(1,36 %, m/V), basdndose en estudios previos en que se utiliza 0,04 mM de H,0, como
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concentracién de trabajo para evaluar la efectividad de la combinacién de H,0 y RS frente a
Enterococcus y Clostridium perfringens (Lanao, 2012). Los resultados de las tres réplicas de los
ensayos de cribado se presentan en la Tabla VI.8. A partir de estos resultados, se establece el
siguiente rango de concentraciones de estudio para los ensayos de desinfeccién con peréxido
de hidrégeno: de 1 a 40 mM.

Tabla VI.7. Supervivencia de la Acanthamoeba C1-211 (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE) en los
ensayos de cribado de peroxidacién (1,5 % a 7,5 % de H20;) tras 30 minutos de tratamiento

0 SUPERVIVENCIA
[H20;] (%, m/v) AVL BE
0 -+ +++
1,5 - .-
3,75 .- -
7,5 - -

El simbolo mds (+) indica supervivencia y el simbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica
realizada.

Tabla VI.8. Supervivencia de la Acanthamoeba C1-211 (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE) en los
ensayos de cribado de peroxidacién (0,04 mM a 400 mM de H»0z) tras 30 minutos de tratamiento.

o SUPERVIVENCIA
[H20:] (%, m/v) AVL BE
0 +++ +++
0,04 +++ +++
0,4 +++ +++
1 ++- +++
2 ++ - +++
4 ++- +++
5 +-- +++
10 --- ++ -
20 --- ++ -
30 --- ++ -
40 --- +--

400 --- ---
El simbolo mds (+) indica supervivencia y el simbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica

realizada.

Determinacion del rango de dosis de radiacion solar

Con el objeto de establecer el rango de dosis de radiacion solar a evaluar en los ensayos de
desinfeccidn, se llevan a cabo tratamientos de RS2s0-s00nm €N lOS que se toman muestras cada 15
minutos hasta los 120 minutos basandose en que: (1) estudios previos realizados por el grupo
de investigacion de Agua y Salud Ambiental demostraron que la combinacién de 500 W/m? de
RS280-800 nm Y 0,04 mM de H,0, durante 30 minutos no fue suficiente para inactivar las esporas

de Clostridium perfringens (Lanao, 2012) y (2) estudios previos reportaron tratamientos de 90 o
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120 minutos de radiacidon UVzss nm combinados con cloro como efectivos para inactivar A.

castellanii (Chauque y Rott, 2021).

Los resultados obtenidos a partir de esta bateria de ensayos de cribado muestran que ni la
Acanthamoeba C1-211 ni sus BE sobreviven tras los tiempos de exposicidn estudiados en
ninguna de las tres réplicas. Por ello, se realiza una segunda bateria de ensayos de cribado en
los que se toman muestras desde los 0,5 minutos hasta los 30 minutos, para que el tiempo de
trabajo sea el mismo que en los ensayos de cloracidn y peroxidacién. Los resultados de
supervivencia de las tres réplicas de estos ensayos se presentan en la Tabla VI.9. A partir de estos
resultados, se establece como rango de estudio para los ensayos de radiacion solar, tanto RSzso-
800 nm COMO RS300-300 nm: de 0,5 a 30 min.

Tabla VI.9. Supervivencia de la Acanthamoeba C1-211 (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE) en los
ensayos de cribado de RS2g0-s00nm a lo largo del tratamiento (0 min a 30 min).

TIEMPO SUPERVIVENCIA
(min) AVL BE
0 +++ +++
0,5 +++ +++
1 ++ - ++-
2 +-- +-+
3 --- +--
4 .- S
5 --+ --+
10 --- ---
15 --- ---
30 --- ---

El simbolo mds (+) indica supervivencia y el simbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica

realizada.
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2.INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA Y SUS BACTERIAS

ENDOCITOBIONTES MEDIANTE TRATAMIENTOS DE

DESINFECCION CONVENCIONALES

Para evaluar la efectividad de los desinfectantes convencionales, se analiza la inactivacién de las
Acanthamoeba C1-211 y P31 y de sus BE tras 30 minutos de exposicién a diferentes dosis
mediante la metodologia puesta a punto en el Apartado 1 del presente capitulo. Se registra la
inactivacién logaritmica de ambas cepas de Acanthamoeba en funcién de la dosis de
desinfectante y, para estimar las dosis necesarias para reducir 2 ([Cl2]es%, [H202]99%, Doss%) y 3
([Cl2]as,0%, [H202]99,9%, Dag9%) unidades logaritmicas cada cepa de Acanthamoeba estudiada, se
emplean las ecuaciones de regresion lineal obtenidas a partir de la parte lineal de las graficas de
inactivacidon (como se describe en los Apartados 111.4.3.2 y 111.4.3.4). La inactivacion de las BE se

n u

determina cualitativamente y se expresa en tres categorias: “no hay inactivacién”, “inactivacién

IM IM

parcial” o “inactivacién total” de las BE (tal y como se define en el Apartado 111.4.3.3), mediante

un cdédigo de colores.

2.1. INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE HIPOCLORITO DE SODIO

Para evaluar la efectividad de la desinfeccidén con cloro (Cly), se analiza la inactivacion de las
Acanthamoeba C1-211y P31 tras 30 minutos de exposicidn a concentraciones de Cl; que varian
entre 1y 500 mg/L. En la Figura VI.7.a se muestra la inactivacion logaritmica de ambas cepas de
Acanthamoeba en funcion de la concentracion de Cl; inicial. Segun los resultados, la exposicion
a Cl, resulta en una reduccion gradual de la viabilidad de la Acanthamoeba C1-211 hasta su
inactivacién total tras ser expuesta a 100 mg/L durante 30 minutos. En el caso de la
Acanthamoeba P31, se requieren exposiciones a 250 mg/L de Cl, durante 30 minutos para lograr
su inactivacion total. Los valores de [Cl,]g9% Y [Cl2]s9,0% S€ recogen en la Tabla VI.10 e indican que
la Acanthamoeba P31 requiere concentraciones de Cl, entre 2,5 y 2,9 veces superiores a las de

la Acanthamoeba C1-211.

El cloro es el desinfectante mas usado debido a su eficiencia frente a bacterias. Sin embargo, se
necesitan dosis superiores a las tipicamente empleadas en tratamientos de desinfeccién de agua
potable o piscinas (1-5 mg/L) para inactivar protozoos como Cryptosporidium spp., Giardia spp.
(Environmental Protection Agency, EPA, 1999; Pichel y col.,, 2019) o amebas de vida libre.
Ademas, las dosis efectivas varian entre géneros; por ejemplo, se requieren entre 1y 7 mg/L de

cloro libre durante 5-30 minutos para inactivar quistes de Naegleria spp. y dosis de 10 mg/L de
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cloro durante 30 minutos para inactivar Vermamoeba vermiformis (Thomas, 2013). Sin embargo,
el género Acanthamoeba es especialmente resistente al cloro (Gabriel y Panaligan, 2020), tal y
como demuestran los resultados obtenidos, y que son necesarios tratamientos de 100 mg/L y
250 mg/L durante 30 minutos para inactivar las cepas estudiadas (Acanthamoeba C1-211y P31,
respectivamente). Estas dosis son 100 veces mayores que las tipicamente empleadas para los
procesos de potabilizaciéon; por tanto, cabe esperar encontrar AVL, y especialmente
Acanthamoeba, en las redes de agua potable, en aguas recreativas (Fernandez, 2014), fuentes
ornamentales (Di Filippo y col., 2015) o, incluso, en redes de aguas hospitalarias (Nisar y col.,

2022).

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Storey y col. (2004), quienes
observaron que tratamientos de 100 mg/L de cloro durante 10 minutos eran ineficientes frente
A. castellanii. Aun asi, las cepas de Acanthamoeba C1-211 y P31 son mas sensibles que las de
otros estudios, como la cepa de Acanthamoeba spp. estudiada por Gabriel y Panaligan (2020)
que sufrid una reduccién menor a 2 log tras dosis de 500 mg/L de Cl, durante 25 minutos, o
algunas de las cepas evaluadas por Coulon y col. (2010), que sobrevivieron tras 30 minutos a
2500 mg/L de Cl,. Ha de considerarse que estas resistencias corresponden a quistes, los cuales
pueden ser entre 6 y 30 veces mas resistentes al cloro que los trofozoitos (Dupuy y col., 2014)
mientras que, en el presente estudio, los inéculos empleados contienen tanto quistes como

trofozoitos.

Para evaluar la efectividad de la desinfeccion con Cl; en funcidn del parametro CT, se calcula la
concentracion del cloro residual presente tras los ensayos de inactivacién (Tabla VI.11) mediante
la metodologia descrita en el Apartado 111.4.2.1. Una vez calculado el valor CT para cada dosis de
Cl, del estudio, se representa la inactivacion logaritmica alcanzada para cada una de las cepas
de Acanthamoeba del estudio en funcién del CT en la Figura VI.7.b. A partir de las ecuaciones de
regresion lineal obtenidas de la parte lineal de las graficas, se calculan los valores de CTggy Y
CTos,0%; €stos valores se recogen en la Tabla VI.10. Adicionalmente, se registra la evolucién del

pH en los ensayos realizados (Tabla VI.12).

El CT es un parametro que ha generado controversia entre la comunidad cientifica.
Técnicamente, el CT ha de calcularse como la integral bajo la curva de declive del cloro a lo largo
de la reduccidén logaritmica y asi lo han realizado diferentes autores estudiando el efecto de este
desinfectante frente a diferentes microorganismos (Sivaganesan y col., 2003). Sin embargo, en
un contexto practico, este pardmetro se calcula mediante el producto de la concentracién de

cloro residual y el tiempo de tratamiento (Erickson y Ortega, 2006); de esta forma, se facilitay
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asegura una desinfeccion acorde a las normativas respecto a la concentracién residual de cloro
en el agua. De hecho, la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) en su guia de
metodologias de desinfeccidn y oxidacién (EPA, 1999) recomienda este segundo método, razén

por la cual se ha empleado en el presente estudio.

a Concentracion Cl, (mg/L)
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Limite de deteccion (10 Inactivacion total de las BE

Figura VI.7. Inactivacion de Acanthamoeba y sus BE tras 30 minutos de desinfeccion con
hipoclorito sédico a diferentes (a) concentraciones de Cl; y (b) valores CT. Los colores azul
(Acanthamoeba C1-211) y naranja (Acanthamoeba P31) mas oscuros indican que la
supervivencia de las BE no se vio afectada; los colores azul y naranja intermedios indican
que la supervivencia de BE se vio afectada; los colores azul y naranja mds claros (no
presentes en estas graficas) indican que las BE fueron totalmente inactivadas.

Tabla VI.10. Dosis de Cl, (mg/L) y valores CT (mgmin/L) para lograr la inactivacién de 2 log (99 %) y 3 log
(99,9 %) de Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE.

C1-211 P31
[Cl2Josx  [Cla]ogsx  [Cl2]ee [Cl2Josys  [Claogs%  [Cl2]ee
55 94 500 159 247 >500
CToox CTo9,9% CTee CToox CToo,9% CTee
1556 2667 12471 3680 5680 >10820
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Los pardmetros CTagy Y CTog0% permiten comparar la sensibilidad de las cepas estudiadas con
otros estudios que hayan empleado diferentes condiciones. Atendiendo a los valores obtenidos,
las cepas de Acanthamoeba estudiadas concuerdan con Loret y Greub (2010), quienes
recopilaron datos de inactivacién de AVL de diferentes estudios y estimaron que el CTqgy, de los
quistes de Acanthamoeba se encontraba entre 1 200 y 6 500 Cl, mgmin/L. Comparando con
Dupuy y col. (2014), quienes obtuvieron un CTey de 865 mgmin/L frente a quistes de

Acanthamoeba, las cepas del presente estudio son mas resistentes al cloro.

Tabla VI.11. Concentracién residual de Cl2 (mg/L) tras los tratamientos de Clz a diferentes dosis iniciales.

DOSIS (mg/L) c1-211 P31
1 0,3 0,1
5 4,3 1,4
10 8,5 7,7
50 47,1 44,7
100 91,3 80,8
200 166,7 143,9
500 415,7 360,7

nd: no determinado.

Tabla VI.12. Valores de pH al inicio y al final de los tratamientos de Cla.

DOSIS (mg/L) 0 min 30 min

0 7,0 7,0
1 7,0 7,1
5 8,4 8,2
10 8,6 7.6
50 9,9 9,0
100 10,3 9,6

2.2. INACTIVACION DE LAS BE MEDIANTE HIPOCLORITO DE SODIO

Para evaluar la efectividad de la desinfeccion con Cl,, la inactivacion de las BE de las
Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalua tras 30 minutos de exposicion a concentraciones de Cl,
que varian entre 1 y 500 mg/L. La inactivacion de las BE se determina cualitativamente en
funcién de la concentracidn de Cl, inicial y se expresa mediante un cddigo de colores en la Figura
VI.7.a. Segun los resultados, el Cl; afectd la supervivencia de las BE de ambas amebas en caso de
gue la concentracion fuera igual o superior a 50 mg/L; a menores concentraciones, la
supervivencia de las BE no se vio afectada. Esto parece indicar que las BE no se ven afectadas
mientras los trofozoitos y quistes no se vean afectados. Las BE parecen empezar a verse
afectadas cuando las concentraciones de Cl, son lo suficientemente elevadas como para

penetrar los trofozoitos que las contienen, pero las estructuras quisticas parecen permanecer
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intactas incluso inactivadas (He y col.,, 2021), protegiendo las bacterias del interior a

concentraciones de Cl, superiores (Tabla VI.10).

Son necesarias dosis de Cl, de 500 mg/L para inactivar totalmente las BE de la Acanthamoeba
C1-211, mientras que las bacterias protegidas por la Acanthamoeba P31 requieren dosis de Cl,
aun mayores. Las concentraciones de Cl; necesarias para inactivar completamente las BE ([Cl.]ze)
se recogen en la Tabla VI.10 e indican que las BE requieren entre 2 y 5 veces dosis superiores
que las cepas de Acanthamoeba que las protegen para ser completamente inactivadas. Estos
resultados no concuerdan con los obtenidos por Wang y col. (2023a), quienes indican que, la
ameba Dictyostelium discoideum vy la bacteria protegida en su interior Burkholderia agricolaris
presentan niveles de inactivacién similares; sin embargo, esto puede deberse a la alta
sensibilidad al cloro de esta ameba (CTss% de 40 mgmin/L) o a la diferente relacion que
establecen D. discoideum y esta bacteria (Shu y col., 2018) comparado con Acanthamoeba y sus
endocitobiontes (Greub y Raoult, 2004). Por otro lado, los resultados obtenidos concuerdan con
Garcia y col. (2007), quienes reportaron que L. pneumophila podia resistir 1 024 NaOCl mg/L
mientras estuviera protegida por A. polyphaga ATCC 50998 (dosis de cloro cuatro veces mayores

estando protegida por A. polyphaga comparando la bacteria libre).

Ha de tenerse en cuenta que el pH basico causado por estas concentraciones de cloro tan
elevadas (Tabla VI.12) podrian afectar la supervivencia de la ameba, aunque, segtin Khan (2003),

el género Acanthamoeba puede crecer a pH entre 4y 12.

La inactivacién de las BE también se representa en funcién del parametro CT en la Figura VI.7.b
y los valores CT necesarios para inactivar completamente las BE (CTege), definiendo este valor
como aquel que da lugar a una ausencia total de crecimiento de BE bajo las condiciones
estudiadas, se recogen en la Tabla VI.10. El CT necesario para inactivar las BE de la
Acanthamoeba C1-211 es 4 veces superior al CT necesario para inactivar la Acanthamoeba C1-
211 (CTs9,9%). En el caso de la Acanthamoeba P31, el CT necesario para la inactivacién de las BE
ha de ser superior a 10 820 mgmin/L. Estos valores pueden servir de referencia para futuros

estudios.

Debido a la generacién de trihalometanos y otros subproductos potencialmente cancerigenos
(Di Cesare et al., 2020), las dosis de Cl, demostradas como efectivas en los presentes resultados
son demasiado elevadas como para emplearse en instalaciones reales, por tanto, se requieren

tratamientos alternativos.
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2.3. INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE PEROXIDO DE HIDROGENO

Para evaluar la efectividad de |la desinfeccion con H,0,, la inactivacion de las Acanthamoeba C1-
211 y P31 se evalua tras 30 minutos de exposicidon a concentraciones de H,0; que varian entre
1y 25 mM de H,0,. La inactivacion logaritmica alcanzada en funcidn de la concentracién de H,0,
inicial se muestra en la Figura VI.8. Segun los resultados, conforme aumenta la dosis inicial de
H,0,, aumentan gradualmente las reducciones logaritmicas de ambas cepas de Acanthamoeba
hasta ser completamente inactivadas tras la exposicién durante 30 minutos a 7 mM (238 mg/L)
y 10 mM (340 mg/L), en el caso de las Acanthamoeba C1-211 y P31, respectivamente. Los
valores, [H202]99% ¥ [H202]09,0%, respectivamente, se recogen en la Tabla VI.13 e indican que la
Acanthamoeba P31 requiere concentraciones de H,0, 1,7 veces superiores a las de la
Acanthamoeba C1-211. La concentracion residual de H,0, tras los tratamientos se registra en el

Tabla VI.14 siguiendo la metodologia descrita en el Apartado 111.4.2.2.

Concentracién H,0, (mM)

0 5 10 15 20 25 30
0,00 & | ; } :
A y = -0,5536x + 0,075
kSN R? = 0,9537
4,00 L
— ® y = -0,287:
z RZ=0
Z .2,00
=]
: |
-3,00 - ; ) T 4
-4,00 f I : f f : | ! ! |

0 100 200 300 400 500 600 <700 800 900 1000
Concentracién H,0, (mg/L)

® Acanthamoeba C1-211 [0 No hay inactivacion de las BE
Acanthamoeba P31 OO Inactivacion parcial de las BE

Limite de deteccion [ Inactivacion total de las BE

Figura VI.8. Inactivacion de Acanthamoeba y sus BE tras los tratamientos de H202. Los
colores azul (Acanthamoeba C1-211) y naranja (Acanthamoeba P31) mas oscuros indican
que la supervivencia de las BE no se vio afectada; los colores azul y naranja intermedios
indican que la supervivencia de BE se vio afectada; los colores azul y naranja mas claros
indican que las BE fueron totalmente inactivadas.

Tabla VI.13. Dosis de H.0, (mM) para lograr la inactivacion de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de
Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE.

C1-211 P31
[H202]e0%  [H202]e9,9% [H20:]&e [H202]e0%  [H202]s9,9% [H20:]&e
3,7 5,6 25 6,4 9,9 25
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El peréxido de hidrégeno se ha empleado durante muchos afios como desinfectante para
potabilizar agua, descontaminar dispositivos médicos y controlar el crecimiento de biofilm
gracias a su eficacia frente a un amplio espectro de microorganismos (Giannakis y col., 2016;
Silva y Sagobal-Paz, 2021). Es ademads considerado como un tratamiento amigable con el medio
ambiente al no producirse subproductos téxicos, en comparacidn con tratamientos de cloracion
(Casiniy col., 2017). Este compuesto se conoce por ser uno de los desinfectantes mas eficientes
frente Acanthamoeba para las soluciones del cuidado de lentes de contacto (Kolar y col., 2015).
Sin embargo, hasta la fecha y hasta donde la autora conoce, nunca se ha estudiado su efectividad

con la finalidad de tratar agua, lo cual es menos exigente.

Comparando con la bibliografia, las cepas evaluadas son mucho mas sensibles a H,0, que la
mayoria de las cepas de Acanthamoeba evaluadas hasta la fecha (Thomas, 2013), requiriendo
dosis en el rango molar en vez de milimolar. Si bien es verdad que la mayoria de estos estudios
corresponden a analisis de formulaciones para liquidos de lentes de contacto, en los cuales se
emplean elevadas dosis y cepas de Acanthamoeba especialmente resistentes. Ademads, es
sabido que la sensibilidad de las AVL a los desinfectantes es altamente variable entre diferentes
géneros, especies y cepas de AVL; por ejemplo, Coulon y col. (2010) tras evaluar la resistencia
de diferentes cepas de Acanthamoeba al H,0,, observaron reducciones logaritmicas que varian
desde menos de 1 log tras 30 minutos a 4,8 log de reduccidn tras 20 minutos. Dichos resultados
se obtuvieron evaluando quistes y, en el presente estudio, los inéculos empleados pueden
contener trofozoitos y quistes inmaduros, los cuales son mas sensibles que los quistes (Khunkitt

y col., 1998).

Asimismo, el espesor de la pared quistica, el nimero de poros y la edad del quiste influyen en la
susceptibilidad de cada cepa a los diferentes desinfectantes y biocidas (Hiti et al., 2005) y esto
puede explicar estas diferencias de susceptibilidad entre las Acanthamoeba C1-211 y P31 vy,
también, las diferencias entre las cepas de estudio y las cepas de Acanthamoeba de otros
estudios. Ha de tenerse en cuenta que también pueden estar involucrados otros factores; de
hecho, los estudios de desinfeccion con H,0, son dificiles de comparar entre si ya que las
condiciones experimentales son completamente diferentes segun el propdsito de la
desinfeccidn, las cepas diana, la matriz o el tiempo de contacto. Incluso falta estandarizacion en
las unidades de medida: mg/L, % (m/v), % (v/v) o mM se encuentran entremezcladas en la

bibliografia (Silva y Sagobal-Paz, 2022).
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Tabla VI.14. Concentracidn residual de H202 (mM) tras los tratamientos de H20x.

DOSIS (mM) c1-211 P31
1 0,9 0,7
3 2,8 2,1
5 4,6 3,6
7 6,7 5,7
10 9,8 8,5
25 22,5 21,2

2.4. INACTIVACION DE BE MEDIANTE PEROXIDO DE HIDROGENO

Para evaluar la efectividad de la desinfeccion con H,0,, la inactivacién de las BE de las
Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalua tras 30 minutos de exposicidon a concentraciones que
varian entre 1y 25 mM H,0,. La inactivacion de las BE en funcién de la dosis inicial de H,0; se
determina cualitativamente y se expresa en tres categorias mediante el cddigo de colores que
se observan en la Figura VI.8. Las concentraciones de H,0, necesarias para inactivar

completamente las BE de las amebas de estudio ([H20]se) se recogen en la Tabla VI.13.

Los resultados muestran que las BE de ambas amebas requieren una exposicién de 25 mM (850
mg/L) de H,O, durante 30 minutos para ser inactivadas. Teniendo en cuenta que, segun
Mohammed (2016), dosis de 35 mg/L de H,0, (1 mM) son suficientes para controlar las bacterias
de transmision hidrica, los resultados indican que las BE pueden resistir dosis de H,0, muy

superiores al encontrarse protegidas en el interior de amebas.

Comparando con los resultados obtenidos en el Apartado VI.2.3, las dosis de desinfectante
necesarias para inactivar las BE resultan entre 2,5 y 3,5 veces superiores a las necesarias para
inactivar la cepa de Acanthamoeba que las porta en su interior. Esto concuerda con el estudio
de He y col. (2021), quienes demostraron que Burkholderia requeria mayores dosis de cloro o
diéxido de cloro que su ameba protectora Dictyostelium discoideum para ser inactivada y con
los resultados obtenidos en los tratamientos con cloro (Apartado VI.2.2). Estos resultados
subrayan el fuerte papel protector que realizan las amebas, el cual esta relacionado con la

robustez de la pared quistica y, en este caso, con el mecanismo de accién del H,0..

El H,0, afecta a los microorganismos mediante dafio externo e interno. Por un lado, el dafio
interno se debe a la generacién de radicales hidroxilo (*OH) mediante reacciones Fenton
intracelulares (producidas cuando se combina el H,O, con iones internos, principalmente
ferrosos, pero también férricos), al dafio en el ADN y a la afectaciéon de la funcién mitocondrial.

Por otro lado, el dafio externo se produce por el ataque de H,0, a la pared celular, el cual,
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aumenta su permeabilidad, provoca la entrada de mas H,0; a la célula y, consecuentemente,
incrementa el dafio celular y perjudica la viabilidad (Giannakis y col., 2016; Malato y col., 2009;

Woyda-Ploszczyca y col., 2011).

Tal y como se muestra en la Figura V1.8, la supervivencia de las BE de la Acanthamoeba P31 se
vio afectada a todas las dosis de H,O, evaluadas. Por el contrario, la supervivencia de las BE de
la Acanthamoeba C1-211 no se vio afectada hasta que la Acanthamoeba se inactivé
completamente (dosis iniciales de al menos 10 mM). Estos resultados pueden deberse a
diferencias en la proporcidon de trofozoitos y quistes del indculo inicial. Posiblemente, la
proporcién de trofozoitos de la Acanthamoeba P31, mds sensibles que los quistes, fuera mayor
y las BE afectadas a bajas dosis de H,0, sean las liberadas por los trofozoitos afectados y
muertos. En cuanto a los resultados de la Acanthamoeba C1-211, las BE deben de encontrarse
protegidas en el interior de la ameba y no ser liberadas, incluso pese a que el desinfectante
penetre los trofozoitos y quistes y los inactive. Es posible que el compartimento celular de las
amebas en el cual habitan las BE o la proteccion otorgada por vesiculas que las amebas pueden
expulsar cargadas con BE influyan en mayor o menor medida en la inactivacion de las BE y sean

causa de las diferencias entre las cepas de estudio (Greub y Raoult, 2004; Thomas y col., 2010).

El Reglamento (UE) n2 528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de mayo de 2012,
relativo a la comercializacion y el uso de los biocidas, acepta dosis de 25 mg/L (0,7 mM) de H,0,
y concentraciones residuales de 5 mg/L (0,15 mM) de H,O, para algunos productos tras la
desinfeccién de agua potable (European Chemicals Agency, 2020). Tomando esta regulacion en
cuenta, las Acanthamoeba C1-211 y P31, al igual que sus BE, pueden superar facilmente las
plantas de tratamiento de agua basadas en este proceso de desinfeccion, colonizar los sistemas
acuaticos artificiales como tuberias, grifos, fuentes o duchas de hospital, entre otras (Thomas y
col., 2010) y suponer una amenaza para la salud de las personas expuestas. Por tanto, siguen
siendo necesarias alternativas eficientes a la desinfeccidn por H,0, para inactivar las

Acanthamoeba de estudio y sus BE.
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2.5. INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE RADIACION SOLAR

Para evaluar la efectividad de la desinfeccidon por radiacion solar (RS), la inactivacion de las
Acanthamoeba C1-211y P31 se evalta a lo largo de 30 minutos de exposicidon a RS simulada. Se
comparan dos rangos de longitudes de onda: 280-800 nm (que incluye radiacién UV-A + UV-B) y
320-800 nm (que incluye UV-A). La inactivacién logaritmica alcanzada en funcién de la dosis de
radiacidn y del tiempo de exposicidon durante los tratamientos de RS320.800 nm Y RS280-800 nm S€
muestran en la Figura VI.9.a y b, respectivamente. Los valores Dasy y Dgg,e%, calculados segln se

indica en el Apartado 111.4.2.3, se recogen en la Tabla VI.15.

La radiacion solar (RS) se ha empleado ampliamente por el poder germicida de la radiaciéon
ultravioleta (y el aumento de temperatura). Este poder germicida y los mecanismos implicados
dependen de la longitud de onda, siendo el rango UV-C (200-280 nm) el mas efectivo, seguido
del UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-400 nm). La desinfeccion por RS se limita al rango de 290 a
400 nm, ya que la atmosfera de la Tierra absorbe, de forma natural, la radiacion UV-Cy parte de
la UV-B (Pichel y col., 2019). En el presente estudio, los dos rangos estudiados representan la
exposicion directa a RS (RS2s0-800nm) Y |2 exposicidn a RS a través de un reactor de vidrio o plastico
(RS320-800 nm), como en un proceso de desinfeccién solar (SODIS por sus siglas en inglés),
respectivamente. Por un lado, el rango UV-B actla directamente sobre el ADN inhibiendo los
procesos de replicacidn y transcripcién e impidiendo el crecimiento y la replicacion celular
(Dalrymple y col., 2010; Giannakis y col., 2016; Pichel y col., 2019). La radiaciéon UV-B también
puede dafiar el ADN indirectamente mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), las cuales, afectan ademas a diversos componentes celulares. Por otro lado, la radiaciéon
UV-A puede danar el ADN indirectamente a través de la accién de ROS, aumentar la
permeabilidad de la célula, alterar el metabolismo y comprometer la homeostasis celular (Adan

y col., 2018; Giannakis y col., 2016).

Este proceso de desinfeccion amigable con el medioambiente y costo efectivo ha demostrado
ser especialmente efectivo frente a bacterias y virus; sin embargo, los protozoos son mas
resistentes (Environmental Protection Agency, EPA, 1999): mientras que 2,5 h de RS pueden
reducir 5 log la poblacién bacteriana de Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, 8 h de
tratamiento apenas logran la inactivacion de 1 log de los quistes de A. polyphaga (Lonneny col.,

2005).
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Figura VL.9. Inactivaciéon de Acanthamoeba y sus BE tras los tratamientos de RS320-800 nm Y
RS280-800 nm. LOS colores azul (Acanthamoeba C1-211) y naranja (Acanthamoeba P31) mas
oscuros indican que la supervivencia de las BE no se vio afectada; los colores azul y naranja
intermedios indican que la supervivencia de BE se vio afectada; los colores azul y naranja
mas claros indican que las BE fueron totalmente inactivadas.

Tabla VI.15. Dosis de RS (D, en KWs/m?) para lograr la inactivacidon de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de
Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE.

C1-211 P31
TRATAMIENTO
Dgay Dos,9% Dee Dgo Dos,9% Dge
RS320-800nm >900 >900 >900 >900 >900 >900
RS280-800nm 178 285 900 - - >900
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Segun los resultados, la RSsz0.300 nm NO logra inactivar las Acanthamoeba de estudio tras 30
minutos de exposicién, indicando que el rango UV-A (320-400 nm) es completamente ineficaz
frente a estas cepas, aunque pudo tener un efecto sinérgico con la radiacién UV-B durante los
ensayos de RSzs0-s00 nm. EN comparacioén, el rango UV-B (280-320 nm) fue capaz de reducir la
viabilidad de las cepas de Acanthamoeba de estudio, inactivando completamente la
Acanthamoeba C1-211 tras una dosis de 300 KWs/m?y, parcialmente, la Acanthamoeba P31. En
este segundo caso, se obtuvo una reduccidn de 1,5 log tras una dosis de 150 KWs/m? que se
mantuvo tras exposiciones a dosis de 900 KWs/m?, por lo cual, se desconocen los valores Dggs y
Dgs 9% de esta Acanthamoeba. Esta reduccién parcial debe corresponder a la inactivacion de los
trofozoitos o de los quistes inmaduros (que pueden estar presentes en el indculo inicial de los
ensayos), mientras que los quistes de la Acanthamoeba P31 permanecen viables tras la

exposicion.

Resulta complicado establecer comparaciones entre diferentes estudios debido a las diferencias
en las condiciones de los tratamientos, especialmente las longitudes de onda e intensidades, y
si se estdn analizando quistes o trofozoitos. Aun asi, parece que los resultados obtenidos
relativos a la RS320-s00nm CONcuerdan con los de Adan y col. (2018), quienes obtuvieron menos de
1 log de reduccién de los trofozoitos de una cepa de Acanthamoeba tras 125 minutos de
radiacion UV-A. Respecto a los resultados obtenidos en los ensayos de RSzso.soonm, las
Acanthamoeba C1-211 y P31 parecen mas sensibles que las cepas estudiadas por Heaselgrave y
Kilvington (2011) y Lonnen y col. (2005). Heaselgrave y Kilvington (2011) lograron una reduccion
de 2 log de los quistes de A. castellanii tras una exposicién a 550 W/m? de RSz90-800 nm durante 6
horas (Dogx% = 11.880 KWs/m?). Lonnen y col. (2005) obtuvieron una reduccién de 2 log de los
trofozoitos de A. polyphaga tras 2 h de 870 W/m? de RS300 nm - 10 um (Doo% = 6.264 KWs/m?),
mientras que los quistes apenas se vieron afectados (menos de 1 log de reduccion) tras 8 h de

desinfeccién solar (dosis de 25.056 KWs/m?).

2.6. INACTIVACION DE LAS BE MEDIANTE RADIACION SOLAR

Para evaluar la efectividad de la desinfeccion mediante RS, se evalla la inactivacidon de las BE de
las Acanthamoeba C1-211 y P31 a lo largo de 30 minutos de exposicidn a RSsz0.800 nm Y
RS280-800 nm. La inactivacion de las BE en funcién del tiempo y la dosis de RS se determina
cualitativamente y se expresa en tres categorias, mediante el cddigo de colores que se observan
en la Figura VI.9. Las dosis de RS320-s00 nm Y RS2s0-800 nm N€cCesarias para inactivar completamente

las BE de estudio (Dge) se recogen en la Tabla VI.15.
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Segun los resultados, y al igual que ocurria con las AVL (Apartado VI.2.5), el tratamiento de 30
minutos de RSs20.800 nm NO inactiva las BE de ninguna de las Acanthamoeba de estudio, incluso a
las exposiciones mas elevadas (900 KWs/m?). Estos resultados concuerdan con Adan y col.
(2018), quienes detectaron que Escherichia coli apenas se veia afectada tras 150 min de
exposicién a UV-A en presencia de Acanthamoeba, aunque la supervivencia de la bacteria se
relaciond con la dispersion de la luz UV y no con la proteccidon de la ameba. Por el contrario, la
RS2s0-800 nm Si que afecta las BE y, como ocurre en los ensayos de desinfeccién con Cl, y H,0,, las
dosis de desinfectante necesarias para inactivar las BE son mayores que las necesarias para
inactivar la Acanthamoeba que las protege. Concretamente, las BE de la Acanthamoeba C1-211
necesitan dosis de RSzs0.800nm (Dee = 900 KWs/m?) 3 veces superiores a |la necesaria para inactivar
totalmente a la Acanthamoeba protectora. He y col. (2021) también indicaron que las AVL eran
capaces de proteger bacterias en su interior incluso tras ser inactivadas por UVzss nm. En su
estudio, describen que los quistes no se rompian o dafaban tras la radiacién UV3s4 nm, Sino que
sugieren que estos pueden absorber y filtrar la luz UV, permitiendo que sélo una fraccién alcance
las bacterias internalizadas. En el caso de la Acanthamoeba P31, la RSzsos00 nm afectd a las
bacterias protegidas, pero algunas sobrevivieron tras 900 KWs/m2. Dado que 30 minutos de
exposicidn a RS;s0-800 nm NO fueron suficientes para inactivar la Acanthamoeba, es comprensible
que tampoco lo fueran para inactivar sus BE y, por tanto, se necesitan dosis superiores a 900

KWs/m? de RS280-800 nm.

Como se puede comprobar, la radiacién solar no logra la inactivacion completa de la

Acanthamoeba P31 ni sus BE, subrayando la necesidad de procesos de desinfeccidn alternativos.
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3.INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA Y SUS BACTERIAS

ENDOCITOBIONTES MEDIANTE TRATAMIENTOS AVANZADOS

DE OXIDACION

Para evaluar la efectividad de los tratamientos avanzados de oxidacién, se comprueba la
inactivacioén de las Acanthamoeba C1-211 y P31 y de sus BE tras la exposicidn a diferentes dosis
de Cl;, H,02 y RS mediante la metodologia puesta a punto en el Apartado 1 del presente capitulo.
La inactivacidn logaritmica de ambas cepas de Acanthamoeba se muestra en funcion de la dosis
de desinfectante y, mediante las ecuaciones de regresion lineal obtenidas de la parte lineal de
las gréficas, se estiman las dosis necesarias para reducir 2 ([Cl2]es%, [H202]99%, Dogs) ¥ 3 ([Cl2]es,9%,
[H202]59,0%, Dsg,0%) unidades logaritmicas cada cepa (como se describe en los Apartados 11.4.3.2
y 111.4.3.4). La inactivacién de las BE se determina cualitativamente y se expresa en tres

categorias: “no hay inactivacién”, “inactivacion parcial” o “inactivacion total” de las BE (tal y

como se define en el Apartado 111.4.3.3), mediante un cédigo de colores.

3.1. INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE COMBINACION DE
HIPOCLORITO SODICO Y RADIACION SOLAR

Para determinar la efectividad de la desinfeccién mediante la combinacidn de cloro y radiacién
solar (Cl2/RS320-800 nm Y Cl2/RS2s0-800 nm), S€ evalla la inactivacion de las Acanthamoeba de estudio
alo largo de 30 minutos de exposicion a diferentes dosis de Cl, (de 1 a 500 mg/L) y RS simulada.
Los resultados en funcién de la dosis inicial de cloro se muestran en la Figura VI.10 y los valores
de [Clz2]og%, [Cl2]99.9% Se presentan en la Tabla VI.16. La evolucién del cloro residual (determinada
segln describe el Apartado 111.4.2.1) y el pH se registra en las Tablas VI.17 y VI.18,

respectivamente.

Mediante la combinacién de Cl, y RS, se pueden generar in situ especies oxidantes altamente
reactivas, como el ozono y los radicales hidroxilo (*OH). Durante este proceso, también se
forman especies reactivas de cloro (RCS), como CI°, Cl,*" y CIO®, las cuales pueden contribuir a la
inactivacién microbiana (Polo-Lopez y col., 2017; Wang y col.,, 2023a). De hecho, se ha
demostrado que la combinacién de cloro y la luz solar puede acelerar drasticamente la
inactivacién de formas microbianas resistentes al cloro como endosporas de Bacillus subtilis

(Forsyth y col., 2013) y ooquistes de Cryptosporidium parvum (Zhou y col., 2014).

241



Tesis Doctoral de C. Menacho

a Concentracion Cl, (mg/L)
0 100 200 300 400 500
0,00 + : 1 : : |
[ ] =-0,2646x - 0,9526
R?2=0,8479
1,00
- 5
Z ) I
g 2,00 4 5 .
- :
-3,00 ﬁ } } % J\
4,00 -
b Concentracion Cl, (mg/L)
0 20 40 60 80 100 120
0,00 } } 1 } f |
-1,00 4
Z
= :
2 2,00 +
-
=3,00 _%f-[\ } A P o
-4,00 L

® Acanthamoeba C1-211 O[O No hay inactivacion de las BE
Acanthamoeba P31 LI Inactivacién parcial de las BE

Limite de deteccidn (1[0 Inactivacion total de las BE

Figura VI.10. Inactivacion de Acanthamoeba y sus BE tras los tratamientos de (a) Cl2/RS3zo-
8o nm Y (b) Cl2/RS280.800 nm. Los colores azul (Acanthamoeba C1-211) y naranja
(Acanthamoeba P31) mas oscuros (no presentes en estas graficas) indican que la
supervivencia de las BE no se vio afectada; los colores azul y naranja intermedios indican
que la supervivencia de BE se vio afectada; los colores azul y naranja mas claros indican que
las BE fueron totalmente inactivadas.

Tabla VI.16. Dosis de Cl. (mg/L) para lograr la inactivacién de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de
Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinacion Cl2/RS280-800 nm

y Cl2/RS320-800 nm.
C1-211 P31
TRATAMIENTO
[Cl2Josws [CloJes,e% [Clale [Cla]os% [Cl2]os,o% [Cl2lee
Cl2/RS320-800nm 4 8 50 178 319 500
Cl2/RS280-800nm - - 5 1 4 100
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Los resultados indican que la combinacion de Cl; y RS, utilizando ambos rangos de longitudes
de onda, potencia la inactivacion de la Acanthamoeba C1-211, mientras que la inactivacion de
la Acanthamoeba P31 practicamente sélo mejora al combinar Cl; y RSzs0.800 nm. El tratamiento
Cl2/RSs320-800 nm NO Mejora su inactivacion (Apartados VI.2.1y 2.5). De esta forma, se observa que
la inactivacion de Acanthamoeba es mucho mas eficiente con la combinacién de Cl, y RS que
mediante los tratamientos convencionales de Cl; o SR, especialmente cuando se emplea la

RS280-800 nm-

La combinacién de 5 mg/L de Cl y RSzs0-800 nm alcanza una reduccién de 3 log de ambas
Acanthamoeba, reduciendo entre 20 y 50 veces la dosis de Cl; necesaria para su inactivacion,
haciendo este tratamiento de desinfeccion atractivo e interesante para eliminar AVL del agua.
Pese a que los tratamientos de RS2s0-800 nm Y 5 mg/L de Cly/SR2s0-800 nm SON igualmente eficientes
frente a la Acanthamoeba C1-211, mantener un efecto residual de desinfeccién tras el
tratamiento, como en el caso de Cl/RS2s0-800 nm (Tabla VI.17), produce resultados beneficiosos
(Khajoueiy col., 2022). Estos resultados concuerdan con los reportados por Wangy col. (2023a),
quienes obtuvieron eficiencias similares cuando testearon la combinacién de 5 mg/L de Cl, y RS
frente a la ameba Dictyostelium discoideum: una reduccion de 3 log tras 10 minutos de
exposicién que incrementé a 5 log si se prolongaba el tiempo a 20 minutos; aunque ha de
recordarse que esta especie de AVL es mucho mas sensible que Acanthamoeba (como se indica

en el Apartado 2.2 del presente capitulo).

Comparando las cepas de estudio, la combinacidn de Cl, y RS320-800 nm resulta efectiva eliminando
a la Acanthamoeba C1-211, pero es menos eficiente frente a la Acanthamoeba P31 (los valores
[Cl2]so% ¥ [Cla)es,e% de esta AVL son mayores comparando con el tratamiento convencional).
Teniendo en cuenta que la combinacidon de cloro y radiacién solar combina multiples
mecanismos para inactivar patégenos, (1) la reaccién directa de HOCI/OCI, (2) la fotdlisis directa
por la radiaciéon UV y (3) los ataques de las moléculas oxidativas -ROS, RCS y Os- (Remucal y
Manley, 2016), las variaciones al combinar Cl; con RSzs0.800 nm O RS320.800 nm deben de estar
relacionadas con los diferentes mecanismos de desinfeccion implicados (y el grado de los

mismos).

La combinacion de cloro y RS, y la subsecuente formacion de especies reactivas oxidantes, son
dependientes del pH y la longitud de onda. Atendiendo al pH de los ensayos (Tabla VI.18) vy,
considerando la constante de disociacién acida del HOCI (pK. = 7.5), el OCI” debe de ser la especie
de cloro predominante en la mayoria de los ensayos de combinacién de Cl, y RS realizados. Las

dos especies de cloro intercambiables (HOCI/OCI') tienen diferente espectro de absorcidn de
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radiacion UV-visible: el coeficiente de absorcion de OCl tiene su maximo a 292 nm y, por tanto,
la irradiacién de OCl a 280-800 nm (durante los ensayos Cl2/RSzs0-s00 nm) debe de producir
mayoritariamente *OH gracias a las subsecuentes reacciones (Reacciones 4-9, Capitulo I). A
longitudes de onda superiores a 320 nm, como las irradiadas durante los ensayos de Cl/RSsz0.
800 nm Y tras las sucesivas reacciones (Reacciones 10-11, Capitulo 1), el ozono es la principal
especie oxidante producida (Remucal y Manley, 2016; Zhou y col., 2014). Atendiendo a los
resultados, pareceria que los radicales *OH son una ruta mds eficiente que el ozono para

inactivar las Acanthamoebas de estudio.

Tabla VI.17. Concentracion residual de Cl2 (mg/L) tras los tratamientos de Cl2/RS280-800 nm Y Cl2/RS320-800 nm.

DOSIS C1-211 P31
(mg/L) Cl2/RS320.800nm  Cl2/RS280-800 nm Cl2/RS320.800nm  Cl2/RS280-800 nm
1 0,5 0,2 0,1 0,8
5 0,9 1,6 2,6 2,4
10 6,9 1,9 5,6 6,0
50 14,7 3,9 16,9 10,6
100 52,1 24,3 35,9 29,6
200 115,8 nd 96,1 nd
500 234,2 nd 248,5 nd

nd: no determinado.

Tabla VI.18. pH de los tratamientos Cl2/RS2s0-800 nm Y Cl2/RS320-800 nm @ diferentes tiempos.

Cl2/RS280-800 nm Cl2/RS320-800 nm
DOSIS (me/L) Omin 5min 10 min 0 min 30 min
0 7,0 7,0 7,1 7,0 7,4
1 nd nd nd 7,1 7,4
5 8,4 8,6 9,5 8,6 7,4
10 nd Nd nd 8,7 8,2
50 9,9 10,0 10,3 9,9 9,0
100 nd nd nd 10,3 9,8

nd: no determinado.

Las RCS formadas durante los tratamientos de Cl2/RS2s0-800 nm Y Cl2/RS320-800 nm (Rea@cciones 4, 5,
12 y 13, Capitulo I) deben de colaborar también en la inactivacién microbiana, aunque no esta
claro hasta qué punto, ya que el CI* reacciona de forma mas selectiva que "OH. Ademas, todavia
no se ha estudiado exhaustivamente si la produccion de CI® varia en funcién de la longitud de
onda irradiada (Remucal y Manley, 2016) y, por tanto, el papel potencial de los RCS en la
inactivacién microbiana en los presentes ensayos se desconoce. Al no ser este el objetivo del
presente estudio seria recomendable realizar experimentacién fundamental para poder

entender mejor el poder desinfectante de los RCS durante estos tratamientos.
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Forsyth y col. (2013) sugieren la activacion de cloro mediante radiacion UV-A como una
estrategia atractiva para potenciar la inactivacion de patdgenos resistentes al cloro. Sin
embargo, parece que son necesarias bajas longitudes de onda (como las empleadas durante la
combinacion de Cl; y RSas0-800 nm) para inactivar eficientemente a Acanthamoeba, incluso en
presencia de cloro. En este sentido, Chauque y Rott (2021) evaluaron la capacidad desinfectante
de Cl/UV2s4nm frente a una cepa de A. castellanii. Observaron que concentraciones de Cl, bajas
(entre 1y 8 mg/L) durante exposiciones prolongadas (dos rondas de 90 min) a UVass nm (2,43
W/m?) eran efectivas para inactivar tanto trofozoitos como quistes. Pese a las bajas dosis de
cloro que fueron empleadas para reducir el coste del tratamiento, fue necesario un gran
consumo de energia para cubrir los extensos tiempos de exposicién. Dependiendo de los usos
del aguay las necesidades en el punto de uso, esos tiempos tan elevados pueden no ser factibles.
Ademads, como en dicho estudio no se evalud la capacidad de desinfeccién de las BE, se

desconoce si podrian sobrevivir o no a ese tratamiento.

Segun los resultados obtenidos, la combinacion de 5 mg/L de Cl, con ambos rangos de longitudes
de onda de RS alcanza la inactivacion total de la Acanthamoeba C1-211 y, comparando con los
resultados de cloracion (Apartado VI.2.1), reduce 20 veces la dosis de Cl, necesaria para lograr
el mismo efecto. En el caso de la Acanthamoeba P31, la reduccidn obtenida mediante la
combinacion de Clz y RSsz0.800 nm €5 similar a la obtenida por el tratamiento de cloracién: se
necesitaron en torno a 300 mg/L durante 30 minutos para lograr una reduccién de 3 log de la
ameba. Por el contrario, la combinacion de 5 mg/L de Cl, y RS2s0-s00 nm inactiva totalmente la

Acanthamoeba P31, reduciendo 50 veces la dosis de Cl, necesaria.

La inactivacidon de las amebas también se determina a diferentes tiempos a lo largo de los
tratamientos de Cl,/RS2s0-800 nm, tal y como se muestra en la Figura VI.11. Los valores de Dgoy Yy
Dos0% estimados a partir de estos resultados se presentan en la Tabla VI.19. En el caso de
combinar 1 o 5 mg/L de Cl, con RSzs0-800 nm, la reduccién de la Acanthamoeba C1-211 (Figura
VI.11.a) no se ve mejorada en comparacion con el tratamiento de RS;so-s00 nm (Figura VI1.9.b). La
combinacion de 50 mg/L con RSzso-s00 nm acelera la inactivacion de la Acanthamoeba C1-211,
alcanzando una reduccién de 3 log tras aproximadamente 5 minutos de exposicién, en vez de
10 minutos, reduciendo a la mitad la dosis de RSzs0-800nm Necesaria para inactivar completamente
la ameba (Tabla VI.15). En el caso de la Acanthamoeba P31 (Figura VI.11.b), la combinacién de
Cl2/RS2s0-800 nm Mejora la inactivacion comparando con los tratamientos convencionales de Cl; o
RS2s0-800 nm: S€ logra una inactivacion de 2, 3 y 4 log al combinar RS;s0-800nm con 1, 5y 50 mg/L de
Cl;, respectivamente, durante 10 minutos en vez de 30, reduciendo por tanto la dosis de RSzso-

800 nm Necesaria al menos 3 veces.
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Atendiendo conjuntamente a los resultados de ambas amebas, la combinacién de 5 mg/L de Cl,
Y RS280-800 nm durante 10 minutos logra una inactivacion de 3 log para ambas cepas, reduciendo

drasticamente la dosis de Cl, necesaria para su inactivacién: entre 20 y 50 veces.

a Tiempo de exposicion (min)

0 2 4 6 8 10 12 ‘ 20 25 30

; . : : : : / f |
'

-e-0mg/lL y=-0,2829x - 0,3361 (R? = 0,9555)
-1,00 - --1mg/lL y=-0,265x —0,3739 (R2 = 0,8631)
;s -=-5mg/L y=-0,2556x - 0,7407 (R2 = 0,8088)
2 500 <50 mglL y = — 0,5727x — 0,5363 (R2 = 0,8674)
o
o
4
-3,00 + ¥
4,00 | 1 i / ,’i I 1 |
0 60 120 180 240 300 360 600 750 900
Dosis de radiacion (KWs/m?)
b Tiempo de exposicion (min)
0 2 4 6 8 10 12 14 ) 20 25 30
0,00 : : i : : i : / 1 —A
A 0 mg/L
1 mg/L
1004 w5mg/L y=-02744x-0,5816 (R? = 0,8292)
’ =50 mg/L y = - 0,3804x — 0,1237 (R? = 0,9804)
3
2
= -2,00 +
o
0
4
-3,00 +
-4,00

0 60 120 180 240 300 360 ’ 600 750 900
Dosis de radiacion (KWs/m?)

Figura VI.11. Inactivacién de las Acanthamoeba (a) C1-211y (b) P31 a lo largo de 30 minutos
de combinacién de Clz2 y RS280-800 nm con diferentes dosis de Cl2 (mg/L)

Tabla VI.19. Dosis de RS (D, en KWs/m?) para lograr la inactivacion de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de
Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinacion Cl2/RS280-800 nm
con distintas dosis de Cl2 (mg/L).

C1-211 P31
Cla/RSz20 8000 Dogy Dogo% Dee Doy, Dggex Dae
0 mg/L 176 282 900 - - >900
1 mg/L 184 297 900 - - >900
5 mg/L 148 265 900 155 264 >900
50 mg/L 77 129 300 148 227 >900

246



Capitulo VI

3.2. INACTIVACION DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES MEDIANTE COMBINACION
DE HIPOCLORITO SODICO Y RADIACION SOLAR

Para determinar la efectividad de inactivacion de los tratamientos de combinacién de Cl, con RS
frente a las BE protegidas por las AVL de estudio, se determina cualitativamente la supervivencia
de las bacterias a lo largo de exposiciones a diferentes dosis de cloro (de 1 a 500 mg/L) durante
30 minutos de RS320-800 nm Y RS280-800 nm. La inactivacién de las BE se presenta en la Figura VI.12.
Las dosis de Cl; ([Cl,]se) necesarias para inactivar completamente las BE se recogen en la Tabla

VI.16.

Segun los resultados y comparando con los obtenidos en los tratamientos de cloracién
(Apartado VI.2.2) la combinacion de Cl, y RS disminuy6 drasticamente la dosis necesaria de Cl,
para inactivar el crecimiento de las BE de la Acanthamoeba C1-211: de 500 Cl, mg/L a 50 mg/L
al combinar Cl, y RS320-800nm Y @ 5 mg/L al combinar con RS,s0-300 nm. EN el caso de la Acanthamoeba
P31, se necesitan dosis de 500 mg/L para inactivar el crecimiento de las BE al combinar Cl, y
RS320-800 nm, Mientras que si se combina Cl, y RS»g0-800 nm, S€ inactivan las BE con dosis de 100 mg/L

de Cl,, reduciendo mas de 5 veces la dosis de Cl, necesaria.

Concentracion Cl, Tiempo de exposicion (min)
(mglL) 0 0,5 1 2,5 5 10 30
0
1
Cc1-21 S
10
50
100 *
0
1
P31 S *
10 +*
50 *
100 * -
0 15 30 75 150 300 900
Dosis de radiacion (KWs/m2)

Figura VI.12. Inactivacion de las BE de las Acanthamoeba C1-211y P31 tras los tratamientos
de RSy Cl2/RS280-800 nm. La supervivencia de las BE se determina cualitativamente y se indica
segln los colores: rojo para la supervivencia de las BE no afectadas, naranja para la
supervivencia de las BE afectadas y verde para la inactivacién completa de las BE. Las
estrellas negras indican el tiempo y la dosis de RS necesarios para inactivar las
correspondientes cepas de Acanthamoeba a las diferentes dosis de Cl; evaluadas (mg/L).
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La inactivacion de las BE también se determina a diferentes tiempos a lo largo de los
tratamientos Cl,/RSzs0-800 nm, tal y como se muestra en la Figura VI.12. A partir de estos
resultados, se estiman los valores de Dge necesarios para alcanzar la inactivacion completa de

las BE. Estos valores se recogen en la Tabla VI.19.

La combinacién de Cl; y RS, como ocurria en los tratamientos de desinfeccién convencional,
requiere dosis mucho mas elevadas para la inactivacién de BE que para la de las cepas de
Acanthamoeba, reforzando el rol protector de las amebas hacia las bacterias. La combinacién
Cl2/RS320-800 nm requiere dosis de cloro 10 veces mayores para inactivar las BE de las
Acanthamoeba C1-211 comparando con su ameba protectora (50 vs. 5 mg/L, respectivamente).
Sin embargo, este tratamiento no fue efectivo frente a las BE de la Acanthamoeba P31, igual
que tampoco lo fue frente a la Acanthamoeba P31. En el caso de combinar Cl, y RS280-800 nm, las
BE de la Acanthamoeba C1-211 se inactivaron con dosis de 5mg/L de Cl,, al igual que la
Acanthamoeba C1-211, pero fue necesario prolongar el tiempo de exposicién de 10 a 30
minutos. Respecto a la Acanthamoeba P31, la dosis de cloro tuvo que incrementarse 20 veces
para inactivar las BE (de 5 a 100 mg/L, comparando con la Acanthamoeba P31). Esto puede
deberse a la pared quistica, que actia como un caparazédn extremadamente resistente,
proporcionando un ambiente protector en el interior, ya esté activo o no el quiste (Garajova y

col., 2019).

Comparando con los tratamientos individuales, la combinacién de Cl, y RS y la subsecuente
generacion de moléculas oxidantes (ROS, RCS y Os) derivan en tratamientos de desinfeccion mas
eficientes, especialmente Clo/RS2s0-800 nm. Concretamente, la combinacion de Cl; y RS320-800 nm
requiere dosis de cloro 10 veces inferiores para inactivar las BE de la Acanthamoeba C1-211
comparando con el tratamiento convencional de Cl, (de 500 a 50 mg/L). Esta combinacion,
equivalente a afadir cloro a un proceso SODIS y efectiva frente a las BE de la Acanthamoeba C1-
211, no logra la inactivacidn total de las BE de la Acanthamoeba P31 bajo las condiciones
estudiadas, lo cual, concuerda con los resultados obtenidos en el estudio de la supervivencia de
esta Acanthamoeba. En el caso de combinar Cl, y RS2s0-800 nm, al igual que ocurre con las cepas
de Acanthamoeba, el proceso también resulta mas eficiente que los tratamientos
convencionales de Cl; o RS: el tratamiento de Cl,/RS2s0-800 nm reduce entre 5y 100 veces la dosis

de cloro necesaria para alcanzar la inactivacién total de las BE.

Esta mejora en la eficiencia de desinfeccidn mediante la combinacién de cloro y RS también la
han obtenido otros autores en estudios previos: Chauque y Rott (2021) inactivando A. castellanii,

Wang y col. (2023a) inactivando D. discoideum y B. agricolaris y Zhou y col. (2014) inactivando
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ooquistes de Cryptosporidium parvum, entre otros. Por tanto, los resultados ponen de
manifiesto que este es un tratamiento de desinfeccién atractivo para futuros estudios de
optimizacion (de dosis de Cl, y tiempos de exposicion), de cara a disefiar y poner a punto

tratamientos acordes a diferentes usos del agua.

Merece la pena recordar que la generacién de subproductos como los trihalometanos o acidos
haloacéticos se producen a partir de la cloracion de la materia organica disuelta (MOD) presente
de manera natural en las aguas. Si por combinacidn con la RS se puede reducir la dosis de cloro
aplicada y el tiempo de exposicidon, se puede deducir que, probablemente, se pudiera reducir
considerablemente la generacién de subproductos organoclorados asociados utilizando la
combinacion de ambos agentes (Remucal y Manley, 2016). No obstante, se necesitan futuros
estudios para implementar este tratamiento y prevenir la formacién de subproductos organicos

no deseados.
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3.3. INACTIVACION DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE COMBINACION DE PEROXIDO
DE HIDROGENO Y RADIACION SOLAR

Para determinar la efectividad de desinfeccion mediante la combinacidn de peréxido de
hidrégeno y radiacion solar, la inactivacidon de las Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalda a lo
largo de 30 minutos de exposicidon a diferentes dosis de H,0; (de 1 a 25 mM) y RS280-800 nm
simulada. En la Figura VI.13 se muestra la inactivacién logaritmica de ambas cepas de
Acanthamoeba en funcién del tiempo de exposicion y la dosis de radiacion a diferentes dosis
iniciales de H,0,. Los valores Dsoy% Yy Deg,o%, calculados segun indica la metodologia del Apartado
111.4.2.3, se recogen en la Tabla VI.20. El registro de la concentracidn residual de H,0, se muestra

en la Tabla VI.21 (siguiendo la metodologia descrita en el Apartado 111.4.2.2).

Combinar H,0, y RS puede convertirse en un tratamiento de desinfeccion muy eficiente al aunar
las ventajas del H,0,, la RS y los PAO; sin embargo, los mecanismos de inactivacién microbiana
de este tratamiento todavia no estan claros (Agullé-Barceld y col., 2013). Muchos de los estudios
desarrollados hasta la fecha evaltan la inactivacién de bacterias; sin embargo, este es el primer
estudio en el que se evalua la inactivacion de AVL y sus BE mediante la combinacidn H20,/RS;so-
00 nm. NO se estudia la combinacidn con RS en el rango de 320 a 800 nm ya que la fotdlisis del
enlace peroxidico de H,0; (y la consecuente generacion de radicales *OH) se produce cuando la

molécula absorbe radiacion UV a longitudes de onda inferiores a 300 nm (Malato y col., 2009).

Los resultados muestran que, como norma general, la combinacién de H;0; y RSzs0-800 nm
potencia la inactivacion de ambas cepas de Acanthamoeba comparando con los tratamientos
por separado (Apartados VI.2.3 y VI.2.5), lo cual, concuerda con estudios previos realizados
frente a E. coli, coliformes fecales totales, Enterococcus, Legionella jordanis, Pseudomonas
aeruginosa, virus MS2, colifagos somaticos, bacteridfagos de ARN F-especificos, Fusarium solani
y Fusarium equiseti (Adeel y col., 2024; Agullé-Barceld y col., 2013; Martinez-Garcia y col., 2023;
Moreiray col., 2018; Polo-Lépez y col., 2011, 2017; Sichel y col., 2009). De hecho, la inactivacion
total de la Acanthamoeba P31 se logra con todas las dosis de perdxido evaluadas, mientras que
el tratamiento de RS2s0-800 nm pOY si s6lo no lo consigue (Apartado VI.2.5). Estos resultados son
similares a los obtenidos mediante la combinacién de cloro y RS (Apartado VI.3.1): la

combinacion puede inactivar la Acanthamoeba, pero sélo la RS, no.

Al combinar 1 mM de H,0; (34 mg/L) y RS2s0-800 nm, €l tiempo y la dosis de RS necesarios para
inactivar las Acanthamoeba C1-211 y P31 se reduce en torno a 3 veces comparando con el

tratamiento de RSzs0-800 nm (de 300 y mds de 900 KWs/m? a 75 y 300 KWs/m?, respectivamente).
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Figura VI.13. Inactivacion de las Acanthamoeba (a) C1-211 y (b) P31 a lo largo de los
tratamientos de RS y H202/RS con diferentes dosis de H202 (mM).

Tabla VI.20. Dosis de RS2s0-800 nm (D, en KWs/m?) para lograr la inactivacion de 2 log (99 %) vy 3 log (99,9 %)
de Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinacion

H202/RS280-800 nm.

C1-211 P31

TRATAMIENTO
Dooy Dos,e% Dse Dosy Dgg,e% Dge

1 mM H,0,/RS 57,3 87,4 900 163,3 277,2 900
3mMH;0./RS 47,2 68,6 300 34,7 56,7 900
5mM H,0,/RS 10,6 15,8 150 19,1 29,0 150

Al combinar 3 mM de H,0, (102 mg/L) y RS2s0-800 nm, €l tiempo y la dosis de RS necesarios para

inactivar la Acanthamoeba P31 se reduce drasticamente 5 veces (60 W/m?) comparando con la

dosis anterior (1 mM). En el caso de la Acanthamoeba C1-211, sin embargo, la combinacién de
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3 mM H302/RS2s0-300 nm Mantiene el tiempo y la dosis de RSzs0-300 nm NeCESarias para inactivar la
ameba. Al aumentar la dosis a 5 mM H,0; (170 mg/L), el tratamiento H,02/RS2s0-s00nm reduce 4
y 2 veces la dosis de radiacidon necesaria para inactivar las Acanthamoeba C1-211 y P31,

respectivamente, comparando con la dosis anterior (3 mM).

Comparando con el tratamiento de RSzs0-800 nm, |a combinacion de 5 mM H,0, y RS2s0-800 nm
acelera pronunciadamente la inactivacion de ambas cepas de Acanthamoeba: C1-211 y P31 se
inactivaron totalmente 20 y 30 veces mas rdpido, reduciendo la dosis de RSs0-s00 nm Necesaria
(15 y 30 KWs/m?), respectivamente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Polo-
Lépez y col. (2017) y Martinez-Garcia y col. (2023). En dichos estudios, los tratamientos de
H202/RSnatural con dosis de 0,3 mM y 0,03 mM reducian 3 y >20 veces la exposicion de RS
necesaria para inactivar L. jordanis y el virus MS2, en comparacion con el tratamiento de RS, y
alaumentara 1,5 mMy 0,15 mM H,0,, la inactivacién se potenciaba hasta reducir 6 y 100 veces
el tiempo de exposicion necesario, respectivamente. Mamane y col. (2007) evalud Ia
inactivaciéon de diferentes virus y E. coli mediante H,0,/UVjs295 nm Y también observé que la
inactivacién aumentaba al incrementar la dosis inicial de H,0,, tal y como ocurre en el presente
trabajo.

Tabla VI.21. Concentracidn residual de H202 (mM) tras los tratamientos de H202/SR2s0-800 nm @ diferentes
dosis de H»0:.

c1-211 P31
TIEMPO (min)  DOSIS DE H,0, (mM)  DOSIS DE H,0, (mM)
1 3 5 10 1 3 5 10

0 1,0 30 50 100 1,0 3,0 50 100

2,5 09 29 49 9,7 1,5 16 60 88

5 09 28 48 93 1,4 15 50 98

10 09 29 49 103 10 1,4 50 99

30 1,1 28 55 11,1 1,4 16 57 109

3.4. INACTIVACION DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES MEDIANTE COMBINACION
DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y RADIACION SOLAR

Para determinar la efectividad de inactivacién de los tratamientos de combinacién de H,0, con
RS280-800 nm frente a las BE protegidas por las AVL de estudio, se determina la supervivencia de las
bacterias cualitativamente a lo largo de exposiciones a diferentes dosis de perdxido (de 1 a 25
mM) durante 30 minutos de RS;so-s00 nm. La supervivencia de las BE se recoge en la Figura VI.14

y, las dosis de RS necesarias para inactivarlas completamente, en la Tabla VI.20.
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Concentracion H,0, Tiempo de exposicion (min)
(mM) 0 0,5 1 2,5 5 10 30
0
1
3
C1-211 5 *
7 *
10 *
25 *
0
1
3
P31 5
7 *
10 *
25 *
0 15 30 75 150 300 900
Dosis de radiacion (KWs/m?)

Figura VI.14. Inactivacion de las BE de las Acanthamoeba C1-211y P31 tras los tratamientos
de RS y H202/RS280-800 nm. La supervivencia de las BE se determina cualitativamente y se
indica segun los colores: rojo para la supervivencia de las BE no afectadas, naranja para la
supervivencia de las BE afectada y verde para la inactivacion completa de las BE. Las
estrellas negras indican el tiempo y la dosis de RS necesarios para inactivar las
correspondientes cepas de Acanthamoeba a las diferentes dosis de H.0; evaluadas (mM).
Al combinar 1 mM de H,0, (34 mg/L) y RS2s0-800 nm, @apenas se mejora la inactivaciéon de las BE
comparando con s610 RS2g0-800 nm (Dee = 900 KWs/m?). Al combinar 3 mM de H,0; y RS280.800 nm, S€
reducen 3 veces el tiempo y la dosis de RS necesarios para inactivar las BE de la Acanthamoeba
C1-211, mientras que no se obtiene ninguna mejora en el caso de las BE de la Acanthamoeba
P31. Al aumentar la dosis de H,0, a 5 mM, la inactivacidon de las BE de ambas amebas se acelera

pronunciadamente, resultando el proceso 6 veces mas rapido que mediante el tratamiento de

RS280-800 nm individual (150 KWs/m? para las BE de ambas Acanthamoeba).

Estos resultados (Figura VI.14) sugieren que a concentraciones de 1 mM o 3 mM
H202/RS2s0-800 nm Para las Acanthamoeba C1-211 y P31, respectivamente, los mecanismos de
inactivacién no logran atacar las BE. Sin embargo, dosis mayores de H,0; incrementan la eficacia
hasta el punto de causar la inactivacidn completa de las BE, coincidiendo esta tendencia con la

observada en las Acanthamoeba (Apartado VI.3.3).

Hay evidencias de que existe un efecto sinérgico entre la RS2s0-s00nm Y €l H20,. La alta efectividad
del tratamiento H202/RS2s0-300 nm puUede deberse a la combinacion de multiples mecanismos que
acumulan dafios celulares e inactivan las AVL y BE del presente estudio: (1) el dafio interno y
externo provocado por el H,0,, (2) el dafio directo e indirecto provocado por la RS2s0-800 nm, (3)

el daifo producido por los radicales *OH formados mediante la fotdlisis de H,0,, pese a que
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deben de ser menores que los producidos en tratamientos de H,0,/UV-C, y (4) las reacciones
(foto-)Fenton que ocurren tras la liberacién de iones de hierro, cuando los clisteres y proteinas
con hierro sufren dafio directo por la radiacion UV e indirecto por las ROS (Giannakis y col., 2016;
Maniakova y col., 2021; Polo-Lépez y col., 2011). De hecho, en todos estos mecanismos se
forman ROS muy reactivas, especialmente "OH, que es responsable de iniciar las cascadas de
reacciones citotdxicas de radicales libres que danan el ADN, las proteinas y los lipidos. El
aumento de temperatura también puede promover la inactivacion microbiana durante el
proceso H,0,/RS»s0-800 nm (Polo-LOpez y col., 2011), pero bajo las condiciones experimentales
empleadas, no se considera que este mecanismo esté involucrado ya que la temperatura se

mantuvo controlada hasta 30 °C a lo largo de los tratamientos.

Ademas, algunas reacciones que ocurren intra- y extra- celularmente pueden retroalimentarse
y, bajo la luz solar, los sistemas de regulaciéon de H,0, como las enzimas catalasa y superdxido
dismutasa (SOD) pueden dafnarse, provocando una sobreacumulacién de H,0; (Garcia-Gil y col.,
2022) que podria ser liberado una vez que la ameba y/o bacterias se dafien, aumentando los
niveles extracelulares de peréxido. Esto explicaria el descenso inicial, pero posterior aumento,
de la concentracidon residual de perdxido registrada, la cual, supera en ocasiones la
concentracidn inicial (Tabla VI.21). Seria necesario llevar a cabo estudios fundamentales, asi
como analisis ultraestructurales similares a los realizados por He y col. (2021) y Wang y col.
(2023a), para comprender mejor los mecanismos de inactivacion por el tratamiento

H202/RS250-800 nm Y Optimizar posteriormente las condiciones de desinfeccion.

Al aumentar la dosis a 7 mM H,0,, se reduce el tiempo necesario para inactivar las BE de la
Acanthamoeba C1-211, pero este se mantiene constante pese a aumentar mas la dosis de H,0..
En el caso de la Acanthamoeba P31, el tiempo necesario para inactivar las BE permanece
constante a dosis mayores a 5 mM; no obstante, al utilizar dosis de 25 mM, el tiempo requerido
para lograr la inactivacion de las BE se reduce a 1 minuto. El hecho de que a concentraciones
iguales o superiores a 7 mM (238 mg/L) apenas mejore la inactivacion puede deberse al efecto
de saturacién del H,0,, mientras que, si disminuyera la eficacia de inactivaciéon, podria deberse
al efecto quelante del H,0, (Malato y col., 2009). Ambos efectos se han observado en estudios
previos en los que se combina H,02 y RS. Por un lado, Polo-Lépez y col. (2011) y Agullo-Barceld
y col. (2013) observaron que la inactivacion de Fusarium solaniy de E. coli, bacteriéfagos ARN F-
especificos, colifagos somaticos y clostridios reductores de sulfito era la misma a 15 y 10 mg/L,
y a 20 y 50 mg /L, respectivamente, debido al efecto de saturacién. Por otro lado, Adeel y col.

(2024) observaron el efecto quelante al evaluar la inactivacidn de E. coli mediante H,0,/RS: dosis

254



Capitulo VI

de 40 mg/L (1,2 mM) de H,0, mejoraron la inactivacion comparando con la RS, mientras que

dosis de 90 mg/L (2,6 mM), la disminuyeron.

Considerando el efecto de saturaciéon y los resultados, un tratamiento de desinfeccion de 5 mM
H,0,/RS (170 mg/L) durante 5 minutos (D = 150 KWs/m?) es efectivo frente ambas
Acanthamoeba y sus BE. Comparando con otros estudios, se ha observado que tratamientos de
H,0,/RS con dosis inferiores (entre 1 y 50 mg/l de H,0,, esto es, entre 0,03 y 1,5 mM) son
eficientes frente a bacterias, fagos y algunas especies de hongos (Adeel y col., 2024; Agulld-
Barcelé y col., 2013; Martinez-Garcia y col., 2023; Polo-Lépez y col., 2011, 2017; Sichel y col.,
2009); sin embargo, no fueron eficientes frente a microorganismos mas resistentes como
esporas de B. subtilis, esporas de Clostridium perfringens u ooquistes de Cryptosporidium
parvum (Abeledo-Lameiro y col., 2016; Lanao y col., 2010; Mamane y col., 2007). Por tanto, seria
interesante evaluar el poder desinfectante del tratamiento H,0,/RS2s0-s00 nm frente a estos
microorganismos, empleando las dosis de H,0, que han demostrado ser eficientes en este

estudio.
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4. INFLUENCIA DEL ORIGEN DE LA CEPA DE ACANTHAMOEBA EN

LA EFECTIVIDAD DE LOS TRATAMIENTOS DE DESINFECCION,

APLICACIONES, CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Influencia del origen de la cepa de Acanthamoeba

Los resultados muestran diferencias en la resistencia a la desinfeccidén entre las amebas de vida
libre (AVL) estudiadas. Varios estudios previos también describen variaciones en la resistencia a
desinfectantes entre diferentes géneros y cepas amebianas. Estas diferencias normalmente
estan relacionadas con diferencias en la composicién de la pared quistica y el espesor de sus
capas, parametros que pueden variar dependiendo de las cepas de AVL, pero también de las

condiciones de cultivo y condiciones ambientales (Dupuy et al., 2014; Garajovd y col., 2019).

El habitat del que proceden las AVL también puede influir en la resistencia a desinfectantes,
debido a su adaptacién a diferentes condiciones ambientales. Dado que la Acanthamoeba P31
es una cepa que ya ha superado varios tratamientos de desinfeccién y habita en una piscina
descubierta, donde esta constantemente expuesta a la radiacidon solar y la presencia de cloro,
cabe esperar que sea mas resistente a todos los tratamientos evaluados. La mayor resistencia al
Cl, puede estar relacionada con la constante presencia de este compuesto en la piscina en la
que la Acanthamoeba P31 habita y de la que se aislé. En cuanto a la radiacion solar, ambas
amebas se aislaron de muestras expuestas a radiacién, sin embargo, las diferencias encontradas
en los resultados relacionados con este tratamiento pueden deberse a la menor turbidez de la
piscina descubierta en la que habita la Acanthamoeba P31 comparado con el rio donde habita
la Acanthamoeba C1-211. Como en las aguas naturales hay particulas en suspensién y agregados
microbianos que pueden causar turbidez y dispersar la radiacién UV del sol (Environmental
Protection Agency, EPA, 1999), la Acanthamoeba C1-211 podria estar menos expuesta a la

radiacién solar directa.

Como la Acanthamoeba P31 es mas resistente a los tratamientos de Cl; y RS, cabe esperar que
también sea mas resistente a su combinacion. Ademas, la Acanthamoeba P31 también es mas
resistente que la Acanthamoeba C1-211 a los tratamientos de H,0, y H,0,/RS. Dado que el cloro,
cuando se irradia con radiacion solar, produce "OH entre otras especies reactivas (Chauque y
Rott, 2021), cabe esperar que esta ameba esté adaptada a la exposicidon y ataques de estos
radicales en la piscina descubierta que habitaba y, por ende, que sea también mds resistente a

los tratamientos en los que los radicales *OH forman parte de los mecanismos de inactivacion.
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Estos resultados, aunque se basen en la comparacién de solamente dos cepas de
Acanthamoeba, concuerdan con los obtenidos por Coulon y col. (2010); en dicho estudio,
observaron que las cepas que ya han superado tratamientos de agua son mas resistentes que
las cepas que no (como las aisladas de agua de rio). Lo que resulta preocupante es que, cuanto
mds resistente es la cepa de Acanthamoeba, mayores son las dosis de desinfectante

necesarias para inactivar sus bacterias endocitobiontes.

El papel de Acanthamoeba como protector de microorganismos endocitobiontes

Como norma, los resultados muestran que la exposicion a dosis que comprometen la
supervivencia de las Acanthamoeba no es suficiente para inactivar sus bacterias endocitobiontes
(BE). Las BE sobreviven incluso habiéndose inactivado totalmente las amebas que las
contienen, demostrando que las estas confieren una gran proteccion a los microorganismos
de su interior. Como hipétesis, se propone que las BE mueren (a) una vez que salen fuera de los
trofozoitos o quistes inmaduros muertos o lisados o (b) una vez que el desinfectante (ya sea Cls,
H,0,, "OH, otros ROS, RCS y/o la RS) alcanza la bacteria en el interior de la Acanthamoeba. En
este Ultimo caso, la eficiencia del desinfectante dependeria (entre otros factores) de la
localizacién de las BE, ya que pueden estar distribuidas en diferentes compartimentos dentro
de la ameba, como en las vacuolas o entre las paredes del endoquiste y ectoquiste (Greub y

Raoult, 2004).

Ha de tenerse en cuenta que, para facilitar la visualizacién de los resultados de desinfeccidn, es
necesario emplear bacterias endocitobiontes de referencia. En el presente estudio se toman
como referencia las BE capaces de crecer rapidamente en un medio nutritivo y atmdsfera
aerobia; sin embargo, Acanthamoeba puede transportar bacterias que no crecen en las
condiciones empleadas en este estudio o que son incluso no cultivables (Greub y Raoult, 2004).
También ha de considerarse que, al igual que las BE requieren dosis de desinfectante mayores
que la propia ameba protectora para inactivarse completamente, otros organismos protegidos
en el interior de las amebas también pueden requerirlas. En este sentido, merece la pena
recordar que las AVL pueden transportar una gran variedad de microorganismos
potencialmente patdgenos que incluyen bacterias, levaduras, virus, inclusive el SARS-CoV-2, y
hongos (Dey y col., 2022; Greub y Raoult, 2004). Por ello, es necesario llevar a cabo futuros
estudios de desinfeccidn sobre otros microorganismos susceptibles de ser protegidos por
amebas. De esta manera, se tendria una vision mas completa y holistica de su papel protectory

como “caballo de Troya”.
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Ademas, conocer los mecanismos de desinfeccion que realmente ocurren durante la
inactivacién de las Acanthamoeba vy, especialmente, durante la inactivacion de los
microorganismos que protege en su interior, permitiria dilucidar posibles tratamientos
alternativos y/o complementarios. En este sentido, seria de gran aportacion realizar ensayos
fundamentales combinados con evaluacién mediante microscopia electrénica como se ha

realizado en otros estudios (He y col., 2021; Wangy col., 2023a).

Aplicacion de los resultados obtenidos

Atendiendo a los resultados, el agua dulce (de rio) o el agua regenerada puede contener amebas
similares a la Acanthamoeba C1-211 que, como se ha visto en los resultados, pueden ser muy
resistentes a tratamientos convencionales y alcanzar facilmente sistemas de agua artificiales.
Alli, las BE que las amebas portan en su interior pueden salir de estas y colonizar sistemas de
distribucidn e instalaciones, suponiendo una amenaza para la salud de las personas expuestas.
Si, ademas, se realizan tratamientos posteriores ineficaces contra las amebas, como la cloracidn
en piscinas, se seleccionan las cepas mds resistentes, las cuales colonizaran el sistema (como la
Acanthamoeba P31) y haran extremadamente dificil la desinfeccién futura. Esto podria provocar
brotes recurrentes de patégenos como Legionella pneumophila, Pseudomonas, Mycobacterium
o de bacterias resistentes y multirresistentes a antibiéticos (Muchesa y col., 2019; Nisar y col.,
2022; Sarink y col., 2020). Ademas, con el incremento de la reutilizacion de agua en los Gltimos
afios (Alcalde-Sanz y Gawlik, 2014), para lo que suelen emplearse procesos que no inactivan
estos organismos, Acanthamoeba y sus BE pueden volverse recalcitrantes en el ciclo urbano del

agua.

Por tanto, dependiendo del uso posterior del agua, seria necesario aplicar un tratamiento capaz
de inactivar amebas ambientales de agua dulce y sus bacterias endocitobiontes como medida
de prevencion. De hecho, si se establecieran tratamientos de desinfeccidn eficientes para
amebas en las estaciones potabilizadoras o como tratamientos terciarios en procesos de
regeneracion, las poblaciones de amebas en los sistemas acuaticos artificiales se reducirian.
Dado que esto puede ser muy costoso y dificil de implementar para grandes caudales, seria
conveniente desarrollar e instalar tratamientos mas agresivos, capaces de inactivar las amebas
y BE que ya han superado tratamientos de desinfeccién, en puntos especificos con menores
caudales donde se expongan al agua personas de mayor riesgo, como hospitales o centros de

tercera edad.
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En este sentido, los procesos avanzados de oxidacién (PAO) evaluados han demostrado ser
estrategias de desinfeccidn eficaces frente a estos microorganismos que, al poder llevarse a
cabo bajo radiacién UV a longitudes de onda caracteristicas de la luz solar, pueden reducir

enormemente el coste del tratamiento y el impacto medioambiental (Pichel y col., 2019).

La combinacién de Cly/RS2s0-800 nm parece ser un tratamiento interesante para emplear en el
punto de aplicacidn o consumo, ya que ambos agentes desinfectantes, cloro y radiacién solar,
son los mas extendidos y utilizados a nivel mundial. Esto es especialmente relevante en areas en
vias de desarrollo, donde mejorarian la proteccion frente a otros patégenos (Chauque vy col.,
2021; Forsyth y col., 2013). Sin embargo, se ha de considerar la materia organica disuelta (MOD)
ya que promueve la formacion de subproductos perjudiciales para la salud cuando reacciona
con cloro, lo cual, determinaria la viabilidad de este proceso. En este sentido, este tratamiento
seria mas apropiado para aguas con bajos niveles de MOD (Forsyth y col., 2013; Zhou vy col.,

2014), aunque seria necesario realizar estudios adicionales que consideraran esta materia.

Por otro lado, y atendiendo a los resultados, un tratamiento de desinfeccidon que consistiera en
la aplicacion de 5 mM de H,0,/RS;s0.800 nm durante 5 minutos podria desinfectar eficaz y
eficientemente tanto agua dulce como urbana. A diferencia del cloro, este tratamiento no
genera subproductos carcinogénicos ya que el H,0, se descompone en ultima instancia en H,0
y Oz (Casini y col., 2017). No obstante, seria recomendable llevar a cabo procesos de
optimizacion para definir dosis y tiempos de exposicién mas adecuados y mejor adaptados que,

ademads, consideraran las concentraciones residuales segln su uso posterior (Tabla VI.21).

Teniendo en cuenta que la radiacidn solar hace que esta tecnologia sea una opcion limpia,
sostenible y econdmica (EPA, 1999), las ventajas de este proceso hacen que la combinacion de
H20:/SR2s0-300 nm S€a un proceso de desinfeccion muy atractivo y una via de investigacion
prometedora para la desinfeccidon del agua y el control de las infecciones causadas por BE, como

la legionelosis.

Consideraciones y estudios futuros

Los resultados obtenidos subrayan la importancia de la prevenciéon en materia de calidad de
aguas y la adaptacion de los requisitos e indicadores microbioldgicos de los procesos de
desinfeccién en funcién del origen y destino del agua. Las regulaciones desempefian un papel
clave en la proteccién de la salud y prevencién de posibles infecciones y brotes. Sin embargo,

las AVL son microorganismos olvidados u omitidos en las normativas relacionadas con los usos
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del agua, a pesar de que tanto ellas como sus BE pueden suponer un riesgo para la salud (Thomas
y col., 2010). Por ejemplo, las regulaciones en paises como Espafia, Grecia e Italia permiten la
reutilizacion del agua para torres de refrigeracion y condensadores, pero no incluyen protozoos
como indicadores microbioldgicos de control (Alcalde-Sanz y Gawlik, 2014; Real Decreto
1620/2007). Estas instalaciones, al igual que hospitales, centros de salud, piscinas o spas, se
colonizan frecuentemente por AVL, convirtiéndose en focos infecciosos de BE como Legionella
pneumophila (Cateau y col.,, 2014; Fernandez, 2014; Greub y Raoult, 2004). Este y otros
escenarios representan un desafio para la salud publica y amenazan el cumplimiento del
Objetivo de Desarrollo Sostenible nimero seis de la Agencia de Las Naciones Unidas (2015):

“Seguridad hidrica”.

Considerando la ineficiencia de los tratamientos de desinfeccién vigentes y los resultados
obtenidos, es necesario revisar los indicadores microbianos regulados para determinados usos
del agua donde las Acanthamoeba y sus BE potencialmente patdgenas pueden suponer un
riesgo para la salud. Ademads, realizar estudios adicionales similares al presente permitiria
optimizar un tratamiento de desinfeccién adecuado a diferentes origenes y usos del agua. Seria
también interesante evaluar la efectividad de los tratamientos aqui evaluados frente otras cepas
de Acanthamoeba, otros géneros de AVL y distintos microorganismos endocitobiontes para
optimizar las condiciones del tratamiento. Asimismo, es crucial considerar diversos factores
como la matriz, la turbidez, la presencia de iones, de secuestradores y de materia organica. En
este sentido, la metodologia para la evaluacidn de la supervivencia e inactivacién de amebas y
sus BE establecida en el presente capitulo puede servir como referencia para futuras

investigaciones.
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5. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPITULO VI

A continuacién, y en base a los objetivos planteados (Capitulo 1), se muestran las conclusiones

del presente capitulo:

e El método del numero mas probable ha presentado las ventajas de tener un menor
limite de deteccién, distinguir entre AVL viables y no viables y ser un proceso de
observacién facil, frente al recuento en hemocitdmetro, para la determinacién de la
inactivaciéon de AVL.

e El método del andlisis cualitativo ha presentado las ventajas de tener un menor limite
de deteccion, ser replicable para las cepas de estudio y ser un proceso de valoracion de
la viabilidad facil, frente al método del nimero mas probable, para la determinacién de
la inactivacion de BE.

e La inactivacion de las BE requiere que, en primera instancia, se inactive la
Acanthamoeba protectora, incrementando varias veces la dosis necesaria para lograr
una desinfeccidn eficiente y subrayando el rol protector de las amebas frente a los
desinfectantes.

e El tratamiento de cloracion, utilizando dosis de 500 mg/L Cl, durante 30 minutos, es
capaz de inactivar la cepa de Acanthamoeba aislada de agua dulce y sus BE, pero no las
BE de la Acanthamobea procedente de la piscina descubierta.

e El tratamiento con H,0,, utilizando dosis de 25 mM durante 30 minutos, es capaz de
inactivar tanto las amebas de estudio como las BE.

e La radiacion solar UV-A (RSs20800 nm) No fue efectiva inactivando ni las cepas de
Acanthamoeba de estudio ni sus BE. La radiacidn solar UV-A + UV-B (RS2s0-800 nm) fue
capaz de inactivar la cepa de agua dulce y sus BE, pero no la cepa aislada de una piscina
descubierta ni sus BE.

e Lacombinacidn de Cl; y RS320-800 nm CONsigue la inactivacién de la cepa de Acanthamoeba
de agua dulce y sus BE, reduciendo 10 veces la dosis necesaria de Cl, respecto al
tratamiento de cloracién convencional, y la inactivacién de la cepa de Acanthamoeba
aislada de la piscina descubierta y sus bacterias, utilizando dosis de 500 mg/L Cl, durante
30 minutos de RS320-800 nm.

e La combinacién de Cl, y RSzs0-800 nm resulta altamente eficiente para la inactivacion de
ambas cepas de Acanthamoeba y sus BE, reduciendo la dosis de Cl, necesaria entre 5y

100 veces segln su procedencia, respecto al tratamiento de cloracidon convencional.
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La combinacién de H,0, y RS2s0-800 nm resulta altamente eficiente para la inactivacion de
ambas cepas de Acanthamoeba y sus BE, reduciendo la dosis de H20, y de RS280-800 nm
necesarios 5 y 6 veces, comparando con los respectivos tratamientos individuales.

La cepa de Acanthamoeba aislada de una piscina descubierta, donde constantemente
estd expuesta a cloro y radiacién solar, es mas resistente que la cepa de agua dulce a
todos los tratamientos evaluados, indicando que los tratamientos de desinfeccién
convencionalmente utilizados seleccionan cepas resistentes que seran muy dificiles de
eliminar en procesos posteriores. Estas cepas pueden volverse recalcitrantes en el ciclo
urbano del agua y permitir la posible recolonizacién de instalaciones de agua, por las

bacterias potencialmente patdgenas transportadas en su interior.
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A continuacidn, se presentan las conclusiones generales de la presente Tesis Doctoral:

e Se han aislado amebas de vida libre (AVL) en todas las aguas superficiales de la Cuenca
del Ebro analizadas, identificdndose como Acanthamoeba genotipo T4 y Naegleria. El 65
% de las AVL son portadoras de bacterias endocitobiontes (BE), perteneciendo el 86 %
de ellas a géneros potencialmente patégenos y subrayando el riesgo para la salud
publica asociado al papel como vector de estos microorganismos.

e Se han aislado BE con multirresistencia a antibidticos en el 95 % de las AVL estudiadas,
incluyendo resistencia a aminoglucdsidos, betalactdmicos, macrélidos y quinolonas en
toda la zona de estudio. La resistencia a otras familias de antibidticos se ha asociado a
la localizacién geografica.

e El 86 % de las AVL transporta y protege BERA con integrones de clases 1, 2 y 3,
habiéndose caracterizado en ellos genes relacionados con resistencia a antibidticos, la
formacién de biofilm, virulencia, “quorum sensing”, motilidad, interacciones fitobidticas
y vida intracelular, resaltando el papel de estos microorganismos como reservorio
ambiental y potenciador de la diseminacién de resistencias a antibidticos.

e Tanto la combinacién de Cl; y RS320-800 nm, cCOMo la combinacion de H,02 y RS250-800 nm,
resultan ser estrategias de desinfeccion mds eficaces que los tratamientos
convencionales por separado, variando la eficacia en funcidn de la cepa de
Acanthamoeba estudiada, con una alta influencia del origen de esta.

e Entodos los casos se requieren mayores dosis de desinfectante para la inactivacién de
las BE al ser necesario inactivar previamente la Acanthamoeba, remarcando el papel

protector de estos microorganismos.

® Los géneros de las BE con relevancia clinica identificados, la resistencia a antibidticos de
uso ganadero en las BERA aisladas, los altos indices de multirresistencia encontrados y
la elevada presencia de integrones de clase 1 sugieren un alto impacto de la ganaderia
en la microbiota y la ecologia de los ecosistemas acudticos, reflejando la influencia de
estas actividades antropogénicas en la diseminacién de bacterias potencialmente

patdgenas y (multi)resistentes a antibidticos a través de las amebas de vida libre.
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicién de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias.

AVL  BE CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CP NA CL MNO RA SXT
1111 34 15 0 43 0 9 0 13 13 13 11 28 0 31 42 35 34
1111 39%M 20 0 24 25 0 0 10 0 36 21 40 48 48 52 46 14
112 1 20 40 58 36 42 10 38 33 35 39 80 21 36 38 48 40
1113 1 26 20 32 20 25 0 27 21 32 31 31 16 33 31 39 35
1113 2 19 0 20 22 36 13 18 0 0 0 32 36 30 42 46 45
1113 7 17 0 22 31 30 7 23 0 0 0 27 27 40 44 54 45
1113 gAWP 8 0 11 19 20 0 20 18 17 15 26 21 21 21 15 0
1113 9AWP 15 0 12 23 36 13 16 0 0 8 19 21 26 38 43 42
1113 10 30 0 10 34 35 24 22 0 14 12 27 25 30 42 45 45
1113 11 17 0 18 25 36 14 17 0 0 0 33 32 23 42 45 45
1113 12 25 0 20 28 33 8 15 0 0 0 29 24 26 40 45 43
1113 13A"" 15 0 14 23 29 11 18 0 0 0 26 25 27 40 48 41
1113 14 21 0 18 28 36 11 0 0 0 0 28 30 28 45 48 48
1113 15 14 0 12 30 33 9 18 0 0 0 24 25 27 45 50 45
1113 16 26 0 17 31 33 8 17 0 0 0 26 28 31 47 50 45
1113 17°MP 9 0 40 24 29 0 0 0 14 0 42 40 12 15 22 36
1113 18 24 0 17 30 36 10 22 8 0 0 32 30 30 46 50 44
13 1 AMP 9 0 21 19 26 0 25 19 0 0 37 22 32 26 45 21
141 1 19 0 22 23 32 7 29 15 33 21 40 26 35 38 28 45
141 2 19 7 20 24 35 7 32 18 35 23 45 24 37 42 30 44
141 3 21 13 25 19 30 0 33 20 34 22 44 28 39 40 30 43
141 4 20 7 23 24 33 0 33 15 36 22 42 33 37 42 32 45
141 5 23 7 25 24 38 7 38 21 35 24 43 23 35 38 33 44
AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:
kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado.”"?: aislada en

MH-AMP. “PR: gislada en MH-APR. °M: aislada en MIH-GM.
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicidn de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias. Continuacion.

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CIP NA CL MNO RA SXT
141 6 22 8 25 25 35 10 33 19 33 23 42 28 33 40 30 43
141 7 15 7 20 15 31 0 33 20 33 20 41 25 34 39 29 40
141 8 21 8 30 23 31 12 3 19 35 22 47 31 36 42 30 50
140 9 20 0 23 17 31 0 34 15 35 21 42 24 37 42 30 44
141 10 18 0 22 20 30 O 3 18 27 17 38 25 34 37 29 40
142 1% 27 8 22 0 26 10 15 10 27 30 21 0 35 25 35 22
142 2 18 0 26 15 22 0 14 o0 12 13 26 13 14 12 15 26
142 3 32 0 25 20 21 0 21 20 23 27 10 8 28 29 20 24
142 8 24 15 32 22 28 0 32 21 32 30 37 22 35 38 42 39
211 1% 43 0 40 0 29 0 21 21 42 43 35 9 37 32 42 0
211 2" 42 0 44 0 32 0 23 24 46 48 42 18 46 37 48 O
211 3% 43 0 43 0 28 0 23 23 45 45 40 15 42 37 46 O
211 4™ 45 0 43 0 29 0 22 22 44 41 40 17 44 34 49 0
211 5 43 0 41 0 32 0 24 22 44 46 38 12 46 30 47 O
212212 1 27 0 34 19 31 o0 28 18 11 9 34 23 36 32 43 38
2121 2 46 25 35 25 22 0 0 21 33 35 37 25 37 36 45 43
2121 3 47 22 3 25 2 0 0 22 34 35 38 28 39 35 48 22
21210 4 29 0 33 20 31 0 28 19 9 8 33 25 35 33 43 40
2121 5 25 19 34 21 13 0 10 19 11 9 35 23 36 30 40 32
2121 6 28 8 34 21 33 0 30 19 11 9 37 24 35 33 43 41
2121 7™M 0 0 22 7 15 0 7 O 36 26 43 45 44 45 38 33
2121 8 28 0O 34 21 33 0 28 21 10 9 34 24 35 35 44 38
2121 9 28 0 35 20 33 0 28 18 12 8 35 23 36 35 44 40

AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:

kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina.

MH-AMP. “PR: gislada en MH-APR. °M: aislada en MH-GM.
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicidn de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias. Continuacion.

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CIP NA CL MNO RA SXT
2121 10 48 21 38 25 24 0 O 22 36 41 42 27 44 38 48 45
21221 11 27 0 34 21 32 0 29 18 12 8 37 25 37 35 47 39
2121 14 20 20 34 25 33 0 28 20 10 10 34 21 36 32 45 38
2121 15 30 19 34 26 32 0 30 19 8 8 36 27 37 36 43 40
2121 20 50 25 41 31 24 0 O 24 38 41 40 27 39 36 48 45
2121 21 53 25 40 25 24 0 0 23 37 38 43 26 38 37 52 48
2121 22 0 0 15 20 12 0 9 0 33 23 38 4 47 41 40 32
2132 2™ o0 0 19 23 33 18 35 29 0 o 38 22 22 25 20 22
2132 3™ 21 0 28 30 3 7 32 21 O O 42 29 32 36 45 35
2132 4 40 18 32 26 34 0 38 22 38 23 35 11 35 38 47 45
2132 5 45 11 25 23 30 0 27 19 36 22 33 0 31 34 43 40
2132 6 - o s4 18 33 17 25 27 46 35 25 0O 44 44 48 44
2132 7 44 0 31 16 23 0 17 16 12 0 25 0 24 32 28 23
220 1 15 0 25 15 23 0 24 16 0 0O 29 19 34 28 37 22
2 2 23 - 27 26 30 0 29 22 33 21 34 19 32 35 41 35
322 3 45 - 31 25 30 0 30 23 0 O 39 23 36 39 46 35
32 4™ 11 0 40 28 28 0 O o 12 0 42 38 11 15 22 44
322 5™ 24 - 36 22 9 23 25 22 34 18 36 28 35 35 50 43
2 7 21 - 18 30 49 34 32 28 18 9 29 27 25 38 14 36
35 1 13 0 35 35 34 0 30 30 34 24 42 9 37 23 41 8
4412 1% 33 0 42 8 32 0 29 23 42 39 28 0O 48 55 55 38
4412 2 38 27 3% 21 28 0 21 21 8 0O 24 13 38 37 46 40
4412 3 44 27 38 28 34 0 26 24 0 0O 40 18 40 38 50 40

AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:

kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina.

MH-AMP. “PR: aislada en MH-APR. °M: aislada en MH-GM.

“w o,

: no se ha evaluado.“M": aislada en
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicidn de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias. Continuacion.

AVL BE |[AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CP NA CL MNO RA SXT

4412 4 40 26 34 25 30 0 24 22 12 0 38 16 35 37 53 40
4412 5 - 23 36 20 30 0 22 22 11 0 40 14 35 37 50 42
521 1 45 8 47 12 35 9 21 25 60 46 34 18 46 44 50 42
521 2 28 15 22 24 28 9 32 25 24 27 32 0 22 27 39 29
521 3APR 80 7 48 11 26 7 30 12 7 10 34 20 40 40 47 58
521 4 30 0 34 54 38 16 30 36 14 22 32 0 44 39 44 22
521 5 34 0 31 30 34 17 40 25 22 27 35 0 34 38 40 34
521 6 64 11 45 9 34 24 30 15 48 46 35 18 48 35 50 45
521 7AM" 15 7 24 19 31 0 29 20 8 8 40 11 37 31 49 15
521 8 62 25 44 19 50 15 31 22 50 48 35 17 50 33 52 46
521 9AW" 14 16 25 21 23 0 25 18 0 0 27 13 28 32 42 39
522 10" 36 13 42 7 28 8 21 17 9 8 28 0 40 35 45 37
522 11 48 40 42 11 30 16 28 22 20 18 34 0 44 28 45 40
522 12 40 12 44 0 25 15 16 22 41 38 31 0 44 42 52 36
522 22 0 0 35 0 21 9 17 13 0 0 21 0 14 41 24 30
5511 77%R 18 0 52 12 34 8 25 20 14 7 35 0 29 50 35 44
5511 9 38 0 46 0 30 14 23 13 17 10 30 0 35 40 37 22
5511 10 32 0 28 23 27 0 28 12 10 7 31 28 19 32 34 39
5511 11 15 0 38 0 15 0 8 0 13 7 25 0 26 40 32 37
5511 14 32 20 21 20 24 7 26 23 26 21 34 27 26 35 28 40
5512 1" 41 0 44 9 31 11 23 10 22 15 32 10 34 43 36 40

5512 11 40 25 29 20 30 6 30 21 35 33 32 17 34 33 41 35
5512 14 31 15 20 20 24 0 26 21 24 23 33 25 26 30 28 40
AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:

kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado.*"?: aislada en
MH-AMP. “PR: aislada en MH-APR. °M: aislada en MH-GM.
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicidn de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias. Continuacion.

AVL BE |[AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CP NA CL MNO RA SXT
5521 10 30 27 30 24 28 18 30 21 26 25 30 27 28 28 26 29
5521 11 33 18 23 27 25 9 28 23 26 24 35 27 29 33 30 43
62112 1" 14 16 29 12 20 0 16 15 0 0 25 16 28 31 40 35
62112 2 31 16 35 18 38 0 30 20 8 11 35 8 40 41 48 50
62112 3 34 15 38 24 44 0 35 20 13 13 38 25 40 43 54 52
62112 4 34 15 39 24 38 0 34 21 13 12 39 14 39 43 55 31
62112 5 20 15 38 20 22 0 30 15 8 10 34 23 34 38 38 50
62112 8 50 17 30 31 22 10 39 32 37 40 42 8 39 35 48 45
62112 9 28 15 27 24 28 11 35 25 27 31 34 0 28 30 40 34
6212 1 26 25 34 24 35 0 32 28 21 0 44 25 40 42 50 40
62 1 24 0 28 0 290 0 23 23 52 50 46 0 42 42 44 0
62 1 46 0 31 15 30 15 26 26 20 16 27 8 36 33 41 34
643 1w 21 14 31 20 26 0 30 21 33 - 34 20 33 29 42 35
643 2 8 0 19 17 24 0 25 18 O . 33 19 31 20 44 16
643 3 10 0 20 19 26 0 26 19 10 - 34 25 33 32 45 22
643 4 20 8 30 20 26 0 30 20 32 - 33 19 32 31 42 36
643 5 32 0 28 18 26 0 26 19 33 - 32 27 32 28 45 43
643 6 34 0 28 19 26 0 27 20 32 - 35 24 30 30 44 38
72 1 18 13 20 27 30 0 32 26 1 0 4 0 36 40 27 46
72 7™ 9 0 45 28 3 0 12 0 23 0 45 43 15 25 23 48
72 10 33 0 51 32 4 26 45 41 56 40 45 12 42 60 62 46
72 11 37 0 32 0 40 0 35 32 40 28 35 0 41 45 46 41
75 1 37 23 32 28 34 0 34 27 34 24 42 12 37 40 47 45

AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:

kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina.

MH-AMP. #PR: aislada en MH-APR. °M: aislada en MH-GM.

“w o,

: no se ha evaluado.

AMP.

aislada en
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibicidn de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibidticos representativos de diferentes familias. Continuacion.

AVL BE |[AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E | CP  NA CL MNO RA  SXT
75 8 21 18 26 26 37 0 35 26 10 38 17 37 48 50 50
75 12 29 22 34 29 3 11 32 25 33 35 36 26 38 40 43 38
75 14 44 26 35 27 33 10 26 20 34 38 41 30 36 36 46 44
75 20 38 20 38 28 38 0 33 18 15 14 36 24 36 44 49 38

211 1 - - 15 24 31 0 29 23 0 0 38 20 34 40 50 24

211 3 28 - 35 29 3 0 35 28 14 9 46 32 41 46 52 42

211 4 31 - 38 28 32 0 30 23 36 36 38 30 38 38 46 43

211 5 27 - 35 26 34 0 31 24 33 35 40 26 35 38 46 43

211 6 28 - 35 25 33 0 33 25 18 0 45 31 43 42 51 42

214 1 25 - 34 25 32 0 32 25 15 8 41 29 40 44 50 40

214 2 29 - 3% 30 3 0 34 26 16 0 46 34 43 47 52 46

2152 2 32 - 40 31 33 18 32 25 36 44 44 32 40 40 48 38
2152 4 26 - 27 25 33 0 30 24 36 35 40 32 37 40 46 38
2161 2 33 - 28 23 34 0 34 23 40 23 41 0 41 42 48 49
2161 3 30 - 40 29 35 0 33 28 38 23 43 31 38 43 50 46

AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: eritromicina; GMN: gentamicina; HYG: higromicina; K:

kanamicina; MNO: minociclina; NAL: dcido nalidixico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina.

MH-AMP. “PR: gislada en MH-APR. °M: aislada en MH-GM.
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Abstract: Chlorine and solar disinfection are widely used disinfectants in water treatment. However,
certain potential pathogens can resist these methods, posing a public health risk. One such case is
Acanthamoeba, a resistant free-living amoeba that protects pathogens inside from disinfection, thus
endangering the health of water users. This work is the first evaluation of the inactivation efficiency
achieved by combining NaClO (Cl,) and solar radiation (SR) against two Acanthamoeba strains from
different sources (freshwater and pool water) and their endosymbiont bacteria (EB). Amoebae were
exposed to different Cl, doses (0-500 mg/L), SR wavelength ranges (280-800 nm and 320-800 nm),
used as gold standards, and their combinations. The EB exhibited resistance to conventional Cl, and
SR treatments, requiring up to 20 times higher disinfectant doses than those needed to inactivate
their protective Acanthamoeba. The pool strain and its EB demonstrated greater resistance to all
treatments compared to the freshwater strain. Treatments with Cl (5 mg/L)/SR280-800nm completely
inactivated both Acanthamoeba and EB of the freshwater strain, reducing up to 100 times the necessary
Cl, doses, suggesting that chlorine photolysis is an attractive treatment for disinfecting freshwater
and preventing waterborne diseases associated with Acanthamoebae and its EB.

Keywords: disinfection; UV chlorine photolysis; Advanced Oxidation Process; solar radiation;
Acanthamoeba; endosymbiont bacteria

1. Introduction

Safe water is necessary for public health, regardless of its use. Inadequate management
can lead to water contamination, further impacting the health of millions of people [1]. For
this reason, different disinfection methods have been developed as necessary processes
to ensure safety in different water and reclaimed water uses [2]. Regulations also play
a crucial role in ensuring safety by establishing microbiological and physicochemical
requirements that water must meet to be suitable for its different usages. However, there
are potentially pathogenic microorganisms capable of surviving disinfection treatments that
are not routinely monitored [3]. That is the case with some Free-Living Amoebae (FLA).

FLA are ubiquitous protozoa that can act as opportunistic pathogens. They can cause,
among others, amoebic keratitis, encephalitis, or even fatal meningoencephalitis, observed
with Naegleria fowleri [4]. FLA primarily feed on bacteria, but some bacteria can survive
within FLA, such as Legionella spp., Mycobacterium spp., or Pseudomonas spp. [5], becoming
endosymbionts. Some species, such as Vibrio cholerae or L. pneumophila, can multiply within
FLA [6], transforming them into potential reservoirs for pathogenic bacteria. Indeed, FLA
are commonly known as “trojan horses” [7].

Water 2024, 16, 668. https:/ /doi.org/10.3390/ w16050668
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Usually, FLA undergo two different stages: the trophozoite, which is the metabolically
active stage, and the cyst, the resistance stage. The encystation process involves the
production of a robust, thick wall that confers huge resistance to the amoebae against harsh
environmental conditions and disinfectants [8], enabling them to survive water treatments.
Consequently, they have been frequently isolated from the effluents of wastewater treatment
plants [9,10] and drinking water treatment plants [11]. Given their resistance to treatments,
FLA and, more concerning, potentially pathogenic endosymbiont bacteria protected inside
them can spread in reclaimed water [10], drinking water systems, swimming pools [12],
hospital water systems [13], or fountains [14]. In these environments, endosymbiont
bacteria can be released outside FLA and recolonize these locations, turning them into
infective foci. Indeed, the swift recolonization of cooling, domestic, or hospital water
systems by Legionella is suggested to be facilitated by FLA protection [13,15].

Efforts have been undertaken to develop water treatments capable of inactivating
amoebae. However, most studies have concluded that conventional treatments are in-
effective in inactivating amoebae, at least at the typical doses, established according to
bacteria elimination criteria [16,17]. For example, chlorine, the most common disinfectant,
is typically used in water processes at doses ranging from 1 to 5 mg/L. Nevertheless, some
Acanthamoeba strains can survive concentrations exceeding 100 mg/L [18]. As an alternative
to chemical disinfectants, solar radiation is used due to the germicidal power of ultraviolet
(UV) radiation and thermal heating [2]. While 2.5 h of exposure to simulated solar radiation
resulted in a 5-log reduction in Escherichia coli or Pseudomonas aeruginosa, 8 h of treatment
was ineffective against A. polyphaga cysts [19].

In addition, some studies proved that bacteria, when shielded by amoebae, resisted
higher doses of conventional disinfectants compared to free bacteria. Kilvington and
Price [20] and Garcia et al. [21] found that L. pneumophila could resist several times higher
NaOCI doses when protected by A. polyphaga. He et al. [22] proved that Burkholderia
bacterium was not effectively inactivated by UV254 nm while inside Dictyostelium discoideum
cysts, observing only a 1-log reduction at the same UV dose (20 W.s/m?) that could cause a
6-log reduction in the free bacteria.

There is a wide variety of environmental FLA that can reach artificial water systems,
as well as a wide variety of endosymbiont bacteria that can undergo water treatments while
protected inside amoebae. The potentially pathogenic bacteria carried by FLA are frequently
more worrying than the amoeba itself, and may become more virulent during intra-amoebal
life [6]. Additionally, FLA can transport antibiotic-resistant bacteria [23]. Thus, focusing
disinfection research on these protected and hidden microorganisms becomes crucial.
Moreover, the increase in reusing and regenerating water, particularly in regions with water
scarcity, a situation exacerbated by climate change [1], reinforces the necessity to develop
technologies capable of inactivating potential pathogens that may become recalcitrant in
the urban water cycle.

Some alternative treatments have also been assessed, including ozone, chlorine diox-
ide, or monochloramine [16]. However, the combination of chlorine and solar radiation
can become an interesting choice given that these are the most widely used water disin-
fection treatments worldwide [24] and their combination turns the disinfection process
into an Advanced Oxidation Process (AOP). Oxidant species such as hydroxyl radicals
(*OH), ozone (O3), and chlorine radicals (CI*, Cl,* ", CIO*®) can be generated in situ through
chlorine photolysis at the UV wavelengths characteristic of natural sunlight [25]. These
molecules are highly reactive and have a biocide effect [26]. Indeed, it has been demon-
strated that sunlight-driven chlorine photolysis dramatically accelerates the inactivation of
highly chlorine-resistant microorganisms such as Cryptosporidium parvum [24] and Bacil-
lus subtilis endospores [27], attracting interest due to its efficiency and residual chlorine
effect [26]. However, studies on the inactivation of amoebae by chlorine photolysis are
limited, though interesting results have been found. Chauque and Rott [28] evaluated the
effect of UV54nm chlorine photolysis on A. castellanii, finding that cysts were inactivated
after prolonged exposures (two rounds of 90 min) to 1.0 or 5.0 mg/L of NaClO photolysis.
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Wang et al. [29] evaluated the effect of solar radiation/chlorine on Dictyostelium discoideunt
amoebae and Burkholderia agricolaris intracellular bacteria, finding a 5-log inactivation of
both amoebae and bacteria after 20 min of 5 mg/L solar/chlorine treatment. Nevertheless,
the effectiveness of chlorine photolysis against environmental endosymbiont bacteria has
never been studied.

Acanthamoeba sp. is recognized as the amoeba genus most frequently found in the
environment. In addition, it can cause human infections and can host numerous potentially
pathogenic microorganisms, including intracellular bacteria [7], being one of the most
resistant FLA genera reported [16]. Furthermore, results with Acanthamoeba can be extrapo-
lated to other pathogenic protozoa that are equally or less resistant (and not as frequent as
Acanthamoeba), such as Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, Naegleria fowleri, or Enta-
moeba histolytica oocysts [30]. Therefore, Acanthamoeba is a reliable model to simulate water
treatment processes and evaluate the efficiency and usefulness of different disinfectants.

Given these considerations, the main objective of this study was to evaluate the effec-
tiveness of the combination of NaClO (Cl,) and solar radiation (SR) against Acanthanoeba
(FLA) and their endosymbiont bacteria (EB). Treatments were developed against two envi-
ronmental Acanthamoeba strains, one isolated from freshwater and one from chlorinated
and solar-exposed water. Different chlorine concentrations, exposure times, and UV wave-
lengths were evaluated. This study represents the first disinfection investigation in which
environmental endosymbiont bacteria carried by Acanthamoeba were evaluated.

2. Materials and Methods
2.1. Strain Isolation and FLA Inoculum

Two different environmental Acanthamoeba spp. strains were tested: P31 FLA (GenBank
accession No. KY038362), isolated from the recreational water of an outdoor swimming
pool in Zaragoza (Spain) [31], and C1-211 FLA, isolated from the freshwater of the Noguera
Ribagorzana river in Lérida (Spain). The isolation procedure was performed as previously
described [5]. The isolated C1-211 FLA strain was submitted to PCR and further sequentia-
tion for genus and genotype identification, following the specific protocol for Acanthamoeba
identification described by Schroeder et al. [32]. The sequence was further compared with
the GenBank database thanks to the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool of the
National Center for Biotechnology Information, NCBI) bioinformatic tool. The C1-211 FLA
sequence was registered in GenBank under the number OQ927217.

Both isolates grew in axenic conditions in a protease peptone, yeast extract, and
glucose (BD Difco laboratories, MI, USA) medium (PPYG) at 30 °C. Before each treatment,
FLA were harvested by centrifugation at 6000 x g for 10 min from PPYG medium cultures
and washed in a saline solution (0.9% NaCl, Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spain).

2.2. Disinfection Treatments

Disinfection assays were carried out with 20 mL of the sample in sterile 50 mL quartz
beakers with continuous stirring. The initial FLA concentration in the assays was ad-
justed to 1-10*-2-10* cells/mL. Five disinfection treatments were evaluated: chlorine (Cl,),
solar radiation with a wavelength range between 320 and 800 nm (SR320-800nm), solar
radiation with a wavelength range between 280 and 800 nm (SR2g0_8oonm), the combina-
tion of Cl; and SR320_800nm (Cl2/SR320-800nm), and the combination of Cl, and SR280_800nm
(Cl2/SR280-800nm)- Cl2, SR320-800nm, and SRgp-sonm treatments were developed as gold
standards [33].

Cl, disinfection assays were conducted in dark conditions and prepared by diluting a
10% w/v sodium hypochlorite solution (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spain). The
assays for SR280-800nm, SR320-800nm, and their combination with Cl (Cl, /SR320-800nm and
Cl/SR80-800nm) Were carried out in an Atlas Suntest CPS+/XLS+ solar chamber equipped
with a xenon lamp. This system allowed the reproduction of natural sunlight conditions in
the laboratory, covering wavelengths from 280 to 800 nm. A quartz filter and an additional
glass filter Xenochrome 320 (Ameteck Instruments S.L., Barcelona, Spain) were used to
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eliminate wavelengths below 320 nm in SR320-80onm and Cla/SR320-800nm assays. All the
SR assays were conducted with a light intensity of 500 W/m?, corresponding to 50% of
the light intensity of the midday equatorial solar radiation [34]. The temperature was
maintained below 30 °C during the experiments to ensure that only solar radiation (and
not heating) played a role in the disinfection process.

According to the chlorine resistance of Acanthamoeba [16], the studied Cl, concentra-
tions ranged between 1 and 500 mg/L of Cly. In accordance with WHO guidelines [1],
the exposure time was set to 30 min. A control without Cl; in darkness was evaluated.
Additionally, a control without Cl; under SR3y0-800nm and SRagp-goonm Was evaluated to
assess the effect of SR. Aliquots were sampled at the beginning and during the disinfection
assays to assess the survival of FLA and the endosymbiont bacteria (EB), pH (using a pH
meter, GLP 21 Crison, Hach Lange Spain, Barcelona, Spain), and Cl, concentration. Assays
were performed in duplicate.

Cl, exposure was quantified by the CT factor [35,36]. The residual concentration of
Cl; was measured by two methodologies: for Cl, concentrations above 5 mg/L, sodium
thiosulphate microtitration was applied to the sampled aliquots [37] using sodium thiosul-
phate (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spain), and for Cl, concentrations below 5 mg/L,
the N,N-diethyl-p-phenylenediamine (DPD) methodology was applied [37] using the free
chlorine reagent (Hannah Instruments, Eibar, Spain) and a JenwayTM 6305 UV /visible
spectrophotometer (Fisher Scientific S.L., Madrid, Spain).

SR280-800nm and SR320-80onm exposures were quantified by the SR dose or fluence
(F), which is directly related to the inactivation of microorganisms. As the light intensity
applied was constant over time, the SR dose or fluence can be calculated as a product of the
light intensity and the exposure time: F = light intensity (W/m?) x time (s), in W.s/m? [35].

2.3. Determination of FLA and EB Inactivation

FLA survival was quantified using the most probable number (MPN) procedure. A
sodium thiosulfate solution was added to the aliquots for chlorine neutralization. Ten
microliters of the sampled aliquots and their dilutions (10! and 10~ 2) was inoculated
onto Non-Nutrient Agar (NNA, BD Difco laboratories, MI, USA) plates covered by heat-
inactivated Escherichia coli. Each inoculation was performed in quintuplicate. Additionally,
100 pL of the sampled aliquots was inoculated in quintuplicate on a separate plate. The
plates were incubated for 15 days at 30 °C and regularly observed under an optical mi-
croscope to determine the presence or absence of growth with a ZEISS-Axiostar plus
microscope (Carl Zeiss Ibérica S.L., Madrid, Spain). Results were reported using an MPN
table [38]. If no amoebic growth was detected in the 10 uL aliquots, then the 100 pL aliquots
were checked for growth; no growth indicated total killing of the amoebae.

The inactivation of FLA was defined as a logarithmic reduction (N/Np), where Ng and
N were the most probable number of viable cells before and after  time of the treatments,
respectively. FLA inactivation was recorded as a function of chlorine concentration (mg/L).
The necessary Cl, concentration for a 2-log ([Cl2]gg¢,) and a 3-log ([Clz]99.9¢,) inactivation
was calculated from the linear regression section of the FLA inactivation curves. FLA
inactivation by only Cl, was also recorded as a function of CT (mg.min/L) in Cl, assays.
The necessary CT for a 2-log (CTggs,) and a 3-log (CTog 9, ) inactivation was calculated from
the linear regression section. In the case of SRa80-800nm and Cly /SRogp-goonm assays, FLA
inactivation was also recorded as a function of time (min) and fluence (KW.s/m?2). The nec-
essary SRpgp-g0onm fluence for a 2-log (Fgge,) and a 3-log (Fgg 9¢,) inactivation was calculated
from the linear regression section of the FLA inactivation curves. FLA inactivation curves
were obtained by Microsoft Excel 365 Software.

EB survival was determined semi-quantitatively. A sodium thiosulfate solution was
added to the aliquots for chlorine neutralization. In total, 10 uL and 100 pL of the sampled
aliquots throughout the experiments were inoculated onto Miieller Hinton agar plates
(BD Difco laboratories, MI, USA). Each inoculation was performed in quintuplicate for the
disinfection assays. The plates were incubated for 48 h at 37 °C and observed every 24 h
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to determine the presence or absence of growth. EB survival was categorized into three
groups: non-affected survival if bacteria growth was similar to control; affected survival if
a reduction in bacteria growth was observed compared to control; and the inactivation of
bacteria if no bacteria growth was detected after the treatment.

3. Results
3.1. Inactivation of Acanthamoeba by Conventional Treatments

To determine the disinfection effectiveness of Clp, FLA and EB inactivations were
evaluated after 30 min of exposure to Cl; concentrations that varied from 1 to 500 mg/L
(Figure 1a). Exposure to Cl, yielded a gradual Acanthamoeba C1-211 reduction to its total
inactivation after exposures of 100 mg/L. In the case of Acanthamoeba P31, 250 mg/L of

Cl, was necessary to achieve a 3-log reduction ([Clz]99.9¢, in Table 1) and inactivate FLA.

FLA inactivation by Cl, was also recorded as a function of CT (Figure 1b) to calculate the
necessary CT values for a 2-log and a 3-log FLA inactivation (Table 1).

a Cl, concentration (mg/L)
0 100 200 300 400 500 600
.00 . : . . : i
y = -0.0255x - 0.592
-1.00 R?=0.8828
§° : i y =-0.0114x - 0.1841
< R2=0.8767
2 -2.00
-l T
-3.00 { *
-4.00
b CT (mg.min/L)
0 3000 6000 9000 12000 15000
0.00 ! } t t {
3 y = -0.0009x - 0.5999
- -1.00 ; R2 = 0.8806
S o y =-0.0005x - 0.1601
2 —2.00 il 0901
-

® C1-211 FLA [0 O Unaffected PB survival
A P31FLA [0 Affected PB survival
FLA Detection Limit [ PB completely inactivated

Figure 1. FLA and EB inactivation after 30 min of Cl, disinfection treatment at different (a) Cly
concentrations and (b) CT values. The darkest blue (C1-211) and orange (P31) background colors
indicate that EB survival was not affected; intermediate shades of blue and orange colors indicate
that EB survival was affected; and the lightest shades of blue and orange colors indicate that EB was
totally inactivated.
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Table 1. Required Cl, doses (mg/L), CT (mg.min/L), and F (KW.s/m?) for achieving a 2-log (99%)
and a 3-log (99.9%) inactivation of Acanthamoeba and EB.

C1-211 P31
Treatment [Clalogy,  [Clalogoy,  [Clales  [Clalogy,  [Claloggy,  [Clales
Cly 55 94 500 159 247 >500
Cly /SR320-800nm 4 8 50 178 319 500
Cla/SR280-800nm z - 5 1 4 100
Treatment CTogq, CTg9.9, CTgp CToge, CTy9.9v, CTgp
Cly 1556 2667 12,471 3680 5680 >10,820
Treatment Foges Fogg0 Fep Foge, Fog.904 Fep
SR320-800nm >900 >900 >900 >900 >900 >900
SR280-800nm 178 285 900 - - >900

To determine the disinfection effectiveness of SR, FLA and EB inactivations were
assessed throughout the 30 min of SR exposure. Two wavelength ranges were compared:
280-800 nm (which included UV-A and UV-B radiation, Figure 2) and 320-800 nm (which
included UV-A). Results showed that SR350_goonm alone did not result in FLA reduction
after 30 min of exposure. In contrast, 10 min (fluence of 300 KW.s/m?) of SRasp_goonm alone
completely inactivated C1-211 FLA. The necessary fluence for a 2-log and a 3-log C1-211
FLA inactivation was calculated from the linear section of the inactivation curve (Table 1).
For P31 FLA, SRpg0_800nm alone caused a gradual 1.5-log reduction during the first 5 min,
but FLA survival was sustained throughout the remainder of the experiment; hence, the
necessary fluence for a 2-log or a 3-log reduction in P31 FLA remains unknown.

Fluence (KW.s/m?)

0 200 400 600 800 1000
0.00 ; ; ; } )
. =-0.0093x - 0.3462
R2=0.9375
100 T & i
Zz « 4
Z % ; i
8200 T
- .,
-3.00 +
400 5 10 15 20 25 30

Exposition time (min)

® C1-211FLA [0 [ Unaffected PB survival
A P31FLA [0 Affected PB survival
FLA Detection Limit [ ] PB completely inactivated

Figure 2. FLA and EB inactivation during 30 min of SRagp_gponm disinfection treatment. The darkest
blue (C1-211) and orange (P31) background colors indicate that EB survival was not affected; interme-
diate shades of blue and orange colors indicate that EB survival was affected; and the lightest shades
of blue and orange colors indicate that EB was totally inactivated.

3.2. Inactivation of Acanthamoeba by Chlorine Photolysis

To assess the effectiveness of the combination of Cl, and SR against FLA and EB, the
same wavelength ranges (280-800 nm and 320-800 nm) and Cl, concentrations (ranging
from 1 to 500 mg/L) were compared after 30 min of treatment (Figure 3a,b). The combina-
tion of Clp and simulated SR enhanced the reduction in C1-211 FLA using both wavelength
ranges, while only the combination of Cl, and SRygygoonm enhanced P31 FLA inactivation.
The combination of 5 mg/L of Clp with both SR wavelength ranges resulted in a 3-log
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reduction in C1-211 FLA (Figure 4a,b), reducing the necessary inactivating Cl, concentra-
tion by 20 times. In the case of P31, the FLA reduction obtained by the combination of
Cl, and SR330_gponm Was similar to that obtained by exposure to only Cly: approximately
300 mg/L for 30 min was necessary for a 3-log FLA reduction (Table 1). On the contrary,
the combination of 5 mg/L of Cly and SR280-g00nm totally inactivated P31 FLA, reducing
the required amount of Cl, by 50 times.

FLA inactivation was also assessed at different times during the disinfection assays
combining Cly and SR2g0-800nm- When combining 1 or 5 mg/L of Cly with simulated
SR280-800nm, C1-211 FLA reduction was not improved compared to SRyg)-goonm alone
(Figure 4a). However, the combination of 50 mg/L of Cl, and simulated SR28p-800nm
accelerated the C1-211 FLA reduction compared to SR2g0-g0onm alone, yielding a 3-log
reduction after 5 min of exposure instead of 10 min. In the case of P31 FLA (Figure 4b),
the combination of Cl, and simulated SR2gy_goonm improved P31 FLA reduction compared
to Cly or SRp80-800nm alone: a 2-log, 3-log, and 4-log P31 FLA reduction was achieved
combining SRygp_800nm exposure with 1, 5, and 50 mg/L of Cl, respectively. Taking the
results of both FLA strains together, the combination of 5 mg/L of Cl, and SRagp-g00nm for
10 min achieved a 3-log FLA inactivation for both Acanthamoeba strains studied, drastically
reducing the necessary Cl, concentration for their inactivation by 20-50 times.

a Cl, concentration (mg/L)
100 200 300 400 500
0.00 + + + + !
y =-0.2646x - 0.9526
R?=0.8479

_ -1.00
s
Z 4 i |
; 0.79
g -200 A

-4.00 -+

b Cl, concentration (mg/L)
0 20 40 60 80 100 120

0.00 t + + t t i
__—1.00 +
g A 0.410¢
< i R 0.999
2 -2.00 A
-

L g

-4.00 -

® C1-211FLA [0 [ Unaffected PB survival
A P31FLA [ Affected PB survival

- FLA Detection Limit  [[][]] PB completely inactivated

Figure 3. FLA and EB inactivation after 30 min of (a) the combination of Cl, and SR3y¢-gyonm and
(b) the combination of Cl, and SRg0_800nm at different Cl, concentrations. The darkest blue (C1-211)
and orange (P31) background colors indicate that EB survival was not affected; intermediate shades
of blue and orange colors indicate that EB survival was affected; and the lightest shades of blue and
orange colors indicate that EB was totally inactivated.
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Figure 4. Inactivation of (a) C1-211 FLA and (b) P31 FLA along 30 min of combining Cl, and
SR280-800nm With different Cl, concentrations.

3.3. Endosymbiont Bacteria Inactivation

To assess the disinfection efficiency of the treatments on the environmental endosym-
biont bacteria protected by the studied FLA, EB survival was measured semi-quantitatively
by determining the presence or absence of growth after the treatments. The survival of EB
was categorized as non-affected survival, affected survival, or inactivation, as indicated by
the colors in Figures 1-3. To compare the effectiveness of treatments, the necessary [Cl,],
CT, and F for BRA inactivation were described based on the conditions that resulted in a
total absence of EB growth under the studied conditions (Table 1).

Cl, affected EB survival if the concentration was equal to or higher than 50 mg/L for
both FLA (Figure 1a); EB survival remained unaffected at lower Cl, concentrations. To
achieve complete bacterial growth inactivation, exposures of 500 mg/L for 30 min were
necessary for C1-211, while higher Cl, doses might be necessary for the total inactivation
of P31 EB. The CT value necessary for inactivating C1-211 EB is 12,471 mg.min/L (Table 1),
four times higher than the CT value necessary for C1-211 FLA inactivation (CTg99¢,). In
the case of P31, the CT value necessary for P31 EB inactivation might be higher than
10,820 mg.min/L.

Similar to FLA, EB survival was unaffected after exposure to SR3y0-goonm alone, even
at the highest SR exposures used (900 KW.s/ m2). However, SR280-800nm irradiation did
affect EB. In the case of C1-211, SRyg0-800nm achieved the absence of EB growth after 30 min
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of exposure (900 KW.s/ m?, three times higher fluence than C1-211 FLA). For P31, 30 min of
exposure was not enough to achieve the total inactivation of bacterial growth (Figure 2).

The combination of Cl, and simulated SR dramatically reduced the required concentra-
tion of Cl; for inactivating C1-211 EB growth: from 500 mg/L of Cl, (Figure 1) to 50 mg/L
if combining Cly and simulated SR320-g00nm (Figure 3a) and to 5 mg/L when combining
it with SRog0_goonm (Figure 3b). In the case of P31, doses of 500 mg/L might be necessary
for inactivating EB growth when combining Cl, and simulated SR350g0onm (Figure 3a),
whereas combining Cl; and simulated SR2g0-800nm (Figure 3b) required 100 mg/L of Cl,
for inactivating P31 EB, reducing the necessary Cl, for P31 EB inactivation more than
five times.

4. Discussion
4.1. Acanthamoeba Inactivation by Conventional Treatments: Chlorine and Solar Radiation

Chlorine is a widely used disinfectant, especially in drinking water processes, due to its
efficiency against bacteria. However, higher doses than those typically used (1-5 mg/L) in
freshwater or swimming pool water treatments are necessary to inactivate protozoans [2,35]
such as Cryptosporidium spp., Giardia spp., or Free-Living Amoebae (FLA). Moreover,
effective doses vary among genera; for instance, 1-7 mg/L of free chlorine during 5-30 min
was cysticidal against Naegleria spp., while 10 mg/L of free and combined chlorine for
30 min was effective against Vermamoeba vermiformis [16]. Acanthamoeba, as revealed in the
present study, was reported to be especially resistant to high chlorine doses [18].

The obtained results showed that the Acanthamoeba isolates studied were highly re-
sistant to Clp, needing treatments of 100 mg/L and 250 mg/L for 30 min to achieve the
total inactivation of C1-211 and P31, respectively (Figure la and Table 1). These doses are
100 times higher than those typically used for drinking water processes, explaining the
presence of FLA in drinking water networks, recreational water [12], ornamental foun-
tains [14], or even hospital water [13]. These findings align with Storey et al. [39], who
reported that 100 mg/L of chlorine for 10 min was ineffective for inactivating Acanthamoeba.
Nevertheless, the isolates studied here were more sensitive than others studied previously,
such as Acanthamoeba spp. studied by Gabriel and Panaligan [18] that suffered less than a
2-log reduction after Cly doses of 500 mg/L or some of the isolates evaluated by Coulon
et al. [40] that survived after 2500 mg/L for 30 min. It should be noted that such resis-
tances belong to cysts, which can be between 6 and 30 times more resistant to chlorine
doses than trophozoites [41], while in this study, FLA inoculums contained both cysts
and trophozoites.

The efficacy of chlorine as a disinfectant can be predicted by the CT value [42]. The
results for both Acanthamoeba isolates studied (Table 1) are consistent with findings by Loret
and Greub [15], who compiled FLA inactivation data from different studies and estimated
that the CTogo, for Acanthamoeba cysts was between 1200 and 6500 mg.min/L of Cl,. When
compared with Dupuy et al. [41], both amoebae studied here exhibited greater resistance to
chlorine, achieving a CTogq, of 865 mg.min/L for Acanthamoeba cysts.

Due to the generation of trihalomethanes and other potentially carcinogenic chlorine
byproducts [43], the Cl, doses demonstrated as effective in this study are too high for
practical use in real installations. Therefore, alternatives are necessary.

Solar radiation is used as a disinfectant due to the germicidal power of ultraviolet
(UV) radiation (and thermal heating). This germicidal efficiency is highly dependent on
the wavelength, with the UVC range (200-280 nm) being the most effective, followed
by the UVB (280-320 nm) and UVA (320-400 nm). However, solar disinfection activity
is limited to wavelengths between 290 and 400 nm, as the Earth’s atmosphere naturally
absorbs UVC and part of UVB radiation [2]. In this study, the disinfectant power of two
solar radiation wavelength ranges was evaluated: SRagp-80onm (part of UVB, UVA, and
visible radiation) and SR320-80onm (UVA and visible radiation). These ranges represent
direct exposure to SR and the exposure to SR through a glass or plastic reactor (as in
SODIS processes), respectively. On the one hand, the UVB range directly acts on the
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DNA of cells, inducing the formation of thymine dimers [44] that can inhibit the normal
replication and transcription of DNA [17]. UVB can also damage microorganisms through
photosensitization mechanisms that produce reactive oxygen species (ROS), affecting
different cellular components, including DNA, indirectly. On the other hand, UVA can only
indirectly damage DNA through ROS action; it can also increase the permeability of the
cell [45] and affect vital compounds for cell metabolism and homeostasis [44].

Results revealed that SR350_g00nm (fluences of 900 KW.s/m?) was completely ineffective,
while SRg0-800nm totally inactivated C1-211 FLA after a fluence of 300 KW.s/ m? and
partially inactivated (1.5-log reduction) P31 FLA after 150 KW.s/m?, maintaining this
inactivation rate even after exposure to a fluence of 900 KW.s/m? (Figure 2). These results
point out that the UVB range (280-320 nm) could cause a reduction in FLA, but only the
UVA-induced oxygen reactive species were not effective enough to inactivate these FLA,
though UVA could have a synergistic effect with UVB radiation effects during SRygo_g00nm
assays. The 1.5-log P31 FLA reduction achieved and maintained after 5 min of SR80-800nm
treatment might correspond with trophozoite inactivation. P31 cysts might remain viable
after this exposure, agreeing with Lonnen et al. [19], who reported that solar disinfection
(870 W/m? in the 300 nm-10 pm wavelength range) reduced the viability of A. polyphaga
trophozoites but was ineffective against cysts.

It is difficult to compare these results with previous studies, as long as different
UV radiation wavelengths and light intensities have been studied. Still, the results of
SR320-800nm might align with those of Adan et al. [45], who reported less than a 1-log
reduction in the trophozoites of an Acanthamoeba strain after 125 min of UVA irradiation.
Fgge, and Fgg g, values might help to compare with other studies, though differences
in treatment conditions and whether cysts or trophozoites are studied should be noted
(Table 1). In this context, C1-211 and P31 FLA appear to be more sensitive to SR280-800nm
than the Acanthamoeba strains studied by Heaselgrave and Kilvington [46] and Lonnen
et al. [19]. Heaselgrave and Kilvington [46] irradiated A. castellanii cysts with 550 W/m? of
SR290-800nm and achieved a 2-log reduction after 2 h of treatment (Fggo, = 3960 KW.s/ m2).
Lonnen et al. [19] found that A. polyphaga trophozoites suffered a 2-log reduction after 2 h
of 870 W/m? of SR3p0nm-10um disinfection treatment (Fog, = 6264 KW.s/m?), while cysts
were barely reduced (less than 1-log reduction) after 8 h of solar disinfection (fluence of
28,800 KW.s/m?).

Solar radiation, though considered an interesting alternative to chlorine for water
disinfection as it avoids the formation of organochlorides [43], did not achieve the complete
inactivation of the P31 Acanthamoeba strain studied, underlying the necessity of alternative
disinfection processes.

4.2. Acanthamoeba Inactivation by Advanced Oxidation Process: Combination of Cl, and SR

Powerful oxidizing agents are generated during Advanced Oxidation Processes
(AOPs). These highly reactive species have a biocide effect since they act non-selectively on
biomolecules, compromising the survival of microorganisms [26]. Oxidant species such
as ozone and hydroxyl radicals (*OH) can be generated in situ through Cl, photolysis at
the UV wavelengths characteristic of natural sunlight [24]. Additionally, reactive chlorine
species (RCS) such as C1°*, Cl,*~, and ClO® are formed during this process and may also
contribute to microbial inactivation [29]. Indeed, sunlight-driven chlorine photolysis has
already been demonstrated to dramatically accelerate the inactivation of highly chlorine-
resistant microorganisms such as Bacillus subtilis endospores [27] and Cryptosporidium
parvum [24]. Thus, the inactivation efficiency of the combination of Cl; and SR at two
different wavelength ranges was evaluated.

Results of the combination of Cl, and SR assays (Figures 3 and 4) showed that Acan-
thamoeba reduction could be much more efficient than Cl, or SR treatments alone, especially
when the SRyg800nm wavelength range was used. The combination of 5 mg/L of Cl, and
SR280-800nm for 10 min achieved a 3-log reduction in both C1-211 and P31 FLA, reducing
the necessary Cl; for their inactivation between 20 and 50 times. This presents an interest-
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ing and attractive disinfection treatment for eliminating amoebae from water. Although
SR280-800nm and 5 mg/L of Cly /SR280-800nm treatment were equally efficient against C1-
211 FLA, maintaining a residual disinfection effect after the treatment, as in the case of
Cl5 /SR80-800nm, may produce beneficial results [26]. These results agree with Wang et al.
(2023), who obtained similar efficiencies when testing the combination of 5 mg/L of Clp
and solar radiation against Dictyostelium discoideum amoebae: a 3-log reduction after 10 min
of exposure that increased to a 5-log reduction when the exposure time increased to 20 min.

In comparison, the combination of Cl and SR320-g00nm was effective in removing C1-
211 FLA, but it was counterproductive against P31 FLA. Taking into account that chlorine
photolysis combines multiple mechanisms to inactivate pathogens, (1) a direct reaction
with HOCI/OCl~, (2) direct photolysis by UV irradiation, and (3) oxidizing molecule
attacks (ROS, RCS, and O3) [25], variations between combining Cl, with SRagp-80onm and
SR320-800nm might be related to different disinfection mechanisms implied. The direct
photolysis of chlorine and the subsequent formation of reactive oxidant species are de-
pendent on pH and wavelength. Considering the pH of the assay solutions (Table 2) and
the HOCI acid dissociation constant (pKa = 7.5), OCI™ might be the predominant chlorine
species present in most of the assays combining Cl, and SR. The two shifting chlorine
species (HOC1/OCI ™) have different UV-visible absorption spectra: OCIl~ has its max-
imum absorption coefficient at 292 nm. Hence, the irradiation of OCl~ at 280-800 nm
(during the assays that combine Cl, and SRygp-goonm) might mainly produce ‘OH thanks to
successive reactions (1-6). At wavelengths higher than 320 nm, as those irradiated during
the assays that combine Cl, and SR30-goonm and after successive reactions (7-8), ozone
is principally produced [25,27]. Looking at the results, *OH radicals seem to be a more
efficient inactivation route than ozone for C1-211 and P31 FLA inactivation.

HOCI + hy — *OH+ CI* o)
OCl™ +hv - 0O"*+CI* 2)
OCI~ +hv — CI~ + O(1D) ®3)
O(1D) + H,O — 2 *OH @)
Cl* + HO — HOCL™* + H* (5)
HOCI™* — *OH + CI™ ©)
OCI™ + hv — O@3P) + CI™ %)
0O(3P) + O, — O3 ®)

CI* +OCl™ — CIO® +CI™ )
Cl*+Cl" =Cl,~* (10)

Table 2. pH of Cl, Cly/SRyg0_800nm, and Cly /SR3p0_gnonm assays at different times.

Initial Concentration Cl, Cl2/SR280-800nm Cl2/SR320-800nm
(mg Cl,/L) 0 min 30 min 0 min 5min 10 min 0 min 30 min
0 7.0 7.0 7.0 7.0 71 7.0 74
1 7.0 71 nd nd nd 7.1 74
5 8.4 8.2 8.4 8.6 9.5 8.6 74
10 8.6 7.6 nd nd nd 8.7 8.2
50 9.9 9.0 9.9 10.0 10.3 9.9 9.0
100 10.3 9.6 nd nd nd 103 9.8

Note: nd—not determined.

RCS formed during Cly/SR280-800nm and Cla /SR320_g00nm treatments (reactions 1, 2,
9, 10) might also contribute to microbial inactivation, though it is not clear to what extent
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as long as Cl* reacts more selectively than *OH. In addition, if CI* production varies
according to the irradiated wavelength, this has not been comprehensively studied yet [25].
Hence, the potential microbial inactivation role of RCS in the studied treatments remains
unknown. Since this was not the main objective of the present work, further fundamental
experimentation would be necessary to better understand RCS disinfection power during
chlorine photolysis.

Forsyth et al. [27] suggested activating chlorine with UVA light as an attractive strategy
to enhance the inactivation of chlorine-resistant pathogens. However, lower wavelengths
(as those used during the combination of Cl, and SRagy-g00nm) seem necessary for the effec-
tive inactivation of Acanthamoeba, even in the presence of Cl,. In this sense, Chauque and
Rott [28] evaluated the disinfection capacity of Cly/UVjs4nm against an A. castellanii strain.
They found that low Cl, concentrations (1-8 mg/L) during long UVos4nm (243 W/ m?)
exposure times (two rounds of 90 min) were effective in inactivating both trophozoites
and cysts. Although low Cl, doses were used to reduce the cost of water treatment, high
energy input was necessary to cover those exposure times. Depending on water use and
point-of-use requirements, such long times could not be feasible. Also, whether bacteria
protected inside the amoeba could be able to survive after that treatment was not studied
and remains unknown.

4.3. Inactivation of the Endosymbiont Bacteria Protected Inside Acanthanioeba

Free-Living Amoebae were reported to be protectors of a wide variety of microorgan-
isms (viruses, bacteria, and fungi), making it possible to protect potentially pathogenic
bacteria such as Mycobacterium spp., Vibrio cholerae, Pseudomonas spp., Helicobacter pylori, Lis-
teria monocytogenes, or the most known and studied, Legionella pneumophila [6,7]. Amoebae
undergo a dormant stage called the cyst when environmental conditions are not comfort-
able for their active form. This encystation process involves the production of a robust,
thick wall that confers huge resistance to the amoebae against disinfectants. The cystic
wall of Acanthamoeba is a double-layered wall composed of the ectocyst, which is mostly
composed of proteins and polysaccharides, and the endocyst, mostly composed of cellulose.
Higher cellulose content is associated with increased resistance to biocides [8]. While much
is still to be learned about amoebic cysts, it is known that their composition varies among
strains, leading to variations in resistance against disinfection treatments [40].

Although several studies have reported that the cystic stage is very resistant to harsh
conditions and disinfectants [16], few have explored their capacity to protect the microor-
ganisms inside during these treatments. Some studies have shown that bacteria are more
resistant to disinfection treatments in the presence of amoebae than in their absence. Never-
theless, these findings were often attributed to phenotypical bacterial changes [22,47] or
the scattering of UV light by amoebae [45], rather than to amoeba protection. Few studies
evaluated the inactivation capacity of disinfectants against bacteria protected by amoeba,
and in any case, amoebae were in vitro-infected, and conventional disinfectants such as
chlorine [20], monochloramine, chlorine dioxide [47], or UVs54nm [22] were evaluated. Only
Wang et al. [29] evaluated the inactivation capacity of chlorine photolysis against bacteria
in vitro-internalized inside amoebae. Nevertheless, this study represents the first instance
of evaluating the environmental endosymbiont bacteria protected and carried by amoebae
among disinfection studies.

As a general trend, results showed that exposure doses that compromised FLA survival
were insufficient for EB inactivation. EB survived even when FLA were inactivated (Table 1),
proving that amoebae confer great protection to microorganisms within them, agreeing
with reports by He et al. [22].

In the case of Cl, treatments (Figure 1a), EB might remain unaffected while both
trophozoites and cysts remain barely unaffected (at Cl, concentrations lower than 50 mg/L).
Bacteria inside trophozoites might start to be affected when Cl, concentrations are high
enough to penetrate trophozoites, but cyst structures might remain intact even when inacti-
vated [22], protecting bacteria inside at Cl, concentrations several times higher (Table 1).
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Cly doses above 500 mg/L (CT above 12,000 mg.min/ L) were necessary to totally inactivate
C1-211 EB, while bacteria protected by P31 FLA require higher Cl, doses. These results
disagree with Wang et al. [29], who reported similar inactivation levels of Dictyostelium
discoideum amoeba and Burkholderia agricolaris bacteria protected inside; however, this might
be due to the high chlorine sensitivity of the amoeba (CTgg 94, of 40 mg.min/L) or to a
different relationship between D. discoideum and its associated bacteria [48] compared to
Acanthamoeba [6]. Otherwise, these results agree with Garcia et al. [21], who reported that L.
pneumophila could resist 1024 mg/L of NaOCl when protected by A. polyphaga ATCC 50998.
It should be considered that the basic pH due to such high chlorine concentrations (Table 2)
could also affect FLA survival, though according to Khan [49], Acanthamoeba can grow at
pH ranging from 4 to 12.

Like FLA, SR3p0-800nm alone was unable to affect EB survival. This agrees with reports
by Adan et al. [45], who found that Escherichia coli was barely unaffected after 150 min of
UVA exposure if Acanthamoeba was also present. Conversely, SRyg0-80onm inactivated C1-211
EB growth after 30 min of exposure (900 KW.s/m?), a three times higher dose than the one
necessary for C1-211 FLA inactivation (Figure 2). He et al. [22] also reported that FLA were
able to protect EB inside even after being inactivated by UVys54nm. He et al. [22] observed
that cysts were not broken or damaged after UV254nm radiation, suggesting that cysts can
absorb and screen UV light, letting only a fraction of UV light reach the internalized bacteria.
In the case of P31, SR2gp-goonm affected the bacteria protected, but some EB still survived
after 900 KW.s/m?, not achieving total bacteria inactivation. This might be related to the
fact that such fluence was not enough to inactivate the amoebae that protected them either.

The combination of Cl, and SR, as conventional disinfection treatments, required
higher doses for EB than for FLA inactivation, reinforcing the bacteria-protecting role of
amoebae. The combination of Cly and SR320-800nm required 10 times higher Cl, doses to
inactivate C1-211 EB compared to FLA (50 vs. 5 mg/L, respectively). This disinfection
treatment was not effective against P31 EB as long as it was not effective against P31 FLA
either. In the case of combining Cl; and SR280-800nm, 5 mg/L of Cly was also efficient
to inactivate C1-211 EB, but it was necessary to increase the exposure time from 10 min
(necessary for inactivating C1-211 FLA) to 30 min, while increasing the Cl, dose 20 times
was required to inactivate P31 EB (from 5 to 100 mg/L, compared with P31 FLA). This might
be due to the cyst wall, which might act as a highly resistant shell, providing a protective
environment inside, whether the cyst is active or inactive. The cyst wall resistance is directly
related to its composition and the thickness of the layers, issues that might vary depending
on the FLA strains but also on the culture and environmental conditions [8], potentially
explaining differences in resistance to disinfection treatments between C1-211 and P31.

Comparing with treatments alone, the combination of Cl; and SR and the oxidizing
species (ROS, RCS, and O3) generated resulted in more efficient disinfection treatments,
particularly Cly /SRpsp-800nm, reducing several times the disinfectant doses necessary for
EB inactivation. The combination of Cl, and SR30-800nm required 10 times lower Cl
doses to inactivate C1-211 EB compared to Clp treatment (from 500 to 50 mg/L). This
treatment, equivalent to adding chlorine to a solar disinfection (SODIS) process, though
effective against C1-211 EB, did not achieve EB inactivation for P31 under the conditions
studied, which is in accordance with FLA results. In the case of combining Cl, and
SRo80-800nm~ as applied to FLA, it proved to be a more efficient process than Cl; or SR
alone against EB. Cl, /SRag0_800nm achieved the total inactivation of EB, reducing between
5 and 10 times the necessary Cl, dose. The enhancement in disinfectant efficiency through
chlorine photolysis was also reported by Chauque and Rott [28] inactivating Acanthamoeba
castellanii, Wang et al. [29] inactivating D. discoideum and B. agricolaris, and Zhou et al. [24]
inactivating Cryptosporidium parvum oocysts, among others. Thus, results pose chlorine
photolysis as an attractive disinfection process for further research. Cl doses and exposure
time optimizations could drive ready-to-use disinfection treatments tailored to specific
water uses.
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The generation of byproducts, such as trihalomethanes or haloacetic acids, from
dissolved organic matter (DOM) during chlorination and chlorine photolysis has been
frequently studied. While it is true that chlorine photolysis can reduce byproduct generation
compared to chlorination processes by reducing DOM concentration, chlorine doses, and
exposure time [25], further studies will be necessary to implement this treatment and
prevent undesirable organic byproducts’ formation.

Acanthamoeba can host a wide variety of bacteria within them [6]. Some of the en-
dosymbiont bacteria carried by Acanthamoeba either do not grow under the conditions used
in this study or are even non-culturable, requiring the use of reference bacteria to facili-
tate the visualization of the disinfection results. In this case, bacteria capable of growing
rapidly in a nutrient medium and under an aerobic atmosphere were selected as references.
Nevertheless, this study underlines the significant role amoebae can play in protecting and
transporting potential pathogens throughout the water network.

4.4. Effect of Water Sources: Acanthamoeba Isolated from Natural vs. Artificial Water Sources

Differences in disinfection resistance were observed among the studied amoebae. Sev-
eral studies have previously documented variations in resistance to disinfectants between
different amoeba genera and strains. These differences are usually related to different
cystic wall compositions [41]. Water sources from which amoebae are isolated might also
influence disinfectant resistance, given that amoebae are adapted to different environmental
conditions. As P31 has already overcome several disinfection treatments and inhabits an
artificial water system such as an outdoor swimming pool, where it is constantly exposed
to solar radiation and chlorine presence, it can be expected to be more resistant to all the
treatments evaluated. Indeed, it agrees with Coulon et al. [40], who also reported higher
resistance to disinfectants in the case of Acanthamoeba strains isolated from hospital water
compared to Acanthamoeba strains isolated from river water.

The higher resistance to Clp could be attributed to the constant presence of chlorine
in the swimming pool where P31 FLA was isolated. Regarding solar radiation, since both
amoebae were isolated from outdoor water environments reached by solar radiation, the
differences found are likely to be due to the lower turbidity of the outdoor swimming pool
where P31 FLA inhabited compared to the river where C1-211 FLA inhabited. In freshwater,
numerous particles and microorganism aggregates can cause turbidity and scatter UV
light [35] and thus, C1-211 FLA might be less accustomed to direct solar radiation. Given
that P31 FLA was more resistant to Cl, and SR treatments, it was also expected to be more
resistant to their combination. What raises significant concern is that the more resistant
the Acanthamoeba strain was, the higher the disinfectant doses were required to inactivate
their EB.

Based on the differences found, water disinfection protocols should be tailored to
the source and intended use of the water. Freshwater or reclaimed water might contain
amoebae similar to C1-211, and depending on its further use, a treatment capable of inacti-
vating environmental FLA from freshwater and their protected bacteria should be used as
a preventive measure (according to results, disinfecting with 5 mg/L of Cl,/SR280-800nm
for 30 min). In contrast, for water uses where the need for complete disinfection becomes
imperative, such as hospitals or refrigeration towers, a more aggressive treatment would
become necessary for inactivating FLA that are adapted to artificial water systems and
their intracellular bacteria, such as Acanthamoeba P31 (according to results, 100 mg/L
of Clp/SR280-800nm for 30 min). As these conditions are too demanding, further studies
with longer exposure times and lower chlorine concentrations, as Chauque and Rott [28]
recommended, are necessary.

This study, by comparing amoebae strains isolated from different water sources,
provides insight into the importance of preventive measures for ensuring water quality.
Environmental amoebae from freshwater, such as C1-211 FLA, can be very resistant to
conventional treatments and easily reach artificial water systems. There, the endosymbiont
bacteria carried by amoebae can be released and colonize the water system, posing a
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health threat to exposed individuals. If additional FLA-ineffective treatments are included
downstream, such as chlorination at swimming pools, the most resistant strains will
be selected and will colonize the water system (as P31 FLA), making future efficient
disinfection extremely difficult and leading to possible recurrent outbreaks of, e.g., Legionella
pneumophila [13] or antibiotic-resistant bacteria [23]. If FLA-efficient disinfection treatments
were established at water treatment plants, FLA populations in human-made water systems
could be reduced. As it can be too expensive and difficult to include such treatments for
large amounts of water, more aggressive treatments for lower flows would be convenient at
specific points of water use where more sensitive people can be exposed, such as hospitals
or swimming pools for children and elderly people.

In this context, Cly/SR2g0-800nm emerges as an interesting point-of-use treatment
widely applicable since both chlorine and solar radiation are the most extended disinfection
treatments worldwide, especially in developing areas [27], and would improve protection
against other pathogens too [30]. Nevertheless, dissolved organic matter (DOM) should be
considered as it may promote the formation of harmful byproducts when reacting with
chlorine, determining the viability of the process. In this regard, the treatment may be more
suitable for low-DOM waters [24,27], and further studies should be developed considering
this issue.

As chlorine is the baseline disinfectant due to its high efficiency in pathogen removal
cost-effectiveness, the results and methodology presented herein can serve as a valuable
reference for further research aimed at optimizing the present conditions for a ready-to-use
point-of-use treatment.

5. Conclusions

e  Conventional chlorine and solar radiation disinfection treatments required high disin-
fectant doses and were not effective against the endosymbiont bacteria protected by
the amoebae studied.

e  The combination of Cl, and SR3pp-goonm was effective against the freshwater Acan-
thamoeba strain and its endosymbiont bacteria, reducing 10 times the required Cl,
dose. Additionally, the Cl; and SR2g0-800nm combination was effective against both
Acanthamoeba and their endosymbiont bacteria, reducing between 5 and 100 times the
necessary Cl, dose.

e  The inactivation of EB requires the prior inactivation of Acanthamoeba cysts, and
because of that, the disinfectant doses for efficient disinfection were up to 20 times
greater than those used for cyst inactivation.

e The Acanthamoeba strain isolated from pool water (P31) and, consequently, the EB
protected inside showed considerable higher resistance to the combination of Cl,
and SRyg0-g00nm compared to the Acanthamoeba strain isolated from freshwater (C1-
211), suggesting that higher disinfectant doses may be required to eliminate amoebae
previously exposed to chlorine and solar radiation.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Disinfection treatments are necessary for the safe use of water, but Free-Living Amoebae (FLA) are known to
11,02/5R resist conventional processes, posing a health threat to water users that increases due to the endosymbiont
Acanthamoeba bacteria (EB) FLA can carry inside. Advanced Oxidation Processes are promising disinfection treatments that
:5‘;‘::‘:;;:::’“49 have been extensively studied on bacteria but hlave barely been slfu‘]ir'd on FLA aE EB yel. For the first lim('.AJ the
Endosymbiont bacteria H,0, and 1 d (SR) against Acanthamoeba and their EB
Disinfection was evaluated. Its performance was compared to only H,O, and solar radiation (SR) at 280-800 nm. The in-
fluence of Acanthamoeba origin was also cvaluated. Concentrations of 7 to 10 mM 11,0, were necessary for
inactivating Acanthamoebae, but 25 mM was required to kill EB. SR was inefficient for the used-to-solar-cxposure
Acanthamoeba strain. Hy05/SR improved the disinfection efficiency of treatments alone. 5 mM of Hy0,/SR for 5
min eradicated both Acanthamoebae and EB, reducing up to 6 and 30 times the Hy0; dose and the SR fluence
necessary, respectively. The Acanthamoeba strain that had already ¢
to all the treatments than the freshwater strain. This study underlines the protective role of amoebae in disin-
fection processes and the wide pathogenic microorganism spectrum that can overcome water treatments thanks
to this “trojan horse”. More research is needed to optimize conditions and establish H,0,/SR as an efficient
disinfection treatment that prevents waterborne and nosocomial infections of endosymbiont microorganisms

d solar

inactivation efficiency of ¢

water was more

according to water usc.

1. Introduction

Water disinfection is necessary to prevent waterborne diseases [1].
However, there are potentially pathogenic microorganisms that can
overcome conventional water treatments and pose a public health threat
[2]. Among them, free-living amoebae (FLA) are opportunistic patho-
gens that develop a cystic stage, which is very resistant to harsh con-
ditions and disinfection treatments such as chlorine or ultraviolet
radiation [3]. In addition, FLA can also become a reservoir of potentially
pathogenic microorganisms since some bacteria -and other microbes-
can survive inside them after being ingested by the amoeba or after
infecting the spp., Mycob ium spp. or Pseudo-
monas spp., among others, are common endosymbiont bacteria trans-
ported by FLA [4]. Some species, such as Vibrio cholerae and Legionella

Yon. Tooinned

pneumophila can even multiply inside FLA. In addition, endosymbiont
bacteria can become more virulent and antibiotic-resistant after their
intra-amoeba life [5].

Thanks to FLA protection, pathogenic endosymbiont bacteria can
overcome water treatments [6], go through water systems unnoticed by
microbiological controls, and colonize tap water, swimming pools, air
conditioning devices, cooling towers or even hospital water systems,
enhancing the risk of infection among water users [7]. As examples,
Fernandez [8] reported the presence of potentially pathogenic endo-
symbiont bacteria inside FLA isolated from swimming pools and
Muchesa et al. [9] detected amoeba-associated L. pneumophila in hos-
pital water networks. Regulations play a key role in protecting people
from possible infections and outbreaks; however, FLA are neglected
across regulations related to water uses where FLA or endosymbiont
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infection results concerning [7]. For example, Greek and Italian regu-
lations allow water reuse for cooling towers and condensers, but do not
include any protozoa as a microbiological indicator control, under-
estimating the health risk [10]. These devices are typically colonized by
FLA and become infective hotspots for endosymbiont bacteria such as
Legionella pneumophila [5]. Thus, all these scenarios become a risk for
public health and threaten the achievement of sustainable development
goal number six, “water safety”, from the 2030 Agency of United Na-
tions [11]. To face this issue, disinfection treatments against FLA and the
endosymbiont bacteria they protect inside must be evaluated.

Acanthamoeba spp. is the widest-spread and better-studied FLA
genus. It is the most frequently found FLA genus, both in natural and
artificial water [4,6], is the cause of different infections, such as keratitis
or encephalitis, and can host a wide variety of potentially pathogenic
bacteria inside [12]. So, it becomes an interesting model microorganism
for studying FLA. Several studies reported that Acanthamoeba spp. can
resist conventional disinfection processes such as chlorination, ultravi-
olet radiation or ozonization [13]. Thus, alternative disinfection treat-
ments are necessary.

Hydrogen peroxide (H205) is known to be one of the most efficient
Acanthamoeba disinfectants for contact lens care solutions [14]. This
compound is also employed as a disinfectant for health-care settings,
pipe disinfection and surface decontamination [15]. Indeed, this disin-
fectant was considered a control mechanism for Legionella in the water
network of an Italian hospital [16]. However, as far as the authors know,
H,0, efficiency against endosymbiont bacteria protected by Acantha-
moeba has never been evaluated.

Disinfection with UV radiation has been gaining traction in water
disinfection in recent years. Its germicidal effect lies in damaging the
DNA of microorganisms, impairing their growth or replication [17]. It is
an interesting treatment that avoids the formation of the carcinogenic
organochlorides produced by chlorination [18]. The high energy input
requirement of UV lamps is a disadvantage to consider, especially in
developing areas. Thereby, solar radiation, as a natural UV source, is
gaining interest as an environmentally sustainable and low-cost disin-
fection treatment [17]. However, its efficiency varies depending on the
targeted microorganism. Lonnen et al. [19] reported that a S-log
reduction of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa was achieved
after 2.5 h of solar radiation, while A. polyphaga cysts showed less than a
1-log reduction after 8 h of treatment. Thus, protozoa and, probably
more worrisome, endosymbiont bacteria are still an open issue in solar
radiation disinfection.

The inactivation of microorganisms can be improved by Advanced
Oxidation Processes (AOPs). AOPs rely on hydroxyl radicals (OH) and
other reactive oxygen species (ROS) formation, very reactive molecules
that attack non-selectively, degrading compounds and inactivating mi-
croorganisms [20]. Solar-driven AOPs, also found in literature as
photo-induced AOPs, have raised interest in the last decades as long as
they reduce considerably treatment costs and turn the treatment into a
clean technology [21,22]. Combining Hy0, and solar radiation
(H20,/SR) turns into a solar-driven AOP, known to be effective as a
disinfection treatment against Escherichia coli [23], total faecal co-
liforms, Enterococcus [22], Legionella jordanis [24], Pseudomonas aerugi-
nosa, MS2 virus [25], somatic coliphages, F-specific RNA bacteriophages
[26], Fusarium solani [27] and Fusarium equiseti chlamydospores [28].
Hy05/SR  avoids photocatalyst removal or pH corrections
post-treatments as long as HyO auto-decomposes into water and oxygen
[29], turning the treatment into an advantageous solar-driven AOPs.
Indeed, it has been evaluated as a wastewater treatment for small urban
wastewater treatment plants [23], as a tertiary wastewater treatment
[30] and for reclamation purposes [26]. Thinking of Acanthamoeba and
BE public health risks, HyO2/SR seems like an attractive process for
disinfecting closed-water systems where these microorganisms can be
specially threatening, such as swimming-pool, spas, hospital or health-
care water systems.

The efficiency of some AOPs and solar-driven AOPs, such as chlorine
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photolysis or TiO, photocatalysis, against amoebae [19,31] and, ina few
cases, against bacteria protected by amoebae [32,33] has already been
evaluated, but the efficiency of H2O2/SR has never been evaluated
against Acanthamoeba or their endosymbiont bacteria. Thus, the main
goal of the present study is to evaluate the efficiency of combining H,02
and simulated solar radiation (Hy0»/SR) inactivating Acanthamoeba
(FLA) and their endosymbiont bacteria (EB) protected inside the isolated
amoeba. The efficiency of H»02/SR was compared to the efficiency of
H,0, and solar radiation (280-800 nm) treatments alone. The influence
of Hy05 and solar radiation (SR) doses and the water source where
Acanthamoeba strains come from were also evaluated.

2. Materials and methods

7 q

21, A ’ strains

Two different FLA strains were tested: Acanthamoeba P31 (GenBank
accession No. KY038362), isolated from an open swimming pool in
Zaragoza, Spain [34] and Acanthamoeba C1-211, isolated from the
freshwater of the river Noguera Ribagorzana in Lérida, Spain. Isolation
was performed as described by Garcia et al. [4], and PCR and further
sequencing were performed as described by Schroeder et al. [35]. The
sequence was compared with the GeneBank database with the BLAST
bioinformatic tool, and it was registered under the accession number
0Q927217.

Both strains were grown at 30 °C in protease peptone, yeast extract
and glucose (PPYG) medium supplemented with 250 pg/mL strepto-
mycin, 250 pg/mL penicillin and 30 pg/mL fungizone to avoid
contamination until trophozoite encystation occurred.

it g

2.2. Disinfection tr and

sampling

preparation,

Disinfection treatments evaluated were hydrogen peroxide (H202)
and its combination with solar radiation (H,0,/SR). Before each treat-
ment, FLA inoculums were prepared by centrifugation at 6000g for 10
min from PPYG medium axenic cultures and washing in a saline solution
(0.9% NaCl) afterward. Taking a 3-log removal as a criterion of efficient
disinfection [36], the FLA initial concentration was adjusted between
1-10* to 2:10* cells/mL. All the assays were developed at room tem-
perature in batch reactors with a perfect blend. Reactors consisted of
sterilized pyrex glass open beakers with a volume of 20 mL under con-
stant agitation. H,0, disinfection assays were developed in dark con-
ditions and prepared by diluting hydrogen peroxide 30%, v/v, Panreac
Quimica S.L.U. (Barcelona, Spain) in ultrapure sterilized water.
H30,/SR assays were conducted in an Atlas Suntest CPS+ /XLS+ solar
chamber provided with a xenon lamp. This system reproduces natural
sunlight conditions. Samples were exposed to wavelengths between 280
and 800 nm. All the essays were carried out with 500 W/m? which
corresponds to 50% of the light intensity of the midday equatorial solar
radiation [17]. The temperature was maintained below 30 °C during the
assays so that only solar radiation (and not heating) was involved during
the disinfection process.

Concentrations of HyO; studied ranged between 1 and 25 mM (34
and 1700 mg/L), according to a previous screening test [37]. The
maximum exposure time was set to 30 min. For H,0, assays, aliquots
were sampled at the initial and final times of the assay. In the case of
Hy0,/SR assays, samples were also taken during the experiment. An
assay without HyO5 in darkness was evaluated as a control. To determine
only the SR effect, an assay without H,O, under SR was also evaluated.
The survival of Acanthamoeba (FLA), the survival of their endosymbiont
bacteria (EB), and the residual H2O2 concentration were evaluated from
aliquots. Assays were performed in duplicate.

H30, initial and residual concentrations were measured following
the spectrophotometric method using metavanadate from Nogueira
et al. [38]. Absorbance was read by a Jenway™ 6305 UV/visible
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spectrophotometer (Fisher Scientific S.L., Madrid, Spain) at 450 nm.

SR exposure was quantified by the SR dose or fluence (F), which is
calculated as the product of the light intensity and the exposure time: F
= light intensity (W/m2) x time (s), in W.s/m? [39,40].

2.3. Determination of A h ba inactivation

The survival of Acanthamoeba was determined using the most prob-
able number (MPN) procedure adapted from Beattie et al. [41]. A so-
dium thiosulfate solution was added to the aliquots for H0y
neutralization. 10 pL of the aliquots sampled and their dilutions @ao°,
10’1, 10~2) were inoculated onto Non-Nutrient Agar (NNA) plates
covered by heat-inactivated Escherichia coli. Each inoculation was per-
formed in quintuplicate. Also, 100 uL of the aliquots sampled were
inoculated in quintuplicate on a plate. Plates were incubated during 15
days at 30 °C and regularly observed under an optical microscope
looking for presence or absence of growth. Results were reported using
an MPN table [41]. If no amoebic growth was detected in the 10 uL
aliquots, then the 100 pL aliquots were checked for growth; no growth
indicated total kill of the amoebae.

FLA inactivation was defined as a logarithmic reduction (N/Np),
where Ny and N were the most probable numbers of viable cells before
and after t time of the treatments. For H,0, assays, FLA inactivation was
recorded as a function of H,0; concentration (mmol/L and mg/L). In the
case of Hy0,/SR assays, FLA inactivation was recorded as a function of
exposure time (min) and as a function of fluence (KW.s/m?).

The necessary Hy0, concentration and fluence for a 2-log
([H202]99%, Fogy) and a 3-log ([H202]99.9%, Fa9.9%) FLA reduction
were estimated from the linear regression section of the FLA inactivation
curves. FLA inactivation curves were obtained by Microsoft Excel 365
Software.

2.4. Determination of EB inactivation

The survival of the environmental EB protected and carried by the
Acanthamoeba under study was determined qualitatively. A sodium
thiosulfate solution was added to the aliquots for H2O2 neutralization.
100 pL of the aliquots sampled were inoculated in quintuplicate on a
Miieller Hinton plate. Plates were incubated during 48 h at 37 “C and
observed for the presence or absence of growth. Aliquots sampled from
control assays were used to compare endosymbiont bacterial growth.
Results are expressed as three qualitative categories: non-affected sur-
vival if bacteria growth was similar to control; affected survival if a
reduction of bacteria growth was appreciated compared to control; and
inactivation of bacteria if no bacteria growth was detected after the
treatment. The necessary H,0; concentration (mmol/L) and F (KW.s/
mz) for EB total inactivation were described by the conditions that led to
a total absence of bacterial growth under the conditions studied.

3. Results and discussion

3.1. Inactivation of A h ba by H20; tr

H203 has been used for many years as a disinfectant for drinking
‘water treatments, decontamination of medical devices [42] or biofilm
growth control [43] due to its efficacy against a wide spectrum of mi-
croorganisms and reasonable manipulation safety. It is also considered
an environmentally friendly treatment as long as no toxic by-products
are produced, in contrast to chlorination treatments [16]. The effi-
ciency of H,0, against Acanthamoeba has been especially studied for
contact lens formulation purposes [13] but, as far as the authors know,
never for water treatment purposes, which are less demanding.

To determine the disinfection effectiveness of HyO,, Acanthamoeba
inactivation was evaluated after 30 min of exposure to HyO, concen-
trations that varied from 1 to 25 mM (Fig. 1). As HyO, concentration
increased, the number of Acanthamoeba cells was gradually reduced.
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Fig. 1. Inactivation of Acanthamoeba and their EB after HyOy treatment. The
darkest blue (C1-211) and orange (P31) back colors indicate that EB survival
was not affected; the intermediate blue and orange colors indicate that EB
survival was aflected; the clearest blue and orange colors indicate that EB were
totally inactivated.

Total inactivation was reached after exposure to 7 mM (238 mg/L) and
10 mM (340 mg/L) H,0; for 30 min in the cases of C1-211 and P31
Acanthamoeba, respectively. Necessary H,0; doses for achieving a 2-log
and 3-log reduction of Acanthamoebae (Table 1) were estimated through
the equation obtained from the linear part of the graphic (Fig. 1).
C1-211 Acanthamoeba required 3.7 and 5.6 mM of HyO5 to be reduced 2
and 3 logarithmic units, respectively. P31 Acanthamoeba required higher
doses: 6.4 and 9.9 for a 2- and a 3-log reduction, respectively.

Comparing with the literature, the evaluated strains were much more
sensitive than most of the Acanth ba strains 1 d so far [13],
but most of these studies correspond to contact lens formulation ana-
lyses in which high doses (in the molar range rather than millimoles)
and especially resistant A h ba strains are eval d. The sensi-
bility of FLA to disinfectants is highly variable among amoeba genera,
species and strains; for example, Coulon et al. [3] reported resistances to
H,0, among different Acanthamoeba strains that varied from less than a
1-log reduction after 30 min to a 4.8-log reduction after 20 min. It might
also be considered that such high resistances reported before corre-
sponded to cysts, while the inoculums here evaluated contain some
trophozoites and immature cysts, which are more sensitive than cysts
[44].

The Acanthamoeba cyst wall is composed of two highly impermeable
layers, the endocyst and the ectocyst, made up of a complex poly-
saccharide based on glycans and cellulose fibrils [45]. Pores are found
where the endocyst and the ectocyst meet. The number of these pores,
the cyst wall thickness and the cystic age might influence the suscepti-
bility to chemical disinfectants and biocides of every strain [46]. This
might explain the differences found in C1-211 and P31 Acanthamoeba
H,0, susceptibility, and also the differences with Acanthamoeba strains
reported before, though other factors might also be involved. It should
be considered that HyO, disinfection studies are difficult to compare as
long as experimental conditions are completely different regarding
disinfection purpose, strains targeted, water matrix or contact time.
Even units of measure lack standardization: mg/L, % (w/v), % (v/v) or
mM are mixed across literature [15].

3.2. Inactivation of endosymbiont bacteria by H,0 treatment

The bacterial vector and protector roles of amoebae have been
widely studied so far. Several reviews reported the huge variety of
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Table 1
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Disinfectant doses for a 2-log and a 3-log Acanthamoeba reduction and EB eradication. 11,0, concentration (mM) and fluence (KW.s/m?) for a 2-log ([I1,05]04 and
Tyg) and 3-log ([11,0,] a9 05 and Fyg o) reduction of FLA and for cradication of EB ([11,0,]: and Fyg).

C1211 P31
Treatment [H05] 905 [H202] 99,00 [H202] gs [H202] 904 [H205] 99,9 [H,0;] e
H,0, 37 5.6 25 6. 9.9 25
Treatment Foous, Foo.0% Fen Foou, Foo.09 Fin
SR 162.1 2923 900 - - > 900
1 M H,0,/SR 57.3 87.1 900 163.3 277.2 900
3 mM H,0,/SR 47.2 68.6 300 347 56.7 900
5 mM Hy0,/SR 10.6 15.8 150 19.1 29.0 150

bacteria genera -and other microorganisms- amoebae can carry inside,
many of them potentially pathogenic for human health [5,7]. However,
disinfecting bacteria protected inside amoebae has barely been studied;
only chlorine, monochloramine, chlorine dioxide, UV254 i and chlorine
photolysis against bacteria protected by amoebae have been evaluated
so far [33,36,47]. Thus, this is the first study in which the effect of Hy0
disinfecting bacteria protected by amoebae was analyzed.

To determine the inactivation effectiveness of H,0, against EB,
bacteria’s survival was evaluated by the presence or absence of bacterial
growth after 30 min of exposure to H2O» concentrations that varied
from 1 to 25 mM. In Fig. 1, colors represent the three qualitative cate-
gories established for EB survival. Results show that both C1-211 and
P31 EB required an exposure time of 30 min to 25 mM (850 mg/L) Hy0,
to get inactivated. According to Mohammed [48], 35 mg/L of Hy0,
(1 mM) can control waterborne bacteria, suggesting that bacteria might
resist higher H,0, doses when protected inside amoebae than free
bacteria. This fact was already demonstrated with chlorine; Garcia et al.
[49] reported that L. pneumophila resisted four times higher chlorine
doses while being protected by A. polyphaga.

Comparing with H,O, inactivating FLA results, between 2.5 and 3.5
higher disi ant doses were y to inactivate EB than to inac-
tivate the Acanthamoeba that carries them inside (Fig. 1 and Table 1).
This agrees with reports by He et al. [47], who found that the Bur-
kholderia bacterium required higher doses of chlorine and chlorine di-
oxide than its protective Dictyostelium discoideum amoeba to get
inactivated. These results underline the strong protective role of
amoebae, which might be related to the cyst wall’s robustness and the
H,0, action mechanism.

H20; affects microorganisms through internal and external damage
[43]. On the one hand, internal damage is related to -OH radical gen-
eration through intracellular Fenton reactions, produced when H,0; is
combined with mainly ferrous but also ferric inner ions [50], DNA
damage [43] and mitochondrial function affection [51]. On the other
hand, the external mechanism of HoO damage is based on the cell wall
attack and permeability increase, which allow extra H,0, inflow and
further damage as well as an overall detrimental effect on cell viability
[43].

As shown in Fig. 1, P31 EB survival was affected by all the HyO,
doses evaluated. On the contrary, C1-211 EB survival remained unaf-
fected until C1-211 Acanthamoeba was completely inactivated. A higher
proportion of P31 trophozoites than cysts might be present during the
assays, which are more sensitive, and the affected P31 EB at lower HyO2
doses might be those liberated by the affected and dead trophozoites.
Regarding C1-211 results, its EB might be well protected and not
released outside, even though the disinfectant might penetrate C1-211
trophozoites and cysts and inactivate them. Maybe the cell compartment
endosymbiotic bacteria inhabit inside amoebae [5] or the expulsion of
vesicles fulfilled with EB by amoebae, which can also provide protection
[7], may influence EB inactivation to some extent.

European Union regulations establish 25 mg/L (0.7 mM) H20; as the
maximum dose for drinking water disinfection and accept 5 mg/L as the
residual concentration [52]. The United States Environmental Protec-
tion Agency [39] recommends a residual concentration of H,0; between

25 mg/L (0.7 mM) and 50 mg/L (1.5 mM) in drinking water. Taking
these regulations into account, C1-211 and P31 Acanthamoebae as well
as their EB, can easily overcome water treatment plants based on this
disinfecting process, colonize water systems as pipes, taps, fountains or
hospital showers, among others [7] and pose a health threat to people
exposed. Thus, effective alternatives to HyO» disinfection are necessary
to inactivate Acanthamoeba and EB.

3.3. Inactivation of A h ba and endosymbi
treatment

bacteria by SR

Solar radiation (SR) has been widely used due to its germicidal
power. The wavelength range that arrives at the Earth comprises
290 nm to 800 nm that is, UV-B and UV-A [17], similar to the wave-
length range used in this study. This radiation inactivates microorgan-
isms in a direct (DNA dimer formation and damage) and indirect
(oxidative damage produced by the increase of intracellular ROS and
photo-Fenton reactions) way [43]. This environmentally friendly and
cost-effective disinfection process proved to be especially effective
against some bacteria and viruses, but protozoa are known to be more
resistant [39].

To determine the effectiveness of SR, FLA and EB inactivation were
evaluated at different times during 30 min of exposure to 500 W/m? of
simulated SR. Necessary SR fluence for achieving a 2-log and 3-log
reduction of Acanthamoebae (Table 1) were estimated through the
equation obtained from the linear part of the graphic (Fig. 2.a and 2.b).
Results show that FLA (Fig. 2.a and 2.b) and EB inactivation (Fig. 3)
were dependent on the UV dose: the longer the exposure, the higher the
inactivation rate achieved. C1-211 Acanthamoeba required 10 min of SR
to be totally inactivated (F = 300 KW.s/mz)A In the case of P31 (Fig. 2.b),
SR achieved a 2-log Acanthamoeba reduction during the first 5 min and it
was maintained up to 30 min, not achieving total inactivation. P31
Acanthamoeba initial reduction might correspond with trophozoite or
immature cyst inactivation (that can be present in the initial inoculum of
the assays), whereas cysts might remain viable and require more than
900 KW.s/m? to be completely inactivated. This result agrees with re-
ports by Lonnen et al. [19] who stated that SR300 nm - 10 ym Was effective
in inactivating A. polyphaga trophozoites, but ineffective against the
cysts.

Comparisons with the literature are complicated due to differences in
UV radiation wavelengths and light intensities. Still, C1-211 and P31
Acanthamoeba strains are more sensitive than the A. castellanii cysts
irradiated with 550 W/m? of SR;90_g00 nm that were 2-log reduced after
2 h of treatment (Fogy, = 3960 KW.s/m?) by Heaselgrave and Kilvington
[53]. Acanthamoeba strains under study are also more sensitive than the
A. polyphaga evaluated by Lonnen et al. [19], whose trophozoites ach-
ieved a 3-log reduction after 2 h (Fyg,99% = 7200 KW.s/mz), while cysts
were reduced less than a 1-log after 8 h of 870 W/m? of SR300 nm - 10 pm
(F = 28800 KW.s/m?).

Like H,0, disinfection assays, disinfectant doses to inactivate EB
were higher than those necessary to inactivate their protective Acan-
thamoeba. C1-211 EB required three times the necessary fluence (Fpg =
900 KW.s/m?) to totally inactivate the protective Acanthamoeba. In the
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Fig. 2. Inactivation of (a) C1-211 and (b) P31 Acanthamoeba along SR and H,0,/SR treatments with different 1,0, doses.

case of P31 EB, since 30 min of SR exposure were not enough to inac-
tivate P31 Acanthamoeba, they were also not enough to inactivate their
EB (Fig. 3.b); thus, doses higher than 900 KW.s/m? of SR exposure are
necessary. This fact was also reported by Adan et al. [32], who found
that 150 min of UVA radiation barely affected Escherichia coli in the
presence of Acanthamoeba. However, E. coli survival was not related to
amoeba protection but to amoeba scattering of UV light. The present
results also agree with the reports by He et al. [47], who described that
Dictyostelium discoideum amoeba was able to protect the Burkholderia
bacterium inside even after being inactivated by UVys4 nn. He et al. [47]
suggested that cysts can absorb and screen UV light, so that protected
bacteria can only be attacked by a fraction of UV light.

As solar radiation did not achieve efficient inactivation of P31
Acanthamoeba or P31 EB, alternative disinfection treatments are still
necessary.

3.4. Inactivation of Acanthamoeba and endosymbiont bacteria by H202/
SR treatment

Combining H,05 with solar radiation can become a highly efficient
disinfection treatment that considers Hy0,, solar radiation and

Advanced Oxidation Process (AOP) advantages. The microbial inacti-
vating mechanism of the Hy0,/SR treatment is controversial and still
remains unclear [26]. Most of the studies developed so far evaluate the
inactivation of bacteria; however, this is the first study in which the
inactivation of amoebae and endosymbiont bacteria has ever been
evaluated.

To determine the effectiveness of HoO2/SR, Acanthamoeba (Fig. 2.a
and 2.b) and EB (Fig. 3) inactivation were evaluated at different times
during 30 min of exposure to HyO, concentrations that varied from 1 to
25 mM combined with 500 W/m2 of simulated SR. As a rule, results
show that the H,0, and SR combination enhanced the inactivation of
both Acanthamoeba and EB, compared with HoO2 and SR treatments
alone, which agrees with previous studies [22-28], in which the inac-
tivation of E. coli, total faecal coliforms, Enterococcus, Legionella jordanis,
Pseudomonas aeruginosa, MS2 virus, somatic coliphages, F-specific RNA
bacteriophages Fusarium solani and F. equiseti by Hy0,/SR was evalu-
ated. Indeed, the total inactivation of P31 Acanthamoeba was achieved at
any of the H,0, doses evaluated under H,0,/SR experiments, while it
was not achieved by only SR treatment. This agrees with reports by
Chauque and Rott [31], who found that the NaOCl/UV AOP could
inactivate A. castellanii while only UV radiation could not.
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Fig. 3. Inactivation of C1-211 and P31 EB after SR and I1,0,/SR treatments.
Bacteria survival is semiquantitative indicated in colors: red color means un-
affected bacterial survival, orange color means affected bacterial survival and
green color means completely inactivated bacteria. Black stars indicate the
exposure time and fluence necessary to inactivate the corresponding FLA at the
different H,0, doses evaluated.

Combining 1 mM H»0; (34 mg/L) and SR, the necessary time and
fluence to inactivate C1-211 and P31 FLA were reduced 3-4 folds
compared to only SR treatment (from 300 and higher than 900 KW.s/m?
to 75 and 300 KW‘s/mz, respectively), while EB inactivation was barely
improved (F = 900 KW.s/m?). 3 mM Hy0,/SR sharpened the reduction
of the necessary exposure time to inactivate Acanthamoeba P31 five
times (60 W/mz) but did not improve the EB inactivation (Fgg = 900
KW.s/m?). In the case of C1-211, contrastingly, 3 mM H205/SR
(102 mg/L) maintained FLA and reduced EB inactivation time and flu-
ence to 300 KW.s/m>. This fact was also observed in the 5 mM H,0,/SR
(170 mg/L) assays against P31; FLA inactivation was barely improved
compared to the 3 mM H202/SR treatment, while the necessary time
and fluence to inactivate its EB were reduced. This suggests that, under
1 mM or 3 mM H30,/SR treatment for C1-211 and P31, respectively,
the inactivation mechanism(s) were not enough to reach and attack
endosymbiont bacteria, but higher Hy02 doses might enhance them to a
greater extent that causes EB inactivation.

Increasing H,0; doses to 5 mM accelerated sharply both FLA and EB
inactivation: C1-211 and P31 FLA were totally inactivated 20 and
higher than 30 times faster (15 and 30 KW.s/m?, respectively), and their
EB were totally inactivated at least 6 times faster compared to only SR
treatments (150 KW.s/m? for the EB of both Acanthamoeba). These re-
sults agree with reports by Polo-Lépez et al. [24] and Martinez-Garcia
et al. [25], who proved that 0.3 mM and 0.03 mM H205/SR reduced 3
and > 20 folds the necessary SR exposure time to inactivate L. jordanis
and MS2 virus, and that increasing to 1.5mM and 0.15 mM Hz0,
enhanced inactivation until reducing 6 and 100 folds the necessary
exposure time, respectively, compared with only SR treatment. Mamane
et al. [20] evaluated the inactivation of different viruses and E. coli
through Hy0,/UV (A > 295 nm) and also found that it increased with
the initial H,O, dose, agreeing with the results here obtained.

There is evidence that a synergistic effect between SR and Hy0, takes
place [28]. The high efficiency of the HyO5/SR treatment might be due
to the combination of multiple mechani that acct cellular
damages and inactivate the FLA and EB under study: (1) the H,O; in-
ternal and external damage, (2) the SR direct and indirect damage, (3)
the damage produced by the OH formed through Hz0> photolysis,
though it might be lower than Hy0,/UV-C treatments due to the Hy0y
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UV absorbance spectra [54]; and (4) the (photo-)Fenton reactions
developed after inner iron ions release due to direct UV and indirect ROS
damage to iron-containing clusters [43] and iron-containing proteins
[28]. All these mechanisms produce highly reactive ROS and, especially,
‘OH, which is responsible for initiating free radical and cytotoxic reaction
cascades that damage DNA, proteins and lipids. Temperature increase is
also known to promote microbial inactivation during the H,0,/SR
process [28], but under the experimental conditions stated, it is not
considered for so, as long as it was controlled and maintained up to
30 °C throughout the treatments.

In addition, some reactions that take place intra- and extra-cellularly
might feed back themselves; as shown in Table 2, in HyO2/SR treat-
ments, H,0, concentration showed an initial decrease but a latter in-
crease that even implies concentrations higher than initial ones. Under
solar light, H,O, cellular regulation systems such as catalase and su-
peroxide dismutase (SOD) enzymes, are hampered, leading to an H202
over-accumulation [55], which could be liberated once the amoebae
and/or the bacteria are damaged, increasing extracellular levels.

Further and fundamental studies, as well as ultrastructural analyses
similar to those developed by He et al. [47] and Wang et al. [33], should
be developed to better understand the inactivation mechanisms that
may occur during both Acanthamoeba and BE inactivation by H,0,/SR
treatment and optimize disinfection conditions.

Increasing to 7 mM Hy0,/SR reduced the necessary time to inacti-
vate C1-211 EB to 2.5 min (75 W.s/m?) and to 0.5 min (15 KW.s/m?)
the necessary time to inactivate P31 Acanthamoeba. 10 mM H»0,/SR
did not improve Acanthamoeba or EB inactivation. 25 H,O, mM com-
bined with SR reduced the P31 EB eradicating time to 1 min (Frg = 30
KW.s/m?), while in the case of C1-211, results were maintained even
though the Hy0; doses increased. The fact that the inactivation
improvement with increasing H,O; doses to 7 mM (238 mg/L) or higher
is hardly significant might be due to a saturation effect of HyO2, while a
decrease in the efficiency of degradation would be due to the Hy0,
quencher effect [50]. Indeed, this saturation effect was also reported by
Polo-Lopez al. [28] and Agull6-Barcel6 et al. [26], who reported that
Fusarium solani and that E. coli, F-specific RNA bacteriophages, somatic
coliphages and sulphite-reducing clostridia inactivation was the same at
15 and 10 mg/L, and at 20 and 50 mg/L, respectively. On the other
hand, Adeel et al. [23] reported the quencher effect when evaluating
E. coli inactivation through H;0,/SR: 40 mg/L (1.2 mM) of Hy0,
improved the inactivation compared to SR, while 90 mg/L (2.6 mM)
decreased it.

Considering the saturation effect and the results, 5 mM Hy02/SR
(170 mg/L) during 5 min (F = 150 KW.s/m?) stands as an effective
disinfection treatment against both Acanthamoebae and EB. Lower H,0,
doses (between 1 and 50 mg/L, 0.03 and 1.5 mM) were reported to be
efficient in H,0,/SR assays against bacteria and phages [23-26] and
also against some fungal species [27,28], but were not efficient against
more resistant microorganisms, such as B. subtilis spores [20], Clos-
tridium perfringens spores [56] or Cryptosporidium parvum oocysts [57].
Thus, it would be interesting to evaluate the H,0, doses here reported as
efficient in further H30,/SR studies against these resistant
microorganisms.

3.5. Considerations, relevance of the study and future perspectives

P31 Acanthamoeba was more resistant than C1-211 to the three
treatments compared (H202, SR and H205/SR). This might be related to
differences in cystic wall composition, as commented in 3.1., but also to
the water source. P31 Acanthamoeba was isolated from an outdoor
swimming pool, where it is constantly exposed to solar radiation and
chlorine. Hence, a higher resistance of P31 Acanthamoeba and its EB to
the SR treatment can be expected. In addition, chlorine, when irradiated
by solar radiation, produces OH among other reactive species [31], and
thus, this amoeba is used to the exposure and attack of OH radicals.
Therefore, P31 Acanthamoeba is understandably more resistant than
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Table 2
11,0, residual concentration (mM) in dark 11,0, and I1,0,/SR experiments with diferent initial 11,0, doses.
Treatment Time (min) €121 P31
1mM 3mM 5mM 10 mM 1mM 3mM 5mM 10 mM
Hy0,/SR 0 1.01 3.06 5.03 10.02 1.00 3.07 5.01 10.02
2.5 0.99 2.96 1.85 9.74 1.54 1.70 1.92 8.79
5 0.94 2.88 4.67 9.35 1.41 1.58 4.99 9.83
10 0.92 2.93 4.31 10.30 1.03 142 5.03 9.91
30 0.80 3.53 5.67 11.13 1.38 1.65 5.66 10.95
Hy0, 30 0.99 277 4.60 9.88 0.68 2.09 3.56 9.80

C1-211 to the evaluated treatments.

Previous studies also reported that Acanthamoeba strains isolated
from urban water, such as hospital water, were more resistant to H,0,
and other disinfectants than freshwater Acanthamoeba strains [3]. Water
treatments select resistant strains that might get into water distribution
systems. If ineffective disinfection treatments are included throughout
the distribution systems, especially highly resistant Acanthamoeba
strains might be selected. In addition, considering the increase in the
reuse and reclaiming of water [10], Acanthamoeba and their endosym-
biont bacteria might become recalcitrant in the urban water cycle. All
this reinforces the necessity of introducing point-of-use treatments and
revising regulated microbial indicators for determined water uses where
Acanthamoebae and their potentially pathogenic endosymbiont bacteria
could pose a health risk, such as swimming pools for elderly people or
infants, hospital water or health-care settings. In this sense, point-of-use
H,0,/SR disinfection could be an interesting alternative, but residual
concentrations (Table 2) might be accordingly considered. Optimiza-
tions of doses and exposure times could lead to better-fitting treatments.
Also, further H,0,/SR studies against different Acanthamoeba strains
and FLA genera and against potential EB non-culturable by the tech-
niques here evaluated are necessary so that optimal conditions for
effective disinfection can be stated.

As a hypothesis, it is proposed that EB could be killed (a) once they
release out of a dead and lysed Acanthamoeba trophozoite or immature
cyst or (b) once the disinfectant (whether HyO3, -OH and other ROS or
SR) reaches the bacteria inside the Acanthamoeba. In the latter case, the
efficiency of the disinfectant would depend (among others) on the
location of the EB, as long as they can be distributed among different
Acanthamoeba compartments (in vacuoles or between the walls of the
endocyst and ectocyst, for example [5]).

FLA can carty a huge variety of potential pathogenic microorganisms
inside; long lists of different bacteria, viruses including SARS-CoV-2 or
fungi can be found across the literature [5,58]. Just like endosymbiont
bacteria require higher doses than FLA to get completely inactivated,
other potentially pathogenic organisms protected inside FLA might also
require them. This sharpens the risk of recolonization of water systems
and hampers pathogen control. In this sense, further research on dis-
infecting other microorganisms susceptible to being protected by FLA
would be interesting to analyze so that a more complete vision of the
protective and “trojan horse” roles of amoebae could be stated. Also,
further studies considering different factors such as water matrix,
turbidity, ions, quenchers or organic matter are needed.

4. CONCLUSIONS

The combination of HyO, and simulated solar radiation (H;02/SR)
was evaluated to compare its effectiveness on the inactivation of two
Acanthamoeba strains isolated from different water sources and their
endosymbiont bacteria to HyO, and SR treatments alone. H,O, was
sufficient to obtain eradication, whereas only SR was not. The disin-
fectant power of HyO, and SR was greatly improved when combined.
H30,/SR was efficient in inactivating both Acanthamoeba and their EB,
reducing the necessary H,O, dose up to 5 times and the necessary SR
exposure time up to 30 times.

EB required higher HyO, doses and longer SR exposure times than
their protective Acanthamoeba to be eradicated, indicating that EB
inactivation needs first the Acanthamoeba inactivation, underlying the
protective role of amoebae against disinfectants. The Acanthamoeba
strain isolated from a swimming pool, where it is constantly exposed to
chlorine and solar radiation, was more resistant than the freshwater
strain to all the treatments evaluated, indicating that conventional
disinfection treatments select resistant strains that will be pretty difficult
to further remove. These strains can hence become recalcitrant in the
urban water cycle and enable the possible recolonization of water de-
vices by the potentially pathogenic bacteria carried inside.

Given the resistance of Acanthamoeba and their protective role, it is
considered of interest to extend knowledge of the effectiveness of H;05/
SR on a wider spectrum of free-living amoebae and their endosymbiont
microorganisms, including bacteria, viruses and fungi, in order to
optimize disinfection conditions and develop H,0,/SR as an efficient
treatment that could fit according to water uses, protecting users from
potential waterborne and nosocomial infections.
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